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Resumo

Avanços nas tecnologias de sequenciamento de DNA têm revolucionado estudos

de genômica bacteriana por permitir montar genomas completos, a ńıvel de cromossomo,

de maneira rápida e barata, tornando viável pesquisas de genômica populacional. Atual-

mente, a análise computacional dos dados de sequenciamento é o principal obstáculo que

impede a sua utilização em ambientes cĺınicos. Para solucionar este problema, desenvol-

vemos três pipelines baseados em contêineres computacionais capazes de montar e anotar

genomas a partir de dados de sequenciamento de múltiplas plataformas, permitindo a

identificação de genes de resistência, fatores de virulência, prófagos e elementos integra-

tivos. No geral, um genoma pode ser montado e anotado em um laptop, em menos de

um dia. Cada pipeline é modular, e leva em conta diferentes cenários anaĺıticos pronta-

mente configurados pelo usuário. A utilização de contêineres permite que estes pipelines

sejam executados em qualquer sistema operacional e não necessitem da instalação manual

de seus componentes. A aplicação destes pipelines em isolados bacterianos do Hospital

Universitário de Braśılia possibilitou a caracterização de uma cepa hipermucoviscosa de

Klebsiella pneumoniae ST11-K64 multirresistente a antibióticos contendo diversos fato-

res de virulência. Os resultados deste trabalho reeditam alertas quanto ao surgimento

de patógenos de alto risco devido à convergência de genes de resistência e virulência e

reforçam a necessidade da criação de programas de vigilância cont́ınua de patógenos.

Demonstra-se ainda o grande potencial da genômica como uma valiosa aliada na bata-

lha contra infecções bacterianas. Em conclusão, estes pipelines oferecem uma ferramenta

computacional simples e direta, capaz de facilitar a inclusão de rotinas de sequenciamento

genômico de bactérias em sistemas de saúde.
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1

Introdução

1.1 Histórico da resistência a agentes antimicrobianos

Infecções bacterianas estiveram sempre presentes ao longo da História da humani-

dade. Durante milhares de anos inúmeras pandemias assolaram humanos, como a śıfilis,

hanseńıase, cólera e tuberculose. Muitas vezes, estas pandemias foram tão significativas

ao ponto de moldar a História, causando o decĺınio de cidades e nações. Um dos casos

mais emblemáticos é o da peste bubônica, que assolou o mundo na idade média e resultou

na morte de dezenas de milhões de pessoas em toda a Europa (Mohr, 2016).

A “era dos antibióticos” se iniciou em 1928 com o primeiro antibiótico natural

descoberto por Alexander Fleming (Fleming, 1929). Entretanto, em 1945, começaram a

surgir relatos de cepas bacterianas resistentes a antibióticos, como nos casos de Staphy-

lococcus aureus resistentes a penicilina (Plough, 1945) e estreptomicina (Waksman et al.,

1945).

Percebeu-se, já na década de 1990, que a evolução dos mecanismos de defesa em-

pregados pelas bactérias estavam superando o ritmo de descoberta de novas moléculas

para combate a estes patógenos (Lewis, 2013). Isto, resultou em um clamor dos cientistas

para uma aliança global para atacar este problema (Neu, 1992; Gold e Moellering, 1996).

Atualmente, os mesmos alertas vêm sendo reeditados em face a emergência de novas for-

mas de resistência que estão literalmente esgotando as alternativas terapêuticas (Dodds,

2017; Baker et al., 2018). Este panorama levou a Organização Mundial de Saúde (OMS) a

considerar a resistência a antibióticos como uma das maiores ameaças à saúde, segurança
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alimentar e desenvolvimento 1.

1.2 Os mecanismos de ação de antibióticos

Antibióticos são agentes quimioterapêuticos que tem ação bactericida ou bacteri-

ostática. Tem origem natural, produzidos por fungos (ex: Penicillium sp) ou bactérias

(ex: Streptomyces sp), ou através de śıntese em laboratórios. Quimicamente formam um

grupo diverso de moléculas de tamanho pequeno, que podem ser divididos em categorias

estruturais, como os beta-lactâmicos (penicilinas, carbapenêmicos) ou aminoglicośıdeos

(estreptomicina), dentre outros (Kapoor et al., 2017).

De acordo com o mecanismo de ação os antibióticos são classificados em três gran-

des grupos de atuação: (i) inibição da śıntese de parede celular; (ii) inibição da śıntese

de ácidos nucleicos; e (iii) inibição da śıntese de protéınas. A seguir, segue uma breve

descrição das famı́lias de antibióticos no contexto destes mecanismos de ação.

1.2.1 Inibição da śıntese de parede celular

A principal classe de antibióticos que age através da inibição da śıntese de pa-

rede celular são os beta-lactâmicos, como as penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos

e monobactâmicos. Beta-lactâmicos se ligam irreversivelmente às protéınas de ligação a

penicilina (PBPs, “penicilin binding proteins”) e interrompem a última etapa de transpep-

tidação da camada de pept́ıdeoglicano, perturbando a śıntese de parede celular (Kapoor

et al., 2017).

Glicopept́ıdeos, como a vancomicina, também inibem a śıntese da parede celular ao

se ligar na porção D-ala-D-ala da cadeia pept́ıdica crescente, impedindo a transpeptidação

e interrompendo a elongação e ligação cruzada da matriz pept́ıdoglicana (Blair et al.,

2015).

1.2.2 Inibidores da śıntese de ácidos nucleicos

Quinolonas, sulfonamidas, trimetropina e rifampicina são exemplos de drogas inibi-

doras da śıntese de ácidos nucleicos. Eficientes contra Gram-negativos e Gram-positivos,

1 www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance

https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance
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interferem no crescimento, replicação e sobrevivência bacteriana.

As quinolonas inibem a DNA girase (topoisomerase) bacteriana. Isto, impede que

o superenrolamento seja relaxado e, desta forma, impede a replicação ou transcrição do

DNA. A rifampicina, por sua vez, age inibindo a transcrição bacteriana ao se ligar à RNA

polimerase procariótica (Kapoor et al., 2017).

Já a sulfonamida e a trimetropina, inibem dois pontos diferentes do metabolismo

de ácido fólico, necessário para a śıntese de ácidos nucléicos. A sulfonamida inibe a

enzima dihidropteroase sintetase por apresentar maior afinidade que o substrato natural

e, a trimetropina, age inibindo a enzima dihidrofolato redutase (Kapoor et al., 2017).

1.2.3 Inibidores da śıntese de protéınas

Enquadram-se como inibidores da śıntese de protéınas as tetraciclinas, macroĺıdeos,

cloranfenicóis e aminoglicośıdeos. Estes antibióticos possuem um espectro de ação consi-

derável e são efetivos contra várias bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

As tetraciclinas e os cloranfenicóis, são agentes que previnem a ligação do aminoacil-

tRNA ao śıtio A do ribossomo bacteriano, pela ligação ao rRNA 16S e 23S respectiva-

mente. Por perturbarem a cavidade peptidil transferase da região 23S, macroĺıdeos inter-

ferem diretamente na etapa de translocação da tradução por causar um desacoplamento

prematuro da cadeia pept́ıdica nascente (Kapoor et al., 2017).

Os aminoglicośıdeos como a gentamicina e tobramicina, por sua vez, têm pouca

atividade contra bactérias anaeróbias. Estes antibióticos geralmente interferem na etapa

de elongação na subunidade ribossômica 30S, causando erros e a terminação prematura

da tradução do mRNA (Kapoor et al., 2017).

1.3 Bases moleculares da resistência antimicrobiana

O uso de antibióticos em concentrações subletais possibilita a seleção de clones

capazes de contrapor as condições desfavoráveis a sua sobrevivência (Blair et al., 2015).

Seu uso corriqueiro e indiscriminado na saúde humana, veterinária e produção animal tem

como consequência impor uma pressões de seleção regular que, o que acelera a taxa de

fixação de mutações ou aquisição exógena de genes com o consequente estabelecimento de
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novos mecanismos de resistência antimicrobiana em bactérias (Dodds, 2017; Durão et al.,

2018).

Ainda que possam impactar a fisiologia da bactéria, mutações capazes de interferir

na eficiência de antibióticos surgem estocasticamente pelo processo de seleção natural

(Bell e MacLean, 2018). Mutações adaptativas são geradas constantemente, em taxas de

até 10-5 por célula por geração, contrastando com eventos de transferência lateral de genes,

os quais dependem de contextos ecológicos definidos, como, por exemplo, a presença de

bactérias doadoras (Hughes e Andersson, 2017; Durão et al., 2018).

Devido a estruturas inerentes e adaptações funcionais, algumas bactérias são in-

trinsecamente resistentes a alguns antimicrobianos. Por exemplo, pela incapacidade de

ultrapassar a membrana externa de bactérias Gram-negativas, a vancomicina é, normal-

mente, efetiva somente contra bactérias Gram-positivas (Peterson e Kaur, 2018).

Em termos moleculares, existem diversas estratégias para uma bactéria contrapor

a ação de antibióticos, envolvendo os seguintes mecanismos gerais (Blair et al., 2015;

Santajit e Indrawattana, 2016; Iovleva e Doi, 2017):

• Prevenção de acesso ao alvo pela minimização de concentrações intracelulares de

drogas através de mecanismos de efluxo ou permeabilidade reduzida

• Modificação, ou proteção, do alvo da droga no hospedeiro por meio de modificações

pós-traducionais ou mutações genéticas

• A inativação direta da droga por modificação qúımica ou hidrólise

Estas caracteŕısticas podem surgir através da mutação de genes no cromossomo

bacteriano ou pela acquisição através da transferência lateral de genes, mediada por ele-

mentos genéticos móveis, como plasmı́deos, transposons e integrons (Woodford e Elling-

ton, 2007; Gillings, 2017). Na figura 1.1 encontra-se uma esquematização das principais

drogas utilizadas atualmente, seus mecanismos de ação e principais mecanismos de re-

sistência.
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Figura 1.1: Representação esquemática das principais classes de antibióticos da atualidade e seus res-

pectivos mecanismos de ação e resistência antimicrobiana

A seguir, são apresentados os detalhes moleculares, genéticos e fisiológicos de cada

uma destas categorias.

1.3.1 Minimização de concentrações intracelulares

A permeabilidade das membranas bacterianas influencia diretamente a concen-

tração intracelular efetiva de antibióticos, através do balanço das taxas de influxo e efluxo

dos mesmos.

Na membrana externa de bactérias Gram-negativas existem protéınas, particular-

mente da famı́lia das porinas, que controlam o influxo de pequenas moléculas importantes

para a fisiologia celular mas, eventualmente, agentes nocivos como antibióticos. Diversos

relatos descrevem que a redução na expressão ou mutações de porinas são correlacionadas

com a emergência de fenótipos resistentes a carbapenemas (Hao et al., 2018; Kong et al.,

2018).

Bombas de efluxo de antibióticos são complexos proteicos important́ıssimos para

a resistência intŕınseca de bactérias Gram-negativas a algumas drogas. Quando superex-
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pressas, podem conferir altos ńıveis de resistência a antibióticos (Du et al., 2018). Este é

um mecanismo de resistência comum em isolados cĺınicos e, bactérias com este fenótipo

vêm sendo isoladas de pacientes desde a década de 1990 (Everett et al., 1996; Pumbwe e

Piddock, 2000; Kosmidis et al., 2012).

Altos ńıveis de expressão dessas bombas são geralmente adquiridos através da

mutação de componentes da rede de regulação de sua expressão. Alternativamente, a

expressão de bombas de efluxo pode ser acionada por est́ımulos ambientais, por exemplo,

a partir da ligação de uma molécula ao repressor transcricional do gene e consequente

diminuição de sua repressão (Baucheron et al., 2014; Du et al., 2018). Ademais, algumas

destas são capazes de transportar uma grande variedade de substratos estruturalmente

similares e são conhecidos como bombas de efluxo de resistência múltipla (MDR). Des-

tas, a famı́lia de bombas RND (do inglês, “resistance-nodulation-division”) é a melhor

caracterizada.

1.3.2 Modificação do alvo do antibiótico

Outra estratégia evasiva verificada em bactérias consiste em mutações que indu-

zem modificações estruturais na protéına que é o alvo para o antibiótico, interferindo na

eficiência da ligação deste, sem alterar drasticamente a função da protéına (Blair et al.,

2015). Como grande parte destes alvos são codificados por genes presentes em múltiplas

cópias nas bactérias, a mutação em uma dessas cópias pode ser suficiente para a produção

de variações fenot́ıpicas de tolerância ao antibiótico (Peterson e Kaur, 2018).

Além de mutações e modificações estruturais, a protéına alvo pode também ser

protegida através de metilações pontuais que evitam a ligação de múltiplos antibióticos,

mas mantém a função proteica, como é o caso da metilação mediada pela Cfr rRNA

metiltransferase que confere resistência a cloranfenicol e lincosamidas (Long et al., 2006).

1.3.3 Inativação dos antibióticos

A resistência antimicrobiana também pode ser adquirida através da capacidade de

destruir ou inativar antibióticos. Uma das principais formas de inativação de antibióticos

é através da hidrólise. Por exemplo, antibióticos beta-lactâmicos como penicilinas, ce-
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falosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos são hidrolisados por diversas classes de

enzimas nomeadas beta-lactamases (Santajit e Indrawattana, 2016).

Alternativamente, antibióticos podem ser inativados através da transferência de

grupamentos qúımicos que podem estericamente impedir a ligação do antibiótico ao seu

alvo. Por exemplo, devido ao seu tamanho, aminoglicośıdeos são bastante suscept́ıveis a

modificações qúımicas, principalmente por ação de acetil-transferases, fosfo-transferases e

nucleotidil-transferases (Romanowska et al., 2013).

1.4 Bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenêmicos

Os mecanismos de aquisição de resistência podem ocorrer de maneira autônoma e

cumulativa. Consequentemente, ao longo do tempo, diversos genes podem ser encontrados

em um mesmo organismo, principalmente em plasmı́deos, resultando em fenótipos de

resistência a múltiplas drogas (MDR, do inglês “Multidrug Resistance”).

O fenótipo MDR é especialmente relevante para um grupo de bactérias denomi-

nado “ESKAPE” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.). Este grupo é

considerado pela OMS como uma das maiores ameaças à saúde mundial em função de

estarem intimamente associados a ambiente hospitalares e apresentarem novos paradig-

mas na aquisição e transmissão de mecanismos de resistência (Pendleton et al., 2013;

Theuretzbacher, 2017). Além disto, estes organismos estão relacionados ao maior risco

de mortalidade e ao aumento de custos de saúde em páıses em desenvolvimento, como o

Brasil (Founou et al., 2017).

Estas bactérias são extremamente plásticas quanto aos mecanismos de resistência

a antibióticos e, por isso, o desenvolvimento de novas drogas para este grupo tem falhado

(Brown e Wright, 2016). Uma das últimas alternativas terapêuticas são as carbapenemas,

eficazes contra infecções severas de bactérias Gram-negativas. No entanto, mais e mais

cepas resistentes a essa classe de antibióticos vêm sendo reportadas (Iovleva e Doi, 2017;

Theuretzbacher, 2017; van Duin e Doi, 2017).
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1.5 A bactéria Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae são bactérias encontradas em abundância no ambiente, em

solos, esgotos, água e plantas. Estas bactérias são capazes de colonizar uma grande diver-

sidade de hospedeiros animais, incluindo humanos, podendo ser encontrados em diferentes

partes do corpo como o trato respiratório, urinário e pele (Wyres e Holt, 2016). Em média,

o tamanho do genoma de K. pneumoniae é de 5,5 Mb com aproximadamente 5.500 ge-

nes. Destes genes, somente 2.000 são presentes em todos os indiv́ıduos da espécie (“core

genes”) e a taxa acumulativa de genes acessórios identificados com a aumento do número

de genomas sequenciados indica um pangenoma aberto, com vasto “pool” gênico (Wyres

e Holt, 2016).

A bactéria Klebsiella pneumoniae (Kp) é uma das principais causas de infecções

hospitalares no mundo, sendo o trato urinário o śıtio de infecção mais comum. Uma

vez adquirida, esta bactéria coloniza principalmente as mucosas, geralmente as do trato

gastrointestinal.

Grande parte dos genes de resistência em Klebsiella pneumoniae são adquiridos

horizontalmente, principalmente carreados em plasmı́deos. Klebsiella pneumoniae são

capazes de carrear múltiplos plasmı́deos ao mesmo tempo, cada um com um conjunto

diferente de resistência a antimicrobianos. Desta maneira, através da transferência direta

de plasmı́deos entre cepas de K. pneumoniae e outras enterobactérias, Klebsiella pneumo-

niae são capazes de rapidamente desenvolver fenótipos de multirresistência a antibióticos

(Wyres e Holt, 2016). Aliado à resistência a antimicrobianos, enfrenta-se hoje, mundial-

mente, problemas relacionados ao aumento da virulência de Klebsiella pneumoniae pelo

acúmulo de genes de virulência, principalmente em plasmı́deos (Wyres et al., 2019). Este

cenário é bastante preocupante pois a convergência de genes de virulência e resistência

pode resultar no surgimento de cepas de Klebsiella pneumoniae MDR altamente virulen-

tas, implicando no aumento da dificuldade de tratamento destas infecções (Wyres et al.,

2019).
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1.5.1 Fatores de virulência em Klebsiella pneumoniae

Em geral K. pneumoniae é considerada comensal e oportunista e, apesar de não se

saber os mecanismos exatos pelo qual uma colonização se desenvolve em infecção, conhece-

se diversos fatores de virulência de extrema importância para esta progressão. São eles: a

cápsula bacteriana, o lipopolissacaŕıdeo (LPS), os sideróforos, as f́ımbrias, as bombas de

efluxo e o sistema de secreção tipo VI (T6SS) (Martin e Bachman, 2018).

A cápsula bacteriana é, talvez, o fator de virulência mais importante para a vi-

rulência bacteriana. Sintetizada pelo locus cps, ela protege a bactéria da fagocitose por

macrófagos (Cortés et al., 2002). Tradicionalmente, sorotipos K são diferenciados por

variantes alélicas dos genes wzi e wzc, genes bastante conservados no locus (Martin e

Bachman, 2018). Porém, alguns dos genes do locus cps não são conservados e, as com-

binações de presença e ausência destes genes são dependentes do sorotipo capsular, o que

também permite a classificação de Kps em diferentes K-loci (KLs). Nesta classificação,

os sorotipos referência K1-77 (diferenciados pelos alelos wzi e wzc) foram nomeados com

seus respectivos números, KL1-77. Enquanto os novos loci baseados somente conteúdo

gênico do locus são nomeados a partir do identificador KL101 (Wyres et al., 2016).

O LPS, ou endotoxina, é reconhecido como um potente mediador do choque séptico

causado por bactérias. Estas moléculas são formadas por um liṕıdeo A conservado e um

ant́ıgeno O variável e são importantes para a resistência de microrganismos ao sistema

imune complemento. Variações no ant́ıgeno O são reconhecidas como sorotipos O. Das in-

fecções causadas por Klebsiellas, 80% são provenientes dos sorotipos O1, O2 e O3 (Martin

e Bachman, 2018; Cortés et al., 2002).

Sideróforos são moléculas de alta afinidade ao ferro, por possúırem maior afinidade

ao ferro que protéınas de transporte do hospedeiro, ajudam a bactéria a captar ferro du-

rante infecções (Paczosa e Mecsas, 2016). existem diversos sideróforos, de diferentes ńıveis

de afinidade, que podem ser expressos por Klebsiella pneumoniae: Enterobactina (Ent),

Salmochelina (Sal), Aerobactina (Aer) e Yersiniabactina (Ybt). A Enterobactina é um

sideróforo secretado universalmente por todas as bactérias da espécie Klebsiella pneumo-

niae. Por outro lado, a Salmochelina, Aerobactina e Yersiniabactina não são universais e

estão intimamente relacionados a maiores ńıveis de virulência (Martin e Bachman, 2018;
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Paczosa e Mecsas, 2016).

F́ımbrias, ou pili, são moléculas essenciais para a adesão em superf́ıcies e, portanto,

cruciais para a infecção bacteriana (Paczosa e Mecsas, 2016). Destacam-se, em Klebsiella

pneumoniae, dois tipos de f́ımbria, 1 e 3. F́ımbrias do tipo 1 (fim), são finas e expressas

por ≈90% dos isolados de Klebsiella pneumoniae. Estas moléculas são essenciais para

o desenvolvimento da infecção pois conferem habilidade de aderir a superf́ıcies bióticas

e abióticas (Paczosa e Mecsas, 2016). F́ımbrias do tipo 3 (mrk) são moléculas adesivas

encontradas em enterobactérias. Estas moléculas, em particular, são consideradas cruciais

para a formação de biofilme em superf́ıcies bióticas e abióticas (Martin e Bachman, 2018;

Paczosa e Mecsas, 2016; Stahlhut et al., 2013).

Bombas de efluxo são complexos proteicos capazes de remover diversos compostos

tóxicos do interior da célula. Estes complexos são importantes mecanismos pelo qual

bactérias adquirem resistência a antibióticos. Além disso, é demonstrado que a bomba de

efluxo AcrAB é (também) um importante fator de virulência, provavelmente por mediar

a resistência contra pept́ıdeos antimicrobianos do hospedeiro (Martin e Bachman, 2018;

Paczosa e Mecsas, 2016).

Por último, o sistema de secreção tipo VI (T6SS) é um aparato que serve como

canal injetor de moléculas efetoras e toxinas em células eucarióticas e procarióticas. Pro-

porcionam vantagem adaptativa por permitir a injeção de células efetoras capazes de

hidrolisar a parede celular, membrana ou ácidos nucleicos de outras células. Este sistema

é encontrado em diversas bactérias patogênicas e é importante para a competição e vi-

rulência bacteriana. Além disso, é um sistema que reage a est́ımulos de estresse e induzido

positivamente na presença de antibióticos (Martin e Bachman, 2018; Liu et al., 2017).

1.5.2 A emergência de K. pneumoniae hipervirulentas

Um novo patovar hipervirulento de Klebsiella pneumoniae (hvKp) foi descrito no

sudeste asiático na década de 1980 (Catalán-Nájera et al., 2017). As caracteŕısticas mais

marcantes de hvKps é que são adquiridas da comunidade e a sua capacidade de causar

infecções de alto risco de vida em indiv́ıduos adultos saudáveis, principalmente abcesso

piogênico do f́ıgado, mas também endoftalmite, meningite e bacteremia. Por outro lado,
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as cepas clássicas (cKp) de Klebsiella pneumoniae são oportunistas e nosocomiais, afe-

tando pacientes severamente enfermos ou imunodeprimidos (Marr e Russo, 2019). Além

disso, hvKps são capazes de desenvolver metástases, difundindo-se para múltiplos śıtios de

infecção, principalmente cérebro e olhos (Catalán-Nájera et al., 2017). Esta diferença fe-

not́ıpica é atribúıda, principalmente, a variações no conteúdo gênico do genoma acessório

da espécie, regulado majoritariamente por plasmı́deos e elementos integrativos (Martin e

Bachman, 2018).

Por muito tempo, acreditou-se que o fenótipo de hipervirulência poderia ser carac-

terizado pela identificação do fenótipo de hipercápsula, através do “String test” positivo.

Desta forma, a hipermucoviscosidade era considerada um marcador da hipervirulência

junto com sorotipos capsulares espećıficos e a presença de certos sideróforos (Paczosa e

Mecsas, 2016). Porém, em 2017, Catalán-Nájera, discute que, embora capaz de potenci-

alizar a virulência bacteriana, a hipermucoviscosidade e a hipervirulência são fenótipos

diferentes(Catalán-Nájera et al., 2017). Além disso, comentam que estes fenótipos não

são exclusivos dos sorotipos capsulares K1 e K2 (Cubero et al., 2016; Chuang et al., 2013;

Liu et al., 2014; Luo et al., 2014; Cubero et al., 2016; Wu et al., 2017).

Em 2019, Marr e Russo discutiram sobre novos biomarcadores que têm sido efe-

tivamente utilizados para predizer fenótipos de hipervirulência. Isto, tem instigado pes-

quisadores a invocarem colaborações internacionais que possibilitem o estabelecimento de

um consenso sobre os marcadores da hipervirulência (Marr e Russo, 2019). O sequen-

ciamento de diversas cepas hipervirulentas identificou a presença de dois plasmı́deos de

virulência conservados: pK2044 e pLVPK. Nestes plasmı́deos encontram-se genes, experi-

mentalmente testados, responsáveis pelo fenótipo de hipervirulência: iuc, peg344, rmpA,

e rmpA2 (Marr e Russo, 2019).

Apesar da hipermucoviscosidade sozinha não ser um marcador da hipervirulência,

nota-se que a produção de hipercápsula mediada pelos genes rmpA e rmpA2 é hvKp-

espećıfica (Russo e Marr, 2019). Somado a isso, cepas hvKp são capazes de produzir

quatro diferentes sideróforos (Ent, Ybt, Aer e Sal). Destes, a aerobactina parece ser

espećıfica de cepas hipervirulentas. Portanto, atualmente, os marcadores mais eficientes

do fenótipo de hipervirulência são os genes iuc (aerobactina), rmpA e/ou rmpA2 (Russo

e Marr, 2019).
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Desta forma, caminha-se para uma catalogação mais atualizada e completa sobre

as caracteŕısticas epidemiológicas, genéticas e moleculares capazes de eficientemente ca-

racterizar o fenótipo de hipervirulência, dirigindo-se para uma definição mais acurada de

biomarcadores da hipervirulência (Marr e Russo, 2019; Russo e Marr, 2019).

1.6 Convergência de genes de resistência e virulência

A maior preocupação acerca do flex́ıvel genoma acessório da espécie K. pneumoniae

é o surgimento de isolados hipervirulentos e multirresistentes. Preocupantemente, isolados

que apresentam ambos estes fenótipos já foram detectados (Holt et al., 2015). Mais recen-

temente, na China, foram identificados isolados hvKp ST11 resistentes a carbapenêmicos

que adquiriram porções do plasmı́deos de virulência pLVPK (Gu et al., 2018).

Os principais mecanismos pelos quais a convergência destes fenótipos pode aconte-

cer são: (i) através da aquisição de plasmı́deos de resistência por cepas hvKp; (ii) através

da aquisição e integração de elementos móveis que contenham genes de resistência em

cepas hvKp; (iii) através de mutações gênicas; ou através da aquisição de plasmı́deos de

virulência por cepas cKp multirresistentes (Russo e Marr, 2019).

Porém, nota-se que a taxa de aquisição de plasmı́deos de virulência por clones MDR

é maior que a de aquisição de plasmı́deos de resistência por clones hipervirulentos (Wyres

et al., 2019). Além disso, que a taxa de recombinação em cepas hipervirulentas é menor

(Wyres et al., 2019). Consequentemente, hvKps não são capazes de adquirir determinantes

de resistência antimicrobiana tão rápido quanto cKps e, por isso, especula-se que existam

barreiras intŕınsecas como a incompatibilidade entre plasmı́deos e a superexpressão da

cápsula bacteriana (Russo e Marr, 2019). Portanto, a convergência destes fenótipos é

mais fácil de acontecer em cepas MDR que, desta forma, representam enorme risco à

saúde pública global.

1.7 Incidência e monitoramento de Klebsiellas multirresistentes no Brasil

Devido a limitações terapêuticas, cepas multirresistentes com múltiplos fatores de

virulência de K. pneumoniae têm sido constantemente associadas a alta morbidade e mor-
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talidade. Esta é uma preocupação mundial e, por isso, seu monitoramento epidemiológico

é essencial. No Brasil, a maioria das cepas relatadas são de STs (do inglês “Sequence

Type”) do complexo clonal CG258, que frequentemente é associado a vários genes de re-

sistência e virulência na América Latina (Azevedo et al., 2019; Aires et al., 2019; Palmeiro

et al., 2019; Andrey et al., 2019; Longo et al., 2019).

No geral, os genes mais difundidos e frequentemente encontrados nos genomas

de Klebsiella pneumoniae isoladas no Brasil são genes de resistência a beta-lactâmicos

(blaKPC-2, blaSHV-11, blaOXA-1/2, blaTEM-1, blaCTX-M-15), fluoroquinolonas (oqxAB, aac(6’)lb-

cr), fosfomicinas (fosA5/6 ), sulfonamidas (sul1 ), aminoglicośıdeos (aac(3)-Ila), trimetro-

pina (dfrA) e tetraciclinas (tetA). Alarmantemente, crescem os relatos de cepas multir-

resistentes contendo vários dos genes de virulência (Ferreira et al., 2019; Andrey et al.,

2019; Aires et al., 2019).

Apesar de poucos casos no Brasil, existem relatos de cepas hipermucoviscosas

MDR, fenótipo associado a altas taxas de mortalidade (Azevedo et al., 2019; Aires et al.,

2019). Somado a isso, relatou-se pela primeira vez no Brasil a identificação do gene

blaNDM e o primeiro surto hospitalar causado por este (Nava et al., 2019; Monteiro et al.,

2019). Por último, foi identificado também a emergência de resistência a colistina (um dos

antibióticos de último recurso) em cepa pan-resistente no Rio de Janeiro (Longo et al.,

2019).

Todos estes relatos aumentam as preocupações quanto ao surgimento de cepas

MDR capazes de causar infecções na comunidade, demonstrando a necessidade de estudos

epidemiológicos de monitoramento e caracterização como o realizados por Aires (2019),

Azevedo (2019), Palmeiro (2019) e seus colaboradores. De maneira geral, poucos são os

estudos que fazem uso da genômica e, mesmo estes, a utilizam apenas em um pequeno

subconjunto das amostras.

1.8 A genômica de bactérias patogênicas

Em essência, o universo dos patógenos se apresenta em constante evolução o que

implica no seu continuado monitoramento. Estratégias experimentais para detecção dos

patógenos vem constantemente sendo aprimoradas e compreendem diversas abordagens
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como: a cultura de amostras cĺınicas, a caracterização fenot́ıpica por testes bioqúımicos

e morfológicos, espectrometria de massa (MALDI-TOF), variações da técnica de PCR

(Polymerase Chain Reaction), PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) e genotipagem por

técnicas como RFLP (PCR restriction fragment length polymorphism) e MLST (multilocus

sequence typing) (Fournier et al., 2013).

O MLST é uma técnica de caracterização genética bastante difundida e acesśıvel,

que é baseada no sequenciamento de fragmentos (≈500 bp) de genes essenciais (housekee-

ping) e que provê um sistema padronizado e reprodut́ıvel de identificação e nomenclatura

para cepas de uma espécie (Lee, 2017). As diferentes combinações de alelos destes genes

em cada bactéria permitem a definição de perfis alélicos também chamados de “Sequence

type” (ST). Em 2005, foi estabelecido um esquema de MLST para Klebsiella pneumoniae

(Diancourt et al., 2005) que pode ser acessado e analisado através do banco de dados

BIGSdb Pasteur2. Este banco é constantemente atualizado e contem 4.8553 diferentes

perfis alélicos de MLST para K. pneumoniae e somente 986 para E. coli , o que evidencia

a grande diversidade genética de K. pneumoniae (Wyres e Holt, 2016).

O MLST é extremamente útil na caracterização de populações de patógenos em

ńıvel regional ou global, mas não tem resolução para distinguir cadeias de transmissão

ou mesmo os determinantes genéticos de fenótipos de virulência ou de resistência a an-

tibióticos. O maior ńıvel de discriminação genético posśıvel para detecção de patógenos

é, sem dúvida, a sequência completa dos seus genomas. De posse da sequência do genoma

pode-se traçar de maneira ampla a dinâmica evolutiva, rotas de introdução e dispersão,

identificar bases moleculares para desenvolvimento de resistência a fármacos, além da

identificação de plasmı́deos e distinção de cepas e até novas espécies de patógenos (Four-

nier et al., 2013; Lee, 2017).

De fato, a genômica já teve impactos significativos na investigação de surtos e

diagnósticos cĺınicos. Em um dos primeiros casos, sua aplicação tornou posśıvel traçar

rotas de dispersão de um surto hospitalar de K. pneumoniae, o que não foi posśıvel

utilizando técnicas de PFGE ou PCR. A partir das informações genômicas, além da

cepa causadora, foi-se capaz de identificar o acúmulo de mutações independentes que

2 https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
3 Acessado em Janeiro de 2020

https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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culminaram na resistência a droga colistina (Snitkin et al., 2012).

Alguns pesquisadores chegam até mesmo a sugerir que o sequenciamento de ge-

nomas irá substituir completamente as técnicas usadas historicamente e revolucionar a

prática microbiológica cĺınica (Boolchandani et al., 2019). Antes disso, a obtenção dos

genomas deve ser rápida e custo-efetiva, e este cenário se materializa com recentes avanços

tecnológicos no sequenciamento de DNA.

1.8.1 Novas tecnologias de sequenciamento de DNA

O campo da genômica teve um grande impulso quando em 2005 se inaugurou a era

das novas tecnologias de sequenciamento de DNA, ou Next Generation Sequencing (NGS)

(Reuter et al., 2015), que permitiram gerar uma grande quantidade de sequências por

uma fração dos custos até então. Na primeira onda do NGS despontou a tecnologia da

companhia Illumina que está em constante evolução e é a mais utilizada até hoje (≈90%

da geração total de dados de NGS).

A particularidade da tecnologia Illumina é sua capacidade de sequenciar milhões

de fragmentos de DNA de forma simultânea e com grande acuidade, mas o tamanho

máximo de cada leitura é de 150 bases (leituras curtas). Por sua vez, o tamanho dos frag-

mentos sequenciados tem influência na capacidade de se reconstruir a sequência original

do genoma, e por conseguinte, somente a utilização de dados de Illumina não garante a

montagem completa do genoma, mas provê um rascunho de boa qualidade.

Recentemente, novas companhias entraram comercialmente neste ramo, tais como

Pacific Biosciences (PacBio) e Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Reuter et al., 2015),

as quais inauguraram a terceira geração de sequenciamento de DNA. Diferentemente da

tecnologia Illumina, estas são capazes de ler grandes fragmentos de DNA (leituras longas)

com média de 5.000 bases, mas há relatos de leituras excedendo 200.000 bases. Leituras

longas facilitam o esforço computacional para a montagem de genomas, mas tanto a

PacBio (Korlach et al., 2010) quanto ONT (Feng et al., 2015) sofrem com significativas

taxas de erro na nomeação das bases (≈5%) além de custo por base mais alto do que

a tecnologia Illumina. Dentre as tecnologias citadas, o foco do presente projeto está na

tecnologia da Oxford Nanopore, por motivos detalhados a seguir.
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1.8.2 Sequenciamento por nanoporos

Dada uma camada liṕıdica sobre a qual é aplicada uma diferença de potencial

entre os dois lados da membrana, a translocação de uma uma molécula fita simples de

DNA por um canal iônico presente nesta membrana gera alteração da corrente elétrica

(Kasianowicz et al., 1996). Estas flutuações na corrente são dependentes da natureza das

bases que estão passando pelo lúmen canal, o que gera um perfil elétrico que se altera de

acordo com o contexto das bases. Consequentemente, os diferentes perfis de bloqueio de

corrente podem ser convertidos em informação de sequência. Isto serve como arcabouço

teórico para uma elegante técnica de sequenciamento de DNA, o sequenciamento por

nanoporos (Wang et al., 2014; Feng et al., 2015). Uma visão esquemática deste processo

se encontra na figura 1.2.

Figura 1.2: Representação esquemática do sequenciamento de DNA por nanoporos, mostrando o bloqueio

diferencial de corrente nos poros em função de sequências espećıficas de DNA que atravessam o poro.

Fonte: Retirado do artigo Pore over this: Advances in DNA sequencing, do blog Oxford Scientist4.

No começo de 2014, a ONT disponibilizou o primeiro aparato comercial capaz

de proceder o sequenciamento por nanoporos: o MinION5. Surpreendentemente, este

sequenciador é um dispositivo que cabe na palma da mão sendo alimentado por uma

porta USB ligada a um computador pessoal. Dentro do MinION existem milhares de

nanoporos dispostos em uma malha regular, cada qual endereçado por um registrador

eletrônico de voltagem. Desta forma, os milhares de poros podem, independentemente,

registrar sequências.

4 http://oxsci.org/pore-over-this-advances-in-dna-sequencing/
5 https://nanoporetech.com/

http://oxsci.org/pore-over-this-advances-in-dna-sequencing/
https://nanoporetech.com/
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Sua portabilidade extrema e leitura cont́ınua em tempo real representam uma

profunda mudança de paradigma de sequenciamento genômico: ao invés de se enviar

amostras para centros de sequenciamento no exterior o dispositivo pode ser diretamente

utilizado na cĺınica. Ressalta-se que o processo leva de 24 a 48 horas da coleta de amostras

até a geração de sequências que posteriormente são processadas computacionalmente para

obtenção dos genomas.

1.8.3 Avanços do sequenciamento de patógenos por nanoporos

Em uma de suas primeiras aplicações, em 2015, Loman e colaboradores lograram

êxito em montar o genoma de E. coli em um único “contig” de 4,6 Mb, usando somente

dados de sequenciamento de DNA por nanoporos. Este trabalhou demonstrou a possibili-

dade de reconstruir genomas de alta qualidade (≈95% de identidade) apesar das elevadas

taxas de erros de dados de nanoporo (Loman et al., 2015). E com o passar dos anos, estas

perspectivas têm se tornado cada vez mais favoráveis.

A identificação de espécies bacterianas tem derivado majoritariamente de técnicas

dependentes de cultura. Nos últimos anos, análises independente de cultura baseadas em

sequenciamento de DNA têm sido desenvolvidas.

Em Janeiro de 2018, Gong e colaborados descreveram uma metodologia indepen-

dente de cultura utilizando DNase, centrifugação diferencial e sequenciamento de DNA

por nanoporos capaz de identificar a bactéria (K. pneumoniae, neste caso) e seus genes

de resistência em tempo real, em um caso de abcesso no f́ıgado (Gong et al., 2018). Atu-

almente, o tratamento desta patologia depende da cultura, isolamento e identificação do

patógeno. Porém, este trabalho demonstra que o sequenciamento de DNA por nanoporos

é capaz de entregar, em tempo real, uma análise rápida, independente de cultura e precisa

que pode ser utilizada para o diagnóstico em casos de abscesso no f́ıgado.

No mesmo ano, Li e colaboradores descreveram um protocolo barato e eficiente

para a obtenção de sequências completas de 20 plasmı́deos MDR em uma única corrida

de sequenciamento por nanoporos. A acuidade final das montagens foi de 97% e a multi-

plexagem resultou em custo por plasmı́deo de menos de US$ 50. O mais importante foi

a possibilidade de resolver completamente a estrutura complexa de cassetes de genes de
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resistência a antibióticos, muitos com duplicações de genes e elementos transpońıveis (Li

et al., 2018). Demonstrando a capacidade de se detalhar os mecanismos moleculares res-

ponsáveis pela resistência a antibióticos e possibilitar estudos de evolução e transmissão

destes mecanismos.

No fim de 2018, Tamma e colaboradores descreveram um estudo comparativo de

modo a determinar a eficiência da predição de susceptibilidade antimicrobiana baseada em

sequenciamento por nanoporos (Tamma et al., 2019). Neste trabalho, foram selecionados

40 isolados cĺınicos (sendo 21 K. pneumoniae resistentes a carbapenêmicos) que foram

analisados de duas formas diferentes: em tempo real e através da montagem dos genomas.

As análises em tempo real produziram anotação completa dos genes de resistência em

8 horas, com 77% de precisão enquanto a análise baseada em montagem de genomas

durou 14 horas com 92% de precisão. Segundo o grupo, ao avaliar os pacientes dos

quais as amostras foram obtidas, este método poderia ter diminúıdo o tempo de escolha

da melhor terapia antimicrobiana em até 26 horas quando comparado com os testes de

susceptibilidade tradicionais.

A metodologia padrão para a análise de infecções do trato respiratório inferior é

através do isolamento e cultura de patógenos, método com baixa sensibilidade e muito

lento para guiar terapias antimicrobianas. Por isso, foi desenvolvida uma outra técnica

de diagnose independente de cultura baseada em sequenciamento de DNA por nanoporos

(Charalampous et al., 2019), que foi capaz de detectar patógenos e seus genes de resistência

em 6 horas, com 96,6% de sensibilidade quando comparados com dados obtidos através

das metodologias padrão. Desta forma, demonstraram que a aplicação do sequenciamento

de metagenomas utilizando nanoporos pode de maneira rápida e acurada caracterizar

patógenos de infecções de trato respiratório inferior e contribuir para a aplicação guiada

de tratamentos antimicrobianos.

Cepas de E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC, do inglês “Shiga-toxin pro-

ducer E. coli”) são patógenos alimentares responsáveis por infecções de alta morbidade

e mortalidade em todo o mundo (Smith et al., 2019). Por isso, a rápida caracterização

de STECs é important́ıssima para identificar cepas circulantes que podem ser de grande

ameaça à saúde humana. Neste contexto, González-Escalona e colaboradores descreve-

ram a bem sucedida aplicação do sequenciamento de DNA por nanoporos para a rápida
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identificação e caracterização de genes de virulência, resistência, fagos Stx (toxina Shiga)

e plasmı́deos de duas STECs (González-Escalona et al., 2019). Este estudo demonstra a

viabilidade do sequenciamento por nanoporos como uma alternativa rápida e econômica

para a identificação de marcadores de virulência espećıficos em genomas de STECs.

Mais recentemente, Taylor e colaboradores descreveram a utilização do sequenci-

amento de DNA por nanoporos para simultaneamente obter as sequências genômicas e

plasmidiais de uma Salmonella enterica subsp. enterica e uma E. coli O157:H7 (Taylor

et al., 2019). Neste estudo, demonstraram o potencial uso da tecnologia em agências de

vigilância sanitária para a obtenção rápida e econômica de genomas de alta qualidade de

patógenos alimentares para a inferência filogenética, identificação de sorotipo, fatores de

virulência e genes de resistência.

1.9 Genômica de populações para a caracterização de bactérias

patogênicas

Os grandes avanços na obtenção de genomas permitiram o estabelecimento da

genômica de populações bacterianas, onde diversos genomas de isolados são sequenciados

e comparados, de forma a fornecer um inventário sem precedentes das variações genéticas

na população.

Mason e colaboradores descreveram um estudo de genômica comparativa utilizando

5.310 genomas de Mycobacterium tuberculosis obtidos dos cinco continentes para investi-

gar a dinâmica evolutiva de cepas multirresistentes (Manson et al., 2017). Descobriu-se

padrões de surgimento de cepas multirresistentes de M. tuberculosis conservados em todo

o mundo. Em todas as cepas MDR, a resistência a isoniazida surgiu antes de qualquer

outra e, quando não respeitada esta ordem, as cepas raramente evoluem para fenótipos

MDR. Desta forma, à época, o grupo sugeriu o desenvolvimento de diagnósticos capa-

zes de identificar mutações no gene katG de modo a identificar cepas monorresistentes a

isoniazidas e prevenir o surgimento de bactérias MDR.

Em contraste, 4.022 genomas de E. coli foram sequenciados provendo uma visão

populacional do resistoma, conjunto de genes de resistência, dessa espécie (Goldstone e

Smith, 2017). Com estes dados massivos de genômica foi-se capaz de identificar 7 classes
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de antibióticos para os quais a espécie é intrinsecamente resistente e 118 combinações de

antibióticos que nunca ocorrem simultaneamente em nenhum dos genomas sequenciados e

que, talvez, possam representar novas terapias capazes de mitigar os problemas advindos

do surgimento de fenótipos MDR.

Roe e colaboradores divulgaram um estudo integrando dados de genômica e trans-

critômica de 107 isolados de Acinetobacter baumanii para investigar os principais mecanis-

mos de resistência da espécie (Roe et al., 2019). Constatou-se, neste estudo, a dificuldade

de sua tipagem visto que muitos dos genomas analisados haviam sido erroneamente clas-

sificados como A. baumanii, o que demonstra a necessidade de melhora nos diagnósticos

cĺınicos. Demonstrou-se que a vigilância genômica de patógenos extremamente plásticos

não será atingida somente com dados genômicos, devido ao fato dos genes de resistência

não serem conservados entre as linhagens da espécie e que dados transcritômicos são com-

plementos valiosos para estes estudos visto que, através destes, foram capazes de identificar

padrões de expressão de genes de resistência e novos mecanismos de resistência.

Ao compararem 2.498 genomas de Klebsiella pneumoniae, Lam e colaboradores

investigaram a prevalência, evolução e mobilidade do gene ybt, fator de virulência essencial

para o desenvolvimento de infecções invasivas (Lam et al., 2018). Identificou-se que o

elemento genético móvel (Mobile genetic element) ICEkp está presente em um terço da

população da espécie, sugerindo que este MGE é extremamente dinâmico e mantido na

população principalmente através de transferência horizontal. Por último, descobriu-se

um novo mecanismo de transmissão do gene ybt através de plasmı́deos FIBk, capazes de

co-associar cassetes de resistência e virulência em um único plasmı́deo de alta estabilidade,

o que representa grande risco à saúde pública mundial.

Em Abril de 2019, Wyres e colaboradores descreveram um estudo de genômica

evolutiva comparativa utilizando >2.200 genomas de Klebsiella pneumoniae para carac-

terizar os 28 grupos clonais mais comuns da espécie (Wyres et al., 2019). Seus dados

mostram que clones MDR apresentam maior taxa de recombinação e são mais diversos

que clones hipervirulentos, possivelmente devido a restrições particulares ao fenótipo. So-

mado a isso, a taxa de aquisição de plasmı́deos de virulência por clones MDR é maior

que a taxa de aquisição de plasmı́deos de resistência por clones hipervirulentos. Desta

forma, clones MDR, apresentam maior risco à saúde pública e a urgente necessidade do
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estabelecimento de sistemas de vigilância genômica capazes de integrar informações clo-

nal, de resistência e de virulência que são praticamente inviáveis de serem adquiridas se

não através da genômica.

Desta forma, fica claro que a epidemiologia genômica é de extrema importância

para a investigar a evolução da resistência e virulência bacteriana, para caracterizar e

compreender os mecanismos de resistência de bactérias patogênicas, além de se mostrar

grande aliada no desenvolvimento de terapias mais eficientes (Hendriksen et al., 2019;

Kan et al., 2018). É notório que estas abordagens genômicas torna-se-ão mais frequentes

e, hoje, a maior dificuldade se encontra no armazenamento e integração dos dados.

1.10 Análise computacional de dados genômicos

Em qualquer escala de estudo, os dados genômicos gerados pelas tecnologias ex-

perimentais só podem ser usados para interpretar fenômenos biológicos com o aux́ılio

da bioinformática. O emprego de diversas ferramentas computacionais faz-se necessário

em todas as etapas anaĺıticas, do pré-processamento de dados para remoção de erros de

sequenciamento e contaminantes, passando por estratégias para montagem do genoma

até chegar em diversos aspectos da anotação gênica. De fato, atualmente as análises

bioinformáticas exigem muito mais tempo e mão-de-obra do que o sequenciamento pro-

priamente dito, que no caso de nanoporos pode ser finalizado em até um dia.

Se por um lado o NGS democratiza a genômica e compele a sua aplicação regular

em laboratórios de microbiologia, ao mesmo tempo introduz uma enorme lacuna na pos-

sibilidade de se proceder uma análise efetiva dos dados (Muir et al., 2016). As análises

bioinformáticas requerem especialistas multi-disciplinares para desenhar e implementar

verdadeiros protocolos experimentais, mas em outro âmbito, o in silico, ao invés de in

vivo ou in vitro.

1.10.1 Protocolos computacionais automatizados

Em uma análise genômica, os dados de NGS são utilizados como arquivos de en-

trada para diversas ferramentas computacionais, as quais geram resultados que servem

de entrada para outros programas, em uma verdadeira linha de montagem que requer



22 1. Introdução

dezenas de etapas. (Grüning et al., 2017). O protocolo computacional que materializa

estas é comumente denominado de pipeline.

No ińıcio, pipelines eram produzidos em forma de scripts em linguagens de pro-

gramação como PERL e Python. Apesar de possibilitarem a implementação de variáveis

e da lógica de processamento de dados, scrips são extremamente básicos e carecem de dois

pontos important́ıssimos: a dependência, habilidade de definir dependências entre etapas

e a reentrância, habilidade de recomeçar a análise do ponto de interrupção sem a neces-

sidade de refazer todo o processo (Leipzig, 2016). Além disso, scripts são extremamente

particulares ao problema para o qual foram desenvolvidos e, por não possúırem sintaxe

pré-definida, tendem a não possuir boa organização e serem pouco reprodut́ıveis (Perkel,

2019).

Para solucionar estas deficiências, nos últimos anos, novos sistemas automatizados

de gerenciamento de pipelines vêm sendo desenvolvidos (Strozzi et al., 2019). Estas novas

abordagens possuem linguagens e sintaxes pré-estabelecidas (Domain Specific Languages,

DSL) para a composição de pipelines e, por isso, são padronizadas e de melhor compre-

ensão, o que permite a interpretação correta dos passos por qualquer usuário familiarizado

com a sintaxe (Perkel, 2019). Somado a isto, estes novos sistemas fazem uso das ideias de

reentrada e dependência, que permitem a tolerância de erros (algo bastante frequente em

protocolos computacionais) e reińıcio no ponto de interrupção, proporcionando pipelines

robustos, escalonáveis e altamente reprodut́ıveis (Leipzig, 2016; Perkel, 2019).

A bioinformática necessita da padronização de protocolos para facilitar o compar-

tilhamento e desenvolvimento de análises portáteis e reprodut́ıveis. Atualmente, existem

diversos sistemas de gerenciamento de pipelines , cada um com suas particularidades, ca-

pazes de realizar esta tarefa, como mostrado na tabela 1.1, e, cabe ao pesquisador, definir

qual sistema melhor se enquadra sob suas demandas e pretensões.
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Tabela 1.1 - Principais sistemas automatizados de gerenciamento de pipelines da atualidade

Nome Linguagem Interface gráfica Referência

Bpipe Groovy Não 10.1093/bioinformatics/bts167

CWL CWL Não 10.6084/m9.figshare.3115156.v2

Galaxy Python Sim 10.1093/nar/gky379

KNIME Java Sim 10.1016/j.jbiotec.2017.07.028

Nextflow Groovy Não 10.1038/nbt.3820

Snakemake Python Não 10.1093/bioinformatics/bts480

1.10.2 Contêineres computacionais

Apesar de todos os esforços para facilitar a implementação das tarefas descritas

na seção anterior, a própria instalação dos programas requeridos para as análises ainda

é uma grande barreira. A maioria dos programas utilizados na bioinformática são de-

senvolvidos para o sistema operacional Linux e, muitos requerem diversas dependências

que exigem conhecimento em Linux para serem devidamente instaladas. Isto, gera um

enorme obstáculo para a implementação de pipelines padronizados em laboratórios com

pouca familiaridade ao sistema.

Existem, por exemplo, iniciativas entre desenvolvedores para o desenvolvimento

de programas que tentam facilitar o processo de coleta e instalação de dependências e

programas, como o bioconda (Dale et al., 2018). Porém, ainda que automatize a instalação

de programas e suas dependências, esta ferramenta ainda demanda conhecimento em

Linux, fator que representa obstáculo significativo (Grüning et al., 2018).

Por este motivo, contêineres computacionais estão ganhando cada vez mais espaço

na bioinformática. Contêineres são ambientes heterogêneos capazes de abstrair a ins-

talação de programas e dependências. Estes ambientes isolados e portáteis permitem o

empacotamento de aplicações e bibliotecas computacionais necessárias para a execução de

tarefas espećıficas (Grüning et al., 2018). São pequenos recipientes de um sistema opera-

cional, restringidos somente às bibliotecas requeridas para sua execução, diferentemente

de uma máquina virtual que abriga todo um sistema operacional completo.

Com este arcabouço, um contêiner computacional permite a criação de blocos

independentes e autossuficientes dedicados a suas aplicações, que podem ser executados

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts167
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.3115156.v2
https://doi.org/10.1093/nar/gky379
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2017.07.028
https://doi.org/10.1038/nbt.3820
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts480
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em qualquer sistema operacional. Assim que um contêiner é criado, o desenvolvedor pode

adicionar todos os programas e suas dependências a este, criando um ambiente único

e reprodut́ıvel que pode ser distribúıdo para os usuários finais, geralmente chamado de

imagem (Boettiger, 2015). Além de serem agnósticos em relação ao sistema operacional

do usuário, os contêineres podem ser executados em equipamentos variados, desde laptops

até super computadores de alta performance com múltiplos nós.

Portanto, é posśıvel obter a portabilidade, reprodutibilidade e escalonamento de

pipelines através da distribuição destes com seus respectivos programas e dependências

requeridas devidamente instalados e encapsulados em contêineres computacionais (Bo-

ettiger, 2015). Dentre as tecnologias dispońıveis, Docker (Merkel, 2014) e Singularity

(Kurtzer et al., 2017) são ótimos exemplos por serem completamente integradas pelo

sistema de gerenciamento automatizado de pipelines Nextflow.

1.10.3 Combinando pipelines e contêiners: Nextflow

Nextflow é uma linguagem de domı́nio espećıfico (DSL) que permite o rápido de-

senvolvimento, adaptação e gerenciamento de pipelines (Di Tommaso et al., 2017). Esta

DSL disponibiliza um sistema de gerenciamento de trabalhos desenvolvido para execu-

tar processos em paralelo, tolerar erros, permitir a rastreabilidade do código e resolver a

comunicação entre processos.

A tecnologia Nextflow é completamente integrada à conteinerização Docker, permi-

tindo incorporar imagens de contêineres Docker de maneira automática, prática e rápida.

Nextflow se encarrega de montar, executar e desacoplar as imagens Docker no momento

de sua execução, de modo que os arquivos da máquina e da imagem continuem acesśıveis

durante e após a realização de tarefas. Isto é feito sem a intervenção do usuário. Portanto,

Nextflow, torna simples a tarefa de gerenciamento de contêineres.

O desenvolvimento de um pipeline que se beneficie de ambas estas tecnologias ga-

rante de maneira direta sua reprodutibilidade em qualquer computador por manter, na

imagem Docker, todas as dependências necessárias para sua execução. Isto simplifica e

automatiza a instalação e execução de programas de computador, uma vez que não há

necessidade de intensas etapas de configuração e gerenciamento do ambiente computaci-
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1.11 pipelines de genômica bacteriana

Contextualizados com as realidades de cada época, ao longo dos anos, inúmeros

pipelines especializados em genômica bacteriana foram desenvolvidos. Implementados de

diversas maneiras, estas ferramentas podem ser comparadas quanto às formas de distri-

buição, sistema operacional requerido, tipo de dado aceito, etc. Além disso, não neces-

sariamente um pipeline é capaz de realizar todas as etapas de estudos genômicos. Estas

ferramentas podem ser divididas em três grupos: (i) de montagem de genomas; (ii) de

anotação de genomas; (iii) h́ıbridas. Um resumo sobre diferentes pipelines de genômica

bacteriana e suas caracteŕısticas básicas se encontra na tabela 1.2.

Em 2010, em uma das primeiras tentativas de compartilhamento de pipelines

portáteis e reprodut́ıveis de genômica bacteriana, Kislyuk e colaboradores divulgaram

um conjunto de scripts capaz de montar e funcionalmente anotar genomas bacterianos

sequenciados através das plataformas 454, ABI SOLiD, Illumina e Sanger (Kislyuk et al.,

2010). No ano seguinte, em 2011, Kumar e colaboradores descreviam uma solução in-

tegrada para a anotação e visualização de genomas bacterianos chamada AGeS. Apesar

de possuir interface gráfica, este pipeline podia ser instalado e executado somente em

sistemas Linux (Kumar et al., 2011).

Pipelines como PGAP (Tatusova et al., 2016) e DFAST (Tanizawa et al., 2018),

por exemplo, são ferramentas espećıficas para a anotação de genomas, distribúıdos para

a execução local ou através de serviços web. O primeiro, oferecido pelo NCBI é bastante

utilizado para a anotação automática de genomas submetidos ao GenBank. Já o segundo,

foi desenvolvido para facilitar a submissão de genomas ao banco de dados DDBJ.

De forma análoga, alguns centros de integração de dados como PATRIC (Anto-

nopoulos et al., 2019; Wattam et al., 2018), KBase (Arkin et al., 2018) e MicroScope

(Vallenet et al., 2019) disponibilizam, em plataformas online de trabalho, diversos pipeli-

nes e programas que possibilitam que o usuário, além de montar e anotar genomas, seja

capaz de integrar seus dados àqueles depositados nestes bancos em análises de genômica

comparativa como inferências filogenéticas e exploração de pangenoma.
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Tabela 1.2 - Caracteŕısticas básicas quanto à tarefa realizada (montagem, anotação ou h́ıbrido) e à

forma de execução (web ou local) de diversos pipelines de genômica bacteriana

Nome do programa Tipo (tarefa) Execução Referência (DOI)

AGeS Anotação Web 10.1371/journal.pone.0017469

ASA3P Hı́brido Local 10.1101/654319

CloVR-Microbe Hı́brid Local 10.1038/npre.2011.5887.3

bacass Hı́brido Local 10.5281/zenodo.3574476

BacPipe Hı́brido Local 10.1016/j.isci.2019.100769

BugBuilder Hı́brido Local 10.1101/148783

DeNoGAP Anotação Local 10.1186/s12859-016-1142-2

DFAST Anotação Local e web 10.1093/bioinformatics/btx713

GAAP Montagem Local 10.1186/s12864-016-3267-0

GAMOLA2 Anotação Local 10.3389/fmicb.2017.00346

Genix Anotação Local e web 10.1093/femsle/fnw263

KBase Hı́brido Web 10.1038/nbt.4163

MEGAnnotator Hı́brido Local 10.1093/femsle/fnw049

MICRA Anotação Web 10.1186/s13059-017-1367-z

MicroScope Anotação Web 10.1093/nar/gkz926

MyPro Hı́brido Local 10.1016/j.mimet.2015.04.006

PATRIC (RAST) Hı́brido Web 10.1007/978-1-4939-7463-4_4

P-CAPS Anotação Local e web 10.1089/cmb.2017.0066

PGAP Anotação Local e web 10.1093/nar/gkw569

TORMES Hı́brido Local 10.1093/bioinformatics/btz220

Tychus Hı́brido Local 10.1101/283101

Nanopype Pré-processamento Local 10.1093/bioinformatics/btz461

Sanger-pathogens

pipeline

Montagem Local 10.1099/mgen.0.000083

Com metodologia bastante diferente dos demais, MICRA, é um pipeline web que

foca em análises de identificação microbiana e genômica comparativa baseado em mape-

amento de leituras e não em montagem de genomas (Caboche et al., 2017). Apesar de

identificar genes de resistência e virulência em 10 minutos, MICRA somente aceita dados

provenientes das tecnologias Illumina e Ion Torrent e, por ser baseado em mapeamento

de leituras, perde-se questões estruturais que podem ser importantes para a biologia da

bactéria.

Existem ainda pipelines recentes que representam as novas tendências de desen-

volvimento e compartilhamento de pipelines através de contêineres e sistemas de geren-

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0017469
https://doi.org/10.1101/654319
https://doi.org/10.1038/npre.2011.5887.3
https://doi.org/10.5281/zenodo.3574476
https://doi.org/10.1016/j.isci.2019.100769
https://doi.org/10.1101/148783
https://doi.org/10.1186/s12859-016-1142-2
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btx713
https://doi.org/10.1186/s12864-016-3267-0
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00346
https://doi.org/10.1093/femsle/fnw263
https://doi.org/10.1038/nbt.4163
https://doi.org/10.1093/femsle/fnw049
https://doi.org/10.1186/s13059-017-1367-z
https://doi.org/10.1093/nar/gkz926
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2015.04.006
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-7463-4_4
https://doi.org/10.1089/cmb.2017.0066
https://doi.org/10.1093/nar/gkw569
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz220
https://doi.org/10.1101/283101
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz461
https://doi.org/10.1099/mgen.0.000083
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ciamento de execução, como Snakemake, e de instalação como bioconda. Nanopype, por

exemplo, é um pipeline distribúıdo em contêineres Docker e Singularity, desenvolvido em

Snakemake para o pré-processamento de dados de sequenciamento de dna por nanoporos

(Giesselmann et al., 2019). TORMES (Quijada et al., 2019) e BacPipe (Xavier et al.,

2019) são pipelines de montagem e anotação de genomas desenvolvidos especificamente

para dados de sequenciamento Illumina, enquanto ASA3P (Schwengers et al., 2019) e

bacass (Peltzer et al., 2019) são capazes de montar e anotar genomas utilizando leituras

curtas e longas.

Nota-se que vários dos pipelines listados na tabela 1.2, são antigos, desatualizados

e, consequentemente, com poucas opções de escolha quanto aos programas de montagem

de genomas. Todas estas diferenças de implementações e restrições transformam a escolha

do pipeline ideal em um processo laborioso e pouco trivial.
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2

Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver ferramentas computacionais que visam automatizar a montagem, ano-

tação e análise de genomas procarióticos utilizando dados de novas tecnologias de sequenci-

amento de DNA, demonstrando sua utilização para um isolado bacteriano multirresistente

a antibióticos.

2.2 Objetivos espećıficos

1. Desenvolver os pipelines computacionais genéricos, acesśıveis e configuráveis para

análise de genomas procarióticos

• Desenvolver um pipeline de pré-processamento de dados brutos de sequen-

ciamento de DNA das plataformas Illumina, Pacific Biosciences (Pacbio) e

Oxford Nanopore Technologies (ONT)

• Desenvolver um pipeline de montagem de genomas capaz de realizar diversos

tipos de montagens utilizando qualquer combinação de dados de sequenci-

amento das plataformas Illumina, Pacbio ou ONT

• Desenvolver um pipeline de anotação genômica abrangente e também espe-

cializado em anotar fatores de virulência, genes de resistência a antibióticos,

elementos genéticos móveis e prófagos

• Integrar o pipeline ao modelo de contêineres computacionais Docker para

facilitar a instalação e reprodutibilidade
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2. Aplicar os pipelines desenvolvidos em isolados de Klebsiella pneumoniae no Hos-

pital Universitário de Braśılia

• Montar genomas dos isolados utilizando diferentes metodologias

• Investigar genes de resistência a antibióticos

• Investigar os fatores de virulência e genes relacionados à hipervirulência

• Investigar genes relacionados à hipermucoviscosidade



3

Material e Métodos

3.1 Construção de pipelines computacionais

Todos os protocolos computacionais neste trabalho, os pipelines , foram desenvol-

vidos utilizando a linguagem de domı́nio espećıfico descrita no arcabouço (framework)

Nextflow (Di Tommaso et al., 2017), o qual organiza e controla a execução de diver-

sas etapas da análise realizadas por programas, quase sempre implementados no sistema

operacional Linux.

Estes programas são as dependências do pipeline e sua instalação individual é

uma tarefa complexa. Para mitigar este problema, utilizamos a tecnologia gratuita de

contêineres computacionais denominada Docker (Merkel, 2014; Boettiger, 2015). Esta

permite a criação de uma imagem (“máquina virtual”) com programas selecionados ins-

talados.

3.2 Pipelines para montagem e anotação de genomas procarióticos

Os processos de montagem e anotação de genomas são complexos e possuem di-

versas etapas. De modo a garantir flexibilidade ao usuário final, o pipeline foi dividido

em três módulos independentes, como esquematizado na figura 3.1. Esta arquitetura per-

mite a criação de pontos de checagem da qualidade dos dados e possibilita que usuários

executem somente as etapas de interesse.
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Figura 3.1: Visão geral do fluxo de trabalho do pipeline. Este é dividido em três módulos que são execu-

tados separadamente, na seguinte ordem: (i) pré-processamento de dados brutos de NGS (ii) montagem

de genomas (iii) anotação de genomas

3.2.1 Módulo de pré-processamento de dados brutos

A fim de possibilitar o pré-processamento de dados provenientes de múltiplas pla-

taformas de sequenciamento (Illumina, Pacbio e Oxford Nanopore) foram incorporados ao

pipeline programas especializados para cada tipo de tecnologia, em função de diferenças

quantitativas e qualitativas nas leituras. O fluxo geral de trabalho deste módulo está

esquematizado na figura 3.2.

Figura 3.2: Visão geral da etapa de pré-processamento de dados brutos de sequenciamento das platafor-

mas Illumina, Oxford Nanopore e Pacbio.

3.2.1.1 Pré-processamento de leituras curtas

Uma análise completa de leituras curtas provenientes da plataforma Illumina com-

preende as etapas de controle de qualidade, remoção de sequências adaptadoras (de PCR),

e opcionalmente correção de erros e colapso de leituras pareadas (leituras paired-end). Es-

tas etapas são configuráveis, isto é, são executadas com parâmetros padrão ou modificados
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pelo usuário, e envolvem a execução dos seguintes programas:

• FastQC para controle de qualidade das leituras (https://www.bioinformatics.

babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

• TrimGalore (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore) para a remoção

de sequências adaptadoras e de baixa qualidade (Martin, 2011)

• Lighter para a correção de erros (Song et al., 2014)

• FLASH para o colapso de leituras de protocolo paired end (Magoč e Salzberg,

2011)

3.2.1.2 Pré-processamento de leituras longas

O pré-processamento de leituras longas, provenientes das plataformas Pacbio e Ox-

ford Nanopore, é composto pelas etapas de conversão dos sinais brutos em arquivos de

sequência em formato FASTQ (opcional), remoção de sequências adaptadoras, desmul-

tiplexagem (opcional), avaliação da qualidade e distribuição dos tamanhos de leituras.

Para isto, utiliza-se os seguintes programas:

• Porechop (https://github.com/rrwick/Porechop) para remoção de sequências

adaptadoras e desmultiplexagem de dados ONT

• bam2fastq (https://github.com/PacificBiosciences/bam2fastx), distribúıdo

pela própria Pacbio, para a produção de arquivos de sequência em formato FASTQ

• pbh5tools (https://github.com/PacificBiosciences/pbh5tools) para a con-

versão de sequências para o formato FASTQ

• Nanopack para produzir resumos das estat́ısticas gerais (tamanho médio, número

de leituras, etc.) e da qualidade média das bases das leituras pré-processadas

(De Coster et al., 2018)

Todos os programas são executados com seus parâmetros padrão e podem ser

modificados pelo usuário final.

3.2.2 Módulo de montagem de genomas

Desenvolvido de modo a permitir diferentes combinações de tecnologias de sequen-

ciamento, o módulo de montagem de genomas possibilita aproveitar a alta qualidade de

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore
https://github.com/rrwick/Porechop
https://github.com/PacificBiosciences/bam2fastx
https://github.com/PacificBiosciences/pbh5tools
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leituras curtas produzidas pelas plataformas Illumina e o longo alcance proporcionado por

leituras longas das plataformas Pacbio e Oxford Nanopore. Disponibiliza-se no pipeline

três maneiras de montar genomas, esquematizadas na figura 3.3. O usuário é capaz de

montar o genoma de maneira h́ıbrida mesclando leituras curtas e longas ou utilizando

somente leituras curtas ou longas, de acordo com a sua disponibilidade. Todos os progra-

mas são executados com os parâmetros padrão e podem ser personalizados pelo usuário

através de um arquivo YAML distribúıdo em conjunto ao pipeline.

Figura 3.3: Visão geral da etapa de montagem de genomas. É posśıvel montar genomas utilizando

diferentes combinações de dados de sequenciamento das plataformas Illumina, Pacbio e Oxford Nanopore.

3.2.2.1 Montagem de leituras curtas

Implementou-se neste pipeline a montagem de leituras curtas através dos progra-

mas Unicycler (Wick et al., 2017) e SPAdes (Bankevich et al., 2012). Esta etapa pode ser

observada no fluxo à esquerda da figura 3.3.

3.2.2.2 Montagem de leituras longas

Para a montagem de leituras longas, escolheu-se os programas Canu (Koren et al.,

2017), Flye (Kolmogorov et al., 2019) e Unicycler (Wick et al., 2017). Esta etapa pode

ser observada no fluxo à direita da figura 3.3.
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Opcionalmente, após a montagem, o usuário pode realizar a correção de bases erro-

neamente nomeadas no genoma (polimento) utilizando os dados brutos em formato FAST5

(ONT) ou BAM (Pacbio) através dos programa Nanopolish (Loman et al., 2015) e arrow

(https://github.com/pacificbiosciences/genomicconsensus/), respectivamente.

3.2.2.3 Montagem h́ıbrida

A combinação de leituras curtas e longas pode ser efetuada de duas maneiras

distintas, ambas foram implementadas no pipeline. Esta etapa pode ser observada no

fluxo central da figura 3.3.

Na primeira, os dados Illumina são previamente montados de modo a produzir frag-

mentos de genoma (contigs) de alt́ıssima qualidade. Em seguida, utilizando as informações

de leituras longas, contigs podem ser unidos e ordenados (do inglês “scaffolding”). Em

resumo, após a montagem de um genoma fragmentado de alta qualidade, seus fragmen-

tos são consolidados a partir do seu mapeamento com leituras longas. Esta opção de

montagem é implementada no pipeline através do programa Unicycler.

Já a segunda metodologia consiste na execução de uma montagem primária uti-

lizando somente leituras longas de modo a se obter um genoma bastante cont́ıguo, com

mı́nima fragmentação. Em seguida, através do mapeamento das leituras curtas à mon-

tagem, é posśıvel corrigir regiões que contenham erros na sequência de nucleot́ıdeos, pro-

duzindo um genoma de alta contiguidade e qualidade. Em resumo, após uma monta-

gem extremamente cont́ıgua utilizando somente leituras longas, executa-se uma etapa de

correção de sequências (polimento) utilizando leituras curtas. Esta etapa de correção é

implementada no pipeline através do programa Pilon (Walker et al., 2014).

3.2.3 Módulo de anotação Genômica

O módulo de anotação genômica consiste na incorporação e integração de pro-

gramas de anotação automática e bancos de dados de extrema relevância para bactérias

patogênicas. Deste modo, o pipeline desempenha as seguintes etapas de anotação:

1. Anotação genérica com o programa Prokka (Seemann, 2014);

https://github.com/pacificbiosciences/genomicconsensus/


36 3. Material e Métodos

2. Predição de sequências de rRNA com Barrnap (https://github.com/tseemann/

barrnap);

3. Avaliação de MLST (“Multilocus Sequence Typing”) com o programa mlst (https:

//github.com/tseemann/mlst);

4. Anotação através da similaridade de sequências com o programa DIAMOND (Bu-

chfink et al., 2014), utilizando bancos de dados espećıficos:

• Os bancos de dados de fatores de virulência Victors (Sayers et al., 2019) e

VFDB (Chen et al., 2005);

• O banco de dados de elementos integrativos e conjugativos ICEberg (Liu

et al., 2019);

• O banco de dados de prófagos PHAST (Zhou et al., 2011)

5. Predição de prófagos com Phigaro (Starikova et al., 2019);

6. Anotação de genes de resistência com AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2019) e

RGI (Jia et al., 2017);

7. Predição de ilhas genômicas utilizando o programa IslandPath-DIMOB (Bertelli e

Brinkman, 2018)

Fora isso, de maneira opcional, os usuários podem realizar: (i) detecção de bases

metiladas com o programa Nanopolish; (ii) anotação de pan-genomas com o programa

Roary (Page et al., 2015) utilizando genomas de referência pré-selecionados pelo usuário

e; (iii) anotação das ortologias KEGG (KO) utilizando o programa KofamScan (Aramaki

et al., 2019). A lista de KOs gerada pode ser posteriormente utilizada para a produção

de mapas metabólicos no servidor do KEGG (Kanehisa e Goto, 2000).

Após realizadas as anotações, as informações obtidas são armazenadas em um

arquivo GFF (do inglês, “General File Format”). Em seguida, produz-se relatórios em

formato padrão para navegadores web (HTML) sobre os genes de virulência, resistência,

prófagos e elementos móveis encontrados no genoma. Por último, gera-se um navegador

genômico através do programa JBrowse (Buels et al., 2016) que permite a visualização

da anotação ao longo do genoma.

https://github.com/tseemann/barrnap
https://github.com/tseemann/barrnap
https://github.com/tseemann/mlst
https://github.com/tseemann/mlst
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3.3 Material biológico e técnicas experimentais

3.3.1 Isolados bacterianos

Os isolados da bactéria Klebsiella pneumoniae são provenientes de um estudo an-

terior (de Campos et al., 2018), obtidos do sangue e swab retal (nomeados Kp31 e Kp34,

respectivamente) de um paciente após dezessete dias de hospitalização no Hospital univer-

sitário da UnB (HUB). Os isolados foram identificados pelo sistema VITEK-2 e o fenótipo

de hipermucoviscosidade foi determinado pelo resultado positivo do string test.

3.3.2 Sequenciamento de DNA

Os isolados foram submetidos ao sequenciamento de DNA por nanoporos no centro

de Biotecnologia Roy J. Carver (Universidade de Illinois em Urbana-Champaign). O

preparo da biblioteca foi realizado utilizando o kit rápido de barcoding SQK-RBK004.

As bibliotecas foram sequenciadas por 48 horas em uma flowcell SpotON R9.4.1 RevC

FLO-MIN106 usando um sequenciador GridIONx5.

Adicionalmente, em um estudo anterior, o isolado Kp31 já havia sido submetido ao

sequenciamento NGS através da plataforma Illumina NextSeq500, com protocolo paired-

end, produzindo fragmentos de 150 pares de base, utilizando o kit de preparo Nextera XT

DNA (Illumina, San Diego, CA, United States).

3.4 Análise computacional de isolados de K. pneumoniae

3.4.1 Pré-processamento dos dados

O pipeline de pré-processamento descrito na seção 3.2.1, foi utilizado para remover

sequências adaptadoras e aplicar filtros de qualidade (>20) sobre as leituras Illumina.

Para este conjunto de dados, os programas Lighter e FLASH não foram executados.

Em contrapartida, as leituras longas foram recebidas já pré-processadas e desmul-

tiplexadas com os parâmetros padrão do programa Porechop. Portanto, estas tiveram

apenas suas qualidades e métricas avaliadas através do programa NanoPack.



38 3. Material e Métodos

3.4.2 Montagem genômica

Leituras curtas e longas foram montadas e polidas utilizando o pipeline de monta-

gem descrito na seção 3.2.2. Para ambos os isolados (Kp31 e Kp34, seção 3.3.1), produziu-

se montagens “nanopore-only” (somente utilizando dados de nanoporo) com cada um dos

programas: Unicycler, Canu e Flye. Somente para o isolado Kp31, foram produzidas

montagens h́ıbridas e “Illumina-only” (somente com dados Illumina) utilizando o pro-

grama Unicycler. Montagens “nanopore-only” do isolado Kp31 foram polidas utilizando

o programa Pilon (Walker et al., 2014), como descrito na seção 3.2.2.3.

Para os programas Canu e Flye, que necessitam da indicação do tamanho apro-

ximado do genoma, seus parâmetros foram configurados como 5.6m pares de base. O

parâmetro --plasmids também foi executado para executar o modo de recuperação de

plasmı́deos do programa Flye.

3.4.3 Avaliação das montagens genômica

A completude das montagens foi avaliada pela quantidade de genes essenciais espe-

rados que são encontrados na montagem. Para isto, utilizou-se o programa BUSCO v4.0.2

(Simão et al., 2015) e o banco de dados de genes essenciais da Ordem Enterobacteriales

(odb10).

Adicionalmente, devido a alguns problemas ocorridos durante sua análise, os dados

do isolado Kp34 foram montados utilizando o módulo metagenômico do programa Flye,

com o parâmetro –meta. E, executou-se os programas WhatsHap (Martin et al., 2016),

HapCUT2 (Edge et al., 2017), Longshot (Edge e Bansal, 2019) e MetaBAT (Kang et al.,

2015) com seus parâmetros padrão.

3.4.4 Anotação genômica

A anotação dos genomas foi conduzida pelo pipeline de anotação descrito na seção

3.2.3. Os parâmetros não padrão utilizados estão listados na tabela 3.1. Os parâmetros,

da etapa de busca por similaridade usando o programa DIAMOND permitem a definição

de valores mı́nimos permitidos de cobertura e similaridade para anotação de genes. Com

os valores utilizados, tem-se uma anotação mais restritiva de genes de virulência e mais
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permissiva para prófagos e elementos integrativos que podem ter suas regiões menos se-

melhantes àquelas presentes nos bancos de dados.

Tabela 3.1 - Parâmetros personalizados utilizados durante a execução do pipeline de anotação genômica

Parâmetro Função Valor

diamond virulence identity Identidade mı́nima para genes de virulência 90

diamond virulence queryCoverage Cobertura mı́nima da referência para genes

de virulência

90

diamond MGEs identity Identidade mı́nima para genes de elementos

genéticos móveis

85

diamond MGEs queryCoverage Cobertura mı́nima da referência para genes

de elementos genéticos móveis

75

3.4.5 Análises adicionais

O serviço web do programa PlasmidFinder versão 2.0 (Carattoli et al., 2014) foi

utilizado para a predição in silico de plasmı́deos e seus grupos de incompatibilidade.

Os sorotipos de polissacaŕıdeos de superf́ıcie em K. pneumoniae (K e O) foram preditos

através do serviço web do programa Kaptive (Wyres et al., 2016; Wick et al., 2018). A

caracterização genética e identificação das cepas foi realizada através de avaliações de

MLST e cgMLST, realizadas utilizando os serviços BIGSdb1 and BacWGSTdb (Ruan e

Feng, 2015). A identificação de plasmı́deos conjugativos foi realizada através do serviço

oriTfinder (Li et al., 2018). A similaridade entre genomas foi mensurada em termos de

valores ANI (“Average nucleotide identity”) obtidos através do programa fastANI v1.2

(Jain et al., 2018).

1 https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html

https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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4

Resultados e Discussão

4.1 Criação de pipelines genéricos e modulares

Em termos gerais, as análises de dados de sequenciamento de DNA por NGS envol-

vem uma série de etapas computacionais que podem ser materializados em um pipeline.

Existem diversas maneiras pelas quais os programas podem ter sua execução coordenada.

Geralmente os desenvolvedores implementam a lógica do processamento que, mais do que

a execução de etapas individuais, envolve outros aspectos como verificar a ocorrência de

erros, nomear arquivos intermediários e compor a ligação entre os passos do pipeline.

Os pipelines podem ser implementados em qualquer linguagem de programação, mas em

bioinformática, as mais empregadas são Python, Bash e PERL. No entanto, estes pipe-

lines deixam a desejar em termos de organização lógica, robustez, tolerância a falhas e

extensibilidade (Leipzig, 2016).

Isso nos motivou a adotar um arcabouço computacional espećıfico para o desen-

volvimento e orquestração de pipelines , o Nextflow (Di Tommaso et al., 2017). Através

de uma linguagem espećıfica para compor pipelines , o Nextflow permite que criemos uma

série de tarefas (tasks) e que implicitamente estabeleçamos as dependências entre estas,

ou seja, a sáıda de um passo (arquivo ou valor) serve como entrada para o passo seguinte.

Com esta rede de dependências o próprio Nextflow coordena a execução de todo o pipeline

e fornece a lógica de distribuição de tarefas, controle de erros e possibilidade de retornar

a execução em caso de erro.

A meta do presente trabalho consiste na criação de um sistema completo de análise

de genomas procarióticos, desde o recebimento de dados brutos de sequenciamento NGS
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até a geração de relatórios de anotação de diversas caracteŕısticas genéticas codificadas

no genoma a ser montado. Nestes processos é posśıvel identificar uma série de etapas que

são independentes entre si:

(I) Pré-processamento de dados de sequenciamento

(II) Montagem de genomas

(III) Anotação de genomas procarióticos

Diante desta particularidade, optou-se por implementar três pipelines distintos,

mas associados, como esquematizado na figura 3.1. Esta estratégia de modularização

garante que usuários em diferentes cenários (já tenham o genoma montado, ou já pos-

suam as leituras pré-processadas ou partindo do ponto zero) sejam capazes de utilizar

os pipelines da maneira que melhor atenda suas necessidades. Por exemplo, usuários de

maior expertise podem utilizar somente o pipeline de anotação a partir de um genoma

previamente montado.

Outro aspecto importante no desenho dos pipelines foi a utilização de contêineres

Docker, que elimina completamente os problemas de instalação e manutenção das dife-

rentes versões de software, além de permitir a execução do pipeline em qualquer sistema

operacional. Todos os programas requeridos para a execução destes pipelines foram pre-

viamente instaladas em imagens Docker, as quais constituem um arquivo único e que

podem ser distribúıdos uma única vez. Para tanto, foram criados repositórios no portal

github1 para cada pipeline criado neste trabalho:

• fmalmeida/ngs-preprocess – https://github.com/fmalmeida/ngs-preprocess

• fmalmeida/MpGAP – https://github.com/fmalmeida/MpGAP

• fmalmeida/bacannot – https://github.com/fmalmeida/bacannot

Esta individualização torna sua execução transparente e portátil através da estru-

tura de gerenciamento de pipelines da comunidade Nextflow, tornando a execução tão

simples quanto:

nextflow run [URL do repositório git] [parâmetros]

1 https://github.com/

https://github.com/fmalmeida/ngs-preprocess
https://github.com/fmalmeida/MpGAP
https://github.com/fmalmeida/bacannot
https://github.com/
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Com este comando, o Nextflow automaticamente descarrega a imagem Docker

correspondente e executa o pipeline. Somado a isto, os pipelines são distribúıdos com

arquivos de configuração que permitem ao usuário escolher as configurações de montagem

e anotação que melhor se ajustem aos seus dados. Por fim, o pipeline de anotação genômica

gera relatórios completos e “amigáveis” que podem ser eventualmente customizados pelo

usuário.

O foco de nossa implementação são usuários com pouca ou nenhuma expertise em

bioinformática que desejem realizar uma análise genômica bacteriana de maneira rápida

e simples, evitando laboriosas etapas de instalação de programas e suas dependências.

Pelo indicado acima, a execução do pipeline é dada por linha de comando que, mesmo

para usuários sem conhecimento de ambientes computacionais, é facilmente executada em

um terminal, sem uso de interface gráfica. Os mesmos comandos podem ser utilizados

em sistemas operacionais Linux, Windows e Mac OS, bastando antes instalar o Nextflow

no computador de execução. Por fim, em termos de hardware, a execução dos pipelines

pode ser feita em ambientes desde um laptop Windows (com memória RAM > 16 Gb)

até servidores Linux com inúmeros processadores.

4.1.1 Comparações com outros pipelines

De maneira geral, pipelines distribúıdos como ferramenta local são mais repro-

dut́ıveis e escalonáveis que pipelines somente disponibilizados por serviços web. A quan-

tidade de tarefas em paralelo é limitada pela estrutura computacional local, e não por

restrições de acesso aos servidores e velocidade de conexão de Internet.

Por serem implementados em Nextflow, nossos pipelines garantem um ambiente

de execução robusto, extremamente reprodut́ıvel e escalonável. Dentre os pipelines es-

pećıficos para genômica bacteriana presentes na tabela 1.2, destacam-se os seguintes:

bacass, TORMES, BacPipe e ASA3P. À exceção do programa bacass, todos os outros,

apesar de extremamente robustos quanto a anotação e análises de genômica comparativa,

são meramente scripts em bash, Python ou Groovy. Portanto, estes programas são pouco

customizáveis e apresentam pouca tolerância a erros. Por outro lado, o bacass é extrema-

mente simples e sua anotação é menos robusta que a implementada em nosso pipeline com
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diversos módulos de anotação especializada. Por último, somente nossa implementação e

o programa ASA3P são genéricos capazes de realizar o pré-processamento, montagem e

anotação de genomas utilizando dados das plataformas Illumina, ONT e PacBio. Desta

forma, comparado a estas ferramentas, a utilização conjunta de nossos pipelines representa

uma alternativa mais robusta, portátil e reprodut́ıvel.

4.1.2 Adversidades do uso de pipelines

Contudo, é importante ressaltar que a utilização exclusiva da genômica e anotação

automática para a análise de bactérias possui vieses. Anotações automáticas são ge-

ralmente preditivas e baseadas em padrões encontrados no genoma de bactérias. Desta

maneira, a qualidade dos dados de sequenciamento e da montagem do genoma é ex-

tremamente importante pois podem ser pontos de introdução de erros. Caracteŕısticas

como inserções e deleções, elementos genéticos móveis e regiões homopoliméricas podem

representar grandes problemas para algumas tecnologias de sequenciamento. Estas parti-

cularidades podem introduzir erros de montagem que consequentemente podem resultar,

por exemplo, na anotação errônea de genes truncados ou com mutações “frameshift”

(Baptista e Kissinger, 2019).

Além disso, variações de frequência de nucleot́ıdeos entre genomas podem ser ca-

racteŕısticas extremamente impactantes para programas de anotação automática que se

baseiam em regras. Isto torna a anotação semi-automática, utilizando dados curados,

ponto chave para a diminuição de erros em estudos genômicos. Porém, estas análises

são extremamente comparativas e dependem da completude e abrangência de bancos de

dados, desta forma, é muito comum ignorarmos novos produtos gênicos pois estes são

frequentemente anotados como “putativos” ou de função desconhecida (Danchin et al.,

2018).

Portanto, embora bastante promissor, a utilização deste tipo de dado requer bas-

tante cuidado e seu desenho experimental deve ser muito bem planejado, levando em conta

a procedência da amostra, a biologia de seu genoma e a tecnologia de sequenciamento.



Seção 4.2. Estudo de caso: sequenciamento de isolados cĺınicos de K. pneumoniae 45

4.2 Estudo de caso: sequenciamento de isolados cĺınicos de K.

pneumoniae

Um paciente de idade entre 60 a 70 anos foi submetido a um procedimento de

hemicolectomia no Hospital Universitário de Braśılia. Quatro dias após alta, o paciente

passou a apresentar insuficiência renal aguda, hipertensão arterial sistêmica, flutter atrial

e suspeita de choque séptico. O paciente foi transferido de volta à UTI, onde foi submetido

à diálise, monitoração e terapias antimicrobianas. Dezoito dias após a hospitalização, o

paciente demonstrou deterioração do seu estado de saúde global e eventualmente veio a

óbito em função de uma parada card́ıaca (de Campos et al., 2018). Culturas bacterianas

foram coletadas a partir do sangue (Kp31) e swab retal (Kp34) e têm sido mantidas no

laboratório de análises moleculares de Patógenos do departamento de Biologia Celular,

UnB.

Provenientes de um estudo anterior, dispõe-se, para o isolado Kp31, de dados

brutos de sequenciamento de DNA originados em plataforma Illumina. Este dados foram

depositados em 22 de Janeiro de 2018 no banco de dados ENA (“European Nucleotide

Archive”) sob o número de acesso ERS2166165 (https://www.ebi.ac.uk/ena/data/

view/ERS2166165) (de Campos et al., 2018). Adicionalmente, foi realizado pelo nosso

grupo um sequenciamento NGS de terceira geração com a tecnologia de nanoporos (seção

3.3.2) para as duas cepas. Os dados brutos foram recebidos no dia 27 de Fevereiro de

2019. Na tabela 4.1 encontram-se as estat́ısticas gerais dos dados brutos utilizados neste

estudo.

Tabela 4.1 - Estat́ısticas dos dados brutos de sequenciamento de DNA

Isolado Tecnologia N◦ de leituras Total de bases (Gb) Cobertura aproximada

Kp31 Illumina 1.649.060 0,46 84X

Kp31 ONT 172.948 1,45 255X

Kp34 ONT 903.250 7,30 1200X

https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/ERS2166165
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/ERS2166165
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4.3 Execução dos pipelines

De posse dos dados brutos de sequenciamento, procedeu-se a execução dos pipelines

desenvolvidos neste trabalho. As análises foram realizadas em um laptop Lenovo, Ideapad

310 i7, Linux, com 20 Gb de memória e 4 núcleos. Na tabela 4.2 estão resumidas as

estat́ısticas de execução de cada módulo para o isolado Kp31. Nesta, apresenta-se somente

a montagem h́ıbrida pois é a metodologia mais demorada e que mais demanda recursos

computacionais. Portanto, constata-se que, em menos de um dia e em um laptop, um

genoma bacteriano pode ser completamente analisado com os pipelines desenvolvidos.

Tabela 4.2 - Recursos computacionais utilizados durante a execução dos pipelines

Etapa Tempo Pico de memória(Gb)

Pré-processamento 8 min 0,5

Montagem h́ıbrida 18,5 h 17,0

Anotação 22 min 0,9

Além disso, o Nextflow produz relatórios automatizados da execução que permitem

avaliar o desempenho do pipeline. Este relatório automatizado e o arquivo de configuração

do pipeline são exemplificados nas figuras suplementares A.1 e A.2.

A seguir seguem os detalhes da execução e análise das duas cepas estudadas utili-

zando os pipelines . As seções descrevem as etapas de montagem e anotação contrastando

as cepas.

4.4 Montagem dos genomas

4.4.1 Isolado Kp31

Como a cepa isolada de amostra de sangue (Kp31) possui dados de diversas tecno-

logias NGS, Illumina e nanoporos, foi feito um estudo detalhado sobre qual seria a melhor

combinação de estratégias e programas de montagem deste genoma. Isso pôde ser feito

pois o pipeline desenvolvido neste estudo tem flexibilidade de configuração, o que também

é um atributo valioso para sua aplicação em outros projetos de pesquisa.

O genoma deste isolado foi então montado com três combinações dos dados de
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sequenciamento: (i) somente com dados Illumina (“Illumina-only”), (ii) somente com

dados nanoporo (“nanopore-only”), (iii) agregando ambos os dados (Hı́brida). No total,

foram produzidas 5 montagens diferentes alternando programas e metodologias, cujos

resultados encontram-se resumidos na tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Estat́ısticas gerais de todas as montagens de genoma do isolado Kp31

Programa Método de Montagem
Número de fragmentos

(Contigs)
Tamanho total N50 GC (%)

(1) Canu “nanopore-only” 5 5.567.144 5.272.163 57,25

(2) Unicycler “nanopore-only” 5 5.438.565 5.215.915 56,92

(3) Flye “nanopore-only” 4 5.490.874 5.274.881 56,90

(4) Unicycler Hı́brida 73 5.706.735 370.496 57,18

(5) Unicycler “Illumina-only” 108 5.650.898 203.669 57,20

Para análises genômicas, o valor N50 é uma estat́ıstica que representa a qualidade

de uma montagem, sendo o valor para o qual, 50% do tamanho total da montagem é

representado por contigs maiores ou iguais a este valor. Portanto, quanto maior o N50,

mais cont́ıguo é um genoma. Sendo assim, nota-se que, conforme esperado para montagens

utilizando somente leituras curtas, obteve-se um genoma bastante fragmentado, com mais

de 100 contigs e N50 de ≈200 kb (Tabela 4.3). Isto acontece devido ao tamanho das

leituras produzidas pela plataforma Illumina e sua incapacidade intŕınseca de resolver

completamente estruturas repetitivas.

Por outro lado, a utilização de leituras longas, aumenta significativamente a quali-

dade das montagens, como observado pela diminuição do número de contigs e aumento do

N50 para um valor próximo ao tamanho esperado do genoma de K. pneumoniae. De fato,

as montagens têm tamanha contiguidade que permitem a identificação, em ńıvel de con-

tigs únicos, da sequência cromossômica e dos posśıveis plasmı́deos presentes na amostra

como observado na Figura 4.1.
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(a) (b)

Figura 4.1: Visualização dos grafos de montagem “nanopore-only” dos programas Canu (a) e Flye (b).

Cada uma das cores representa um único contig de cada montagem. Na imagem, o maior contig circular

de cada montagem representa o cromossomo bacteriano e todos os outros pequenos contigs representam

posśıveis plasmı́deos

Na tabela 4.3, percebe-se que, entre as montagens “nanopore-only” a produzida

pelo programa Flye possui menos contigs que as montagens Canu e Unicycler. Em seu

artigo, os desenvolvedores comentam que devido à sua implementação diferenciada dos

outros montadores, Flye é capaz de montar genomas com maior acuidade e contiguidade

por lidar melhor com regiões repetitivas (Kolmogorov et al., 2019). Para averiguar se

realmente esta diferença entre as montagens se dá devido a capacidade de resolução de

repetições, as montagens foram primeiramente avaliadas utilizando o programa Quast

v5.0.2 (Gurevich et al., 2013) que constatou que todos os contigs das montagens Canu

e Unicycler são representados na montagem Flye. Em seguida, foi realizada uma com-

paração entre as montagens Canu e Flye, usando o programa BLAST (Camacho et al.,

2009). O alinhamento é apresentado na figura 4.2, em que são desenhados os cinco contigs

da montagem Canu e colore-se os alinhamentos de acordo com os contigs do programa

Flye. Assim, observa-se que dois fragmentos da montagem Canu são resolvidos em um

único fragmento da montagem Flye (o fragmento identificado pela coloração preta). Isto,

de fato sugere que o programa Flye foi capaz de melhor resolver o genoma utilizando

somente leituras longas.



Seção 4.4. Montagem dos genomas 49

Figura 4.2: Visualização do alinhamento entre as montagens “nanopore-only” Flye e Canu. São desenha-

dos os cinco contigs da montagem “nanopore-only” Canu. Coloridos, são apresentados os alinhamentos

entre os contigs Flye e Canu. Cada uma das cores representa um contig da montagem Flye. Destaca-se

no ćırculo vermelho os dois contigs da montagem Canu que foram resolvidos em um único contig da

montagem Flye (identificado pela coloração preta)

Enquanto isso, anomalamente, a montagem h́ıbrida Unicycler (5) mostrou-se ex-

tremamente fragmentada (>70 contigs). Devido ao seu algoritmo e resultados divulgados

(Wick et al., 2017), esperava-se um cenário de contiguidade semelhante às montagens

“nanopore-only”. Em seu manual, os desenvolvedores comentam que este padrão de re-

sultados pode ser decorrente de dois fatores: (i) quantidade insuficiente de dados Illumina;

(ii) leituras de amostras diferentes. Por isso, uma avaliação mais cautelosa destes dados

foi realizada (seção 4.4.3).

Adicionalmente, as montagens “nanopore-only” foram submetidas a uma etapa

de correção de erros utilizando o programa Pilon (Walker et al., 2014). Este programa

é capaz de corrigir erros ao ńıvel de bases únicas, utilizando o mapeamento de leituras

curtas a montagens “nanopore-only”. Integrando a alta qualidade, em termos de baixa

taxa de erros, das leituras curtas, o Pilon resolve ambiguidades e calcula o nucleot́ıdeo mais

provável em cada posição da montagem. Com esta etapa, foram obtidos mais três arquivos

de genomas: (i) Kp31 Canu “nanopore-only” corrigido, (ii) Kp31 Flye “nanopore-only”

corrigido, (iii) Kp31 Unicycler “nanopore-only” corrigido.

Em bioinformática, “dotplots” são gráficos que permitem a comparação entre duas

sequências ao organizar uma em cada eixo. Sempre que se encontra um nucleot́ıdeo

idêntico entre as sequências na mesma região do gráfico, desenha-se um ponto. Uma vez

que os pontos são desenhados, eles são combinados em linhas. Nota-se que a direção da
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sequência no eixo, influência a direção da linha no gráfico. Desta forma, quanto mais

idênticas as sequências forem, mais o gráfico se aproxima de uma única linha diagonal.

A presença de mutações, inserções e deleções, translocações e repetições afeta o gráfico

adicionando linhas adicionais em diferentes configurações. Desta forma, percebe-se na

figura 4.3 que existe pouca diferença estrutural global entre os cromossomos das montagens

“nanopore-only” corrigidas.

(a) (b) (c)

Figura 4.3: Visualização em “dotplot” dos alinhamentos entre os cromossomos das montagens “nanopore-

only” corrigidas. Representa-se nas figuras: (a) o alinhamento entre as montagens Canu (eixo x) e Flye

(eixo y); (b) o alinhamento entre as montagens Unicycler (eixo x) e Canu (eixo y); (c) o alinhamento

entre as montagens Unicycler (eixo x) e Flye (eixo y)

A importância da etapa de correção de erros foi investigada através da quantificação

das diferenças entre as montagens “nanopore-only” e “nanopore-only” corrigidas. O efeito

global da correção sobre as montagens é descrito na Tabela 4.4, onde se observa que entre

≈ 2–4% das bases foram corrigidas. Percebe-se que, dentre as montagens “nanopore-only”,

a realizada pelo programa Canu é a menos afetada pela etapa de correção utilizando Pilon,

provavelmente devido à sua etapa intŕınseca de correção de leituras (realizada antes da

montagem).

Tabela 4.4 - Avaliação global do efeito da etapa de correção de erros no cromossomo usando dados

Illumina sobre as montagens “nanopore-only”. O número total de correções (variantes) foi calculado

através do programa snpEff

Montagem Total de correções

Canu 86,274

Flye 101,688

Unicycler 200,186
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Qual seria o efeito da não correção de erros nas etapas posteriores de anotação

do genoma? Utilizou-se o programa snpEff (Cingolani et al., 2012) que permite prever

o efeito das bases incorretamente nomeadas no contexto de sua consequência funcional

dentro de regiões gênicas. Observou-se que para as montagens Canu e Flye, são corrigidos

≈1.400 códons de terminação falsos e ≈35.000 variações “missense”, que causam mudança

em códons que resultam em alterações de aminoácidos. Para o programa Unicycler, que

teve mais bases corrigidas globalmente, o efeito dos erros é mais pronunciado, sendo que

≈6.000 introduzem códons de terminação prematuros e ≈70.000 são variações “missense”.

Todos estes resultados sugerem que, considerando montagens somente com leituras

longas, os programas Canu e Flye se destacam em comparação ao Unicycler. E, embora

as montagens Flye e Canu sejam bastante equiparáveis, adotou-se a montagem Flye como

representante das montagens “nanopore-only” por ter demonstrado uma aparente melhor

capacidade de resolver os contigs. Como um todo, as análises comparativas sobre os

efeitos da etapa de correção das montagens “nanopore-only” utilizando dados Illumina

demonstram a necessidade da utilização conjunta de leituras longas e curtas para permitir

a obtenção de um genoma cont́ıguo e com poucos erros.

4.4.2 Isolado Kp34

Por não possuir dados de Illumina, este genoma foi montado utilizando somente

dados de nanoporo (“nanopore-only”) com cada um dos três programas: Canu, Flye e

Unicycler. Inesperadamente, os resultados obtidos foram de baixa qualidade, por apresen-

tar dezenas de contigs (Tabela 4.5), ao invés de 4 ou 5 como observado para a cepa Kp31

(Tabela 4.3). Esta grande fragmentação de contigs aliada às montagens com mais de 6

Mb, diante de uma expectativa de genomas na faixa de 4,8 a 5,3 Mb para K. pneumoniae,

indicam problemas nas amostras enviadas para o sequenciamento, pois as sequências pro-

priamente ditas tiveram boa qualidade de acordo com os diagnósticos obtidos no nosso

pipeline de pré-processamento (Tabela suplementar A.1).

A alta fragmentação das montagens do isolado Kp34 somado aos seus tamanhos

inesperados sugerem que os dados de sequenciamento obtidos não são provenientes de uma

única bactéria. Por isso, assumindo a existência de uma amostra não pura, optou-se por



52 4. Resultados e Discussão

Tabela 4.5 - Estat́ısticas gerais de todas as montagens de genoma do isolado Kp34

Programa
Número de fragmentos

(Contigs)
Tamanho total N50 GC (%)

(1) Canu 47 9.341.367 851.143 57,00

(2) Flye 34 6.116.267 835.309 56,75

(3) Unicycler 29 6.286.895 532.490 56,73

(4) Flye (–meta) 45 6.737.360 375.091 56,30

realizar uma quarta montagem, utilizando a metologia metagenômica do programa Flye

(--meta), na expectativa de que esta fosse capaz de reconstruir os diferentes genomas

presentes na amostra.

Porém, o grafo resultante desta montagem indica que não foi posśıvel separar os ge-

nomas. Inclusive, nota-se que os nós são desenhados bem conectados entre si (Figura 4.4).

Estes nós, são pequenas sequências nucleot́ıdicas que são produzidas e conectadas pelos

programas durante a montagem de um genoma. As linhas entre esses nós, identificam

todas as diferentes maneiras posśıveis de conectar estas sequências de modo a finalizar o

genoma. Desta forma, a identificação de grandes contigs intercalados por bifurcações de

pequenos nós, indica a presença de duas bactérias muito similares. Onde os grandes con-

tigs representam as regiões similares entre os dois genomas e os pequenos nós representam

as regiões divergentes e bifurcadas devido à dúvida sobre qual o caminho correto a tomar

durante a montagem do genoma. Sendo assim, julga-se posśıvel a presença de outra cepa

de Klebsiella pneumoniae na amostra sequenciada.

Figura 4.4: Visualização do grafo da montagem Flye (--meta) metagenômica do isolado Kp34

Diante desta hipótese, tratou-se esta amostra como um genoma diplóide, em que
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cada bactéria representaria um haplótipo. Neste cenário, foram utilizados programas espe-

cializados para montagem de haplótipos como WhatsHap (Martin et al., 2016), Longshot

(Edge e Bansal, 2019) e HapCUT2 (Edge et al., 2017), visando separar a mistura de

genomas. Porém, nenhuma destas tentativas foi bem sucedida. Por último, utilizou-se

o programa MetaBAT (Kang et al., 2015), uma ferramenta para a reconstrução de ge-

nomas a partir de comunidades microbianas. Todavia, os contigs não foram separados e

continuaram agrupados como um único genoma.

Em conclusão, não se obteve uma montagem de boa qualidade que representasse o

isolado Kp34, apesar de utilizarmos diversos programas que tiveram sucesso para a cepa

Kp31. Diversas hipóteses podem ser aventadas para explicar tal resultado negativo, visto

que, diante da utilização de uma tecnologia de sequenciamento de leituras longas e pela

cobertura mais que suficiente, era esperada uma montagem de alta qualidade.

Primeiramente, a cobertura de sequenciamento da cepa Kp34 foi de 1.200 X, en-

quanto que para Kp31 obteve-se 255 X (tabela 4.1), apesar de teoricamente as duas

preparações de DNA terem sido equimolares e utilizar a mesma flowcell do dispositivo da

Oxford Nanopore. Essa diferença de rendimento pode ser uma das fontes de irregularidade

técnica que afetou a qualidade das sequências da Kp34.

Uma outra possibilidade é a contaminação ou identificação incorreta de amostras

que foram submetidas à extração de DNA e sequenciamento. Esta contaminação é prova-

velmente uma cepa de K. pneumoniae, pois caso fosse outra espécie provavelmente seria

posśıvel separar os genomas, seja com as montagens normais ou com a abordagem meta-

genômica. Esta visão é reforçada pelo fato de que as montagens resultantes da maioria

dos programas possúıam em média 6,3 Mb (Tabela 4.5), superando em ≈1 Mb o tamanho

do genoma médio de K. pneumoniae. Cepas com genomas muito próximos em termos

de sequência não permitem a resolução dos genomas individuais, pois muitas regiões com

pequenas diferenças de bases seriam colapsadas pelos algoritmos dos montadores para

acomodar a alta taxa de erros de sequenciamento, como observado na Figura 4.4.

As deficiências na montagem desta cepa motivaram uma investigação mais deta-

lhada levando-se em consideração um cenário de que pudesse ter havido erros na iden-

tificação de cepas em todos os sequenciamentos realizados, inclusive para a cepa Kp31.

Passamos portanto a pormenorizar estes estudos.
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4.4.3 Avaliação da fragmentação da montagem Unicycler h́ıbrida para a cepa Kp31

Primeiramente, foi avaliada a posśıvel insuficiência de dados Illumina para a mon-

tagem h́ıbrida do programa Unicycler. Percebe-se na figura 4.5 que o grafo resultante da

montagem Kp31 “Illumina-only” não equivale ao considerado ideal pelo programa, mas

também não chega a ser desastroso, conforme exemplos presentes no manual do Unicycler.

E, mesmo para o cenário considerado desastroso, os desenvolvedores indicam que possivel-

mente 30 X de leituras longas seriam suficientes para resolver o genoma. Porém, mesmo

com ≈255 X de cobertura (tabela 4.1), não foi posśıvel resolver o genoma desta amostra.

Portanto, o problema não parece ser decorrente de insuficiência de dados Illumina, mas

sim de uma divergência entre as bibliotecas de sequenciamento Illumina e ONT do isolado

Kp31.

(a) (b) (c)

Figura 4.5: Comparação entre os grafos da montagem Kp31 “Illumina-only” e o recomendado pelo

Unicycler. Em (a) é apresentado o grafo resultante da montagem Kp31 “Illumina-only”, em (b) o grafo

considerado ideal pelo Unicycler e em (c) o grafo considerado desastroso

A fim de verificar esta hipótese, as bibliotecas de sequenciamento Illumina e nano-

poros da amostra Kp31 foram analisadas conforme apresentado na figura 4.6, utilizando

os programas minimap2 v2.16 (r922) (Li, 2018) e bwa v0.7.17 (r1188) (Li, 2013). Desta

forma, constatou-se que ≈5% das leituras longas não mapeiam à montagem “Illumina-

only” e ≈20% das leituras curtas não mapeiam à montagem “nanopore-only”.

Complementarmente, a comparação destas montagens com o programa Quast in-

dica que cerca de 15% das bases totais não possuem alinhamento entre elas. Esta di-

vergência compreende regiões do cromossomo bacteriano e de sequências de posśıveis

plasmı́deos, como pode ser visto na representação do alinhamento entre estas duas mon-

tagens (Figura 4.7) gerado pelo programa mummer (Marçais et al., 2018).
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Figura 4.6: Esquematização da análise de divergência entre as bibliotecas de sequenciamento Illumina

e nanoporo. As leituras curtas foram mapeadas utilizando o programa bwa. As leituras longas foram

mapeadas utilizando o programa minimap2

Figura 4.7: Visualização do alinhamento entre as montagens Kp31 Flye “nanopore-only” (em cinza) e

Unicycler “Illumina-only” (em azul). Regiões em ćırculos vermelho representam partes do cromossomo

bacteriano da montagem Flye que não possuem alinhamento. O Alinhamento entre as sequências é

representado pelo pareamento entre blocos de cores cinza e azul.

Sabe-se que foram enviadas para sequenciamento as amostras biológicas Kp31 e

Kp34. Porém, os resultados sugerem que as bibliotecas de sequenciamento Kp31 ONT e

Kp31 Illumina não são provenientes da mesma amostra. Por isso, levanta-se a hipótese

de que houve erro na identificação das mesmas e, na verdade, os dados Kp31 ONT são

referentes à amostra biológica Kp34 e vice-versa. Além disso, revisitando os resultados dos

dados de sequenciamento da cepa Kp34 (seção 4.4.2) e sua viśıvel contaminação, sugere-

se que estes dados sejam provenientes do sequenciamento da “mistura” das amostras

biológicas Kp31 e Kp34.



56 4. Resultados e Discussão

4.4.4 Avaliação da posśıvel contaminação

Para checar esta hipótese, as montagens Kp31 “Illumina-only” e “nanopore-only”

foram mapeadas à montagem Kp34 Flye metagenômica, utilizando o programa minimap2.

Assim, identificou-se que ≈98,54% das bases totais da montagem Kp31 “nanopore-only”

e ≈99,83% das bases totais da montagem Kp31 “Illumina-only” mapeiam à montagem

Kp34. Portanto, estes resultados sugerem que o conjunto de dados de sequenciamento

Kp34 realmente seja uma “mistura” entre as amostras. Por último, como representado

na figura 4.8, a partir dos resultados do mapeamento, produziu-se dois novos subgrupos

do conjunto de dados de sequenciamento Kp34 original: (i) com leituras longas mais re-

lacionadas aos dados de sequenciamento Kp31 Illumina, denominado Kp34/31-illumina

(ii) com leituras longas mais relacionadas aos dados de sequenciamento Kp31 ONT, de-

nominado Kp34/31-ont.

Figura 4.8: Esquematização da estratégia utilizada para dividir os dados de sequenciamento Kp34 em dois

subgrupos através do mapeamento dos dados Kp31 Illumina e ONT. Primeiramente, foram identificados

na montagem Kp34 metagenômica, quais contigs eram mapeados à cada montagem Kp31. Em seguida,

utilizando esses contigs mapeados, foram selecionadas as leituras da biblioteca de sequenciamento Kp34

que produziam estes contigs. E então, os dois subgrupos de leituras foram produzidos.

4.4.5 Montagem dos dados “descontaminados”

Realizou-se mais duas montagens utilizando os conjuntos de dados “descontamina-

dos” Kp34/31-illumina e Kp34/31-ont. Os dados Kp34/31-illumina foram montados de

forma h́ıbrida pelo programa Unicycler, utilizando os dados de sequenciamento Illumina

da Kp31. Já os dados Kp34/31-ont foram montados pelo programa Flye somente com

dados dispońıveis de nanoporos.

Interessantemente, como pode ser observado na tabela 4.6, somente foi posśıvel

montar um genoma de alta qualidade do conjunto de dados Kp34/31-illumina, enquanto

a montagem obtida dos dados Kp34/31-ont é bastante fragmentada e com baixo N50. Isto,



Seção 4.4. Montagem dos genomas 57

talvez seja reflexo da falta de dados extremamente acurados, como os dados Kp31 Illumina,

para a separação dos dados de sequenciamento Kp34 (seção 4.4.4) e, consequentemente,

os dados Kp34/31-ont acabaram reeditando os problemas da contaminação da amostra.

E, embora de posse de uma ótima montagem obtida com os dados de nanoporos da Kp31

utilizando o programa Flye (seção 4.4.1), decidimos não assumir que esta represente de

fato a cepa Kp34 pois não possúımos dados de qualidade e confiáveis desta cepa para

comparação.

Tabela 4.6 - Estat́ısticas gerais das montagens “descontaminadas”

Conjunto de dados
Número de fragmentos

(Contigs)
Tamanho total N50 GC (%)

Kp34/31-illumina (h́ıbrido) 7 5.781.326 5.431.784 57,08

Kp34/31-ont 38 5.968.136 1.319.789 57,23

Por fim, as montagens Kp34/31-illumina e Kp31 Unicycler “Illumina-only” foram

comparadas utilizando o programa Quast. Esta análise mostrou que existe somente uma

diferença de 24 kb entre as montagens (0,05% das bases totais), possivelmente devido à

resolução de regiões repetitivas através da incorporação de leituras longas. Estes resul-

tados sugerem que estas duas montagens são de uma mesma amostra. Sendo assim, as

análises seguintes foram realizadas somente para a montagem h́ıbrida utilizando os dados

Kp34/31-illumina, representando a amostra biológica Kp31.

4.4.6 Completude da montagem Kp31 h́ıbrida

Em bioinformática, é posśıvel avaliar a completude de uma montagem genômica

utilizando o programa BUSCO (Simão et al., 2015). Este programa, avalia a montagem

em termos de conteúdo esperado de genes. Os conjuntos de genes esperados, denominados

categorias BUSCO, são determinados baseados na informação evolutiva de genes ortólogos

cópia única quase universais. Os resultados desta avaliação de completude são resumidos

na tabela 4.7 e sugerem que a montagem h́ıbrida do isolado Kp31 é de alta qualidade,

com contiguidade (7 contigs) e completude satisfatória, apresentando 434/440 categorias

BUSCO completas.
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Tabela 4.7 - Avaliação de completude da montagem Kp31 h́ıbrida (Kp34/31-illumina) utilizando o

program BUSCO

Genoma

Categorias BUSCO

Total Completos
Completos

cópia única

Completos

duplicados
Fragmentados Faltando

Kp31 (h́ıbrido) 440 434 432 2 1 5

GCA 000240185.2

(referência)
440 431 429 2 3 6

4.4.7 Predição in silico de plasmı́deos

Depois de avaliada a montagem e definida a sequência cromossômica, voltou-se as

atenções para a caracterização dos potenciais plasmı́deos, representados pelos pequenos

contigs da montagem Kp34/31-illumina. Esta avaliação foi realizada in silico, utilizando

o programa PlasmidFinder para anotar estas sequências. Esta predição resultou na iden-

tificação de 7 replicons: ColRNAI, Col440I, IncA/C2, IncFIB(pKPHS1), IncFII(pCRY),

IncN e IncR. Sendo que, dois destes foram identificados no mesmo contig. As posições e

identidade dos plasmı́deos anotados se encontram na tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Resultado da predição in silico de plasmı́deos do programa PlasmidFinder. A posição

genômica das predições são apresentadas no formato Contig:ińıcio..fim.

Plasmı́deo Identidade (%) Posição genômica

Contig 2 (116,1 kb)

IncA/C2 98,56 2:45..461

IncN 99,42 2:29030..29543

Contig 3 (108,4 kb)

IncFIB(pKPHS1) 95,48 3:1..440

Contig 4 (77,6 kb)

IncFII(pCRY) 81,32 4:27234..27779

Contig 5 (34,4 kb)

IncR 100,00 5:7118..7368

Contig 6 (9,2 kb)

ColRNAI 100,00 6:666..795

Contig 7 (3,6 kb)

Col440I 94,55 7:2562..2671
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Estes plasmı́deos foram avaliados através do serviço web oriTfinder (Li et al., 2018)

para a rápida identificação de origens de transferência (oriT). Dentre os plasmı́deos da

Kp31, somente o contig 2 apresenta caracteŕısticas de plasmı́deos conjugativos, possuindo

oriT, relaxase e os “clusters” gênicos do sistema de secreção tipo IV (T4SS) e de protéınas

de acoplamento tipo IV (T4CP).

Adicionalmente, foram descarregados todos os plasmı́deos de Klebsiella pneumo-

niae depositados no banco de dados NCBI e foi realizada uma busca por similaridade

utilizando o programa BLAST para comparar estas sequências. Estes resultados são

apresentados na tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Análise de similaridade entre plasmı́deos da cepa Kp31 e plasmı́deos depositados no NCBI.

Contig Acession NCBI Tamanho total (referência) Tamanho do alinhamento

2 NZ KX276209.1 54.609 35.035

3 NZ CP036373.1 108.291 38.520

4 NZ CP035205.1 58.460 28.525

5 NZ CP044378.1 149.953 19.924

6 NZ CP033630.1 23.185 8.161

7 NZ CP034764.1 3.674 2.879

Não foi identificado nenhum alinhamento total entre as sequências da Kp31 e aque-

las depositadas no NCBI. Desta forma, os resultados sugerem que a cepa Kp31 possui

plasmı́deos ainda não depositados no banco de dados NCBI. Somado a isso, as sequências

da Kp31 não alinham expressivamente à mesma referência, sugerindo não haver “misas-

semblies” na montagem destes plasmı́deos. Estes grandes alinhamentos de >20 kb suge-

rem que alguns dos plasmı́deos identificadas na Kp31 tenham surgido da recombinação

com plasmı́deos já conhecidos. De fato, são identificadas transposases nas bordas dos

alinhamentos dos contigs 2 e 5, corroborando com a hipótese de ter ocorrido um evento

de recombinação entre plasmı́deos.

Todas estas análises permitem concluir que, em comparação a primeira montagem

h́ıbrida realizada para o isolado Kp31, obtém-se, após todas as etapas de correção dos pro-

blemas das bibliotecas de sequenciamento, um genoma de qualidade satisfatória (Tabela

4.10). Observa-se a transição de uma montagem fragmentada, com mais de 70 contigs,
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para uma montagem bastante cont́ıgua de sete fragmentos, sendo um cromossomo e seis

plasmı́deos.

Tabela 4.10 - Comparação entre as duas montagens h́ıbridas da amostra Kp31. Compara-se os resultados

da primeira montagem h́ıbrida da amostra Kp31 e os resultados da segunda montagem h́ıbrida após a

reanálise da procedência dos dados.

Montagem
Número de fragmentos

(Contigs)
Tamanho total N50 GC (%)

(1) Kp31 Unicycler Hı́brida 73 5.706.735 370.496 57,18

(2) Kp31 Unicycler Hı́brida 7 5.781.326 5.431.784 57,08

Contudo, apesar dos esforços, não foram produzidas montagens de qualidade su-

ficiente que pudessem representar o isolado Kp34. Portanto, as análises seguintes de

caracterização funcional das sequências através da anotação gênica foram desempenha-

das somente para o isolado Kp31, utilizando a segunda montagem h́ıbrida obtida após a

reanálise dos dados de sequenciamento.

4.5 Anotação genômica

De posse do genoma completo da Kp31 obtido pela depuração dos dados e proto-

colos, passou-se para uma análise exploratória das caracteŕısticas genéticas e fisiológicas

desta cepa.

4.5.1 Contextualização filogenética da Kp31

Sequências genômicas raramente recombinam entre espécies e geralmente apre-

sentam ≈3-4% de divergência nucleot́ıdica entre espécies, desta forma, comparações de

indentidade média entre genomas é uma ferramenta bastante útil para a identificação

de espécies e cepas (Wyres e Holt, 2016). A população de Klebsiella pneumoniae apre-

senta, em média, uma divergência nucleot́ıdica de 0,5% entre linhagens, indicando que a

estrutura populacional como um todo é relativamente clonal (Wyres e Holt, 2016).

Por isso, para realizar a contextualização filogenética desta cepa, foi feita uma

análise de genômica comparativa para verificar a similaridade de sequência com 7,688

genomas de Klebsiella pneumoniae depositados no NCBI. Esta análise foi feita através do
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cálculo de valores ANI (“Average Nucleotide Identity”) entre a montagem h́ıbrida Kp31 e

os diversos genomas coletados do NCBI, sendo que valores podem variar de 0 a 100%. Os

cinco genomas mais próximos à Kp31, identificados pelos maiores valores ANI calculados

pelo programa fastANI v1.2 (Jain et al., 2018), são apresentadas na tabela 4.11.

Tabela 4.11 - Genomas identificados como mais próximos filogeneticamente à cepa Kp31 a partir da

análise de valores ANI

Código Accession NCBI ANI
Isolamento

Local Tecido Data

Kp11 BRA2 GCF 900322605.1 99,90 Brasil (MT) - 2010

Kp3018 GCF 900322685.1 99,84 Japão - 2012

Kp11 BRA8 GCF 900322665.1 99,83 Brasil (MT) - 2006

B35 GCF 002300765.2 99,82 Brasil (MG) Sangue 2016

B04 GCF 002295145.1 99,81 Brasil (PE) Sangue 2009

Este ńıvel de identidade é bastante alto e sugere uma distribuição não muito ampla

da cepa pois, apesar de um dos genomas ter sido isolado no Japão, a maioria foi isolada

no Brasil, o que sugere uma ampla disseminação deste clone no páıs.

Além do cromossomo, decidiu-se realizar uma análise exploratória quanto a distri-

buição dos plasmı́deos identificados na Kp31. Seriam eles os mesmos identificados nestas

outras cepas?

Para isto, foram selecionados os seis pequenos contigs da montagem Kp31 e es-

tes foram alinhados contra estas cinco cepas. Nesta análise, identificou-se que a cepa

Kp11 BRA2 parece também possuir todos os plasmı́deos identificados na Kp31. As ou-

tras cepas, por sua vez, parecem compartilhar somente regiões de alguns plasmı́deos,

principalmente dos contigs 6 e 7.

Todos estes cinco genomas foram produzidos utilizando somente leituras curtas e,

por isso, são bastante fragmentados e não possuem a identificação de quais sequências são

cromossômicas ou de plasmı́deos. Porém, devido a utilização conjunta de leituras curtas

e longas, as sequências do genoma da Kp31 são identificadas e separados em cromossomo

e plasmı́deos. Isto demonstra a importância da incorporação de leituras longas para a

resolução de plasmı́deos e consequente identificação de seu conteúdo gênico.
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4.5.2 Visão geral da anotação gênica

O pipeline de anotação desenvolvido realiza a predição e anotação geral de genes de

maneira fácil e rápida utilizando o programa Prokka. Este programa é bastante utilizado

para a anotação rápida de genomas procarióticos, e é capaz de predizer e anotar sequências

codificadoras e não codificadoras como rRNAs e tRNAs. No geral, foram identificados no

genoma da Kp31 5.511 genes, valor próximo ao esperado de ≈5.500 para K. pneumoniae

(Wyres e Holt, 2016). Dentre estes, são anotadas 33 sequências de rRNA, 167 sequências

de tRNA e 1.339 protéınas hipotéticas.

4.5.3 Identificação do “Sequence Typing” e do ant́ıgeno capsular

A caracterização do “Multilocus sequence typing” (MLST) para a cepa Kp31, a

partir de seu genoma completo, foi feita utilizando o banco de dados BIGSdb Pasteur2, que

a classificou de maneira ineqúıvoca como sendo do tipo ST11. Um esquema mais abran-

gente de MLST, utilizando de 694 genes essenciais, chamado de “core gene Multilocus

sequence typing” (cgMLST), permite a alta resolução de STs e sua agregação em gru-

pos clonais (Wyres e Holt, 2016). A análise de cgMLST realizada através da ferramenta

BacWGSTdb (Ruan e Feng, 2015) também classificou a cepa Kp31 como ST11. Adicio-

nalmente, esta análise identificou o isolado Kp11 BRA2 como o mais próximo da Kp31,

o mesmo isolado identificado pela análise ANI (4.11), o que demonstra a concordância

entre estes métodos.

Complementarmente, Klebsiella pneumoniae são geralmente classificadas e catego-

rizadas de acordo com diferentes alelos do ant́ıgeno capsular wzi, um gene extremamente

conservado em K. pneumoniae produtoras de cápsula (Brisse et al., 2013). De acordo com

a variante alélica deste gene, os isolados são classificados em grupos K. A análise deste

locus foi realizada através da ferramenta web do programa Kaptive3 que identificou na

Kp31 o locus capsular (KL) 64 e o ant́ıgeno capsular wzi 64. Portanto, corroborando com

a revisão de Catalán-Nájera (Catalán-Nájera et al., 2017), relata-se neste estudo outra

Klebsiella pneumoniae hipermucoviscosa não K1/K2.

2 https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
3 https://kaptive-web.erc.monash.edu/

https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://kaptive-web.erc.monash.edu/
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Linhagens de Klebsiella pneumoniae ST11/CG258 são considerados clones de alto

risco, frequentemente associados a epidemias hospitalares em todo o mundo e geralmente

apresentando grande diversidade quanto a incorporação e carreamento de genes de vi-

rulência e resistência (Kim e Ko, 2019; Jia et al., 2019; van Dorp et al., 2019; Wang et al.,

2018). No Brasil, particularmente, este é o grupo clonal mais prevalente e mais dissemi-

nado. Clones ST11, geralmente apresentam maiores ńıveis de resistência que clones não

ST11 e frequentemente, surgem relatos da identificação de clones ST11 multirresistentes

e até mesmo pan-resistentes a antibióticos (Wang et al., 2018; Fuga et al., 2020; Jia et al.,

2019). Este caso chinês é bastante interessante pois assemelha-se ao caso da Kp31, uma

K. pneumoniae pan-resistente hipermucoviscosa ST11, KL64, isolado de hemocultura de

uma paciente hospitalizada de 66 anos, demonstrando a virulência destes clones (Jia et al.,

2019).

4.5.4 Avaliação de resistência in silico

O pipeline de anotação permite a identificação automatizada de genes de resistência

através dos programas AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2019) e RGI (Jia et al., 2017).

Estes programas, desenvolvidos pelos bancos de dados NCBI e CARD (Jia et al., 2017),

respectivamente, realizam a anotação de genes de resistência baseando-se em informações

de homologia e SNPs a genes de seus bancos de dados. Foram identificados genes de

resistência a cinco classes diferentes de antibióticos: beta-lactâmicos, fosfomicinas, tetra-

ciclinas, trimetropina e sulfonamidas (Figura 4.9). Este resultado permite a classificação

desta cepa como MDR, de acordo com a definição de Magiorakos (2012). Além disso,

foram identificados também complexos de efluxo de drogas que podem conferir diferentes

ńıveis de tolerância a múltiplas drogas, dependendo do seu ńıvel de expressão (Du et al.,

2018).

Plasmı́deos, são moléculas consideradas acessório que podem ser transferidas la-

teralmente de uma bactéria a outra através do processo de conjugação (Gillings, 2017).

A utilização de leituras longas permite a resolução destas sequências e sua diferenciação

de sequências cromossômicas (Tabela 4.8). Desta forma, é posśıvel identificar genes de

resistência que são carreados em plasmı́deos pela Kp31 (Tabela 4.12).
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Figura 4.9: Genes de resistência identificados no genoma da Kp31. Na figura são representados os genes

de resistência identificados (em oval) e suas classes de antibióticos alvo (em retângulos).

Tabela 4.12 - Genes de resistência do isolado Kp31 identificados em plasmı́deos

Plasmı́deo Genes de resistência

IncA/C2 - IncN tet(D), blaKPC-2, sul2

IncFII(pCRY) tet(A), qnrS1, blaLAP-2 sul1, dfrA1

IncR qnrS1 e blaLAP-2

A presença de genes de resistência em plasmı́deos permite a rápida variação nos

perfis de resistência a antibióticos de bactérias através da perda e ganho de plasmı́deos

e de eventos de recombinação entre plasmı́deos (Gillings, 2017; van Dorp et al., 2019).

Estas caracteŕısticas podem, por exemplo, ser cruciais para o surgimento de epidemias

hospitalares e, desta forma, representam uma grande ameaça à saúde pública (van Dorp

et al., 2019). Interessantemente a análise de cgMLST realizada através do banco de

dados BacWGSTdb (seção 4.5.3) permite identificar que além dos genes codificados no

cromossomo (blaSHV-11 e oqxAB), salvo o gene blaLAP-2, todos os genes de resistência iden-

tificados em plasmı́deos neste estudo, são também identificados no isolado Kp11 BRA2,

isolado detectado como mais próximo filogeneticamente da cepa Kp31. O que demonstra

a importância de plasmı́deos na movimentação e aquisição de caracteŕısticas adaptativas.

O gene blaKPC-2 pode ser identificado em diversos contextos genômicos, mas é

geralmente carreado em plasmı́deos, como identificado na Kp31 (Tabela 4.12). Por exem-

plo, no Brasil, foi relatado o surgimento, em uma K. pneumoniae ST11, de um pequeno

plasmı́deo IncX3 de 12 kb carreando o gene blaKPC-2 (Fuga et al., 2020). Plasmı́deos IncX3

são altamente estáveis e com pouqúıssimo custo adaptativo (Liakopoulos et al., 2018). E,
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apesar de não conjugativo, o o evento de perda e diminuição no tamanho do plasmı́deo

relatado neste estudo pode ser relacionado a uma estratégia de disseminação com poucos

custos adaptativos, levantando a discussão sobre a importância de pequenos plasmı́deos

no desenvolvimento de fenótipos de resistência e sua posśıvel mobilização através da re-

combinação com plasmı́deos conjugativos (Fuga et al., 2020). Por outro lado, um estudo

recente de Feng e colaboradores (2019) é importante para a demonstração do poder da

utilização conjunta de leituras curtas e longas para a resolução plasmı́deos com alta qua-

lidade. Neste estudo, os autores relatam uma K. pneumoniae ST11 resistente a carba-

penêmicos na qual foi identificado três cópias do gene blaKPC-2 em um único plasmı́deo, o

que seria virtualmente imposśıvel caso somente leituras curtas fossem utilizadas.

4.5.5 Confrontando evidências de resistência in silico com dados experimentais

A cepa Kp31 é proveniente de um outro estudo do grupo da UnB e, por isso,

possui-se dados de fenótipos de resistência obtidos experimentalmente (Gonçalves, 2018).

Desta forma, torna-se posśıvel comparar os resultados preditivos da genômica aos dados

experimentais (Figura 4.10). Nesta figura, as predições computacionais definidas como

“Tolerante” são resultantes da anotação das bombas de efluxo que, como mencionado,

podem conferir diferentes ńıveis de tolerância a antibióticos, dependendo de seus ńıveis de

expressão. Esta comparação permite avaliar a consistência da identificação computacional

de genes de resistência e sua utilização para a inferência de fenótipos.

Para as 13 classes de antibióticos testados experimentalmente, percebe-se na figura

4.10 que a predição genômica foi capaz de identificar corretamente 12 fenótipos, sendo

9 destes baseados na avaliação direta de presença/ausência de genes, e 3 baseados na

presença de bombas de efluxo. Para a única predição divergente, no caso dos Aminogli-

cośıdeos, esta é proveniente da predição baseada na identificação de complexos de efluxo

de drogas. Complexos de efluxo de drogas não são fatores capazes de determinar fenótipos

de resistência a antibióticos, mas sim diferentes ńıveis de tolerância (Du et al., 2018). Por-

tanto, esta divergência não pode ser considerado um erro da genômica preditiva pois é

algo fora de seu escopo, uma vez que ela é baseada na presença e ausência de genes e é in-

capaz de predizer concentrações mı́nimas inibitórias (MIC, do inglês “Minimum inhibitory
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Figura 4.10: Avaliação da predição de resistência do isolado Kp31. As predições computacionais de

resistência foram comparadas a resultados obtidos experimentalmente, para 13 classes de antibióticos.

concentration”) e, desta forma, não é capaz de predizer ńıveis de tolerância. Portanto,

estes resultados demonstram que a predição e anotação de genes de resistência a partir

de sequências genômicas é uma metodologia viável e concisa para genes determinantes de

resistência como genes de inativação de antibióticos (seção 1.3).

4.5.6 Avaliação de Virulência

O pipeline de anotação, executa automaticamente, a anotação por similaridade

de genes de virulência utilizando os bancos de dados VFDB (Chen et al., 2005) e Vic-

tors (Sayers et al., 2019). Nesta análise, todos os genes de virulência anotados foram
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identificados no cromossomo bacteriano (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 - Fatores de virulência identificados no genoma do isolado Kp31

Fator de Virulência Função

acrAB
Bomba de efluxo de

pept́ıdeos antimicrobianos

Cápsula (KL 64) Evasão imune

rcsAB
Regulação da śıntese

de polissacaŕıdeos capsulares

LPS (O2v1) Proteção

Enterobactina (ent) Aquisição de ferro

Yersiniabactina (ybt) Aquisição de ferro

F́ımbria tipo I (fimA) Adesão e formação de biofilme

F́ımbria tipo 3 (mrkA) Formação de biofilme

T6SS Sistema de secreção

Um estudo recente na China, investigou 1052 cepas de Klebsiella pneumoniae re-

sistentes a carbapenêmicos e identificou que 80% destas bactérias eram cepas ST11, o

que demonstra o sucesso adaptativo destes clones e a sua prevalência mundial (Zhang

et al., 2019). Além disso, foi constatado que a taxa de carreamento de genes de virulência

são maiores em clones K64. Desta forma, este estudo levanta a preocupação quanto

ao rápido surgimento de cepas ST11-K64 resistentes e virulentas. Da mesma forma, no

presente estudo, identifica-se uma K. pneumoniae (Kp31) ST11-K64 MDR, resistente a

carbapenêmicos e hipermucoviscosa carreando diversos genes de virulência.

Embora hipermucoviscosa, não foram identificados os genes rmpA/A2, geralmente

associados a fenótipos de hipermucoviscosidade. Todavia, encontra-se no genoma da Kp31

os ativadores transcricionais da biosśıntese de polissacaŕıdeo capsular RcsAB que talvez

possam ser fatores chave para o desenvolvimento do fenótipo de hipermucoviscosidade

neste isolado (Stout et al., 1991; Su et al., 2018). Bactérias hipermucoviscosas sem a

presença dos genes rmpA/A2 já foram descritas anteriormente (Fang et al., 2004; Cubero

et al., 2016; Zhang et al., 2019). Portanto, é óbvio que pouco ainda se sabe acerca deste

fenótipo e não exclui a possibilidade de que os genes rcsAB, de alguma forma, também

sejam cruciais para o desenvolvimento de hipercápsula.
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Este isolado não possui nenhum dos biomarcadores atuais da hipervirulência (iuc,

rmpA e rmpA2 ) e, em concordância com revisões recentes, identificamos outra K. pneu-

moniae hipermucoviscosa não hipervirulenta (Catalán-Nájera et al., 2017; Russo e Marr,

2019). Somado a isto, um estudo recente de Zhang e colaboradores 2019, também divulga

resultados que fortalecem essa ideia. No estudo, foi identificado que apenas 8% das cepas

hipervirulentas apresentavam fenótipo de hipermucoviscosidade, indicando que estes se-

jam fenótipos diferentes e, desta forma, não podem ser utilizados como sinônimos. Sendo

assim, como já abordado por Harada e Doia (2018), uma aliança global ainda necessita

ser feita para proporcionar uma definição consensual mais acurada sobre o fenótipo de

hipervirulência, em função de facilitar e possibilitar a produção de testes diagnósticos

mais eficazes.

Genes de biosśıntese de yersiniabactina, particularmente associados a infecções

invasivas, são geralmente codificados em um elemento genético móvel chamado ICEKp, o

elemento de virulência mais comum em K. pneumoniae, e fornece uma via de disseminação

de fatores de virulência (Lam et al., 2018). Interessantemente, apesar de não ter sido

identificado o elemento ICEkp no genoma da Kp31, os “clusters” gênicos de biosśıntese

de yersiniabactina e T6SS foram identificados em posśıveis ilhas genômicas anotadas pelo

programa IslandPath-DIMOB, o que sugere uma maior mobilidade e maior capacidade

de transferência lateral destes genes, o que pode culminar na disseminação destes fatores

de virulência e consequente surgimento de cepas de altamente virulentas.

Por fim, apesar de não ser hipervirulenta, este isolado reedita o alerta sobre a con-

vergência de fatores de virulência e resistência em uma K. pneumoniae hipermucoviscosa,

fenótipo considerado de alto risco. Este resultado reforça a necessidade do estabelecimento

de programas de vigilância de bactérias patogênicas para o delineamento de medidas de

contenção efetivas.

4.6 Relatórios automatizados de anotação

Uma das caracteŕısticas mais interessantes do pipeline de anotação desenvolvido

neste trabalho é a produção de material visual e interativo que permitem a fácil in-

terpretação e exploração dos resultados de anotação. Nesta primeira versão, produz-se
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automaticamente pelo pipeline: (i) relatórios amigáveis sobre a anotação de genes de vi-

rulência, resistência e elementos genéticos móveis, (ii) interface interativa de navegação

genômica produzida através do programa JBrowse (Buels et al., 2016).

Os relatórios de anotação são desenvolvidos em formato padrão para navegadores

web (HTML) e podem ser visualizados em qualquer navegador web. Estes documentos

possuem tabelas e figuras que de maneira clara e coesa apresentam os resultados destas

etapas de anotação espećıfica. Todos os genes anotados nos relatórios são diretamente

ligados aos seus bancos de dados através de links. Além disso, é brevemente informado no

texto a metodologia utilizada em cada uma destas etapas. Estas caracteŕısticas podem ser

observadas na figura 4.11 onde é apresentado pequenas passagens do relatório de anotação

de fatores de virulência.

Figura 4.11: Colagem de trechos do relatório automatizado de virulência. Na imagem são mostrados as

principais caracteŕısticas e blocos informativos presentes nos relatórios automáticos. Todas as informações

são explicadas e referenciadas aos bancos de dados.

O navegador genômico é uma ferramenta poderosa e extremamente informativa.

Através dela, é posśıvel explorar a anotação de genes ao longo do genoma de maneira

visual e interativa. Neste pipeline, a produção deste material é desempenhado através da

ferramenta JBrowse (Buels et al., 2016). Observa-se na figura 4.12 (a), que este navegador
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genômico possui no seu menu lateral diversas faixas que permitem a visualização seletiva

de genes divididas por categorias funcionais como rRNAs, tRNAs, genes de virulência,

resistência, prófagos, ilhas genômicas, etc. Nota-se na figura 4.12 (b), que esta ferramenta

permite, ao clicar em um dos genes, a visualização de todas as informações obtidas pelo

pipeline sobre aquele gene em particular.

(a) (b)

Figura 4.12: Captura de tela do navegador genômico desenvolvido com a ferramenta JBrowse. Na

imagem (a) é apresentada a interface principal do navegador. Em seu menu lateral, este navegador

possui faixas que permitem a visualização seletiva de diferentes informações e categorias gênicas. Na

imagem (b) é apresentada as informações gênicas contidas na ferramenta que podem ser visualizadas ao

clicar em qualquer gene.

Estes exemplos demonstram o grande potencial do pipeline para rápida anotação

e análise de um genoma bacteriano, provendo usuários com relatórios e ferramentas in-

formativas que facilitam a interpretação e investigação dos dados.
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Demonstrou-se neste trabalho o desenvolvimento de protocolos computacionais

aplicados à análise de genomas bacterianos a partir de dados de sequenciamento de

próxima geração de DNA.

Optou-se por uma modularização dos pipelines para tornar independentes as eta-

pas de pré-processamento, montagem e anotação de genomas, mas mantendo a sua in-

teroperabilidade. Estes pipelines , diferentemente de programas já existentes, é genérico

e permite que usuários configurem diversas combinações de dados e programas para a

análise de genomas procarióticos. O pipeline de montagem garante extrema flexibilidade

para a produção de genomas somente com leituras longas, curtas ou de forma h́ıbrida, uti-

lizando quatro programas de montagem diferentes. O pipeline de anotação, é abrangente

e permite, além da anotação genérica de protéınas, a identificação de genes de resistência,

virulência e elementos genéticos móveis. Tudo isso, entregue em relatórios ricos em in-

formações quanto ao processo de anotação e resultados obtidos, além da produção de um

navegador genômico, extremamente útil para a investigação dos genes preditos.

Reporta-se neste trabalho uma versão totalmente testada e funcional destes pipe-

lines , mas salienta-se que existe espaço para melhorias. A tecnologia Nextflow, recen-

temente divulgou uma atualização que permitirá que usuários incrementem facilmente

pipelines existentes sem a necessidade de edição do código base. A adaptação dos pipe-

lines a esta nova versão os tornará extremamente personalizáveis e extenśıveis de modo

a melhor atender as necessidades particulares de cada usuário. Além disso, pretende-se

desenvolver uma interface gráfica que permita a entrada de dados e execução de forma

intuitiva por parte de usuários pouco familiares com a bioinformática.
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Estes pipelines podem ser utilizados em ambientes computacionais diversos, desde

laptop Windows (>16 Gb RAM) até servidores Linux com inúmeros processadores. Por

isso, são capazes de aproximar a genômica à ambientes cĺınicos de maneira simples, permi-

tindo a realização, em laptops, de análises completas de montagem e anotação de genomas,

incluindo a anotação de genes de resistência e a predição in silico deste fenótipo. Futura-

mente, com a incorporação da genômica a prática cĺınica podem ser desenvolvidos bancos

de dados que incrementalmente absorvam os resultados destes pipelines de modo a per-

mitir a manutenção de um histórico da prevalência de genes de resistência e virulência de

um local ou região. Estes bancos de dados podem ser fundamentais também para estudos

de evolução de patógenos e disseminação de caracteŕısticas adaptativas.

Um estudo de caso com um isolado de Klebsiella pneumoniae obtido no Hospital

Universitário da UnB, o Kp31, utilizando os pipelines desenvolvidos, demonstrou o grande

sucesso na montagem de um genoma de alta qualidade utilizando dados de tecnologias de

sequenciamento de leituras curtas (Illumina) e longas (Oxford Nanopore). Os dados de

nanoporos permitiram a resolução individualizada de cromossomos e plasmı́deos. Porém,

demonstrou-se nas análises de correção de sequências que sem os dados de alta qualidade

da plataforma Illumina as sequências genômicas montadas possúıam inúmeros erros de

sequência que introduzem vieses na anotação gênica, como a introdução de códons de

parada prematuros, mutações “frameshift”, inserções, deleções, mutações “missense”, en-

tre outros. Portando, denota-se a necessidade da aplicação conjunta de leituras curtas e

longas e demonstra-se seu grande potencial na resolução de genomas, capazes de produzir

montagens extremamente cont́ıguas e de alta qualidade.

Em essência, estes resultados indicam a possibilidade de consolidar protocolos de

sequenciamento que permitam fechar genomas bacterianos de interesse cĺınico com alta

qualidade. A quantidade de dados gerados neste trabalho permitem desenhar hoje, um

cenário de sequenciamento de 4 bactérias por flowcell de ONT e 1 lane de Illumina. Em

termos de custo, este cenário chegaria a um total de 750 USD por genoma bacteriano, con-

siderando valores de ≈1000 USD do sequenciamento ONT e 2000 USD do sequenciamento

Illumina. Neste cenário, seriam obtidos ≈250 X de dados ONT por genoma bacteriano.

Porém, os custos podem ser ainda menores uma vez que os programas de montagem de

genomas sugerem a utilização de somente 20-50 X de dados de sequenciamento ONT
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para a produção de genomas de alta qualidade. Por isso, a padronização e estipulação

de protocolos de sequenciamento multiplex de bactérias utilizando dados Illumina e ONT

permitirão a produção de genomas de alt́ıssima qualidade com ótimo custo benef́ıcio.

Em termos de anotação, foi posśıvel identificar que a Kp31 faz parte de um pato-

tipo, o ST11, considerado de alto risco à saúde pública mundial por ser frequentemente

associado à incorporação conjunta de diversos genes de virulência e de resistência a an-

tibióticos (Wang et al., 2018; Jia et al., 2019; Fuga et al., 2020; van Dorp et al., 2019). A

caracterização genômica da Kp31 revela que esta é multirresistente a antibióticos, viru-

lenta e hipermucoviscosa. Estes achados reeditam alertas quanto ao surgimento de cepas

bacterianas de alt́ıssimo risco caracterizados pela convergência de genes de resistência e

virulência. Complementarmente, a análise deste isolado evidencia alguns debates recen-

tes quanto à utilização sinônima dos termos hipervirulência e hipermucoviscosidade. Os

resultados corroboram com a ideia de dois fenótipos diferentes mas complementares in-

troduzido por Catalán-Nájera em 2017. Portanto, denota-se que a hipervirulência é um

fenótipo bastante complexo e ainda pouco compreendido que demanda esforços mundiais

para a definição de novos biomarcadores e o estabelecimento de um consenso (Harada

e Doia, 2018). Além disso, apesar do isolado Kp31 apresentar fenótipo de hipermuco-

viscosidade, esta cepa não apresenta os genes RmpA/A2, geralmente identificados como

responsáveis pelo fenótipo. O que corrobora com outros estudos que também identificam

este padrão (Fang et al., 2004; Cubero et al., 2016; Zhang et al., 2019). Este resultado,

demonstra a necessidade de mais estudos acerca do fenótipo de hipermucoviscosidade e

seus determinantes. Porém, fortalece uma proposição recente sobre a utilização destes

genes como marcadores da hipervirulência (Russo e Marr, 2019; Harada e Doia, 2018).

Como um todo, estes resultados reforçam alertas quanto a necessidade do estabe-

lecimento de programas de vigilância de patógenos. A comparação das análises in silico

do isolado Kp31 com resultados experimentais demonstrou a confiabilidade da genômica

para a identificação de genes de resistência e a predição de fenótipos. Portanto, a veloci-

dade e confiabilidade das análises obtidas através dos pipelines desenvolvidos neste estudo

demonstram seu grande potencial de aplicação em estudos epidemiológicos e disponibili-

zam arsenal técnico que abre caminho para o desenvolvimento de programas de vigilância

através de genomas, a vigilância genômica.
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Apêndice A

Material Suplementar

Figura A.1: Representação do relatório de execução de pipelines Nextflow. Captura de tela da primeira

página do relatório.

Tabela A.1 - Estat́ısticas gerais da qualidade dos dados de sequenciamento do isolado Kp34

N◦ de leituras Tamanho médio Qualidade média
Quantidade de leituras

com qualidade >7

903.250,0 8.096,1 11,2 77%
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Figura A.2: Representação do arquivo de configuração utilizado pelos pipelines. Apresenta-se a primeira

página do arquivo de configuração, demonstrando sua sintaxe e informações embebidas no texto.
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