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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Priscila Gongalves Moura

Indicares de poluicdo tais como Escherichia coli e coliformes totais sao
universalmente utilizados para avaliar a qualidade da agua. No entanto, vem
sendo descrito na literatura, uma série de marcadores moleculares de poluicdo que
forneceriam uma avaliagcdo mais precisa e abrangente de poluicdo em corpos
hidricos. Foi avaliada a poluicdo biolégica em trés rios que percorrem o Complexo
de Maguinhos (rios Faria-Timbd, Jacaré e Canal do Cunha), através do teste por
PCR (Reacgdo da polimerase em cadeia) com os marcadores moleculares 16S
rRNA, uidA, nifH, HadV, T-antigen, COWP e beta-giardin para bactérias, virus e
protozoarios que vem sendo utilizados como marcadores de poluicdo biolégica, por
serem microrganismos associados a humanos. Foi avaliado também o
relacionamento filogenético dos marcadores de poluicdo através de ferramentas de
filogenia molecular no MEGA versédo 6, com o método de construcdo Neighbor-
joining e matriz de distancia -p, além de analises in silico para avaliar a detec¢éo
dos marcadores no metagenoma da Baia de Guanabara. Todos os PCRs com 0s
marcadores moleculares apresentaram-se positivos com excecdo de
Cryptosporidium spp. O resultado do sequenciamento seguido de andlises in silico
como BLASTN contra o banco de dados REFSEQ do NCBI (Centro Nacional para
informacao Biotecnologica) demonstram similaridade entre as sequéncias obtidas e
as sequéncias de nucleotideos disponiveis nas bases de dados. A filogenia
mostrou pouca variabilidade entre as sequencias o que dificultou ter uma boa
avaliacdo do relacionamento filogenético entre os marcadores. Pelo uso dos
marcadores moleculares no presente estudo, fomos capazes de detectar poluicdo
antropica e mostrar a biodiversidade da poluicdo microbiolégica que pode ser

encontrado em aguas contaminadas por esgoto.
Vi
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIC COMPUTATION AND SISTEMS
Priscila Goncgalves Moura

Pollution indicators such as Escherichia coli total coliforms are universally
used in the evaluation of water quality index. Nevertheless, a number of pollution
molecular markers providing a more precise and wide-ranging results in studies with
water bodies are being extensively described in literature. Biological pollution in
three rivers coursing the Manguinhos Complex (Faria-Timbg, Jacaré and Canal do
Cunha rivers) were evaluated through Polymerase Chain Reaction (PCR) whith 16S
rRNA, uidA, nifH, HadV, T-antigen, COWP e beta-giardin molecular markers for
bacteria, virus, and protozoan, markers biological pollution applied because of
their association with humans. Phylogenetic relationships were inferred with these
pollution markers using molecular phylogeny softwares MEGA version 6, with the
method of construction Neighbor-joining and “p” distance matrix, in silico
approaches were also applied to detect these markes in the Baia de Guanabara
Metagenome. All molecular markers were positive, except for Cryptosporidium spp.
Sequencing results followed by in sillico analyses using BLATN against REFSEQ
database of NCBI (National Center for Biotechnology Information) showed similarity
between sequences obtained and nucleotide sequences of database availablein
REFSEQ. Phylogeny analyses showed low variability among the sequences
studied, resulting in a not trustful relationship among pollutants. By using molecular
the markers in the present study we were able to detect anthropic pollution and
show the biodiversity of microbiological pollution that can be found in sewage-

contaminated water.
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1  INTRODUCAO

Pode-se chamar de poluicdo a introdugéo de qualquer tipo de substancia
diferente do meio, por acdo antrépica direta ou indireta que impacta negativamente
a saude humana e animal. Considerando como dois tipos de polui¢do: poluicédo
industrial (poluicdo gerada a partir de residuos industriais) e Poluicdo biologica
(poluicdo gerada pela disposicdo de matéria organica), avaliar poluicdo biologica
demonstra ser uma abordagem interessante pela constante disposicdo de esgoto
em recursos hidricos atribuindo sérios riscos a saude publica. Indicadores de
bactérias fecais como Escherichia coli, Coliformes Totais e Enterococcus spp. sdo
atualmente os recomendados pela legislacdo do Conselho Nacional de Meio
Ambiente - CONAMA nr. 274 (2001) , como indicadores da qualidade da agua para
balneabilidade e na Portaria nr. 2.914 (Brasil, 2011) para potabilidade.

No entanto, trabalhos como de McQuaig e colaboradores (2012)
recomendaram que a abordagem de utilizar os indicadores de bactérias fecais
juntamente com marcadores de fontes microbianas (marcadores moleculares de
poluicdo) resulta numa avaliacdo mais definitiva da qualidade da agua e risco a
saude humana do que os indicadores de bactérias fecais sozinhos, além de
demonstrar que o esgoto é pelo menos parcialmente responsavel pela degradacéo
da qualidade da agua. Isto sO foi possivel, com o avanc¢o da biologia molecular e

com a possibilidade de se extrair DNA metagenémico de amostras ambientais.

Com a metagendmica, tornou-se possivel acessar todo o material genético
disponivel numa amostra ambiental como solo e agua, a fim de avaliar a
biodiversidade dos organismos ali presentes, além de com o uso das ferramentas
da biologia molecular tais como, PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e gPCR
(Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa ou/e em tempo real), podemos
entdo utilizar marcadores moleculares, para identificar a presenca de genes alvos
nestas amostras. Esta abordagem também proporciona a detec¢do de organismos
nao cultivaveis, o que representa uma vantagem, comparada as metodologias de

cultura amplamente utilizadas na identificagdo de indicadores de bactérias fecais.



Métodos independentes de cultura permitem analises de um conjunto de
genes metabdlicos a partir de comunidades microbianas, que podem ser usadas
para determinar condicdes ambientais tais como: polui¢ao, definir a composicao de
uma comunidade e a diversidade de genes (Singh et al., 2009). Essas
metodologias tém sido um sucesso aplicado em estudos de composi¢ao, dinamica
e funcdo de comunidades microbianas, na variagcdo de ecossistemas, incluindo
agueles sujeitos a modificacbes antropogénicas (Gilbert & Dupont, 2011). No
entanto, estes estudos podem resultar na producdo de uma grande quantidade de
sequéncias, usando mais recentemente os equipamentos de sequenciamento de
nova geragcdo. As ferramentas da bioinformética oferecem o suporte para tratar
dados genbmicos e metagendmicos e posterior inferéncia genética, como por

exemplo, avaliando as comunidades microbianas em estudos de poluicdo da agua.

Uma préatica comum atrelada as ferramentas de bioinformética € construgéo
de arvores filogenéticas. A filogenia molecular é amplamente utilizada para
demonstrar a diversidade de sequéncias dentro de amostras e para determinar
como estas sequéncias estdo relacionadas entre si em termos evolutivos (Cardoso

et al., 2012).

Neste trabalho abordaremos a avaliacdo molecular da poluicdo ambiental
nos 3 principais rios do no Complexo de Manguinhos, situado no municipio do Rio
de Janeiro: rio Jacaré, rio Faria Timbé e Canal do Cunha, utilizando um conjunto de
marcadores de fontes microbianas (tendo com alvos bactérias, virus e
protozoarios) e que tem sido empregados em diversos estudos, como marcadores
filogenéticos de poluicdo bioldgica por esgoto em recursos hidricos. Um exemplo
destes estudos € o de Sidhu e colaboradores (2013) , que utilizou mdltiplos
marcadores de fontes microbianas associados a humanos como: Bacteroides spp.,
Methanobrevibacter smithi, Adenovirus e Polyomavirus humano, na avaliacdo de
poluicdo por esgoto em aguas pluviais urbanas a partir de 6 bacias urbanas na

Australia.

Apresentaremos também as inferéncias filogenéticas das sequéncias
resultantes das analises a fim de avaliar a relagdo entre as sequéncias obtidas e

aguelas disponiveis em bancos de dados publicos. Ainda, usaremos o0s
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marcadores de fontes microbianas para uma pesquisa comparativa in silico, com o
metagenoma da Baia de Guanabara, disponivel no banco de dados MG-RAST
(servidor de analises metagendmicas) disponivel em

http://metagenomics.anl.gov/metagenomics.cgi?page=Home.

1.1 Avaliacdo da qualidade de agua e indicadores de poluicéo

1.1.1 Avaliacéao da balneabilidade

No Brasil, a rede coletora de esgoto sanitario chega a 53,8% da populacao
urbana. Sendo que a maior parte do volume recolhido ndo recebe nenhum
tratamento e € despejado nos rios, represas e oceanos. Apenas 35% do esgoto

coletado sdo submetidos a algum tratamento (Cipis et al., 2003).

Existem no Brasil legislacfes especificas que tratam sobre a qualidade e uso da

agua:

e Resolucdo CONAMA nr. 274/2001 (Brasil, 2001)- Define os critérios de
balneabilidade em &guas brasileiras;

e Portaria nr. 2.914/2011 (Brasil, 2011) - Estabelece os procedimentos e
responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrao de potabilidade;

e Resolugbes CONAMA nr. 396/2008 (Brasil, 2008)— Dispde sobre a
classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento das aguas
subterraneas;

e Resolugio CONAMA nr. 357/2005 (Brasil, 2005)- Dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condicbes e padrbes de
langamento de efluentes;

e Lei de Saneamento nr.11.445/2007 e Decreto nr. 7217/2010 — Estabelece a
Politica Nacional de Saneamento Basico e os principios e diretrizes dessa
politica, responsabilizando os diferentes o0rgdos pela fiscalizagdo e

implantagéo de programas para controle das atividades poluidoras.



1.1.2 Poluicao bioldgica

A poluicdo biologica caracteriza-se pela presenca de microrganismos de
origem fecal que sdo geralmente associados ao despejo de esgoto. Assim
podemos encontrar: bactérias, virus, protozoarios e helmintos indicando a presenca
de contaminacdo bioldégica em ambientes aquaticos. A avaliacdo da qualidade da
adgua, associada aos riscos a saude publica é necessaria para propor efetivas

estratégias de remediacdo e descontaminacao microbiana.

Indicadores de bactérias fecais, tais como Escherichia coli e Enterococcus
spp. estdo presentes em grande abundancia no trato gastrointestinal dos animais
de sangue quente. A detec¢do destes organismos na agua indica a presenca de
poluicdo (EPA, 2000) e assim, rotineiramente utilizados para avaliar a qualidade
microbiolégica de aguas sendo sugeridos pela resolugcdo CONAMA nr. 274 (Brasil,
2001).

Com a aboradagem molecular, marcadores de fontes microbianas tém sido
sugeridos para a avaliacdo de recursos hidricos. Marcadores de fontes
microbianas referem-se a um conjunto de marcadores moleculares que podem ser
usados para testar as amostras de agua e avaliar poluicdo bioldgica assim como as
fontes de contaminacdo. Os experimentos podem atingir qualguer numero de
marcadores microbianos sejam virais, bacterianos ou protozoarios (Soule et al.,
2006), mas todos eles sado destinados a auxiliar os gestores de bacias hidrograficas
em conformidade com os requisitos de carga diarias totais maximas e com planos

de mitigacdo para as aguas microbiologicamente depreciadas (Soule et al., 2006).

Pesquisas para definir os marcadores moleculares mais Uteis para o0
monitoramento de fontes de poluicdo (Bower et al., 2005) e a utilizacdo de multiplos
marcadores para a deteccdo de poluicdo biolégica (McQuaig et al., 2012), tem sido
amplamente sugeridos e estudados para avaliar a qualidade da agua. A avaliacao
da qualidade da &gua pelos indicadores de poluicdo fecal cultivaveis (E. coli,
Enterococcus e coliformes totais) pode n&do ser universalmente seguro, pois
patdogenos associados a humanos, atribuidos ao despejo de esgoto, tém sido

detectados mesmo quando estes indicadores cultivaveis apresentam-se em baixa
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quantidade (em niveis balneaveis segundo os padrbes recomendados) ou até
mesmo quando estdo ausentes nestas amostras (Jiang et al., 2001; Lipp et al.,
2001; Committe on Indicators for Waterborne, 2004).

Assim, a fim de avaliar poluicao biolégica em agua ocasionada por despejo de
esgoto, utilizaremos marcadores de fontes microbianas e indicadores de bactérias
fecais através de ensaios moleculares. Estes marcadores foram selecionados a
partir de um levantamento bibliografico, onde foram escolhidos os principais virus,
bactérias e protozoarios que tem sido pesquisado a nivel molecular em poluicdo de

recursos hidricos e estdo descritos a seguir.

1.1.3 Marcadores de fontes microbianas

1.1.3.1 Bacteroides spp.

Bacteroides spp. sdo bactérias gram-negativas, estritamente anaerdbicos e
em fezes de animais e humanos, ultrapassam em numero 0S convencionais
indicadores de bactérias fecais, como coliformes e Enteroccocus (Wexler, 2007).
Devido a alta sensibilidade e sua posicdo como primeiro marcador de fonte
microbiana direcionado a fontes fecais humanas, o ensaio de Bacteroides totais e
associados a humanos tem sido largamente usado para avaliar fontes de poluicéo
tanto por PCR e gPCR (McQuaig et al., 2012).

1.1.3.2 Bifidobacterium spp.

Bifidobactérias sdo bactérias gram-positivas, anaerobicas e as mais
comumentes encontradas no intestino de humano, sendo o maior grupo que
compoem a flora intestinal e podem ser utilizados como indicadores de
contaminacdo fecal humana (Bonjoch et al.,, 2004). Segundo Bonjoch e
colaboradores (2004) das nove espécies relacionadas a humanos, apenas
Bifidobacterium adolescentis e Bifidobacterium dentium foram encontrados

exclusivamente no esgoto humano.



Bacteroides e Bifidobacterium foram sugeridos como indicadores alternativos
para o grupo coliformes fecais (Carrillo et al., 1985; Fiksdal et al., 1985) e atualmete
especés de Bifidobacterium associadas exclusivamente a humanos foram
utilizados como marcadores de fontes humanas (Bonjoch et al., 2004). Anaerdbios
fecais compdem a maioria das bactérias fecais no trato gastrointestinal dos seres
humanos e podem estar presentes em densidades 1.000 vezes mais elevados do
que o grupo de coliformes fecais, tornando esses organismos indicadores
altamente sensiveis de poluicao fecal (Fiksdal et al., 1985; Howard, B. J., J. Klaas,
S. J. Rubin, A. S. Weissfeld, 1987; Bonjoch et al., 2004).

1.1.3.3 Enterococcus spp. e Escherichia coli

Enterococcus sdo bactérias gram-positivas, anaerdbicas facultativas e
Escherichia coli séo bactérias gram-negativas, anaerébicas facultativas, comensais
no trato intestinal. S&o utilizadas como bioindicadoras universais de poluicdo e
largamente empregadas na avaliacdo da qualidade da &gua. Os tradicionais
métodos de cultura baseiam- se na deteccdo destas bactérias para avaliar a
qualidade da agua, por ser mais facil de realizar e menos oneroso. Porém com
estes métodos, ndo € possivel identificar se estas bactérias sdo de fontes humana
ou animais (Sauer et al., 2011). Além disso, estudos tém demonstrado a presenca
de virus patogénicos associados a humanos na agua, mesmo quando os niveis de

E. coli apresentam-se baixo (Jiang et al., 2001).

1.1.3.4 Methanobrevibacter smithii

7

Methanobrevibacter smithii € uma arqueobacteria anaerdbica e o principal
methanogene do trato gastrointestinal humano, tem sido encontrado de 107 a 10°
organismos .g* em fezes (Harwood et al., 2009). O uso do gene nifH de M. smithii
para identificar poluicdo fecal associado a humanos, tem demostrado ser bem
sucedido em estudos com marcadores de fontes microbiana (Harwood et al., 2009),
pois ele tem um hospedeiro especifico (0 homem) comparado a outros marcadores
de fontes microbianas (McQuaig et al., 2009, 2012) e é frequentemente encontrado

em esgoto.
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1.1.3.5 Faecalibacterium spp.

Faecalibacterium s&o bactérias gram-negativas, anaerobios obrigatoérios,
(DUNCAN et al., 2002) s&o comensais no intestino humano e comumente isolados
a partir de fezes (Suau et al., 2001). Segundo Zheng e colaboradores (2009) que
apresentaram o primeiro estudo de Faecalibacterium como um marcador de
poluicdo, este marcador de fezes humanas é especifico para o esgoto, confiavel
para detectar poluicdo fecal humana na agua e representa um marcador confiavel
que pode ser utilizado sozinho ou em conjunto com outros marcadores para medir

a qualidade da agua.

1.1.3.6 Adenovirus

Adenovirus € uma virus pertencente a familia Adenoviridae muito frequentes
e resistentes. A infeccdo por este virus é por contaminacdo com detritos fecais
(McQuaig et al., 2009; Wolf et al., 2010). Adenovirus tipos 40 e 41 sdo agentes
etiologicos de gastroenterites virais. Essas viroses tém sido utilizadas para indicar
poluicdo fecal humana em agua (Jiang et al., 2001; Pina et al., 1998), por serem
patégenos e informar diretamente um modelo de avaliacao de risco para a saude

humana.

1.1.3.7 Polyomavirus humano (HPyV)

O Polyomavirus humano é um potencial oncogénico associado a humano
(McQuaig et al., 2009). Em contraste ao andenovirus, HPyV s&o geralmente nao
patogénicos e sdo excretados na urina de individuos saudaveis (Vanchiere et al.,
2005). O HPyV € um grupo de virus que engloba mais de cem tipos diferentes. As
espécies que avaliamos como alvo sdo os Polyomaviroses JC e BK, ambas muito
difundidas em esgoto (Bofill-Mas et al., 2000). As duas espécies sdo geneticamente
estaveis, distribuidas mundialmente e mantém altas taxas de soropositividade em

populac6es humanas (Stolt et al., 2003). O uso dos marcadores desses virus para



avaliar poluicdo por esgoto tem sido muito bem sucedido em laboratdrios e estudo
de campo (McQuaig et al., 2009).

1.1.3.8 Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

Cryptosporidium e Giardia estédo entre os principais protozoarios parasitas de
transmissédo hidrica. Pela elevada persisténcia ambiental, representam um risco de
aguisicao destes agentes parasitarios em aguas balneaveis (Franco, 2007). Cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium permanecem infectantes em rios por até
seis meses numa temperatura de 20°C o que contribui para a ampla disperséo

desses protozoarios (Fayer et al., 2000).

Giardia € um protozoario intestinal flagelar que parasita o intestino de
mamiferos inclusive de humanos, muito encontrada em exames de fezes tanto na
forma de cisto como na forma de trofozoita. A Giardia duodenalis é a Unica espécie

encontrada em humanos (Franco, 2007).

Cryptosporidium é um protozoario de reconhecida importancia como
patégeno de veiculacdo hidrica (Franco, 2007). O homem é o principal hospedeiro
do Cryptosporidium hominis, mas pode também ser parasitado por outras setes
espécies (C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis e C.
muris). Segundo Morgan e colaboradores (2002), C. parvum e C. hominis sdo as
espécies mais frequentemente encontradas em humanos, e sua prevaléncia varia

em diferentes partes do mundo.

Segundo Franco (2007) com a finalidade de implementar e fortalecer a
vigilancia em saude publica ha uma clara necessidade de desenvolver , padronizar
e otimizar métodos de deteccdo que possam ser aplicadas as amostras ambientais
em situagdes adversas. Os surtos desses parasitos tem sido tem sido relados em

paises em desenvolvimento (Jothikumar et al., 2008).



1.2 Metagendmica, marcadores moleculares e sua aplicagcéo

No final da década de 1990, a metagen6mica surgiu como uma ferramenta
para estudar o material genético da comunidade microbiana presente em um
determinado habitat, proporcionando novas tecnologias para pesquisar a riqueza
microbiana e a diversidade genética ambiental (Tuffin et al., 2009). Assim, tornou-
se possivel acessar diretamente os genomas dos organismos cultivAveis e nao
cultivhveis presentes em uma amostra ambiental, permitindo a descoberta de
novos genes e posterior inferéncia de suas funcdes, além de avaliar a
heterogeneidade do genoma e evolucdo no contexto ambiental. A capacidade de
acessar sequéncias de DNA dos genomas microbianos oferece também uma
alternativa interessante para explorar e melhorar a caracterizacdo e deteccao de
diversos grupos de patdégenos na agua e de microrganismos presentes no solo com

potenciais aplicacdes na biotecnologia (Handelsman et al., 1998).

A metagendmica engloba uma variedade de tecnologias que sdo baseadas em
(Cardoso et al., 2012; Cuadrat, 2010):

o Metagendmica funcional - Constru¢cdo de bibliotecas ou amplificacdo e

sequenciamento do material genético total;

o Andlises baseadas na sequéncia - extracdo e sequenciamento direto do
DNA ambiental, utilizando técnicas de pirosequenciamento com grande potencial

na identificacdo de novos genes.

o Andlise baseada na busca de marcadores moleculares - Extracdo do

DNA total a partir de amostras seguidas por amplificacdo por PCR de genes alvos.

Utilizando os marcadores moleculares para organismos especificos
podemos buscar em amostras de DNA complexas (DNA ambiental ou DNA de
humano contendo o microbioma associado) por estes alvos, através da técnica da
PCR. Pela técnica de PCR, é possivel identificar rapidamente os genes associados
a poluicdo em amostras ambientais, assim, podemos potencialmente caracterizar

comunidades microbianas a partir de um conjunto de ambientes diversos como:
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agua doce, sedimentos marinhos, oceanos, solos e comunidades associadas a um
hospedeiro (Cardoso et al., 2012).

Os marcadores moleculares usados para detectar poluicdo sdo genes de
microoganismos introduzidos no ambiente através de atividades humanas
relativamente recentes, portanto estdo mais relacionados a contaminacéo
ambiental (Takada et al., 1997).

Os métodos independentes de cultivo permitem detectar mais facilmente os
organismos indicadores de bactérias fecais do que os métodos tradicionais de
cultura. Os métodos independentes de cultivo permitem acessar diretamente o
genoma dos organismos, inclusive de organismos ndo cultivaveis sendo
necessarias apenas células intactas, em vez de células cultivaveis que precisam

ser recuperadas em meios selectivos. (Bower et al., 2005)

1.3 Bioinformética

A bioinformatica é um campo da ciéncia que emprega ferramentas
computacionais no estudo de problemas e questdes biolégicas, abrangendo

também as aplicacfes relacionadas a saude humana (Verli, 2014).

As técnicas moleculares associadas as ferramentas da biologia
computacional tem fornecido um suporte para avaliacdo das fontes de poluicdo
além de inferir a relacéo filogenética entre os marcadores de polui¢cdo. Estudos de
DNA ambiental geralmente resultam na producdo de um grande volume de dados,
gerados pelo sequenciamento requerendo uma alta capacidade das ferramentas de
bioinformética para trata-los. O tratamento de dados metagendmicos para posterior
analise genética necessita de uma série de ferramentas da bioinformatica dado que
a abundancia das sequéncias obtidas, especialmente com equipamentos de
sequenciamento de nova geracao, ja ndo podem ser processadas manualmente
(Cardoso et al., 2012).

A criacdo de bases de dados biolégicos com informacfes ja processadas
acelerou a investigacdo em varios campos da ciéncia (Borém & Santos, 2001). Os

dados gerados pelo sequenciamento ficam assim disponibilizados publicamente
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para diversas analises adicionais. Estdo disponiveis, varias bases de dados
voltados para pesquisas bioldgicas, como por exemplo: o GenBank - banco de
dados de sequéncias genéticas do NCBI - National Center for Biotechnology
Information , MG-RAST - Metagenomics analysis server (bases de dados
metagendmico) , Ribossomal - RDP Classifier Il - Ribosomal database project
(banco de dados ribossomal) , Kegg - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(banco de dados que integra informagBes genbmicas, quimicas e sistemética
funcional) estédo entre os bancos de dados utilizados em nosso trabalho in silico.

1.4 Filogenia molecular

A filogenia € utilizada para a classificagdo dos organismos atribuindo-lhes
uma relacdo evolutiva, tornando-se possivel inferir a sua origem. Esta inferéncia
pode ser feita através de sequenciamento de &cidos nucleicos (genes) ou
aminoéacidos (proteinas). Contudo, quando se propfe investigar as relacdes entre
diferentes espécies, analises de genes ribossomais sdo os mais utilizados, pois
independente da espécie ou organismo, os individuos possuirdo genes codificantes
de RNA ribossémico (Verli, 2014).

Com a busca de genes e genomas de referéncia em bancos dados curados,
podemos construir arvores filogenéticas que nos fornecerdo a relacdo evolutiva
entre os organismos de forma grafica. As arvores filogenéticas expressam a
similaridade, ancestralidade e os relacionamentos filogenéticos entre as espécies
ou grupo de espécies (Viana, 2007). Com isto, apdés o sequenciamento, as
sequéncias dos marcadores moleculares de poluicdo serdo utilizadas em anélises

filogenéticas para identificar e confirmar a origem taxonémica dos microrganismos.

1.5 Contexto Historico e caracterizagdo da area de estudo

1.5.1 Complexo de Manguinhos

O Complexo de Maguinhos abrange uma regido formada por 16

comunidades e ha a estimativa de que aproximadamente 48.500 pessoas residam
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no local (Lima & Bueno, 2010). Esta compreendida na regido Hidrografica RH-V
Baia de Guanabara e traz em seu historico os impactos ambientais causados pelo

desmatamento e o crescimento desordenado.

Os rios do entorno do complexo de maguinhos encontram-se extremamente

poluidos, reflexo de anos de degradacao representando um grave risco a saude

publica.
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SAMORA MACHEL

Figura 1: Mapa do Territério de Manguinhos com delimitacdo das comunidades

(microareas). Fonte: Projeto Inquérito de Manguinhos, PDTSP-TEIAS.

1.5.2 Sub-bacia do Canal do Cunha

A Sub-bacia do canal do Cunha esta localizada na primeira area industrial da
cidade. Com wuma extensdo de 57,77 Km2 de area, completamente
descaracterizada, apresenta o canal, formado a partir da unido dos canais de

Benfica e Manguinhos, com a sua foz para a Baia da Guanabara.

O numero de habitantes € de aproximadamente 825.000 pessoas, 0 que
equivale a 14,1% da populacdo da cidade do Rio de Janeiro. A area do entorno do
canal do Cunha é atualmente caracterizada pelo alto grau de degradacédo

ambiental e social (Pereira, 2012).
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Ja se sabe que a sub-bacia do canal do Cunha €& um dos principais
poluidores da Baia de Guanabara, pois coleta as aguas dos rios que nascem na
Serra dos Pretos Forros e no Macico da Tijuca (rio Benfica, Jacaré, Faria-Timbo e
Salgado) atravessando areas densamente povoadas como: Cascadura, Piedade,
Lins de Vasconcelos, Engenho de Dentro, Inhauma, Maria da Graca, Manguinhos e
Sao Cristovao levando todos os residuos domeésticos e industriais gerados nestes
bairros, sendo responsavel pelo grande volume de lixo e esgoto na Baia de
Guanabara. Além disso, sofre reflexo dos impactos ambientais causados pelo
antigo aterro sanitario do Caju, a proximidade de refinarias e a intensa ocupacao de
suas margens (Amaral, 2006). A Tabela abaixo apresenta os rios da sub-bacia do

Cunha que seréao abordados neste estudo:

Tabela 1: Rios da sub-bacia do Cunha apresentados no trabalho

Curso Localizagao Comprimento . ~
d' agua (bairro) Nscente Foz (Km) Situacéao
. . Higiendpolis Serra dos
Rlo. Far!a- BONSUCesSo Pretos - Canal do 3.2 Extremqmente
Timbo - Cunha poluido
Manguinhos Forros
Jacarepagua
Lins dos Vasconcelos,
Rio Jacaré Engenho Novo, l\éllc;rfgnn?g CgLr:ﬁLgo 8,3 Extreé?l?i:jnc?nte
Jacaré, Jacarezinho, P
Manguinhos
* Liga o rio )
Canal do Manguinhos Jacaré ao Baia de 1,0 Extremamente
Cunha Canal do Guanabara poluido
fundao
Fonte: www.educacaopublica.rj.gov.br/oficinas/geologia/hidrografia_rj/14.html

acessado em Dezembro de 2014.

O Rio Faria nasce na Serra dos Pretos-Forros, corta varios bairros do
subudrbio carioca e nas proximidades do bairro de Inhauma recebe as aguas
afluentes do também poluido Rio Timbd, formando assim o Rio Faria-Timbo vindo

desaguar no canal do Cunha.

O rio Jacaré nasce no morro do Elefante, no macico da Tijuca e atravessa a

regido onde se localiza a comunidade do Jacarezinho e os bairros Méier, Engenho
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Novo e Triagem. Cortando diversos bairros e comunidades o rio chega ao canal do

Cunha completamente poluido.

1.5.3 Atividades poluidoras e saneamento

Os bairros situados no entorno da sub-bacia do canal da cunha, trazem em
seu histérico a instalacdo de industrias (farmacéuticas, petroliferas, navais, entre
outras), pélos comerciais, portos, além das instalacGes residenciais regulares e

irregulares ja citadas anteriormente.

A cidade do Rio de Janeiro foi a terceira do mundo a possuir esgotamento
sanitario em meados de 1863 (CEDAE, 2010), porém ndo abrangia toda a regiao.
Até hoje por falta de redes coletoras, uma boa parte do esgoto domiciliar gerado no
municipio chega aos rios e consequentemente a Baia de Guanabara sem nenhum

tipo de tratamento comprometendo a salde ambiental e publica.

Entre os poluentes resultantes do esgoto estdo: residuos quimicos,
detergentes, organoclorados, lixiviados, nitratos que estdo presentes no esgoto
doméstico (Cipis et al., 2003). Estas fontes poluidoras interferem na qualidade da
agua expondo os recursos hidricos a serem veiculos de disseminacdo de doencas
e, além disso, componentes quimicos podem interferir na deteccdo de
microrganismos alterando tanto a biodiversidade aquética quanto a deteccdo de

microrganismo indicadores de polui¢cao.

De acordo com a classificacdo do Sistema de Licenciamento Ambiental -
SLAM, os municipios compreendidos na RH-V Baia de Guanabara, foram
classificados com potencial poluidor muito alto, uma vez que possuem mais
de 50 empreendimentos licenciados. Vale ressaltar que o SLAM classifica os
empreendimentos até o potencial poluidor alto, no entanto, a classe muito

alta foi adotado para este municipios (Pereira, 2012).

A seguir apresentamos um mapa do RH-V Baia de Guanabara,
representado os grandes empreendimentos licenciado e o potencial poluidor de

suas atividades.
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Figura 2: Grandes empreendimentos e o potencial poluidor das atividades
licenciadas, RH-V Baia de Guanabara. Fonte: SEA/INEA 2010 (Bastos & Napoleéo,
2010), modificado por Priscila Moura.

15



1.6 Justificativa

A escolha do Complexo de Manguinhos para a nossa pesquisa, € justificada,
pois nesta regido encontramos as sub-bacias mais degradadas do Rio de Janeiro.
A avaliacdo da balneabilidade é atualmente feita por microbiologia classica, onde
se espera analisar quantativamente a presenca de Escherichia coli e coliformes
totais. Assim € tracado um perfil para determinar se o recurso hidrico esta
balneavel e consequentemente poluido ou ndo. Esta analise microbiologica fornece
dados limitados apenas destes grupos de bactérias que sdo universalmente usadas
como indicadoras de poluicdo. A nossa proposta € avaliar por analises moleculares
de forma qualitativa e abrangente, a presenca de marcadores de fontes
microbianas (16S rRNA, nifH, uidA, HadV, T-antigen, COWP e beta-giardin),
representantes dos grupos de bactérias, virus e protozoarios que fornecem indicios
de que um recurso hidrico esta poluido por fontes humanas, ou seja, esgoto. Estes
marcadores estdo no grupo genes que tém sido utilizados como marcadores de
poluicdo, por serem comumente detectados em amostras contaminadas por

residuos humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar poluicdo biolégica em agua balnedvel do Complexo de

Manguinhos, com o uso de ferramentas moleculares e de bioinformatica.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a presenca de poluicdo antropica através da técnica de PCR e
iniciadores para genes marcadores de virus, bactérias e protozoarios,

normalmente encontrados em aguas contaminadas.

- Confirmar a taxonomia dos microrganismos poluentes detectados no

Complexo de Manguinhos por meio de ferramentas de filogenia molecular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pesquisain silico dos marcadores moleculares de poluicéo

Visando avaliar a presenca dos marcadores moleculares selecionados para
este estudo em um ambiente aquatico, realizamos uma analise in silico (analises
computacionais) com as sequéncias dos marcadores moleculares de poluigao
contra 0 metagenoma da Baia de Guanabara. Escolhnemos este metagenoma, pois
os rios avaliados em nosso estudo desadguam na Baia de Guanabara, sendo um

ambiente ideal para nossa analise.

O metagenoma foi obtido no banco de dados MG-RAST - servidor de
analises metagendmicas, “Project Guanabara Bay Metagenome” disponivel em

(http://metagenomics.anl.gov/linkin.cgi?project=1929).

As sequéncias dos marcadores moleculares e seus ortdlogos foram obtidas
nos banco de dados RefSeq no GenBanck - banco de dados de sequéncias
genéticas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e no KEGG - Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes no KEGG ORTHOLOGY - grupo de ortdlogos
(http://www.genome.jp/kegg/ko.html),

As analises foram realizadas utilizando os seguintes programas:

» Transeq (Rice et al., 2000) - os arquivos das sequéncias do
metagenoma concatenados foram traduzidos nas 6 janelas de leitura,
0s codons traduzidos em 6 possibilidades: 3 da fita senso e 3 da fita
anti-senso;

» MAFFT (versdo 6.864B) (Katoh et al., 2005) — foi realizado o
alinhamento multiplo das sequéncias baixadas nas bases de dados;

» Fasta2stockholm — convertemos o alinhamento mdultiplo para o
formato stockholm para submeter ao HMM,;

» HMMER - utilizamos o HMM build no programa HAMMER para gerar
0 arquivo no modelo oculto de markov. Confrontamos 0s aquivos
HMM gerados, com o Metagenoma da Baia de Guanabara usando o

HMMsearch.
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O fluxograma abaixo apresenta esquematicamente as etapas metodoldgicas desenvolvidas.

Pesquisa dos marcadores de

Validacéao *
BLAST N X Banco de Dados RefSeq (NCBI)

— Download das seq}encias dos marcadores
Kegg e no REFSEQ do GenBank

Alinhamento myltiplo com o MAFT Escolha do Metagenoma no MG-RAST

~ . P “Projeto Metagenoma Baia de Guanabara”
Conversao do alinhamento multiplo do formato

fasta para Stockholm (script em PERL) Downloads dOi reads e traducao

. * nas 6 janelas de leitura
Construcéo dos mddelos HMM — HMMER

Busca dos modelos no metagenoma
HMMSearch
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3.2 Coletadas Amostras

Os pontos de coletas foram definidos dentro do projeto: "Condicdes
Socioambientais da Comunidade de Manguinhos/RJ: destaque aos aspectos
sanitarios da Agua e do Solo do Peridomicilio”, quem vem sendo realizado desde
2013, onde séo avaliadas as condi¢des colimétricas e parasitolégicas da agua e
do solo associado as residéncias proximas aos rios que cortam este territorio.
As amostras de agua foram coletadas em 28 e 29 de agosto de 2014 pelo
Departamento de Saneamento e Saude Ambiental da Escola Nacional de saude
publica - ENSP. No total foram coletadas 8 amostras apresentadas abaixo de
correlacionada com as comunidades do entorno.

Ponto 1 — Faria Timbo - Comunidade Agricola Higiendpolis

Ponto 2 — Faria Timbo — Comunidade Vila Turismo

Ponto 3 — Rio Jacaré — Comunidade Parque Joado Goulart

Ponto 4 — Faria Timb6 - Comunidade Vila Unido

Ponto 5 — Faria Timbo - Comunidade Parque Carlos Chagas

Ponto 6 — Rio Jacaré - Comunidade Parque Carlos chagas

Ponto 7 — Canal do Cunha - Comunidade Nelson Mandela

Ponto 8 — Rio Jacaré - Comunidade Nelson Mandela
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Figura 3: Pontos de coleta. As marcagces em vermelho representam os
pontos onde foram realizadas as coletas.
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Foram coletas aproximadamente 500 ml de agua, representando cada ponto
amostral, em frasco devidamente esterilizado, sendo mantidas em gelo pré-filtrado
e conduzidas imediatamente ao laboratério. Em seguida as amostras foram

submetidas ao processo de filtragem e extracdo de DNA.

3.3 Andlises colimétricas

As andlises colimétricas foram realizadas pelo departamento de
Saneamento e Saude Ambiental da Escola Nacional de Saude Publica
ENSP/FIOCRUZ.

Os niveis de coliformes totais (CT) e de E. coli foram realizadas pelo método
da membrana filtrante descrito em Standard Methods for the Examination of the
Water and Wasterwater (Eaton et.al, 2005), ap0s diferentes diluicbes e contagem
de colénias. Para o isolamento dos microrganismos foi utilizada a metodologia
descrita no Manual da Merck (2000), utilizando-se meio de cultura cromogénico
indicador Chromocult® Coliform Agar (Cat. No. 1.10426.0100/500), onde as
colonias foram diferenciadas por processo colorimétrico. Os resultados foram
comparados aos valores de referéncia quanto aos niveis proprios e improprios das
adguas de contato primario passiveis de uso para balneabilidade descritos na
Resolugdo CONAMA No. 274/2000.

3.4 Extracdo de DNA metagenémico

As amostras foram submetidas ao processo de filtragem a vacuo, onde
foram utilizadas 3 membranas Millipore: 0,45 mm a fim de reter o material
particulado em suspenséo, 0,8 um a fim de reter eucariotos e 0,22 ym a fim de
reter procariotos. O mesmo volume de agua (500 ml) foi filtrado nas 3 membranas
e estas foram submetidas ao protocolo de extracdo do kit Metagenome Isolation
DNA para agua (Biotechnologies Epicentre, Madison, WI, EUA). O DNA foi extraido
de acordo com as instrucdes do fabricante e sua integridade foi avaliada por

eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio (0,5ug mL1).
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3.5 Controles positivos

Os controles positivos foram fornecidos de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 2: Controles positivos

Controles Positivos

Bacteroides spp. - ATCC 43183
Methanobrevibacter smithii - ATCC 35061
Escherichia coli — ATCC 10536
Enterococcus faecalis - ATCC 51575

INCQS - Instituto Nacional de Controle

de Qualidade em Saude

Polyomavirus humano

de
Imunogenética em Doengas Infecciosas
do

Evandro Chagas

Laboratério Imunologia e

Instituto de Pesquisas Clinicas

Giardia duodenalis

Colecao de Protozoarios

Legenda: Os DNAs dos controles positivos listados foram fornecidos por institutos

da FIOCRUZ.

Para a escolha das cepas de bactérias na vasta colecao disponibilizada pelo

INCQS foi realizado um BLASTN para o alinhamento local entre as sequéncias dos

marcadores moleculares e o0 genoma das cepas disponiveis no GenBank.

Nao foi possivel obter os controles positivos de Bacteroides associados a

humanos, Bifidobacterium adolecentis, Bifidobacterium dentium e Faecalibacterium

e Adenovirus.

Os ensaios de PCR para os organismos que nao obtivemos os controles

positivos foram realizados apenas com as amostras coletadas (DNA de aguas

balneaveis do Complexo de Manguinhos).
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3.6  Analises moleculares

A partir do DNA total extraido e dos controles positivos, realizamos a

padronizacdo dos ensaios moleculares através da amplificacéo por PCR.
Foram realizadas as reacfes da PCR com os 12 marcadores moleculares

selecionados utilizando os 12 iniciadores previamente publicados, descritos na

tabela a sequir.
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Tabela 3: Iniciadores de PCR testados de bactérias.

Continuacado na proxima pagina

Microrganismos Iniciadores Genes Sequéncias Bandas | Referéncias Bibliograficas
Bactérias
Harwood et al., 2009)
. HF183F 5-ATCATGAGTTCACATGTCCG-3' ( ) ’ !
Bacteroides humanos Bac708R 16S rRNA 5 CAATCGGAGTTCTTCGTG-3 525 pb ((I\g;(ag?g e;.lalz.bi(i)lZ),
. Hubac 566F 5-GGGTTTAAAGGGAGCGTAGG-3 (Layton et al., 2006),
Bacteroides spp. Hubac 692R | 18S™RNA 15 cTAcACCACGAATTCCGCCT-3 116 pb | isaer et al., 2011)
Methanobrevibacter smithii Mnif-342f e 5-AACAGAAAACCCAGTGAAGAG-3' —_— Egi‘;l‘zrve; glljfr?lzlc))’ll)
Mnif-363r 5-ACGTAAAGGCACTGAAAAACC-3' P (MoOuaig ot al. 2002)
Echerichia coll LIdA298F Lida | P-AATAATCAGGAAGTGATGGAGCA-3 | oo | (Sauer et. al. 2011)
LIdAS84R 5' CGACCAAAGCCAGTAAAGTAGAA-3' PP 1 (Bower et al., 2005)
Enterococeus faccalis M66-M107 | | o v, |5-TCTTTTCCTCACTACGCTAAGTG-3 | ,o.  |(Roslev et al., 2011),
M66-M107EFR 5-CCTCTCCACTGTAAGGTCAAATC-3' PP 1 (soule et al., 2006)
. . HFB F 5-GCTTTCAAAACTGGTCG-3' (Roslev et. al., 2011),
Faecalibacterium HFB R 16STRNA | 5 G AAGAGAAAACGTATTTCTAC-3 399pb | 71eng et al., 2009)
- . . Bi-DEN 1 5-ATCCCGGGGGTTCGCCT-3' (Roslev et. al., 2011),
Bifidobacterium dentium Bi-DEN2 | 6STRNA 15 cAAGGGCTTGCTCCCGA-3 387Pb | (Bonjoch et al., 2004)
N . . Bi-ADO 1 5-CTCCAGTTGGATGCATGT-3' (Roslev et. al., 2011),
Bifidobacterium adolescentis | g Apgp | 16STRNA 15 coancaTTGCTCCCAGT-3 279Pb | Bonjoch et. al.,2004)
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Tabela 3.1: Iniciadores testados de virus e protozoarios.

Referéncias

Microrganismos Iniciadores |Genes Sequéncias Bandas Bibliograficas
Virus
. HAdVF 5'-GCCTGGGGAACAAGTTCAGA-3'
Adenovirus HAJV R HadV types 40,41 5 GCGTAAAGCGCACTTTGTAAG-3' 137 pb (Wolf et.al., 2010)
Polyomavirus humano SM2 F T-antigen 5-AGTCTTTAGGGTCTTCTACCTTT-3' 173 -176 pb (McQuaig et. al., 2009)
(HPyV) P6 R 9 5'-GGTGCCAACCTATGGAACAG-3' P (Harwood et. al., 2009)
Protozoarios
Ranucci et al., 1993)
- Cry-3 5-GTCCTACTGGATTCACTCTAC-3' 722 -742 pb ( e ] !
Cryptosporidium spp. ’ COWP : = (Caccio & Pozio, 2001)
Cry-6 R 5'CCGAATATGTAACACAITTTATCCGC-3 (Zheng et.al.,2009)
Giardia s G7F beta-giardin 5-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3' 753 bb (Zheng et.al.,2009),
PP G759R g 5-GAGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3' PY I (caccio et. al., 2002)

Legenda: Iniciadores de PCR utilizados em trabalhos anteriores para a avaliacdo de poluicdo de agua através de ensaios

moleculares, visando propor novos marcadores de poluigéo.
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Tabela 4: Protocolos das reacdes de PCR

Continuacao na proxima pagina

PCR Reacbes Protocolos Analises em gel de agarose Referéncias
E. coli
Bacteroides spp. 26,5 pL de agua mili — Q; E coli - 2% (Bower et al., 2005)
B.adolescentis 10 pL de tamp&o 5X; B. adolescentis (Layton et al., 2006)
B. dentium 8 uL de cloreto de magnésio (25mM)*; B. dentium } 3% (Bonjoch et al., 2004)
E. faecalis 50 L (2 yL ) 1pL de solucéo de cada iniciador (Soule et al., 2006)

Faecalibacterium spp.
Giardia spp.
Cryptosporidium spp.

(10mM)*;

2 uL de solugdo dNTP(10mM)*;
0,5 pL de TAQ polimerase (5U)*;
1 L de DNA extraido.

Faecalibacterium spp.
L 1%
Giardia spp .

Cryptosporidium spp. - 1,5%

(Zheng et al., 2009)
(Caccio & Pozio, 2001)
(Caccio et al., 2002)
(Ranucci et al., 1993)
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PCR Reagdes Protocolos Analises Referéncias
12,75 uL de &gua mili — Q;
5 L de tampéo 5X;
4 uL de cloreto de magnésio (25mM)*; (Bower et al., 2005)
_ (1 L) 0,5 pL de solucdo de cada iniciador (McQuaig et al., 2012)
Bacteroides humanos 25 uL Gel de agarose a 2%
o (20mM)*; (Soule et al., 2006)
M. smithii
1 pL de solucdo dNTP (10 mM)*; (Harwood et al., 2009)
0,25 puL de TAQ polimerase (5U)*;
1 pL de DNA extraido
25,5 uL de agua mili — Q;
10 pL de tampao 5X;
8 pL de cloreto de magnésio (25mM)*; (Wolf et al., 2010)
. . o (Fong et al., 2005)
Adenovirus 50 L (2 yL ) 1pL de solucéo de cada iniciador Gel de agarose a 2%, | (McQuaig et al., 2009)
HPyV (10mM)*; HPYV a 1,5% (Harwood et al., 2009)

2 uL de solugédo dNTP (10mM)*;
0,5 pL de TAQ polimerase (5U)*;
2 uL de DNA extraido

* Em parénteses séo os valores das concentracdes iniciais.

Legenda: Protocolos realizados de acordo com as instru¢des do Kit da Promega e seguindo orientacbes dos artigos

referenciados.
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Tabela 5: Ciclos de amplificacao.

Continuacao na proxima pagina

Referéncias

Microrganismos Iniciadores Ciclos
Bactérias
5 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C
] . ~ . (Harwood et al., 2009)
Bacteroides humanos HF183F | por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto, extens&o a 72°C por 1 minuto e o
Bac708R o ) Otimizado
extenséo final a 72°C por 5 minutos.
Ciclo em Touchdown: 5 minutos de desnaturagéo a 94°C, seguido de 10 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 65°C por 45 segundos
(decrescendo 1° por ciclo), extensdo a 72°C por 60 segundos. Segundo ciclo de 30 (Layton et al., 2006)
Bacteroides s Hubac 566F | 5 (Sauer et al., 2011)
Pp. Hubac 692R |ciclos com desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 45 '
segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos com e extensdo final a 72°C por 10
minutos.
5 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C
M. smithil Mnif-342F | oo 45 minutos, anelamento a 52.8°C por 45 segundos, extenséo a 72°C por 45|  (MEQuaig etal, 2009)
Mnif-363R ) i _ Otimizado
minutos e extensao final a 72°C por 5 minutos.
4 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C
E. coli U'g:;gig por 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 (Bower et al., 2005)
ui
segundos e extensao final a 72°C por 6 minutos.
2 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 95°C
E. faecalis mggMiSZR por 30 segundos, anelamento a 48°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 40 (Soule et al., 2006)
segundos e extensdo final a 72°C por 2 minutos.
2 minutos de desnaturacao a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C
Faecalibacterium spp. ﬂ';g'; por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 30 segundos e (Zheng et al., 2009)

extensdo final a 72°C por 7 minutos.
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Microrganismos Iniciadores Ciclos Referéncias
Bactérias
, Bi-DEN 1
B. dentium Bi-DEN 2 |5 minutos de desnaturagéo a 95°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacéo a (Bonjoch et al., 2004)
: 95°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 otimi d
B. adolescentis BI-ADO 1 | minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos. Imizado
' Bi-ADO 2
Virus
HAJQVE |2 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 45 ciclos com desnaturacdo a
Adenovirus HAQV R 95°C por 15, anelamento a 59°C por 60 segundos, extensdo a 72°C por 40| (McQuaig et al., 2009)
segundos e extensao final a 72°C por 6 minutos.
SM2 F 2 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a
HPyV 94°C por 20 segundos, ane~lam_ento a 55°C por 20 se_gundos, extensdo a 72°C | (McQuaig et al., 2009)
P6 R por 20 segundos e extensdo final a 72°C por 2 minutos. Otimizado
Protozoarios
Cry-3 3 minutos de desnaturagéo a 94.5°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacado a | (Caccio & Pozio, 2001)
Cryptosporidium spp. Crv-6 R 94.5 °C por 1 minuto, ane_zlamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C Otimizado
y por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 6 minutos.
G7E 5 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido de 35 ciclos com desnaturacdo a| (Caccio et al., 2002)
Giardia spp. G759R 94°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por 30 segundos, extensdo a 72°C Otimizado

por 60 segundos e extensao final a 72°C por 7 minutos.

Legenda: Descri¢cdo dos ciclos de PCR. Onde |é-se otimizado, usou o0s artigos referenciados como base mas foi otimizado a fim de

melhorar os experimentos e reduzir a inespecificidade.
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Os produtos gerados pelas reacdes da PCR foram submetidos a eletroforese
em géis de agarose com a porcentagem especifica para cada microorganismo (de
acordo com o peso molecular) como descrito na Tabela 3, com tampé&o TAE (Tris-
acetato 40 mm, EDTA 2mm, pH 8,5), corados com brometo de Etidio (1ug/ml),
utilizando como padrdo de peso molecular o marcador O"GeneRuler 100 pb DNA
Ladder (Fermentas®). A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por

exposicdo a luz UV em um Transilumnador BioAgency (Sistema EasyDoc 100).

3.7 Purificacdo dos produtos da PCR

Os produtos de PCR que apresentaram os fragmentos no tamanho esperado
foram extraidos e purificados a partir do gel pelo Kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os produtos que apresentaram
inespecificidades, além dos fragmentos do tamanho esperado, tiveram o0s
fragmentos de tamanho esperado extraidos para posterior purificacdo do gel através
do mesmo Kit.

A visualizagdo dos produtos purificados foi realizada seguindo o mesmo
procedimento descrito a cima, para a visualizacdo e confirmagcdo dos produtos de
PCR gerados.

3.8 Clonagem e extracédo de DNA plasmidial (mini-prep)

A fim de aumentar o nimero de cépias dos fragmentos gerados pelo PCR, foi
realizada a clonagem dos produtos purificados. Foram escolhidos de 2 a 3 produtos
purificados de cada marcador molecular de forma representativa, totalizando 24
amostras submetidas a clonagem, sendo ligadas ao vetor pGEM®-T Easy
(Promega) seguindo o protocolo de acordo com as instrugcbes do fabricante e
posteriormente transformadas em células DH5a de E. coli, por choque térmico
(Sambrook J, 2001). As bactérias foram semeadas pela técnica de esgotamento em
placas de petri contendo, meio de levedura (LB) com antibiético (ampicilina 100
mg/ml), X-gal 2% e IPTG (23,8 mg/ml) , a fim de crescer apenas as bactérias que
obtiveram coloracdo branca, indicando que ndo houve a expressao da (-

galactosidase, facilitando assim, a identificacdo dos clones recombinantes.
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De cada placa, oito clones positivos (contendo o inserto) foram selecionados e
extraidos para um novo crescimento em placas de 96 po¢cos com meio de levedura
liquido e antibidtico (ampicilina 50ng/ml). As placas ficaram 18h em um agitador a
37°C com rotacdo de 200 rpm para o crescimento dos clones e posterior purificacéo
por mini-preparacdo (Sambrook J, 2001). Para verificagdo do resultado final da
purificacédo, 2 ul dos 12 pocos (1 clone de cada marcador) do produto final da mini-
preparacao foram selecionados de cada placa (2 placas totalizando 24 pocgos) , e
avaliados em gel de agarose seguindo o mesmo procedimento descrito

anteriormente, para a visualizacédo e confirmacéo dos produtos gerados.

3.9 Sequenciamento

Foi submetido ao sequenciamento, tanto o produto de PCR purificado,
guantos o produto final da clonagem, ambos foram sequenciados utilizando o
método de Sanger (Sanger et al., 1977) com os iniciadores especificos de cada
marcador descritos na tabela 2 em uma concentracdo de 3,2 pmol, no sequenciador
capilar automatico ABI - 3730 (Applied Biosystems) nas instalacdes do nucleo de
sequenciamento PDTIS (I0C / FIOCRUZ , Brasil).

3.10 Andlises das sequéncias

Os eletroferogramas foram processados e submetidos ao programa PHRED
(Ewing et al., 1998), que limpa as sequéncias avaliando a qualidade e a taxa de erro
(sequéncias de baixa qualidade). Utilizamos o corte de qualidade PHRED 20 e o
comprimento > 100 pares de base, onde a probabilidade de erro para cada base é

de 1 em 100 com preciséo de 99%;

As sequéncias de alta qualidade, PHRED 20, foram submetidas as analises
de similaridade usando o BLASTN contra o banco de dados de nucleotideos nao
redundante REFSEQ (Banco de dados de Sequéncias de Referéncia - versédo 69.0)
do NCBI versdo 206.0 (Centro Nacional para Informacdo Biotecnolégica) para o

alinhamento local com as sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank. Em
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seguida as sequéncias foram alinhadas e editadas no programa BioEdit versao 7.2.5
(Hall, 1999).

3.11 Andlises filogenéticas

Apoés o alinhamento, arvores foram geradas no programa MEGA versao 6
(Tamura et al., 2013), através do algoritmo Neighbor-joining, a matriz de distancia —
p, pois as sequéncias ndo apresentaram polimorfismo e o grau de divergéncia foi
inferior a 5%,, numero médio de diferencas par a par com analise de bootstrap em

1000 replicatas, complete delition.
Das sequéncias selecionadas que passaram pela qualidade do PHRED 20,

apresentaremos as arvores dos marcadores que possuem regiées conservadas em

outros microrganismos ou ho mesmo microrganismo, mas em espécies diferentes.
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3.12 Fluxograma

Coleta
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Filtragem
0.45 mm; 0,8 um; 0,22 pm
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Clonagem e Mini-prep

Escolha das cepas de bactérias

—p BioEdit
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Sequenciamento L
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4 RESULTADOS

4.1 Pesquisa in silico dos marcadores moleculares de poluicdo no

metagenoma da Baia de Guanabara.

Foram encontradas 84 sequéncias dos marcadores moleculares de
poluicdo, testados no metagenoma da Baia de Guanabara, que tem como total
247.805 sequéncias. Os marcadores foram distribuidos da seguinte forma M.
smithii (25 sequéncias), E. coli (28 sequéncias), Faecalibacterium (21
sequéncias), E. faecalis (10 sequéncias) e outros (247.721 sequéncias que nao
sdo de interesse do nosso estudo). Dos 12 marcadores moleculares
pesquisados, apenas 4 foram detectados no metagenoma da baia de

Guanabara.

4.2 Avaliagdo da qualidade da 4gua por analises colimétricas
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Figura 4: Mapa com a variagdo dos niveis de Escherichia

amostral.
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Todos 0s pontos amostrais encontram-se improprios, excedendo o limite
recomendado pela resolugdo CONAMA nr. 274 como satisfatério de 800 E. coli
por 100 mililitros. Podemos observar que do ponto 1 ao 5 do rio Faria-Timbo a
concentracdo de coliformes aumentou gradativamente tendo o ponto 5 com as
concentragdes mais elevadas de E. coli. Ao encontrar o rio Jacaré e as agua do
Canal do Cunha houve uma diminui¢cdo na concentracdo de E. coli, pontos 7 e
8. Esta diminuicdo da concentracdo pode ser dada por estes rios receberem
aguas da Baia de Guanabara e da estacdo de tratamento da estacdo alegria o
que dilui a 4gua. Mesmo assim, todos 0s pontos amostrais encontram-se

poluidos.

4.3 Extracdo de DNA

DNA
tooied 2 9 4 6 6 7 8

Figura 5: Gel de extracdo de DNA da &agua coletada no complexo de
Manguinhos. DNA controle EPICENTRE com 100 ng e 40 KB. Amostras de 1 a
8 contendo 1pul do DNA ambiental.

As concentracbes de DNA foram avaliadas usando o NanoDrop 2000

UV-Vis spectrophotomer da Thermo Scientific sendo:

e Amostra 1l com 727.4 ng/uL;

e Amostra 2 com 157.4 ng/uL;

e Amostra 3 com 269.2 ng/uL;

e Amostra 4 com 225.5 ng/uL;
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e Amostra 5 com 89.8 ng/uL,;

e Amostra 6 com 140.6 ng/uL;
e Amostra 7 com 119.8 ng/uL;
e Amostra 8 com 108.9 ng/uL.

4.4 Ensaios Moleculares

Os PCRs foram realizados de acordo com os protocolos descritos
anteriormente e repetidos mais de uma vez a fim de padronizar os protocolos e
confirmar os resultados. O marcador de peso molecular utilizado foi de 100
pares de base, a concentracdo dos géis esta descrita na Tabela 4 e o0s
controles negativos utilizados nos experimentos foram agua. A seguir,

apresentamos as fotos dos géis.

441 PCR de Bacteroides associados a Humanos primers HF183F/
BAC708R

Figura 6: PCR Bacteroides associados a humanos.

Os pontos 1,2 e 5 do rio Faria-Timbd e os pontos 6 e 8 do rio Jacaré
apresentaram —se positivos no PCR utilizando o marcador molecular 16S rRNA
para Bacteroides associados a humanos. Os pontos 3 (rio Jacaré), 4 (rio Faria-
Timbd) e 7 (Canal do Cunha) apresentaram-se negativos. O peso molecular

esperado foi de 525 pares de base.
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4.4.2 PCR de Bacteroides spp. primers HUBAC 566F/ 692R

116 pb

Figura 7: PCR Bacteroides spp.

Todos os pontos (pontos 1, 2, 4, 5 rio Faria-Timbd, pontos 3, 6 e 8 rio
Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha) apresentaram-se positivos no PCR
utilizando o marcador molecular 16S rRNA para Bacteroides spp. .O peso
molecular esperado foi de 116 pares de base.

4.4.3 PCR de Methanobrevibacter smithii primers nifH 342F/363R

123 4586 4 8 CGC

221 pb ...."-. -
“ET e -

Figura 8: PCR Methanobrevibacter smithii.

O PCR foi positivo em todos os pontos avaliados (pontos 1, 2, 4, 5 rio
Faria-Timbo, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha), utilizando o

marcador molecular nifH. O peso molecular esperado foi de 221 pares de base.
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4.4.4 PCR de Escherichia coli primers uidA 298F/ uidA 884R

M 1 2 3 4 58 788 1C+ C-

500 pb

Figura 9: PCR Escherichia coli.

Todos o0s pontos apresentaram-se positivos (pontos 1, 2, 4, 5 rio Faria-
Timbd, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha), no PCR
utilizando o marcador molecular uidA. O peso molecular esperado foi de 500
pares de base.

4.45 PCR Entrococcus faecalis primers M66-M107/M66-M107EFR

401pb

Figura 10: PCR Enterococcus faecalis.

Apenas o ponto 5 do rio Faria-timb6 apresentou-se negativo ao PCR com o
marcador molecular 16S rRNA para E. faecalis. Todo os outros pontos (pontos
1, 2, 4 rio Faria-Timbo, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha)
apresentaram-se positivos no PCR. O peso molecular esperado foi de 401

pares de base.
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4.4.6 PCR de Faecalibacterium primers HFB F/HFB R

399 pb e e =W s

Figura 11: PCR Faecalibacterium spp.

O PCR apresentou-se positivo em todos os pontos (pontos 1, 2, 4, 5 rio
Faria-Timbo, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha), utilizando o
marcador molecular 16S rRNA para Faecalibacterium spp.. O peso molecular

esperado foi de 399 pares de base.

4.4.7 PCR de Bifidobacterium dentium primers Bi-DEN 1/Bi-DEN 2

387 pb

Figura 12: PCR Bifidobacterium dentium.
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O PCR apresentou-se positivo em todos os pontos (pontos 1, 2, 4, 5 rio
Faria-Timbo, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha), utilizando o
marcador molecular 16S rRNA para B. dentium. O peso molecular esperado foi

de 387 pares de base.

4.4.8 PCR de Bifidobacterium adolescentis primers Bi-ADO 1/Bi-ADO 2

279 pb

Figura 13: PCR Bifidobacterium adolescentis.

Todos o0s pontos apresentaram-se positivos (pontos 1, 2, 4, 5 rio Faria-
Timbo, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha) no PCR utilizando
o marcador molecular 16S rRNA para B. adolescentes. O peso molecular

esperado foi de 279 pares de base.

4.49 PCR de Adenovirus primers VTB1-HAdVF F/ VTB1-HAdVR

137 pb

Figura 14: PCR de Adenovirus.
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O PCR apresentou-se positivo em todos os pontos (pontos 1, 2, 4, 5 rio
Faria-Timbo, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha) utilizando o
marcador molecular HadV. O peso molecular esperado foi de 137 pares de

base.

4.4 10 PCR de HPyV primers SM2 F/P6 R

173-176 pb

Figura 15: PCR HPyV.

O PCR apresentou-se positivo em todos os pontos (pontos 1, 2, 4, 5 rio Faria-
Timbd, pontos 3, 6 e 8 rio Jacaré e ponto 7 Canal do Cunha), utilizando o
marcador molecular T- antigen. O peso molecular esperado foi de 173 a 176
pares de base. A fim de reduzir a inespecificidade realizamos um nested PCR
gue tem sido recomendado por McQuaig e colaboradores (2012), na pesquisa

HPyV associado a indicadores de bactérias fecais em amostras de agua.

4.4.11 PCR de Giardia spp. primers G7F/G759R

753 pb

Figura 18: PCR do protocolo Figura 19: PCR protocolo

publicado de Giardia spp. sem otimizado de Giardia spp.com

controle positivo. controle positivo.
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Realizamos o PCR com diferentes protocolos. A figura 18 representa o
PCR seguindo o protocolo previamente publicado, nesse momento, nao
tinhamos o controle positivo. O PCR apresentou-se positivo nos pontos 1,2 e 5
do rio Faria-Timbo, pontos 3, 6 e 8 no rio Jacaré e ponto 7 no Canal do Cunha
utilizando o marcador molecular beta- giardin e peso molecular esperado foi de
753 pares de base. A figura 19 representa o PCR otimizado aumentando o
ciclo de anelamento a fim de reduzir a inespecificidade e ja possuiamos o
controle positivo para confirmar a amplificacdo. O PCR foi positivo nos pontos 1
e 2 do rio Faria-Timbé e 6 do rio Jacaré utilizando o marcador beta — giardin.
Observamos que com a otimizacéo do protocolo, alguns pontos amostrais que
haviam apresentado bandas anteriormente, ndo mostraram — se positivos.
Cortamos as bandas no tamanho esperado do PCR figuras 18 e 19,
submetemos a purificacdo e posteriormente ao sequenciamento para confirmar

a amplificagéo.

4.4.12 PCR Cryptosporidium spp. primers Cry-3/Cry-6R

722-742 pb

Figura 16: PCR Cryptosporidium spp.

O PCR apresentou-se negativo em todos os pontos amostrais utilizando
o marcador molecular COWP. O peso molecular esperado foi de 722 a 742
pares de base. Realizamos o PCR com o protocolo previamente publicado e
otimizado de acordo com a temperatura de anelamento e também com a

quantidade de magnésio.
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Como nédo obtivemos o controle positivo, ndo podemos afirmar se o PCR nao
funcionou ou se nao ha presenca de Cryptosporidium spp. em nossos pontos

amostrais.

Todas as bandas foram cortadas no tamanho esperado e submetidas a
purificagdo a partir do gel ou no caso de PCRs com apenas bandas
especificas, através da purificacdo diretamente do produto de PCR.
Posteriormente os DNAs foram confirmados pelo sequenciamento, cujos

resultados seréo apresentados a sequir.

Tabela 6: Resultados da amplificagdo por PCR

: : Pontos amostrais
Microrganismos

112 (3|4|5|6|7]|8]|C+
Bacteroides humanos +l+ | - |-+ |+ -1+] A
Bacteroides spp. +Hl+ |+ |+ |+ H |+ ]+
Methanobrevibacter smithii +| + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ +
Escherichia coli +l+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+] +
Enterococus faecalis +Hl+ |+ |+ - +H |+ ]+
Faecalibacterium +l+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+] A
Bifidobacterium dentium H o+ |+ |+ [+ ][+ +|+] A
Bifidobacterium adolescentis H o+ |+ |+ [+ ][+ +|+] A
Adenovirus +l+ [+ |+ ]+ |+ +|+] A
Polyomavirus Humano (HPyV) | +| + |+ |+ | + |+ | + |+ | +
Giardia spp. |+ -]+ ]+ +] +
Cryptosporidium spp. -1 --1-1-1-1-1A

Legenda: Amostras positivas no PCR (+); amostras negativas no PCR (-);

amostras sem o controle positivo ou ausente (A).
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4.5 Deteccdo dos marcadores moleculares por recurso hidrico

Foram testados 12 marcadores moleculares nos 3 recursos hidricos avaliados.
O marcadores molecular para Cryptosporidium spp. foi negativo em todos os

pontos amostrais.

Quadro 4: Presenca dos marcadores moleculares no rio Faria-Timbo.

Pontos

112145

Bacteroides humanos
Bacteroides spp.

M. smithii

E. coli

E. faecalis
Faecalibacterium spp.
B. adolescentis

B. dentium
Adenovirus

HPyV

Giardia spp.
Cryptosporidium spp.

Legenda: Onde lé-se M | representa positividade e onde lé-se [ ]
representa negatividade. Os pontos 1 e 2 foram positivos para todos o0s
marcadores com excecao do marcador para Cryptosporidium spp.. O ponto 4
foi negativo para Bacteroides associados a humanos, Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., sendo positivo para os demais marcadores. O ponto 5 foi
negativo para E. faecalis e Cryptosporidium spp., sendo positivo para 0s

demais marcadores.
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Quadro 5: Presenca dos marcadores moleculares no rio Jacaré.

Pontos
3/6|8

Bacteroides humanos
Bacteroides spp.

M. smithii

E. coli

E. faecalis
Faecalibacterium spp.
B. adolescentis

B. dentium
Adenovirus

HPyV

Giardia spp.
Cryptosporidium spp.

Legenda: Onde lé-se I representa positividade e onde |é-se I
representa negatividade. O ponto 3 foi negativo para Bacteroides associados a
humanos e Cryptosporidium spp., sendo positivo para os demais marcadores.
Os pontos 6 e 8 apresentaram-se positivos parar todos os marcadores com

excecdo para Cryptosporidium spp..
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Quadro 6: Presenca dos marcadores moleculares no Canal do Cunha.

Ponto

Bacteroides humanos

Bacteroides spp.

M. smithii

E. coli

E. faecalis

Faecalibacterium spp.

B. adolescentis

B. dentium

Adenovirus

HPyV

Giardia spp.

Cryptosporidium spp.

Legenda: Onde lé-se M |, representa positividade e onde 1é-se

L1,

representa negatividade. O ponto 7 foi negativo para Bacteroides associados a

humanos, E. faecalis e Cryptosporidium spp., sendo positivo para os demais

marcadores.
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4.6 Analises das sequéncias

As sequéncias geradas pelo sequenciamento foram submetidas ao PHRED acima do corte de qualidade 15 (menos estrigente) e
20 (mais estringente). A fim de selecionar sequéncias de alta qualidade, escolhemos as sequéncias avaliadas pelo PHRED 20 para dar
continuidade as analises, porém na tabela a seguir, apresentamos o resultado best hit da busca de similaridade das sequéncias PHRED
15 com sequéncias disponiveis no Genbank,.

Tabela 7: Resultado do BLASTN entre as amostras sequenciadas contra o banco de dados REFSEQ do Genbank.

, . Pontos amostrais
Microrganismos
1 2 3 4 5 6 7 8
Bacteroides humanos - - - - JH724132.1 | JH724132.1 - FJ512563.1
Bacteroides spp. - - - - - - - -
E. coli CP009685.1 | CP009685.1 | KJ081011.1 | CP009685.1 | CP009685.1 | CP009685.1 | CP009685.1 | CP009685.1
M. smithii CP000678.1 | DQ280378.1 | CP000678.1 | CP000678.1 | DQ280378.1 | CP000678.1 - -
B. adolescentis KF809884.1 | KF809884.1 | CP007443.1 | KF809884.1 | CP007443.1 | CP007443.1 | KF809884.1 | KF809884.1
B. dentium - - M58735.1 M58735.1 - JF928023.1 - -
Faecalibacterium spp. - - - - - - -
Adenovirus KJ425121.1 - KF840515.1 | KF840515.1 | KJ425121.1 | KF840515.1 | KF840515.1 | KJ425121.1
Giardia spp. - KF963547.1 | KF963547.1 _ JF422718.1 | KF963547.1 - -

Legenda: A primeira coluna representa os microrganismos avaliados. A primeira linha horizontal representa os pontos amostrais.Onde |é-
se (-)representa as amostras cujo 0 sequenciamento ndo apresentou sequéncias de qualidade. Onde Ié-se - , representa amostras
que nao foram sequenciadas. Os resultados descritos na tabela, sdo os acess number dos microrganismos de referéncia do RefSeq os
quais as nossas sequéncias coincidiram. O e-value foi de 2e-04, 100 % de identidade, o melhor hit.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219535758?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVHMC0ZY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597716659?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/732682658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ3X218014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148551077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AX0GK6KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/82698280?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AX0GK6KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148551077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AX0GK6KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148551077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AX0GK6KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/82698280?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AX0GK6KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148551077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AX0GK6KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576939696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576939696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/671341910?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576939696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/671341910?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/671341910?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576939696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576939696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AWHRH4T4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/336287599?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ18170014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/619491815?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/661903787?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/661903787?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/619491815?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/661903787?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/661903787?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/619491815?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJ63GKJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/592877970?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJR1Z8F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/592877970?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJR1Z8F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327458106?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJR1Z8F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/592877970?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AVJR1Z8F01R

4.7

Alinhamento local pelo BLASTN no REFSEQ

O alinhamento local foi realizado apenas com as sequéncias que passaram pelo corte de qualidade PHRED 20. Séo elas:

Bacteroides associados a humanos, E. coli, B. adolescentis, Giardia spp.

47.1 BLASTN Bacteroides associados a humanos

Bacteroides dorei CL02T12C06 supercontl.ll,

Sequence ID:

Range 1:

ref |NZ JH724142.1|Length:

whole genome shotgun sequence
87224Number of Matches: 1

82138 to 82444GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1

Score

568 bits(307)

Query

Sbict
Query

Sbjct
Query

Sbict
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct

1

82138
61

82198
121

82258
181

82318
241

82378
301

82438

Expect Identities Gaps Strand

2e-157 307/307(100%) 0/307(0%) Plus/Plus
AAAGTACATGCAAACGGGTATGCATACCCGACTTTATTCCTTTATAAAAGAAGTTTACAA 60

Crerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e

AAAGTACATGCAAACGGGTATGCATACCCGACTTTATTCCTTTATAAAAGAAGTTTACAA 82197
CCCATAGGGCAGTCATCCTTCACGCTACTTGGCTGGTTCAGGCCATCGCCCATTGACCAA 120
Frrrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e
CCCATAGGGCAGTCATCCTTCACGCTACTTGGCTGGTTCAGGCCATCGCCCATTGACCAA 82257
TATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGACCGTGTCTCAGTTCCAATGTGGGGGA 180
Frerrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e rrrrr e e e
TATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGACCGTGTCTCAGTTCCAATGTGGGGGA 82317
CCTTCCTCTCAGAACCCCTATCCATCGTTGACTAGGTGGGCCGTTACCCCGCCTACTATC 240
Frerrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e rrrrr e e e
CCTTCCTCTCAGAACCCCTATCCATCGTTGACTAGGTGGGCCGTTACCCCGCCTACTATC 82377
TAATGGAACGCATCCCCATCGTCTACCGGAAAATACCTTTAATCATGCGGACATGTGAAC 300
Ferrrrrrrrrrrrrrrerr e e et e e e e
TAATGGAACGCATCCCCATCGTCTACCGGAAAATACCTTTAATCATGCGGACATGTGAAC 82437

TCATGAT 307

TCATGAT 82444

Figura 17: Alinhamento local das sequéncias geradas de Bacteroides
base de dados REFSEQ do NCBI.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/423247767?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVFU8ZJC013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/423247767?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVFU8ZJC013&from=82138&to=82444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/423247767?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVFU8ZJC013&from=82138&to=82444

4.7.2 BLASTN Escherichia coli

Escherichia coli 148 contig0017, whole genome shotgun sequence
Sequence ID: ref|NZ AYJX01000017.1|Length: 65256Number of Matches: 1
Range 1: 12840 to 13423GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
1057 bits(572) 0.0 579/584 (99%) 0/584(0%) Plus/Plus
Query 2 AATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGGGCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACG 61

CEEETTEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 12840 AATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGGGCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACG 12899

Query 62 CCGTATGTTATTGCCGGGAAAAGTGTACGTATCACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGARA 121
FEEETEEEE e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 12900 CCGTATGITATTGCCGGGAAAAGTGTACGTATCACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGAAC 12959

Query 122 TGGCAGACTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCGACGAAAACGGCAAGAAAAAGCAGTCT 181
CEEETEEEE e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 12960 TGGCAGACTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCGACGAAAACGGCAAGAAAAAGCAGTCT 13019

Query 182 TACTTCCATGATTTCTTTAACTATGCCGGGATCCATCGCAGCGTAMTGCTCTACACCACG 241
FEEETTEEE e e e e e e e e e e e e e et e e

Sbjct 13020 TACTTCCATGATTTCTTTAACTATGCCGGGATCCATCGCAGCGTAATGCTCTACACCACG 13079

Query 242 CCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGGTGACGCATGTCGCGCAAGACTGTAACCAC 301
CEEETEEEE e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e

Sbjct 13080 CCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGGTGACGCATGTCGCGCAAGACTGTAACCAC 13139

Query 302 GCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGATGTCAGCGTTGAACTGCGTGATGCG 361
CEEETTEEE e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e

Sbjct 13140 GCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGATGTCAGCGTTGAACTGCGTGATGCG 13199

Query 362 GATCAACAGGTGGTTGCAACTGGACAAGGCACTAGCGGGACTTTGCAAGTGGTGAATCCG 421
FEEETTEEE e e e e e b e e e e e e b e e e e e e e e e e

Sbjct 13200 GATCAACAGGTGGTTGCAACTGGACAAGGCACTAGCGGGACTTTGCAAGTGGTGAATCCG 13259

Query 422 CACCTCTGGCAACCGGGWGRAGGTTATCTCTATGAACTGTGCGTCACAGCCAAAAGCCAG 481
R R R R R RN R R R R NN R R R R R AR R

Sbjct 13260 CACCTCTGGCAACCGGGTGAAGGTTATCTCTATGAACTGTGCGTCACAGCCAAAAGCCAG 13319

Query 482 ACAGAGTGTGATATCTACCCGCTTCGCGTCGGCATCCGGTCAGTGGCAGTGAAGGGCGAA 541
CEEETTEEE e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e

Sbjct 13320 ACAGAGTGTGATATCTACCCGCTTCGCGTCGGCATCCGGTCAGTGGCAGTGAAGGGCGAA 13379

Query 542 CAGTTCCTGATTAACCACCAACCGTTCTACTTTACTGGCTTTGG 585
FEEETEEEErr e e e e e e e e e e

Sbjct 13380 CAGTTCCTGATTAACCACAAACCGTTCTACTTTACTGGCTTTGG 13423

Figura 18: Alinhamento local das sequéncias geradas de Escherichia coli, com as sequéncias disponiveis na base de dados REFSEQ
do NCBI.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/647242459?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVHJUAM2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/647242459?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVHJUAM2016&from=12840&to=13423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/647242459?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVHJUAM2016&from=12840&to=13423

4.7.3 BLASTN Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium adolescentis L2-32 Scfld0234, whole genome shotgun sequence
Sequence ID: ref|NZ DS264454.1|Length: 994221Number of Matches: 1
Range 1: 59589 to 59867GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
486 bits (263) 4e-133 274/279(98%) 2/279(0%) Plus/Minus
Query 1 CTCCAGTTGGATGCATGTCCTTCTGGGAARAGATTCATCGGTATGGGATGGGGTCGCGTCC 60

Frerrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e rrr e e

Sbjct 59867 CTCCAGTTGGATGCATGTCCTTCTGGGAAAGATTCATCGGTATGGGATGGGGTCGCGTCC 59808

Query 61 TATCAGCTTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG 120
FEEEEErrr et e e e e e e e e e e e e e e et e

Sbjct 59807 TATCAGCTTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG 59748

Query 121 GGCGACCGGCCACATTGGGACTGAGCTTTGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG 180
teereerrrrrrrrreeerrrerr e rrrrrr e e e

Sbjct 59747 GGCGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG 59688

Query 181 GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTT 240
Frerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e e

Sbjct 59687 GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTT 59628

Query 241 CGGGTTGTAAACCGCTTTTGACTGGGAGCAA-CC-TTCG 277
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e rrnd

Sbjct 59627 CGGGTTGTAAACCGCTTTTGACTGGGAGCAAGCCCTTCG 59589

Figura 19: Alinhamento local das sequéncias geradas de Bifidobacterium adolescentis, com as sequéncias disponiveis na base de
dados REFSEQ do NCBI.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223667634?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVE1B4A8013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223667634?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVE1B4A8013&from=59589&to=59867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223667634?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVE1B4A8013&from=59589&to=59867

4.7.4 BLASTN de Giardia spp.

Giardia lamblia ATCC 50803 SC 603, whole genome shotgun sequence
Sequence ID:

Range 1:

Score

1238 bits (670)

Query

Sbict
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbict
Query

Sbict
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbict

34

173710
94

173650
154

173590
214

173530
274

173470
334

173410
394

173350
454

173290
514

173230
574

173170
634

173110

ref |[NW 002477095.1|Length: 208878Number of Matches: 1

172958 to 173710GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1

Expect Identities Gaps Strand

0.0 715/753(95%) 0/753(0%) Plus/Minus
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGCGACCGAGACGGCGGTCAAGCTCAGCAACATGTAC 93
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrrr et e e b
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGCGACCGAGACGGCGGTCAAGCTCAGCAACATGAAC 173651
CAGCGCGCCAGCAGGTTCCACGACAAGATGGAGAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGAC 153
FEErrrrrerrrrrrrrrrrrrrr ettt
CAGCGCGTCAGCAGGTTCCACGACAAGATGGAGAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGAC 173591
GACGACACGCGCGTGAAGATGATCAAGGACGCCATCGCRCACCTCGACAGRCTCATCCAG 213
FErrrrrrrrrrrrrrrrrerer e rrerrrer e e e et
GACGACACGCGCGTGAAGATGATCAAGGACGCCATCGCACACCTCGACAGGCTCATCCAG 173531
ACRGAGTCGAGGAAGCGCCAGGCCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGARGTCAAGAAGTCY 273
FEorrrrrrrrrerrrrrrrre et e e e e
ACGGAGTCGAGGAAGCGCCAGGCCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGAGGTCAAGAAGTCC 173471
GCCGACAACATGTACCTRACGATCAAGGAGGAGATCGACACCATGGCYGCAAACTTCCGC 333
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrr et rrr e e e
GCCGACAACATGTACCTAACGATCAAGGAGGAGATCGACACCATGGCTGCAAACTTCCGC 173411
AAGTCYCTYGCKGAGATGGGCGACACRCTCAACAACGTYGAGACRAATCTCCAGAACCAG 393
FErrr e e rrrrrrrrrrreer rerrrrrrrer rerrr rrrr e e e e e
AAGTCCCTTGCGGAGATGGGCGACACACTCAACAACGTTGAGACAAATCTCCAGAACCAG 173351
ATCGCCATCCAYAACGACGCCATCGCRGCYCTCAGGAAGGAGGCCCTCAAGAGCCTGAAC 453
Frrrrrrreer errrrrrrrrreer ettt e e e e
ATCGCCATCCATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAAGGAGGCCCTCAAGAGCCTGAAC 173291
GAYCTCGAGACRGGCATYGCCACGGAGAACGCMGARAGGAAGAAGATGTAYGACCAGCTC 513
Frorrrrrrer crrrrrrrrrerrrrrrrr e rerr et e e
GATCTCGAGACGGGCATTGCCACGGAGAACGCAGAAAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTC 173231
AACGAGAARGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCYGCSATCGAGARGGAGACGATC 573
FErrrrrr rrerrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrre et rrr e e
AACGAGAAGGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCCGCGATCGAGAAGGAGACGATC 173171
GCCCGCGAGAGGGCCGTYAGYGCYGCCACGACAGARGCSCTCACAAACACGAAGCTCGTC 633
(R e R R
GCCCGCGAGAGGGCCGTTAGCGCTGCCACGACAGAAGCGCTCACAAACACGAAGCTCGTC 173111
GAGAAGTGCGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCAGAGATCCGCGCCATCCAGGAG 693
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrr e rer e rrrrrrrd
GAGAAGTGCGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCGGAGATCCGCGCTATCCAGGAG 173051
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237688727?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVG2A3V3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237688727?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVG2A3V3013&from=172958&to=173710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237688727?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HVG2A3V3013&from=172958&to=173710

Query 694 GAGATCGACCGCGAGAAGGCAGAACGCAAGGAGGCAGAGGACAAGATCGTCAACACACTC 753
FErrrrrrrrrerr et rrrr e e e e e e e e e e

Sbjct 173050 GAGATCGACCGCGAGAAGGCCGAACGCAAGGAGGCAGAGGACAAGATCGTCAACACTCTC 172991

Query 754 GAGGACGTCGTCTCAAAGATCCAGGGCGGCCTC 786

FEErrrrrrrrrrr terrrr e
Sbjct 172990 GAGGACGTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC 172958

Figura 20: Alinhamento local das sequéncias geradas de Giardia spp., com as sequéncias disponiveis na base de dados REFSEQ do
NCBI.

4.8 Arvores

As arvores foram geradas a fim de mostrar que nossas amostras coincidiam com o grupo de microrganismos pesquisados.
Escolhemos apresentar as arvores com o algoritimo Neighbor-Joining, pois demostrou um suporte estatistico melhor em relacdo a

outros algoritmos. Foram geradas apenas as arvores de Bacteroides associados a humanos e B. adolescentis, pois apresentaram
sequéncias de alta qualidade.
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4.8.1 Arvore Bacteroides associados a humanos

gi|749321925|refI[NZ CP008741.1|:4471619-4471925 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
gi|749321925|ref[NZ CP008741.1|:2636876-2637182 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
gi|749321925|ref[NZ CP008741.1|:2205776-2206082 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
gi|749321925|ref[NZ CP008741.1|:2118922-2119228 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
gi|749321925|ref[NZ CP008741.1|:699803-700109 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
gi|749321925|ref[NZ CP008741.1|:392948-393254 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
gi|223956337|refINZ DS995539.1|:4591-4897 Bacteroides dorei DSM 17855 Scfld11l whole genome shotgun sequence

P 423247767 |ref[INZ JH724142 2138-82444 Bacteroides dorei CLO2T12CO06 supercontl.11 whole genome shotgun sequence
% Bacteroides humano ponto 1 - Rio Faria-Timbo

gi|150002608|ref[NC 009614.1|:4744155-4744459 Bacteroides wlgatus ATCC 8482 complete genome
94{ gi|345651615|refINZ JH114358.1|:66230-66534 Bacteroides sp. 4 3 47FAA supercont2.7 whole genome shotgun sequence

81 —————— gi|696378117|refINZ JNHMO01000010.1|:3842-4146 Bacteroides wilgatus str. 3975 RP4 gbf3975RP4.contig.9 whole genome shotgun sequence

97

61

gi|289426605|ref[NZ ADJL01000007.1|:54-358 Propionibacterium acnes J165 contig0O002 whole genome shotgun sequence

gi|150002608|ref[NC 009614.1|:4431492-4431796 Bacteroides wlgatus ATCC 8482 complete genome

gi|150002608|ref[NC 009614.1|:347758-348062 Bacteroides wilgatus ATCC 8482 complete genome

gi|150002608|ref[NC 009614.1|:648857-649161 Bacteroides wilgatus ATCC 8482 complete genome

gi|150002608|ref|[NC 009614.1|:2095631-2095935 Bacteroides wlgatus ATCC 8482 complete genome

gi|150002608|ref[NC 009614.1|:2183723-2184027 Bacteroides wlgatus ATCC 8482 complete genome

gi|150002608|ref[NC 009614.1|:2587910-2588214 Bacteroides wlgatus ATCC 8482 complete genome

gi|696374769|refINZ JNHJ01000169.1|:1-283 Bacteroides wlgatus str. 3775 SR(B) 19 gbf3775SRB19.contig.168 whole genome shotgun sequence
gi|696374855|refINZ JNHJ01000181.1|:1-283 Bacteroides wlgatus str. 3775 SR(B) 19 gbf3775SRB19.contig.180 whole genome shotgun sequence

50 95

gi|757486857|refINZ JIMNTO01000347.1]:1-267 Acinetobacter baumannii 855125 ab855125.contig.346 1 whole genome shotgun sequence

— gi|512436211|refINZ KE159499.1|:1050-1331 Bacteroides massiliensis dnLKV3 acPFj-supercontl.15 whole genome shotgun sequence

o)) S gi|640590326|ref[NZ BAMF01000094.1|:453-733 Bacteroides sartorii JCM 16497 whole genome shotgun sequence
gi|640649809|ref[NZ BAKKO01000086.1|:377-618 Bacteroides faecichinchillae JCM 17102 whole genome shotgun sequence

gi|640639375|refINZ BAJE01000097.1|:4548-4822 Bacteroides massiliensis B84634 Timone 84634 DSM 17679 JCM 13223 whole genome shotgun sequence

92 {—: gi|223955898|refINZ DS990130.1|:759135-759408 Bacteroides plebeius DSM 17135 Scfld 02 13 whole genome shotgun sequence
100 Qgi|223955891|refINZ DS990123.1|:666-939 Bacteroides plebeius DSM 17135 Scfld 02 6 whole genome shotgun sequence
gil482849895|ref[INZ AKBX01000002.1|:630208-630484 Bacteroides eggerthii 1 2 48FAA contl.2 whole genome shotgun sequence
e6L— gi|640566731|ref[INZ BAJS01000049.1|:4616-4920 Bacteroides graminisolvens DSM 19988 JCM 15093 whole genome shotgun sequence

69 gi|319899 |ref[NC 014933.1|:204906-205176 Bacteroides helcogenes P 36-108 complete genome

gi|319899 [ref[NC 014933.1|:282874-283144 Bacteroides helcogenes P 36-108 complete genome
99 gi|319899 |ref[NC 014933.1|:1393194-1393464 Bacteroides helcogenes P 36-108 complete genome
I gi|31 [ref[NC 014933.1|:2462879-2463149 Bacteroides helcogenes P 36-108 complete genome

. Ii gi|319899888|ref[NC 014933.1|:3767085-3767355 Bacteroides helcogenes P 36-108 complete genome
75 gil423293208|refINZ JH724241.1|:1920073-1920322 Bacteroides ovatus CLO3T12C18 supercontl.1 whole genome shotgun sequence
65 ,—: gil423293208|refINZ JH724241.1|:4506-4755 Bacteroides ovatus CLO3T12C18 supercontl.1l whole genome shotgun sequence
l gil427387561|ref|[NZ JH992945.1]:1905-2181 Bacteroides oleiciplenus YIT 12058 supercontl.6 whole genome shotgun sequence
gi|749321925|ref[NZ CP008741.1|:4731446-4731725 Bacteroides dorei isolate HS1 L 3 B 079 complete genome
68 gil424664125|ref[NZ JH815525.1|:422225-422503 Bacteroides fragilis HMW 616 supercontl.2 whole genome shotgun sequence
%0 — gil424664125ref[NZ JH815525. 1|: 1330312-1330590 Bacteroides fragilis HMW 616 supercontl.2 whole genome shotgun sequence

gil424664125|refINZ JH815525.1|:1258688-1258967 Bacteroides fragilis HMW 616 supercontl.2 whole genome shotgun sequence
71
gi|723595028|ref[NZ JANIO1000044.1|:1058-1336 Bacteroides sp. UW whole genome shotgun sequence

65 [———— gi|723595003|ref|[NZ JANIO1000043.1|:1058-1336 Bacteroides sp. UW whole genome shotgun sequence

gi|723595002|ref[NZ JANIO1000042.1|:1058-1336 Bacteroides sp. UW whole genome shotgun sequence
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4.8.2 Arvore Bifidobacterium adolescentis

97

gi|751345840|ref[NZ_CP006018.1|:139692-139914 Bifidobacterium indicum LMG 11587 = DSM 20214, complete genome
gi[751345840|ref[INZ_CP006018.1|:145253-145475 Bifidobacterium indicum LMG 11587 = DSM 20214, complete genome
0i|751345840|ref[NZ_CP006018.1|:25343-25565 Bifidobacterium indicum LMG 11587 = DSM 20214, complete genome
gi[705391476|ref[NZ_JDUE01000018.1|:4901-5123 Bifidobacterium indicum LMG 11587 = DSM 20214 contig18, whole genome shotgun sequence
gi|705404811|ref[NZ_JDUF01000029.1|:4684-4906 Bifidobacterium coryneforme DSM 20216 contig29, whole genome shotgun sequence

—
sl

—
ol

gi[7054; |refiNZ_JDUO01000028.1|:4975-5197 Bifidobacterium mongoliense DSM 21395 contig28, whole genome shotgun sequence
gi[551241335[ref|NZ_ATXMO01000009. 1|:68249-68471 Bifidobacterium minimum DSM 20102 H555DRAFT_scaffold00009.9_C, whole genome shotgun sequence
gi[736887130]ref|NZ_JGZD01000001. 1|:61093-61315 Bifidobacterium minimum strain LMG 11592 ContigO1, whole genome shotgun sequence

gil657871121]ref[NZ_AUFI01000004. 1|:231-461 m rilum subsp. tt DSM 15837 K315DRAFT_scaffold00013.13_C, whole genome shotgun sequence
gil651891476]ref|NZ_JHWMO01000045.1|:1665-1895 Bifidobacterium thermophilum DSM 20212 TS40DRAFT_scaffold00045.45_C, whole genome shotgun sequence

gi[73651. \Z_JGZP01000012.1|:99611-99833 Bifidobacterium stellenboschense strain DSM 23968 Contigl2, whole genome shotgun sequence
gi[705422497|ref[NZ_JDUR01000035.1|:435-664 Bifidobacterium actinocoloniiforme DSM 22766 contig35, whole genome shotgun sequence

35%

L

83

gi[7365¢ _JGZP01000002.1|:85029-85251 Bifidobacterium stellenboschense strain DSM 23968 Contig02, whole genome shotgun sequence
gi|736509758|ref[INZ_JGZP01000001.1|:126771-126993 Bifidobacterium stellenboschense strain DSM 23968 Contig01, whole genome shotgun sequence
gi|763223842|ref|NZ_JGZK01000013.1|:75391-75613 Bifidobacterium reuteri DSM 23975 Contigl3, whole genome shotgun sequence
gil763218275|ref|NZ_JDUWO01000049.1|:995-1217 Bifidobacterium reuteri DSM 23975 contig49, whole genome shotgun sequence
il485462139|refINZ_AFXX01000047.1|:449-671 Bifidobacterium breve DPC 6330 contigd0054, whole genome shotgun sequence
il512637841|refINZ_KE150454.1]:4589-4811 Bifidobacterium breve HPH0326 acArz-supercontl.2, whole genome shotgun sequence
il736519583|refiNZ_JDUT01000032.1|:538-760 Bifidobacterium saguini DSM 23967 contig32, whole genome shotgun sequence
gi|237754069]ref|NZ._( \1]:4712-4934 im longum subsp. longum ATCC 55813 SCAFFOLD9, whole genome shotgun sequence
il223955940|ref|NZ_DS990246.1|:442-664 Bifidobacterium longum subsp. infantis CCUG 52486 supercont2.9, whole genome shotgun sequence
gi|553744128|ref[INZ_AWTF01000085.1|:2114-2336 Streptococcus pyogenes GA19700 contigd0047, whole genome shotgun sequence
gi[754623242|ref[NZ_CCWUO01000050.1|:4574-4796 Bifidobacterium longum subsp. infantis strain BIB1401242951, whole genome shotgun sequence

gi[754623242|ref[NZ_CCWUO01000050.1|:10738-10960 Bifidobacterium longum subsp. infantis strain BIB1401242951, whole genome shotgun sequence
gi|754593754|ref[INZ_CCWT01000056.1|:4574-4796 Bifidobacterium longum subsp. infantis strain BIB1401272845b, whole genome shotgun sequence

gi|705481336|ref|NZ_JDUK01000010.1|:73877-74106 Bifidobacterium pseudocatenulatum DSM 20438 = JCM 1200 = LMG 10505 strain DSM 20438 contig10, whole genome shotgun sequence
gi[705439769|refINZ_JDTP01000093.1|:437-666 Bifidobacterium catenulatum DSM 16992 = JCM 1194 = LMG 11043 strain DSM 16992 contig93, whole genome shotgun sequence

87
gil736116463|refINZ_JGY T01000011.1|:61453-61682 Bifidobacterium catenulatum DSM 16992 = JCM 1194 = LMG 11043 Contig11, whole genome shotgun sequence
o7 gil736880310|refiNZ_JEODO01000008.1|:1373-1602 Bifidobacterium pseudocatenulatum IPLA36007 BCPBCP000008, whole genome shotgun sequence
gil705405910|refINZ_JDTK01000044.1|:3017-3247 Bifidobacterium ruminantium DSM 6489 contiga4, whole genome shotgun sequence
as{ gil736885457|ref|NZ_JGZL01000010. 1|:78554-78776 Bifidobacterium ruminantium strain LMG 21811 Contigl0, whole genome shotgun sequence
87 gi|736123387|reflNZ_JGYY01000002.1|:282791-283020 Bifidobacterium kashiwanohense JCM 15439 = DSM 21854 Contig02, whole genome shotgun sequence
{ g|\705414460\reﬂNZ JDUP01000030.1:230-459 Bifidobacterium kashiwanohense JCM 15439 = DSM 21854 contig30, whole genome shotgun sequence
[ ] is_ponto_4_-_rio_Faria-Timbo
gi[749308093|ref|NZ_CP007443.1|:2175632-2175862 Bil i is strain 22L, genome
[ ] i is_ponto_3_-_rio_Jacare
I ) i is_ponto_5_-_rio_Faria-Timbo
[ ] ium_: is_ponto_6_-_rio_Jacare
gil223667639|refINZ_DS264459.1:520923-521153 Bifidobacterium adolescentis L2-32 Scfld0239, whole genome shotgun sequence

87

gil757771851|refiINZ_JRNZ01000121. 55 Bifidobacterium adolescentis strajn IVS-1 2512205592_bado_contigd0121.121, whole genome shotgun sequence
[————— gi|73701 rel lobacterium adolescentis 20087 T509DRAFT_scaffold00010.10_C, whole genome shotgun sequence

gi[736! TNz G 2O U000 T T A2 A5 TS Tercorls JCM 15918 strain DSM 24849 Contig07, whole genome shotgun sequence
gl\‘/"‘mIOﬂMr fINZIDLIX01000017 1L 1146.1376, te [JCM 15918 contig17, whole genome shotgun sequence
il749308093)efINZ_CP007443 1):1758794:1759024 Bi i is strain 22L, genome

g|\749345093\reﬂNZ CP007443.1|:1851286-1851516 Bif il ! is strain 22L, genome
gi[749308093|refINZ_CP007443.1|:2099308-2099538 Bif is strain 22L, genome
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5 DISCUSSAO

A avaliacdo da qualidade da agua vem sendo realizada de acordo com o0s
padrdes colimétricos estipulados (CONAMA nr. 274), quantificando a presenca de E.
coli e coliformes totais, ambos organismos cultivaveis em laboratério. No entanto ha
uma série de organismos associados a poluicdo, (inclusive organismos nao
cultivaveis) que podem ser encontrados em ambientes aquaticos contaminados por
esgoto. Além disso, os métodos de cultura tradicionais tém suas limitacbes como o
longo periodo de incubacéo, interagdo com outros microrganismos, baixa preciséo e
sensibilidade, onde os métodos moleculares demonstram ser mais rapidos e

precisos na deteccéo de coliformes (Park et al., 2011).

De acordo com Fatemeh e colaboradores (2014), técnicas moleculares sédo
metodologias precisas, rapidas e sensiveis para o estudo de patégenos especificos
de bactérias e estas técnicas podem ser utilizadas precisamente para analisar agua.
Com a extracdo de DNA metagendémico, a utilizacdo de marcadores moleculares
para pesquisa de alvos especificos e a validacdo através de sequenciamento e
analises filogenéticas podemos avaliar a presenca de poluidores de forma mais
abrangente.

A avaliacdo da presenca de uma série de marcadores moleculares
associados a poluicdo antrépica (por serem comensais ou patdgenos humanos),
vem sendo descritos e sugeridos para a avaliacdo de poluicdo fecal humana em
recursos hidricos (Harwood et al., 2009). Com isso um amplo conjunto de potenciais
novos marcadores, bem como um levantamento sanitario abrangente, deve ser feito
para ajudar e contribuir na identificacdo de fontes de contaminacéo fecal (Griffith et
al., 2009).

A alta densidade de populacdo humana e a disposicdo de esgoto nao
tratado sugere ser a principal fonte que contribui com as altas concentracdes de
indicadores de bactérias fecais em amostras de aguas (Kishinhi et al.,, 2013). A
presenca de microrganismos de origem fecal em aguas indica poluicdo fecal e

possivel associacdo com patdégenos entéricos (Sinigalliano et al., 2010). A avaliacao
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da agua pela quantificacdo de indicadores de bactérias (atualmente utilizada) néo
oferecem informacgéo sobre a fonte de poluicdo que pode estar degradando a 4gua
(Stoeckel & Harwood, 2007). Bactérias associadas a humanos como Bacteroides
humanos, M. smithii, B. adolescentis tem sido utilizadas como marcadores de fontes

microbianas, pois possibilitam predizer poluicdo por fontes fecais humanas.

A poluicdo por fonte fecal humana é particularmente perigoso para a saude
publica, pois é conhecida por conter uma alta taxa de patégenos incluindo viroses,
que sdo humano especificas (Harwood et al., 2005; Lee et al., 2008) e estes
patdgenos tém sido detectados mesmo quando os indicadores de bactérias
cultivaveis ndo excedem os padrdes recomendados (Jiang et al., 2001; Lipp et al.,
2001).

Miagostovich e colaboradores (2014), avaliaram a qualidade da agua em
uma regido de fronteira entre a mata atlantica e areas urbanas e demonstrou que a
deteccdo do virus € uma ferramenta Util para o caracterizacdo de contaminacao
humana, revelando a falta de medidas de protecdo ambiental, tais como tratamento
adequado da agua de esgoto, que é realizado atualmente em pequena escala. A
capacidade de detectar particulas virais infecciosas em agua e em outras amostras
ambientais é de grande importancia para predizer os riscos de saude publica (Ko et
al., 2003).

Paises em desenvolvimento, como o Brasil, ainda ndo estabeleceram um
padrdo para determinar o risco de infeccdo viral a partir de dgua do ambiente
destinado ao consumo ou fins recreativos na legislacao atual (Miagostovich et al.,
2014). Estudos como o de Miagostovich e colaboradores (2014) confirmam a
possibilidade de se utilizar a deteccdo de virus entéricos como marcadores
alternativos de contaminacdo fecal humano em corpos d'dgua e indica que a
disseminagdo de virus patogénicos esta ocorrendo mesmo em areas de protecao
ambiental. Estes mesmos autores afirmam que a aplicabilidade da deteccédo viral
pode apoiar os estudos de avaliacdo de impacto ambiental, contribuindo com
solucdes eficazes para a prevencao e controle de doencas relacionadas com a agua

em areas com diferentes graus de ocupacdo humana e perturbacdo ambiental.
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No nivel de protozoarios, ainda na pesquisa de patdogenos fecais em amostra
de agua, os protozoarios sempre representaram riscos a saude publica, sendo
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. alguns dos principais protozoarios de
transmissao hidrica, pela persisténcia ambiental e resisténcia a cloragdo constituindo
riscos de aquisicdo destes agentes parasitarios em aguas balneaveis (Franco,
2007). Em agua, ambos sao pesquisados cientificamente e ja foram encontrados
em diversas amostras como em mananciais, rios, aguas tratadas e esgotos

parcialmente tratados e sem tratamento (Newman et al., 1993).

Giardia spp. e Cryptosporidium spp. podem ser usados como parte de
metodologias para o monitoramento da qualidade da agua focados em entender a
dindmica de carreamento de patégenos fecais em aguas balneaveis e para avaliar
se com a mitigacdo de fontes fecais diminuiria a carga de patdbgenos nos cursos

d'agua de uma jusante (Miller et al., 2005).

Neste contexto, avaliou-se poluicdo, usando um conjunto de marcadores de
fontes microbianas, por ensaios moleculares e filogenia molecular, que tém sido
pesquisados como potenciais marcadores de poluicdo biolégica em agua balneavel,
assim como a busca destes marcadores no metagenoma da Baia de Guanabara
disponivel na base de dados MG-RAST.

Além disso, foram realizados em colaboracdo com o Departamento de Saneamento
e Saude Ambiental da Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) - FIOCRUZ,

ensaios colimétricos rotineiramente utilizados para avaliar a baneabilidade da agua.

Neste estudo, identificamos no metagenoma da Baia de Guanabara apenas
os marcadores moleculares de bactérias. O marcador mais encontrado foi o uidA de
E. coli com 28 sequéncias encontradas, seguido de nifH de M. smithii com 25
sequeéncias, 16S rRNA de Faecalibacterium spp. com 21 sequéncias encontradas
e 16S rRNA de E. faecalis com 10 sequéncias encontradas. Nao foi possivel
identificar os marcadores 16S rRNA de bactérias do género Bacteroides spp. e
Bifidobacterium spp. além dos virus e dos protozoarios que propomos. De acordo
com Morgan e colaboradores (2007), a relativa abundancia de organismos varia

significantemente dependendo da extracdo de DNA e protocolo de sequenciamento
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utilizado. Gregoracci e colaboradores (2012) ainda descrevem que a presenca
limitada de fosforo nas amostras de agua da Baia de Guanabara sugere uma
restricdo de nutrientes que afeta a comunidade microbiana a nivel metagendmico.
De acordo com Gregoracci e colaboradores (2012), no metagenoma da Baia de
Guanabara a maioria das sequéncias recuperadas pertencem ao dominio Bacteria,
sendo o dominio Archaea correspondente a menos de 1% do total e apenas 1% das
sequéncias corresponderam a virus e eucariotos. Os resultados encontrados por
Gregoracci e colaboradores (2012) explicam em parte a nao deteccdo dos
marcadores de virus e eucariotos descritos no presente trabalho. A escolha dos
pontos amostrais feita pelos autores descritos podem ter sido um fator limitante na
deteccdo dos poluentes, pois 0s pontos ndo caracterizaram bem o perfil da Baia de
Guanabara. Foram escolhidos trés pontos com as seguintes localizacdes: um ponto
amostral externo, com influéncia de aguas marinhas e menor influéncia antropica,
um ponto intermediario no meio da Baia sujeito a influéncia de 4guas costeiras e
marinhas e apenas um ponto amostral préximo a margens, sofrendo impacto de
atividades antropicas. Dos 12 marcadores moleculares testados por PCR, apenas 4
foram encontrados no metagenoma da Baia de Guanabara por analises in silico. Isto
sugere que o Metagenoma disponivel na base de dados nédo é capaz de representar
toda a biodiversidade de poluentes

Nos ensaios colimétricos, os niveis de E. coli foram avaliados nos rios Faria-
Timbo, Jacaré e Canal do Cunha, ambos pertencentes ao Complexo de Maguinhos.
Os dados avaliados foram comprados com os padrdes recomendados pelo
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) disposto para aguas balneaveis. A
resolugdo CONAMA nr. 274 tem aceito 800 E. coli por 100 mililitros de forma
satisfatoria e considera imprépria, quando ndo atenderem aos critérios estabelecidos
para aguas proprias e a amostragem apresentar-se superior a 2000 E. coli por 100
mililitros. Os niveis encontrados a partir deste estudo excederam o padréao
recomendado em todos os pontos amostrais (figura 5). Embora todos os pontos
apresentarem niveis muito acima do recomendado, o ponto 1 no rio Faria timbo,
apresentou-se com 0s menores niveis de E. coli comparados aos demais pontos
amostrais e o ponto 5 também no rio Faria-Timbd, apresentou-se com 0s niveis mais
altos de E. coli do que os demais pontos avaliados, representados na figura 5.

Apesar do ponto 5 mostrar-se com o0 nivel mais elevado de E. coli, € possivel
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observar no ponto 8 que encontra-se num local de juncédo dos rios, que houve
variacdo de diluicdo das amostras representado por niveis de E. coli um pouco mais

baixo neste ponto.

Os niveis de E. coli de nossas amostras variaram no entorno de 14.400 a
25.650 UFC/100 ml de E. coli. No trabalho de Griffith e colaboradores (2009), foram
encontrados em praias da Califérnia com influencia de esgoto concentracdes no
entorno de 580 a > 200.000 UFC/100 ml. Na pesquisa realizada por Bower e
colaboradores (2005), que incluiu a pesquisa de E. coli nos rios que desaguam no
lago Michigan foram encontradas concentracdes de 11.500 a 20.000 UFC/100 ml
nos pontos de coleta dos rios Milwauke e Menomonee, >210.224 UFC/100 ml no rio
Kinnickinnic e de 3.370 a 5.500 UFC/100 ml no canal que desagua no porto. Estes
rios recebem esgoto e as altas concentracbes de E. coli corroboram com os
resultados encontrados nos rios do Complexo de Manguinhos avaliados.
Adicionalmente, o estudo realizado por Amaral e Martins (2012), que avaliou a
gualidade sanitaria da agua nas praias da Baia de Guanabara, encontrou em 53%
(17/32) das coletas, um nivel de E. coli 10 vezes maior ao considerado satisfatorio
no CONAMA 274. Nesta mesma resolucdo citada anteriormente, recomenda-se a
pesquisa de organismos patogénicos em balneérios sistematicamente improprios.
Tendo em vista esta recomendacdo e a proposta de nosso trabalho, os ensaios
moleculares confirmaram que todos os pontos estudados encontram-se poluidos,
mesmo com as variacbes dos niveis de E. coli apontadas pelas andlises
colimétricas, onde em alguns pontos amostrais, a agua apresentou-se em diluicdes

maiores do que em outros pontos.

Nos ensaios moleculares, os iniciadores especificos para E. coli gene uidA, M.
smithii gene nifH, Bacteroides spp. e Bacteroides associados a humanos, E. faecalis,
Faecalibacterium spp., B. adolescentis e B. dentium ambos gene 16S rRNA,
Adenovirus tipo Hadv, HPyV gene T-antigen, Giardia spp. gene beta-giardin e
Cryptosporidium spp. gene COWP, foram usados neste estudo como marcadores de
fontes microbianas de poluicdo. O gene COWP usado como marcador para
Cryptosporidium spp. ndo amplificou nos ensaios de PCR com as amostras do rios.
N&o podemos afirmar se de fato ndo h& presenca destes organismos em nossos

pontos amostrais ou se os iniciadores ndo funcionaram, pois ndo conseguimos 0S
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DNAs controles destes microrganismos para dar esta confirmacdo. O método de
extracdo de DNA pode ter sido um fator limitante pois o oocisto de Crysptospordium
é dificil de se romper sendo necessario o uso de beads para romper as paredes dos
Oocistos mecanicamente. Alguns estudos encontraram sazonalidade na deteccao
de Cryptosporidium em amostras de agua (Fayer et al., 2002; Tsushima et al., 2003)
enquanto outros ndo (Robertson & Gjerde, 2001), esta variabilidade de resultados
pode acontecer devido a diferentes fatores ambientais ou diferencas no desenho
experimental (Miller et al., 2005). Em seu estudo Miller e colaboradores (2005)
relatam que Cryptosporidium e Giardia foram detectadas mais frequentemente em
estacdes chuvosas e que a explicacdo para esta sazonalidade observada € de que
Oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia entram primariamente em sistemas

ribeirinhos via escoamento terrestre durante eventos de tempestade.

Todos os demais PCRs com os iniciadores dos marcadores moleculares
testados, foram positivos em nossas amostras, com excecao dos pontos 3 (no rio
Jacaré), 4 (no rio Faria-Timbd) e 7 (canal do Cunha) para Bacteroides associados a
humanos, ponto 5 (no Rio Faria-Timbd) para E. faecalis e ponto 4 (no rio Fara-
timbd) para Giardia spp. O que nos leva a supor que essa negatividade pode ter sido
derivada da variagao do potencial fecal ou pela presenca de compostos industriais
oriundos de atividades poluidoras presentes no entorno como descreve Amaral e
Martins (2012), podendo haver inibidores que nédo foram retirados no protocolo de

purificacdo do DNA, apesar da extracao ter sido bem sucedida.

Sauer e colaboradores 2011 detectaram em seu estudo em um complexo de
rios na area metropolitana de Mllwauke, que a relacdo da presenca de marcadores
para Bacteroides associados a humanos e Bacteroides spp. € variavel. Bacteroides
spp, que é derivado de fontes humanas e ndo humanas mede poluicdo fecal total.
Bacteroides humanos tém sido encontrados em rios em altas concentracdes e

sugere a predominancia de fontes humanas como fator de poluigéo.

Adenovirus e HPyV foram detectados em todos 0s pontos amostrais nos trés
recursos hidricos. A presenca de adenoviroses em amostras de agua vem sendo
correlacionadas com HPyV e Bacteroides associados a humanos. Virus tem sido

correlacionados a indicadores de bactérias fecais, pois as bactérias tem se mostrado
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0s principais hospedeiros dos virus em ambientes aquaticos (Wong et al., 2012)
ambos apresentam-se nestes ambientes em grande abundancia. A presenca de
HPyV e adenovirus é diretamente associado ao risco a saude humana, HPyV é
excretados na urina, adenovirus nas fezes e apenas uma pequena porcentagem da
populacdo excretam estas viroses (Jiang et al., 2007), o que confirma a presenca de

contaminacgao por esgoto.

MacQuaig (2006), pesquisou poluicado fecal derivada de humanos em aguas
ambientais usando PCR baseado em HPyV com o mesmo marcador utilizado em
nosso estudo (T- antigen), detectou que todas as amostras que haviam influencia de
residuos humanos foram positivos para HPyV e que em amostras de agua de baixo
impacto (recebendo nenhum impacto humano conhecido) o marcador T-atigen nao
foi detectado. Isto Corrobora os nossos resultados onde os iniciadores para o
marcador T-antigen amplificou em todas as amostras (figura 16), ressaltando que
todas as nossas amostras recebem esgoto.

De acordo com Harwood e colaboradores (2009) marcadores moleculares de
Bacteroides associados a humanos por ensaios de PCR podem ser detectados em
amostras de esgoto mais diluidas do que HPyV e M. smithii tendo portando, a
relevancia mais imediata a niveis regulatorios de concentracdo de indicadores de
bactérias. No entanto, em nosso estudo o marcador 16S rRNA para Bacteroides
humanos néo foi detectado em todas as amostras (figura 7) sendo o PCR positivo
em 5 das 8 amostras (pontos 1, 2 e 5 Faria-Timbg; pontos 6 e 8 Jacaré) J4 o
marcador nifH para M. smithii (figura 9) e T-antigen para HPyV (figura 16) foram
positivos em todos os PCRs. Em contraste, 0 marcador 16S rRNA para Bacteroides
spp. foi amplificado em todos os pontos amostrais. O autor (Harwood et.al.,2009)
sugere também que por HPyV e M. smithii serem mais humanos especificos que
Bacteroides Humanos, eles devem ser incluidos no conjunto de marcadores de

fontes microbianas para avaliacdo da qualidade de aguas.

Segundo McQuaig (2012), os marcadores 16S rRNA para Bacteroides e nifH
para M. smithii ambos marcadores de esgoto humano e adenoviroses, tem sido
rotineiramente detectadas tanto por PCR quanto por gPCR, em amostras de agua

de praias que atendem ao padrao recomendado de indicadores de bactérias fecais

61



segundo a legislacdo vigente. A abordagem de se utilizar indicadores de bactérias
fecais juntamente com marcadores de fontes microbianas (marcadores moleculares
de poluicdo) demonstraram que o esgoto humano é pelo menos parcialmente
responsavel pela degradacdo da qualidade da agua. O uso dos marcadores de
fontes microbianas resulta numa avaliacdo mais definitiva da qualidade da agua para
a balneabilidade e os riscos associados a saude humana do que as concentracdes
de indicadores de bactérias fecais sozinhos podem fornecer. Este mesmo autor
revela que M. smithii € onipresente em esgoto, demostrado no trabalho de Harwood
e colaboradores (2009) que detectou o marcador nifH em 103 e 10 diluicbes de
esgoto na Florida. Assim, M. smithii e adenovirus tiveram 0s maiores percentuais de

resultados em ambas as praias avaliadas por McQuaig e colaboradores 2012.

A presenca de Adenovirus representa diretamente risco a saude humana.
Porém, em alguns caso ele pode ndo ser detectado porque € excretado pela urina
de apenas uma parcela da populacdo (Jiang et al., 2001). A falta de deteccéo de
adenovirus ndo elimina o risco de patdgenos em uma amostra, sendo recomendado
sempre uma avaliacdo com outros marcadores de fontes microbiana para uma
avaliacdo mais conclusiva (McQuaig et al., 2012).

A correlacdo da deteccdo de adenovirus e HPyV em amostras de aguas balneaveis

sugere risco a saude publica. (McQuaig et al., 2012)

De acordo com Griffithi (2009), entre os métodos ndo quantitativos, os
marcadores moleculares 16S rRNA para Bacteroides associados a humanos e
Enterococcus sdo um dos mais confiaveis para identificagdo de material fecal
humano. Apesar disto, em nosso trabalho estes marcadores ndo foram detectados

em todas as amostras.

A deteccdo de E. coli e de Enterococcus representa a avaliacdo de
indicadores de poluicédo fecal, comumente utilizados. O gene uidA como marcador
molecular de E. coli associado a humanos, foi eficiente em todas as amostras
avaliadas (Figura 10) corroborando com o trabalho de Griffith e colaboradores
(2009), que avaliou novos métodos e indicadores para avaliar a qualidade da agua ,

gue detectou o gene uidA em todos as amostras avaliadas.
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Faecalibacterium spp., B. adolescentis e B. dentium, ndo sdo comumente
utilizados como indicadores de poluicdo biolégica, mas por seus marcadores
indicarem poluicdo de fontes humana por estarem presentes no intestino, foi
utilizado por Bonjoch e colaboradores (2004), Zheng e colaboradores 2009 e
Roslev e colaboradores (2011) na pesquisa de poluicdo por esgoto em aguas. Estes
estudos demostraram a prevaléncia destes marcadores em aguas contaminadas

corroborando com nossos resultados (Figuras 12, 13 e 14).

Foram geradas arvores para Bacteroides associados a humanos e B.
adolescentis. Na arvore de Bacteroides associados a humanos observou-se que a
amostra do ponto 1 rio Faria-Timbo (subitem 4.8.1) agrupou com Bootstrap 97 com
as sequéncias de referéncia de Bacteroides dorei. A literatura (Bakir et al., 2006)
descreve que a espécie Bacteroides dorei é encontrada em fezes humanas, o que
corrobora o resultado obtido. E importante destacar que a amostra ndo agrupou com
Bacteroides vulgatus, um microrganismo encontrado no célon e nao detectado em
fezes, corroborando também o resultado obtido. Os demais clados também
corroboram o resultado, uma vez que agruparam as demais espécies de Bacteroides
representadas no trabalho. Como exemplo, a literatura descreve que Bacteroides
spp. € encontrado tanto em animais como em humanos e Bacteroides helcogenes

gue é encontrado em fezes de porco (Pati et al., 2011).

Na arvore de B. adolescetis, observa-se que as amostras dos pontos 3, 4, 5
e 6 agruparam apenas com as sequéncias de referéncias de B. adolescentis
(subitem 4.8.2) e B. stercoris, que € sindbnimo de B. adolescentes, com o bootstrap
de 87, confirmando que as sequencias geradas, sdo os alvos esperados. Os demais
clados também corroboram o resultado, uma vez que agruparam as demais
espécies de Bifidobacterium representadas no trabalho. Como exemplo, a literatura
descreve que B. longum uma bactéria do acido latico, encontrado no trato intestinal
e na vagina de humanos (Schell et al.,, 2002) e B. dentium associado a carie

humana (Ventura et al., 2009).

Para os marcadores que sao espécies especificos, como uidA de E. coli e
beta-giardin de Giardia, apresentamos os resultados do alinhamento local pelo
BLASTN com sequéncias de referéncia do REFSEQ (item 4.7.2 e 4.7.4) e
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alinhamentos multiplos pelo clustalW, visualizados no BioEdit que encontra-se

disponivel em anexo (Anexo 8.1).

E importante ressaltar que o nosso objetivo n&o foi estritamente & pesquisa
de organismos patogénicos e sim a presenca de marcadores de poluicdo bioldgica.
Assim, foram levantados os principais marcadores moleculares que tém sido
utilizados para este devido fim em &gua e os reunimos num unico trabalho, visando
padronizar um protocolo mais preciso e abrangente. Utilizamos as ferramentas de
bioinformatica para validar os resultados do PCR e analisar in silico a presenca

destes marcadores de poluicdo em metagenomas publicados em bancos de dados.

O uso de marcadores moleculares originarios de diferentes grupos
taxondmicos como bactérias, virus e protozoarios tem se mostrado promissor, tal

como evidenciado neste estudo pelos resultados encontrados.

Para todos os marcadores moleculares utilizados no presente estudo, um estudo
epidemioldgico é recomendado para avaliar os riscos a saude humana associado
com a presenga ou auséncia dos marcadores para definir mais precisamente a

utilidade de cada ensaio (McQuaig et al., 2012)
Assim como sugerido por Bower e colaboradores (2005) precisamos de

estudos que correlacionem organismos marcadores de poluicio com doencas

relacionadas as praticas baneaveis.
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6 CONCLUSOES

Os marcadores moleculares escolhidos apresentaram sensibilidade capaz de
detectar microrganismos considerados poluidores biolégicos em ambientes

aquaticos.

A abordagem de se utilizar marcadores dos grupos taxonémicos de bactérias,
virus e protozoarios possibilitou observar a biodiversidade parcial de poluentes

biolégicos que podem ser encontrados em ambientes poluidos por agdo antropica.

A avaliacéo in silico do metagenoma da Baia de Guanabara néo foi capaz de

representar toda a biodiversidade de poluentes possivelmente detectaveis.

A extracdo de DNA metagendmico, atrelado as técnicas moleculares forneceu
uma avaliacao especifica e de rapida deteccdo de poluentes na agua. As analises in
silico validaram os ensaios moleculares para Bacteroides humanos, E. coli,
M. smithii, B. adolescentis, B. dentium, Adenovirus e Giardia spp. demonstrando
gue os fragmentos gerados, confirmaram o esperado. Os resultados obtidos
evidenciam a relacdo dos marcadores moleculares com os organismos associados a
humanos, comprovando polui¢cdo biolégica de origem antrépica, principalmente por

disposicéo de esgoto.

Os resultados obtidos a partir das andlises colimétricas e moleculares indicam
uma potencial preocupacdo com a saude publica a respeito com a contaminagao
microbiolégica da &gua. Altos niveis de indicadores de bactérias fecais foram

observados em todos os rios avaliados.
Este trabalho foi capaz de avaliar qualitativamente poluigdo biol6gica em agua

usando marcadores moleculares para virus, bactérias e protozoarios num Unico

estudo.
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7 PERSPECTIVAS

Neste estudo foi possivel observar que a extracdo € um fator limitante nas
metodologias empregadas, sendo recomendada uma analise metagenémica da Baia
de Guanabara com pontos mais representativos e melhoramento no método de
extracdo de DNA. Neste mesmo contexto, recomendamos a extragdo de DNA
separadamente a partir das 3 membranas (0,45 mm, 0,8 um, 0,22 um) a fim de
comparar os resultados obtidos de cada uma, avaliando quais marcadores serao

possiveis de se detectar indiscriminadamente.

Metodologia para a extracdo de DNA de protozodrios (incluindo beads) e de
virus RNA (utilizando membranas carregadas) devem ser incluidas a metodologia
empregada ou ser realizada separadamente para uma melhor deteccdo de

protozodrios e virus entéricos.
A inclusdo de marcadores para virus de RNA, € interessante pois h& varios

virus entéricos encontrados na agua que representam riscos a saude publica, como

Norovirus, Rotavirus e Enterovirus.
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9 ANEXOS

9.1 Alinhamentos usados para a construcao das arvores

9.1.1 Alinhamento Bacteroides associados a humanos
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#911696374769 |Bacteroides_vulgatus
#911696374855|Bacteroides_vulgatus
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#911512436211|Bacteroides massiliensis A T .A. AL G
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#911640649809|Bacteroides faecichinchillae AA LA L .T .A. A,
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#911319899888 |Bacteroides helcogenes A C.. T.. A ..A .G. T ..C LA
#911319899888 |Bacteroides helcogenes A C.. T.. A ..A .G. T ..C LA
#911319899888 |Bacteroides helcogenes A C.. T.. A ..A .G. T ..C AL
#911319899888 |Bacteroides helcogenes A C.. T.. A ..A .G. T ..C VAL
#911223955898 |Bacteroides plebeius A. G.. .C. .AC LA
#911223955891 |Bacteroides plebeius A. G.. ... P O .. .AC W
#gi1424664125|Bacteroides fragilis iee eee ee. ... AA. G.. T.. T.A ..A ..A .C. .C .T
#gi11424664125|Bacteroides fragilis iee eee ee. ... AA. G.. T.. A T.A ..A ..A .C. .C .T
#91|424664125|Bacteroides fragilis ce+e t4+ vu. ... AA. G.. T.. ..A T.A ..A ..A .C. .C .T. .
#911423293208 |Bacteroides_ovatus et e+ eee .. JALT.. T.. ..A ..A .A. . ATA LA
#911423293208 |Bacteroides ovatus D L L ... ..A ..A .A. .. ATA AL
#911723595028 |Bacteroides sp. iee eee ee. ... AA. G.. T.. T.A ..A ..A .C. .C .T
#91|723595003 |Bacteroides sp. ce+e eee ee. ... AA. G.. T.. T.A ..A ..A .C. .C .T
#911723595002 |Bacteroides_sp cee eee ve. ... AA. G.. T.. T.A ..A ..A .C. .C .T
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9.1.2 Alinhamento Escherichia coli

111 111

555 666

789 012
#Escherichia coli ponto 1 - rio Faria-Timbo ACG AAA
#Escherichia coli_ponto_1 - rio_Faria-Timbo
#Escherichia coli_ponto_2 - rio_Faria-Timbo

#Escherichia coli ponto 3 - rio Jacare

#Escherichia coli_ponto_3_ - rio_Jacare
#Escherichia coli_ponto_8 - rio_Jacare
#Escherichia coli ponto 4 - rio Faria-Timbo

#911380861367|gb|JQ068100.1|Escherichia coli
#911380861369|gb|JQ068101.1| Escherichia coli
#911380861365|gb|JQ068099.1| Escherichia coli
#911380861363|gb|JQ068098.1| Escherichia coli
#911380861349|gb|JQ068091.1| Escherichia coli
#911380861351|gb|JQ068092.1| Escherichia coli
#911380861353|gb|JQ068093.1| Escherichia coli .T.
#91/380861355|gb|JQ068094.1| Escherichia coli
#911380861357|gb|JQ068095.1| Escherichia coli .T.
#911380861359|gb|JQ068096.1| Escherichia coli
#91/380861361|gb|JQ068097.1| Escherichia coli
#911297496859|gb|HM221285.1| Escherichia coli
#911297496857 |gb|HM221284.1| Escherichia coli
#911297496855|gb|HM221283.1| Escherichia coli
#911297496853|gb|HM221282.1| Escherichia coli
#911297496851|gb|HM221281.1| Escherichia coli .T.
#911297496849|gb|HM221280.1| Escherichia coli
#911297496847 |gb|HM221279.1| Escherichia coli
#gi\297496845\gb\HM221278.l\_Escherichia_coli
#911297496843|gb|HM221277.1| Escherichia coli
#911297496841 |gb|HM221276.1| Escherichia coli LT,
#gi\297496839\gb\HM221275.l\_Escherichia_coli
#911297496837 |gb|HM221274.1| Escherichia coli

111 111
666 666
345 678
ACG GCA

111
677
901
AGA

111
777
234
AAA

111
777
567
AGC

111 111 111 111 111 111 111 122 222 222
778 888 888 888 999 999 999 900 000 000
890 123 456 789 012 345 678 901 234 567
AGT CTT ACT TCC ATG ATT TCT TTA ACT ATG

.C.

.T.

T .C.
T .C.
T .C.
T .C.
T .C.
T .C.

222
001
890
CCG

222 222 222 222 222 222 222 222

111 111 111 222 222 222 233 333

123 456 789 012 345 678 901 234

GGA TCC ATC GCA GCG TAC TGC TCT
.A
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#911297496835|gb|HM221273.1| Escherichia coli
#911297496833|gb|HM221272.1| Escherichia coli
#911297496831|gb|HM221271.1| Escherichia coli
#911297496805|gb|HM221258.1| Escherichia coli
#911297496807 |gb|HM221259.1| Escherichia coli
#911297496811|gb|HM221261.1| Escherichia coli
#911297496813|gb|HM221262.1| Escherichia coli
#911297496815|gb|HM221263.1| Escherichia coli
#911297496817|gb|HM221264.1| Escherichia coli
#911297496819|gb|HM221265.1| Escherichia coli
#911297496821|gb|HM221266.1| Escherichia coli
#911297496823|gb|HM221267.1| Escherichia coli
#911297496825|gb|HM221268.1| Escherichia coli
#911297496827|gb|HM221269.1| Escherichia coli
#911297496829|gb|HM221270.1| Escherichia coli
#911297496803|gb|HM221257.1| Escherichia coli
#911297496801|gb|HM221256.1| Escherichia coli
#911297496799|gb|HM221255.1| Escherichia coli
#911297496797 |gb|HM221254.1| Escherichia coli
#911297496795|gb|HM221253.1| Escherichia coli
#911297496791 |gb|HM221251.1| Escherichia coli
#911297496793|gb|HM221252.1| Escherichia coli
#911297496789|gb|HM221250.1| Escherichia coli
#911297496787 |gb|HM221249.1| Escherichia coli
#911297496765|gb|HM221238.1| Escherichia coli
#911297496767 |gb|HM221239.1| Escherichia coli
#911297496769|gb|HM221240.1| Escherichia coli
#911297496771|gb|HM221241.1| Escherichia coli
#911297496783|gb|HM221247.1| Escherichia coli
#911297496781|gb|HM221246.1| Escherichia coli
#911297496777|gb|HM221244.1| Escherichia coli
#gi|297496773|gb|HM221242.1I_Escherichia_coli
#911134289906|gb|EF141497.1| Escherichia coli
#911134289904|gb|EF141496.1| Escherichia coli
#911134289902|gb|EF141495.1| Escherichia coli
#9g111342899001ab|EF141494.1|1 Escherichia coli
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#911297496785|gb|HM221248.
#911134289912|gb|EF141500.
#911134289910|gb|EF141499.
#911134289908|gb|EF141498.
#gi1134289908 |gb|EF141498.
#911134289906|gb|EF141497.
#911134289904|gb|EF141496.
#911134289902|gb|EF141495.
#911134289900|gb|EF141494.
#gi|134289898 |gb|EF141493.
#91]1134289896|gb|EF141492.
#gi1134289894|gb|EF141491.
#91]1134289892|gb|EF141490.
#g11134289890|gb|EF141489.
#9i1134289888|gb|EF141488.
#g1i /380861347 |gb|J0068090.
#911380861345|gb|J0068089.
#911380861343|gb|J0068088.
#911380861341|gb|JQ068087.
#911380861339|gb|J0068086.
#911380861337|9b|J0068085.
#911380861335|gb|J0068084.
#911380861333|gb|J0068083.
#gi|380861331|gb|J0068082.
#911380861329|gb|J0068081.
#911134289932|gb|EF141510.
#g11134289930|gb|EF1415009.
#911134289928|gb|EF141508.
#911134289926|gb|EF141507.
#91]134289924|gb|EF141506.
#911134289922|gb|EF141505.
#g91]1134289920|gb|EF141504.
#91]134289918|gb|EF141503.
#911134289916|gb|EF141502.
#g91]1134289914|gb|EF141501.

1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli

1] Escherichia coli
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#Escherichia coli ponto 1 - rio Faria-Timbo

#Escherichia coli_ponto_1 - rio_Faria-Timbo

#Escherichia coli ponto 2 - rio Faria-Timbo

#Escherichia coli ponto 3 - rio Jacare

#Escherichia coli_ponto_3_ - rio_Jacare

#Escherichia coli ponto 8 - rio Jacare

#Escherichia coli_ponto_4 - rio_Faria-Timbo

#911380861367 |gb|JQ068100
#911380861369|gb|J0068101
#911380861365|gb|JQ068099
#911380861363|gb|JQ068098
#911380861349|gb|JQ068091
#911380861351 |gb|JQ068092
#911380861353|gb|JQ068093
#911380861355|gb|JQ068094
#911380861357 |gb|JQ068095
#911380861359|gb|JQ068096
#911380861361 |gb|JQ068097
#911297496859 |gb |HM221285
#911297496857 |gb | HM221284
#911297496855 |gb |HM221283
#911297496853 |gb |HM221282
#911297496851 |gb | HM221281
#911297496849 | gb |HM221280
#9i1297496847 | gb|HM221279
#911297496845 |gb |HM221278
#911297496843 |gb |HM221277
#9i1297496841 | gb|HM221276
#911297496839 |gb |HM221275
#911297496837 |gb |HM221274
#911297496835 |gb |HM221273
#911297496833 |gb |HM221272
#0i1297496831 ablHM221271

S0

Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

.1|_Escherichia coli

S0
S
S
S0
1l
S0

L1

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Escherichia coli

222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
333 334 444 444 444 555 555 555 566 666
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234
ACA CCA CGC CGA ACA CCT GGG TGG ACG ATA

82

222 222 222 222 222 222 222 222 222 222
666 667 777 777 777 888 888 888 899 999
567 890 123 456 789 012 345 678 901 234
TCA CCG TGG TGA CGC ATG TCG CGC AAG ACT

222 223 333 333 333 333
999 990 000 000 000 111
567 890 123 456 789 012
GTA ACC ACG CGT CTG TTG



#9i1297496831 |gb|HM221271
#911297496805|gb|HM221258
#911297496807 |gb | HM221259
#9i1297496811 | gb|HM221261
#911297496813 |gb |HM221262
#9i1297496815|gb|HM221263
$9i1297496817 | gb|HM221264
#911297496819 |gb |HM221265
#9i1297496821 | gb|HM221266
#9i1297496823 | gb|HM221267
#911297496825 |gb | HM221268
$9i1297496827 | gb|HM221269
#911297496829 |gb |HM221270
#911297496803 | gb|HM221257
#9i1297496801 | gb|HM221256
#911297496799 |gb | HM221255
#911297496797 |gb | HM221254
#9i1297496795 | gb|HM221253
#911297496791 |gb |HM221251
#9i1297496793 | gb|HM221252
#9i1297496789 | gb|HM221250
#911297496787 |gb |HM221249
#9i1297496765|gb|HM221238
#9i1297496767 | gb|HM221239
#911297496769 | gb |HM221240
#9i1297496771 |gb|HM221241
#911297496783 |gb |HM221247
#911297496781 |gb |HM221246
#9i1297496777 |gb|HM221244
#911297496773 |gb |HM221242
#911297496785 |gb |HM221248
#gi 134289912 |gb|EF141500
#911134289910 |gb |EF141499
#gi 1134289908 |gb|EF141498
#gi (134289906 |gb|EF141497

.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli



#911134289904 |gb|EF141496.1| Escherichia coli
#911134289902|gb|EF141495.1| Escherichia coli
#911134289900|gb|EF141494.1| Escherichia coli
#911134289898|gb|EF141493.1| Escherichia coli
#911134289896|gb|EF141492.1| Escherichia coli
#911134289894 |gb|EF141491.1| Escherichia coli
#911134289892|gb|EF141490.1| Escherichia coli
#911134289890|gb|EF141489.1| Escherichia coli
#911134289888|gb|EF141488.1| Escherichia coli
#911380861347|gb|JQ068090.1| Escherichia coli
#911380861345|gb|JQ068089.1| Escherichia coli
#911380861343|gb|JQ068088.1| Escherichia coli
#911380861341|gb|JQ068087.1| Escherichia coli
#911380861339|gb|JQ068086.1| Escherichia coli
#911380861337|gb|JQ068085.1| Escherichia coli
#911380861335|gb|JQ068084.1| Escherichia coli
#911380861333|gb|JQ068083.1| Escherichia coli
#911380861331|gb|JQ068082.1| Escherichia coli
#911380861329|gb|JQ068081.1| Escherichia coli
#911134289932|gb|EF141510.1| Escherichia coli
#911134289930|gb|EF141509.1| Escherichia coli
#911134289928|gb|EF141508.1| Escherichia coli
#911134289926|gb|EF141507.1| Escherichia coli
#911134289924|gb|EF141506.1| Escherichia coli
#911134289922|gb|EF141505.1| Escherichia coli
#911134289920|gb|EF141504.1| Escherichia coli
#911134289918|gb|EF141503.1| Escherichia coli
#91/134289916|gb|EF141502.1| Escherichia coli
#gil134289914|gb|EF141501.1I_Escherichia_coli
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#Escherichia coli ponto_ 1
#Escherichia coli_ponto_1
#Escherichia coli ponto_ 2
#Escherichia coli ponto 3
#Escherichia coli_ponto_3
#Escherichia coli ponto 8
#Escherichia coli ponto_ 4
#911380861367|gb|JQ068100
#911380861369|gb[JQ068101
#911380861365|gb|JQ068099
#911380861363|gb|JQ068098
#911380861349|gb|JQ068091
#911380861351|gb|JQ068092
#911380861353|gb|JQ068093
#911380861355|gb[JQ068094
#911380861357|gb|JQ068095

#911380861359|gb|JQ068096.

#9i1380861361|gb|JQ068097
#911297496859|gb|HM221285
#9i1297496857 |gb | HM221284
#9i 1297496855 |gb|HM221283
#9i(297496853|gb|HM221282
#9i1297496851 |gb|HM221281
#91i1297496849|gb|HM221280
#911297496847 | gb|HM221279
#9i 1297496845 |gb|HM221278
#911297496843|gb|HM221277
#911297496841|gb|HM221276
#911297496839|gb|HM221275
#911297496837 | gb|HM221274
#911297496835|gb|HM221273
#9i1297496833|gb|HM221272

_-_rio_Faria-Timbo
- rio Faria-Timbo
_-_rio_Faria-Timbo
- rio Jacare
- _rio Jacare
- rio Jacare

_-_rio_Faria-Timbo

.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli

.1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli

.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1| _Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia_coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia coli
.1|_Escherichia_coli
.1|_Escherichia coli
.1| Escherichia coli

.1| Escherichia coli

333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889
345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890
ACT GGC AGG TGG TGG CCA ATG GTG ATG TCA GCG TTG AAC TGC GTG ATG CGG ATC AAC AGG TGG TTG CAA CTG GAC AAG

C LA
AL G
A. .A. G
WAL
AL
AL
AL LA
AL G e G
WAL
G. AL .G.
WAL
AL
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#911297496831 | gb|HM221271
#9i1297496805|gb|HM221258
#911297496807 | gb|HM221259
#911297496811 | gb|HM221261
#9i1297496813 | gb|HM221262
#911297496815|gb|HM221263
$9i1297496817 | gb|HM221264
#9i1297496819|gb|HM221265
#911297496821 | gb|HM221266
#9i1297496823 | gb|HM221267
#911297496825|gb|HM221268
#911297496827 | gb|HM221269
#9i1297496829|gb|HM221270
#911297496803 | gb|HM221257
#911297496801 | gb|HM221256
#9i1297496799 | gb|HM221255
#911297496797 | gb |HM221254
#9i1297496795 | gb|HM221253
#9i1297496791 | gb|HM221251
#911297496793 | gb|HM221252
#9i1297496789 | gb|HM221250
#9i1297496787 | gb|HM221249
#911297496765 | gb|HM221238
#9i1297496767 | gb|HM221239
#911297496769 | gb|HM221240
#gi]297496771 |gb|HM221241
#9i1297496783 | gb|HM221247
#911297496781 | gb|HM221246
#9i]1297496777 |gb|HM221244
#9i1297496773 | gb|HM221242
#9i1297496785|gb|HM221248
#gi 134289912 |gb|EF141500
#gi1134289910|gb|EF141499
#9i1134289908 | gb|EF141498
#gi 134289906 |gb|EF141497

.1|_Escherichia_coli

S0

Escherichia coli

.1|_Escherichia_coli

.1|_Escherichia coli

10
S0
10
10
S0
10
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S0
S
S0
S0
S0
S0
S0
S
S0
S0
1l

L1

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Escherichia coli
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#911134289904|gb|EF141496.
#911134289902|gb|EF141495.
#911134289900|gb|EF141494.
#gi1134289898 |gb|EF141493.
#911134289896|gb|EF141492.
#911134289894|gb|EF141491.
#911134289892|gb|EF141490.
#911134289890|gb|EF141489.
#911134289888|gb|EF141488.
#gi 380861347 |gb|J0068090.
#911380861345|gb|J0068089.
#911380861343|gb|J0068088.
#911380861341|gb|JQ068087.
#911380861339|gb|J0068086.
#911380861337|gb|J0068085.
#911380861335|gb|J0068084.
#911380861333|gb|J0068083.
#g1i 380861331 |gb|J0068082.
#911380861329|gb|JQ068081.
#911134289932|gb|EF141510.
#g11134289930|gb|EF141509.
#911134289928|gb|EF141508.
#91]1134289926|gb|EF141507.
#91]134289924|gb|EF141506.
#911134289922|gb|EF141505.
#91]1134289920|gb|EF141504.
#gi/134289918 | gb|EF141503.
#911134289916|gb|EF141502.
#911134289914|gb|EF141501.

1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli

1| _Escherichia coli
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33 333 333 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444

#Escherichia coli ponto 1 - rio Faria-Timbo
#Escherichia coli ponto 1 - rio Faria-Timbo
#Escherichia coli_ponto_2 - rio Faria-Timbo
#Escherichia coli ponto 3 - rio Jacare
#Escherichia coli_ponto_3 - rio_ Jacare
#Escherichia_coli_ponto_8 - rio Jacare
#Escherichia coli ponto 4 - rio Faria-Timbo
#911380861367|gb|JQ068100.1| Escherichia coli
#911380861369|gb|JQ068101.1| Escherichia coli
#911380861365|gb|JQ068099.1| Escherichia coli
#911380861363|gb|JQ068098.1| Escherichia coli
#911380861349|gb|JQ068091.1| Escherichia coli
#911380861351|gb|JQ068092.1| Escherichia coli
#911380861353|gb|JQ068093.1| Escherichia coli
#911380861355|gb|JQ068094.1| Escherichia coli
#911380861357|gb|JQ068095.1| Escherichia coli
#911380861359|gb|JQ068096.1| Escherichia coli
#91/380861361|gb|JQ068097.1| Escherichia coli
#911297496859|gb|HM221285.1| Escherichia coli
#911297496857 |gb|HM221284.1| Escherichia coli
#911297496855|gb|HM221283.1| Escherichia coli
#911297496853|gb|HM221282.1| Escherichia coli
#911297496851|gb|HM221281.1| Escherichia coli
#911297496849|gb|HM221280.1| Escherichia coli
#911297496847|gb|HM221279.1| Escherichia coli
#911297496845|gb|HM221278.1| Escherichia coli
#911297496843|gb|HM221277.1| Escherichia coli
#911297496841|gb|HM221276.1| Escherichia coli
#911297496839|gb|HM221275.1| Escherichia coli
#911297496837 |gb|HM221274.1| Escherichia coli
#911297496835|gb|HM221273.1| Escherichia coli
#911297496833|gb|HM221272.1| Escherichia coli

999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333
123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012
GCA CTA GCG GGA CTT TGC AAG TGG TGA ATC CGC ACC TCT GGC

88




#911297496831 |gb |HM221271.
#911297496805 | gb |HM221258.
#911297496807 |gb | HM221259.
#911297496811 |gb |HM221261.
#911297496813 |gb |HM221262.
#911297496815 |gb | HM221263.
#911297496817 |gb |HM221264.
#911297496819 |gb |HM221265.
#911297496821 |gb | HM221266.
#911297496823 |gb |HM221267.
#911297496825 |gb | HM221268.
#911297496827 |gb | HM221269.
#911297496829 |gb |HM221270.
#911297496803 |gb | HM221257.
#911297496801 |gb | HM221256.
#911297496799 |gb | HM221255.
#911297496797 |gb | HM221254.
#911297496795 |gb | HM221253.
#911297496791 |gb |HM221251.
#911297496793 |gb | HM221252.
#911297496789 |gb |HM221250.
#911297496787 |gb |HM221249.
#911297496765 |gb | HM221238.
#911297496767 |gb |HM221239.
#911297496769 |gb | HM221240.
#911297496771 |gb | HM221241.
#911297496783 |gb |HM221247.
#911297496781 |gb | HM221246.
#911297496777 |gb |HM221244.
#911297496773 |gb |HM221242.
#911297496785 |gb | HM221248.
#911134289912|gb|EF141500.
#911134289910 |gb |EF141499.
#911134289908 |gb |EF141498.
#911134289906|gb |EF141497.

1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli

1| Escherichia coli

aQ Q aQ Q

Q QO Q o Q Q Q

Q QO Q Q Q Q

Q

Q
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#911134289900|gb|EF141494.
#gi1134289898 |gb|EF141493.
#911134289896|gb|EF141492.
#911134289894|gb|EF141491.
#911134289892|gb|EF141490.
#911134289890|gb|EF141489.
#g11134289888 | gb|EF141488.
#gi 1380861347 |gb|J0068090.
#911380861345|gb|J0068089.
#911380861343|gb|J0068088.
#911380861341|gb|JQ068087.
#911380861339|gb|J0068086.
#911380861337|gb|JQ068085.
#911380861335|gb|J0068084.
#911380861333|gb|J0068083.
#g1i 380861331 |gb|J0068082.
#911380861329|gb|J0068081.
#911134289932|gb|EF141510.
#gi1134289930|gb|EF1415009.
#911134289928|gb|EF141508.
#91]1134289926|gb|EF141507.
#9i]134289924|gb|EF141506.
#911134289922|gb|EF141505.
#91]1134289920|gb|EF141504.
#gi/134289918 | gb|EF141503.
#911134289916|gb|EF141502.
#911134289914|gb|EF141501.

1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli
1| _Escherichia coli

1| _Escherichia coli

Q Q Q Q Q

Q QO Q  Q Q Q Q
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9.1.3 Alinhamento Bifidobacterium adolescentis

455 555 555 556 666 666 666 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 255
901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 423

#B_adolescentis_ponto_4 - rio_Faria-Timbo GGG GTC GCG TCC TAT CAG CTT GAT GGC GGG GTA ACG GCC CAC CAT GGC TTC GAC CGT TAG CCG GCC TGA GAG GGC GCC
#B_adolescentis_ponto_3_ - rio_Jacare A e e
#B_adolescentis_ponto_5 - rio_Faria-Timbo

#B adolescentis ponto 6 - rio Jacare

#911223667639|ref|NZ DS264459.1|B_adolescentis

#9i|757771851|ref|NZ JRNZ01000121.1|B adolescentis

#91]737014125|ref|NZ JNKM01000001.1|B adolescentis
#911736508437 | ref|NZ_ JGZQ01000007.1|B_stercoris
#91]1705409904 | ref|NZ JDUX01000017.1|B _stercoris
#91(749308093 |ref|NZ CP007443.1|Bi adolescentis

#911749308093|ref|NZ CP007443.1|B_adolescentis

#911749308093|ref|NZ CP007443.1|B_adolescentis

#911749308093|ref|NZ CP007443.1|B_adolescentis

#911736123387|ref|NZ JGYY01000002.1|B_kashiwanohense
#91|705414460|ref|NZ_JDUP01000030.1|B_kashiwanohense

#911551241335|ref|NZ ATXM01000009.1|B minimum | -\
#91|736887130|ref|NZ_JGZD01000001.1|B minimum A L |
#911485462139|ref [NZ_AFXX01000047.1|B _breve

#911512637841 |ref|NZ KE150454.1|B breve

Q0 60 0 0 0 0 0 0 6 6 @ 0 0 60 0 @ 0 606 06 0 0 Q@ 0 6 @
QO 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 @ 0 0 6 0 6 0 06 6 0 0 Q@ 0 6 @

#91|657871121 |ref |NZ AUFI01004.1|B_thermacidophilum ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ..G .G. ... ... ..A ...
#911651891476|ref |NZ JHWM01000045.1|B_thermophilum O PR € A € P G
#911705405910 | ref|NZ JDTK01000044.1|B ruminantium et tee eee eee eee vee GUAUTC iil iie e e wee o.. J.GA .C. .A.
#91|736885457 |ref |NZ JGZL01000010.1|B_ruminantium e et et e e e GUA UTC iih iih et eee eee .. JGA .C. .A.
#911736519583|ref|NZ JDUT01000032.1|B saguini e €
#911736512520 | ref|NZ JGZP01012.1|B stellenboschense ... ... ... ... ... ... ... ..C ..T .G .T T. .G.
#911736509928 |ref |NZ JGZP010002.1|B_stellenboschense .T. ..T .T. T .G .. A
#911705404811 |ref|NZ JDUF01000029.1|B coryneforme .T. ..T T T. A
#91]705391476|ref|NZ JDUE(01000018.1|B indicum T LT T T. A
#911751345840|ref [NZ _CP006018.1|B_indicum LT, LT T T. A

O
=



#911223955940 | ref [NZ DS990246.1|B longum
#9i|763223842|ref |NZ_JGZK0100013.1|B_reuteri
#911763218275|ref|NZ JDUW010049.1|B reuteri
#911553744128 |ref|NZ AWT010085.1|S pyogenes
#911754623242 | ref|NZ CCWU01050.1|B longum
#911754623242 |ref|NZ CCWU01000050.1|B longum
#911754593754 |ref|NZ CCWT01000056.1|B_longum
#911736880310|B_pseudocatenulatum
#91]736509758|B_stellenboschense
#911736116463|ref|NZ JGYTO011.1|B_catenulatum
#91]705481336| B pseudocatenulatum
#911705439984 |ref|NZ JDU1028.1|B_mongoliense
#911705439769 | ref|NZ JDTP093.1|B_catenulatum
#911705422497| |B _actinocoloniiforme

C .G. G.G .
C .G. .T G.G .
c .G. .T G.G .
C .G. G.G .
C .G. G.G .
C .G. G.G .
C .G. G.G .
G.A .TC .GA .C A G.G .
T T .T .G .T G A G.G .
A .TC .GA .C A G.G .
S €% G.G
T T .G .A A G.G LT
G.A .TC .GA .C A G.G
T T G .T. T A G.G .T

111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 122 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222

#B adolescentis ponto 4 - rio Faria-Timbo
#B_adolescentis ponto 3 - rio Jacare
#B_adolescentis _ponto_ 5 - rio_ Faria-Timbo
#B_adolescentis ponto 6 - rio Jacare

555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 222 222 233
456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901
CAG ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT GGG GAA TAT TGC ACA ATG GGC GCA AGC CTG ATG CAG CGA CGC CGC GTG CGG GAT

#911223667639|ref |NZ DS26459.1|B_adolescentis...

#gi1757771851 |ref |NZ_JRNZ121.1|B_adolescentis...

#9i|737014125|ref |NZ_JNKM011.1|B_adolescentis...

#911736508437 | ref|NZ JGZQ010007.1|B stercoris

#911705409904 | ref |NZ JDUX0100017.1|Bstercoris...
#91|749308093|ref|NZ CP07443.1|B_adolescentis...

#911749308093 |ref|NZ CP7443.1|B adolescentis
#91|749308093|ref|NZ CP7443.1|B_adolescentis

#91|749308093|ref |NZ CP07443.1|B_adolescentis...

#91]736123387|B_kashiwanohense

#91|705414460|ref|NZ JUP13.1|B_kashiwanohense...

#911551241335|ref [NZ_ATXM01000009.1|B_minimum. ..

#911736887130|ref|NZ JGZzD01000001.1|B minimum
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#911485462139 | ref |NZ AFXX01000047.1|B_breve
#911512637841 |ref|NZ_KE150454.1|B breve
#911657871121|B_thermacidophilum
#911651891476|B_thermophilum
#9i1705405910|B_ruminantium

#911736885457|B ruminantium
#911736519583 | ref |NZ JDUT01032.1|B saguini
#911736512520|ref |B_stellenboschense
#911736509928|B_stellenboschense

#911705404811 | ref|NZ JDUF029.1|B_coryneforme..

#911705391476|ref |NZ_ JDUE(01018.1|B indicum
#911751345840|ref|NZ CP006018.1|B indicum
#911751345840|ref|NZ_CP006018.1|B _indicum
#911751345840|ref|NZ _CP006018.1|B indicum
#911237754069 | ref |NZ _GG666857.1|B longum
#911223955940 | ref |NZ_DS990246.1|B longum
#911763223842 | ref|NZ_JGZK010013.1|B reuteri
#911763218275|ref [NZ_JDUW010049.1|B_reuteri
#911553744128 | ref |NZ_AWTF01085.1|S pyogenes
#911754623242 | ref |NZ_CCWU0100050.1|B_longum
#911754623242 | ref |[NZ _CCWU0100050.1|B longum
#911754593754 | ref |[NZ CCWT0100056.1|B longum
#91|736880310|B_pseudocatenulatum
#911736509758|B_stellenboschense

#911736116463|ref|NZ JGYT111.1|B_catenulatum...

#911705481336|B_pseudocatenulatum

#911705439984 |ref |NZ JDU0128.1|B mongoliense...
#91|705439769 | ref |[NZ JDTP093.1|B_catenulatum...

#gi|705422497IB_actinocoloniiforme
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222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 222 2
333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 7
234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 1

#B_adolescentis ponto 4 - rio Faria-Timbo GAC GGC CTT CGG GTT GTA AAC CGC TTT TGA CTG GGA GCA A
#B_adolescentis_ponto_3_ - rio_Jacare
#B_adolescentis_ponto_5 - rio_Faria-Timbo

#B adolescentis ponto 6 - rio Jacare
#911223667639|ref|NZ DS649.1|B _adolescentis
#91i|757771851 | ref|NZ JRNZ01000121.1|B_adolescentis
#9i1737014125|ref |NZ_JNKM01000001.1|B_adolescentis
#911736508437 |ref|NZ JGZQ01007.1|B stercoris
#911705409904 | ref|NZ JDUX01000017.1|B _stercoris
#91]1749308093 |ref|NZ CP007443.1B adolescentis
#911749308093|ref|NZ CP007443.1|B_adolescentis
#911749308093|ref|NZ CP007443.1|B_adolescentis
#911749308093 |ref|NZ CP007443.1B adolescentis

#911736123387|ref|NZ JGYY0100002.1|B kashiwanohense e O
#911705414460|ref |NZ_JDUP0100030.1|B_kashiwanohense N (O
#911551241335|ref|NZ_ATXM0100009.1|B minimum L
#911736887130|ref|NZ JGZD01000001.1|B minimum L
#911485462139|ref |NZ_AFXX01000047.1B breve LGA L .e e i iee e eee T ... ..T TA.
#911512637841 |ref|NZ KE150454.1|B breve GA L. ie vee vee e w.. JT. ... .AT .A.
#911657871121 |ref|NZ AUFI0004.1|B thermacidophilum ) A
#911651891476|ref [NZ JHWM01000045.1B_thermophilum CGA it i i ieh i i i e e L T T

#911705405910 | ref|NZ JDTK01000044.1|B ruminantium
#91|736885457 |ref |NZ JGZL01000010.1|B_ruminantium

#91|736519583|ref |NZ JDUT01000032.1|B_saguini CGA L. i i e e e ee. WT.
#911736512520 | ref|NZ JGZP010012.1B stellenboschense

#911736509928 |ref |NZ JGZP01000002.1|B_stellenboschense
#gi1705404811 | ref |NZ_JDUF01000029.1|B_coryneforme

#911705391476|ref|NZ JDUE(01000018.1B indicum

#911751345840|ref [NZ_CP006018.1|B_indicum

#911751345840|ref|NZ CP006018.1|Bifidobacterium indicum

@ @ =
> p o

H H =3 13 4

#911751345840|ref|NZ CP006018.1|Bifidobacterium indicum
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#911237754069 | ref |[NZ GG666857.1|:4712-4934 B longum

#911223955940 | ref |NZ DS990246.1|:442-664 B longum

#911763223842 | ref |NZ_JGZK01000013
#911763218275|ref |[NZ_JDUW01000049
#911553744128 | ref |[NZ AWTF01000085
#911754623242 | ref |[NZ_CCWU01000050
#911754623242 | ref |[NZ_CCWU01000050
#911754593754 | ref |[NZ CCWT01000056
#911736880310|ref|NZ_JEOD01000008
#911736509758 | ref |NZ JGZP01000001
#911736116463|ref|NZ JGYT01000011
#911705481336|ref |NZ_JDUK(01000010
#911705439984 | ref |NZ JDUO01000028
#911705439769 | ref |[NZ JDTP01000093
#911705422497 | ref |[NZ_JDUR01000035

.1B_reuteri
.1|B_reuteri
.1]1S_pyogenes
.1/B_longum
.11B_longum

.11B_longum

.1|B_pseudocatenulatum

.1|B_stellenboschense

.1|B_catenulatum

.1|B_pseudocatenulatum

.1|B_mongoliense

.1[B_catenulatum

.1|B _actinocoloniiforme

9.1.4 Alinhamento Giardia spp.
22
11
23
#Giardia_ spp _ponto_ 1 F - Faria-Timbo CG

#Giardia spp ponto 1 R - Faria-Timbo

#91118389201 |gb|AY072727.1|Giardia intestinalis

#91118389209|gb|AY072726.1|Giardia intestinalis

#911325651623|dbj |AB618785.1|Giardia intestinalis..
#911322227371|gb|HQ179587.1|Giardia intestinalis
#911156193921|gb|EU014392.1|Giardia intestinalis

#911322227369|gb|HQ179586.1|Giardia intestinalis
#911262385467|gb|FJ971465.1|Giardia intestinalis
#911262385459|gb|FJ971461.1|Giardia intestinalis

#911262385465|gb|FJ971464.1|Giardia intestinalis
#911262385403|gb|FJ971433.1|Giardia intestinalis
#911262385401|gb|FJ971432.1|Giardia intestinalis
#911262385395|gb|FJ971429.1|Giardia intestinalis

222
111
456
CGC

.GA
.GA
.GA
.GA
.GA
.GA
.GA
.GA

222 222 222
111 222 222
789 012 345
ACC TCG ACA

HoHa 33

222
222
678
GAC
.G.

222
233
901
TCA

222 222 222 222
333 333 334 444
234 567 890 123
TCC AGA CAG AGT

95

H o3 o33

.G.

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

.AG

222
444
456
CGA

@0 00 P P 00

g9 043 .- 9
a a » a

TC.

222
444
789
GGA

222
555
012
AGC

222 222
555 555
345 678
GCC AGG

222 222
566 666
901 234
CCT CGT

222 222
666 667
567 890
TCG AGG

222
777
123
ACA

222
777
456
TCC

222
777
789
GCG

222 222 222 2

888 888 888 8

012 345 678 9

AGG AAG TCA A
.G.



#911156193901 |gb|EU014382.1|Giardia intestinalis .. ... ... .T. ... ... ... +.. ou. .ou. ... .A.
#91118389199|gb|AY072725.1|Giardia intestinalis .. ... ... .T.

#911262385407 |gb|FJ971435.1|Giardia intestinalis T.
#911262385501|gb|FJ971482.1|Giardia intestinalis
#911156193919|gb|EU014391.1|Giardia intestinalis .. ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... .A.
#911262385497|gb|FJ971480.1|Giardia intestinalis

22 222 222 223 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 3]

99 999 999 990 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 6]

01 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 7]
#Giardia spp ponto 1 F - Faria-Timbo GA AGT CTG CCG ACA ACA TGT ACC TGA CGA TCA AGG AGG AGA TCG ACA CCA TGG CCG CAA ACT TCC GCA AGT CTC TCG C
#Giardia spp ponto 1 R - Faria-Timbo e P ORI L
#91118389201 |gb|AY072727.1|Giardia intestinalis
#91118389209|gb|AY072726.1|Giardia intestinalis
#911325651623|dbj|AB61875.1|Giardia intestinalis
#911322227371|gb|HQ179587.1|Giardia intestinalis
#911156193921|gb|EU014392.1|Giardia intestinalis
#911322227369|gb|HQ179586.1|Giardia intestinalis
#911262385467|gb|FJ971465.1|Giardia intestinalis
#911262385459|gb|FJ971461.1|Giardia intestinalis
#911262385465|gb|FJ971464.1|Giardia intestinalis
#911262385403|gb|FJ971433.1|Giardia intestinalis
#911262385401|gb|FJ971432.1|Giardia_ intestinalis

=

#911262385395|gb|FJ971429.1|Giardia intestinalis
#911262385389|gb|FJ971426.1|Giardia intestinalis
#911156193915|gb|EU014389.1|Giardia_intestinalis .. ... ... ... .. .. L. it tih teh i e e e e e e e e e e e e eee ... WTL
#911156193901 |gb|EU014382.1|Giardia intestinalis .. ... ... .. (.. .. Ll it it tih e hee e e eee e e eee e eee e e eee e a.. T
#91118389199|gb|AY072725.1|Giardia intestinalis .. ... ... .. L. i Lil o iee iee e e e e eee e JT Ll Lol Ll ool i aee o o LT
#911262385407|gb|FJ971435.1|Giardia intestinalis
#911262385501 |gb|FJ971482.1|Giardia intestinalis .. ... ... .. .. i Lit it it tih e hee e e eee e e e e eee e e e e e WT
#911156193919|gb|EU014391.1|Giardia intestinalis .. ... ... .. (.. ti. Lit it it tih e eee e e eee e e e e eee e e eee e a.. WT
#911262385497|gb|FJ971480.1|Giardia intestinalis
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33 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 4

66 777 777 777 788 888 888 889 999 999 999 000 000 000 011 111 111 112 222 222 222 333 333 333 344 444 4

89 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 5
#Giardia_spp ponto 1 F - Faria-Timbo TG AGA TGG GCG ACA CGC TCA ACA ACG TCG AGA CGA ATC TCC AGA ACC AGA TCG CCA TCC ACA ACG ACG CCA TCG CAG C
#Giardia_spp_ponto_1 R - Faria-Timbo € N T I € 8

#91118389201 |gb|AY072727.1|Giardia intestinalis

#91118389209|gb|AY072726.1|Giardia intestinalis
#911325651623|dbj |AB618785.1|Giardia intestinalis

#9i 1322227371 |gb|HQ179587
#9i1156193921 |gb|EU014392
#9i 1322227369 |gb|HQ179586
#911262385467|gb|FJ971465
#9i 1262385459 |gb|FJ971461
#9i 1262385465 |gb|FJ971464
#9i 1262385403 |gb|FJ971433
#9i 1262385401 |gb|FJ971432
#9i 1262385395 |gb|FJ971429
#9i 1262385389 |gb|FJ971426
#9i]156193915|gb|EU014389
#9i 1156193901 |gb|EU014382

.1|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
.1l|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
.1l|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
.1] Giardia intestinalis
.1| Giardia intestinalis

.1] _Giardia intestinalis

#91118389199|gb|AY072725.1| Giardia intestinalis

#9i 1262385407 |gb|FJ971435
#9i 1262385501 |gb|FJ971482
#9i 1156193919 |gb|EU014391
#9i 1262385497 |gb|FJ971480

.1| Giardia intestinalis
.1] Giardia intestinalis
.1| Giardia intestinalis

.1| Giardia intestinalis
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44 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 444 455 555 555 555 555 555 555 555 5
44 445 555 555 555 666 666 666 677 777 777 778 888 888 888 999 999 999 900 000 000 001 111 111 111 222 2
67 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 3

#Giardia spp ponto 1 F - Faria-Timbo CC TCA GGA AGG AGG CCC TCA AGA GCC TGA ACG ACC TCG AGA CAG GCA TCG CCA CGG AGA ACG CCG AGA GGA AGA AGA T

#Giardia_spp_ponto_1 R - Faria-Timbo
#91118389201|gb|AY072727.1|Giardia intestinalis
#91118389209|gb|AY072726.1|Giardia intestinalis

#911325651623|dbj |AB68785.
#911322227371|gb|HQ179587.
#911156193921|gb|EU014392.
#911322227369|gb|HQ179586.

#9i 1262385467 |gb|FJ971465
#9i 1262385459 |gb|FJ971461

l|Giardia intestinalis
l1|Giardia_intestinalis
l|Giardia intestinalis

l|Giardia intestinalis

.1l|Giardia intestinalis
.1|Giardia intestinalis
#911262385465|gb|FJ971464.
#911262385403|gb|FJ971433.
#911262385401|gb|FJ971432.
#911262385395|gb|FJ971429.
#911262385389|gb|FJ971426.
#911156193915|gb|EU014389.
#911156193901|gb|EU014382.

l1|Giardia_ intestinalis
l|Giardia intestinalis
l|Giardia intestinalis
l1|Giardia intestinalis
l1|Giardia intestinalis
l|Giardia intestinalis

l1|Giardia intestinalis

#91118389199|gb|AY072725.1|Giardia intestinalis

#911262385407 |gb|FJ971435.
#911262385501 |gb|FJ971482.
#911156193919|gb|EU014391.
#911262385497|gb|FJ971480.

l|Giardia intestinalis
l1|Giardia intestinalis
l|Giardia intestinalis

l|Giardia intestinalis
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#Giardia_spp_ponto_1 F - Faria-Timbo

#Giardia spp_ponto 1 R - Faria-Timbo
#91118389201|gb|AY07227.1|Giardia intestinalis
#91118389209|gb|AY072726.1|Giardia intestinalis
#911325651623|dbj |AB618785.1|Giardia intestinalis
#911322227371|gb|HQ179587.1|Giardia intestinalis
#911156193921|gb|EU014392.1|Giardia intestinalis
#911322227369|gb|HQ179586.1|Giardia intestinalis
#911262385467|gb|FJ971465.1|Glardia intestinalis
#911262385459|gb|FJ971461.1|Giardia intestinalis
#911262385465|gb|FJ971464.1|Giardia intestinalis
#911262385403|gb|FJ971433.1|Giardia intestinalis
#911262385401|gb|FJ971432.1|Giardia intestinalis
#911262385395|gb|FJ971429.1|Giardia intestinalis
#911262385389|gb|FJ971426.1|Gilardia intestinalis
#911156193915|gb|EU014389.1|Giardia intestinalis
#911156193901|gb|EU014382.1|Giardia intestinalis
#91118389199|gb|AY072725.1|Giardia_intestinalis
#911262385407|gb|FJ971435.1|Giardia intestinalis
#911262385501|gb|FJ971482.1|Giardia intestinalis
#911156193919|gb|EU014391.1|Giardia intestinalis
#911262385497|gb|FJ971480.1|Giardia intestinalis

55 555 555 555

22 222 233 333

45 678 901 234

GT ATG ACC AGC
.C.

555 555 555 555 555 555 555 555 555 555

333 334 444 444 444 555 555 555 566 666

567 890 123 456 789 012 345 678 901 234

TCA ACG AGA AAG TCG CAG AGG GCT TCG CCC
.G.

99

555 555
666 667
567 890
GCA TCT

555 555 555 555 555
777 777 777 888 888
123 456 789 012 345
CCG CTG CCA TCG AGA

.C.

.G.

L T T - A

555 555 555 555
888 899 999 999
678 901 234 567
GGG AGA CGA TCG

556
990
890
ccc

Q = O o



66 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 666 6
00 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 5
23 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 5

#Giardia spp ponto 1 F - Faria-Timbo CG AGA GGG CCG TCA GCG CCG CCA CGA CAG AGG CCC TCA CAA ACA CGA AGC TCG T

#Giardia_spp ponto_1 R - Faria-Timbo i eee e ... WTL .T. WT. ... ... ... AL .G.

#91118389201|gb|AY072727.1| Giardia intestinalis

#91118389209|gb|AY072726.1| Giardia intestinalis

#911325651623|dbj |AB618785.1|Giardia intestinalis

#911322227371|gb|HQ179587.1|Giardia intestinalis

#911156193921|gb|EU014392.1|Giardia intestinalis

#911322227369|gb|HQ179586.1|Giardia intestinalis

#911262385467|gb|FJ971465.1|Giardia intestinalis

#911262385459|gb|FJ971461.1|Giardia intestinalis

#911262385465|gb|FJ971464.1|Giardia intestinalis

#911262385403|gb|FJ971433.1|Giardia intestinalis

#911262385401|gb|FJ971432.1|Giardia intestinalis

#911262385395|gb|FJ971429.1|Giardia intestinalis

#911262385389|gb|FJ971426.1|Giardia intestinalis

#911156193915|gb|EU014389.1|Giardia intestinalis

#911156193901|gb|EU014382.1|Giardia intestinalis

#91118389199|gb|AY072725.1|Giardia intestinalis

#911262385407 |gb|FJ971435.1|Giardia intestinalis

#911262385501|gb|FJ971482.1|Giardia intestinalis

#911156193919|gb|EU014391.1|Giardia intestinalis

#911262385497|gb|FJ971480.1|Giardia intestinalis
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