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Resumo. Os microrganismos podem ser classificados e observados em diversos reinos
biolégicos, sendo amplamente distribuidos nos mais diferentes ambientes do planeta, po-
dendo ser detectados nos lugares mais comuns aos mais hostis, causando impactos direta-
mente no padrao ambiental e em diversos outros organismos. Um dos microrganismos de
elevado potencial biotecnolégico e patogénico sao as bactérias. O objetivo desse trabalho é
gerar bactérias artificiais mutantes hibridas de humano com peixe da espécie Streptococcus
agalactiae por meio de algoritmo evolucionario, combinando os genes de bactérias encontra-
das em peixes e humanos, e sua posterior classificagdo em uma méquina de inferéncia Fuzzy.
Para auxiliar o trabalho foram realizadas analises comparativas entre os perfis genomicos
das bactérias, para classifica-las e trata-las de forma preventiva, evitando possiveis surtos.

Palavras-chave. Streptoccus Agalactiae. Bactéria Hibrida. Algoritmo Genético. Inte-
ligéncia Computacional. Légica Fuzzy.

1 Introducao

Os microrganismos podem ser classificados e observados em diferentes reinos biolégicos,
sendo amplamente distribuidos na natureza. A alta diversidade de microrganismos con-
tribui para um alto volume de informacoes que impulsionam estudos em diversas areas:
agraria, medicina e industria [12]. Os microrganismos podem ser detectados nos lugares
mais hostis, afetando diretamente o padrao ambiental e outros organismos. Levando-se em
consideracao essas informagoes, é possivel apontar que tais caracteristicas possam refletir
em impactos significativos na economia, e satde de forma positiva ou negativa [8].
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Dentre os microrganismos mais estudados estao as bactérias. Elas sao de grande im-
portancia medicinal, biotecnoldgica, veterinaria, ambiental e um dos mais antigos orga-
nismos da Terra, com amostras localizadas em rochas de 3,8 milhoes de anos [8]. Existem
varios fatores que tornam as bactérias bons organismos modelos para diversos estudos
gendémicos como: conservacao de fungoes celulares em comum com organismos mais com-
plexos, a possibilidade de se obter rapidamente condigoes de cultivo adequadas com uma
elevada quantidade de material bioldgico, e possuir um custo de desenvolvimento signifi-
cativamente menor quando comparado a organismos eucariotos [5], [8].

Entre as inimeras caracteristicas das bactérias, uma das mais importantes é a re-
producao, pois ela permite a geracao de mutacgoes, transferéncias de genes entre espécies,
trocas e ganhos de fatores de viruléncia e aquisicdo de novas resisténcias [8]. Os novos
fatores de viruléncia e resisténcia aumentam significativamente o risco para os hospedeiros,
pois a cada nova resisténcia adquirida, aumenta-se a necessidade de se desenvolver novos
antibacterianos e bactericidas para combateé-los, sendo que a cada dia, antigos farmacos
se tornam menos eficazes e, assim, aumentam o custo de pesquisas para se combater as
novas resisténcias obtidas pelas novas geragoes [11].

Tendo em vista as informacGes que sdo categoricamente discutidas pela literatura,
nota-se que os microrganismos, em especial as bactérias, despertam grande interesse em
pesquisas direcionadas as areas abordadas neste trabalho. O total de projetos de genomas
depositados na base de dados (BD) Gold desde da sua criagdo em 2007 as bactérias eram
o maior grupo. No ano de 2011, o BD armazenava aproximadamente 10 mil genomas
bacterianos, e ja em 2015, o valor chegou a aproximadamente 50 mil genomas, em 2018
teve um salto significativo para aproximadamente 140 mil genomas [3].

Dentro do filo das Firmicutes encontra-se o género Streptococcus. Esse género atual-
mente tem 121 espécies, 23 subespécies identificadas e, aproximadamente, 100 mil artigos
relacionados [7], [10]. Dentre as espécies mais estudadas, destaca-se a Streptococcus aga-
lactiae, uma bactéria patogénica que afeta diversos hospedeiros.

Atualmente existem aproximadamente 40 genomas completos de S. agalactiae depo-
sitados no banco de dados publicos, tornando-se necessiario um aumento significativo no
nimero de linhagens, pois essa quantidade baixa é um grande dificultador das anélises
comparativas. Outros fatores dificultadores sdo: o custo elevado de sequenciamento com
plataformas NGS (Nezt-Generation Sequencing) e a elevada dificuldade técnica na mon-
tagem de genomas completos. Por tais motivos o necessario desenvolvimento de novas
abordagens in silico para simular novas linhagens [9].

Neste trabalho, foi implementado um algoritmo bioevolutivo, de modo a criar com-
putacionalmente bactérias mutantes que contenham os genes de peixe e os de humano
para andalises futuras. Essas bactérias serao geradas considerando o perfil genémico das
espécies, sua probabilidade de sobrevivéncia e sua capacidade adaptativa mais préximos
a realidade. Serao dados maiores pesos aos genes de peixes origindrios da Asia e genes de
humanos da América, pois o maior objetivo é estudar e prevenir mutacoes de bactérias
com caracteristicas destes peixes e com capacidade de afetarem Homo sapiens na América.
Em seguida, sera criada um classificador de inferéncia Fuzzy onde as bactérias serao classi-
ficadas considerando as informagoes obtidas pelo algoritmo genético, e resultando em uma
nota para cada bactéria referente a sua probabilidade de sobrevivéncia e sua capacidade de
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adaptacao. Uma das formas de realizar essa classificacao é por meio da utilizacao de Inte-
ligéncia Computacional (IC). Pois através do conhecimento das especialistas Biomedicina,
Medicina da Santa Casa BH, e Microbiologia pela UFMG, em conjunto com desenvolvi-
mento da IC foi possivel avaliar a eficiéncia da maquina Fuzzy, considerando os aspectos
de sobrevivéncia e adaptacao, para uma melhor comparacao e analise dos resultados.

2 Algoritmo Genético

Observando a evolugao tecnolégica principalmente na inteligéncia artificial, fica claro
que a natureza serve como fonte de inspiragao para os cientistas. Um dos exemplos mais
difundidos é a computacao evolucionaria, baseada no principio da evolucao das espécies
e na genética. Neste contexto, existem algoritmos evoluciondrios, criados a partir das
ideias de evolucao dos individuos na natureza, inspiradas pelo Darwinismo e Lamarc-
kismo. Os algoritmos de computagao evolutiva trabalham com um conjunto (populagao)
de solucoes candidatas que interagem entre si e competem pela permanéncia na populacao.
A evolucao ¢é alcancada basicamente pelos processos de reproducgao dos individuos com
heranga genética, variacdo em uma populacao de individuos (mutagao, que ajuda a criar
diversidade na populagao) e aplicagdo da “selegdo natural”’para producao da préxima
geragao, onde individuos mais bem adaptados tem maiores chances de sobreviverem [6].

Segundo Goldberg e Holland(1988), um algoritmo genético (AG) é uma técnica de
busca que localiza uma sequéncia 6tima, através do processamento de uma populagao
de sequéncias inicializadas aleatoriamente, usando técnicas inspiradas na biologia evolu-
tiva, como hereditariedade, mutagao, selegdo natural e recombinacao (Crossover) [4]. O
primeiro passo do AG ¢ iniciar com uma populagao de individuos (que pode ser feita
de forma aleatéria ou deterministica), representando um conjunto de solugoes candidatas
para o problema. Em seguida, a populacao é avaliada, de maneira que cada individuo re-
cebe um valor de aptidao (Fitness), indicando quao boa aquela solucdo é para o problema.
Este valor é utilizado para comparacao entre os individuos e d4 maior probabilidade aos
individuos com aptidao maiores de serem selecionados para a préxima geragao e para
gerar descendentes no cruzamento, porém nao descartando a possibilidade de individuos
menos adaptados de também se reproduzirem ou serem selecionados. Esta caracteristica
torna o processo de selecao probabilistico, pois cada individuo possui uma determinada
probabilidade de ser selecionado de acordo com o valor de aptidao [6].

3 Loégica Fuzzy

Ao descrevermos certos fenémenos ou caracteristicas relacionados ao mundo é comum
a utilizacao de graus que representam qualidades ou verdades parciais. Como exemplo,
podemos considerar o grupo “pessoas altas”, e uma abordagem para caracterizar este
grupo é dada de maneira que os individuos sejam considerados altos com maior ou menor
grau, ou seja, existem elementos que pertenceriam mais a classe dos altos que outros.
Por consequéncia, quanto menor (ou maior) for a medida da altura do individuo, menor
(ou maior) serd seu grau de pertinéncia a esta classe. Desse modo, podemos dizer que
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os individuos pertencem a classe das pessoas altas, com maior ou menor intensidade.
Partindo deste tipo de questoes, onde a propriedade que define o conjunto é incerta, que
surgiu a teoria dos conjuntos Fuzzy, que tem crescido consideravelmente em nossos dias,
tanto do ponto de vista tedrico como nas aplicacoes em diversas areas de estudo, como
computagao e matemdtica [2].

Na logica Fuzzy a ambiguidade semantica da inteligéncia humana pode ser representada
por meio de varidveis linguisticas e seus termos primaérios. Uma varidvel linguistica é
uma entidade utilizada para se representar de modo impreciso e, portanto, linguistico,
um conceito ou varidavel de um dado problema. Ela admite como valores as expressoes
linguisticas (chamadas de termos primarios), em contraste com uma varidvel numérica que
assume apenas valores precisos. Os termos primarios de uma varidvel linguistica formam
a sua estrutura de conhecimento. Por exemplo, a variavel linguistica “altura”poderia
admitir os termos primdrios “muito alto”e “razoavelmente baixo” [1].

A estrutura adotada nos métodos de inferéncia Fuzzy de Mamdani define regras de
produgao que possuem relagoes Fuzzy tanto em seus antecedentes quanto em seus conse-
quentes [1]. Neste método, o médulo de interface (entrada) recebe valores numéricos e
os converte em conjuntos Fuzzy equivalentes, ocorrendo uma conversao escalar — Fuzzy
(Fuzzificagdo). A maquina de inferéncia entao busca em seu banco de conhecimento e pro-
cessa as regras disparadas pela entrada, fazendo uma composicao pelo método Max-Min.
Entao, o médulo de interface de saida recebe um conjunto Fuzzy (processado anterior-
mente) para cada varidvel de entrada e o converte em um valor escalar correspondente,
gerando saidas compativeis com os demais sistemas [1].

4 Analise Comparativa Gendémica

A andlise comparativa gendémica consiste em comparar e selecionar quais os genes que
sao encontrados em determinadas linhagens do Cluster sobre uma determinada condigao
[13]. Essas andlises inicialmente podem ser realizadas pelos identificadores de genes, porém
o mesmo gene é anotado com diferentes termos em diversas linhagens tal fato dificulta
uma andlise comparativa por termos e ontologias. Foi necessario realizar alinhamento
de sequéncias locais entre os genes de cada linhagem do Cluster, os pardmetros foram
de no minimo 90% de identidade e 90% de cobertura. Apds obtencao das linhagens no
formato gbff no Site do NCBI, as linhagens foram separadas em diversos clusters génicos,
sendo realizadas diversas andlises: 1° - Cluster Homo sapiens: Core, Parcial e Unique;
2° - Cluster Homo sapiens América X Homo sapiens Asia: Core, Parcial e Unique; 3° -
Cluster Oreochromis sp: Core, Parcial e Unique; 4° - Cluster Oreochromis sp América X
Oreochromis sp Asia: Core, Parcial e Unique; 5°- Cluster Homo sapiens X Oreochromis
sp: Core, Parcial e Unique. A andlise comparativa de Core consiste em selecionar quais
genes sao encontradas em todas as linhagens do cluster. J& a Parcial sao todos os genes
que existem em um determinado grupo e nao existem no outro e o Unique sao os genes
que existem exclusividade em um sub grupo refinado de um determinado grupo. As saidas
das analises comparativas foram usadas para as proximas etapas do trabalho.
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5 Implementacao do Algoritmo Genético

O AG foi implementado em linguagem Java 6, na IDE NetBeans. As informagoes refe-
rentes ao genes foram obtidas no NCBI. Todos os genes do Core Genoma foram definidos
com peso 1 (pois s@o essenciais), os genes do Parcial Core foram definidos com peso 2,
os genes Fxclusive de peixe América foi dado peso 1,5. Ja para genes Fxclusive de peixe
da Asia foi dado peso 3, pois sdo genes que tem maior importancia para este trabalho,
uma vez que os peixes da Asia afetando humanos da América seriam o caso mais grave
devido as diferentes possibilidades de mutacGes e o atual despreparo para esta situacao
hipotética. Pelo mesmo motivo, os genes Exclusive de humano da América possuem peso
3. Finalmente, aos genes Fzclusive de humano da Asia foi dado peso 2. Para uma bactéria
ser factivel, e mais fiel a uma possivel bactéria real, foi considerado que a mesma deve
ter tamanho entre 2000kb e 2400kb, deve possuir todo o core genoma do hospedeiro (hu-
mano), deve possuir entre 40% e 60% do Parcial Core (peixe) e deve possuir entre 40%
e 70% do Unique Core. Para a selecao foram utilizadas a roleta simples e com ranking.
O numero de pareamentos para o cruzamento foi definido como a metade do nimero de
individuos da populacgédo. Se a populacao possui 100 bactérias, ocorrerao 50 pareamentos,
por exemplo. O crossover foi implementado considerando os genes Parcial e Unique das
bactérias, uma vez que o core genoma do hospedeiro deve estar totalmente presente na
bactéria (sendo inclusive critério de factibilidade), nao fazendo sentido utilizar crossover
neste grupo de genes. O Crossover é realizado com 1 ponto de corte definido aleatoria-
mente para o Parcial Core e outro para o Unique core da bactéria, podendo ser pontos
diferentes. Os parametros utilizados nas execugoes foram os seguintes: Tamanho da Po-
pulacao: 250; N. de Geragoes: 400; Taxa de Mutagao: 0,3; Taxa de Cruzamento: 0,8;
Critério de parada: N. de geragoes atingido.

6 Maquina de Inferéncia Fuzzy

As bactérias resultantes das execugoes do algoritmo completo de AG foram classificadas
em um método de inferéncia Fuzzy de Mamdani. O sistema possui 3 varidveis linguisticas
de entrada e 2 de saida. As varidveis linguisticas de entrada sdo o tamanho da bactéria,
sua pontuagao (valor) de Parcial Core e sua pontuagao (valor) de Unique Core. A entrada
(tamanho) que admite os termos primarios pequeno, ideal e grande. Os 3 termos foram
representados por fungoes triangulares, sendo que o termo ideal abrange de 1800kb a
2600kb, possuindo pertinéncia 1 em 2200kb. As varidveis de entrada Score Parcial e Score
Unique admitem os termos primarios baixo, médio e alto, todas sendo representadas por
fungoes triangulares. Para estas varidveis, quanto maior seu valor, melhor a bactéria.

As varidveis de saida foram adaptabilidade e probabilidade de sobrevivéncia. Ambas
admitem os termos primarios muito baixa, baixa, média, alta e muito alta. Procuramos a
bactéria com a melhor adaptabilidade e melhor probabilidade de sobrevivéncia possivel. Os
termos muito baixa e muito alta foram representados por fungoes trapezoidais, enquanto
os termos baixa, média e alta foram representados por func¢oes triangulares. As particoes
Fuzzy de saida admitem valores entre 0 e 1, indicando qual bactéria que possui melhor
valor de adaptabilidade e probabilidade de sobrevivéncia.
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7 Resultados Obtidos

O AG foi executado 10 vezes em sequéncia devido ao tempo de execucao e a limitagao
computacional da maquina utilizada. Apds o fim de cada execugao foi selecionado a me-
lhor bactéria gerada (elitismo). Em seguida as caracteristicas de cada uma foram inseridas
na maquina de inferéncia Fuzzy, criada no Matlab, e as bactérias foram classificadas con-
siderando sua adaptabilidade e probabilidade de sobrevivéncia.

Ap6s a classificacao das bactérias pelo método de inferéncia Fuzzy, as especialistas Mi-
crobiologia e Medicina também classificaram as bactérias considerando os mesmos fatores.
Os resultados da classificagao pelo método Fuzzy e pelo especialistas podem ser vistos
na Tabela 1, onde é mostrado para cada uma das execugoes o tamanho da bactéria, sua
pontuacao do Parcial Core, pontuagao do Unique Core, classificacao de 0 a 1 referente a
adaptabilidade da bactéria pelo método Fuzzy, classificacao 0 a 1 referente a adaptabili-
dade da bactéria pelo método Fuzzy, classificacao quanto adaptagao e sobrevivéncia pelas
especialista. Os resultados demonstram que as bactérias geradas pelo AG possuem bons
atributos tanto em adaptabilidade quanto em probabilidade de sobrevivéncia, sendo bons
padrées para um estudo aprofundado de suas cargas genéticas e caracteristicas, além das
consequéncias de sua existéncia. Isso fica evidenciado ao perceber que todas as 10 bactérias
alcancaram pontuagao superior a 65% para ambos os atributos considerados tanto pela
classificacao do método de inferéncia Fuzzy e 60% pelas especialistas.

Tabela 1: Resultado das classificacoes das bactérias pelo Fuzzy e as Especialistas

Nota Fuzzy Nota Fuzzy Nota Esp 1 Nota Esp 2

Exec. Tamanho Score P. Score U. Adapt. Sobreviv. Adapt. Sobreviv.
1 2395 3809 16,47 0,656 0,661 0,611 0,67
2 2397 3809 18,50 0,657 0,714 0,62 0,73
3 2400 3829 13,52 0,671 0,653 0,70 0,66
4 2397 3799 17,72 0,662 0,685 0,60 0,69
5 2400 3842 15,96 0,814 0,655 0,76 0,665
6 2399 3821 16,05 0,653 0,654 0,605 0,665
7 2399 3817 18,10 0,655 0,696 0,61 0,71
8 2398 3825 17,42 0,656 0,677 0,611 0,68
9 2398 3812 15,12 0,651 0,651 0,609 0,66
10 2400 3816 17,51 0,654 0,678 0,61 0,685

8 Conclusoes

Aplicacao do método Fuzzy se mostrou muito 1til para auxiliar na tomada de decistes
e na classificacao dos diversos perfis das bactérias, pois através da mesma foi possivel
condensar um alto volume regras, para criar um classificador funcional de microrganismos
hibridos. Observarmos que apds execugoes dos algoritmos foi possivel gerar bactérias
mutantes hibridas contendo os genes das linhagens de humano e peixe factiveis, e que elas
tiveram bons resultados de adaptabilidade e sobrevivéncia variando entre 65 a 80%.
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As opinioes das especialistas na classificagoes das bactérias foram bem proxima da clas-
sificacao realizada pela maquina Fuzzy, e isso demonstra que a mesma estd bem calibrada
para esta fungao. Dependendo do perfil desejado da bactéria e do objetivo, podem ser
selecionadas diferentes bactérias. Por exemplo no caso da melhor bactéria com maior ca-
pacidade adaptativa, seria a bactéria 5 que possui valor de 0,814 de acordo com a maquina
Fuzzy e 0,760 na opinidao do especialista. Ja no caso de melhor bactéria com maior capaci-
dade de sobrevivéncia seria a bactéria 2 com valor de 0,714 atribuido pela maquina Fuzzy
e 0,730 de acordo com o especialista.
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