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RESUMO

O gene floR descrito é relacionado na literatura como responsavel pela resisténcia
ao florfenicol, que € um antimicrobiano amplamente utilizado na aquicultura. Esse
gene ja foi relatado em muitas espécies de bactérias, inclusive no género
Aeromonas. Essas bactérias causam alta mortalidade na piscicultura trazendo
prejuizos econdmicos. E importante que haja estudos sobre esse gene e
possiveis mutacdes que possam levar a alteracdes na estrutura e funcdo da
proteina. O objetivo desse estudo foi caracterizar o gene floR em isolados de
Aeromonas spp. e verificar se a presenca desse gene esta associada com a
resisténcia ao florfenicol em Aeromonas spp. obtidas do Vale do sédo Francisco.
Foram realizadas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) do gene rRNA 16S
para identificacdo de genéro dos isolados. PCRs também foram realizadas para
verificar a presenca do gene floR. Amostras positivas para a presenca do gene
foram sequenciadas e analisadas quanto a presenca de polimorfismos por meio
de alinhamentos. Os diferentes haplotipos detectados foram utilizados para
andlises com os programas SIFT e PolyPhen para predicdo de alteracdo de
funcao proteica. A modelagem estrutural da proteina codificada pelo gene floR foi
realizada com o programa Modeller e, os modelos foram avaliados pelo Procheck,
Verify3D e Whatif. A similaridade das estruturas tridimensionais da proteina
referéncia foi comparada com as estruturas tridimensionais das proteinas
codificadas pelos diferentes haplotipos através do TM-align. A resisténcia das
bactérias ao florfenicol foi avaliada através do teste de microdiluicdo em caldo, o
qual também foi realizado na presenca do carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona
para verificar o efeito da inibicdo da bomba de efluxo sobre tal resisténcia. Dentre
os 45 isolados avaliados, 27 foram confirmados como pertencentes ao género
Aeromonas e foram verificadas quanto a presenca do gene floR. Dez isolados
positivos para o gene foram sequenciados, o que permitiu identificacdo de 3
polimorfismos no gene floR, que levaram a construcdo de 3 haplotipos diferentes
(TAA, TTA e CTG). As andlises realizadas com os programas SIFT e PolyPhen
apontaram que os haplotipos TTA e TAA provavelmente poderiam alterar a
estrutura-funcdo da proteina. As proteinas modeladas para os trés haploétipos
demonstraram possuir praticamente a mesma conformacao estrutural entre si.
Todos os isolados que apresentaram o gene foram resistentes ao florfenicol e
aqueles que nao apresentavam foram sensiveis. O teste na presenca do Carbonil
Cianeto m-Clorofenil Hidrazona foi realizado para 3 isolados, cada isolado
representando um haplétipo, sendo possivel observar a inibicdo do crescimento
bacteriano em todas as concentracfes independente do haplétipo. Os resultados
obtidos nesse estudo mostram que a resisténcia ao flofenicol em Aeromonas spp.
pode ser explicada pela presenca do gene floR, e que esse gene esta relacionado
com uma bomba de efluxo. As mutacdes verificadas no gene floR, parecem nédo
estar envolvidas com alteracdo de estrutura e funcdo da proteina codificada por
esse gene.

Palavras chave: Gene floR. Polimorfismos. Estrutura e Funcéo proteica.
Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

The floR gene is described in related literature as responsible for resistance to florfenicol,
which is a widely used antimicrobial agent in aquaculture. This gene has been reported in
many species of bacteria, including the genus Aeromonas. These bacteria cause high
mortality in fish farming bringing economic losses. It is important that studies of this gene
and possible mutations that can lead to changes in the structure and function of the
protein. The aim of this study was to characterize the flower gene in isolates of
Aeromonas spp. and check the presence of this gene is associated with resistance to
florfenicol in Aeromonas spp. obtained from the San Francisco Valley.The polymerase
chain reaction were performed (PCR) for the 16S rRNA gene for genus identification of
isolates. PCRs were also performed to verify the presence of the floR gene. Positive
samples for the presence of the gene were sequenced and analyzed for the presence of
polymorphisms using alignments. Different haplotypes detected were used for analysis
with the SIFT and PolyPhen programs for prediction of changes in protein function. The
structural modeling of protein encoded by the floR gene was performed using the program
Modeller, and the models were evaluated by Procheck, Verify3aD and Whatif. The
similarity of the three-dimensional structures of the reference protein were compared with
the three-dimensional structures of the proteins encoded by the different haplotypes by
TM-align. Bacterial resistance to florfenicol was assessed by the microdilution test, which
was also performed in the presence of carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone to
verify the effect of inhibiting the efflux pump of such resistance. Among the 45 isolates
evaluated, 27 were confirmed as belonging to the genus Aeromonas, and were checked
for the presence of the floR gene. Ten isolates were positive for the gene sequenced,
which allowed the identification of polymorphisms in 3 floR gene, which led to the
construction of three different haplotypes (TAA TTA and CTG). The analyzes carried out
with the SIFT and PolyPhen programs showed that the TTA and TAA haplotypes could
probably change the protein structure-function. Proteins modeled for the three haplotypes
were found to have substantially the same structural conformation with each other. All
isolates presenting the gene were resistant to florfenicol and those who did not have were
sensitive. The test in the presence of carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone was
conducted for 3 isolates, representing each single haplotype and was observed inhibition
of bacterial growth at all concentrations independent of the haplotype. The results of this
study show that resistance in flofenicol Aeromonas spp. May be explained by the
presence of floR gene and that this gene is associated with an efflux pump. Mutations
observed in floR gene do not appear to be involved with altered structure and function of
the protein encoded by that gene.

Keywords: Gene floR. Polymorphisms. Protein structure and function. Antimicrobial
resistance
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1. INTRODUCAO

De acordo com dados publicados pelo Ministério de Pesca e Aquicultura,o
Brasil ocupou o 19° lugar entre os trinta maiores produtores de pescado,
contribuindo com 1.264.765 t na producdo mundial de pescado em 2010, (MPA,
2011). De acordo com FAO (2012) a producédo de peixes em 2010 foi de 148
milhdes de toneladas, sendo que 128 milhdes de toneladas foram utilizadas como
alimento humano. Em 2011 de acordo com Anuério Brasileiro da Pesca e
Aquicultura (2014), foram produzidas cerca de 170 milhfes de toneladas de

pescado, sendo 130,8 milhdes de toneladas para consumo humano.

As doencas bacterianas sdo um grande entrave no cultivo de peixes, pois
causam grandes perdas econOmicas pela alta mortalidade que provocam
(BOINJIK; BRANDAO, 2001). As Aeromonas spp. sdo contaminantes comuns de
peixe e marisco e, sdo onipresentes no ambiente aquatico (HANNINEN et al.,
1997). Essas bactérias podem ser encontradas em &gua doce, agua potavel,
mesmo clorada, solo e alimentos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). O vasto
panorama de fontes ambientais a partir da qual podem ser encontradas essas
espécies, permite que haja uma constante interacdo entre essas bactérias e os
seres humanos (JANDA; ABBOTT, 2010).

Atualmente as Aeromonas spp. estdo incluidas na familia
Aeromonadaceae (PARKER; SHAW, 2011). Essas bactérias sdo consideradas
patdgenos entéricos, causadores de graves problemas para a saude publica, pois
estdo ligadas a doencas humanas, tais como: gastrenterite dos tecidos moles,
infeccbes musculares, septicemia e doencas de pele (IGBINOSA et al., 2012). A
diarreia € a forma mais comum da manifestacdo dessas bactérias em humanos
(GHENGHESH et al., 2008).

As septicemias causadas pelas bactérias do género Aeromonas em
peixes sao bastante frequentes nos cultivos, geralmente acometendo os animais
com a resisténcia comprometida apos estresses associados a0 manejo ou a
problemas de qualidade de 4gua (KUBITZA, 2008). As causas de grandes perdas

na piscicultura intensiva sdo as infeccbes bacterianas e a auséncia de meios
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preventivos eficazes contra as doencgas, resultando na utilizagdo extensiva de

compostos antimicrobianos (HEKTOEN et al., 1995).

A oxitetraciclina foi por muitos anos o agente de primeira escolha na
piscicultura (HEKTOEN et al., 1995). O Aquaflor® é o primeiro antimicrobiano
comercialmente registrado para uso aquicola. E um produto a base de florfenicol
(FFC) (SCHERING plough- aquaflor), e atualmente o FFC € o Unico permitido
para o uso na aquicultura no Brasil (MAPA, 2010 citado por ROSSI, 2012).

O FFC é um antimicrobiano analogo fluorado do cloranfenicol e tianfenicol
que foi produzido sinteticamente para uso exclusivo de médicos veterinarios
(SCHERING plough- technical monograph). E utlizado no tratamento
antibacteriano na piscicultura, e devido o seu uso intensivo, 0s potenciais efeitos
Nnocivos nos organismos aquaticos tornam-se preocupantes (BOTELHO et al.,
2015).

Segundo Li et al. (2015), o uso abusivo de antimicrobianos na piscicultura
faz com que as bactérias enfrentem forte pressao de selecdo, que pode levar a
intensificacdo da resisténcia através de uma variedade de mecanismos, tais como
mutacdo e transferéncia horizontal de genes de resisténcia. O floR € um gene
relatado em varios estudos como aquele relacionado com a resisténcia ao
antimicrobiano florfenicol (FERNANDEZ-ALARCON et al., 2008). Gordon et al.,
(2008) fizeram o primeiro relato do gene floR em Aeromonas bestiarum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Piscicultura

2.1.1. Producao mundial de pescado

A pesca de captura e aquicultura mundial contribuiu com cerca de 148 milhdes
de toneladas de peixes em 2010, dos quais cerca de 128 milhGes de toneladas
foram utilizados como alimento humano (FAO, 2012). A producdo mundial de
alimentos para consumo humano a partir de peixes cresceu a uma taxa média
anual de 6,2% no periodo entre 2000 e 2012. Os 15 principais paises foram
responsaveis por 92,7% de toda a producdo de alimentos em 2012, entre eles
destacam-se Chile e Egito (FAO, 2014).

O Brasil melhorou de forma significativa sua producao de pescado nos ultimos
anos (FAO, 2014). Em 2011 as espécies mais cultivadas nacionalmente foram a
tilapia e o tambaqui, as quais somadas representaram 67,0% da producéo
nacional de pescado. Contudo, também merecem destaque a producdo de
tambacu, carpa e pacu, que juntas representaram 20,1% da producdo (MPA,
2011). De acordo com o IBGE a tilapia foi o pescado que teve maior producdo em
2014, com 198.664.464 kg (IBGE, 2014).

De acordo com a FAO (2014), uma porcédo de 150g de peixe pode fornecer
cerca de 50-60% da exigéncia diaria de proteina. Em 2010, os peixes foram
responsaveis por 16,7% da ingestdo global da proteina animal da populacéo e
6,5% de toda a proteina consumida (FAO, 2014).

Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, a produ¢cdo mundial
de pescado atingiu aproximadamente 142 milhGes de toneladas em 2008, 146
milhdes de toneladas em 2009 e 168 milhdes de toneladas em 2010, tanto da
pesca extrativa quanto da aquicultura. A China, a Indonésia, a india e o Peru
foram os maiores produtores em 2009, ja em 2010 foram a China, a Indonésia, a
india e o Japo. O Brasil contribuiu com 0,75% (1.264.765 t) da producdo mundial
de pescado em 2010 (MPA, 2010). De acordo com o Anuario Brasileiro da Pesca
e Aquicultura (2014), o Brasil ocupou a 17°posicdo no ranking mundial na

producédo de pescados em cativeiro e a 19° na producao total de pescados.
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Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor na aquicultura do
continente americano, sendo o primeiro o Chile. O setor de pesca e aquicultura
desempenham um papel importante na seguranca alimentar do Brasil, fornecendo
uma fonte importante de proteinas e subsisténcia para milhdes de familias.
Estima-se que cerca de quatro milhdes de pessoas estejam direta ou
indiretamente envolvidas nesse setor (OCDE —FAO 2015).

Em 2011, a regido Nordeste registrou a maior producdo de pescado do
pais, com 454.216,9 t, respondendo por 31,7% da producdo nacional. As regides
Sul, Norte, Sudeste e Centro-Oeste registraram 336.451,5 t (23,5%), 326.128,3 t
(22,8%), 226.233,2 t (15,8%) e 88.944,5 t (6,2%), respectivamente (MPA, 2011).

Uma série de mercados emergentes tornaram-se importantes principais
exportadores do mundo, entre estes o Brasil, 0 México, a Federagéo da Russia e
o Egito (FAO, 2014). No ano de 2011, os Estados Unidos foram o principal
comprador dos produtos brasileiros de pescado, em volume e em valor, seguido
pela Espanha, que surge com saldos comerciais positivos, mantendo a posicdo a
frente do Japao (MPA, 2011).

2.1.2. Doencas bacterianas na piscicultura

As bacterioses apresentam-se como um dos principais obstaculos
sanitarios e produtivos dentro das criacdes intensivas de peixes em nivel mundial.
Em condicbes favoraveis, essas bactérias encontram-se na agua de criacdo sem
causarem nenhum impacto negativo na saude dos animais. No entanto, quando
fatores ambientais, nutricionais, genéticos, sanitarios entre outros interferem no
ambiente de cultivo, ou nas populagfes, estas mesmas bactérias podem causar
impactos diretos sobre a salde dos peixes, deixando de assumir um carater

oportunista e provocando doencas (SCHERING plough-aquaflor).

As doencas bacterianas causam grandes perdas econOmicas pela alta
mortalidade que provocam (BOINJIK; BRANDAO, 2001). Segundo Kubtiza (2010),
0os produtores geralmente potencializam o risco de ocorréncia de doencgas por
ignorarem simples praticas de manejo como monitoramento da temperatura da

agua, que é fator decisivo na ocorréncia e severidade de doencas bacterianas.
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As septicemias causadas pelas bactérias do género Aeromonas,
Edwardsiella e Vibrio sdo bastante frequentes em cultivos intensivos, geralmente
acometendo peixes com a resisténcia comprometida apos estresses associados
ao manejo ou a problemas de qualidade de agua (KUBITZA, 2008), ainda
segundo esse autor, Flavobacterium columnare e Streptococcus spp. Sao
espécies que também acometem essas criacbes. A bactéria A. salmonicida
subsp. salmonicida também acometem os peixes, e é 0 agente causador da
furunculose, uma doenca de carater sistémico (DALLAIRE-DUFRESNE et al.,
2014).

Espécies de Aeromonas mesdfilas, especialmente A. hydrophila, tém sido
associadas a maior mortandade de peixes em todo o mundo, resultando em
enormes perdas econdmicas (JANDA; ABBOTT, 2010). E conhecido que o
género Aeromonas causa mortalidade significativa tanto em agua doce quanto em
dgua marinha (BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013). Importantes doencas
bacterianas afetam o cultivo de peixes marinhos como: furunculoses, doenca
renal bacteriana (BKD), vibrioses, estreptococoses, Ulceras de inverno,
micobacterioses, pseudomoniases (doenca do inverno), pasteureloses,
piscirickettsioses, flexibacterioses (TORANZO et al., 2005).

Aeromonas spp. sao patdgenos importantes de peixes e sdo uma ameaca
persistente para o setor da aquicultura (BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013). Sao
reconhecidos como causadores de doencas sistémicas em animais pecilotérmicos
(JANDA; ABBOTT, 2010). Essas bactérias convivem em equilibrio com os peixes
e as doengas sO acometem esses animais devido a um desequilibrio ambiental ou
manejo inadequado (KUBTIZA; KUBTIZA, 2004). Segundo HU et al. (2012) A.
hydrophila possui maior patogenicidade para os peixes do que as outras espécies

de relevancia clinica.

As Aeromonas moveis causam diversas condi¢des patoldgicas que incluem
infeccbes agudas e crbnicas, podendo apresentar ulceracdo dérmica, da cauda
ou apodrecimento das barbatanas, ulceragcdes oculares, eritrodermatite,
septicemia hemorragica, doenca da ferida vermelha (red sore disease), podriddo

vermelha (red rot disease). O abdémen pode ficar distendido e as infeccdes
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cronicas manifestam-se principalmente como formas de doengas ulcerosas, em
que as lesbes dérmicas com hemorragia e inflamacéo sédo aparentes (CIPRIANO,
2001). Ainda segundo esse autor a gravidade da doenca é influenciada por
inumeros fatores inter-relacionados, incluindo viruléncia bacteriana, o tipo e grau
de estresse exercido sobre uma populacdo de peixes, o estado fisiologico do
hospedeiro, e do grau de resisténcia genética inerente dentro das populacdes

especificas de peixes.

Com o aumento do consumo de produtos da aquicultura, a possibilidade de
contrair infeccbes zoondticas pela manipulacdo ou ingestdo destes produtos
também aumenta. Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Mycobacterium
marinum, Streptococcus iniae, Vibrio vulnificus e V. damsela sado patdgenos que
tém sido associados a surtos de doencas através do consumo de peixe. Os
peixes doentes sdo mais vinculados a ocasionar infeccdo em seres humanos
(HAENEN et al., 2013).

2.2. Género Aeromonas

2.2.1. Histéria e classificacdo do género Aeromonas

Antigamente o género Aeromonas era classificado na familia Vibrionaceae
principalmente com base em aspectos fenotipicos (COLWELL et al., 1986).
Isolados de Aeromonas foram classificados no passado em diversos géneros,
dentre eles como Aerobacter, Pseudomonas e Vibrio (JOSEPH; CARNAHAN,
1994). Colwell et al. (1986), apdés varias analises moleculares incluindo
sequenciamento dos genes rRNA 16S e 5S e, dados de hibridizacdo de rRNA-
DNA perceberam que o grupo Aeromonas tinha uma histéria evolutiva diferente
das familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, justificando a remocédo das

Aeromonas da familia Vibrionaceae e elevando-as ao nivel de familia.

Foi proposto entdo por Colwell et al. (1986) a familia Aeromonadaceae, ja
que Aeromonas spp. representavam uma familia discreta de eubactérias. O
género Aeromonas foi proposto pela primeira vez por Kluyver e van Niel em 1936
(JOSEPH; CARNAHAN, 1994).
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Em 1980, apenas quatro espécies de Aeromonas possuiam nomenclatura
definida (A. hydrophila, A. punctata, A. salmonicida, e A. sobria) (JANDA;
ABBOTT, 2010). Segundo Colwell et al., (1986), um dos principais problemas
enfrentados na definicdo precisa da posicdo taxonémica de Aeromonas spp. €
que essas espécies possuem propriedades fenotipicas comuns as familias

Vibrionaceae e Enterobacteriaceae.

Abbott et al. (1998) afirmaram que a identificacdo errbnea das espécies
gue compde o género Aeromonas € um problema constante, pois as mesmas sao
frequentemente confundidas como pertencentes ao género Vibrio. A diversidade
fenotipica das espécies de Aeromonas dificulta o desenvolvimento de métodos
consistentes para sua identificacdo, tornando-se necessaria a utilizacdo de
métodos moleculares para tornar a identificagdo mais precisa (ABBOTT et al.,
2003).

Ha um crescente numero de novas espécies de Aeromonas e de cepas ja
reconhecidas que apresentam rea¢des bioquimicas atipicas ou incomuns, sendo
cada vez mais dificil identificA-las como pertencentes ao género Aeromonas
(ABBOTT et al., 2003). Segundo Graf (1999) e Carnahan et al. (1991) A. trota
apresenta sensibilidade a ampicilina diferindo-se de outras espécies do género.
Abbott et al. (2003) afirmaram que um Unico isolado de A. cavie em teste

bioguimico apresentou-se como oxidase negativa.

Véarios métodos moleculares podem ser usados com o objetivo de se
identificar bactérias do género Aeromonas, ja que ha varias limitacdes nos outros
métodos utilizados, como testes bioquimicos e fenotipicos (JOSEPH,;
CARNAHAN, 1994). Os testes bioquimicos ainda se fazem uteis no auxilio da
identificacdo desse género, mas que seja realizado juntamente com métodos
moleculares (GRAF, 1999). A Identificacdo de Aeromonas ao nivel de espécie
pode ser muito desafiadora, pela dificuldade em separar as espécies com
caracteristicas muito préximas utilizando-se testes bioquimicos convencionais. As
espécies A. veronii bv. sobria e A. hydrophila possuem caracteristicas muito
semelhantes e sédo de dificil distingdo (JANDA; ABBOTT, 2010).
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De acordo com Yousr et al. (2007), métodos moleculares como a PCR
podem constituir importantes ferramentas que permitem classificar de forma mais
precisa espécies de Aeromonas. Porém, a distingdo entre espécies ird depender
da regido do genoma a ser avaliada. Pois, para distincdo de espécies é
necessario avaliar um gene que seja conservado para o género, mas que possua

variabilidade suficiente para distinguir espécies.

Um estudo a partir do rDNA 16S se torna limitado quando seu uso € para
separar espécies de Aeromonas, e 0 uso da técnica de hibridacdo de DNA-DNA
ndo €& confiavel quando se trata de espécies estreitamente relacionadas
(MARTINEZ-MURCIA et al.,, 2005). Segundo Martinez-Murcia et al. (2007), a
taxonomia desse género se torna complexa devido a alta similaridade inter-
espécies da sequéncia do gene 16S rRNA que é de 98% ou na maior parte dos
casos > 99%. Graf (1999), ja havia mencionado sobre a natureza relativamente

conservada do 16S rRNA em Aeromonas spp.

Estudos filogenéticos de Aeromonas spp. com base em sequéncias de
genes gyrB e rpoD tem tém mostrado melhores resultados do que aqueles
baseados em sequéncias de genes rRNA 16S, particularmente quando se trata da
capacidade de discriminar espécies estreitamente relacionadas (SAAVEDRA et
al.,, 2006). Estudos recentes em gendmica devem permitir a resolucdo de
discrepancias e controvérsias em relacdo as questdes de taxonomia, bem como
de nomenclatura que existem em torno do género (PARKER; SHAW, 2011).
Outros genes vém sendo apontados como ideais para distincdo de espécies de
Aeromonas como o gene CPN60. Esse gene demonstrou ser um método
universal, Gtil, simples e rapido para a identificacdo e classificacao filogenética de
isolados de Aeromonas (MINANA-GALBIS et al., 2009).

Atualmente o genoma completo de um isolado de Aeromonas spp. foi
sequenciado, e esse estudo podera esclarecer e auxiliar em outros estudos a
respeito desse género. O tamanho do genoma completo foi de 4.451.364 bp. O
genoma completo esta disponivel no
link:<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/236450> (CHUA et al., 2015).
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Seshadri et al. (2006) jA haviam descrito um sequenciamento do genoma
completo de A. hydrophila ATCC 7966 e previu a codificacéo protéica de 5.195
genes identificados. Descreveram ainda que esse patdgeno emergente mostra-se
um organismo fisiologicamente habil, com grande capacidade metabdlica e um
grande potencial de viruléncia (SESHADRI et al., 2006).

2.2.2. Caracteristicas do género Aeromonas

A palavra Aeromonas surge do termo Grego aer que significa ar ou gas, e
monas que significa unidade (ISONHOOD; DRAKE, 2002). S&do bactérias Gram
negativas, ndo formadoras de esporos, bacilos ou cocobacilos, oxidase e catalase
positivas, reduzem nitratos a nitritos e sao resistentes ao agente vibriostatico
0O/129 (2,4- Diamino, 6, 7-di-isopropilico pteridina) (ARAVENA-ROMAN et al.,
2013). Ocorrem isoladamente, aos pares ou em cadeias curtas, sdo anaerdbias
facultativas, geralmente movem-se por flagelos polares ou formam flagelos
peritricosos em meio solido, produzem acidos e/ou gas a partir de hidratos de
carbono, (JOSEPH; CARNAHAN, 1994) e crescem bem em pH entre 5,5 e 9,0
(GHENGHESH et al., 2008).

O género pode ser dividido em dois grupos: os isolados mesofilos, com
presenca de motilidade e que crescem bem em temperaturas de 35 a 37°C,
sendo associados com uma variedade de infecgbes humanas. E, um segundo
grupo denominado de psicréfilos que crescem bem em temperaturas de 22 a
25°C, estando associado a doencas em peixes imunocomprometidos (JANDA;
ABBOTT, 2010). De acordo com Joseph e Carnahan (1994), a temperatura ideal
de crescimento esta entre 22 e 28 ou 35 e 37°C, dependendo da espécie, embora
algumas cepas néo cresgcam a 37°C.

Podem ser isolados a partir de todos os nichos ambientais onde existem
ecossistemas bacterianos, tais como peixes, alimentos, animais de estimacao,
invertebrados aquaticos, passaros, carrapatos, insetos e solos (JANDA; ABBOTT,

2010). A natureza onipresente e adaptativa das Aeromonas spp. mostra que
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podem ndo sbé sobreviver em seres humanos, solo e 4gua, mas também em

varios reservatoérios animais (GALINDO et al., 2006).

E bem conhecido que a &gua constitui uma via importante para a
contaminagcdo com micro-organismos. Isto € especialmente verdadeiro para
Aeromonas spp. que sdo comuns em aguas tratadas e ndo tratadas (CARVALHO
et al., 2012).0 papel desses micro-organismos nos ciclos de nutrientes do
ambiente aquético e qualquer potencial para biorremediacdo sdo desconhecidos
(SESHADRI et al., 2006).

Sdo varias as espécies de Aeromonas encontradas em ambientes
aguaticos e as mesmas tém consideraveis potenciais de viruléncia (HU et al.,
2012). Segundo Janda e Abbott (2010), A. hydrophila, A. cavie e A. veronii sdo as
espécies comumente encontradas em vertebrados, invertebrados, agua e
alimentos. Essas bactérias também foram isoladas de vegetais organicos, e A.
hydrophila e A. schubertii foram as espécies mais encontradas (McMAHON;
WILSON,2001).

As bactérias pertencentes a esse género secretam muitas proteinas
extracelulares, incluindo amilase, quitinase, elastase, aerolisina, nuclease,
gelatinase, lecitinase, lipase e protease, como forma de patogenicidade e
adaptabilidade ao ambiente (PEMBERTON et al, 1997). Os varios flagelos, pili, e
aderéncias produzidas sdo cruciais para o estabelecimento de infeccao
(GALINDO et al.,, 2006). Os principais fatores de viruléncia sdo: exotoxinas,
endotoxina (LPS), presenca da camada S, fimbrias ou adesinas e da capacidade
para formar capsulas (MERINO et al., 1995).

As bactérias isoladas de peixes doentes, peixes saudaveis e amostras de
agua muitas vezes possuem trés ou mais genes de viruléncia em diferentes
combinac¢des, sugerindo que ha uma distribuicdo generalizada de cepas de
Aeromonas potencialmente virulentas no meio ambiente, que pode ser um motivo
de preocupacdo para a saude publica (HU et al., 2012). De acordo com
Pemberton et al. (1997), a espécie A. hydrophila possui mecanismos que

permitem se adaptar a diferentes condicbes ambientais.
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Esses micro-organismos podem ser encontrados em alimentos e agua,
crescem bem e produzem toxinas em temperaturas de refrigeragcdo, o que
aumenta muito o risco de intoxicacdo alimentar (GALINDO et al.,, 2006). A
presenca desses micro-organismos nos alimentos de origem animal representa
um problema de saude publica para os seres humanos que entram em contato
com esses alimentos (IGBINOSA et al., 2012).

Segundo Parker e Shaw (2011), essas bactérias sao emergentes e
causadoras de doencas infecciosas particularmente nos paises em
desenvolvimento e em individuos imunocomprometidos, nos quais presenca
dessas bactérias pode ser fatal (NAM; JOH, 2007). Janda e Abbott (2010),
afirmaram que trés principais espécies estdo associadas com doenca em

humanos: A. hydrophila, A. caviae e A. veronii bv. soébria.

Estdo implicados em certo numero de infecgBes intestinais e extra-
intestinais nos seres humanos, bem como em animais (PARKER; SHAW, 2011).
O panorama de doencas ligadas a este género inclui problemas intra-abdominais,
doencas oculares, infeccdes de ossos e articulagdes, infeccoes no aparelho
respiratorio e urogenital (JANDA; ABBOTT, 2010), infec¢des de feridas (PARKER,;
SHAW, 2011).

2.3. Uso de antimicrobianos na piscicultura

O crescimento acelerado da piscicultura desencadeia uma série de
acontecimentos que prejudicam o meio ambiente e a saude humana. Isso pode
ser observado no uso generalizado e irrestrito de antibidticos profilaticos
especialmente em paises em desenvolvimento para prevenir infeccdes
bacterianas resultantes de deficiéncias sanitarias na criacdo de peixes
(CABELLO, 2006). A piscicultura sofre atualmente graves perdas por causa de
doencas infecciosas, e a evolucdo de cepas de bactérias resistentes pode ser
ocasionada pela utilizacdo de antimicrobianos, pesticidas e desinfetantes na
prevencédo de doencas e promocao do crescimento nessas criacoes (PANDIYAN
et al., 2013).
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Uma grande fracdo de agentes antimicrobianos que sdo administrados na
forma de alimentos peletizados para os peixes de criagcbes, € liberada no meio
ambiente por meio da lixiviacdo, ou através de excrecdes fecais,
urinarias e branquiais (POULIQUEN et al., 2007). De acordo com Cabello (2006),
uma grande variedade de antibiéticos usados em largas quantidades, incluindo os
antibidticos ndo biodegradaveis uUteis em medicina humana, se mantém no
ambiente aquatico exercendo pressao seletiva durante longos periodos de tempo,
podendo resultar em uma selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos
em ambientes de aquicultura e na transferéncia destes determinantes de

resisténcia aos animais de terra e humanos.

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode vir através de uma
variedade de mecanismos, tais como mutagao genética e transferéncia horizontal
de genes de resisténcia (LI et al., 2015). Os genes de resisténcia a antibioticos
nessas bactérias tém potencial para se difundir para outros patégenos, o que
representa um risco (GUGLIELMETTI et al., 2009). Hektoen et al. (1995)
afirmaram que a distribuicdo de agentes antibacterianos persistentes no meio

aquéatico pode ter efeitos ecotoxicologicos e na saude dos humanos.

De acordo com a INSTRUCAO NORMATIVA N° 42, DE 20 DE
DEZEMBRO DE 1999, a tetraciclina, a eritromicina e a oxitetraciclina s&o
antimicrobianos recomendados no tratamento de doencas causadas por bactérias
em peixes (MAPA, 1999). A oxitetraciclina foi por muitos anos o agente de
primeira escolha na piscicultura (HEKTOEN et al., 1995), atualmente o florfenicol
também é um antimicrobiano de escolha no tratamento de enfermidades na
piscicultura (POULIQUEN et al., 2007).

2.4. Uso do florfenicol na piscicultura

O Florfenicol € um antibiético importante na medicina veterinaria que é
usado extensivamente na aquicultura (FERNANDEZ-ALARCON et al., 2008).

Pertence a classe dos anfenicdois (PEZZA et al., 2006), sua atividade é de amplo
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espectro, é bacteriostatico, atuando em diversos organismos incluindo gram-

negativos e gram-positivos (FLORFENICOL, veterinary-systemic, 2007).

O FFC é um antimicrobiano analogo fluorado do cloranfenicol e tianfenicol
que foi produzido sinteticamente (SCHERING plough- technical monograph). No
Brasil, o Aquaflor® é o primeiro antimicrobiano comercialmente registrado para
uso aquicola. E um produto & base de FFC e com uma estrutura molecular tnica
(SCHERING plough- aquaflor).

O cloranfenicol e o seu derivado fluorado florfenicol representam inibidores
altamente potentes de biossintese de proteina bacteriana (SCHWARZ et al.,
2004). Inibem a sintese proteica dos micro-organismos sensiveis, ligando-se
irreversivelmente a subunidade 50 S do ribossomo bacteriano, desta forma
interferindo na formacao do peptideo pelo bloqueio da enzima peptidiltransferase,
impedindo o alongamento da cadeia polipeptidica (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2011).

O FFC é quimicamente diferente do cloranfenicol, pois ha auséncia do
grupo funcional que é responsavel no cloranfenicol por supressdo da medula
0ssea e anemia aplastica em humanos (SCHERING plough- technical
monograph). O risco de induzir anemia apléstica em humanos é devido a uma
substituicdo do grupo nitro (NO3) pelo grupo sulfonilmetil (CH3SO,) (SUN et al.,
2010). O grupo hidroxila substituido pela molécula de flaor elimina problemas de
resisténcia bacteriana relacionados a inativacdo pela enzima Cloranfenicol Acetil
Transferase (CAT) (SCHERING plough- aquaflor).

O FFC tem atividade contra uma ampla gama de agentes patogénicos de
peixes, incluindo Aeromonas salmonicida e Vibrio salmonicida. Na aquicultura o
FFC é geralmente adicionado aos alimentos para peixes, e € administrado em
uma dose de 10 mg/kg de peso corporal por 10 dias consecutivos para o
tratamento de doencgas bacterianas (FENG et al., 2008). Segundo Park et al.
(2008) é caracterizado por uma elevada biodisponibilidade, boa penetracdo no

tecido e eliminacao rapida.
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Esse antimicrobiano foi aprovado na Unido Européia para o0 uso em
bovinos e em suinos em 1995 e 2000, respectivamente, no tratamento de
pododermatite infecciosa em bovinos e tratamento de furunculose causada por
Aeromonas salmonicida (SCHWARZ et al., 2004). Atualmente € o Unico permitido
para o uso na aquicultura no Brasil (MAPA, 2010 citado por ROSSI, 2012).

2.5. Resisténcia de Aeromonas spp. aos antimicrobianos

Segundo Trabulsi e Alterthum (2004), a maioria das Aeromonas spp. €
resistente a penicilina, ampicilina e carbenicilina. Em geral, sdo sensiveis as
cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfametoxazol-trimetoprim e
quinolonas. Hatha et al. (2005) afirmaram que essas bactérias apresentam
resisténcia natural a ampicilina, mas adquiriram resisténcia a amoxicilina,
polimixina B, novobiocina e oxitetraciclina. A oxitetraciclina foi um antibiético muito
usado na piscicultura para tratar varias doencas, o que resultou em um elevado

grau de selecéo de cepas resistentes a esse antimicrobiano (HATHA et al., 2005).

De acordo com Jacobs e Chenia (2007) a resisténcia desse género aos B-
lactamicos (penicilinas e muitas cefalosporinas) € ocasionada devido a producéo
natural de B- lactamase ou inducéo da atividade dessa enzima. As bactérias do
género Aeromonas apresentam uma alta incidéncia de resisténcia aos
antimicrobianos (GHENGHESH et al., 2008), a maioria séo resistentes a multiplas
drogas, e muitas cepas apresentam resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas,
estreptomicina, oxitetraciclina, cloranfenicol, florfenicol, sulfametoxazol e
trimetoprim (NAVINER et al., 2011).

De acordo com Carvalho et al. (2012) Aeromonas spp. podem ser
resistentes a pelo menos duas classes de agentes antimicrobianos, podendo
também apresentar resisténcia a trés ou mais classes. A aquisicdo de genes de
viruléncia e resisténcia pelos isolados de Aeromonas pode se dar através de seus
ancestrais ou pode ser obtida por transferéncia lateral (LI et al., 2011). Jacobs e
Chenia (2007) destacam o risco de estas bactérias servirem como um

reservatorio de genes de resisténcia que pode ser transferido para outras
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bactérias no ambiente aquatico. Gastalho et al. (2014) afirmaram que ha
capacidade de transferéncia horizontal de genes de resisténcia aos
antimicrobianos de bactérias aquaticas para bactérias tais como: Escherichia coli.

2.5.1 Resisténcia ao florfenicol mediada pelo gene floR

O mecanismo bacteriano de resisténcia ao cloranfenicol mais
frequentemente encontrado € a inativacdo do antibidtico devido a acetilacdo
promovida pela enzima cloranfenicol-acetiltransferase. A acetilacdo dos grupos
hidroxila do cloranfenicol impedem que ele se ligue a subunidade 50 S do
ribossomo. Foram descritos também outros mecanismos de resisténcia, como
sistemas de efluxo, inativacdo de fosfotransferases e mutacéo de locais-alvo ou
barreiras de permeabilidade (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011).

Gordon et al. (2008) fizeram o primeiro relato do gene floR (proteina de
resisténcia ao florfenicol/cloranfenicol) em Aeromonas bestiarum. Esse gene
confere resisténcia ao antimicrobiano florfenicol, que é amplamente utilizado na
piscicultura no tratamento de enfermidades (FERNANDEZ-ALARCON, et al
2008). A resisténcia ao cloranfenicol e florfenicol entre Aeromonas spp. é
identificada com bastante frequéncia (PIOTROWSKA; POPOWSKA, 2014).
Segundo o estudo de Fernandez-Alarcon et al. (2008), cepas que possuem o

gene floR, geralmente, sdo multidrogas resistentes.

Vérios estudos relatam a presenca do gene floR em bactérias mediando
resisténcia ao florfenicol, como em Edwardsiella ictaluri (WELCH et al., 2009),
Escherichia coli (DU et al., 2004) e Samonella spp. (DOUBLET et al, 2004). O
estudo de FERNADEZ-ALARCON et al. (2010) relatou a presenga desse gene em
muitos bacilos gram negativos isolados de peixes como: Pseudomonas spp.,
Enterobacter spp., Citrobacter spp., Pantoea sp., Alcaligenes faecalis,
Sphingobacterium multivorum, Kluyvera ascorbata, Hafnia alvei, Raoultella
terrigena e Cedecea davisae. Todos os isolados que continham o gene foram

resistentes ao florfenicol e varios outros antimicrobianos.
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Varios genes que conferem resisténcia combinada ao florfenicol e
cloranfenicol tem sido publicados na literatura, dentre eles estdo o pp-flo, CMLA-
like, floSt, flo e floR (SCHWARZ et al., 2004). O elemento SXT de Vibrio cholerae
que foi relatado como um importante indutor de resisténcia ao cloranfenicol,
também foi relatado por Gordon et al., (2008), que afirmaram que 7,5 kb do
plasmideo contendo o gene floR possuia 100% de identidade com a sequéncia
de nucleotideos para trés segmentos ndo contiguos do elemento SXT de Vibrio
cholerae.

Segundo Cloeckaert et al., (2000), o gene floR pode ser encontrado em
plasmideos, transposons ou ilhas gendmicas. Mecanismos de efluxo sao
responsaveis pela resisténcia a uma variedade de agentes antimicrobianos. Os
genes que codificam os sistemas especificos de efluxo sédo frequentemente
associados com o0s elementos genéticos moveis que podem facilmente ser
trocados entre as bactérias. Sistemas de efluxo especificos foram relacionados
principalmente com resisténcias aos macrolideos, lincosamidas e/ou tetraciclinas,
estreptograminas, assim como cloranfenicol/florfenicol em bactérias gram-

positivas e gram-negativas (BUTAYE et al., 2003).

O gene floR esté relacionado com a codificagdo de uma bomba de efluxo
(DU et al., 2004). Esse gene possui uma CDS de 867 pb, codificando uma
proteina de 289 aminoéacidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440135194).

Gordon et al., (2008) relataram que a proteina codificada por esse gene pertence

a familia de sistemas de efluxo Superfamilia dos Facilitadores Majoritarios (MFS)

(http://prosite.expasy.org/). Os transportadores MFS sdo portadores secundarios
de polipeptideos Unicos, capazes apenas de transportar pequenos solutos em

resposta a gradientes de ions quimiosmoticos (PAO et al., 1998).

Proteinas MFS facilitam o transporte através do citoplasma ou membranas
internas de uma variedade de substratos, incluindo ions, fosfatos de acucar,
farmacos, nucleosideos, neurotransmissores, aminoacidos e peptideos. Séao
compostas tipicamente por 400 a 600 aminoacidos, e contém 12 alfa hélices
transmembranares (TMs). Proteinas MFS funcionam através de um unico local de

ligacdo ao substrato, e em bactérias funcionam principalmente para a absorcao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440135194
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de nutrientes, e como bombas de efluxo de droga conferindo resisténcia aos
antibioticos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).

Os sistemas de efluxo em bactérias protegem as células dos antibiéticos
por transportar ativamente os compostos para fora do citoplasma e/ou periplasma
e limitar assim a sua acumulacdo em seu local de acdo (LYNCH 2006). O
mecanismo exato de transporte da droga para fora da célula ainda é controverso.
Entre os diferentes modelos que tém sido propostos, os dois mais provaveis de
estarem presentes nas bombas de efluxo podem atuar agindo como “aspiradores”
hidrofébicos ou como flipases (BAMBEKE et al, 2000).

3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivos Gerais

Caracterizar o gene floR em isolados de Aeromonas spp. e verificar se a
presenca desse gene esta associada com a resisténcia ao florfenicol em

Aeromonas spp. obtidas do Vale do sédo Francisco.

3.2. Objetivos especificos

-ldentificar isolados de Aeromonas por meio de sequenciamento de DNA;
-Detectar a presenca do gene floR em isolados de Aeromonas spp.;
-Verificar a presenca de polimorfismos no gene floR dos isolados avaliados;

-Predizer se as mutacdes detectadas podem alterar a funcdo da proteina

codificada por esse gene;

-Verificar se os polimorfismos detectados no gene floR influenciam a estrutura da

proteina codificada por esse gene;
-Testar a resisténcia de isolados de Aeromonas spp. ao florfenicol;

-Verificar se a resisténcia de isolados de Aeromonas spp. ao florfenicol esta

relacionada com o funcionamento de bombas de efluxo;
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-Verificar se a resisténcia ao florfenicol esta relacionada com a presenca do gene
flor e, se os polimorfismos detectados no gene influenciam a resisténcia ao

florfenicol.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.0rigem das amostras

Foram utilizados 45 isolados de Aeromonas spp. provenientes da
bacterioteca do laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal do campus de
Ciéncias Agrarias da UNIVASF. Esses isolados foram obtidos a partir do rim,
tegumento, intestino e lesdes de tilapias (Orecohromis niloticus) e pacamas
(Lophiosilurus alexandri) e de pool de branchonetas (Dendrocephalus
brasilliensis) destinadas a alimentacdo de peixes carnivoros. Os animais foram
provenientes da Barragem de Sobradinho/BA e do Projeto Bebedouro da
CODEVASF/PE e, essas coletas foram realizadas em 2008 e 2009. Esses
isolados foram previamente caracterizados por meio de suas caracteristicas
morfologicas, tintoriais, bioquimicas (QUINN et al., 1994) e, no presente estudo
por sequenciamento de parte do gene rRNA 16S. Os isolados estdo armazenados
em meio Agar soja tripticaseina (TSA) na bacterioteca do laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal do campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF,

sendo repicados a cada 15 dias.

4.2. Extracdo de DNA gendmico

Os DNAs dos isolados de Aeromonas spp. foram termo-extraidos em um
volume final de 500ul. Para isso, inicialmente os isolados foram repicados em
meio TSA a 28°. C por 24h. Em seguida, 10 unidades formadoras de colénias
(UFC) foram colocadas em 500ul de agua ultrapura estéril. A lise térmica da
célula bacteriana para exposicdo do DNA foi realizada por incubacgéo a 100 °C por

11 minutos em banho-seco, seguida por incubacgéo a 4°C por 4 minutos. Ao final,
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as amostras foram centrifugadas a 14000g por 2 minutos e 0 sobrenadante
armazenado a — 20°C (SA et al. 2013).

4.3. Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para os genes rRNA 16S e floR

A caracterizagao dos isolados foi realizada por sequenciamento de parte do
gene rRNA 16S. Para isso, o DNA bacteriano foi amplificado por PCR com a
utilizacao de iniciadores universais de procariotos 13R
(5’AGGCCCGGGAACGTATTCAC-3’) e 516F (5-TGCCAGCAGCCGCGGTAA-3)
(FREDERICKS; RELMAN, 1998). A reacgédo constou de tampdao de enzima 1X (10
mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM de KCI), 1,6 mM de MgCl,, 0,16 mM de dNTPs,
0,4 UM de cada iniciador, 2.5 U de Taq polimerase (Tag Platinum, Invitrogen®) e 2
puL de DNA molde ndo quantificado em um volume final de 20uL. Os ciclos de
amplificacdo foram constituidos em termociclador (AMPLITHERM®), com
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo
a 94°C por 30 segundos, anelamento especifico do iniciador a 55°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, seguido de uma extenséo final a

uma temperatura de 72°C por 7 minutos.

A presenca do gene floR nos isolados de Aeromonas spp. foi avaliada por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com a utilizagéo dos iniciadores
floR1 (5’-CCCGCTATGATCCAACTCAC-3) e floR2 (5-
ACCCACATCGGTAGGATGAA-3’) que amplificam um fragmento de 803 pb do
gene (GORDON et al., 2008). Esses primers foram desenhados para A.
bestiarum, mas possuem homologia com a sequéncia as outras espécies de

Aeromonas.

Na reacdo do gene floR foram utilizados os seguintes reagentes: tampao
de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI Ph 8,5, 50 mM de KCI), 2,5 mM de MgCl,, 0,4
mM de dNTPs, 0,6 UM de cada iniciador, 2,5 U de Taq polimerase (Taq Platinum,
Invitrogen®) e 5uL de DNA molde em um volume final de 25 pL. Os ciclos de
amplificagdo foram constituidos em termociclador (AMPLITHERM®), com uma

desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo
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a 95°C por 1 minuto, anelamento especifico do iniciador a 59°C por 45 segundos
e extensdo a 72°C por 1minuto, seguido de uma extensao final a uma temperatura
de 72°C por 5 minutos. Amostras com resultado negativo para a presenca desse

gene foram analisadas em duplicatas.

Os produtos de amplificacdo dos isolados foram visualizados em
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo a uma

concentracéo de 0,01g/mL.

4.4. Purificacdo do DNA para sequenciamento

As amostras amplificadas para os genes rRNA 16S e floR foram purificadas
em coluna de celulose (PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification
Combo Kit, Invitrogen®). As bandas foram recortadas do gel de agarose, em
seguida pesadas e depositadas em microtubos de 1,5mL com 600ul do Tampéao
de Solubilizacdo (L3). Em seguida os tubos foram colocados em banho seco a
50°C por 10 minutos. Os tubos foram invertidos a cada 3 minutos. Apds a
dissolucéo do gel, se procedeu com incubacéo por mais 5 minutos e, em seguida
0 conteudo do microtubo foi colocado em coluna de celulose. Essa coluna foi
centrifugada a 12.000g por 1,5 minuto e o liquido que passou pela coluna foi
descartado do tubo. Posteriormente foi adicionado 600ul do Tampéo de lavagem
(W1) e o tubo foi centrifugado a 12.000g por 1,5 minuto e o liquido que passou
pela coluna foi descartado do tubo. Foi realizada outra centrifugagédo por mais 3
minutos e descartado o liquido que passou pela coluna. A coluna foi colocada
sobre um novo microtubo de 1,5mL e foram adicionados 50ul de Tampao de
eluicdo (E1) no centro da coluna. Procedeu-se com incubacdo por 1 minuto a
temperatura ambiente e, em seguida com a centrifugacdo a 12.000g por 1,5

minuto. O liquido eluido no microtubo foi armazenado a -20° C.
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4.5. Sequenciamento dos produtos amplificados dos genes rRNA 16S e floR e
analise dos eletroferogramas

As amostras purificadas foram enviadas para sequenciamento “Sanger” em
empresa particular (HELIXXA-Bases for Life). As sequéncias obtidas foram
analisadas pelo programa de base calling Phred (EWING et al. 1998; EWING,;
GREEN 1998), que reconhece dados de cromatogramas e identifica a sequéncia
de DNA gerada, atribuindo um valor de qualidade a cada nucleotideo identificado.
Quanto maior o valor de qualidade de Phred, menor a probabilidade de ter
ocorrido um erro na designacéo do nucleotideo. Somente foram consideradas nas
andlises posteriores as sequéncias com alto valor de Phred (valor de Phred maior
que 20). Em seguida, contigs foram montados com o programa CAP3 utilizando-
se as sequéncias Foward e Reverse sequenciadas para cada amostra (HUANG et
al. 1999).

4.6. Identificacdo dos isolados

Os “contigs” de alta qualidade foram utilizados para confirmacéo de género
para identificacdo dos isolados. Para isso, os contigs foram analisados com a
ferramenta “Basic Local Align Sequence Tool” (BLAST, 2014) utilizando-se o
banco de dados “nucleotide collection (nr/nt)” e a opcao “MegaBlast’. O resultado
foi obtido de sequéncias com 100% de Identidade, menor e-Value e maior Score
Total.

4.7. ldentificacdo de polimorfismos no gene floR

Os contigs obtidos no item 4.5 foram alinhados contra uma sequéncia
referéncia do gene floR oriunda de A. bestiarum (gi|148274163:9790-11004)
obtida do banco de dados do Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificacdo de polimorfismos de base
anica (SNP).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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O alinhamento foi realizado por meio da utlizagdo do programa
CLUSTALW (LARKIN et al., 2007), implementado no software MEGA6 (TAMURA
et al., 2013). Com base no alinhamento, foram identificados os sitios polimorficos
em relacdo a sequéncia de referéncia e, haplotipos foram construidos para o

conjunto de isolados analisados.

4.8. Predicdo de alteracdo de funcdo da proteina codificada pelo gene floR em
funcédo da presenca de polimorfismos no gene

Inicialmente procedeu-se com obtencdo da sequéncia de aminoacidos
codificada pelos diferentes haplotipos identificados. Para isso, utilizou-se o frame
de leitura da sequéncia referéncia do gene floR (gi|148274163:9790-11004). Esta
etapa foi realizada no software MEGAG6. Para confirmar a correta traducdo da
sequéncia de nucleotideos, as sequéncias traduzidas foram comparadas com as
sequéncias de aminoé&cidos depositadas no banco de dados do NCBI para esse
gene (YP_001220605.1, ABQ41442.1, DAA64637.1, WP_011931116.1).

Para predizer o efeito da alteracdo de aminoacidos na estrutura da proteina
em funcdo dos polimorfismos detectados, foram utilizados os programas SIFT
(NG; HENIKOFF, 2001) e Polyphen 2 (ADZHUBEI et al., 2010).

O algoritmo do SIFT (NG; HENIKOFF, 2001) faz um PSI-BLAST e em
seguida realiza um alinhamento entre sequéncias que possuam acima de 90% de
similaridade. Essas sequUéncias sao utilizadas para a construcdo de escores de
conservacao das regifes da proteina e partindo desses escores sdo calculadas
as probabilidades de substituicdo para cada aminoacido da proteina e, é
construido um escore onde valores inferiores a 0,05 sao preditos como mutacdes
intolerantes ou deletérias, ja para valores superiores a 0,05 sédo preditos como
tolerantes (NG; HENIKOFF, 2001).

O algoritmo do Polyphen 2 faz também um BLAST e alinhamento multiplo,
gue posteriormente € usado pelo software PSIC (Position-Specific Independent

Counts) (http://strand.imb.ac.ru/PSIC/) para calcular uma matriz de “perfis de
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escores”, utilizando o banco de dados da SWALL e SwissProt. O Polyphen 2
atribui trés classificacdes para as substituicbes: provavelmente prejudicial,
possivelmente prejudicial e benigna. Esta classificacdo baseia-se nhas
caracteristicas quimicas da substituicdo, no alinhamento de sequéncias
homélogas e nas caracteristicas tridimensionais das proteinas (ADZHUBEI et al.,
2010).

4.9. Modelagem da proteina codificada pelo gene floR

Nessa analise buscou- se verificar se os diferentes haplétipos identificados
poderiam alterar a estrutura da proteina codificada pelo gene floR. Para isso,
foram modeladas as proteinas codificadas pelos diferentes haplétipos
identificados e a proteina codificada pelo gene referéncia (gi|148274163:9790-
11004). Todas as analises foram realizadas individualmente para cada haplétipo e
para o gene referéncia.

Para modelagem estrutural das proteinas (codificadas pelos diferentes
haplétipos) por homologia foi utilizado o software Modeller (SALI; BLUNDELL,
1993).

Inicialmente, foram realizadas pesquisas no bancos de dados: Blast-Protein
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast), Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e Swiss-Model

(http://swissmodel.expasy.org/) com o intuito de encontrar proteinas que

possuissem estruturas tridimensionais resolvidas para serem ultilizadas como
moldes, sendo selecionados trés moldes do PDB: 3wdo, 4lds e 4ja3. Os moldes
3wdo e 4ja3 sdo proteinas da familia MFS e pertencem a Escherichia coli e o
molde 4lds é também uma proteina da familia MFS, mas pertence a um

Staphylococcus epidermidis.

Os principais valores utilizados para classificagdo desses moldes séo a
identidade entre as sequéncias, onde o que se deseja sdo valores acima de 25%
gquando o numero de residuos é superior a 80, o E-value, o escore geral e 0

namero de gaps.
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Na construgdo dos modelos inicialmente foi realizado um alinhamento
global entre os moldes (3wdo, 4lds e 4ja3) e as proteinas a serem avaliadas
(codificada pelo gene referéncia e pelos haplotipos). Esse alinhamento dos
moldes com as proteinas a serem analisadas foi realizado individualmente para
cada proteina. A partir desse alinhamento o programa transferiu as informacdes
extraidas da estrutura 3D das proteinas moldes para os modelos construidos para
a proteina codificada por cada haplétipo e pelo gene referéncia. Foram
construidos 5 modelos para cada uma das proteinas modeladas (proteinas
codificadas por cada haplétipo e pelo gene referéncia) e, o proprio Modeller
atribuiu um escore, o “molpdf”’, onde o que possuir menor valor € considerado o

melhor modelo para a proteina modelada.

Para as andlises da qualidade do modelo gerado para cada proteina
modelada foram utilizados trés softwares: PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993)
que avalia a exatiddo estereoquimica, WHATIF (VRIENDS; SANDER, 1993) que
avalia a qualidade do empacotamento e VERIFY3D (BOWIE et al., 1991) que

avalia a confiabilidade do enovelamento.

A similaridade das estruturas tridimensionais da proteina referéncia (A.
bestiarum) foi comparada com as estruturas tridimensionais das proteinas
codificadas pelos haplétipos pelo software TM-align (ZHANG; SKOLNICK, 2005)

para predicdo de alteracdo estrutural em funcéo dos diferentes haplotipos.

4.10. Analise da resisténcia dos isolados de Aeromonas spp. ao florfenicol

A resisténcia ao florfenicol pelos isolados de Aeromonas spp. foi verificada

pelo teste de Microdiluicdo em caldo.

O teste foi realizado de acordo com o protocolo (CLSI, 2006). A
concentracdo bactericida minima (CBM) do antimicrobiano foi determinada. O
florfenicol (Roflin®) primeiramente foi diluido em Tween para que se fosse

possivel realizar o teste.
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Os isolados foram repicados em TSA, incubados a 28°C por 24 horas e,
apos esse periodo foi realizada a suspenséo bacteriana de acordo com a escala
0,5 de MacFarland (BioMeriéux, Franca). Esta suspensdo foi obtida em tubos
contendo solucédo salina estéril 0,85% e, posteriormente, uma aliquota de 150uL

foi inoculada em tubos contendo 15mL de caldo Mueller-Hinton (MH).

Com o auxilio de uma pipeta multicanal, foram transferidos 180uL do caldo
MH para os primeiros pogos da microplaca e 100uL nos demais pogos. Em
seguida foram transferidos 20uL do antimicrobiano florfenicol (Roflin®) nos
primeiros pocos da placa e distribuidos nos demais pogos com a pipeta
multicanal, homogeneizando e transferindo 100uL até o ultimo pogo e
descartando a sobra deste. A diluicdo do antibiético apds as transferéncias de
100uL constou de 75mg/mL, 37,5mg/mL, 18,75mg/mL, 9,37mg/mL, 4,68mg/mL,
2,3d4mg/mL, 1,177mg/mL, 585ug/mL, 292ug/mL, 146ug/mL, 73,1pug/mL,
36,56ug/mL  18,2ug/mL, 9,14pg/mL, 4,57ug/mL, 2,28ug/mL, 1,14ug/mL,
0,57ug/mL, 0,285ug/mL, 0,142ug/mL, 0,071ug/mL, 0,035ug/mL, 0,017ug/mL,
0,0085ug/mL ao final totalizando 24 diluicdes.

Em seguida, 100uL do caldo MH com a bactéria foram transferidos para
microplacas, que foram incubadas a 28°C por 24 horas. As andlises foram
realizadas em triplicatas para cada isolado, sendo utilizado como controle
negativo o caldo MH (sem florfenicol) e como controle positivo o caldo MH +

bactéria (sem florfenicol), também foi realizado o controle do diluente (Tween 80).

Apos esse periodo foi realizada a CBM, com auxilio de replicador de 96
pontos e posteriormente as amostras foram incubadas a 28° C por 24 horas. A
leitura da CBM foi realizada de acordo com o breakpoint do cloranfenicol (8 pg/ml)
(CLSI, 2006).

4.11. Analise da resisténcia dos isolados de Aeromonas spp. ao florfenicol na

presencga do Carbonil Cianeto m-Clorofenil Hidrazona (CCCP).

A resisténcia ao florfenicol na presenca do CCCP (inibidor de bomba de

efluxo) pelos isolados de Aeromonas spp. foi verificada pelo teste de Microdiluicdo
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em caldo. Foram utilizados 3 isolados referentes a cada haplotipo encontrado
nesse estudo (TTA, TAA e CTG), os quais foram resistentes ao florfenicol.

Essa analise foi realizada com a utilizacdo do teste de Microdiluicdo em
caldo, de acordo com o protocolo (CLSI, 2006), sendo a concentracdo bactericida
minima (CBM) do antimicrobiano determinada na presenca do inibidor de bombas
de efluxo. O florfenicol (Roflin®) primeiramente foi diluido em Tween 80 para que

se seja possivel realizar o teste e o reagente CCCP foi diluido em acetona.

Os isolados avaliados foram repicados em Agar soja tripticaseina (TSA),
incubados a 28°C por 24 horas e, apos esse periodo foi realizada uma suspensao
bacteriana de acordo com a escala 0,5 de MacFarland (BioMeriéux, Franca). Esta
suspensao foi obtida em tubos contendo solucdo salina estéril 0,85% e,
posteriormente, uma aliquota de 150uL foi inoculada em tubos contendo 15mL de
caldo Mueller-Hinton (MH).

Com o auxilio de uma pipeta multicanal foram transferidos 180uL do caldo
MH para os primeiros pog¢os da microplaca e 100uL nos demais pocgos. Em
seguida foram transferidos 20uL do antimicrobiano florfenicol (Roflin®) nos
primeiros pocos da placa e distribuidos nos demais pogos com a pipeta
multicanal, homogeneizando e transferindo 100uL até o ultimo pogo e
descartando a sobra deste. A diluicdo do antibitico apés as transferéncias de
100uL constou de 75mg/mL, 37,5mg/mL, 18,75mg/mL, 9,37mg/mL, 4,68mg/mL,
2,34mg/mL, 1,177mg/mL, 585ug/mL, 292ug/mL, 146ug/mL, 73,1ug/mL,
36,56ug/mL  18,2ug/mL, 9,14pg/mL, 4,57ug/mL, 2,28ug/mL, 1,14ug/mL,
0,57ug/mL, 0,285ug/mL, 0,142ug/mL, 0,071ug/mL, 0,035ug/mL, 0,017pg/mL,
0,0085ug/mL, ao final totalizando 24 dilui¢des.

Apos esse procedimento foi adicionado 20uL do CCCP (0,04M) em cada
poco. Em seguida, 100uL do caldo MH com a bactéria foram transferidos para
microplacas. Posteriormente essas microplacas foram incubadas a 28° C por 24
horas. As analises foram realizadas em triplicatas para cada isolado, sendo
utilizado como controle negativo o caldo MH (sem florfenicol) e como controle

positivo o caldo MH + bactéria (sem florfenicol), também foi realizado o controle
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do diluente do florfenicol e do CCCP (Tween 80 e acetona, respectivamente,
acrescidos de bactéria).

ApGs esse periodo foi realizada a CBM, com auxilio de replicador de 96
pontos e posteriormente as amostras foram incubadas a 28° C por 24 horas. Apés
24 horas foi possivel verificar se houve diferenca de crescimento das bactérias na
presenca do CCCP. A leitura da CBM foi realizada de acordo com o breakpoint do
cloranfenicol (8 pg/ml) (CLSI, 2006).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 45 isolados bacterianos avaliados e previamente caracterizados como
pertencentes ao género Aeromonas por métodos fenotipicos e bioquimicos, 29
foram confirmados como Aeromonas spp. através do sequenciamento de parte do
gene rRNA 16S. Janda e Abbott (2010) afirmaram que ha uma dificuldade em se
separar espécies de Aeromonas por métodos bioquimicos devido a falta de
“chaves de identificacao” padronizadas que separe as espécies corretamente,
levando a interpretacdes erradas nos testes realizados. A identificacdo do género
Aeromonas através de testes bioquimicos também pode ser equivocada porque
os resultados desses testes podem sofrer influéncias de parametros fisicos como
de pH, temperatura e de substrato de crescimento, sendo assim importante a
utilizacdo de métodos moleculares como o sequenciamento de rRNA 16S para a
identificacdo do género (NAWAZ et al., 2006).

No entanto, de acordo com Martinez-Murcia et al. (2005), a utilizacdo do
gene rRNA 16S para identificar espécies de Aeromonas € limitada, pois em
algumas espécies a sequéncia é altamente conservada como no caso das
espécies A. salmonicida e A. bestiarum que diferem por apenas dois nucleotideos
nas posicoes 1011 e 1018. Alinhamentos de sequéncias de A. sobria e A. veronii
mostraram que essas espécies ndo poderiam ser diferenciadas pelo gene rRNA
16S devido aos altos niveis de similaridade na regido amplificada pelos
iniciadores (TACAO et al., 2005). Yanez et al. (2003) em seu estudo,
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comprovaram que esse gene ndo separa espécies estritamente relacionadas,

evidenciando a utilidade do gene rRNA 16S apenas para confirmagéo de género.

Vinte e sete isolados confirmados para Aeromonas spp. foram testados
quanto a presenca do gene floR, sendo que 14 foram positivos quanto a presenca
desse gene (Anexo 1). Esse resultado demonstra que os isolados vém sofrendo
selecao a favor da manutencéo desse gene que confere resisténcia ao florfenicol.
Essa alta incidéncia de isolados contendo a informacdo genética necessaria para
a manifestacdo da resisténcia a esse antibiotico pode servir de alerta aos
produtores da regido, pois em um futuro proximo a utilizacdo desse antibiético

pode ndo ser mais efetiva no combate a esses patdgenos.

Verner et al. (2009) em seu estudo detectaram a presenca do gene floR em
16 dos 93 isolados de peixes ornamentais, dois desses isolados foram
identificados como A. hydrophila e A. punctata, possuiam o gene floR e também
apresentaram resisténcia ao cloranfenicol e florfenicol.O primeiro relato desse
gene em Aeromonas foi na esp écie A. bestiarum em 2008, quando Gordon et al.
(2008) confirmaram que a resisténcia ao florfenicol era devido a presenca do gene
floR e que o mesmo poderia ser mediado por um plasmideo que carreava

também outros genes de resisténcia a antibiéticos.

Dentre as 14 amostras positivas para o gene floR, 10 tiveram parte desse
gene sequenciado. Com base no alinhamento das 10 sequéncias obtidas para o
gene floR foram identificados trés sitios polimorficos em relacdo a sequéncia de
referéncia (A. bestiarum). O primeiro sitio consistiu na transicdo T-C na posicdo
479 do gene, o segundo sitio consistiu na transversdo A-T na posicdo 683 e o
terceiro sitio consistiu na transicdo G-A na posicdo 721. Diante disso, foi possivel
observar nos isolados a presenca de trés diferentes haplétipos (CTG, TAA, TTA)
(Tabela 1). E bem relatado na literatura que as muta¢bes juntamente com a
transferéncia horizontal de genes sdo Iimportantes mecanismos para o
desenvolvimento de resisténcia em bactérias (BAYM et al., 2016). Entretanto,
muitas vezes um Unica mutacdo ndo é suficiente para induzir uma alteracéo no

perfil de sensibilidade das bactérias, como por exemplo o que ocorre com as
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fluoroquinolonas (JALAL et al., 2000; WANG et al., 2001; WEIGEL et al., 2001;
VOGWILL; CRAIG MACLEAN, 2014).

Tabela 1. Polimorfismos identificados nos isolados de Aeromonas spp.

Identificador

SNP_479 SNP_683 SNP_721

Identificacdo do
Haplétipo

0i|148274163:979011004

Isolado 35
Isolado 11
Isolado 15
Isolado 22
Isolado G36
Isolado A10
Isolado G38
Isolado P16
Isolado P22
Isolado G4

4 4 44000004

_|

>>»>» > 44444 >

—

> 2>2T0000O00O

>

479C_683T_721G
479C_683T_721G
479C_683T_721G
479C_683T_721G
479C_683T_721G
479T_683A_721A
479T_683A_T721A
479T_683A_721A
479T_683A_T721A
479T 683T_721A

* gi|148274163:979011004: sequéncia de referéncia de Aeromonas bestiarium

Os trés sitios polimorficos identificados puderam ser classificados como

mutacBes ndo sinbnimas, ou seja, levaram a troca de aminoacidos na cadeia

polipeptidica. O SNP_479 causa a troca de valina (V) para alanina (A) na posi¢ao

160 da cadeia polipeptidica, o SNP_683 ocasiona uma alteracéo de tirosina (Y)

para fenilalanina (F) na posicédo 228 da cadeia polipeptidica e o0 SNP_721 leva a

troca de uma glicina (G) para uma serina (S) na posicdo 241 da cadeia

polipeptidica (Tabela 2).

Tabela 2. Alteracdes de aminoacidos na cadeia polipeptidica segundo os polimorfismos detectados

Identificador

Haplétipo Posicdo 160 na Posicdo 228 na Posicdo 241 na

proteina proteina proteina
gi|148274163:979011004 TAG Valina Fenilalanina Glicina
479C_683T_721G CTG Alanina Tirosina Glicina
479T_683A_7212 TAA Valina Fenilalanina Serina
479T_683T_7212 TTA Valina Tirosina Serina

* 0i|148274163:979011004: sequéncia de referéncia.

Na literatura ainda ndo foram encontrados relatos de estudos apresentando

polimorfismos no gene floR. Polimorfismos de nucleotideo Gnico ndo sindnimos
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(nsSNPs), ocorrem em regides codificadoras e resultam em polimorfismos de um
anico aminoacido (SAPs) com potencial para alterar a funcdo da proteina através
da alteracao da sua estrutura (CAPRIOTTI; ALTMAN, 2011). Os Polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) sdo de grande importancia, porque essas alteracfes
podem afetar a estabilidade das proteinas e complexos proteina-proteina (TENG
et al., 2009). Um grande numero de SNPs podem ser funcionalmente neutros,
mas quando ocorrem em regides codificantes e reguladoras podem causar efeitos

deletérios sobre as funcdes das proteinas (BAO; CUI, 2005).

O algoritmo SIFT utiliza sequéncias homélogas para prever se a
substituicdo de um aminoacido afetard a funcdo da proteina e, portanto,
potencialmente alterar o fenétipo (NG; HENIKOFF, 2003). Usando o programa
SIFT nesse estudo, foi possivel observar que a substituicdo na posi¢cdo 160 de
uma valina para uma alanina foi considerada como tolerante com uma pontuacao
de 1,00, a substituicdo na posicdo 228 de uma fenilalanina para uma tirosina
também foi considerada como tolerante com uma pontuacdo de 1,00 e, a
substituicdo na posicdo 241 de uma glicina para uma serina foi prevista como

tolerante com uma pontuacgédo de 0,17 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados referentes ao algoritimo SIFT na predicdo de alteracdo de fungdo da proteina
codificada pelo gene floR

POSICAO DO AMINOACIDO PREDICAO SCORE
NA PROTEINA
160 Tolerante 1,0
228 Tolerante 1,0
241 Tolerante 0,17

De acordo com o SIFT valores inferiores a 0,05 sao preditos como
mutacfes intolerantes ou deletérias, ja para valores superiores a 0,05 sao
preditas como tolerantes. A substituicdo na posi¢cédo 241 teve uma pontuacao mais
baixa que as outras duas substituicbes nas posi¢cdes 160 e 228, mas ainda foi

considerada como tolerada.

O algoritmo PolyPhen classifica o SNPs como "benigno”, "possivelmente

prejudicial* ou "provavelmente prejudicial " (ADZHUBEI et al., 2010). Os
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resultados obtidos nesse estudo mostraram que a substituicdo na posicao 241 foi
classificada como provavelmente prejudicial, isto é, tem chances dessa mutacao
provocar alguma alteracéo que ocasione ganho ou perda da funcdo (Figura 1). As

mutacBes nas posicbes 160 (Figura 2) e 228 (Figura 3) foram consideradas
benignas.

De acordo com o Polyphen a troca de aminoacido na posicao 241 pode
levar a alguma alteracdo de ganho ou perda na funcéo e, esse resultado pode ser
explicado pela alteracdo de aminoacidos com propriedades quimicas diferentes
(Glicina/Serina), onde a glicina é apolar e ndo apresenta o carbono quiral e a
serina é polar com presenca de um cabono quiral. Para todos os aminoacidos
comuns, exceto a glicina, o carbono a esta ligado a quatro diferentes grupos: um
grupo carboxila, um grupo amino, um grupo R e um atomo de hidrogénio (na
glicina o grupo R é outro &tomo de hidrogénio) (LEHNINGER, 2006).

Figura 1. Resultado apresentado pelo PolyPhen para o SNP_721 que ocasiona alteracdo de uma glicina (G)

para uma serina (S) na posicéo 241 da cadeia polipeptidica
PolyPhen-2 report for gi G2415%
Query
Protein Acc Position AAy AA; Deseription
@i 24 G S NA
Results
#| Prediction/Confidence

HumDiv

his mutation is predicted to b= POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.853 (sensitivity: 0.83; specificity: 0.93
olon 0l20 olan o6 080 100

#] HumVar

Figura 2. Resultado apresentado pelo PolyPhen para o SNP_479 que ocasiona alteracao de valina (V) para
alanina (A) na posicéo 160 da cadeia polipeptidica.

PolyPhen-2 report for gi VIG60A

Query

Protein Acc Position AAq AA3  Description

180 W A MIA

Results
%] Prediction/Confidence

HumDiv

mut. b= BENIGN with a scors of 0.000 (sensitivity: 1.00; specificity: 0.00
0lon 0.20 [ 0,60 X7 1.00

+] HumVar

Figura 3. Resultado apresentado pelo PolyPhen para o SNP_683 que ocasiona alteragéo de tirosina (Y) para
fenilalanina (F) na posicdo 228 da cadeia polipeptidica

PolyPhen-2 report for gi Y228F

Query

Protein Acc Position AAy AAz Description

gi 228 Y FoONA

Results
#| Prediction/Confidence

HumDiv

his mutation is predicted to b2 BENIGN  with a score of 0.000 {sensitivity: 1.00; specificity: 0.00

+] HumVar



46

Muitos autores utilizam o SITF e PolyPhen para predizer alteracdo de
funcdo proteica, principalmente em humanos, como em um estudo realizado por
Goswami (2015), onde foram analisados 16 nsSNPs de um enzima envolvida na
biossintese de horménios esteroides em humanos (HSD3B2) e, observou-se que
segundo os algoritmos SITF e PolyPhen, oito nsSNPs foram classificados como
possivelmente prejudiciais com valores inferiores a 0,05. Esse autor afirmou que
essa substituicio de aminoacido pode ocasionar alteracdo na relacao estrutura-
funcdo e que essas mutacdes podem estar associadas a doencas. Com micro-
organismos esses estudos séo escassos e, com o0 gene floR em Aeromonas séao

inexistentes. Resaltando a importancia desse trabalho.

Todos os nsSNPs podem potencialmente afetar a estrutura ou funcédo das
proteinas expressas e podem ter um impacto sobre doencas complexas
(NAKKEN et al, 2007). Para verificagdo se esse nsSNPs vai afetar a fungao da
proteina € necessario que haja uma avaliacdo mais detalhada partindo da

modelagem estrutural da proteina e de estudos “in vitro”.

Para a modelagem das proteinas foi inicialmente realizada a modelagem
da proteina referéncia de A. bestiarum com a utilizacdo dos moldes 3wdo,4lds e
4ja3 que ja possuiam a proteina resolvida (Tabela 4). Esse modelo foi criado para
verificacdo de similaridade entre a proteina referéncia e os 3 moldes
selecionados, para posterior modelagem das proteinas codificadas pelos
diferentes haplotipos identificados no presente estudo. O Modeller gerou 5
modelos e foi atribuido um score, o “molpdf’, onde o modelo que tinha o menor
valor foi considerado como melhor modelo, isto €, o primeiro modelo (Tabela 5 e
6). A qualidade dos modelos gerados foi avaliada pelos softwares: PROCHECK,
VERIFY3D e WHATIF.

Tabela 4. Moldes selecionados com a estrutura tridimensional da proteina resolvida

Moldes E-value: Score Identidade Gaps
3wdo 1.9551E-6 51.60 33% 1%
4lds 0.608996 33.49 34% 5%

4ja3 3.12499 30.80 33% 10%
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Tabela 5. Modelos gerados pelo Modeller e o score atribuido para a modelagem da proteina codificada pelo
gene floR em A. Bestiarium (gene referéncia)

Tabela 6. Modelos gerados pelo Modeller e o score atribuido para a modelagem da proteina

Modelos

Molpdf

prAB.B99990001.pdb
prAB.B99990002.pdb
prAB.B99990003.pdb
prAB.B99990004.pdb
prAB.B99990005.pdb

22139.34375
22199.01172
22301.62695
22314.52734
22365.55664

codificada pelo gene floR de cada haplétipo.

HAPLOTIPO MODELOS MOLPDF
TAA sqrhtaa.B99990001.pdb 22028.51953
sqrhtaa.B99990002.pdb 22129.51172
sqrhtaa.B99990003.pdb 22254.62500
sqrhtaa.B99990004.pdb 22266.87500
sqrhtaa.B99990005.pdb 22220.63281
TTA sqrhtta.B99990001.pdb 22154.04102
sqrhtta.B99990002.pdb 22077.30273
sqrhtta.B99990003.pdb 22379.51953
sqrhtta.B99990004.pdb 22276.83203
sqrhtta.B99990005.pdb 22115.40430
CTG sqrhctg.B99990001.pdb 22060.08594

sqrhctg.B99990002.pdb

22305.33008

sqrhctg.B99990003.pdb

22209.83789

sqrhctg.B99990004.pdb

22169.08203

sqrhctg.B99990005.pdb

22217.62305

Os resultados obtidos no PROCHECK para a proteina referéncia modelada

demostram no grafico de Ramachandran que 90,8 % dos residuos da proteina

modelada estdo em regibes favoraveis (Figura 4). De acordo com Laskowski et

al., (1993) a estrutura para ser ideal deve ter mais de 90% dos seus residuos nas

regides vermelhas, marcada com A, B e L (regides favoraveis). Os resultados

obtidos no VERIFY3D para a proteina referéncia demostraram que 69.55% dos
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residuos da proteina modelada obtiveram pontuacdo média de 3D-1D acima ou
igual a 0.2 (Figura 5).

Nas andlises com o WHATIF a qualidade do empacotamento da proteina
referéncia modelada apresentou valor médio de -1.050 sendo assim, o modelo
obtido foi considerado bom. A qualidade é avaliada da seguinte forma: maior que -
0,5: 6timo modelo; em -0,5: valor médio para um bom modelo; entre -1,0 e -0,5:
ainda um bom modelo; em -1,5: ainda um bom modelo, mas com pequenos erros;
em -2,0: modelo considerado pobre; em -3,0: modelo ruim (VRIENDS; SANDER,
1993).

Figura 4. Grafico de Ramachandran referente a proteina referéncia com 90,8% dos residuos da proteina
modelada em regides favoraveis (A, B e L), 8,1% em regides permitidas (a, b, I, p), 0,9% em regides

generosamente permitidas (~a, ~b,~ I, ~p), 0,3% em regibes desfavoraveis (branco).
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Figura 5. Gréfico gerado pelo programa Verify3D demonstrando a pontuagéo dos residuos da proteina

modelada referente a proteina referéncia
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A proteina codificada pelo gene floR, modelada para A. Bestiarium
(proteina referéncia), estd representada na Figura 6 (A). Os modelos 3D das
proteinas modelada para os trés haplétipos TAA, TTA e CTG estao representados
na Figura 6 (B, C e D) respectivamente (SALI; BLUNDELL, 1993).

Figura 6. Proteina modelada no programa Modeller para A. Bestiarum (A), haplétipo TAA (B), TTA (C) e CTG
(D). Estrutura 3D, atdbmos e ribons, respectivamente
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Os resultados obtidos no PROCHECK para o hapl6tipo TAA mostram que o
grafico de Ramachandran demonstra que 92,2 % dos residuos da proteina
modelada estdo em regides favoraveis (Figura 7), para o haplétipo TTA o grafico
demonstra que 91,4 % dos residuos da proteina modelada estdo em regides
favoraveis (Figura 8) e para o haplétipo CTG o grafico demonstra que 92,2 % dos
residuos da proteina modelada estdo em regides favoraveis (Figura 9). Esses

resultados demonstram que a exatiddo estereoquimica dos modelos gerados é

boa.
Figura 7. Gréafico de Ramachandran referente ao haplétipo TAA com 92,2% dos residuos da proteina
modelada em regides favoraveis (A, B e L), 6,3% em regides permitidas (a, b, I, p), 0,6% em regides

generosamente permitidas (~a, ~b,~ I, ~p), 0,9% em regides desfavoraveis (branco).
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Figura 8. Grafico de Ramachandran referente ao haplotipo TTA com 91,4% dos residuos da proteina
modelada em regides favoraveis (A, B e L), 6,9% em regifes permitidas (a, b, I, p), 1,2% em regides
generosamente permitidas (~a, ~b,~ |, ~p), 0,6% em regifes desfavoraveis (branco).
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Figura 9. Grafico de Ramachandran referente ao haplétipo CTG com 92.2% dos residuos da proteina

modelada em regides favoraveis (A, B e L), 6.4% em regides permitidas (a, b, I, p), 1.4% em regides

generosamente permitidas (~a, ~b,~ |, ~p), 0.0% em regibes desfavoraveis (branco).
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Os resultados obtidos no VERIFY3D para o haplétipo TAA mostraram que
79.46% dos residuos da proteina modelada obtiveram pontuacdo média de 3D-1D
acima ou igual a 0.2 (Figura 10), para o haplétipo TTA 81.68% dos residuos da

proteina modelada obtiveram pontuacdo média de 3D-1D acima ou igual a 0.2

(Figura 11) e para o haplétipo CTG 80.45% dos residuos da proteina modelada

obtiveram pontuacdo média de 3D-1D acima ou igual a 0.2 (Figura 12). Esses

resultados demonstram que esses modelos estdo bons em

relacdo a

confiabilidade do enovelamento das proteinas, em que 80% dos residuos devem

estar acima ou iguais a 0.2 (BOWIE et al., 1991).
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Figura 10. Grafico gerado pelo programa Verify3D demonstrando a pontuacdo dos residuos da proteina

modelada referente ao haplétipo TAA

o oaTT

Figura 11. Gréfico gerado pelo programa Verify3D demonstrando a pontuacéo dos residuos da proteina
modelada referente ao haplétipo TTA
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Figura 12. Gréfico gerado pelo programa Verify3D demonstrando a pontuacdo dos residuos da proteina
modelada referente ao haplétipo CTG
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Os resultados obtidos no WHATIF para a qualidade do empacotamento do
haplétipo TAA mostraram que o valor médio encontrado foi de -0,994, para o
haplétipo TTA o valor médio encontrado foi de -0,968, para o haplotipo CTG o
valor médio encontrado foi de -1,061. Esses resultados mostraram que esses

modelos sao considerados bons.

Os resultados do TM-align para o modelo das proteinas codificadas pelos
haplétipos TAA, TTA e CTG demonstraram que essas proteinas possuem
praticamente a mesma conformacao da proteina referéncia (valores de TM-score
de 0,98414, 0,98557 e 0,98400 para os haplétipos TAA, TTA e CTG,
respectivamente) (Figura 6 B, C e D). De acordo com Zhang e Skolnick (2005), o
TM-score é dado entre 0 e 1, com os melhores alinhamentos apresentando
pontuacBes proximas de 1. Pontuacbes proximas a 1 sdo dadas quando no
alinhamento as regides se apresentam ordenadas e pontuagdes baixas sdo dadas
quando no alinhamento h& regides de desordem (ZHANG; SKOLNICK, 2005).
Esses resultados indicam que as mutacdes encontradas ndo provocam alteracées

na estrutura da proteina codificada pelo gene floR.

De acordo com Nayeem et al.,, (2006) a conformacao estrutural de uma
proteina € mais conservada que sua sequéncia de aminoacidos durante o
processo evolutivo, e que pequenas mudancas na sequéncia geralmente provoca

sutis modificacdes na estrutura tridimensional.

No presente estudo, segundo o teste de microdiluicdo em caldo, os 14
isolados que continham o gene floR foram resistentes ao florfenicol e 13 isolados
que foram negativos para a presenca do gene foram sensiveis no teste (Anexo
2). Esses resultados comprovam que nos isolados avaliados o gene floR é o
responsavel pela resisténcia ao florfenicol e, que os SNPs detectados nesse
estudo ndo afetam a funcédo desse gene, fato que refor¢ca os resultados obtidos
pela modelagem das proteinas codificadas pelos diferentes haplotipos
detectados. Um estudo realizado por Fernandez-Alarcon et al. (2010) com bacilos
gram negativos isolados de peixes mostrou que todos os isolados que continham
o gene floR eram resistentes ao florfenicol e também apresentavam resisténcia a

multiplas drogas. Testes de microdiluicdo em caldo com isolados de Salmonella
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que tinham o plasmideo contendo o gene floR e mediando resisténcia ao
florfenicol, demonstraram resisténcia tanto para florfenicol e cloranfenicol
(DOUBLET et al, 2004).

O cloranfenicol e alguns derivados como o tianfenicol e azidamfenicol tém
sido usados ao longo dos anos na medicina humana (SCHWARZ et al, 2004). A
resisténcia bacteriana mediada pelo gene floR ao cloranfenicol, levanta a
possibilidade de que esse antimicrobiano poderia ter selecionado anteriormente o
gene floR, muito antes da introducdo do florfenicol na medicina veterinaria
(DOUBLET et al, 2004).

Varios genes tém sido descritos pela literatura contribuindo de forma
combinada para resisténcia ao cloranfenicol e florfenicol, como pp-flo, CMLA-like,
floSt, flo, ou floR. Esses genes ja foram encontrados em diferentes espécies,
como: Salmonella Typhimurium, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Photobacterium
damselae subsp. Piscicida, etc. Apesar das varias designacdes, esses genes
estdo intimamente relacionados mostrando 96-100% de identidade em suas
sequéncias de nucleotideos e 88-100% de identidade de sequéncias de
aminoécidos (SCHWARZ et al, 2004).

Os genes pp-flo, CMLA-like, floSt e flo comecaram a ser descritos na
literatura depois que se iniciou o uso do cloranfenicol. Apds a proibicdo do uso
desse antimicrobiano na medicina veterinaria e a substituicdo pelo florfenicol, que
€ derivado do cloranfenicol, comecaram a surgir relatos da resisténcia bacteriana
através do gene floR. O gene floR esta relacionado diretamente com a resisténcia
ao florfenicol, como comprovado no presente estudo, e ja foi descrito em bactérias
de diferentes géneros (SCHWARZ et al, 2004).

No teste com o inibidor de bomba de efluxo (CCCP) na presenca do
florfenicol, os 3 isolados testados para os trés diferentes haplétipos identificados
nesse estudo (TTA, TAA e CTG), que eram resistentes ao florfenicol,
demostraram sensibilidade em todas a concentracfes utilizadas (Tabela 7). Esse
resultado pode comprovar gque a resisténcia ao florfenicol esta relacionada com a
atividade de bombas de efluxo, sendo que na presenca do inibidor as bactérias se

tornaram sensiveis ao antimicrobiano testado (florfenicol).
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Tabela 7. Referente aos 3 haplétipos testados na microdiluicdo em caldo com presenca e auséncia do
inibidor CCCP.

Isolado CBM (sem CCCP) CBM (com CCCP) Hapldtipo

P1.6 >73,1 ug/mL <0,0085ug/mL TAA
35 >2,34 mg/mL <0,0085ug/mL CTG
G4 >9,14 pug/mL <0,0085ug/mL TTA

De acordo com Du et al. (2004), em seu estudo utilizando o inibidor de
bomba de efluxo CCCP, em isolados de Escherichia coli que tinham o gene floR e
eram resistentes ao florfenicol, foi possivel observar que houve um aumento
rapido e significativo de florfenicol dentro da célula apos o uso do CCCP. Esses
autores afirmam que a resisténcia ao florfenicol é devido a presenca de bomba de
efluxo. Estudos realizados por Kadlec et al. (2007) e Vecchione et al. (2009)
utilizando o inibidor de bomba de efluxo Phe-Arg-B-naphthylamide (PABN) em
bactérias resistentes ao florfenicol, foi observado que essa resisténcia pode ser
explicada pela presenca de bombas de efluxo. Inibidores de bomba de efluxo vem
sendo pesquisados como alternativas terapéuticas em outros micro-organismos
como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (HANDZLIK et al.,
2013; ASKOURA et al., 2011). Além de representar uma opcao terapéutica, 0s
inibidores de bomba de efluxo sd&o muito importantes para deteccdo deste
mecanismo de resisténcia (VAN BAMBEKE et al., 2010). Produtos naturais tém
sido explorados quando a sua capacidade de inibicdo de bomba de efluxo em
micro-organismos. Estudos desta natureza séo bastante complexos e necessitam
da integracdo de plataformas de carcaterizacdo quimica, genética e de
bioinforméatica (TEGOS et al., 2011).

No presente estudo, pode ser observado também que, o inibidor de bomba
de efluxo n&o provocou diferenga de sensibilidade/resisténcia ao antimicrobiano

florfenicol quando se compara os trés haplotipos encontrados nesse estudo. Esse
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resultado consolida os resultados do TM-align ao comparar as proteinas
modeladas pelos haplétipos TAA, TTA e CTG que demonstrou que essas
proteinas possuem praticamente a mesma conformacéo e também os resultados
gerados pelo SIFT e PolyPhen que ndo demonstraram alteracdo de funcdo em

relacdo aos SNPs detectados.

6. CONCLUSOES

Foi possivel observar nesse estudo que a resisténcia ao flofenicol em
Aeromonas spp. pode ser explicada pela presenca do gene floR. Os isolados
avaliados apresentaram mutacdes no gene floR, mas essas mutacdes nao estao
envolvidas com alteracdo de estrutura e funcdo da proteina codificada por esse

gene.
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Anexo 1

Anexo 1. imagem do gel de agarose a 1,5% com os resultados referentes a presenca do gene floR
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Figura. Eletroforese de amostras amplificadas com o primer do gene floR (803 pares de
bases). A coluna M apresenta um marcador de peso molecular de 100 pb. As colunas de
nameros 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16 e 17 apresentam amostras com
resultados positivos para a presenca do gene floR e as colunas 6, 10 e 13 negativas. A
coluna (+) apresenta o controle positivo da reacéo e a coluna (-) o controle negativo.
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Anexo 2

Anexo 2. Tabela referente aos isolados com presenca ou auséncia do gene floR e concentragdo bactericida
minima. Isolados com CBM = 8ug/mL s&o considerados resistentes ao antibidtico florfenicol (CLSI, 2006)

Isolado Gene floR CBM
11 Positivo >36,56 pg/mL
14 Positivo >18.2 pg/mL
15 Positivo >18,2 pg/mL
22 Positivo >9,14 pg/mL
35 Positivo >2,34 mg/mL
46 Negativo >2,28 pg/mL
54 Negativo >1,14 pg/mL
60 Positivo >585 pg/mL
72B Negativo >4,57 pg/mL
74 Positivo >2,34 mg/mL
Al10 Positivo >585 pg/mL
Al4 Negativo >2,28 pg/mL
Gl Negativo >2,28 pg/mL
G4 Positivo >9,14 pg/mL
G6 Negativo >1,14 pg/mL
G18 Negativo >1,14 pg/mL
G19 Negativo >1,14 pg/mL
G31 Negativo >4,57 pg/mL
G32 Negativo >4,57 pg/mL
G33 Negativo >0,57 pg/mL
G34 Negativo >2,28 pg/mL
G36 Positivo >73,1 pg/mL
G38 Positivo >292 pg/mL
P1.6 Positivo >73,1 pg/mL
pP2.2 Positivo >292 ug/mL
P3.1 Negativo >0,285 pg/mL
P4.2 Positivo >585 pg/mL




