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Aeromonas...

Sou discreta, mas dificil.

Gosto do frio e calor.

Nos peixes posso morar.

E no homem dor causar.

Dalia dos Prazeres Rodrigues e
Roseli Vigio Ribeiro
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RESUMO

O sistema de transporte de oligopeptidios (sistema opp) estd envolvido em diferentes aspectos
da fisiologia bacteriana, incluindo nutri¢do, comunicagdo intercelular e fatores associados
com a viruléncia. Estes transportadores ABC sdao formados por uma proteina de ligacdo a
oligopeptidios, uma permease ¢ um dominio de ligacdo ao ATP. As Aeromonas sao bactérias
Gram-negativas aquaticas ubiquas associadas com varias doengcas em humanos,
especialmente, gastrenterites. Atualmente, A. hydrophila, A. sobria e A. caviae sdo
consideradas como patogenos emergentes pela OMS. Neste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar o sistema de transporte de oligopeptidios em Aeromonas utilizando
para tanto diversas ferramentas bioinformaticas e moleculares. Os resultados mostraram que,
assim como em outras bactérias Gram-negativas, os genes opp de Aeromonas encontram-se
organizados em um Unico operon policistronico formado por cinco genes (oppA, oppB, oppC,
oppD e oppF). O gene oppA e a proteina periplasmica de ligagdo a oligopeptidios
correspondente (OppA) sdao altamente conservados, mesmo entre bactérias de familias
distintas. O modelo da proteina OppA de 4. hydrophila mostrou a estrutura tipica “Venus
flytrap”, semelhante ao modelo de S. #yphimurium. Além disso, a presenca do gene oppA foi
confirmada em todas as linhagens avaliadas. A OppA de varias espécies de Aeromonas foram
reconhecidas por anticorpos obtidos contra a OppA de E. coli, confirmando a similaridade
entre estas proteinas, € a expressao da OppA em Aeromonas. O seqiienciamento completo ou
parcial do gene oppA de diferentes espécies de Aeromonas permitiu confirmar a elevada

conservagao do mesmo, e corroborar dados filogenéticos prévios.

Palavras-chave: Aeromonas; Sistema Opp; Proteina de ligag¢do ao oligopeptideo — OppA.

Xiv



ABSTRACT

The oligopeptide transport system (Opp system) is involved in different aspects of bacterial
physiology, including nutrition, intercellular communication, and factors associated with
virulence. These ABC transporters are formed by an oligopeptide binding protein, a
permease, and ATP-binding domain. Aeromonas are ubiquous aquatic Gram-negative bacteria
associated with several human diseases, particularly gastrointestinal disorders. Now a day, 4.
hydrophila, A. sobria and A. caviae are considered as emerging pathogens by the WHO. In
this context, the objective of the present study was to characterize the oligopeptide transport
system of Aeromonas using several bioinformatic and molecular tools. The results showed
that as in other Gram-negative bacteria, the opp genes of Aeromonas are organized in a single
policistronic operon formed by five genes (oppA, oppB, oppC, oppD and oppF). The oppA
gene and its corresponding periplasmic oligopeptide-binding protein (OppA) are highly
conserved, even between different bacterial families. A. hydrophila OppA model exhibits a
typical Venus flytrap structure, similar to the S. #yphimurium model. Furthermore, the
presence of the oppA gene was confirmed in all the Aeromonas strains evaluated. The OppA
of several Aeromonas species were recognized by antibodies obtained against E. coli OppA,
confirming the similarity between these proteins, and the expression of the oligopeptide
binding protein in Aeromonas. The complete or partial sequencing of the gene oppA of
different species of Aeromonas allowed confirming the high conservation of this gene, and

corroborate previous phylogenetic data.

Key-words: Aeromonas; Opp system; Oligopeptide-binding protein — OppA
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, surtos de doencas bacterianas de origem alimentar t€ém sido
reportados por todo mundo, alguns causados por agentes denominados de classicos, como
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Salmonella spp, mas a grande maioria
ocasionada por bactérias emergentes, entre as quais Aeromonas spp.

As bactérias do género Aeromonas sdo bacilos Gram-negativos, oxidase positivas,
anaerobicos facultativos, e representantes da familia Aeromonadaceae. Encontram-se
amplamente distribuidos no ambiente aquatico e sdo reconhecidos por produzir doenca em
diferentes espécies animais. Atualmente, o interesse nesse patdgeno, responsavel por
gastrenterites, bacteremia, e septicemia no homem, vem aumentando significativamente, uma
vez que sua presenca nas diferentes fontes de dgua e alimentos para o consumo humano pode
representar um risco a saude.

Sistemas de transporte s3o essenciais para o transito de substancias através do
envoltério celular bacteriano, em especial nutrientes importantes para o crescimento € ao
metabolismo celular. Entre os sistemas de transporte dependentes de energia destacam-se
aqueles que dependem da clivagem de ATP, conhecidos como transportadores do tipo ABC

(ATP Binding Cassete), que s3o proteinas transmembrans que transportam diversas
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substancias através da membrana citoplasmatica. Estes sistemas s3o responsaveis pela
captagcdo de nutrientes como oligopeptidios, poliaminas, aglicares, aminoacidos, nitrato, ions,
ferro, molibdato e outros, assim como excre¢ao de substincias tdxicas e outros componentes
celulares.

Transportadores ABC sdo muito difundidos entre os organismos vivos e
compreendem uma das maiores familias protéicas. Por exemplo, componentes dos
transportadores ABC s3o expressos por aproximadamente 5% do genoma de Escherichia coli.

Dentre os sistemas do tipo ABC, destaca-se o sistema de transporte de oligopeptideos
(Opp), responsavel pela captacdo de cadeias peptidicas de trés ou mais residuos de
aminoacidos. Além deste papel na nutricdo bacteriana, o sistema Opp regula importantes
processos celulares afetando tanto a fisiologia como fatores associados a viruléncia, incluindo
comunicacdo intercelular, desenvolvimento de competéncia e esporulacdo, sintese de parede
celular, ¢ adesdo a célula hospedeira, dessa forma, influenciando a sovrevivéncia e
patogenicidade bacteriana em varias espécies.

Até o momento ndo existem referéncias a estudos diretos ou indiretos envolvendo o
transporte de oligopeptidios em Aeromonas. Entretanto, uma andlise preliminar no genoma de
Aeromonas hydrophila ATCC7966 (loci 2911908-2906268), disponibilizado no GeneBank
em 08/11/2006 e Aeromonas salmonicida A449 (loci 1787488-1781793), disponibilizado no
GeneBank em 17/04/2007, permitiu identificar nestas posi¢cdes seqiiéncias com alta
homologia com os genes oppA, oppB, oppC, oppD e oppF de outras bactérias Gram-
negativas.

Neste sentido, o presente trabalho teve como principal objetivo estudar e caracterizar
o sistema de transporte de oligopeptidios em Aeromonas spp., uma vez que nao dispomos de
dados a respeito deste agente. Desta forma, contribuir de forma significativa para o

conhecimento mais aprofundado da fisiologia e patogenicidade das Aeromonas spp.

17



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos anos recentes, surtos de doengas bacterianas de origem alimentar tém sido
reportados por todo mundo, alguns causados por agentes chamados classicos, os quais t€ém
patogenia e epidemiologia bem conhecidas, como o Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens ¢ Salmonella spp., mas a grande maioria determinada por bactérias que ndo sio
comumente pesquisadas durante investigagdes de surtos. Dentre essas bactérias estdo as
Aeromonas spp. (Carneiro & Rossi Junior, 2006). Esses organismos sdo considerados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Environmental Protection Agency (EPA — Agéncia

de Prote¢ao Ambiental Norte-Americana) como patdgenos emergentes.

2.1 O género Aeromonas

O género Aeromonas ¢ formado por bacilos Gram-negativos em forma de virgula,
retos com extremidades arredondadas, ou células que se aproximam da forma esférica. As

Aeromonas podem se apresentar isoladas, aos pares ou em cadeias curtas, sendo geralmente
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monotriquias, embora flagelos peritriquios possam ser formados em culturas jovens em meio
solido (Carnahan & Altwegg, 1996; Koneman et al., 2001). Sdo microrganismos psicrofilos e
mesofilos, anaerobicos facultativos, produtores das enzimas catalase e oxidase, fermentadores
de glicose e de outros carboidratos, reduzem nitrato a nitrito, e geralmente sdo mdveis pela
presencga de flagelos polares; sdo resistentes ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropilpteridina fosfato) (Tequianes-Bravo et al., 2005). E, em sua maioria, produtoras de
citotoxinas, enterotoxinas, proteases, endotoxinas, adesinas, proteinases e quitinase (Popoff &
Lallier, 1984; Carnahan & Altwegg, 1996; Altwegg, 1999; Koneman et al., 2001; Abbott,

2003; Bernardes et al., 2003; Tequianes-Bravo et al., 2005).

Dentre as caracteristicas do género, Aeromonas crescem em uma ampla escala de
condi¢des ambientais: valores de pH entre 4,0 a 10,0, concentragdes salinas de até 6,5%,
temperatura de crescimento entre 4°C a 42°C, sendo entre 28 a 30°C, a temperatura 6tima de
crescimento (Delamare et al., 2000; Zucolotto et al., 2006). Alguns estudos demonstram que
as bactérias do género Aeromonas a 5°C sao capazes de quadruplicar sua populacdo em curto
espaco de tempo, indicando assim, a possibilidade de crescimento psicrotrofico competitivo
em grande variedade de alimentos (Palumbo et al., 1989; Kirov et al., 1993a; Kirov et
al.,1993b). E importante ressaltar que cepas de Aeromonas hydrophila mantidas sob
temperatura de refrigera¢do (5°C), comumente utilizada no armazenamento e conservacao de
alimentos pereciveis sdo capazes de produzir enterotoxinas ¢ hemolisinas (Majeed et al.,

1990).

Devido as semelhangas fenotipicas entre as espécies de Aderomonas, e ainda devido a
diversidade desses organismos, sua identificacdo ao nivel de espécies pode representar um
processo exaustivo e complicado. Por essa razdo, pesquisadores estdo associando métodos

moleculares as técnicas bioquimicas (Borrel et al., 1997; Janda & Abbott, 1998).
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O género aqui estudado pertence a familia Aeromonadaceae, ¢ de acordo com a
ultima edicdo do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology o género compreende as
seguintes espécies: Aeromonas hydrophila, Aeromonas bestiarium, Aeromonas salmonicida,
Aeromonas caviae, Aeromonas media, Aeromonas eucrenophila, Aeromonas sobria,
Aeromonas veronii (biovars sobria e veronii), Aeromonas jandaei, Aeromonas schubertii,
Aeromonas trota, Aeromonas allosaccharophila, Aeromonas encheleia, Aeromonas popolffii,
(Martin-Carnahan & Joseph, 2005) e trés novas espécies, Aeromonas culicicola (Pidiyar et
al.,2002), Aeromonas simiae (Harf-Monteil et al., 2004) e Aeromonas molluscorum (Mifiana-
Galbis et al., 2004), t€ém sido recentemente descritas.

Em humanos, Aeromonas spp sao responsaveis por gastrenterites, diarréia cronica,
infecgdes em feridas, infecgdes do trato respiratorio, peritonites, infec¢des do trato urinario e
septicemia. Entre as Aeromonas associadas a infecgdes em humanos 4. hydrophila, A. caviae,
e A. veronii biovar sobria sdo as espécies clinicamente importante. Algumas espécies estao
associadas com uma ampla variedade de doengas em animais de sangue quente e frio,
incluindo peixes, anfibios, répteis, passaros ¢ gado. Aeromonas veronii, A. hydrophila e A.
salmonicida sdao capazes de causar septicemia em peixes de agua doce e salgada. Isolados
clinicos e ambientais de Aeromonas secretam muitos produtos extracelular, como hemolisinas,

enterotoxinas e proteases (Szczuka & Kaznowski, 2004; Canals ef al., 2007).

2.1.1 Distribuicao e ocorréncia das bactérias do género Aeromonas

As Aeromonas spp. sdo microrganismos que possuem uma ampla distribuicdo em
varios tipos de ambientes hidricos, podendo ser encontradas em agua doce, salgada e salobra,

com relatos de isolamento a partir de dgua utilizada para os mais diversos fins. Estes podem
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ou ndo ser poluidos, receber ou ndo tratamento de desinfec¢do pelo cloro, apresentar ou nao
contaminagdo por fezes, dispor de matéria organica e conter material oriundo do solo (Kirov
et al., 1993b; Carneiro & Junior, 2006). A agua por sua vez, exerce papel de extrema
importancia como fonte de contaminacdo dos alimentos de origem animal e vegetal
(Hanninen & Sitonen, 1995; Rossi Junior et al., 2000).

Esta grande distribuicdo deve-se a sua alta capacidade de multiplicagdo
independentemente de haver algum hospedeiro humano ou animal, bem como a facilidade de
sobrevivéncia em diversificados ambientes. Condigdes adequeadas de pH, temperatura e
nutrientes favorecem a multiplicagdo destas bactérias em ambientes aquaticos (Rocha, 2004).

As bactérias do género Aeromonas sdo ubiquas em ambientes aquaticos sendo
facilmente isoladas em daguas doces ou marinhas em praticamente todas as latitudes
(Handfield et al., 1996; Holmes et al., 1996; Janda & Abbott, 1998; Chacon et al., 2003;
Huddleston et al., 2006). Em rios limpos ou no mar as contagens variam entre 10 e 10?
UFC/ml, podendo chegar a niimero acima de 10° UFC/ml em esgotos, o que indica que niveis
elevados de matéria orgdnica na agua favorecem o desenvolvimento destas bactérias. Em
aguas potaveis as contagens sdo da ordem de 10' a 10° UFC/ml (Holmes et al., 1996). Existe
uma grande preocupagdo sobre a prevaléncia de A. hydrophila especialmente na agua de
consumo, pois esta ¢ considerada a espécie mais patogénica para o homem (Costa et al, 2003;
Pillai et al., 2006).

Estudos sobre a epidemiologia das gastrenterites vinculadas a presenca de
Aeromonas spp, tém estabelecido a 4gua como principal veiculo de transmissdo (Neves et al.,
1990; Kirov, 1993a; Hinninen & Sitonen, 1995; Handfield et al., 1996; Bulhdes e Rossi
Junior, 2002). Neste sentido, Fuzihara et al. (1995) verificaram a ocorréncia de Aeromonas
spp. em 4,6% e 42,4% das amostras de agua tratada e ndo tratada, coletadas no interior do

Estado de Sao Paulo, e concluiram que o consumo dessas aguas pode representar um risco
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para saude dos consumidores. A esse respeito, Burke et al. (1984) na Australia, em um
sistema de distribui¢do de dgua ndo clorada, encontraram Aeromonas em 34% das amostras
analisadas, coliformes totais em 23% e E. coli em 11%. Das Aeromonas isoladas 9,9% eram
provenientes da captagdo, 51,7% do armazenamento e em 33% do sistema de distribuigao.

Espécies do género Aeromonas também tém sido freqiientemente encontradas em
aguas utilizadas para diferentes fins. Isoladas em industria de alimentos, em aguas de
abastecimento publico, agua engarrafada, dgua clorada, poluidas, de riachos e rios, ¢ em
diferentes fontes de dgua utilizadas na irrigacdo agricola, e em aguas utilizadas para lavagens
de alimentos (Janda & Abbott, 1998; Huddleston et al., 2006; Seshadri et al., 2006; Rahman
et al., 2007). Neste sentido, Araujo et al. (1989) e Neves et al. (1990) observaram correlagao,
particularmente em aguas poluidas, entre presenga de Aeromonas spp. € de microrganismos do
grupo dos coliformes, normalmente utilizados como indicadores da qualidade higiénico-
sanitaria da dgua. Em aguas livres de poluicao foi verificada a presenca de Aeromonas e nao
de coliformes, o que de acordo com Abeyta Junior et al. (1990) pode caracterizar a origem
ndo fecal das Aeromonas spp. ou a sua capacidade de crescimento e competicdo em ambientes
aquaticos. Cabe lembrar que Aeromonas nao necessitam de um hospedeiro humano ou animal
para se multiplicar (Rocha, 2004).

Analises de agua de abastecimento e escoamento de abatedouros de bovinos em
Porto Alegre (RS) permitiram constatar a presenca de Aeromonas em 21,4% das amostras, o
que sugeriu como fonte de contaminagdo a agua de abastecimento (Bizani & Brandelli, 2001).
Resultados semelhantes foram obtidos por Rossi Junior et al., (2000) em outros abatedouros.

Além dos ambientes aquaticos, as Aeromonas sdo encontradas em um grande niamero
de alimentos frescos tanto de origem animal como vegetal, e alimentos processados, inclusive
naqueles refrigerados (Buchanan & Palumbo, 1985; Saad et al., 1995; Handfield et al., 1996;

Altwegg, 1999; Albert et al., 2000). Dentre os alimentos de origem animal Aeromonas spp. ja
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foram isoladas de carnes cruas, carcagas de frango, peixes, frutos do mar, aves, leite e
derivados e ovos (McMahon & Wilson, 2001; Costa & Rossi Junior, 2002; Carneiro ¢ Rossi
Junior, 2006; Canals et al., 2007). No Brasil, a presenca de Aeromonas foi constatada em 43%
das amostras de vegetais comercializados na CEASA de Sao Paulo (Saad et al., 1995), com
nimeros que variavam entre 10> a 2 x 10° UFC/g.

No caso do leite, a contaminagdo do mesmo com Aeromonas veiculada pela agua é
relevante uma vez que Amaral ef al. (2006) sugerem que a agua utilizada nas propriedades
leiteiras pode constituir um fator de risco para a saude dos seres humanos que utilizam essa
agua para consumo ou na produgdo do leite. Carneiro & Rossi Junior (2006) verificaram a
ocorréncia de Aeromonas spp. em 46,25% das amostras de leite colhidas em diferentes pontos
do fluxograma de beneficiamento do leite tipo A. Considerando que as bactérias do gé€nero
Aeromonas possuem capacidade de sobreviver e multiplicar em alimentos mantidos sob
refrigeragdo, como o leite, € que muitas cepas sdo capazes de produzir toxinas, sua presenca
em leite pasteurizado, pode conferir a este produto um sério risco a saude, principalmente,
para o segmento da populagdo considerada de alto risco, como crianga, idosos e pacientes
imunodeprimidos.

Ja em aves, Costa & Rossi Junior (2002) avaliaram 200 amostras de diferentes
produtos e locais do fluxograma de abate de frangos. Isolaram Aeromonas spp. em 36% das
amostras de penas, em 56% de fezes, em 72% de carcagas evisceradas, ndo evisceradas, e
resfriadas, e em 80% de 4dgua de pré-resfriamento.

Em peixes, Castro-Escapurlli ef al. (2003) evidenciaram a presenga de Aeromonas
em 32,8% das 250 amostras de peixes congelados de agua doce, comercializados no México.
A caracterizagdo bioquimica dos isolados mostrou: 4. salmonicida (35,36%), A. hydrophila

(20,73%), A. caviae (17,07%), A. veronii bv sobria (13,42%) e A. eucrenophila (13,42%). Por
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outro lado, em estudo realizado na Turquia, Aeromonas foram isoladas de apenas 15,8% dos
salmoes retirados do Mar Negro (Dugenci & Candan, 2003).

Bulhdes et al (2002), investigando queijos minas frescal tipo artesanal, adquiridas no
comércio varejista dos municipios de Pocos de Caldas - MG e Jaboticabal - SP, encontraram
A.  caviae, A. hydrophila ¢ A. schubertii, sendo que 51,2% das amostras estavam
contaminadas por estes microrganismos com concentra¢des que variaram de 5,0 x 10° a 4,0 x
10° UFC/g.

McMahon & Wilson (2001) investigaram a ocorréncia de patdogenos entéricos e
espécies de Aderomonas em vegetais organicos. Os pesquisadores observaram que Salmonella,
Campylobacter, E. coli e Listeria ndo foram encontradas em nenhuma das amostras
analisadas, enquanto que foram isoladas 34% de espécies de Aeromonas, nas amostras
analisadas.

Examinando a superficie das maos de manipuladores de carne bovina, em um
matadouro do Estado de Sao Paulo, Rossi Junior ef al., (2000) evidenciaram amostras
contaminadas por espécies do género Aeromonas.

As variaveis que determinam a distribui¢do e a incidéncia de diferentes espécies de
Aeromonas isoladas de aguas, alimentos ou isolados clinicos, assim como suas propriedades
de viruléncia associadas, podem ser alteradas de acordo com a regido de localizagdo
geografica (Bizani & Brandelli, 2001). Fatores que favorecem a variabilidade e a estabilidade
destes microrganismos em alimentos sdo, em sua maior parte, atribuida a condi¢des de: pH,
umidade, e principalmente, temperatura, considerando uma larga escala de tolerancia, que
pode oscilar de 5 a 42°C (Bernardes et al., 2003; Abbott ef al., 2003). Além da capacidade de
crescimento em baixas temperaturas, algumas espécies de Aeromonas apresentam tolerancia a

salinidade (Delamare et al, 2000), o que lhes confere o potencial de manter elevada
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viabilidade ou mesmo, crescer em concentragdes salinas comumente utilizadas na

conservagao de produtos alimenticios de origem animal e vegetal.

2.1.2 Aspectos clinicos associados a bactérias do género Aeromonas

Nas ultimas décadas as Aeromonas spp. tém sido reconhecidas como patdgenos
humanos emergentes. Seja através da ingestdo direta de dgua contaminada ou de alimentos
contaminados pela agua, Aeromonas spp. podem provocar o desenvolvimento de diversas
doengas no homem, além de infec¢des gastrointestinais, que variam de diarréias amenas a
disenterias graves (Amaral er al., 2006). Entre elas destacam-se: meningites, artrites,
endocardites, osteomielites, peritonites, infec¢cdes cutineas, infecgdes do trato respiratério
(Burke et al. 1983; Janda et al., 1995; Albert et al., 2000; Bizani & Brandelli, 2001; Koneman
et al., 2001; Tequianes-Bravo et al, 2005; Nawaz et al., 2006), infec¢cdes do trato urindrio,
como cistite (Al-Benwan et al., 2007), sindrome urémica hemolitica (Janda et al., 1995), e
menos comumente com septicemia em pacientes imunodeprimidos (Canals et al., 2007), entre
outras. Isolados de Aeromonas foram detectados em feridas de pacientes que sofreram lesao
seguida de exposi¢cdo a agua (Ghenghesh et al., 2001), sendo 4. hydrophila o principal agente
causal nestes casos (Abbott et al., 2003). Estes fatos tornam o género de interesse clinico e de
saude publica. (Janda et al., 1995; Albert et al., 2000).

Ainda que Aeromonas spp esteja amplamente distribuida no ambiente, alguns
investigadores questionam a associagdo de sua presenca ao aumento da freqiiéncia de doengas
diarréicas. Joseph & Carnahan (2000), entretanto, entendem que esse fato ¢ decorrente do
grande niimero de casos ndo notificados.

Segundo Abbott et al. (2003), a gastrenterite ¢ a infeccdo humana mais prevalente

causada por Aeromonas spp. As gastrenterites associadas a estes microrganismos acometem
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principalmente criangas menores de cinco anos de idade, porém, casos em adultos sdo
freqlientes (Burke et al. 1983; Janda et al., 1995; Nojimoto et al., 1997). Em humanos, as
infecgOes gastrointestinais, sdo atribuidas a acdo de enterotoxinas. As espécies mais relatadas
neste quadro clinico s3o A. caviae, A. hydrophila, e A. veronii biovar sobria (Janda & Abbott,
1998).

A gravidade das infec¢des gastrointestinais por Aderomonas é variada, podendo ser
autolimitada ou apresentar-se como uma doenca severa semelhante a coélera. O paciente com
gastrenterite por Aeromonas apresenta diarréia liquida, febre, vomitos, dor abdominal, e em
casos mais graves, diarréia mucosanguinolenta (Buchanan & Palumbo, 1985). A incidéncia de
gastrenterite por Aeromonas tende a ser mais elevada no periodo de verdo do que em outras
estagdes (Burke et al. 1983). Na Australia, Kirov (1993a) constatou aumento dos niveis de
Aeromonas na éagua tratada coincidindo, com o aumento de sua incidéncia associada a
gastrenterites nos meses de verao.

Estudos demonstram uma ligagdo direta entre a ingestao de alimentos contaminados
com espécies de Aeromonas ¢ o desenvolvimento de doengas gastrointestinais (Saad et al.,
1995; Janda et al., 1995; Altwegg, 1999; Koneman et al., 2001; Bernardes et al., 2003;
Abbott et al., 2003).

A possibilidade de que gastrenterites por Aeromonas seja conseqiiéncia da ingestdo
de toxinas pré-formadas presentes nos alimentos (Majeed et al, 1990) ¢ reforcada pela
constatagdo de que estas bactérias sdo capazes de produzir enterotoxinas ¢ hemolisinas
mesmo a temperaturas de 4°C (Palumbo, 1996).

Estudos realizados na Libia permitiram detectar Aeromonas em 15% de criangas com
diarréia e 18% de criangas sem diarréia, sendo A. caviae a espécie mais freqliente (Ghenghesh
et al., 2001). No Ird foram analisadas 50 amostras fecais, isolando 4. hydrophila em 28 (56%)

de amostras diarréicas e 22 (44%) em um grupo controle (Aslani & Hamzeh, 2004). Na India,
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Subashkumar et al. (2006) confirmaram a presenga de A. hydrophila em 9,7% de amostras
diarréicas em criangas.

No estado do Rio Grande do Sul, Guerra et al. (2001), identificou bactérias do
género Aeromonas em 57,4% das diarréias bacterianas em pacientes hospitalizados,
evidenciando maior incidéncia em criancas. J4 Zanella (2002) detectou a ocorréncia de
Aeromonas em fezes (ndo diarréicas) de trabalhadores de aviarios da regido noroeste do

Estado.

2.1.3 Fatores de viruléncia e resisténcia a antibioticos em Aeromonas

O mecanismo de patogenicidade das Aeromonas ¢é considerado multifatorial,
produzindo uma grande variedade de fatores de viruléncia (Yu, et al., 2005; Carneiro & Rossi
Junior, 2006; Pillai et al., 2006). Dentre os principais fatores de viruléncia podem ser
destacados, diferentes formas de pili, capsulas, toxinas e enterotoxinas (hemoliticas,
citotonicas ¢ citotoxicas), proteases, nucleases, lipases e outras proteinas com papel
patogénico ainda pouco definido (Martins et al., 2002; Yu et al., 2005; Seshadri et al., 2006;
Jangid, et al., 2007), além da formagdo de biofilme (Erova et al., 2006).

Algumas cepas de Aeromonas possuem ampla gama de fatores de viruléncia, e alta
capacidade invasiva. Muitos autores relacionam a viruléncia de 4deromonas com a produgao
de enzimas proteoliticas extracelulares (Cascon et al., 2000; Albert et al., 2000; Koneman et
al., 2001; Chacon et al., 2003; Watanabe et al., 2004; Tequianes-Bravo et al., 2005;
Fadanelli, 2005). Estes fatores incidem tanto em cepas de origem ambiental, como em

amostras clinicas (Tequianes-Bravo ef al., 2005; Subashkumar et al., 2006).
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As enterotoxinas produzidas por Aeromonas sdo substancias extracelulares que
podem agir sobre o epitélio intestinal produzindo inflamagdo. Neste sentido, Albert et al.
(2000) identificaram trés genes de enterotoxinas: act, que codifica uma enterotoxina
citotoxica (Act), e os genes alt e ast, responsaveis por duas enterotoxinas citotdnicas (Alt e
Ast). Act ¢ uma toxina que possui atividade hemolitica, citotdxica e enterotoxica.

A atividade hemolitica em isolados de A. hydrophila foi verificada na década de 60 ¢
Wretlind et al. (1971) identificaram duas hemolisinas, mediante focalizagdo isoelétrica: a
aerolisina (AerA), correspondente a enterotoxina citotdoxica Act (Albert et al., 2000) e a
hemolisina HlyA, semelhante aquela produzida por Vibrio cholerae (Zhang et al., 2000).

A expressdo de muitos destes fatores de viruléncia estd associada com a alta
densidade celular e, por isso, sdo controlados pelo quorum sensing. “Quorum sensing” ¢ um
mecanismo de controle da expressdo génica em resposta ao aumento da populagdo bacteriana
(Swift et al., 1999). Estudos mostram que as espécies de A. hydrophila e A. salmonicida,
apresentam o0 mecanismo quorum sensing, ¢ que em A. hydrophila, a atividade da
metaloprotease, o desenvolvimento de biofilme e a fermentacao butanodiol, sdo controlados
pelo quorum sensing (Jangid, et al., 2007).

Burke et al. (1983) avaliando os microorganismos responsaveis pela diarréia infantil
demonstraram que as espécies de Aeromonas produtoras de enterotoxinas apresentam bidtipos
similares. Neste sentido, verificaram que testes para detec¢do de hemolisina s3o capazes de
discriminar amostras enterotoxicas das ndo-enterotdoxicas com 97% de precisdo. Em um
estudo da associagdo de 4. sobria com infeccdo humana, Daily et al. (1981) demonstraram
que as linhagens citotoxicas isoladas apresentavam atividade hemolitica.

A produgdo de toxinas por cepas de Aderomonas, em amostras clinicas, apresentou
uma maior percentagem em relacdo a amostras de alimentos como relatam Martins et al.,

(2002).
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As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicerol a acidos graxos
livres e glicerol. O interesse por estas enzimas tem aumentado devido ao seu papel como
importante fator de viruléncia (Snellman et al., 2002), ja que estas sdo capazes de interagir
com os leucocitos humanos e afetar varias fungdes do sistema imune através da liberagao de
acidos graxos (Chuang et al., 1997).

A principal lipase extracelular (Lip) de A. hydrophila, codificada pelo gene lipA,
apresenta massa molecular de 80 kDa e possui atividade maxima para hidrdlise de ésteres e,
para triacilglicerois Verificou-se que esta lipase apresentou elevada atividade no inicio da fase
estacionaria do crescimento celular com uma faixa de pH o6timo entre 7,5 - 8,0. A atividade
maxima da enzima foi obtida a uma temperatura de 37°C, sendo que, apds 30 minutos de
incubagdo a 55°C, apenas 20% da atividade enzimatica foi mantida (Chuang et al., 1997).

Além da proteina Lip, as Aeromonas sdo capazes de produzir uma outra lipase
extracelular, codificada pelo gene /ipH3. Esta é capaz de degradar derivados do p-nitrofenil,
bem como triacilglicerdis de C; a Cs (Chuang et al, 1997). Outras duas enzimas com
atividade fosfolipidica, foram caracterizadas em Aeromonas: a fosfolipase C (codificada pelo
gene apl-1) e a fosfolipase Al (codificada pelo gene pla) (Watanabe et al., 2004).

Devido a importancia da lipase na nutricdo bacteriana ¢ como fator que afeta as
funcdes do sistema imunoldgico pela geragdo de acidos graxos livres, Cascon et al. (2000)
tém proposto a identificagdo do gene /ipA, através da técnica da PCR, para a avaliacdo da
patogenicidade de isolados de Aeromonas. Chacon et al. (2003) também relataram em seus
estudos uma elevada prevaléncia do gene lipA, ja que dos 234 isolados de Aeromonas
analisados, 221 apresentaram resultados positivos através da técnica da PCR. Em outro
estudo, Cascon et al. (2000), constataram que 100% dos isolados de Aeromonas sp.
analisados apresentaram atividade lipolitica quando plaqueados em meio agar LB (Luria

Bertani) suplementado com 0,5% de tributirim. Fadanelli (2005) também confirmou a alta

29



prevaléncia do gene /ip4 em isolados de Aeromonas, apontando a possibilidade de utilizagao
deste gene na identificagdo rapida de espécies deste género.

Estruturas de superficies, como Pili, Fimbrias ¢ Adesinas, podem estar envolvidos na
adesdo a células hospedeiras ou no reconhecimento dos receptores das células hospedeiras,
associados ao processo de colonizacao celular (Seshadri ef al., 2006).

Em termos de resisténcia a antibidticos, pesquisas realizadas com estirpes de
Aeromonas isoladas de fontes ambientais, alimentos e espécimes clinicos, mostraram que essa
bactéria pode apresentar resisténcia a um ou mais antibidticos beta-lactdmicos, em
decorréncia da presenca de genes que codificam metalo-beta-lactamases. Por outro lado, a sua
ampla distribuicdo, associacdo com animais ¢ desenvolvimento em sistemas aquaticos € no
solo, ajudam a imprimir uma importante pressdo de selecdo para resisténcia a outros
antibioticos como tetraciclinas, sulfas, etc. Além disso, estas bactérias apresentam elevada
capacidade de intercambio de genes entre si € com outros grupos bacterianos (enterobactérias,
vibrios, etc.) (Costa et al., 2003; Carli, 2006).

Carneiro e Rossi Junior (2006), analisando 37 cepas de Aeromonas spp., isoladas do
fluxograma de beneficiamento de leite tipo A, encontraram 100% dos isolados resistentes a
ampicilina, 75,67% a cefalotina, 64,86% a cefoxitina e 48,64% ao aztreonam. Ressaltam
ainda as drogas as quais as cepas mostraram-se menos resistentes — clorafenicol, amicacina,
gentamicina, tetraciclina e tobramicina.

Verificando o impacto de efluentes urbanos sobre a resisténcia a antibidticos Goiii-
Urriza et al. (2000a) notaram que as cepas de enterobactérias foram sempre menos resistentes
do que as Aeromonas spp.

Em outro estudo, Gofii-Urriza et al. (2000b) ressaltaram que tanto a presenga de
Aeromonas spp quanto a sua resisténcia a antibidticos esta associada a densa populagdo

humana.
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A resisténcia a ampicilina ¢ uma caracteristica normalmente encontrada em bactérias
do género Aeromonas, particularmente nas espécies consideradas patogénicas para humanos,
A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria (Gofii-Urriza et al., 2000b; Costa et al.,
2003; Carneiro & Rossi Junior, 2006). Esta freqiiéncia ¢ tdo elevada que este antibiotico ¢é
utilizado na maior parte dos meios empregados para o isolamento destas bactérias (Albert et
al., 2000; Abbott et al., 2003). Entretanto, em outras espécies de Aeromonas, como A. trota, a

sensibilidade a ampicilina parece uma constante.

Trabalhos realizados em nosso laboratdrio com isolados de Aeromonas apresentaram
além da resisténcia a ampicilina, percentagens elevadas de resisténcia a outros antibidticos -
lactamicos. A percentagem de resisténcia ao aztreonam foi de 44%, 40% para ceftazidima,
29% para ceftriaxona e cefotaxima, e 11% para cefoxitina. Quanto a resisténcia a outros
antibioticos, elevada freqiiéncia de resisténcia a cloranfenicol (18%), tetraciclina (16%) e
sulfa (15%) foram constatadas entre os isolados analisados. Estes valores diferem em parte
daqueles obtidos por Goni-Urriza et al. (2000b) que observaram uma freqiiéncia de 14% de

isolados resistentes a tetraciclina, baixa freqii€ncia de resisténcia ao cloranfenicol, e alta

eficiéncia do cotrimazol sobre isolados de Aeromonas obtidos de aguas fluviais.

2.2 Sistemas de transporte

Um importante aspecto para fisiologia bacteriana seja para bactéria patogé€nica ou
ndo ¢ a capacidade de obter nutrientes dos ambientes que as envolvem. Sao conhecidos quatro
tipos de sistema de transporte de nutrientes em bactérias. O primeiro sistema utiliza canais
protéicos que formam poros na membrana citoplasmatica que funcionam por difusdao

199 ¢

facilitada sem gasto de energia. O segundo catalisa o transporte “uni”, “anti” ou “simporte” de
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solutos. O terceiro s3o os transportadores primarios ¢ empregam a hidrolise do ATP como
fonte de energia para transporte ativo e o quarto e ultimo grupo de transportadores consiste
nos translocadores que fosforilam seus substratos durante o seu transporte (Paulsen et al.,
2000).

Os sistemas de transporte dependentes de energia sdo classificados como primarios e
secundarios, em fun¢do do tipo de energia empregada. Os sistemas primarios utilizam energia
gerada pela clivagem do ATP, enquanto que os sistemas secundérios fazem uso de outras
fontes de energia celulares, como forca promotora. Entre os transportadores primarios,
destacam-se aqueles que ligam e hidrolisam ATP, transportadores energia-dependentes,
também chamados de transportadores ABC (do inglés ATP-Binding Cassete). Os
transportadores ABC sdo amplamente distribuidos em diferentes organismos (Dassa &
Bouige, 2001; Higgins, 2001; Tanabe et al., 2006; Ponte-Sucre, 2007). Por exemplo, o
genoma humano codifica 48 transportadores ABC (Oswald et al., 2006), enquanto que em
Escherichia coli, o genoma codifica 79 transportadores tipo ABC (Harland et al., 2005).

Transporte de moléculas através da membrana celular desempenha importante papel
em muitos processos celulares em todos os organismos, incluindo o reconhecimento e
captagdo de nutrientes e a excre¢do de substincias, ou seja, eliminagdo de residuos, além de
geragdo de energia e sinalizacdo celular (Hollenstein et al., 2007a; Linton & Higgins, 2007).

Em bactérias patogénicas este sistema pode representar uma fungdo importante na

sobrevivéncia e patogenicidade bacteriana (Harland et al., 2007).
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2.2.1 Transportadores do tipo ABC

A captagdo de substancias através de membranas celulares, em particular, de
bactérias, ¢ realizada por diferentes processos como difusdo passiva, facilitada, ou ainda, por
mecanismos de transporte ativo. Sistemas de transporte de nutrientes em bactérias podem ser
divididos em dois grupos: os sistemas primarios, sensiveis ao choque osmotico e energizado
diretamente pela hidrdlise de ATP e os sistemas secundarios, insensiveis ao choque osmoético
e utilizadores do gradiente eletroquimico de membrana para extrair a energia necessaria ao
seu funcionamento (Dassa, 2000). Entre os sistemas primarios de transporte destacam-se os
sistemas de transporte do tipo ABC (ATP-Binding Cassete). Estes sistemas sdo responsaveis
pelo transporte de uma grande variedade de diferentes moléculas através da membrana
citoplasmatica, catalisando o reconhecimento de nutrientes essenciais e/ou a excre¢dao de
substancias toxicas (Linton & Higgins, 1998; Higgins, 2001; Garmory & Titball, 2004;
Harland et al., 2005).

Sistemas ABC estao envolvidos ndo somente na captagdo ou excre¢ao de uma grande
variedade de substincias, mas também em muitos processos celulares e em sua regulagao
(Dassa & Bouige, 2001).

O sistema de transporte do tipo ABC, constitui uma das maiores familias de
proteinas transmembranas, sendo ubiquas na natureza, sdo empregados por arqueas,
eubactérias e eucariotos (Ren & Paulsen, 2005). A familia dos transportadores ABC pertence
ao principal grupo de transportadores dependentes de energia e uma das maiores familias
transportadoras responsaveis por diversos processos celulares usando a energia livre
proveniente da hidrélise do ATP (Schmitt & Tampe, 2002; Jones & George, 2004; Tanabe et

al., 2006).
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Os transportadores ABC sdo divididos em dois subtipos, baseados na dire¢ao do
transporte, ou seja, sistema de importacdo (captagdo) e sistema de exportagdo (excrecao)
(Dawson & Locher, 2006).

Em bactérias, sdo encontrados muitos transportadores ABC que importam ou captam
nutrientes, como os sistemas de captagdo de maltose ou glicose (Oswald et al., 2006). Os
transportadores ABC importadores, ou seja, de captagdo, estdo freqiientemente envolvidos no
transporte de nutrientes essenciais para o desenvolvimento bacteriano, tais como — peptideos,
aminoacidos, agucares e outros carboidratos, ferro, ¢ outras, incluindo substancias raras como
o molibdénio, e s3o por isso, conseqiientemente importantes para o metabolismo bacteriano.
Além disso, a inativacdo deste sistema ABC de captacdo pode conduzir a ndo-viruléncia
(Harland et al., 2005; Hollenstein et al., 2007a). J& os transportadores ABC de excrecao
funcionam para expulsar ou exportar substancias tdxicas, como hemolisinas, drogas e
antibioticos, e por isso, estdo diretamente associados a resisténcia aos antibidticos, a
viruléncia, patogenicidade, e conseqiientemente a sobrevivéncia bacteriana (Harland et al.,
2005; Burke & Ardehali, 2007).

Sem levar em conta a dire¢do do transporte (captacdo ou excrecdo), a natureza do
substrato transportado, ou a fisiologia funcional, transportadores ABC sdo constituidos por
quatro dominios estruturais: dois dominios transmembranas (transmembrane domains -
TMDs) e dois dominios de ligagdo nucleotidica (nucleotide-binding domains - NBDs),
localizados na superficie citosolica da membrana (Jones & Jorge, 2004; Lu et al., 2005;
Zaitseva et al., 2006; Burke & Ardehal, 2007), como demonstrado na Figura 1. O primeiro
componente ¢ formado por duas proteinas hidrofobicas que atravessam a membrana
citoplasmatica, e por isto, denominados dominios transmembranas ou dominios integrais de
membrana. Este dominio é responsavel pela formagdo do poro por onde o substrato sera

transportado (Dassa & Bouige, 2001; Hollenstein et al., 2007b; Harland et al., 2007). O
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segundo componente dos sistemas ABC de transporte ¢ formado por dois dominios geradores
de energia, representando por duas proteinas hidrofilicas associadas a face interna da
membrana citoplasmatica que liga e hidrolisa ATP, denominado dominios de ligacdo
nucleotidica (Young & Holland, 1999; Harland et al., 2007; Burke & Ardehali, 2007; Ponte-
Sucre, 2007). Além destas, outras proteinas também podem estar envolvidas na captagdo ou

excrecao de substancias através dos sistemas ABC (Harland et al., 2005).

Duminios transmembranas

1)

Matriz extracelular

i
i

Citoplasma

e
it iiiii

Dominios de ligagdo
ao nucleotideo

Figura 1. Representagdo esquematica de um tipico transportador do tipo ABC em membrana
celular. O dominio transmembrana forma o poro através da membrana citoplasmatica e
juntamente com o dominio de ligacdo nucleotidica associado, o qual ¢ encontrado na face

citos6lica da membrana. (Figura adaptada de Burke & Ardehal, 2007).

A idéia de que um transportador ABC tipico consiste de quatro dominios foi
estabelecida muitos anos atras. Estes quatro dominios apresentam a forma minima da unidade

funcional, todos necessarios para o transporte (Linton & Higgins, 2007).
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Transportadores ABC de captagdo, presente somente em procariotos, requer além
dos dois dominios (dominios transmembranas — TMDs, ¢ dominios de ligagdo nucleotidica
NBDs) um terceiro componente, uma proteina de ligacdo ao substrato (Substrate Binding
Protein - SBP), que entrega o substrato capturado ao dominio transmembrana (Higgins &
Linton, 2004; Hollenstein et al., 2007a). Em bactérias Gram-negativas esta proteina encontra-
se livre no espago periplasmatico, enquanto que em bactérias Gram-positivas encontra-se
ancorada a face externa da membrana citoplasmatica por meio de uma acil-gliceril-cisteina N-
terminal (Dassa & Bouige, 2001; Harland et al., 2007; Nepomuceno et al., 2007). A proteina
de ligacdo geralmente determina o substrato especifico que sera transportado pelo sistema
(Detmers et al., 2001).

Em contraste ao transportador ABC de captagdo, o sistema ABC de excregdo recruta
este substrato diretamente do citoplasma ou de organelas celulares internas ou externas
(Hollenstein et al., 2007a; Linton & Higgins, 2007), ndo necessitando de um terceiro
componente. Este sistema ¢ encontrado em todas as formas vivas, variando de
microrganismos a humanos. O transportador ABC de excre¢do pode ser encontrado nas
membranas citoplasmaticas de procariotos e eucariotos, bem como em organclas
citoplasmaticas de organismos superiores — reticulo endoplasmatico, membrana mitocondrial
interna, peroxissomos ¢ membrana de vacuolos. Transportadores multidrogas da familia ABC
facilita a excre¢do de diversas drogas citotoxicas através da membrana celular (Dawson &
Locher, 2006). Embora a estrutura dos quatro dominios (dois dominios transmembranas e
dois dominios de ligagdo nucleotidica) ¢ comum para este tipo de transporte, o sistema ABC
de excrecdo ¢ menos complexo quando comparado ao sistema ABC de captagdo, porque este
ndo necessita da proteina de ligagdo ao substrato para ser funcional. A dire¢ao do transporte
pode ser definida pela presenga ou nao deste ultimo componente, a proteina de ligacdo ao

substrato (Biemans-Oldehinkel et al., 2006; Harland et al., 2007).
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O mecanismo do sistema ABC de captacdo compreende quatro etapas, como
podemos observar na figura 2: (a) ligacdo do substrato a proteina de ligagao (SBP); (b) em
seguida, ocorre o encaixe desta proteina carregando o substrato ao sitio localizado no interior
do dominio transmembrana (TMD) e posteriormente um sinal ao dominio de ligagdo
nucleotidica (NBD), para cooperativamente ligar o ATP; (c) o dominio transmembrana torna
disponivel o lado externo, e a proteina de ligagdo libera o substrato que ¢ entdo doado ao sitio
de ligagdo do dominio transmembrana; (d) em seguida, ocorre entdo o transporte do substrato
e a reorganizacgdo do sistema para iniciar um novo ciclo. O substrato chega ao citoplasma ¢ a

proteina de ligagdo ¢ liberada do dominio transmembrana (Biemans-Oldehinkel et al., 2006).

(a) Ligagdo-substrato (b) Encaixe
. B i
extra
o
intra

T |

(d) Translocagio/Reorganizagio (c) Doagéo

o

i,

P -

ADP+Pi
ADP+Pi

ATP

Figura 2. Modelo do mecanismo de translocag¢do do transportador ABC, proteina de ligacao

ao substrato-dependente. (Figura adaptada de Biemans-Oldehinkel et al., 2006).
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Os dominios transmembranas (TMDs), formam o sitio de ligagdo da proteina que
carrega o substrato, e juntamente sinaliza a tradu¢do ao dominio de ligagdo nucleotidica para
acoplar a hidrdlise do ATP. O motor do transporte ABC sd3o os dominios de ligacdo
nucleotidica (NBDs), que fornecem a energia necessaria para o transporte do substrato através
da ligacdo e hidrélise do ATP (Hollenstein ef al., 2007a).

Os transportadores do tipo ABC bacterianos sdo sistemas de transporte
extremamente versateis variando grandemente no tamanho e na fungdo para captar (importar)
e/ou expulsar (exportar) diversas substancias (Linton & Higgins, 1998; Higgins, 2001;
Harland et al., 2005; Biemans-Oldehinkel ef al., 2006; Burke & Ardehali, 2007), sugerindo
que estes sistemas sdo, provavelmente, necessdrios para o crescimento, sobrevivéncia,
competitividade e patogenicidade bacteriana em diferentes ambientes (Nicolas et al., 2007,
Harland et al., 2007). A expressdao ¢ variavel de acordo com a espécie: por exemplo, o
genoma de E. coli codifica 79 possiveis sistemas ABC, enquanto que em Mycobacterium
tuberculosis o genoma codifica 25 possiveis sistemas ABC. O estilo de vida destas duas
bactérias difere grandemente e por isso ¢ considerado possivel que o nimero de sistemas
ABC codificados difere entre bactérias com estilos de vida diferentes, refletindo esta
necessidade particular (Harland ez al., 2005).

O interesse aumento no sistema de transporte do tipo ABC pode ser explicado pelo
seu potencial como alvo no desenvolvimento de agentes anti-tumorais, vacinas antibacterianas
e antimicrobianas (Nicoléas et al., 2007). Além disso, transportadores ABC também foram
identificados como alvo para o desenvolvimento de vacinas contra bactérias patogénicas
(Garmory & Titball, 2004.).

Os sistemas de transporte do tipo ABC podem ser identificados “in silico” usando

uma grande variedade de diferentes métodos. Estes incluem identificacdo através de genes
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homologos de sistemas ABC ja conhecidos, comparagdo da relagdo ortdlogos/parodlogos entre
os componentes do sistema ABC de diferentes organismos ou através do uso de seqliencias

especificas para o sistema ABC (Harland et al., 2005).

2.2.2 Sistemas de transporte de oligopeptideos — Sistema Opp

Os peptideos representam um elemento importante na nutricdo da maioria dos seres
vivos, em particular das bactérias, servindo como fonte de aminoacidos (Monnet, 2003;
Medrano et al., 2007). Devido a sua importancia na aquisi¢cdo de peptideos, bactérias possuem
multiplos sistemas transportadores de peptideos com sobreposi¢ao de fungdes. No entanto,
além desta funcdo, na aquisicdo de nutrientes, componentes do sistema transportador de
peptideos auxiliam as bactérias em respostas as mudangas em seu ambiente, mediando
fungdes como quorum sensing, esporulagdo e transporte de ferormdnios (Wang et al., 2004).
Assim sendo, a capacidade de captar peptideos torna-se, portanto, uma propriedade essencial
para a sobrevivéncia das bactérias em diferentes ambientes (Payne & Gilvarg, 1968; Hilles &
Higgins, 1986).

O sistema de transporte de oligopeptideos (Opp) € um transportador do tipo ABC
(ATP-Binding Cassette) de captagdo, formado por proteinas associadas a membrana
citoplasmatica, responsaveis pelo transporte de peptideos (Hilles & Higgins, 1986;
Nepomuceno et al., 2007). Estes sistemas t€ém sido identificados em uma grande variedade de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como por exemplo, em Salmonella typhimurium,
onde o sistema Opp foi primeiramente identificado, e ¢ codificado por 5 genes opp,

organizados na forma de um operon policistronico (Hilles & Higgins, 1986). Este sistema
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pode transportar uma grande variedade de substratos peptidicos, em contraste com muitos
outros transportadores, os quais t€ém um limitado numero de substratos (Solomon et al.,
2003).

Tipicamente, o sistema Opp compreende cinco componentes funcionais, como
podemos observar na figura 3. As proteinas transmembranas integrais OppB e OppC
(dominios transmembranas ou dominios integrais de membrana), sdo responsaveis pela
formagdo de um canal através da membrana citoplasmatica, utilizado para o transporte de
peptideos. As duas proteinas de membrana citoplasmaticas OppD e OppF (dominios de
ligagdo nucleotidica ou dominios de ligagdo ao ATP), provem energia necessaria para o
transporte dos peptideos. Por fim, a proteina OppA (SBP — Substrate Binding Protein),
proteina de ligagdo ao substrato, responsavel pela captacdo de peptideos do meio externo, e
em seguida, leva-lo ao poro formado pelo dominio transmembrana (OppB e OppC). Em
bactérias Gram-negativas, esta proteina encontra-se no espaco periplasmatico, enquanto que
em bactérias Gram-positivas ¢ uma lipoproteina. Esta proteina liga o substrato peptidico e
facilita esta captagdo interagindo e entregando o peptideo ao complexo OppBCDF. As
proteinas ligadoras de oligopeptideos (OppA) de diferentes espécies bacterianas, variam de
acordo com o microrganismo em que se encontram (Hilles & Higgins, 1986; Monnet, 2003).
Essas proteinas sdo versateis e podem acomodar peptideos de 2 a 18 residuos independentes
da composicdo de aminoacidos (Monnet, 2003). Como por exemplo, o sistema Opp de
Lactococcus lactis tem preferéncia por peptideos contendo de quatro até pelo menos dezoito
residuos (Detmers et al., 2001; Solomon et al., 2003). A ligagao do substrato a proteina OppA
evita também o retorno do peptideo ao meio externo (Higgins et al., 1983). De fato, a
atividade seletiva na ligagdo ao peptideo das OppAs ¢é expressado por espécies bacterianas e
pode refletir na restricdo da permeabilidade da membrana celular ¢ em estratégias

nutricionais, ambos requeridos para a sobrevivéncia em diferentes ambientes (Monnet, 2003).
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Figura 3. Transportador ABC de Salmonella typhimuirum LT2. Figura disponivel (on-line)
http://www.genome.ad.jp.keeg (12/02/2008).

Usualmente os genes opp responsaveis pela sintese destas proteinas, estdo
organizados na forma de um operon policistronico (Hilles & Higgins, 1986; Young &

Holland, 1999; Hiron et al., 2007; Nepumoceno ef al., 2007).

2.2.2.1 Proteina de liga¢io aos oligopeptideos - OppA

Proteinas de ligagdo a oligopeptideos (OppA) mediam a ligacdo destes
oligopeptideos requeridos para nutricio em diversas espécies bacterianas e participam em
diferentes fungdes fisiologicas, incluindo formagdo de parede celular de muropeptideos em E.
coli e S. typhimurium (Goodell & Higgins, 1987), controle da esporulagdo em Bacillus

subtilis (Balan et al., 2008), modulacdo da expressdo génica entre diferentes bactérias Gram
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positivas (Rudner et al., 1991; Lazazzera et al., 1997) e regulacdo de fatores associados a
viruléncia (Borezee et al., 2000; Balan et al., 2008).

A definicdo da estrutura tridimensional da proteina OppA de S. enterica serovar
typhimurium ¢ da proteina AppA de Bacillus subtilis, ambas de ligagdo a oligopeptideos,
revelou um modelo molecular comum, compreendendo trés dominios estruturais: dominios I e
IIT contendo o ligante, ¢ dominio II relatado ndo diretamente por ligar o ligante (Levdikov et
al., 2005; Moutran et al., 2007). O sitio de ligagdo do ligante ¢ formado pela fenda entre os
dominio I e IIT conectados por uma articulagdo flexivel, permitindo a completa imersao de
oligopeptideos no mecanismo “Venus FlyTrap-Like”. Ha poucas interacdes diretas entre
OppA e cadeias de oligopeptideos, explicando, pelo menos em parte, o reconhecimento ¢ a
ligagdo para uma grande variedade de peptideos (Levdikov et al., 2005). Deste modo, a
especificidade de ortdlogos OppA tem sido, principalmente, determinada por ensaios in vivo e
in vitro empregando peptideos sintéticos e purificagdo de proteinas ou células vivas (Detmers
et al., 2000; Wang et al., 2004).

E notavel observar, que para realizar uma eficiente ligagdo de oligopeptideos, a
proteina OppA ¢ essencial, para tanto, ¢ produzida com estequiometria superior, quando
comparada aos demais componentes do sistema Opp. Conseqiientemente, a proteina OppA de
bactérias Gram-negativas tém sido descrita como a mais abundante proteina periplasmatica
em Salmonella typhimurium e, particularmente, em Escherichia coli, onde a concentragdo
pode chegar a 1,0 mM (Monnet, 2003). Em S. typhimurium, a OppA supera em
aproximadamente 50 vezes a concentragdo dos outros componentes Opp associados a
membrana (Higgins & Hardie, 1983).

Em algumas bactérias, duas copias do operon Opp tém sido identificadas. Em

Bacillus subtilis, um segundo sistema Opp, chamado App, tem sido descrito. Este é composto
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por proteinas homologas OppA, OppB, OppC, OppD e OppF, entretanto, os genes
codificados sdo ligados na ordem oppD, oppF, oppA, oppB e oppC (Monnet, 2003).

O sistema de transporte de peptideos ndo representa somente um importante papel na
nutri¢do celular, mas em microrganismos eles também sao envolvidos na sinalizagdo de varios
processos celulares. Estes incluem a sinalizagdo intra e intercelular, desenvolvimento de
competéncia, esporulacdo, transferéncia de material genético por conjugagdo,
desenvolvimento de wviruléncia e na sintese da parede celular (Payne &
Gilvarg, 1968; Hiles & Higgins, 1986; Detmers et al., 2001; Solomon et al., 2003; Staats et
al., 2007 ). Além disto, alguns pequenos peptideos possuem fungdes bioldgicas importantes
como efeito hormonal, téxico ou agdo antibidtica (Monnet, 2003). A capacidade de captar
peptideos torna-se, portanto, uma propriedade essencial para a sobrevivéncia das bactérias em
diferentes ambientes (Payne & Gilvarg, 1968; Hilles & Higgins, 1986).

Com relagdo as bactérias Gram-positivas ha relatos da participacao do sistema Opp,
em especial da proteina OppA, na capacidade da eubactéria Listeria monocytogenese em
resistir a agdo de lisossomos, pelo acumulo de peptideos, uma caracteristica importante em
um patdgeno intracelular e na protecdo bacteriana a baixas temperaturas, que permite esta
manter sua capacidade de crescimento em temperaturas, tais como 0°C, aparentemente
independente do sistema de choque-frio desta bactéria (Borezze et al., 2000).

Em Enterococcus faecalis o sistema Opp esta diretamente relacionado a indugdo de
transferéncia de material genético por conjugacdo pela captacdo de um ferormonio (cCF10)
produzido por esta espécie, além de um possivel papel de sinergismo estar presente entre este
sistema e o sistema Opp de transporte encontrado em E. faecalis, em especial entre a proteina
PrgZ (componente ligante) e os dominios transmembranas e dominios de ligacdo ao
nucleotideo do sistema Opp (Leonard, 1996; Monnet, 2003). Ferormonios sdo pequenos

peptideos hidrofobicos de sete a oito aminoacidos, que sdo transportados de células doadoras
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via componentes de membrana. A ligacdo destes ferormonios ocorre por proteinas receptoras
especificas que em geral, sio homologas aos peptideos receptores nomeados OppA. Foi
demonstrado que a proteina OppA ¢ capaz de ligar o ferorménio mas, com menor afinidade
que a proteina PrgZ (Detmers et al., 2001). Uma ac¢do mais ampla deste sistema de captagdo
de peptideos foi descrito em Bacillus subtilis, no qual se pode observar uma verdadeira agdo
de “quorum-sensing” mediado por peptideos, no qual a presenga de ao menos um ortdlogo
ativo da proteina OppA ¢ necessario para a inducao dos estados de competéncia natural e
esporulagdo (Rudner ef al., 1991; Solomon et al., 2003).

A expressdo de OppA também tem sido relatado por contribuir para a sensibilidade a
peptideos toxicos e antibidticos aminoglicosideos em cepas de E. coli e S. typhimurium. Além
disso, varios estudos tem estabelecido um vinculo entre a expressdo de caracteristicas
associadas a viruléncia, como as adesinas, ¢ a expressao de OppA ortologo funcional
(Nepumoceno ef al., 2007).

Os trabalhos focados no género Estreptococos demonstram que o sistema Opp ¢
amplamente encontrado em espécies patogénicas e nao patogénicas e demonstram igual
variabilidade de atua¢do do sistema Opp. Geralmente, neste género, os genes opp sao
organizados em um operon policistronico com até trés copias do gene oppA, sugerindo que
uma alta estequiometria do componente ligante é relevante tanto para o metabolismo quanto
para a evolucao desta espécie. Mutagdes que inativam o sistema Opp, parcialmente reduzem a
aderéncia de S. agalactiae as células epiteliais, fribinogénio e fibronectina, aparentemente
devido ao controle da expressdo de genes codificadores de adesinas (Samen et al., 2004).
Mutagdes nos genes oppA, oppB, oppC e oppD bloqueiam completamente a habilidade de
captar oligopeptideos, além disso mutagdes no gene oppF causa um defeito parcial no
transporte (Solomon et al., 2003). Foi demonstrado que OppA também modula a expressdo de

diversos genes associados a viruléncia em S. pyogenes (Wang et al., 2005; Nepomuceno et
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al., 2007). Em conjunto estes achados sugerem que OppA, possui um papel duplo na
fisiologia dos Estreptococos, afetando tanto o estilo de vida da espécie quanto a regulagdo de
genes associados com a viruléncia pelo controle do sistema de captagdo de nutrientes e
sensoriamento do micro-ambiente (Monnet, 2003).

Para aumentar a expressdo do gene oppA e para tornar este mais independente,
bactérias tém desenvolvido trés estratégias que podem ser aplicadas simultancamente na
mesma espécie (Monnet, 2003). O primeiro ¢ para conduzir de 2 a 5 copias de genes oppA
nos genomas. A bactéria acido-lactica Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus possuem 2
copias de genes oppA (oppAl e oppA2) no mesmo operon com outros genes do sistema
transportador. A segunda solugdo adotada por algumas bactérias € para conduzir a transcrigao
independente da OppA. Este é o caso da Listeria monocytogenes, onde um “stem-loop”
estrutural tem sido encontrado entre OppA e outros genes do operon, conduzindo para a
expressao predominante da OppA durante o crescimento em meio médio BHI a 37°C
(Borezze et al., 2000). A terceira solug¢do, que € vista, por exemplo, em Lactococcus lactis
linhagem MG1363 e em Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, apresentam um
promotor especifico para o gene oppA situado excepcionalmente no fim do operon Opp. Este
promotor permite a transcri¢do destes dois genes (oppA € pepO) em L. lactis (Monnet, 2003).

Em um trabalho com a eubactéria Vibrio fluvialis, encontrada em agua, indicou que o
sistema Opp, em especial a proteina OppA, estd diretamente relacionado a capacidade desta
bactéria produzir biofilme. Defeitos na expressio da OppA resulta em um aumento na
produgdo de biofilme, sugerindo um papel negativo para o sistema Opp na biogénese de
biofilme (Lee et al., 2004). A formacdo de biofilme requer a producdo e secrecdo de
polissacarideos insoltveis derivados do metabolismo de carboidratos representando um passo

importante na adesdo a superficie celular (Nepomuceno et al., 2007).
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2.2.2.2 Regulaciio da expressao do gene oppA

A expressao de OppA ¢ claramente modulada por fatores externos, especialmente
componentes nitrogenados, mas o mecanismo de regulagdo ndo esta bem esclarecido
(Monnet, 2003).

Modificagdes no ambiente externo de bactérias estdo geralmente associadas a
mudangas na expressdo do gene oppA. Em E. coli, a expressio da oppA ¢é claramente
reprimida em meio rico (LB) quando comparada com meio minimo (M9 + Glicina) (Monnet,
2003).

A influéncia de aminoacidos na ativagdo ou repressao do gene oppA ocupa um lugar
na via intracelular de aminoécidos e reguladores globais em ambas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Em E. coli K12, leucinas exdgenas aumentam o transporte de peptideos via
sistema Opp. Mais precisamente, leucina induz um aumento na sintese de OppA,
conseqiientemente, aumentando a eficacia do transporte de peptideos via sistema Opp em E.
coli (Monnet, 2003; Hiron ef al., 2007).

Parametros fisicos, como a temperatura ¢ capaz de modular a expressdo da OppA.
Em Listeria monocytogenes e Bacillus subtilis a transcricdo do gene oppA ¢ ativado em baixas
temperaturas (5°C) e independentemente da resposta ao choque-frio. A expressao do operon

opp em E.coli sob condi¢des anaerdbicas aumenta a regulagao (Hiron ef al., 2007).
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2.3 Sistema de transporte de oligopeptideos em Aeromonas spp

Até o momento, ndo existem referéncias a estudos diretos ou indiretos envolvendo o
transporte de oligopeptideos em Aeromonas. Entretanto, uma analise preliminar no genoma de
Aeromonas hydrophila ATCC7966 (loci 2911908-2906268), disponibilizado no GeneBank
em 08/11/2006 (Seshadri et al., 2006) e Aeromonas salmonicida A449 (loci 1787488-
1781793), disponibilizado no GeneBank em 17/04/2007 (Reith et al., Unpublished), permitiu
identificar nestas posi¢des seqiiéncias com alta homologia com os genes oppA, oppB, oppC,
oppD e oppF de outras bactérias. Este operon apresenta a estrutura basica descrita para outras
bactérias Gram-negativas. Além deste loci, uma varredura do genoma de A. hydrophila,
permitiu identificar outras duas seqiiéncias semelhantes ao gene oppA, assim como a presenga
de seqiiéncias semelhantes aos genes oppB, C, D ¢ F num operon associado ao transporte de
dipeptideos.

Portanto, o presente trabalho teve como principal objetivo, estudar o sistema de
transporte de oligopeptideos em Aeromonas. Desta forma, contribuir de forma significativa

para o conhecimento mais aprofundado da fisiologia e patogenicidade das Aeromonas spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas e condi¢des de cultivo

No presente trabalho foram utilizadas as linhagens de Aeromonas spp., apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo das linhagens de Aeromonas spp.: denominagdo, nome cientifico e

origem.
Denominacio Nome cientifico Origem

IB Aer 001 Aeromonas sobria ATCC 43979 - *
IB Aer 002 Aeromonas hydrophila ATCC 7966 - *
IB Aer 003 Aeromonas ichthiosmia ATCC 49904 - *
IB Aer 004 Aeromonas media ATCC 33907 - *
IB Aer 005 Aeromonas salmonicida ATCC 33658 - *
IB Aer 006 Aeromonas hydrophila punctata ATCC 14486 - *
IB Aer 007 Aeromonas hydrophila NCIB 9233 - *
IB Aer 008 Aeromonas caviae ATCC 15468 - *
1B Aer 009 Aeromonas caviae Instituto Osvaldo Cruz, sem cédigo de origem.
IB Aer 010 Aeromonas sobria Instituto Osvaldo Cruz, sem cddigo de origem.
IB Aer 011 Aeromonas trota ATCC 49657 - *
IB Aer 012 Aeromonas hydrophila CECT 839 - *
IB Aer 013 Aeromonas hydrophila CCT 191 - Adquirida do Instituto André Tosello
IB Aer 014 Aeromonas encheleia CECT 4341 - *
IB Aer 015 Aeromonas veronii ATCC 35624 - *
IB Aer 016 Aeromonas eucrenophila ATCC 23309 - *
IB Aer 017 Aeromonas allosaccharophila ATCC 51208 - *

ATCC: American Type Culture Collection; NCIB: National Collection of Industrial Bacteria;
CECT: Collécion Espafiola de Cultivos Tipo; CCT: Coleg@o de Culturas Tropical.
* Cedida por Dr. Naharro - Universidad de Leon, Espanha
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Estas linhagens s3o mantidas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal ¢
Microbiologia Aplicada no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

As amostras de Aeromonas para este trabalho sdo mantidas em tubos de vidro com
tampa de rosca, em meio de Luria Bertani (LB) semi-sélido (1% de triptona; 0,5% de extrato
de levedura; 0,5% de cloreto de sodio; 1% de agar; pH 7,2), mantidos em temperatura
ambiente. Sao feitos repiques destas amostras em intervalos de 60 dias, para a renovagao
deste banco.

Os isolados utilizados para a execucdo dos testes, foram estriados ¢ mantidos em
placas de Petri, em meio de cultura Luria Bertani (LB) so6lido (1% de triptona; 0,5% de
extrato de levedura; 0,5% de cloreto de sodio; 1,5% de agar; pH 7,2). A cada 15 dias, as

amostras sao repicadas e mantidas sobre refrigeragdo (4°C).

3.2 Analises Computacionais — Bioinformatica

3.2.1 Anilise computacional para identificacio dos componentes do sistema de

transporte de oligopeptideos - Opp

As seqiiéncias génicas e protéicas foram obtidas ap6s busca no banco de dados do
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e do KEGG (www.genome.ad.jp/kegg) nos quais, as seguintes
bactérias foram selecionadas para andlise: Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC
7966 (Seshadri et AL., 2006), Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida A449 (Reith et al.,

Unpublished), Escherichia coli K-12 MG1655 b1243 (Blattner et al., 1997); Escherichia coli
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O157:H7 str. Sakai (Makino et al., 1999); Shigella sonnei Ss046; Shigella dysenteriae SA197

(Yang et al., 2005); Salmonella typhimurium LT2 STM1746.S (McClelland et al., 2001);

Salmonella enterica serovar Typhi CT18 STY 1304 (Parkhill et al., 2001); Vibrio fluvialis

(Lee et al., 2004); Yersinia pestis KIM y2026 (Deng et al., 2002), através dos seguintes

métodos computacionais:

Comparagao e procura de seqiiéncias homologas aos genes opp: Para identificagdo dos
ortdlogos dos genes do sistema Opp que apresentam maiores graus de similariedade
foi utilizado o programa computacional BLAST-P disponivel on-line no NCBI. Os
resultados foram montados na forma de tabela com valores obtidos para os genes

encontrados nas diferentes bactérias Gram-negativas.

Identificagdo dos peptideos sinais: A identificacdo dos peptideos sinais de proteinas
secretadas foi realizado através dos modelos de “neural networks” (NN) e de Markov

(HMM) com o auxilio do programa computacional SignalP 3.0.

Alinhamento de seqiiéncias protéicas e de DNA: O alinhamento de seqiiéncias
protéicas foi realizado através do programa computacional ClustalX como auxiliar
dentro dos programas BioEdit 7.0. ¢ GeneDoc. Para tanto foi aplicado o sistema

Blosum62 com modelos de Identidade e de Semelhanca.

Andlise da estrutura tridimensional da OppA: Inicialmente, a analise da estrutura

tridimensional das proteinas em estudo foi realizada utilizando as facilidades dos

programas disponiveis do ambiente Expasy (Swiss-Prot).
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3.3 Avaliacao da presenca do gene oppA em distintas espécies de Aeromonas spp

3.3.1 Primers Utilizados

No presente trabalho, com vista a identificacio da presenga do gene oppA em

Aeromonas spp., foram utilizadas as seqiiéncias de primers descritas na Tabela 2. Os primers

foram desenhados a partir das seqiiéncias de A. hydrophila ATCC 7966 e A. salmonicida

A449 depositadas no NCBI, utilizando o programa BioEdit 7.0.

Tabela 2. Seqiiencia de primers utilizados para a avaliagdo do gene opp4 em Aeromonas

Primers

Seqiiéncias (5’ - 3°)

Tamanho do Segmento  Posicio no gene

OppA-5 Forward
Reverse

OppA-6 Forward
Reverse

OppA-7 Forward
Reverse

OppA-8 Forward
Reverse

GAT GTY CCC GCA GGT ACCAAAC
TCT TCA TCT GCT TGA AGC GCT C

TGC GCA AAG ATG CCA AGT GGT C
TCT TCA TCT GCT TGA AGC GCT C

CAA CAT GGT ATC CAA CGG TGC C
CTT CGT TGT AGT CGG CGA TCC A

TGG CCT CCA TGT GGA AGA AGCT
GTA CAT GTC TTT GCT GTA GAG G

Amplificado oppA*
765 pb 85 - 106
829 - 850
542 pb 308 - 329
829 - 850
712 pb 630 - 651
1321 - 1342
400 pb 1211 -1232
1590 - 1611

* A posicdo dos primers no gene oppA foi baseada no genoma de Aeromonas hydrophila ATCC7966 e A.

salmonicida A449.

3.3.2 Amplificacido do gene oppA

A amplificacdo dos segmentos correspondentes ao gene oppA associados ao

transporte de oligopeptideos de Aeromonas spp., foi realizada de acordo com o procedimento

descrito a seguir.
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As linhagens foram crescidas a 37°C/18horas em 5 ml de meio Luria Bertani (LB)
para a realizagdo da PCR (Polymerase chain reaction). Apos este periodo ressuspendeu-se o
precipitado de células até a obtengdo de uma solucdo homogénea. As amostras foram diluidas
1/20 em agua Milli-Q autoclavada e utilizadas nas reagdes de PCR.

As reacdes de amplificagdes foram realizadas em volumes de 25ul contendo: 12,85ul
de agua Milli-Q autoclavada, 2,5ul de Buffer (Tris HCI - pH 8,3), 1ul de MgClp, 1ul de

solucao dos desoxirribonucleotidios (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1ul de cada primer, 1,5ul
de Triton-X-100, 0,15ul (5U/ul) de enzima TagDNA polimerase High Fidelity (Invitrogen), e
4ul de suspensdao bacteriana de cada uma das linhagens, obtidas de acordo com o
procedimento descrito anteriormente.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador MJ Research modelo PTC100,
programado para 10 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de um minuto a 94°C para a
desnaturagdo das fitas do DNA, um minuto a temperaturas que variaram de 56 a 64°C para
anelamento de cada um dos pares de primers ao DNA, e dois minutos a 72°C para extensao
das fitas do DNA. Ao final dos 40 ciclos foi feita uma extensao suplementar por 10 minutos a
72°C e 10 minutos a 4°C.

Os protocolos basicos das reacdes de PCR e os programas seguiram protocolos

padronizados.

3.3.2.1 Separacio e visualizacao dos segmentos amplificados

Os produtos de amplificagdo, acrescidos de Sul de tampao de amostra (250mg de
Azul de Bromofenol e 15g de Ficoll em 100ml de 4gua destilada), foram submetidos a

eletroforese (3V/cm), em géis horizontais de agarose 1,5% em tampao TBE (89mM Trisma,
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89mM de Acido Boérico ¢ 8mM de EDTA), acrescidos de solugdo de Brometo de Etidio
(10mg/ml). Como tampao de corrida utilizou-se também o TBE 1X. Os géis de agarose foram

visualizados e fotografados sob transiluminador UV, apo6s eletroforese na voltagem de 90V.

3.4 Extracio de Proteinas Periplasmaticas

Para extracdo de proteinas periplasmaticas foi seguida a metodologia modificada de
Neru & Hepel (1965). As linhagens A. hydrophila ATCC 7966, A. caviae ATCC 15468, A.
sobria ATCC 43979, A. trota ATCC 49657, A. eucrenophila ATCC 23309, A.
allosaccharophila ATCC 51208, A. media ATCC 33907, A. hydrophila CCT 191, e E. coli
ATCC 8739 foram inoculadas em 10ml de meio LB e cultivadas por 18hs. Apos o cultivo as
células foram coletadas por centrifugagdo a 10000 xg por 5 minutos, ressuspendidas e, em
seguida, foi acrescentados 20ul de cloroformio e 200ul de Tris-HCI 10mM, apo6s as células
foram suspensas com o auxilio de um agitador elétrico até¢ sua completa homogeneidade. O

material foi entdo centrifugado a 10000 xg por Smin para posterior analise.

3.5 SDS-PAGE e imunodeteccao

A eletroforese de proteinas foi desenvolvida em gel descontinuo, formando por um
gel concentrador contendo 4,5% de acrilamida ¢ um gel separador contendo 12% de
acrilamida. A corrida foi realizada com uma corrente constante de 60 volts no gel
concentrador e 90 volts no gel separador. Quando o marcador (azul de bromofenol) atingiu a

parte inferior do gel, o mesmo foi retirado e fixado em solugdo contendo metanol: acido
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acético: agua (30: 7: 63) por 30 minutos. O gel foi corado por 18 horas com Coomassie
Brilliant Blue R-250 (50mg/100 mL, dissolvidos na solugdo anterior. Apds a coloragdo,
realizaram-se varias lavagens com solugao fixadora até obter-se boa definicao das bandas.

Para identificacdo e determinagdo dos antigenos foi utilizada a técnica de “Western
Blot”. As proteinas totais das linhagens analizadas foram preparadas e separadas de acordo
com o método de Laemmli (1970), previamente descrito no item 3.5. Nestas avalia¢des, foi
utilizado o sistema mini-V 8,10 (Gibco BRL), com géis de 7,5 cm por 10,25 cm.

Apds a separagdo eletroforética, para a hibridizagdo da membrana, foi seguida a
metodologia modificada de Harlow & Lane (1988). O gel foi equilibrado por 15 minutos em
100 mL de tampao de transferéncia a 4°C (24,8 mM Trisma, 192 mM Glicina, 10% (v/v)
metanol). Ao mesmo tempo, papeis filtro, membrana de nitrocelulose do tamanho do gel, e
esponjas de contato, foram submersas no tampao de transferéncia por 15 minutos. Um
sanduiche formado por: uma esponja, um papel filtro, o gel de eletroforese, a membrana de
nitrocelulose, um papel filtro e outra esponja, foram colocados no suporte de transferéncia do
aparelho. A cuba foi preenchida com tampao de transferéncia, e as proteinas transferidas para
a membrana através de uma corrente tangencial de 150 volts por 2 horas.

Apbs a transferéncia, a membrana foi colocada em solu¢dao PBS por 5 minutos. Apos
foi bloqueada com 3% de soro albumina bovina (BSA) em tampao PBS por 2 horas, a
temperatura ambiente. A mesma foi entdo lavada duas vezes durante 5 minutos com tampao
PBS, e posteriormente incubadas durante 18 horas em 3% BSA em PBS contendo 1:500 de
anti-corpo anti-OppA obtido de camundongos Balb/C com a proteina recombinante OppA de
Escherichia coli K12. Apds a incubagdo a membrana foi lavada quatro vezes por 5 minutos
com tampao PBS, e incubadas por 1 hora em 3% BSA em PBS contendo 1pg/mL de
imunoglobulina anti-camundongo conjugada com fosfatase alcalina. A membrana foi

novamente lavada duas vezes por 5 minutos com PBS e uma vez com tampao Tris-HCI 50
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mM (pH 7,5) contendo 150 mM de NaCl. Para coloracdo a membrana foi colocada em 10 mL
de tampao para fosfatase alcalina (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,),
juntamente com 33 PL de NBT (nitro blue tetrazolium 50mg/mL) e 66 pL de BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato 50mg/mL). A membrana foi incubada durante 15 a 30 minutos,
dependendo do aparecimento das bandas. Foi utilizado tampao de bloqueio contendo, 20 mM

de EDTA em 20 mL de PBS.

3.6 Seqiienciamento do gene oppA de Aeromonas

O seqlienciamento foi realizado na Pontificia Universidade Catdlica — PUC, de
acordo com protocolo utilizado no Laboratorio de Biologia Gendmica e Molecular da

Faculdade de Biociéncia — PUC.

3.6.1 Purificac¢ao do produto de PCR

A purificagdo foi realizada através de enzimas. As reagdes de purificagdo enzimatica
foram realizadas em volume final de 7ul contendo: 1ul de mix de purificacdo (3,3U de
Exonuclease I (EXO I) — Amersham Biosciences + 0,66U de Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) — Amersham Biosciences + dgua Milli-Q), mais 6ul de produto de PCR de cada
amostra.

As purificagdes foram realizadas em termociclador MJ Research modelo PTC100,
programado para 30 minutos a 37°C, seguido de 15minutos a 80°C.

3.6.2 Preparacio da reagao de seqilenciamento
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Para o seqiienciamento, foram utilizadas as seguintes condigdes de reacdo de
seqiienciamento: 30 a 50ng do produto de PCR purificado, 1ul de primer (0,25uM) e agua
Milli-Q para um volume final de 6ul. Posteriormente as amostras foram enviadas ao
Laboratério de Biologia Genomica e Molecular da Faculdade de Biociéncia — PUC para
analise, no aparelho MegaBACE1000 (GE Healthcare), utilizando kit para reacdo de

sequienciamento DY Enamic™ ET Dye Terminator Kit (MegaBACE™)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os organismos do género Aeromonas estdo amplamente distribuidos no ambiente
aquatico e sao reconhecidos por produzir doengas em diferentes espécies animais.
Atualmente, o interesse por este patdgeno, responsavel por gastrenterites, bacteremia, e
septicemia no homem, vem aumentando significativamente, uma vez que sua presenca nas
diferentes fontes de agua e tipos de alimentos para o consumo pode representar um risco a
saude (Joseph & Carnahan 2000). Considerando que ¢ um género cosmopolita, com
capacidade adaptativa inusual a distintos ambientes, ¢ grande quantidade de proteases
extracelulares, julgou-se relevante pesquisar e caracterizar o sistema de transporte de
oligopeptideos, um transportador tipo ABC, em diferentes espécies de Aeromonas.

Os transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassette), responsaveis pelo controle
do trafico de nutrientes essenciais e seus genes, correspondem a 5% dos genomas bacterianos.
O sistema Opp, um dos transportadores ABC mais estudados, codifica uma proteina
responsavel pela ligacdo e translocagdo de peptideos variando de 2 a 18 residuos de
aminoacidos. Além, do papel primario na captacdo de peptideos, o sistema Opp, e
particularmente, proteinas ortdlogas a OppA, t€m sido implicados em varios processos
fisiolégicos requeridos para sobrevivéncia em diferentes condi¢des ambientais, incluindo

formagdo de parede celular, comunicacdo inter-celular, esporulacdo, assim como
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sobrevivéncia em baixas temperaturas ou ambientes intracelulares (Cundell ef al., 1995;

Borezee et al., 2000; Monnet, 2003; Balan et al., 2008).

4.1 Analises Computacionais - bioinformatica

4.1.1 Analise comparativa das seqiiéncias e organizacdo genética do operon opp

em A. hydrophila e A. salmonicida, e outras espécies de bactérias Gram-negativas.

Em uma primeira etapa do trabalho, foi avaliada a presenca do operon opp nos
genomas depositados de duas espécies de Aeromonas (A. hydrophila e A. salmonicida), a
partir das seqiiéncias disponiveis no National Center of Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A andlise de Blast utilizando um padrdo conhecido (oppA de Escherichia coli e de
Salmonella typhimurium) revelou a presenga de apenas uma copia do gene oppA com a
mesma organizagao genética para A. hydrophila ATCC 7966 e A. salmonicida A449.

O operon opp encontrado nas duas espécies de Aderomonas ¢ constituido por 5 genes
(oppA, seguido pelos genes oppB, oppC, oppD e oppF). Entre esses componentes destaca-se o
gene oppA que codifica a proteina OppA, responsavel pela ligagdo aos substratos peptidicos

no periplasma de bactérias Gram-negativas (Figura 4).
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Figura 4. Organizacdo genomica do sistema de transporte de oligopetideos de Aeromonas.

(A) Aeromonas hydrophila ATCC 7966 (B) Aeromonas salmonicida A449.

A mesma organizacdo genética foi encontrada nos operons opp presente em
diferentes espécies de bactérias Gram-negativas, entre elas, duas linhagens de Escherichia
coli (E. coli K12 e E. coli O157:H7), duas espécies de Shigella (S. sonnei e S. dysenteriae), €
duas espécies de Salmonella (S. typhimurium e S. enterica serovar Typhi), uma espécie de
Vibrio (V. fluvialis) e uma espécies de Yersinia (Y. pestis), como pode ser observado na
Figura 5.

A avaliacdo inicial do sistema Opp nas duas espécies de Aeromonas permitiu
demonstrar que A. hydrophila e A. salmonicida possuem apenas um operon Opp constituido
por cinco genes (oppA, oppB, oppC, oppD e oppF) como foi demonstrado na Figura 4.
Resultados semelhantes foram encontrados em genomas ja sequenciados de diferentes

bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae e Vibrionaceae (Figura 5).
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Figura 5. Organizacdo genética dos operons opp de diferentes bactérias Gram-negativas, a

partir dos genomas disponiveis no NCBI

Legenda: Os cinco genes opp (oppA, B, C, D e F) estdo representados por setas com diferentes preenchimentos,
como indicado na figura. Os numeros de bases correspondentes as regides estruturais de cada um dos genes opp
estdo indicados abaixo de cada seta. (deromonas hydrophila ATCC 7966, Aeromonas salmonicida A449,
Escherichia coli K12, Escherichia coli O157:H7 str. Sakai, Shigella sonnei Ss046, Shigella dysenteriae Sd197,
Salmonella typhimurium LT2, Salmonella enterica serovar Typhi CT18, Vibrio fluvialis, e Yersinia pestis KIM)

Sistemas de transporte do tipo ABC em bactérias sdo constituidos por trés
componentes funcionais distintos. Tais componentes sdo em geral codificados por 5 genes

sendo um gene dedicado a codificagdo da proteina de ligacdo ao substrato (gene oppA), dois
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genes que codificam proteinas que irdo formar o poro de membrana (genes oppB ¢ oppC) e
dois genes responsaveis pela codificagdo dos componentes ligadores de ATP (genes oppD e
oppF) (Higgins et al., 1983). Os cinco genes codificantes das cinco proteinas que formam o
sistema de transporte de oligopeptideos sdo sempre organizados em um operon policistronico.
E notavel observar, que para realizar uma eficiente ligagio de oligopeptideos, a proteina
OppA ¢ essencial, para tanto, ¢ produzida com estequiometria superior, quando comparada
aos demais componentes do sistema Opp (Monnet, 2003). Uma particularidade interessante
descrita para algumas espécies bacterianas, como Streptococcus pneumoniae € S.
thermophilus, é a presenca de multiplas copias do gene oppA, sugerindo que a alta
estequiometria da proteina OppA contribui para a eficiéncia no reconhecimento de substratos
oligopeptidicos e na adaptacdo em diferentes ambientes (Nepumoceno et al., 2007). O
aumento no nimero de copias do gene e, conseqiientemente da proteina OppA, poderia
aumentar a capacidade da bactéria em utilizar peptideos transportados pelo sistema por meio
de afinidades diferenciadas de cada um dos pardlogos codificados.

No caso particular de A. hydrophila e A. salmonicida, encontramos outros genes
associados ao transporte de peptideos, conforme relacionado no quadro 1. Portanto, a analise
das linhagens de Aeromonas ja seqlienciadas apresenta multiplas copias de genes responsaveis
pelo transporte de di- e oligopeptideos, fato relativamente comum em outras bactérias Gram-
negativas.

Cabe ressaltar que o gene originalmente descrito como oppA em A. hydrophila
(gi117620824) corresponde a uma “soluble binding protein” e ndo ao gene oppA, o qual de
acordo com os resultados obtidos neste trabalho encontra-se na posi¢do 2910289-2911908,

loco gi 117619267 (Quadro 1).
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Quadro 1. Genes associados ao transporte de peptideos em Aeromonas hydrophila ATCC7966 e

Aeromonas salmonicida A449 *.

i i - T h -
Posiciao Gene Operon Descricao Familia al(?;l; 0 Espécie
2200889 | GI: A Periplasmic  murein  peptide-binding MppA 538 A.
-2202505 | 117620326 protein hydrophila
2805183 | GI: ABCDE | ABC transporter, periplasmic nickel/di- SBP 543 A.
-2806814 | 117618545 oligopeptide binding protein hydrophila
2910289 | GI: ABCDF | Oligopeptide ABC transporter, OppA 539 A.
-2911908 | 117619267 periplasmic oligopeptide-binding protein hydrophila
3198448 | GI: A Periplasmic  murein  peptide-binding MppA 587 A.
-3200211 | 117617490 protein hydrophila
3209718 | GI: A ABC-type oligopeptide transport system, SBP 616 A.
-3211568 | 117617552 periplasmic component hydrophila
3742581 | GI: DABC | Peptide ABC transporter, periplasmic SBP 518 A.
-3744137 | 117617900 peptide-binding protein hydrophila
3857061 | GI: BCADF | Oligopeptide-binding protein OppA OppA 605 A.
-3858878 | 117620824 hydrophila
4090775 | GI: A Periplasmic  murein  peptide-binding MppA 534 A.
-4092379 | 117617812 protein hydrophila

s g . T h -
Posicao Gene Operon Descricao Familia al(r:;)l 0 Espécie
1017996 | GI: DABC | Dipeptide transporte system periplasmic DppA 518 A.
-1019552 | 145298025 peptide-binding protein DppA salmonicida
1542973 | GI: A Oligopeptide-binding  protein ~ OppA; OppA A.
-1544810 | 145297124 frameshift due to 1bp deletion salmonicida
1549626 | GI: A ABC-type  oligopeptide  transporter, SBP 550 A.
-1551278 | 145298481 periplasmic binding protein salmonicida
1781793 | GI: ABCDF | ABC-type  oligopeptide transporter, OppA 541 A.
-1783418 | 145298686 periplasmic binding protein salmonicida
1875926 | GI: ABCDE | ABC-type nickel/dipeptide transporter, DppA/ 535 A.
-1877533 | 145298779 periplasmic component SBP salmonicida
1987954 | GI: A ABC-type  oligopeptide transporter, OppA 538 A.
-1989570 | 145298861 periplasmic binding protein salmonicida
2830485 | GI: DBCA | ABC-type dipeptide/ oligopeptide/nickel A.
-2832040 | 145297124 transporter, periplasmic binding protein; salmonicida

frameshift due to 1bp deletion
3916251 | GI: A Periplasmic  murein  peptide-binding MppA 534 A.
-3917855 | 145300493 protein salmonicida
913889- | GI: BCADF | ABC-type  oligopeptide  transporter SBP/ 605 A.
915706 145297924 system, periplasmic binding protein AppA salmonicida

*Foi utilizado o programa computacional BLAST-P.
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4.1.2 Caracterizacio do operon opp de Aeromonas hydrophila ATCC7966

Aeromonas hydrophila representa a espécie mais predominante dentro da familia
Aeromonadaceae, responsavel por causar doengas em humanos, como gastrenterite, infecgdes
de pele, e septicemia, sendo assim, é considerada a espécie mais patogénica ao homem (Janda
& Abbott, 1998; Pillai et al., 2006). Aeromonas hydrophila ATCC7966 foi a primeira espécie
do género Aeromonas a ser seqiienciada (Seshadri et al., 2006), possibilitando dessa forma,
analises ao genoma para diversas pesquisas, incluindo o estudo do sistema Opp.

O operon opp de A. hydrophila é formado por cinco genes estruturais (oppA, oppB,
oppC, oppD e oppF) que codificam componentes do sistema Opp, organizados na forma de
um operon simples policistronico codificando no total uma seqiiéncia de 5430 pb (Figuras 4 e
5). Além destes, outros genes responsaveis pelo transporte de dipeptideos (DppA) e de
transporte de mureina com elevada homologia com a OppA encontram-se presentes no
genoma de Aeromonas.

O primeiro cistron do operon opp, o gene oppA, codifica uma lipoproteina de 539
aminodcidos que apresenta uma massa molecular de 60,4 kDa correspondente a proteina de
ligagdo ao substrato. A proteina OppA apresenta um peptideo sinal de 25 residuos de
aminoacidos e um sitio de clivagem localizado entre Ala 25 e Ala 26. Os proximos dois genes
do operon, oppB (921 pb) e oppC (912 pb), codificam uma proteina de 306 aminoacidos (33,6
kDa) e uma proteina de 303 aminoacidos (33,3 kDa), respectivamente, estas proteinas
integrais definem o poro formado pelos dominios transmembranas. Os componentes de
ligagdo ao ATP do sistema Opp de A. hydrophila, correspondem a uma proteina de 326
aminoacidos (36,1 kDa) e uma segunda proteina de 33 1aminoacidos (36,5 kDa), codificando

aos dois genes restantes, oppD (981 pb) e oppF (996 pb), respectivamente (Quadro 2).
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Quadro 2. Aminodacidos (aa), massas moleculares (kDa), valores de identidade (%)/similariedade

(%)" previstos entre os ortdlogos protéicos do operon opp de diferentes bactérias Gram-negativas em

relagdo as proteinas identificadas na linhagem de Aeromonas hydrophila ATCC 7966.

Bactérias Gram-negativas OppA OppB OppC OppD OppF
539aa 306aa 303aa 326aa 331aa

60,4kDa 33,6 kDa 33,3 kDa 36,1 kDa 36,5 kDa

Aeromonas hydrophila ATCC7966 100%/100% | 100%/100% | 100%/100% | 100%/100% | 100%/100%

541aa 306aa 303aa 328aa 33laa

60,9 kDa 33,3 kDa 33,3 kDa 36,5 kDa 36,4 kDa

Aeromonas salmonicida A449 90%/95% 97%/99% 98%/99% 97%/99% 97%/99%
543aa 306aa 302aa 337aa 334aa

60,8kDa 33,4kDa 33kDa 37,1kDa 37,1kDa

Escherichia coli K-12 MG1655 55%/71% 69%/84% 70%/86% 81%/87% 79%/89%
543aa 306 aa 302aa 337aa 334aa

61kDa 33,4kDa 33kDa 37,1kDa 37,1kDa

Escherichia coli O157:H7 str. Sakai 55%/71% 69%/84% 70%/86% 81%/87% 79%/89%
543aa 306aa 302aa 337aa 334aa
61kDa 33,4kDa 33kDa 37,1kDa 37kDa

Shigella sonnei Ss046 55%/71% 70%/84% 70%/86% 81%/87% 78%/89%
543aa 306aa 302aa 337aa 334aa

61kDa 33,4kDa 33kDa 37,1kDa 37,1kDa

Shigella dysenteriae SA197 55%/71% 70%/84% 70%/86% 81%/87% 79%/89%
543aa 306aa 302aa 335aa 334aa

61,2kDa 33,4kDa 33kDa 36,8kDa 37,2kDa

Salmonella typhimurium LT2 57%/74% 71%/84% 70%/86% 81%/88% 80%/89%
582aa 306aa 302% 335aa 334aa

65,6kDa 33,4kDa 32,7kDa 36,8kDa 37,2kDa

Salmonella enterica serovar Typhi CT18 57%/74% 71%/84% 70%/86% 81%/88% 80%/89%
543aa 306aa 300aa 323aa 330aa

60,9kDa 33,6kDa 33,4kDa 36,1kDa 36,2kDa

Vibrio fluvialis 60%/77% 72%/86% 76%/87% 85%/91% 79%/89%
545aa 306aa 301aa 333aa 333aa

61,6kDa 33,3kDa 33kDa 36,7kDa 36,9kDa

Yersinia pestis KIM 52%/68% 72%/84% 70%/87% 79%/87% 78%/87%

*. Foi utilizado o programa computacional BLAST-P.
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4.1.3 Analises das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas OppA identificadas
em A.hydrophila ATCC7966 e A. salmonicida A449 e de diferentes bactérias Gram-

negativas.

A andlise das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas Opp, gerada a partir das
seqliéncias de nucleotideos descritas nos genomas de 4. hydrophila e A. salmonicida, revelou
que as linhagens destas duas espécies de Aeromonas compatilham proteinas com o niimero de
aminoacidos ¢ massas moleculares muito semelhantes: A. hydrophila OppA (539 aa; 60,4
kDa), OppB (306 aa; 33,6 kDa), OppC (303 aa; 33,3 kDa), OppD (326 aa; 36,1 kDa) e OppF
(331 aa; 36,4 kDa) e A. salmonicida OppA (541 aa; 60,9 kDa), OppB (306 aa; 33,3 kDa),
OppC (303 aa; 33,3), OppD (328 aa; 36,5 kDa) e OppF (331 aa; 36,4 kDa). A determinagao
dos valores de identidade das proteinas Opp encontrados nas amostras das duas espécies de
Aeromonas, obtidos por meio do programa BLAST-P, revelou valores que variam entre 90%
a 98%. Analises semelhantes feitas em ortdlogos encontrados nos genomas de diferentes
bactérias Gram-negativas, revelaram valores de identidade mais baixos, particularmente para
a proteina OppA (52 a 60% de identidade) quando comparados com as proteinas codificadas
por A. hydrophila, como ¢ possivel observar no quadro 2.

Com base nestes resultados, foi realizada a comparagdo entre as sequéncias des
aminoacidos da proteina OppA a partir da seqiiéncia protéica depositada no NCBI de A.
hydrophila e A. salmonicida, além de outras bactérias Gram-negativas, através do programa
BACTIBASE database disponivel online. A Tabela 3 descreve os aminoacidos classificados
em: apolares, polares, acidos e basicos.

A andlise da seqiiéncia de aminoacidos revelou que a proteina OppA de A.

hydrophila ATCC 7966 consiste de 46,05% de aminoacidos apolares, 27,8% polares, 12,2%
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acidos e 13,95% basicos. Quando comparada com as demais bactérias Gram-negativas

expostas na Tabela 3, todas apresentam semelhanga quanto a classificagdo dos aminoacidos.
Cabe ressaltar ainda que, a proteina OppA de A. hydrophila e A. salmonicida nao

apresentam o aminodcidos cisteina, mas que, ndo devem causar mudangas significativas na

conformagdo e na estrutural tridimensional na Opp nas Aeromonas.
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Tabela 3. Descri¢do dos aminoacidos das proteinas OppA de Aeromonas hydrophila e A. salmonicida e de diferentes bactérias Gram-negativas”.

Classificacdo  Spp" A. A. E. coli E. coli S. sonnei’ S. S. S. enterica® V. Y. pestis"
aa’  hydrophila'  salmonicida’ K12} 0157* dysenteriae®  typhimurium’ fluvialis®
N % N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Ala 50 93% 42 7,8% 46 826% 46 826% 46 826% 46 8,26% 48 8,62% 49 8,19% 53 9,52% 42 9,52%

Phe 19 35% 17 3,15% 12 2,15% 12 2,15% 12 2,15% 12 2,15% 16 2,87% 17 2,84% 16 287% 15 2.87%

Gly 33 6,1% 34 6,3% 29 521% 29 521% 28 5,08% 29 521% 23 413% 25 4,18% 31 557% 24 557%

Apolares Ile 18 34% 19 3,5% 25 4,49% 25 4,49% 25 4,49% 25 449% 27 485% 28 4,68% 25 459% 27 4,59%

Leu 39 72% 39 72% 45 8,08% 45 808% 45 808% 45 808% 47 844% 50 836% 42 7,54% 46 7,54%

Pro 29 54% 30 5,5% 32 575% 32 5,75% 32 575% 31 557% 31 5,57% 31 557% 24 431% 31 431%

Val 50 93% 48 89% 4 T79% 44 T79% 44 T9% 44 T79% 44 7,9% 49 8,19% 36 6,46% 43 6,46%

Trp 10 1,85% 10 1,85% 13 233% 13 233% 13 233% 13 233% 13 2,33% 14 234% 10 1,80% 12 1,80%

Cys 0 0 0 0 2 036% 2 036% 2 03600 2 036% 2 0,36% 4 067% 2 036% 2 036%

Met 15 2,8% 18 3,3% 10 18% 10 18% 10 1,8% 10 1,8% 4 0,72% 5 084% 14 251% 11 2,51%

Asn 33  6,1% 28 5,2% 33 592% 33 592% 33 592% 33 592% 37 6,64% 41 6,86% 35 6,28% 38 6,28%

Polares Gln 17 3,15% 17 3,15% 17 305% 17 3,05% 17 305% 17 3,05% 18 323% 19 3,18% 20 3,59% 20 3,59%

Ser 24 445% 26 4,8% 29 521% 29 521% 30 539% 30 539% 31 5,57% 33 552% 27 485% 32 4,85%

Thr 33 6,1% 36 6,65% 41 736% 41 736% 41 736% 40 7,18% 33 5,92% 39 6,52% 40 7,18% 35 7,18%

Tyr 28 52% 30 55% 29 521% 29 521% 29 521% 29 521% 28 5,03% 29 485% 26 4,67% 27 4,67%

Acidos Asp 35 6,5% 41 7,6% 36 6,46% 36 6,46% 36 6,46% 36 6,46% 39 7,0% 41 6,86% 31 5,57% 39 5,57%

Glu 31 57% 31 5,7% 30 5,39% 30 5,39% 30 5,39% 30 539% 29 521% 29 4,.85% 39 7,000 30 7,00%

) His 10 1,85% 8 1,5% 11 197% 11 1,97% 11 197% 11 197% 11 1,97% 13 2,17% 11 1,97% 9 1,97%

Basicos Lys 50 93% 50 925% 41 736% 41 736% 41 736% 41 736% 45 8,08% 48 8,03% 42 7,54% 46 7,54%

Arg 15 28% 17 3,15% 18 3,23% 18 323% 18 323% 19 341% 17 3,05% 18 3,01% 19 341% 16 341%

*espécies; “aminoacidos; 'deromonas hydrophila ATCC 7966; *Aeromonas salmonicida A449; *Escherichia coli K12; *Escherichia coli O157; *Shigella sonnei Sn046;
SShigella dysenteriae SA197; "Salmonella typhimurium LT2; *Salmonella enterica serovar Typhi CT18; °*Vibrio fluvialis; '°Yersinia pestis KIM.
"http://www.cck.rnu.tn/pfba/bactibase/analyzesequence.php.
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4.1.4 Alinhamento das seqiiéncias protéicas OppA de A. hydrophila e A.

salmonicida

Para a andlise de similidade das proteinas OppA expressas pelas espécies A.
hydrophila ATCC 7966 ¢ A. salmonicida A449 foi realizado primeiramente o alinhamento
das seqiiéncias correspondentes ao gene estrutural. O resultado do alinhamento das seqliéncias
de aminoacidos das proteinas OppA nos mostrou alto grau de identidade, como demonstrado

no quadro 3.

Quadro 3. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina OppA de A. hydrophila ATCC7966 e
A. salmonicida A449".

A.hyd.ATCC7966 : —- Q) 78
A.sal.n449 : ME Y| S S 80
MTHKKTMINTLLVAALFGG6NAA AADVPAGTKL DVQQLVKGNGSEPATLDPHKTEGTVESNILRDLFEGLV SGPK

* 100 * 120 * 140 * 160
A.hyd.ATCC7966 : Hi S A : 158
A.sal.A449 : G K G PS : 160

GEVLP 6AESWETKDNK FVFHLRKDAKWSNGDPVTAHDFEFAFKRAVDPKT SPY WYGEIPTIVNA3EIIAGKK DT

* 180 * 200 * 220 * 240
A.hyd.ATCC7966 : NMIWNN : 238
A.sal.Ad449 : @ GN : 240
LGVKAVDDYTFEVQLEKAG6PYEFVSMLSHTTTYPVPKKVIEKFGDKWTQPGNMVSNGAY LKDWVVNERVD6ERNP YW N

* 260 * 280 * 300 * 320
A.hyd.ATCC7966 : E ONNEFEH : 318
A.sal.A449 : D) TENT : 320
AKTVI1KV3YLPIQSTNAELNRYLAGEG6DLTYNMPIERFKQMKK LPNEVKVSGYVGTYYY 5N K KP5DDVRVRTAL3

* 340 * 360 * 380 * 400
A.hyd.ATCC7966 : T| ERE T G : 398
A.sal.hd49 : E| T| Q) DN| : 400
YAIDR1IVIADKVMGKGETPGY LVPDFVDGFKPVAP WSKLTQAERD KAK 6L EAGS5GP PLKFELLYNTDDNHKKV

* 420 * 440 * 460 * 480
A.hyd.ATCC7966 : K] G : 478
A.sal.A449 : L : 480
AVAVASMWKKLGVQVSLVNQEWKTYLET KQGQFDV R GWIADYNEASSMLDLMQTTHGNNDGKYSNP FDKLM1ESR1

* 500 * 520 * 540
A.hyd.ATCC7966 : D -- : 539
A.sal.n449 : DAS T| -— : 541

QVD RNKLYVQAEEIL KDMPIAPIYQYVTSRMVKSYVGGYPANPLDNLYSKDMYI6AH

*. Em vermelho as seqiiéncias com 100% de identidade.

Conforme pode ser observado no alinhamento da seqiiéncia de OppA, ha um erro de

anotacdo na OppA de 4. salmonicida que lhe confere dois aminoacidos a mais. Por outro
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lado, apenas 31/539 trocas de aminoacidos foram identificadas, o que considerando que se
trata de duas espécies filogeneticamente afastadas (Martinez-Murcia, 1999; Yafiez et al.,
2003; Martinez-Murcia et al., 2007) indica alta conservagao desta proteina dentro do género
Aeromonas.

As proteinas secretadas devem apresentar um peptidio sinal, retirado pela peptidase
durante o processo de transporte através da membrana. Assim sendo, as sequéncias das
proteinas OppAs de A. hydrophila e A. salmonicida foram avaliadas quando a presenga de
peptidio sinal através do programa SignalP V. 2.0. Os resultados desta analise mostrou um
sitio de corte nos residuos 25 e 27 das OppAs de A. hydrophila ¢ A. salmonicida,
respectivamente. Ambos os sitios correspondem a sequéncias AQA/AD. Desta forma as
proteinas de ligagdo perisplasmatica apresenta de ambas bactérias apresentam 514 residuos de

aminodacidos.

4.1.5 Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas OppA de

Aeromonas e de diferentes bactérias Gram-negativas.

Visando avaliar o grau de similariedade das proteinas OppA expressas pelas espécies
de Aeromonas (A. hydrophila e A. salmonicida), e de diferentes bactérias Gram-negativas (4.
hydrophila ATCC 7966, A. salmonicida A449, E. coli K12, E. coli O157, S. sonnei, S.
dysenteriae, S. typhimurium, S. enterica, V. fluvialis, ¢ Y. pestis), realizamos o alinhamento
das seqliéncias de aminodcidos obtidas a partir dos genomas das respectivas bactérias
disponiveis no NCBI. Os aminoacidos alinhados foram marcados com diferentes cores de
acordo com o grau de identidade apresentados entre as seqiiéncias estudadas. Todas as

seqiiéncias foram editadas com o programa GeneDoc apdés o alinhamento obtido com o
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programa BioEdit. A numeracao a direita de cada seqiiéncia refere-se ao numero do ultimo

aminoacido representado em cada linha (Quadro 4).

Quadro 4. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas OppA de diferentes bactérias

Gram-negativas, comparadas com a seqiiéncias de 4. hydrophila ATCC7966 e A. salmonicida

A449*,

* 20 * 40 * 60 * 80
A.hyd et MTHEEEEN T Ul Bl covnao-- - BEBEEEE <l : 3¢
A.sal I e -JEMTH NTL| FGGMN| SD : 38
E.CcolK1l2 & —————————— e T —-——- 37
E.col0157 : —=-———————mmm oo T -——= 37
S.son e e ittt T 37
S.dys e e T ———— 37
S.typ e e T -—-—-Q 37
S.ent : MIAKAVTDLAVHHQCCTGALTGLNRLVKTSNYNEWSTNTSNM@T THE----1 76
V.flu e NKETOAL SLAVATTSFSTI 38
Y.pes D ] NEl T2l VEl- - sMVAGNTF 39

m K 6 6 A AAlVPaG La

* 100 * 120 * 140 160
A.hyd 0 ] 1) EVL D H : 116
A.sal 0 T L EVL) D H : 118
E.colK12 T I S HP v 0 : 117
E.col0157 T I S HP T 0 : 117
S.son T I S HP T 0 : 117
S.dys T I S HP T Q : 117
S.typ T I S I HPS T H : 117
S.ent T I S I HPS T H : 156
v.flu : VEE T TRBHT NO NTI D E : 118
Y.pes : N I SRS INgPNENT D 0 : 119

Q LV4 NG3E 36DPHK EGVDESN6 RDLfEGL6 sd G Pg AEsW kD K 5 Fh6RkLAKWSlg PVTA

* 180 * 200 * 220 240
A.hyd A S VNASE AADT NIy [o Iofd T KV : 196
A.sal A VNATE PSDT vl FRNONE K T KV : 198
E.colK12 S AGIDE PIT HE LBV TH SEP P AR : 197
E.col0157 S AGIDE PIT HE LBV T SEP P AR @ 197
S.son S AGIDE PIT HE LN T SEP P AR : 197
S.dys S AGIDE PIT HE LN T SEP P AR : 197
S.typ L ANIDD PAT HAFEM T SEP P SA : 197
S.ent L VNIDD PAT HEFKMTHSEP P SA : 236
v.flu : Ly S ENAAD DKET ANEL) ES T HBAT : 198
Y.pes : OofL S TNIDDEMTERAAPDT, HE LN TESED P NETV : 199

DFv5s5 R DP TaSPYa Y62 I6 GKk LGVKA6Dd T e6 L  6PYf k66 H 3 PVpd

* 260 * 280 * 300 320
A.hyd 275
A.sal 277




E.colK12 T 277
E.col0157 T 2717
S.son T 277
S.dys T 277
S.typ Ol 277
S.ent : Q : 316
V.flu : EfKRNEN & OBMINE - 1 277
Y.pes : SBT! O N : 279
6EKS5G kWTgP n V NGAY Lk W6VNER6 6eR P YW NakTVI1l V3YLPI s v 6NR5 sGE6d6Tyn 6P6E
* 340 * 360 * 380 * 400
A.hyd : SY D) F@PVABA : 355
A.sal : TY D) WPV : 357
E.colK12 L KL P LTQ : 357
E.col0157 L KLG| P LTQ : 357
S.son I KL P LTQ : 357
S.dys 1 KL P LTQ : 357
S.typ 1 KL P LVE : 357
S.ent I KL P LVE : 396
V.flu Hi SY T E FHPE : 357
Y.pes L T ERNKLG DL PEESEBAELTP : 359

F 6kKe P V V y6cTYYY Nng P5 DVR6RtAL  6DR16I 1k6 qG paY tP tdG k  Pe

* 420 * 440 * 460 * 480
A.hyd : KEE] DEIN| Ol 434
A.sal : GPEINEBMKEE DEIN| Ol 436
E.colK1l2 : E EE T TI 1 T 437
E.col0157 : E EE T. TIN 1 T 437
S.son : E EE| T TI L T| 437
S.dys : E EE| T TI L T| 437
S.typ : OKREEE i TF L T 437
S.ent : Q EE T TF 1 T 476
V.flu : KERIAE] DKS KE'T E : 437
Y.pes : EXREE TKPNEEKES L By : 439
30 R AKk6LaEAGS d PL LLYNTsd HKK6A A S6WKk 6GV V L NQEWKTS5LAT QG 5DV
* 500 * 520 * 540 * 560
A.hyd LMO RNQVEAD VQ Ol 514
A.sal LMO! RDQV@DAS VO Q 516
E.colK1l2 P THML KVTRE T Y| 517
E.col0157 P THML KVTRE T Y| 517
S.son P THL KVTHEE T Y| 517
S.dys P THL KVTHEE T Y| 517
S.typ P THL KVARDT ElA Y| 517
S.ent P THL KVARDT) EA Y| : 556
V.flu SLMO INTTSD. E GV DR K 1| Q S : 517
Y.pes P 1 KVKSE ADEMOORE T O Y| : 519
aRagWcaDYNE 3SfL M 3 Y sp 5D 66 d R LY AE L 4D 6 P65 YV R6V
* 580 * 600 * 620
A.hyd : PA- LES : 539
A.sal : PA- LES : 541
E.colKl2 : TG THT : 543
E.col0157 : TG THT| : 543
S.son : TG THT| : 543
S.dys : TG THT : 543
S.typ : TG T : 543
S.ent : TG I : 582
V.flu : g PAG KI 1 543
Y.pes : TG MH : 545

kp VGGY lplDn y 416YI h

. Em vermelho as seqiiéncias com 100% de identidade, em azul estdo as seqiiéncias com até 75% de identidade e em

amarelo estdo indicadas as seqiiéncias com até 50% de identidade.
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O resultado do alinhamento protéico OppA mostra regides com maior grau de
identidade, posicdo 241 a 320, correspondente a regido central da proteinas, e outras com
menor grau de identidade, posi¢ao 480 a 560, correspondente a regido final da proteina OppA.

Cabe ressaltar ainda, que existem regides (destacadas em amarelo) em que ocorre
alto grau de identidade entre as enterobactérias E. coli, Shigella e Salmonela, destacando-se

do restante das bactérias Gram-negativas avaliadas.

4.1.6 Analise estrutural “in silico” da OppA de A. hydrophila ATCC 7966

A proteina periplasmica de ligagdo OppA faz parte do sistema ABC de transporte de
captagdo de oligopeptideos ou sistema Opp, atuando como apresentador de di-, tri-, tetra- e
pentapeptideos para porina especifica. A seqiiéncia da proteina OppA de A. hydrophila
ATCC7966 apresenta alta homologia com aquela de V. fluvialis (60% de identidade e 77% de
similariedade), S. typhimurium LT2 (57% de identidade e 74% similariedade) e E. coli K12
(55% identidade e 71% de similariedade), entre outras, como relacionados no quadro?2.

O modelo estrutural da proteina OppA de A. hydrophila, baseado no modelo de S.
typhimurium (1jetA), revelou uma forma tridimensional similar constituindo uma
configuragdo a/p caracterizado por um trecho misto de folhas B cercado pelas a-helices. A
proteina OppA de A. hydrophila apresenta trés dominios estruturais principais (Figura 6).

Dominio I ¢ formado por trés seqiiéncias ndo-continuas envolvendo os residuos de
aminoacidos 1 a 44, 169 a 270 e 487 a 514, organizados em oito fitas centrais mistas de folhas
B, enroladas pelas quatro o-helices. Dominio III, definido pelos residuos 271 a 486,
mostrando um nucleo de seis fitas folhas B e oito O-hélices. Em analogia a OppA de S.

typhimurium, estes dois dominios (I e III) delimitam o local de ligagao ao oligopeptideo.
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O dominio II da proteina OppA de A. hydrophila é formado pelos aminoacidos 45 a
168 e envolve quatro fitas de folhas [ anti-paralelas com um lado exposto para a superficie da
molécula, enquanto o outro lado ¢ cercado por quatro a-hélices, delimitando um nucleo
altamente hidrofobico. Este dominio ainda ndo foi relacionado ao sitio de ligacdo ou ao
acomplamento da OppA com a porina especifica.

Quando comparada com o modelo OppA de Salmonella typhimurium (1jetA), a
OppA de A. hydrophila apresenta trés residuos a mais nas posigoes 245, 384 e 498 perfazendo
um polipeptideo de 571 aminoacidos. Apesar desta diferenca, a estrutura tridimensional da
OppA de A. hydrophila apresenta alta semelhanca com o modelo 1jet A (58% de identidade e
E-value = 2.148¢'""), mostrando os trés dominios tipicos € um sitio de ligagdo que, em
principio, também permite interagdes eletrostaticas com um amplo espectro de peptideos

ligantes.
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Dominio IT
45-168

Dominio I
1-44, 169-270,

487-514
Dominio IIT

271-486

Figura 6. Modelo estrutural da proteina OppA de Aeromonas hydrophila ATCC7966,

mostrando os trés dominios tipicos.
Legenda: Dominio I codificando aminoacidos 1 a 44, 169 a 270 ¢ 487 a 514 (circulo cor azul), dominio II,
delimitado pelos aminoacidos 45 a 168 (circulo cor vermelha), ¢ dominio III formado pelos residuos de

aminoacidos 271 a 486 (circulo cor verde).

Alguns dos residuos considerados importantes na interacao peptideo-OppA estdo
presentes na proteina de 4. hydrophila, como:

(1) His 370 e Arg 411 que interagem com a terminacdo carboxilica de tri e
tetrapeptideos, € que correspondem aos residuos His 371 e Arg 413 (Arg 411 e His 370 do
modelo 1jetA), os quais interagem com os grupos carboxilicos da tri-lisina e de tetrapeptidios

(Tame et al., 1994);
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(2) Os residuos 32-34 e 415-417, EGT e GWI, respectivamente, que formam
interagdes paralelas e antiparalelas que satisfazem a capacidade de ligagdes de hidrogénio do
peptidio;

(3) Os residuos Try 109 e Arg 417 (Arg 419 em S. typhimurium) que interagem com
o grupo a-aminoterminal dos oligopeptidios;

(4) Os residuos Trp 397, Trp 416, Leu 401 e Glu 32 (Trp 395, Trp 414, Leu 399, Glu
32 em S. typhimurium), os quais formam um colar apolar, sdo analogos em ambas OppAs;

(5) Os pares Glu 32 e His 405, de um lado, e Glu 276 ¢ Arg 404, que flanqueiam o
bolso anterior da OppA estdo presentes em Aeromonas. No modelo de Salmonella o residuo
276 corresponde a uma glutamina.

Entretanto, a OppA de A. hydrophila apresenta algumas diferengas com o modelo:

(1) A proteina OppA de A. hydrophila, assim como a de A. salminicida, ndo possuem
os residuos de cisteina Cys 271 e Cys 417, que segundo o modelo, participam na interagao
ndo polar com a cadeia B do ligante junto com a Val 34 (Val 35 em 4. hydrophila).
Compensando esta auséncia, a OppA de A. hydrophila apresenta os residuos apolares Gly e
Ile nas folhas P paralelas correspondentes que conferem propriedades fisico-quimicas
semelhantes;

(2) O residuo Lys307 que teoricamente participa na interagdo da OppA de
Salmonella com a terminagdo carboxilica dos pentapeptidios, encontra-se substituida por uma
metionina em Aeromonas. A metionina também ¢ um aminoacido hidrofoébico, mas ndo é
carregado, o que pode implicar em modificagdes na interacdo com alguns ligantes, ja que de
acordo com Tame et al. (1994) as interagdes com as cadeias laterais dos ligantes varia de

peptidio para peptidio.
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De um modo geral, a analise “in silico” da OppA de A. hydrophila confirma a
estrutura basica de proteinas de ligacdo tipo “Venus flytrap” capazes de reconhecer um amplo

espectro de ligantes.

4.2 Extracio de proteinas periplasmaticas e detec¢cdo da proteina OppA em amostras de

Aeromonas spp.

Com o objetivo de avaliar a expressdo de proteinas periplasmaticas em Aeromonas,
foram analisadas sete amostras de Aeromonas (IB Aer 002, 008, 001, 011, 016, 004 ¢ 013), ¢
uma de E. coli (controle). Para tanto, as proteinas totais foram separadas em gel de
poliacrilamida 12% em duplicata. Sendo que um gel foi corado com Comassie Brilhant Blue
(Figura 7) e o outro foi feito Western blot.

Para realizacdo do Western blot o gel foi transferido, por meio de corrente elétrica,
para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada junto com o anticorpo OppA
contra E. coli , bloqueada, incubada com o anti-anticorpo conjugado com fosfatase alcalina, e

revelada.
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Figura 7. SDS-PAGE proteinas periplasmaticasem amostras de Aeromonas.

Legenda: P- Protein Ladder (BenchMark™ — Invitrogen); 1-A4. hydrophila ATCC 7966 (IB Aer 002); 2-A.
caviae ATCC 15468 (IB Aer 008); 3-4. sobria ATCC 43979 (IB Aer 001); 4-A. trota ATCC 49657 (IB Aer
011); 5-4. eucrenophila ATCC 23309 (IB Aer 016); 6-A. media ATCC 33907 (IB Aer 004); 7-A. hydrophila
CCT 191 (IB Aer 013); 8-E. coli ATCC 8739.

Anticorpos anti-OppA de E. coli foram empregados em ensaios de imunodetec¢ao
com as amostras A. hydrophila ATCC 7966 (IB Aer 002), A. caviae ATCC 15468 (IB Aer
008), A. sobria ATCC 43979 (IB Aer 001), 4. trota ATCC 49657 (IB Aer 011), A.
eucrenophila ATCC 23309 (IB Aer 016), A. media ATCC 33907 (IB Aer 004), A. hydrophila
CCT 191 (IB Aer 013), e E. coli ATCC 8739. O soro mono-especifico para OppA foi obtido
de camundongos Balb/C com a proteina recombinante OppA de Escherichia coli K12. Os
resultados de imunodetec¢do com o soro anti-OppA permitiu demonstrar que todas as sete
linhagens de Aeromonas testadas apresentaram a proteina OppA, com massa molecular de
57,8 kDa (Figura 8). A deteccdo da proteina OppA em amostras de Aeromonas spp com
anticorpo OppA de E. coli confirma o alto grau de conservagdo das seqiiéncias protéicas em

bactérias Gram-negativas, conforme previamente descrito no item 4.1.5 desta dissertacao.
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Figura 8. Imunodetecgdo da proteina OppA em amostras de Aeromonas.

Legenda: 1-4. hydrophila ATCC 7966 (IB Aer 002); 2-A4. caviae ATCC 15468 (IB Aer 008); 3-4. sobria ATCC
43979 (IB Aer 001); 4-A. trota ATCC 49657 (IB Aer 011); 5-A. eucrenophila ATCC 23309 (IB Aer 016); 6-A.
media ATCC 33907 (IB Aer 004); 7-A. hydrophila CCT 191 (IB Aer 013); 8-E. coli ATCC 8739.

A presenca da proteina OppA em todas as amostras de Aeromonas analisadas sugere
que o sistema de transporte Opp seja de particular relevancia para as Aeromonadaceae, uma

via de transporte importante para a captagao de peptideos no ambiente intestinal.

Analises do sistema Opp em Streptococcus gordoni indicam que a proteina OppA
teria um papel direto na ligacdo a proteinas do hospedeiro. Resultados semelhantes foram
publicados sobre o envolvimento da proteina OppA com a capacidade de adesao de
Streptococcus pneumonia, Treponema denticola (Cundell et al., 1995; Monnet, 2003) e em
Vibrio fluvialis a proteina OppA afeta a produtividade de biofilme (Lee et al., 2004). Dados
sobre o papel do sistema Opp sobre a viruléncia em amostras de Aeromonas nao sao
disponiveis na literatura. No entanto, o fato de termos encontrados o gene oppA4, e seu
respectivo produto, de forma conservada em todas as amostra estudadas refor¢a o interesse
sobre o estudo desse sistema de transporte captacdo de nutrientes na regulacdo de fatores

relacionados a viruléncia nessas espécies de bactérias.
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4.3 Avaliacao da presenca do gene oppA em distintas espécies de Aeromonas

A especificidade e alta afinidade de sistemas de transporte do tipo ABC sao definidas
pelos componentes ligantes do substrato, encontrados na forma soluvel no periplasma de
bactérias Gram-negativas ou ancoradas a membrana citoplasmatica em bactérias Gram-
positivas. A proteina OppA representa o componente que, em uma primeira etapa, liga o
peptideo a ser captado e o conduz até os componentes de membrana que faz o transporte para
o interior da célula (Higgins, 2001). No decorrer do presente trabalho investigamos a presenca

do gene oppA e de seu respectivo produto em linhagens de Aeromonas.

Testes baseados na amplificacdo do gene oppA com iniciadores desenhados a partir
das seqiliéncias descritas para as espécies 4. hydrophila ATCC 7966 e A. salmonicida A449,
revelaram que das 17 amostras analisadas, todas possuiam o gene oppA ou fragmentos

correspondentes.

4.3.1 Amplificacdo do gene oppA

Dezessetes amostras de distintas espécies de Aderomonas (Tabela 1), foram analisadas
quanto a presenca do gene oppA. Todas as amostras foram submetidas a reacdes de PCR com
iniciadores especificos desenhados para o gene oppA a partir dos genomas de A.hydrophila
ATCC 7966 e A. salmonicida A449. Foram desenhados quatro pares de primers, apresentados
na Tabela 2. Inicialmente cada par de primer foi testado separadamente, e numa segunda

etapa do trabalho, foram testados combinacdes entre os pares de primers desenhados.
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A amplificagdo do conjunto de primers OppASF/5R resultou em um fragmento de
aproximadamente 765 pb, correspondente a seqiiéncia genética do gene oppA posicao 85 a
850. As amostras IB Aer 002, 007, 009, 010, 012 e 014, respectivamente A. hydrophila ATCC
7966, A. hydrophila NCIB 9233, A. caviae (Int. Osvaldo Cruz), 4. sobria, A. hydrophila
CECT 839 e A. encheleia CECT 4341 apresentaram banda correspondente. O resultado
sugere que esta regido amplificada, correspondente ao inicio do gene oppA (posicao 85 a 850)

¢ uma regido pouco conservada, variando entre as distintas espécies de Aeromonas. (Figura

9A).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 B 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 B

9 10 11 12 13 14 15 16 17 B

9 10 11 12 13 14 15 16 17 B

C pb

Figura 9. Amplificagdes do gene oppA em distintas espécies de Aeromonas pela PCR. (A)
Primers OppA-5 (765pb); (B) Primers OppA-6 (542pb); (C) Primers OppA-7 (712pb); (D)
Primers OppA-8 (400pb).

Legenda: PM - padrdo de peso molecular (Marcador Lambda, clivado com EcoRI e HindIll); 1 - 4. sobri ATCC
43979; 2 - A. hydrophila ATCC 7966; 3 - A.ichthiosmia ATCC 49904; 4 - A. media ATCC 33907; 5 - A.
salmonicida ATCC 33658; 6 - A. hydrophila punctata ATCC 14486; 7 - A..hydrophila NCIB 9233; 8 — A.
caviae ATCC 15468; 9 - A. caviae Instituto Osvaldo Cruz; 10 - 4. sobria Instituto Osvaldo Cruz; 11 - 4 .trota
ATCC 49657; 12 - A. hydrophila CECT 839; 13 - A. hydrophila CCT 191; 14 - A. encheleia CECT 4341; 15 - A.
veronii ATCC 35624; 16 - A. eucrenophila ATCC 23309; 17 - A. allosaccharophila ATCC 51208; B - branco.
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Ja para o segundo par de primers (OppA6), amplificando um fragmento de
aproximadamente 542pb em 15 das 17 linhagens de Aeromonas testadas (Figura 9B), este
dado sugere que esta regido do gene oppA (posigao 308 a 850) seja mais conservada em
relacdo a posicao inicial do gene. Resultados semelhantes foram visualizados com os
conjuntos de primers OppA7 (fragmentos de 712pb) e OppA8 (fragmentos de 400pb), que
amplificaram os mesmos oligonucleotideos em 16 das 17 amostras de distintas espécies de
Aeromonas (Figura 9C e 9D).

Estes resultados mostraram que, da posi¢do 308 a 1611 do gene, foi amplificado na
maioria das 17 amostras de 4deromonas analisadas, sugerindo a conserva¢ao desta regido nas
diferentes linhagens de Aeromonas. Apenas a regido inicial do gene, posicao 85 a 305, nao foi
amplificada na maioria das amostras, sugerindo, portanto, que esta regido ¢ pouco conservada
entre espécies deste género.

Em outro momento, testamos combinagdes entre os primers que foram desenhados
para este trabalho. Analisamos o primer OppA-5F ¢ OppA-7R, que revelou fragmentos de
aproximadamente 1257pb, correspondente a regido 85 a 1342 do gene oppA, oito amostras
apresentaram banda caracteristica. Uma segunda combinagao de primers OppA-5F e OppA-
8R, resultou em fragmentos de 1526pb, representante da regido 85 a 1611 do gene oppA,
revelou sete amostras das 17 analisadas (Figuras 10A e 10B).

A partir de outra combinagdo OppA—6F juntamente com o primer OppA-7R,
amplificando fragmentos de aproximadamente 1034 pb, correspondente a regido 308 a 1342
do gene oppA, revelou que das 17 amostras de Aeromonas spp., testadas 10 apresentaram
banda correspondente. Em outra reacdo de PCR utilizando os primers OppA—6F e OppA—8R,
amplificou fragmentos de aproximadamente 1303pb, correspondente a regido 308 a 1611 do
gene oppA, revelou que deste par de primers, 14 amostras de Aeromonas spp., amplificaram a

regido correspondente (Figuras 10C e 10D).
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Figura 10. Amplificagdes do gene oppA em distintas espécies de deromonas pela PCR. (A)
Primers OppA-5F/OppA-7R (1257pb); (B) Primers OppA-5F/OppA-8R (1526pb); (C)
Primers OppA-6F/OppA7R (1034pb); (D) Primers OppA-6F/OppA-8R (1303pb).

Legenda: PM - padrdo de peso molecular; 01 - A. sobri ATCC 43979; 02 - A. hydrophila ATCC 7966, 03 -
A.ichthiosmia ATCC 49904; 04 - A. media ATCC 33907; 05 - A. salmonicida ATCC 33658; 06 - A. hydrophila
punctata ATCC 14486; 07 - A..hydrophila NCIB 9233; 08 — A. caviae ATCC 15468; 09 - A. caviae Instituto
Osvaldo Cruz; 10 - 4. sobria Instituto Osvaldo Cruz; 11 - 4 .trota ATCC 49657; 12 - A. hydrophila CECT 839;
13 - A. hydrophila CCT 191; 14 - A. encheleia CECT 4341; 15 - A. veronii ATCC 35624; 16 - A. eucrenophila
ATCC 23309; 17 - A. allosaccharophila ATCC 51208; B - branco.

Portanto, das 17 amostras testadas, sete (IB Aer 002, 010, 011, 012, 014 e 016),
amplificaram um fragmento de 1526pb, correspondente a seqiiéncia genética completa
esperada do gene oppA, visto que, os primers foram desenhados a partir do genoma de A.
hydrophila ATCC 7966 e A. salmonicida A449 (Figura 10B).

O sistema Opp esta envolvido em diferentes aspectos da fisiologia bacteriana, além
da captacdo de nutrientes, como a reciclagem de peptideos da parede para sintese do

peptdoglicano, sinalizagdo intracelular, desenvolvimento do estado de competéncia,

82

ph



desencadeamento do processo de esporulacio (Bacillus subtilis), promog¢ao da conjugagio
(Enterococcus faecalis) e crescimento a baixas temperaturas (Listeria monocytogenes)
(Borezee et al., 2000; Monnet, 2003; Balan et al., 2008). A presenca do gene oppA4 em todas
as amostras de Aeromonas analisadas sugere que o sistema de transporte Opp seja de
particular relevancia para este género, provavelmente uma via de transporte importante para a

captagdo de peptideos no ambiente intestinal e sua adaptagdo em diferentes ambientes.

4.4 Seqiiéncia do gene oppA e da proteina OppA em A. hydrophila, A. sobria e A. caviae

Com o objetivo de sequenciar o gene oppA de diferentes espécies de Aeromonas,
produtos de PCR amplificados a partir dos primers desenhados (Tabela 2), foram purificados

e submetidos a reagdes de seqlienciamento, conforme descrito no item 3.6.

O gene oppA completo, correspondente a 1620 pb, foi seqiienciado em trés espécies
de Aeromonas (A. hydrophila ATCC 7966 — IB Aer 002; A. sobria ATCC 43979 — IB Aer
001; 4. caviae ATCC 15468 — IB Aer 008). Sabe-se que as espécies A. hydrophila, A. sobria
e A. caviae representam as trés espécies clinicamente mais importantes, tendo sido associadas
a distintas doencas em seres humanos, particularmente gastrenterites. A sua crescente
relevancia tem levado a sua classificagdo, por parte da OMS, como patdogenos emergentes

veiculados por dgua e alimentos (Janda & Abbott, 1998).

Como pode ser observado na Figura 11, os cromatogramas de seqiienciamento
apresentaram qualidade elevada, permitindo a defini¢do inequivoca das sequéncias do gene

oppA das espécies avaliadas. Neste sentido cabe ressaltar que a sequéncia obtida para a
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linhagem A. hydrophila ATCC7966 foi idéntica aquela depositada no GeneBank (gi

3 SCF Chromatogram: F:\_Mestrado_UCS\ Seqiienciamento_PUC\Seq.Partell{06.200B)\B06.scf (=3
LY ected: none | S2mple: BOB sef |File: FA Mestrado_UICS\ Seqfienciamento_PUCISeq Partel1(06. 2002808 scf
100 110 120 120 140 130
TT GTT GC GCTCC ACATC GACGCGCTCG TTGACC ACCC AG TCTTTCAG CACAT AGGCACC G
m [\ ﬂ ﬂ ﬂ 1996, 382: 134 “‘ ‘“
M Mlb MMMM LAY v
4 T 3

Figura 11. Cromatograma do seqiienciamento da amostra IB Aer 002 (4. hydrophila ATCC
7966).

As sequéncias obtidas com cada par de primers foram alinhadas formando um tnico
“contig” de 1620 pb para cada espécie, correspondente a seqliéncia completa do gene oppA.
Obtida a sequéncia completa foi realizado o alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas do
gene oppA, primeiramente nas trés espécies de Aeromonas com seqiiéncia completa, além da
seqiiéncia de A. salmonicida disponivel no NCBI (Quadro 5). As seqiiéncias nucleotidicas
foram alinhadas e marcadas para 100% de identidade em vermelho, 75% em azul e ate 50%
de identidade em amarelo. Todas as seqiiéncias foram editadas com o programa GeneDoc
apos o alinhamento obtido com o programa BioEdit. A numeragdo a direita de cada seqiiéncia

refere-se ao numero do ultimo nucleotideo representado em cada linha.
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Quadro 5. Alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas oppA das linhagens A. hydrophila ATCC7966
(IBAer002), A. sobria ATCC43979 (IBAer001) e A. caviae ATCC15468 (IBAer008) e A. salmonicida
A449%,

* 20 * 40 * 60 * 80
A.hyd.ATCC7966 : : 80
A.sob.ATCC4397 : : 80
A.cav.ATCC1546 : : 80
A.sal.h449 : G T| AAMGES T CTETEETEET : 80
ATGACTCATAAAAAAACAATGATTAATACCCTcTTGGTGGCAGCaCTgTTcGGCGGtgTcAACGCgGCacAaGCcGCcGA
* 160
A.hyd.ATCC7966 i c 160
A.s0b.ATCC4397 i C 160
A.cav.ATCC1546 © g n ;160
A.sal.A449 G T@ECE : 160
A.hyd.ATCC7966 240
A.sob.ATCC4397 240
A.cav.ATCC1546 240
A.sal.A449 240
ACAAaACCGAaGGAACGGttGAATCCAATATtCEGCGEGACCTGTTCGAaGGECTCGT CCTCCGGCCCCAA GG GAa
* 260 * 280 * 300 * 320
A.hyd.ATCC7966 : 1 320
A.sob.ATCC4397 : T 320
A.cav.ATCC1546 : 320
A.sal.nd49 e ¢ 1 320
t CT CCCG c TgGCCGAGTCCtGGGAAACCAAGGACAACAAACA TtCGTGTTCCACCTGCGCAAaGATGCCAAGTG
* 340 * 360 * 380 * 400
A.hyd.ATCC7966 400
A.sob.ATCC4397 : : 400
A.cav.ATCC1546 : B & E 8 E T T| 1400
A.sal.A449 : 1400
GTCCAACGGGGATCCCGTgACaGCCCACGALTTCGagTTcGCCTTCaAGCGgGCCGTGGATCCCAAGACGGe TCTCC T
* 420 * 440 * 460 * 480
A.hyd.ATCC7966 : TC T G e 480
A.s0b.ATCC4397 : TC T G AG 480
A.cav.ATCC1546 : C C CTGHC] g GC 480
A.sal.A449 : BTG C C c T GC 480
ACtCCTGGTA TGGAGATCCCGACCATCGTCAA GCCA cGAgATCATCGCCGGCAAGAA CG CCGACACCCTGGGC
* 500 * 520 * 540 * 560
A.hyd.ATCC7966 560
A.sob.ATCC4397 560
A.cav.ATCC1546 560
A.sal.A449 560
* 580 * 600 * 620 * 640
A.hyd.ATCC7966 640
A.sob.ATCC4397 640
A.cav.ATCC1546 640
A.sal.A449 640
* 660 * 680 * 700 * 720
A.hyd.ATCC7966 720
A.S0b.ATCC4397 720
A.cav.ATCC1546 720
A.sal.A449 720

GTGCCTA gtgCTGAAgGA TGGGTgGTcAACGAgCGCGTcGAcCgTCGAGCGCAACCCgAACTACTGGaaCAACGCCAAG
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760 * 780 * 800

*
G
G
C
T|

T| T|
T| C|
C| T|
€ € G G C T| GEETERGC
ACcGTcATCaACAAGGTGACCTA CTGCC ATCCAGTCCACCAACGCCGAgCTGAACCGCTATCTGGC GGcGAagTGGA

* 820 * 840 * 860 * 880

TCT ACCTACAACATGCCCATCGAgCGCTTCAAGCAGATGAAGAA GAgCTGCC aACGAgGTgAAGGTgAGCGGCTALG

* 900 * 920 * 940 * 960
CEBET G TEAC T|
CEET| T T
GEEC Gi C C
€ € ACCHT AC] G C TS T TEECEREG TAGCHESC

T GG ACCTACTACTACcagTaCAACttCAA CaCAAgCCgTtTGAcCGA GTgCGGGTgCGLACcGCcCTctC TAtGCC

* 980 * 1000 * 1020 * 1040

ATCGAcCGcaACGTGATCGCCGACAAGGTGATGGGCAAGGGCGA AC CCGGGcTAtaCcCTgGTGCCTGALTT GTgGA

* 1060 * 1080 * 1100 * 1120

GGcTTCAAgCCGGTgGCgCCgGecTGGTCCAAGCTGACCCAGGCaGAGCGCGALtgCCAAGGCgAAAGagecTGeTGacceG

* 1140 * 1160 * 1180 * 1200
T|
T|

€ €
AaGCcGGtT cGGcCCgGgCAA CCGCTCAAGTTCGAGCTGCTCTACAACACCGACGACAACCACAAGAA GT GCgGtt

* 1220 * 1240 * 1260 * 1280
Gi

GE@ACT
GCCGT GCCTCCATGTGGAAGAAGCTgGGCGTGCAGGT AGCCTGGT AACCAGGAgTGGAA ACctAcCTGGA ACcaa

G
G

800
800
800
800

880
880
880
880

960
960
960
960

1040
1040
1040
1040

1120
1120
1120
1120

1200
1200
1200
1200

1280
1280
1280
1280

* 1300 * 1320 * 1340 * 1360

O O HQ

TEHG! T|
C| G
C G
TEHTEC C
AAGCAGGGtCAGTTTGA GT GgTCGTgcCGGCTGGATCGCCGACTACAACGAAGCCTC TCCATGCTGGATCTGATGC

1380 1400 * 1420 * 1440
CG G
TTC

TTC

CG C

H O Q

C|
T
T|
C| T

AGACCAC CACGGCAACAACGACGGCAAgTACTCCAA CCGG gTT GACAAGCTGATGgA GTC CG gAtCAGGT

1460 * 1480 1500 1520

*
CCBAT G
TGEMG| C
TGERG| C
ATEHTT, T|

GATG Gc gCCCG AACAAQCTCTA GTcCAGGCtGAAGAGATCCngCCAAGGACATGCCGAT GCcCCCATCTA CA

Q H = .Q
H Q Q H

* 1540 1560 * 1580 * 1600

cT c

TG

TG
cT

GTACGTGAC CCCG ATGGTCAA CCTAtGT GGCGGCTACCCGGCCAACCCGCTGGACAACCTCTACAGCAAAGACA

1360
1360
1360
1360

1440
1440
1440
1440

1520
1520
1520
1520

1600
1600
1600
1600
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* 1620

A.hyd.ATCC7966 : : 1620
A.sob.ATCC4397 : 1620
A.cav.ATCC1546 : : 1620
A.sal.h449 : G : 1620

TGTACATCaTTGCTCACTGA

*. Em vermelho as seqiiéncias com 100% de identidade, em azul estdo as seqiiéncias com até 75% de identidade e em amarelo
estdo indicadas as seqiiéncias com até 50% de identidade.

O alinhamento mostra alto grau de homologia, principalmente entre as espécies
seqiienciadas neste trabalho. Cabe ressaltar, que 4. sobria mostra maior semelhanga a A.
hydrophila do que A. caviae, € que A. salmonicida, reconhecidamente a mais distante em
termos filogenético (Martinez-Murcia, 1999; Yafez et al., 2003; Saavedra et al., 2006).

Historicamente, o género Aeromonas foi dividido em dois grupos: um grupo
hidrofila representado pelas espécies mdveis, que sdo associadas com doengas em humanos, e
um segundo grupo, que inclui as espécies ndo moéveis psicrofilas, representada pela A.
salmonicida que sao associadas com doengas em peixes (Seshadri et al., 2006). Portanto, os
dados obtidos no seqiienciamento do oppA vem confirmar a diferenca entre espécies moveis e
nao moveis.

A partir dos resultados obtidos através do seqiienciamento completo do gene oppA4, e
de seqiiéncias correspondentes a este gene em diferentes bactérias Gram-negativas, incluindo
espécies da familia Enterobactericeae e Vibrionaceae, desenhamos um dendrograma (Figura
12). Neste dendrograma podem ser evidenciados trés grupos, correspondentes as quatro
espécies de Aeromonas, as duas espécies de Vibrio, e as quatro espécies representantes da
familia Enterobacteriaceae.

Com base nestes resultados podemos salientar, que a espécie A. salmonicida, esta
claramente separada do restante do grupo das Aeromonas, como revelado pela distancia entre

esta linhagem em relacdo as demais espécies do mesmo género.
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Figura 12. Dendrograma baseado no alinhamento de seqiiéncia nucleotidica do gene oppA. O
Dendrograma foi calculado utilizando algoritmo Neighbor-joining e bootstrap (100 replicas).

Distancias “Maximum Composite Likelihood”.

E evidente a partir da Figura 12 e 13, que o género Aeromonas (familia
Aeromonadaceae) forma um grupo distinto, separado da familia Enterobacteriaceae e da
familia Vibrionaceae. Estes dados concordam com um estudo filogenético baseado em
seqiiéncias do gene 16s rRNA (Martinez-Murcia, et al., 1992) além, de apoiar o

reconhecimento da familia Aeromonadaceae (Colwell et al., 1986).

Para a analise de similidade das proteinas OppA foi realizada a tradugdo “in silico”
das sequéncias apresentadas no Quadro 5, estas sequéncias protéicas foram alinhadas (Quadro
6).

Conforme pode ser apreciado no Quadro 6, 48 trocas de aminoacidos foram
evidenciadas entre as trés linhagens A. hydrophila ATCC 7966 (IB Aer 002), A. sobria ATCC

43979 (IB Aer 001), A. caviae ATCC 15468 (IB Aer 008), e 4. salmonicida A449, sendo que
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destas, 23 trocas de aminodcidos ocorrem somente nas comparagdes contra a seqiiéncia de A.

salmonicida A449.

Quadro 6: Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina OppA de A. hydrophila ATCC 7966 (IB
Aer 002), 4. sobria ATCC 43979 (IB Aer 001) e A. caviae ATCC 15468 (IB Aer 008) e A. salmonicida
A449",

* 20 * 40 * 60 * 80
A.hyd. (IBAer002) : 80
A.sob. (IBAer001) : P : 80
A.cav. (IBAer008) : KE] T| : 80
A.sal.h449 : Y| 3 3 : 80
MTHKKTMINTLLVAALFGG6NAAGAADVPAGTKLaDVQQLVKGNgSEPATLDPHKTEGTVESNI1RDLFEGLV SGPKGE
* 100 * 120 * 140 * 160
A.hyd. (IBRer002) : 160
A.sob. (IBRer001) : 160
A.cav. (IBRer008) PS : 160
A.sal.A449 PS : 160
LP 6AESWETKDNKh5VFHLRKDAKWSNGDPVTAHDFeFAFKRAVDPKTaSPYsSWYOEIPTIVNA3eIIAGKK DTLG
* 180 * 200 * 220 * 240
A.hyd. (IBAer002) 240
A.sob. (IBAer001) 240
A.cav. (IBAer008) 240
A.sal.R449 : : 240
VKAVDDYTFEVQLEKAG6PYFVSMLSHTTTYPVPKKVIEKFGDKwTQPGNMVSNGAYVLKDWVVNERVD6ERNPnYWnNakK
* 260 * 280 * 300 * 320
A.hyd. (IBAer002) : : 320
A.sob. (IBAer001) : : 320
A.cav. (IBRer008) : : 320
A.sal.A449 : D TN T : 320
TVI1KV3YLPIQSTNAELNRYLAGE6DLTYNMPIERFKQMKKeLP1EVKVSGYVGTYYYgSNfKhKPS5DDVRVRTAL3YA
* 340 * 360 * 380 * 400
A.hyd. (IBRer002) 400
A.sob. (IBAer001) : : 400
A.cav. (IBAer008) : G : 400
A.sal.A449 : E| T Q D : 400
IDR1VIADKVMGKGETPGYtLVPDFVDGFKPVAPaWSKLTQAERDaKAKe 6Lt EAGSGPgkPLKFELLYNTDDNHKKVAV
* 420 * 440 * 460 * 480
A.hyd. (IBAer002) : : 480
A.sob. (IBAer001) : E : 480
A.cav. (IBRer008) : N E| : 480
A.sal.h449 : 1 : 480
AVASMWKKLGVQVSLVNQEWKTYLET KQGQFDVgRaGWIADYNEASSMLDLMQTTHGNNDGKYSNP FDKLM1 SR1QV
* 500 * 520 * 540
A.hyd. (IBRer002) : BAD S * : 539
A.sob. (IBAer001) : * 1 539
A.cav. (IBRer008) : * : 539
A.sal.nd449 : BDES T| S| * : 539

D aaRNKLYVQAEEILaKDMPIAPIYQYVT RMVK YVGGYPANPLDNLYSKDMYI6AH

*. Em vermelho as seqiiéncias com 100% de identidade, em azul estdo as seqiiéncias com até 75% de identidade e em amarelo
estdo indicadas as seqiiéncias com até 50% de identidade.
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A diferenga no nimero de trocas de aminoacidos encontrado em A. salmonicida
A449 a partir do alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos realizado através do programa
GeneDoc, corrobora os dados obtidos através do dendrograma de seqiiéncia protéica (Figura
13), baseado na seqiiéncia protéica resultante do seqiienciamento do gene oppA, no qual se
observou a distancia da cepa 4. salmonicida A449 em relagdo as espécies de A. hydrophila,

A. sobria e A. caviae, as quais estdo mais intimamente correlacionadas.

g9 — A hydrophila ATCC7966 (Aer 002)
ﬂEA_ sobria A TCC 43979 (Aer 001
A. caviae ATCC 15468 (Aer 008)

A salmaonicida A449

— Y. cholerae 0395
100 I W fluwdalis

V. pestis KIM

100

5. typhimurium LT2

pree (E. call 0157
100 L 5. dysenteriae 5d197

100

—
0.04

Figura 13. Dendrograma baseado no alinhamento de seqiiéncia proteica OppA. O
Dendrograma foi calculado utilizando algoritmo Neighbor-joining e bootstrap (100 replicas).

Distancias “Maximum Composite Likelihood”.

Além destas trés espécies, foi possivel seqlienciar uma regido central do gene oppA
de 406 pb (posi¢ao 395 a 800 do gene oppA da seqiiéncia nucleotidica de 4. hydrophila

ATCC7966 IB Aer 002) em doze amostras de Aeromonas, correspondente a nove espécies
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(Quadro 7). Esta regido central do gene, corresponde aos residuos 108 a 242 da proteina

OppA madura, os quais fazem parte do dominio I e II.

Quadro 7. Alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas do gene oppA, correspondente a regido central do
gene (posi¢do 395 a 800) de diferentes espécies de Aeromonas” seqiienciadas € a mesma regido

correspondente da espécie A. salmonicida A449".

* 20 * 40 * 60 * 80
A.hyd. (Aer002) C| CEACEEC 80
A.sob. (Rer001) C @ (@ 80
A.cav. (Aer008) T| CEBACEEC 80
A.med. (Rer004) T| CEBACAEC 80
A.ich. (Aer003) T| CIEA TEE G 80
A.tro. (Rer011) C CEACREC 80
A.enc. (Rer014) Ci CEBACAEC 80
A.all. (Rer017) C| CEBACAEC 80
A.hyd. (Rer007) T| CIEBACAEC 80
A.hyd. (Aer013) T TEATREG 80
A.hyd. (Aer006) T| TIEA TEE G 80
A.euc. (Rer010) T T G 80
A.sal.h449 T TEREG 80

CTCC tActCCTGGTA tGGAGATCCCGACCAT g cAA GCc ccGA ATCATcGc GGcAAgAAgcecCg C GA AC

* 100 * 120 * 140 * 160
A.hyd. (Rer002) C Gl 160
A.sob. (Rer001) C G 160
A.cav. (ARer008) C| G 160
A.med. (ARer004) G G 160
A.ich. (Aer003) C| 160
A.tro. (Aer011) T| G 160
A.enc. (Aer014) T| G 160
A.all. (Aer017) T| G 160
A.hyd. (Aer007) C| G 160
A.hyd. (Rer013) C 160
A.hyd. (Rer006) C 160
A.euc. (Rer0106) C 160
A.sal.nd449 C| 160

cTGGG GTGAAgGC GACGACtAcCACCTTCGA GTGCAgcT GAgAA GCG T CCtTACTTcGTCAGCATGCTCTC

* 180 * 200 * 220 * 240
A.hyd. (Aer002) A 240
A.sob. (Rer001) g 240
A.cav. (Rer008) A 240
A.med. (Aer004) T| 240
A.ich. (Aer003) A 240
A.tro. (Rer011) G 240
A.enc. (Rer014) G 240
A.all. (Rer017) G 240
A.hyd. (Aer007) A 240
A.hyd. (Rer013) R 240
A.hyd. (Rer006) H 240
A.euc. (Aer010) H 240
A.sal.h449 ﬁ 240

cCAcCACCACCACCTA CCGGT CCgAAGAAgGTg TCGAGAAGTT GGTGAcCAAgtGGACCCAGCC G AA ATGGT T
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* 260 * 280 * 300 * 320
A.hyd. (Rer002) CHliC ABC : 320
A.sob. (Rer001) CIREC ABC : 320
A.cav. (ARer008) @ [o H T : 320
A.med. (Aer004) CHlIC R T : 320
A.ich. (Aer003) ARG GBT : 320
A.tro. (Aer011) TG GBC : 320
A.enc. (ARer014) TG GBC : 320
A.all. (Aer017) TG GAT : 320
A.hyd. (Aer007) CIREIC AT : 320
A.hyd. (Aer013) ARG GHT : 320
A.hyd. (ARer006) ARG GBT : 320
A.euc. (Rer016) ARG GHT : 320
A.sal.n449 : 7\ C| ABC : 320
CCAACGGtGCCTAL CTGAA acTGGGTgGT AACGAgCGCGTcGA gT GAgCGCAAC acTACTGGaaC A
* 340 * 360 * 380 * 400
A.hyd. (Aer002) C TEEC 400
A.sob. (Rer001) Ci ¢ @ 400
A.cav. (Rer008) C] TIBEC 400
A.med. (Rer004) C] CIBE T 400
A.ich. (Aer003) T CIBET 400
A.tro. (Rer011) Ci CBE8 T 400
A.enc. (ARer014) C CIBE T 400
A.all. (Aer017) T| CIEBE T 400
A.hyd. (ARer007) Ci TEEC 400
A.hyd. (Rer013) T| C| 400
A.hyd. (Rer006) T C| 400
A.euc. (Aer016) T C| 400
A.sal.nd449 : C| T| : 400
G CAAGACCGTcATCaAcCAAGGTG CTAtCTGCC ATCCAGTC ACCAACGCcGA TGA CCGCTAtCTGGC GG GA
A.hyd. (Aer002) 406
A.sob. (Rer001) : : 406
A.cav. (Rer008) : : 406
A.med. (Rer004) : : 400
A.ich. (Rer003) : : 406
A.tro. (Rer011) : : 4006
A.enc. (Aer014) : : 4006
A.all. (Aer017) : : 406
A.hyd. (Rer007) : : 406
A.hyd. (Aer013) : : 406
A.hyd. (Aer006) : : 406
A.euc. (Rer016) : : 406
A.sal.n449 Hele : 406

agTGGA

*. A. hydrophila ATCC 7966 (Aer 002); A. sobria ATCC 43979 (Aer 001); A. caviae ATCC 15468 (Aer 008); A. media ATCC
33907(Aer 004); A. ichthiosmia ATCC 49904 (Aer 003); A. trota ATCC 49657 (Aer 011); A. encheleia CECT 4341 (Aer 014);
A. allosaccharophila ATCC 51208 (Aer 017); A. hydrophila NCBI 9233 (Aer 007); A. hydrophila CCT 191 (Aer 013); A.
hydrophila punctata ATCC 14486 (Aer 0006); A. eucrenophila ATCC 23309 (Aer 016); A. salmonicida A449.

*. Em vermelho as seqiiéncias com 100% de identidade, em azul estdo as seqiiéncias com até 75% de identidade e em amarelo
estdo indicadas as seqiiéncias com até 50% de identidade.

Conforme pode ser apreciado no Quadro 7, esta regido apresenta alto grau de
homologia entre as diferentes espécies do género Aeromonas avaliadas. Neste sentido, 71,7%

dos nucleotidios sdo idénticos em todas as espéices de Aeromonas, 14,5% apresentam mais de
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75% de conservagdo e 12,8% exibem mais de 50% de homologia. Apenas quatro posicdes 59,
290, 356 e 395, correspondentes aos nucleotidios 453, 684, 750 ¢ 789 da sequéncia do gene
oppA de A. hydrophila, apresentam baixo nivel de conservacao (<50%). Apesar de ndo existir
uma regido altamente variavel, a parte inicial destas sequéncias (residuos 35 a 137) ¢ a menos

conservada do que a regido central.

As seqliéncias nucleotidicas de 406 pb de diferentes espécies de Aeromonas foram
comparadas com a seqiiéncia correspondente das espécies A. salmonicida A449, V. cholerae,
V. fluvialis, E. coli, S. dysenteriae, S. typhimurium ¢ Y. pestis. O dendrograma construido a

partir do alinhamento nucleotidico ¢ mostrado na Figura 14.

Analise da seqiiéncia oppA mostra algumas divergé€ncias entre todas as espécies de
Aeromonas. Por exemplo, A trota ¢ A. caviae sdo separadas, a uma distancia filogenética
relativamente grande (Figura 14), este dado concorda com Yafez et al. (2003) com um estudo
filogenético baseado em seqiiéncia do gene gyrB, e discorda do estudo baseado em 16s rDNA

(Martinez-Murcia, et al., 1992).

A seqiiéncia oppA de A. hydrophila ATCC 7966 e a seqiiéncia de 4. sobria ATCC
43979, indicam que estas espécies estdo intimamente relacionadas. Por outro lado, A.
eucrenophila e A. sobria separam-se claramente com base na seqiiéncia oppA, concordando
com alinhamento de seqiiéncia 16s rDNA (Martinez-Murcia, et al., 1992), entretanto, difere

da analise de seqiiéncia do gene gyrB (Yanez et al., 2003).

A espécie A. salmonicida mostra-se distinta do restante das Aeromonas, como ja

descrito com base na Figura 12, 13 e 14.

Quatro linhagens diferentes de A. hydrophila foram avaliadas (ATCC 7966-Aer 002;

ATCC 14486-Aer 006; NCBI 9233-Aer 007; CCT 191-Aer 013), sendo que ATCC 7966 ¢
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NCBI 9233 apresentam-se relacionadas, da mesma forma que as linhagens ATCC 14486 ¢

CCT 191 (Figura 14).

De um modo geral estes dados comprovam a elevada conservacao do gene oppA em

bactérias Gram-negativas, e particularmente dentro de Aeromonas.

100

100

a5 — A hydrophila CCT191 (Ae13)
100 FA. euchrenophila ATCC 43575 (Aeid16)

A hydrophila punctata ATCC14455 (AerdlB

A, ichtiosmia ATCCA9904 (AeD03)
—— A allosaccharophila ATCCA4199 (Aed17)

p { A, trota ATCCA9EE7 (Aerll1)
B3

A encheleia CECT4341 (Aerfl14)
A, media ATCCI3R07 (Aer00d)

100 [~ A hydrophila ATCC79EB (Aert2)

L & sobria ATCC43979 (£er001)
A, caviae ATCC 15468 (Aerl0E)

100 [A. hydraphila NCIBI23 (4 er07)

A salmonicida A449

100 |

% cholerae O35

W fluvialis

100 [E. cali 0157 HY

100

| 5. dysenteriae Sd197

3. typhiruriom LT2
Y. pestis KM

Figura 14. Dendrograma baseado no alinhamento de uma sequéncia de 406 pb (aprox.

posigdes 398 a 805 do gene oppA da sequéncia de 4. hydrophila ATCC7966 — Aer002). O

Dendrograma foi calculado utilizando algoritmo Neighbor-joining e bootstrap (100 replicas).

Distancias “ntimero de diferengas”.

94



O baixo numero de diferengas entre as OppAs das quatro Aeromonas, associado a
elevada positividade ou similaridade (>95%) e a auséncia de alteragdes nos residuos
considerados mais importantes na interagdo OppA/ligante (item 4.1.6 desta dissertagdo)
permitem concluir que as OppAs de Aeromonas apresentam estrutura tridimensional,

atividade e especificidade muito semelhantes.
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5. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos durante a realizagdo desse trabalho chegamos as

sequintes conclusdes:

1.

Apenas um operon de transporte de oligopeptidios, formado por cinco genes oppA,
oppB, oppC, oppD e oppF, foi evidenciado nos genomas de A. hydrophila ATCC7966
e A. salmonicida A449. A constituicdo, disposi¢do e tamanho dos cinco genes do
operon ¢ semelhante aquela de outras espécies de bactérias Gram-negativas.

Além do gene oppA, sete e oito genes de proteinas de ligagdo a oligopeptidios foram
identificados nos genomas de A. hydrophila e A. salmonicida, respetivamente. Estes
genes foram caracterizados como “murein binding proteins” e ‘“soluble binding
proteins” e encontram-se em operons formados por um a cinco genes.

As proteinas OppAs de 4. hydrophila e A. salmonicida exibiram elevada identidade e
similariedade com as ortdlogas de Vibrio e Enterobacteriaceas. A maior diferenga
evidenciada na composi¢do de aminodcidos corresponde a auséncia de duas cisteinas
nas OppAs de Aeromonas.

Analise “in silico” da estrutura tridimensional da OppA de A. hydrophila permitiu

comprovar a estrutura tipica “Venus flytrap” desta familia. A OppA apresentou trés
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dominios com elevada conservacdo naqueles residuos considerados essenciais na
interagdo proteina/ligante.

A identificacdo através de “Western blot” das proteinas periplasmicas OppA
(57,8kDa) em distintas espécies de Aeromonas utilizando anticorpo contra OppA de
E. coli confirma a elevada semelhanca entre as proteinas de ligagdo a peptidios entre
bactérias Gram-negativas.

A presenga do gene oppA foi evidenciada, através de PCR, em todas as espécies e
linhagens de Aeromonas.

A comparagdo das seqiiencias completas dos gene oppA e proteinas OppA de A.
hydrophila, A. sobria , A. caviae e A. salmonicida permitiu evidenciar baixo nimero
de diferencas em nivel génico e protéico, o que associado a elevada similaridade
(>95%) e a auséncia de alteragdes nos residuos considerados mais importantes na
interagdo OppA/ligante, permitem concluir que as OppAs de deromonas apresentam
estrutura tridimensional, atividade e especificidade muito semelhantes.

A comparacdo das sequéncias completas e parciais do gene oppA de Aeromonas,
vibrios e enterobactérias corrobora a existéncia da familia Aeromonadaceae, assim
como varias das relagdes filogenéticas previamente estabelecidas por seqiienciamento

dos genes 16S rDNA e gyrB dentro género Aeromonas.
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