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RESUMO

A atual evolugdo das plataformas de sequenciamento elevou a quantidade de informagdes geradas e reduziu
drasticamente os precos. O uso destas tecnologias viabilizou o desenvolvimento de diversas ciéncias dmicas.
Deste modo, a realizagdo de experimentos in silico através da bioinformatica, fornece informagdes basicas para
varias analises 6micas, como gendmica, transcriptdmica, metabolomica, entre outras.

Essas analises sdo importantes principalmente quando o alvo do estudo ¢ um microrganismo de interesse
biotecnoldgico, agropecuario ou ambiental, como ¢ o caso da Brucella abortus, uma bactéria Gram negativa,
imével com auséncia de flagelos, ndo capsulada, ndo formadora de esporos, aerdbia, considerada um patdgeno
intracelular facultativo e cujo cultivo é considerado complexo.

Assim, o objetivo deste projeto ¢ analisar os genomas completos de Brucella abortus disponiveis em banco de
dados, através de abordagens de bioinformatica, para caracterizar o perfil de resisténcia, evolugdo e mecanismos
de viruléncia e patogenicidade.
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1 INTRODUCAO

O conjunto de genes de resisténcia a antibidticos dos microrganismos ¢ denominado resistoma,
proposto por Gerard D. Wright (Wright, 2007). O resistoma engloba os genes de resisténcia de
bactérias patogé€nicas e nao patogénicas, que incluem os genes produtores de antibidticos € os genes
que codificam proteinas com modesta resisténcia ou com capacidade de ligacdo nas moléculas de
antibiotico, inibindo sua a¢ao (Caumo et al., 2010).

O descarte incorreto e o uso indiscriminado de antibidticos sdo fatores que tém contribuido
com o aumento de bactérias resistentes a diversas classes de antibidticos. Antigamente, a resisténcia a
antibidticos era restrita a ambientes hospitalares, mas estudos mais recentes t€m demonstrado a
presenga dessas bactérias resistentes em diversos ambientes, tais como agua e solo (Alves et al., 2020).
A contaminagdo do ambiente por antibidticos pode ocorrer através de residuos oriundos de unidades
hospitalares, agricultura, pecuaria e/ou deposicdo de lixo humano em lugares inapropriados. A
presenca desses antibioticos nesses ambientes atua selecionando naturalmente as bactérias resistentes,
e estas por sua vez podem transmitir os genes de resisténcia através de plasmideos, integrons e
transposons, alterando o equilibrio do ambiente microbiano (Andersson et al., 2016).

A transferéncia horizontal de genes tem um papel importante no desenvolvimento e
disseminagdo de bactérias resistentes aos antibidticos através da aquisicdo de genes de resisténcia,
conferindo ao microrganismo que recebe o0 DNA exogeno novas capacidades metabdlicas, permitindo
sua sobrevivéncia e proliferacdo em ambientes com presenca de antibiotico (Alonso et al., 2001).

Segundo Baba et al (2002), as ilhas gendmicas (IGs) que apresentam resisténcia contra
antibioticos sdo denominadas ilhas de resisténcia (REIs). De acordo com Yoon et al (2015), as REIs
sao uma classe de IGs ligadas a patogénese, conferindo resisténcia simultanea a multiplos antibidticos
e facilitando o surgimento de patogenos multirresistentes.

Assim, a investigacdo de genes de resisténcia em organismo de interesse biotecnologico e
médico-veterinario sdo de extrema importancia, como o0 microrganismo com a que causa brucelose em
bovinos. Brucella abortus ¢ uma bactéria gram-negativa que pode causar a brucelose em bovinos,
levando ao aborto espontaneo em vacas gravidas, e infertilidade machos bovinos (Neta et al., 2010). A
brucelose bovina ¢ uma doenga responsavel por provocar grandes impactos econdomicos no setor
agropecuario de produgdo bovina, causando principalmente, abortos na reta final da gestacdo e
nascimento de bezerros debilitados, podendo ocasionar no descarte precoce do animal, prejuizos estes
que justificam esfor¢os na busca de solugdes efetivas de controle, o qual tem por estratégia de maior

importancia a vacinagao (Souza, 2009).
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2 METODOLOGIA
2.1 OBTENCAO DE DADOS

Serdo selecionados para a execucdo deste projeto os vinte e trés (23) genomas completos de
Brucella abortus (Tabela 1) e um de Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 depositados no banco
de dados publicos National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Tabela 1. Cepas completas de Brucella abortus disponivel no NCBI.

CEPAS | BioSample | BioProject | Identificacdo SUBMISSAO DATA DE REGISTRO
CIIMS- | SAMNO02604 | PRINALl | NC_010742.1 Dr. GM Taori, 22 de janeiro de 2018
NV-4 294 8999 Instituto de
Ciéncias Méedicas
da india Central
Al9 SAMNO02604 | PRINA9 | NC_006932.1 Universidade 8 de julho de 2018
220 619 Agricola da
Mong@lia Interior
NCTC | SAMNO02603 | PRINA7 | NC_016795.1 Laboratério 15 de agosto de 2014
10505 577 4681 Nacional de Los
Alamos
19BA | SAMNO08295 | PRINA4 | NZ_CP02574 RARI e FSBI 18 de junho de 2018
219 28582 3.1 SCEEMP
clpP SAMNO09499 | PRINA4 | NZ_CP03075 | Centro de Controle 1° de outubro de 2019
628 78292 11 de Doencas
Animais da China
BAB841 | SAMNO02769 | PRINA2 | NZ_CP00770 | Escola de Medicina 30 de junho de 2015
6 901 44264 0.1 da universidade
Jido Tong de
Xangai
BD SAMNO09405 | PRINA4 | NZ _CP07776 | China Agricultural 22 de agosto de 2017
586 75940 5.1 University
MC SAMN12827 | PRINA5 | NZ _CP04433 | China Agricultural 22 de agosto de 2017
000 73837 8.1 University
BJ1 SAMNO02712 | PRINA2 | NZ_CP00877 China Institute of 23 de outubro de 2018
083 43017 4.1 Veterinary Drug
Control
68 SAMNO07508 | PRINA3 | NZ_CP02287 University of 17 de dezembro de 2020
059 98311 7.1 Alaska Fairbanks
BDW | SAMNO7508 | PRINA3 | 1:NZ_CP0228 Laboratorio 15 de agosto de 2014
100 98313 79.1 Nacional de Los
Alamos
BER SAMN10238 | PRINA4 | 1:NZ_CP0330 Laboratorio 15 de agosto de 2014
131 96294 79.1 Nacional de Los
Alamos
BFY SAMN12837 | PRINA5 | I:NZ_CP0467 Laboratorio 15 de agosto de 2014
785 73988 20.1 Nacional de Los
Alamos
6375 | SAMNO2769 | PRINA2 | 1:NZ_CP0077 Laboratério 15 de agosto de 2014
911 43877 05.1 Nacional de Los
Alamos
104M | SAMNO02770 | PRINA2 | 1:NZ_CP0077 Instituto de 22 de setembro de 2015
262 44260 09.1 Biotecnologia de
Pequim
2308 SAMNO02770 | PRINA2 | 1:NZ_CP0077 | Oak Ridge National 28 de novembro de 2005
266 43881 65.1 Laboratory
A13334 | SAMNO03108 | PRINA2 | 1:NZ_CP0096 Macrogen 15 dezembro 2011
762 63969 25.1
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RB51 SAMNO02767 | PRINA2 | 1:NZ_CP0076 Departamento de 31 de marc¢o de 2020
917 43872 81.1 Agricultura dos
EUA
S19 SAMNO02767 | PRINA2 | 1:NZ_CP0076 Instituto de 22 de maio de 2008
934 43875 82.1 Bioinformatica da
Virginia
9-941 SAMNO02786 | PRINA2 | 1:NZ_CP0077 Universidade de 5 de abril de 2005
918 44261 38.1 Minnesota
86/8/59 | SAMNO02767 | PRINA2 | 1:NZ_CP0076 Laboratério 15 de agosto de 2014
544 43873 63.1 Nacional de Los
Alamos
870 SAMN17078 | PRINA6 | 1:CP066175.1 Laboratério 15 de agosto de 2014
505 85163 Nacional de Los
Alamos
C68 SAMEA3138 | PRINAL | I:NC _007618. Laboratério 15 de agosto de 2014
256 6203 1 Nacional de Los
Alamos

Fonte: NCBI (2022).

2.2 ANALISE FILOGENETICA

A realizagdo da arvore filogenética sera realizada a partir do gene rpoB, sendo que o
alinhamento multiplo sera realizado pelo programa BioEdit (Alzohairy, 2011), através do programa
ClustalW, e a construcao da arvore pelo programa MEGAX (Kumar et al., 2018), usando o método
Maxima Parcimdnia com 1000 réplicas de bootstrap. Como grupo externo, o genoma utilizado seré o
da cepa Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 disponivel no banco de dados do NCBI sob o
nimero de acesso NC_000913.3.

2.3 ILHAS DE RESISTENCIA

A realizagdo da identificacdo das ilhas de resisténcia sera executada pelo programa Gipsy
(Soares et al., 2016), sendo esta ferramenta responsavel pela predicdo de caracteristicas genomicas
compartilhadas entre uma espécie patogénica e outra ndo patogénica. Serdo adotados os parametros
padrao do programa para predi¢do das IGs: desvio de contetido GC 1.5, desvio de uso de codén 0.95,
genes de transposases 1E-04, busca por fatores especificos 1E-06, tRNA genes 1E-04 e auséncia em

outros organismos 1E-06.

3 RESULTADOS
A arvore filogenética foi realizada com 23 cepas de B. abortus, representada pela figura 1, na
qual se pode observar os valores de bootstrap de no minimo 94%, evidenciando uma alta taxa de

proximidade entre as cepas.

\
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Figura 1: Arvore filogenética com os genomas completos de Brucella abortus.
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Ap0s a criacdo da arvore filogenética, foi realizada a identificacdo das ilhas de resisténcia de
no programa Gipsy.

A figura 2 apresenta o nuimero de REIs encontradas nas cepas de B. abortus, que sdo
classificadas em putativa (156), fraca (27), forte (2) e normal (48). O numero de REIs encontradas ¢

de 233.
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Figura 2: Resultados das Ilhas preditas pelo programa Gipsy.
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Os resultados de interesses sdo normais e fortes apresentados na figura 3. Cepas com maiores
nimeros de ilhas identificadas B. abortus MC (4), B. abortus 9-941 (3), B. abortus 104M (3), B.
abortus CIIMS-NV-4 (3).
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Figura 3: Ilhas normais e fortes.
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4 DISCUSSAO

Segundo Moreira et al (2015), a arvore filogenética ¢ uma representacdo grafica, apresentando
as relacdes evolutivas entre varias espécies, genes, proteinas ou quaisquer outros elementos que
possam ter um ancestral comum.

O alto valor de similaridade encontrado entre as cepas na arvore filogenética (figura 1) ja era
esperado, pois, sdo cepas da mesma espécie e foi feita andlise do rpoB. O gene rpoB (subunidade beta
da RNA polimerase) ¢ marcador molecular altamente conservado, também usado para identificar
bactérias e para estudar suas relagdes evolutivas (Pulingam, 2022).

Através do método de bootstrap que consiste em um niimero associado a certo clado na arvore
presente nas diferentes bases de dados (Efron, 1992). A arvore filogenética (figura 1) apresentou alta
similaridade entre as cepas de B. abortus.

De acordo com Soares et al (2016), as ilhas gendmicas recebem uma pontuagdo de predigdo

como "Fraco", "Normal" ou "Forte" conforme as seguintes regras:

\
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I - Forte, sdo regides que apresentam concentracdes muito altas do fator especifico

escolhido e todas as outras caracteristicas quando comparadas a toda a sequéncia do

genoma;

IT - Forte, também para regides que manifestam baixa e normal concentragdo de uma

caracteristica de assinatura gendmica, alta concentragao do outro e concentragao muito alta

do fator especifico escolhido;

IIT - sdo classificadas como normais regides que apresentam baixa concentracdo de uma

caracteristica de assinatura gendmica e alta concentragao do outro, com alta concentracao

do fator especifico escolhido.

IV - Assim como a classificacdo de normal, também ¢ utilizada para classificar regides

com normal a alta concentracdo do fator especifico escolhido e, também, altas

concentragdes de 36 proteinas hipotéticas e desvio de assinatura gendmica; e, (V) fraco de

outra forma (Soares et al., 2016).

As predi¢des das ilhas de interesse através do GIPSy, resultaram em um total de 50 REIs

identificadas. Dentre os resultados apenas duas cepas, apresentaram REls fortes, a cepa B. abortus
NCTC e B. abortus MC o que indica que esses resultados t€ém uma alta probabilidade de serem IGEs

verdadeiras, pois contém genes conhecidos de resisténcia ou patogenicidade (Soares et al., 2016).

5 CONCLUSAO

Neste estudo, descobriu-se que as 23 cepas que analisadas t€ém uma grande semelhanca
filogenética. Usando o GIPSy para fazer algumas anélises e nota-se algumas mudancas interessantes.
Por exemplo, o “desvio de G+C”, que ¢ basicamente uma mudanca na porcentagem de Guanina e
Citosina no genoma. Também se nota um “desvio de uso de codons”, que se refere a qudo
frequentemente diferentes combinagdes de nucleotideos, que formam um aminoacido na sintese de
proteinas.

Portanto, os resultados mostram que as REIs podem estar relacionadas a caracteristicas
patogénicas que pode levar ao desenvolvimento de novas cepas resistentes a antibioticos ou que podem
causar novas doengas. O estudo das ilhas gendmicas ¢ importante para entender a evolucdo das
bactérias e o desenvolvimento da resisténcia a antibioticos e desenvolvimento de ilhas de resisténcia

para desenvolver tratamentos mais eficientes contra bactérias com carateristicas patogénicas.
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