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RESUMO

PRADO, Isabelle Gongalves de Oliveira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2016Analise gendmica e determinacdo do proteoma referéncia de
isolados clinicos dé\ctinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.Orientadora: Denise
Mara Soares Bazzolli. CoorientadarMateus Ferreira Santana e Moysés Nascimento.

Actinobacillus pleuropneumoniae é 0 agente etioldgico da pleuropneumonia suina, uma
doenca respiratdria severa que resulta em significantes perdas econémicas no setor da
suinocultura. AtualmenteA. pleuropneumoniae é classificado em 16 sorotipos
diferentes que podem causar a doenca com viruléncia distinta entre eles. Em Minas
Gerais, BrasilA. pleuropneumoniae € encontrado nas granjas e a maior distribuicdo é

do sorotipo 8, sendo este até pouco tempo negligenciado em estudos de epidemiologia
devido a problemas de identificagdo. Da mesma forma, atualmente € aceito que este
sorotipo € também o de maior distribuicdo nos Estados Unidos, Canada, Reino Unido
além do Brasil. Até recentemente, ndo havia disponibilidade de genomAs de
pleuropneumoniae sorotipo 8 em banco de dados, por isso ndo existem informacdes
genbmicas especificas para este sorotipo, especialmente provenientes de isolados
clinicos recentemente circulantes nas gramjaste contexto, somente a partir de 2015

os primeiros genomas foram disponibilizados para serem analisados, sendo assim sete
genomas de isolados clinicos Alepleuropneumoniae sorotipo 8 estao hoje disponiveis

e estes foram analisados neste estudo. A partir das sequéncias gendmicas dos isolados
clinicos deA. pleuropneumoniae sorotipo 8 foi proposto um modelo de proteoma
referéncia desse sorotipo com um total de 2.396 proteinas categorizadas nas diferentes
classes de grupos de ortologhks analise comparativa realizada entre genomaa. de
pleuropneumoniae sorotipo 8 e demais sorotipos foi observado um padrdo de
conservacao na organizacdo do genoma entre esses. No eat@mo jdentificada

algumas diferencas pontuais e dois segmentos genémicos diferenciais entre 0s genomas
analisados com rearranjos e /ou inversdes de 42,2 Kb e 59,6 Kb. O primeiro segmento
foi encontrado nos genomas dos sorotipos 5 (L20), 7 (AP76) e em quatro dos isolados
clinicos do sorotipo 8 investigados, sendo eles MV518, MV780, MV1022 e MV5651
contendo sequéncias de profagd segundo segmento diferencial foi identificado
apenas no genomee @\. pleuropneumoniae sorotipo 7 (AP76) contém sequéncias

como transposases caracterizando a presenca de uma sequéncia de insercdo no
segmento. De acordo com a andlise dos cédons preferenciais de todos os sorotipos

investigados, ndo foram observadas diferengcas marcantes entre eles. Na analise
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comparativa dos proteomas, a maioria das sequéncias do proteoma referéucia de
pleuropneumoniae sorotipo 8 que apresentaram baixa similaridade com os demais
sorotipos foram caracterizadas como hipotéticas, ndo tendo sua funcdo conhecida. Nessa
porcao diferencial especifica foram relatadas sequéncias codificadoras relacionadas a
plasmideos o que caracteriza possiveis eventos de transferéncia horizontal de genes
(THG) ao longo da histéria evolutiva do genoma e fatores de resisténcia a antibiéticos
como cloarfenicol, sulfonamida e tetraciclina. Na analise de similaridade entre os
proteomas houve maior similaridade das proteinas do proteoma referéncia do sorotipo 8
com as proteinas do sorotipo 6, 0 que pode estar associado a dificuldade em separar
esses sorotipos nas técnicas de sorotipagem. Com as analises comparativas e a
caracterizacdo das diferencas entre os sorotipos e isolados sera possivel compreender 0s
mecanismos de viruléncia dos isoladosAdeleuropneumoniae e identificar potenciais

candidatos vacinais mais eficientes.
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sequences of the reference proteomeAofpleuropneumoniae serotype 8, which it
showed low similarity with the remaining serotypes, it were identified as hypothetical, it
does not having its known function. In this specific differential portion, coding
sequences associated to plasmids were described, that it characterize possible events by
horizontal transfers of genes (HTG) throughout the evolutionary history of the genome
and antibiotic resistance factors, such as chloramphenicol, tetracycline and sulfonamide.
In the similarity analysis between the proteomes, there was greater similarity of the
proteome reference of serotype 8 with the proteins of the serotype 6, which it may be
associated on difficulty to separate these serotypes in the serotyping techniques. With
the comparative analysis and the characterization of the differences between the
serotypes and the isolates, it will be possible to understand the virulence mechanisms of
the isolates ofA. pleuropneumoniae and to identify vaccine candidate potential more

effective.
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1. INTRODUCAO

Desde 1978, a carne suina vem se consolidando como importante fonte de
proteina animal e atualmente € uma das mais consumidas no mundo. Nesse contexto, o
bom desempenho do Brasil e demais paises € garantido pelos avancos tecnoldgicos e
organizacionais do sistema de criacdo de suinos. No entanto, esse sistema de criacao
intensivo tem tornado frequente a ocorréncia de doencgas respiratrias, acometendo
grande parte da producdo, causando prejuizos e perdas econdmicas significativas na
suinocultura. Uma das mais importantes doencas respiratdrias de suinos, a
pleuropneumonia suina, € causada pela bacfatiaobacillus pleuropneumoniae,
pertencente a familia Pasteurellaceae. Atualmdénteleuropneumoniae é classificado
em 16 sorotipos com base em propriedades antigénicas dos polissacarideos da capsula e
separados em dois biotipos de acordo com a dependéncia do fator V de crescimento, a
nicotinamida adenina diknleotideo (NAD), sendo o biotipo 1 B-NAD-dependente e o
biotipo 2 B-NAD-independente, podendo sintetiza-lo a partir de precursores. Todos 0s
sorotipos sdo capazes de causar a pleuropneumonia suina com padrdes diferentes de
viruléncia entre eles, e sua distribuicdo varia entre paises e regides. A patogénese da
pleuropneumonia suina é complexa e envolve diferentes fatores de viruléncia
produzidos pela bactéria.

Na maioria dos rebanhos, embora varios sorotipos tenham sido encontrados em
um mesmo ambiente, € comum um sorotipo predominar. Trabalhos realizados no
sudeste do Brasil permitiram a caracterizacdo de isolados clinicosA. de
pleuropneumoniae amostrados nas fazendas produtoras, com uma maior distribuicao
dos sorotipos 2, 7 e 8. Esses estudos apontaram que, embora exista uma distribuicdo
variada dos diferentes sorotipos Alepleuropneumoniae em Minas Gerais - Brasil, 0
sorotipo 8 € o mais encontrado nas propriedades suinicolas estudadas e dentro desse
sorotipo, os isolados amostrados apresentaram diferencas no padrao de viruléncia e
polimorfismo genéticoActinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8 por muito tempo
foi negligenciado em estudos de identificacdo devido a falhas nas técnicas de
sorotipageme em funcdo disso, estudos de gendmica envolvendo este sorotipo séo
inexistentes. No entanto, estudos atuais tém apresentado uma ampla distribuicdo deste
sorotipo em diversas regides geograficas como no Reino Unido, América do Norte e
Brasil. Recentemente, genomas correspondent&s @europneumoniae sorotipo 8
foram depositados em bancos de dados, entretanto, nenhuma analise descritiva e

comparativa do sorotipo 8 com os demais sorotipos tem sido realizada.



Em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa com o0 hospedeiro
alternativo, a larvaGalleria mellonella, diferentes padrdes de viruléncia foram
observados em isolados clinicos Alepleuropneumoniae sorotipo 8. Com base nos
resultados obtidos a partir desse trabalho, seis isolados com diferentes perfis fenotipicos
foram selecionados para o sequenciamento, gerando informacfes para estudos
comparativos. Embora o genoma de pleuropneumoniae seja relativamente
conservado em termos de organizacdo, podem existir variagbes dentro do mesmo
sorotipo que podem influenciar na resposta imunologica do hospedeiro frente ao
patdgeno. Assim, com a genbmica comparativa sera possivel entender a variabilidade
genética da espécid. pleuropneumoniae e relacionar as diferencas genéticas com
padrbes distintos de viruléncia entre os isolados do mesmo sorotipo. A relacdo estreita
entre diferencas genbmicas e variacbes na patogenicidade, epidemiologia,
imunogenicidade e viruléncia entre os diferentes isolados reforcam a importancia de se
ampliar os conhecimentos sobre diferencas genéticas desses patdgenos, possibilitando a
descoberta de novos candidatos vacinais e de diagndstico.

Este trabalho teve como objetivos a analise do genoma e montagéito do
proteoma referéncia d& pleuropneumoniae sorotipo 8 de forma representativa a partir
dos sete isolados clinicos ja sequenciados objetivando analisar as semelhancas
compartilhadas com os demais sorotipos bem como determinar a parte genética

diferencial encontrada no sorotipo 8.



2. REVISAO DE LITERATURA

Na década de setenta, a carne suina se consolidou como a fonte de proteina
animal mais importante no mundo, sendo a mais consumida desde entdo. Nesse
contexto, o Brasil apresenta grande competitividade no mercado internacional da
suinocultura, sendo atualmente considerado o quarto maior produtor e exportador em
escala mundial (EMBRAPA, 2015). O bom desempenho do Brasil e demais aises
garantido pelos avancgos tecnoldgicos e organizacionais do sistema de criagdo que esta
relacionado entre outros fatores a um elevado numero de animais confinados em um
espaco limitado. Esse sistema de criacdo intensivo tem tornado frequente a ocorréncia
de doencas respiratérias, acometendo grande parte da producdo e causandoerejuizos
perdas econdmicas significativas na suinocultura. Entre as doencas respiratorias que
acometem suinos, a pleuropneumonia suina se destaca como uma doenca importante,
altamente contagiosa, frequentemente fatal e ocorre em diversos paises nos quais a
suinocultura é praticada (Chieatsal., 2010).

A pleuropneumonia suina esta associada a uma mortalidade elevada, diminuigdo
no crescimento e na eficiéncia alimentar do animal e portanto, atraso no periodo de
abate. Os custos de tratamento e a necessidade de se obter boas carcacas para o abal
contribuem para que esta doenga tenha um impacto econémico significativo. Os grandes
danos causados ao produtor estdo associados a diminuicdo da média diaria do ganho de
massa corporal do suino, perdas por necessidade de abate e gastos com intervencoes,
como vacinacdo e medicacao, além da morte precoce do animal (Krejci & Newberry,
2011). Outro problema encontrado se relaciona ao uso intensivo de antibioticos no
controle das doencas respiratdrias, que aumentam a chance da ocorréncia de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos comumente utilizados (Rtadha 19949.

O agente etiolégico da pleuropneumonia suina é a bactéria Gram negativa,
cocobacilar, anaerdbia facultativa, capsulada, ndo formadora de esporos e suas col6nias
produzem hemolise em agar sangue denominada de zona B-hemolitica (Sebunya &
Saunders, 1983). Pertencente a familia Pasteurellaceaetjnobacillus
pleuropneumoniae foi isolado pela primeira vez em 1957 nos Estados Unidos (Pattison
et al., 1957) e posteriormente, em 1964 na Argentina (Shope, 1964). O habitat natural
de A. pleuropneumoniae € o trato respiratorio de suinos e pode ser isolado a partir de
diferentes regiées do sistema respiratorio de organismos infectados tais como cavidades
nasais, tonsilas e pulmdes (Rycroft & Garside, 208€&)nobacillus pleuropneumoniae

e classificado em dois biotipos, de acordo com a dependéncia do fator V de
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crescimento, a nicotinamida adenina dinucleotideol¥NAendo o biotipo 1 B-NAD-
dependente e o biotipo 2 B-NAD-independente, podendo sintetiza-lo a partir de
precursores (Polat al., 1983).

Atualmente, Actinobacillus pleuropneumoniae € classificado em 16 sorotipos
com base em propriedades antigénicas dos polissacarideos da capsula €Sarkozi
2015). Todos os sorotipos sdo capazes de causar a pleuropneumonia suina com padrdes
diferentes de viruléncia entre eles, e sua distribuicdo varia entre paises e regides
(Blackall et al., 2002; O'Neillet al., 201Q Gottschalk & Lacouture, 2014; Rossial.,
2013). Todos os sorotipos ée pleuropneumoniae secretam diferentes combinacdes de
quatro toxinas RTXRepeatsin toxin): Apxl, Apxll, ApxIll e ApxIV, sendo esta ultima
secretada por todos os sorotipos (Cleeal., 2009) e utilizada na diferenciacdo dos
sorotipos por PCR multiplex (PCRm). Os sorotipos 1, 5, 9 e 11 sédo considerados mais
virulentos, secretam as toxinas Apxl e ApxIl e estdo comumente associados aos surtos
da doenca com maiores indices de mortalidade; os sorotipos 2, 3, 4, 6, 8 e 15
apresentam viruléncia média e secretam Apxll e Apxlll; os sorotipos 7, 12, e 13
secretam Apxll, enquanto os sorotipos 10 e 14 produzem Apxl (Aaiger, 2009;
Frey, 2011). A correta sorotipagem Aepleuropneumoniae é importante do ponto de
vista epidemiologico e no controle da doenca, pois a prevaléncia dos diferentes
sorotipos e a viruléncia séo fatores que podem variar entre paises e regides (Bubreuil
al., 2000).

A patogénese da pleuropneumonia suina € complexa e envolve diferentes fatores
de viruléncia produzidos pela bactéria (Chetral., 2010). A viruléncia é multifatorial
e esta relacionada a combinacdo de fatores como as toxinas da familia RTX,
composicdo e estrutura de polissacarideos da capsula, ao lipopolissacarideo de
membrana externa (LPS), sideréforos de ferro, formacao de biofilme, capacidade de se
transformar naturalmente, presenca de adesinas e diversos fatores envolvidos com a
transferéncia horizontal de genes (THG) que acabam por promé&uesse da bactéria
(Chiers et al., 2010). Os elementos genéticos moveis presentes nas bactérias sao
caracterizados como continuos desafios a estabilidade genbmica, promovendo a
evolucdo através da transferéncia horizontal de genes, mutacdo, recombinagcdo e
alteracdo da expressao génica. Esse grupo engloba plasmideos, bacteridfagos, elementos
transponiveis, ilhas genbmicas e muitos outros elementos genéticos especializados
(Darmon &Leach, 2014).

A forma mais comum de adquirir novas fungcbes é através da transferéncia de

material genético a partir de organismos nao relacionados por mecanismos de
4



transformacao, conjugacao e transducdo. Esses mecanismos permitem aos organismos
se adaptarem rapidamente as mudancas ambientais (Medihj 2005). Andlises
filogenéticas revelaram que transferéncias horizontais de sequéncias de DNA geram um
impacto substancial a longo prazo na evolucdo do genoma bacteriano e permite
adaptacdo em ambientes dinamicos (Popa & Dagan, 2011). Um desses mecanismos € a
transformacao natural que é um processo pelo qual DNA é captado do meio ambiente e
transportado para o citoplasma como fita simples de DNA (Dubnau, 1999). Nesse
contexto, alguns sorotipos de pleuropneumoniae apresentam competéncia natural,
sendo, portanto, comum a ocorréncia de transformacao natural nesta espécie, e dessa
forma a aquisicdo de genes por transferéncia horizontal e obtengdo de mutantes em
ensaios experimentais é facilitada (Bostsa., 2009; Bossét al., 2014).

Como fator limitante a transferéncia horizontal de genes temos o sistema
CRISPR,Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats, associado a um
grupo de proteinas denominadas Cas, caracterizado como um sistema imune bacteriano
especifico que identifica e degrada elementos geneticamente méveis recentemente
adquiridos (Popa & Dagan, 2011). Os tamanhos das repeticbes de CRISPR e dos
espacadores variam entre 23 a 47 pares de bases e 21 a 72 pares de bases
respectivamente. Os geres codificam uma grande e heterogénea familia de proteinas
que possuem dominios funcionais tipicos de nucleases, helicases, polimerases e
proteinas de ligacéo a polinucleotideos. A habilidade de prover defesa contra elementos
genéticos invasores pode tornar o sistema CRISPR/Cas desejavel em ambientes hostis e
pode explicar a sua propenséo de ser transferido entre organismos distantes (Horvath &
Barrangou, 2010). EmA. pleuropneumoniae ndo existem informagdes sobre a
organizacao e a funcionalidade do sistema CRISPR.

Como fator de viruléncia, temos também, as ilhas genémicas desempenhando
um papel critico na patogénese de doencas bacterianas. As ilhas genémicas podem
codificar para muitas funcdes que podem estar envolvidas em simbiose ou patogenia, e
podem ajudar na adaptacdo do organismo. Essas regidbes podem conter genes de
provavel origem horizontal e sdo de grande interesse por estarem relacionadas na
maioria das vezes a genes de viruléncia, resisténcia a antibidticos ou outras adaptacdes
(Langille & Brinkman, 2009). Essas sequéncias muitas vezes apresentam composi¢cao
diferente do genoma hospedeiro. As estratégias para avaliar essas diferencas vém sendo
estucdas e uma das mais simples se baseia no conteudo GC e também em medicdes
utilizando oligonucleotideos de varios comprimentos. A partir de uma lista de ilhas

gendmicas é possivel fazer as analises e estabelecer os limites da ilha e inspecionar os
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genes em cada ilha genbmica para determinar se ha alguma pista sobre sua origem ou
modo de transferéncia. Muitas ilhas podem ser definidas como pi®yduéagos e,
geralmente, identificadas por genes anotados com caracteristicas virais. Estas regides
podem ser usadas em uma analise mais aprofundada com ferramentas de bioinformatica
e assim analisar suas sequéncias, porcentagem do conteido GC e tendéncias no uso de
codons (Langillest al., 2010).

Além dos fatores de viruléncia e das ilhas gendbmicas, a resisténcia a
antimicrobianos é também caracterizada como fator de viruléncia e pode ser codificada
tanto pelo cromossomo como por plasmideos. A presenca de plasmideos relacionados a
resisténcia em\. pleuropneumoniae foi reportada pela primeira vez em 1982 (Hiesh
al.,, 1982) e desde entdo houve subsequentes relatos, como a presenca de plasmideos
mobilizaveis conferindo resisténcia a trimetoprim (Boasél., 2009; Bosséet al.,

2015). Além das diferencas no padrdo de viruléncia entre os 16 sorotipos, sao
encontradas ainda diferencas entre os isolados do mesmo sorotipo (Begtira
2015a). Mesmo havendo um padrdo de conservagcdo no genoma. de
pleuropneumoniae, entre 0s sorotipos existem diferencas relacionadas a aquisicdo de
DNA, mutacdes pontuais, insercdes e delecbes que originam variabilidade dentro da
espécie (Xwet al., 2010).

Na maioria dos rebanhos, embora varios sorotipos tenham sido demonstrados em
um mesmo ambiente, € comum um sorotipo predominar (Ghiaks 2002). Trabalhos
realizados por nosso grupo de trabalho na regido sudeste do Brasil permitiram a
caracterizacdo de isolados clinicos Alepleuropneumoniae amostrados nas fazendas
produtoras, com uma maior distribuicdo dos sorotipos 2, 7 e 8 (@$si2013). En
Minas Gerais, 0 sorotipo 8 € o mais difundido nas propriedades suinicolas estudadas e
dentro desse sorotipo, os isolados amostrados apresentaram diferencas no padrdo de
viruléncia e uma alta variabilidade (Roesal., 2013; Pereirat al., 2015a) Em estudos
realizados com isolados clinicos Aepleuropneumoniae sorotipo 8 foram observados
um elevado polimorfismo genético, viruléncia e ocorréncia de um elevado niumero de
genes de resisténcia associados a fenétipos de multirresisténcia a drogas (Santos, 2013;
Rossiet al., 2013; Pereirat al., 2015a). O sorotipo 8 foi caracterizado apresentando
alta atividade citotoxica, sendo responsavel por uma baixa taxa de mortalidade, porém
alta taxa de morbidade (O'Neatlal., 2010). Em estudos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa utilizando o hospedeiro alternativo, a |gBaHeria mellonella, diferentes
padrdes de viruléncia foram observados em isolados clinicéds meuropneumoniae

sorotipo 8 (Pereirat al., 2015a), sendo os isoladbB/ 780 eMV 1022 caracterizados
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como de menor e maior viruléncia, respectivamente. Em uma analise mais aprofundada
com esses dois isolados, foi observado que esta diferenca esté inicialmente relacionada
com a capacidade do patdgeno de proliferar e evadir o sistema imunolégico do inseto
(Pereiraet al., 2015a). Com base nos resultados obtidos a partir desse trabalho, seis
isolados clinicos brasileiros com diferentes perfis fenotipicos foram selecionados para o
sequenciamento genético (Pere@taal., 2015b). Mesmo tendo sido relatada essas
diferencas, nenhuma descri¢cdo do sorotipo 8 e nenhuma analise comparativa do genoma
e do proteoma desse sorotipo foi realizada até o momento.

Trabalhos comA. pleuropneumoniae sorotipos 1, 5a, 5b, 7, 8 e 12 revelaram
uma heterogeneidade pronunciada na estrutura cromossonukstees de genes
variados envolvidos na producéo de toxina, capsula e biossintese de LPSef@buré
2009). A partir das diferencas dos componentes génicos entre as linhagens mais e
menos virulentas € possivel identificar novos candidatos a fatores de viruléncia. Essas
diferencas intraespecificas na arquitetura do genoma podem influenciar o fenotipo
bacteriano mesmo na presenca do mesmo repertério géniebad2010).

A genbmica comparativa € o primeiro passo na analise do pan-genoma que €&
representado pela colecdo de todos os perfis funcionais encontrados nos genomas.
Quanto mais genomas séo adicionados nessa construcdo, existe uma tendéncia do
conjunto de genes aumentar (Lukjanceskal., 2013). O genomeore é a colecéo de
genes que sdo conservados entre os genomas analisados e o tamanho dessergenoma
tende a diminuir @ medida que mais genomas séo adicionados as analises. Esse estudo
pode ser realizado com os genes e podem se estender as sequéncias codificadoras. Dess
forma, as diferencas entre os proteomas podem ser identificadas pelo perfil do proteoma
acessorio que inclui proteinas que estdo presentes em varios, mas nao em todos os
genomas analisados ou sédo especificas de um genoma particular ou de um grupo de
genomas. A proteina para ser especifica deve estar presente na sequéncia query e
ausente no conjunto de sequéncias dos organismos analisados (Lukjagtcahko
2013. A identificacdo e caracterizacdo das proteinas em uma célula sdo de extrema
importancia para compreender 0s processos moleculares que medeiam a fisiologia
celular. Com as melhorias continuas em hardwares e métodos para analisar e estudar o
proteoma é possivel formular hipéteses testaveis com base nas informacdes biologicas
pré-existentes, sendo a metodologia de analises de bioinformatica na gendmica
comparativa de grande utilidade (Schredal., 2014; Duaret al., 2014; Baiget al.,

2015).



Em um estudo prévio com diferentes genomas de sorotiposA.de
pleuropneumoniae foi possivel observar que a maior parte dos genes diferenciais estao
relacionados a mecanismos de defesa, replicagdo, recombinacéo, sistemas de restri¢ao,
além de um grande numero de transposases, recombinases e integrases provenientes de
elementos transponiveis e profagos (%t al., 2010). Andlises de gendmica
comparativa usando sequéncias de genomas originados de 12 sorotipos mostraram que o
pan genoma dé. pleuropneumoniae consiste de 3,308 usters génicos totais, sendo
dividido em 1,709 genes do genoma core, 822 genes distribuidos (compartilhado) e 772
genes exclusivos de cada cepa €ual., 2010). Neste trabalho, nenhuma informacéao
sobreA. pleuropneumoniae sorotipo 8 foi fornecida, uma vez que apenas recentemente
este sorotipo foi reconhecido como altamente distribuido na América do Norte, Reino
Unido e Brasil (O'Neilkt al., 2010; Gottschalk & Lacouture, 2014; Roasal., 2013).

Uma possivel explicacdo esta relacionada as reacdes cruzadas e consequentes erros de
sorotipagem, como ja observado em trabalho que relaciona o sorotipo 8 como sorotipo
predominante dentro do grupo de reac¢do cruzada 3/6/8/15 em andlises com isolados de
suinos doentes na América do Norte (Gottschalk & Lacouture, 2014). Além disso,
somente recentemente genomas correspondenfespkeuropneumoniae sorotipo 8
(Pereiraet al., 2015a; Bossét al., 2016) foram depositados em bancos de dados,
entretanto, nenhuma analise descritiva e comparativa correspondente ao genoma do
sorotipo 8 foi realizada anteriormente.

A relacdo estreita entre diferencas gendmicas e variacbes na patogenicidade,
epidemiologia, imunogenicidade e viruléncia entre os diferentes isoladoA. de
pleuropneumoniae reforcam a importancia de se ampliarem os conhecimentos sobre
diferencas genéticas desses patdgenos, possibilitando a descoberta de novos candidatos
vacinais e de diagndstico. O estudo de genbmica comparativa com base em analises de
transferéncia horizontal de genes, sistema CRISPR, genes de viruléncia, ilhas
gendmicas, indice de Adaptacdo de Codefrequéncia no uso dos codons podem ser
uma ferramenta impar na deteccdo de diferencas minuciosas que podem se traduzir em
variacdo no padrao de viruléncia entre os isolados do mesmo sorotipo.

A partir da montagem do proteoma referénniailico de A. pleuropneumoniae
sorotipo 8 de forma representativa a partir dos sete isolados clinicos sera possivel
analisar as semelhancas compartilhadas com os demais sorotipos bem como determinar

a parte diferencial encontrada no sorotipo 8.



3. MATERIAL E METODOS

3.1.Andlise dos genomas d&ctinobacillus pleuropneumoniae

As andlises foram realizadas a partir de genomas de A. pleuropneumoniae de
diferentes sorotipos, sendo eles: 1, 2, 3, 4, 5b, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13, o que inclui
linhagens referéncia e isolados clinicos. Os codigos de acesso dos genomas utilizados

neste estudo estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Genomas dos diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae utilizados na
analise.

Cdédigo de acesso -

Sorotipo Linhagem NCBI Referéncia
Sorotipo 1 4074 ADODO00000000.1 Xu etal., 2010
Sorotipo 2 4226 ADXNO00000000.1 Zhanet al., 2010
Sorotipo 3 JLO3 CP000687.1 Xu et al., 2008
Sorotipo 4 M62 ADOF00000000.1 Xu etal., 2010
Sorotipo 5b L20 CP000569.1 Footeet al., 2008
Sorotipo 6 Femo ADOGO00000000.1 Xu etal., 2010
Sorotipo 7 AP76 CP001091.1 Linke et al., 2008
Sorotipo 8 MV460 JSVG00000000.1

Sorotipo 8 MV518 JSVZ00000000.1

Sorotipo 8 MV597 JSVX00000000.1 Pereiraet al., 2015b
Sorotipo 8 MV780 JSVV00000000.1

Sorotipo 8 MV1022 JSVF00000000.1

Sorotipo 8 MV5651 JSVY00000000.1

Sorotipo 8 MIDG2331 LN908249.1 Bosséet al., 2016
Sorotipo 9 CVvJ13261 ADOIO0000000.1

Sorotipo 10 D13039 ADOJ00000000.1

Sorotipo 11 56153 ADOKO00000000.1 Xuetal., 2010
Sorotipo 12 1096 ADOL00000000.1

Sorotipo 13 N273 ADOMO00000000.1

As informagdes disponiveis nesta tabela sdo provenientes do banco de dados NCBI.

As andlises comparativas entre os genomas foram realizadas a partir do software
Progressive Mauve v.2.3.1 (Darling et al., 2004).

A identificacdo de possiveis ilhas gendmicas foi realizada utilizando o programa
Island Viewer (Langille & Brinkman, 2009) e o genoma Aepleuropneumoniae JLO3
do sorotipo 3 foi utilizado como referéncia no alinhamento com os genomAs de

pleuropneumoniae sorotipo 8 nesta analise. A escolha do genoma do sorotipo 3 se deu
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pela qualidade da montagem e por ser o que compartilha maior niumero de sequéncias
codificadoras com o sorotipo 8 em relacdo aos demais genomas que estdo fechados,
uma vez que o genoma do sorotipo 8, MIDG2331 néo esté disponibilizado no programa.
A predicao de ilhas gendmicas foi baseada em trés métodos: IslandPath-DIMOB, SIGI-
HMM e Idand-Pick, mas s6 foram detectadas pelos dois primeiros métodos (Figura
S1). O primeiro identifica ilhas com base na tendéncia de dinucleotideos e presenca de
genes de mobilidade associados (integrases, transposases). O método de SIGI-HMM
identifica tendéncia no uso de codons com abordagem no modelo da cadeia de Markowv.
Ja o meétodasland Pick requer varios genomas filogeneticamente relacionados para ser
capaz de fazer uma previsdo e depende assim dos geniimaslas na comparagao
(Langille & Brinkman, 2009; Dhilloret al., 2015).

A anélise do uso preferencial de cddons e contetido GC foi realizada a partir do
programa EMBOSS (Rice, 2000) para os diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae.
O indice de adaptag¢do do cddon (IAC ou CAI - Codon Adaptation Index) foi calculado
de acordo com Sharp & Li, 1987. A adaptabilidade relativa de cada cédon foi calculada
pela razdo entre o uso de cada codon e o cédon mais abundante para um mesmo
aminodacido. Este valor foi calculado de 0 a 1 (Sharp & Li, 1987). A determinagdo do
uso de cada codon sindénimo foi calculada a partir do calculo de RSCU (Relative
Synonymous Codon Usage). O valor de RSCU calculado para cada cdédon foi o
parametro usado para avaliar o tipo de selecdo dos codons, sendo valores =1
caracteristico de codons usados com igual frequéncia, valores > 1 de sele¢do positiva e
< 1 sele¢dao negativa. A contagem de aminodcidos e respectiva andlise comparativa
foram realizadas como proposto por Plotkin & Kudla, 2011.

A identificacdo de locus correspondentes a Repetigdes Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespagadas associados a proteinas Cas (CRISPR-Cas)

foram preditas utilizando o programa CRISPRFinder (Grissa et al., 2007).

3.2. Proteoma deA. pleuropneumoniae

3.2.1. Montagem do proteoma referéncian silico de A. pleuropneumoniae

sorotipo 8

A montagem do proteoma referéncia Alepleuropneumoniae sorotipo 8 foi
baseada nos sete genomas de isolados clinicos desse sorotipo provenientes de granjas
produtoras de suinos no Brasil (Pereiral., 2015b) e de um isolado clinico do Reino

Unido (Bosséet al., 2016) sequenciados previamente. Foi realizada também a
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montagem do proteomaedd. pleuropneumoniae sorotipo 8 baseada apenas nos seis
genomas de isolados clinicos brasileiros (Pereiral., 2015b) afim de realizar
comparacdes entre os isolados do mesmo sorotipo, mas de regides geogréficas distintas.
Nestas analises foi utilizado o programa CD-HIT v. 4.6.1 (Weizhong & Godzik,
2006; Liminet al., 2012) com parametro de 0,85 de identidade entre as sequéncias e
valores padrbes do programa.
Na anotagao funcional do proteoma referémislico de A. pleuropneumoniae
sorotipo 8 foram utilizados cinco bancos de dados, sendo eles COG (Tetwov
2000), CDD (Baueet al., 2011), PFAM (Finret al., 2010), SMART (Letunicet al.,
2006) e UNIPROT (The UniProt Consortium, 2015). A anotagcao teve como padrao os
dados gerados pelo banco de dados UNIPROT e os demais bancos de dados foram
utilizados para solucionar conflitos entre as informacdes geradas e garantir maior

consisténcia na anotacdo. A anélise teve como parameftevatue < 10°.

3.2.2. Analise comparativa entre proteomas deA. pleuropneumoniae de
diferentes sorotipos

Nesta andlise foram utilizados 12 proteomas de diferentes sorotipds de
pleuropneumoniae ja depositados no banco de dados do UNIPR@GE UniProt
Consortium UniProt, 2015) sendo estes sorotipos 1, 2, 3, 4, 5b, 6, 7, 9, 10, 11, 12 e 13
A andlise foi realizada através do algoritfBbAST (Basic Local Alignment Search
Tool) contrastando os proteomas dos sorotipos analisados contra 0 protedna de
pleuropneumoniae sorotipo 8 baseado em sete isolados clinicos montado nesse trabalho.
Os indices de similaridadgrgatest positive %) e de identidadegfeatest identity %)
foram usados como critério para inferir sobre a conservac¢do do proteoma dentro da
espécie (Lukjancenkat al., 2013). A partir dessa andlise fizemos grupamentos
baseados no padréo de similaridade. O conjunto total de 2.174 sequéncias codificadoras
de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 MIDG2331 (Bossé al., 2016) extraido do banco
de dados do NCBI foi contrastado com o proteoma referéncia preditd. de
pleuropneumoniae sorotipo 8 baseado nos seis isolados clinicos do Brasil também
montado neste trabalho com a finalidade de analisar as diferengas e similaridades intra-

sorotipica.
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3.2.3. Andlise de grupos de genes ortdlogos Alepleuropneumoniae

A partir das sequéncias dos 12 proteomasAdepleuropneumoniae e do
proteoma referéncia sorotipo 8, baseado nos sete isolados clinicos foi montado um
banco de dados contendo 28.002 sequéncias de proteinas correspondentes a todos 0s
sorotipos da espécie. Através do programa CD-HIT v. 4.6.1 (Weizhong & Godzik,
2006; Liminet al., 2012) com parametro de 0,70 de identidade entre as sequéncias e
valores padrfes do programa foi realizada uma analise para caracterizar o conjunto total
de proteinas da espécie.

Os grupos de proteinas identificados pelo CD-HIT foram classificados como
Core, compartilhado e diferencial. Adicionalmente, o proteoma referéneia.d
pleuropneumoniae sorotipo 8 foi comparado individualmente com o proteoma dos

demais sorotipos usando o algoritBIoAST.

3.2.4. Analise de fatores de viruléncia e de resisténcia presentes no

proteoma referéncia deA. pleuropneumoniae sorotipo 8

Os fatores de viruléncia presentes no proteoma referéncia Ade
pleuropneumoniae sorotipo 8 foram investigados a partir do portal PATRIC

(PathoSystems Resource Integration Center) (www.patricbrc.ory e na base de dados

de interacdo patdgeno hospedeiro, PHI base (www.PHI-base.org), sendo os parametros

identidade superior a 30%-value < 10° e proteinas com fenétipo ndo afetado
desconsideradas na analise final. A partir do banco de dados ARDBIdtic

Resistance Genes Database) (http://ardb.cbcb.umd.eduforam pesquisadas sequéncias

de genes envolvidos na resisténcia a antibiéticos (Liu & Pop, 2009) seguindo

parametros do programa, serigloalue menor igual a 10 e identidade acima de 80%.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas gerais dos genomas

O tamanho dos genomas ée pleuropneumoniae variou de 2.185.499 pb a
2.345.435 pb, sendo a média de 2.265.454 pb e o numero de genes variou @ 2.082
2.300 genes. Os vaks do conteudo GC foram muito préximos entre 0s sorotipos
variando de 41,00% a 41,30% (Tabela 2). Os genomad. dqe#europneumoniae
sorotipos 3 (JLO3), 5 (L20), 7 (AP76) e 8 (MIDG2331) estdo fechados. J&4 os genomas

dos demais sorotipos encontram-se em contigs (Tabela 2).

Tabela 2.0rganizacdo dos genomas dos diferentes sorotipAspiieur opneumoniae.

Sorotipo Cepa Tamanho (pb) Genes GC (%) Locus CRISPR
1 4074 2.254.524 2.158 41,20 1
2 4226 2.314.083 2.228 41,20 1
3 JLO3 2.242.062 2.115 41,20 1
4 M62 2.260.565 2.186 41,20 1

5b L20 2.274.482 2.168 41,30 1
6 Femo 2.302.700 2.300 41,00 1
7 AP76 2.345.435 2.234 41,21 1
8 MV460 2.213.381 2.116 41,10 1
8 MV518 2.275.540 2.189 41,10 1
8 MV597 2.219.395 2.115 41,10 1
8 MV780 2.274.000 2.179 41,10 1
8 MV1022 2.262.828 2.179 41,10 1
8 MV5651 2.264.279 2.179 41,10 1
8 MIDG2331 2.337.633 2.235 41,10 1
9 CVvJi13261 2.256.417 2.163 41,20 1
10 D13039 2.266.276 2.155 41,20 1
11 56153 2.257.884 2.154 41,20 1
12 1096 2.185.499 2.082 41,20 1
13 N273 2.236.660 2.148 41,20 1

Na analise realizada no programa CRISPRFinder foi observada a presenca de
um locus CRISPR (Tabela 2) em todos os genomasAdepleuropneumoniae e
independente do sorotipo, a organizacéo e o tipo de CRISPR foi o mesmo, sendo do tipo
II, modificando apenas os espacgadores (tamanho e composicdo). As proteinas Cas

associadas encontradas pertencem a familia Casl, Cas3, Csyl, Csy2, Csy3 e Csy4. As
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repeticbes diretas (DR Direct Repeats) sdo conservadas com um tamanho de vinte e

oito pares de bases.

4.1.1. Andlise comparativa entre 0s genomas

No alinhamento entre os contigs representativos dos genomas dos seis isolados
clinicos brasileiros deA. pleuropneumoniae sorotipo 8 e genomas fechados dos
sorotipos 3 (JLO3), 5b (L20), 7 (AP76) e 8 (MIDG2331) foi verificada uma conservagao
na estrutura do genomeDs genomas @ A. pleuropneumoniae compartilham
praticamente os mesmos blocos, denominados LCBSdecting Locally Collinear
Blocks” (Figura 1). Embora tenha sido observada uma conservacdo foi possivel
constataregifes de aquisicdo/ perda de material genético e rearranjos (Figura 1). Entre
essas variagdes, observamos algumas diferengcas pontuais e duas regides se destacan
pelo tamanho e conteddo de proteinas. Na primeira observacdo, foi constatada a
presenca de um bloco diferencial e conservado presente apenas nos genomas dos
sorotipos 5 (L20), 7 (AP76) e em quatro dos isolados clinicos do sorotipo 8, sendo eles
MV518, MV780, MV1022 e MV5651 (Figura 1). Neste bloco composto por
aproximadamente 42.206 pb e com conteudo GC de 40, 37% estdo presentes sequéncias
como integrase _(WP_005620278.1), pirofosfatase (WP_00562028(pigteina de
recombinacdo RdgC_(WP_011848390.1), DNA metiltransferase (WP_011848391.1),
antirepressor (WP_011848395.1, WP_011848414.1), DNA metilase
(WP_011848397.1), endodeoxiribonuclease RuvA (WP_011848399.1), terminase
(WP_043880767.1), peptidase S14 (WP_04387797 diversas proteinas de fago
(WP_011848407.1, WP_011848405.1, WP_011848408.1, WP_011848412.1). J&4 n

segundo segmento gendmico diferencial foi constatada uma regido de inverséo e

rearranjo de um bloco de aproximadamente 59.649 pb e conteudo GC de 40,91%
(Figura 1). Este segmento foi encontrado apenas no sorotipo 7 e foram relatadas
sequéncias correspondentes a genes que codificam para enzimas carboxilases
(WP_005617934.1, WP_005602033.1), oxidoredutases (WP_005598646.1,
WP_005602054.1, _WP_012478542.1), redutase (WP_005598644.1), fatores de
viruléncia envolvidos na captacdo de ferro_ (WP_005602070.1), integrase
(WP_005617888)1 e transposases (WP_005599960.1). Foram observadas ainda

variagdes pontuais entre os diferentes genomas. Entre essas diferengas encontramos

uma pequena regiao de aproximadamente 13.000 pb presente nos sete gerfamas de
pleuropneumoniae sorotipo 8 e as sequéncias codificadoras encontradas foram: ligase

de tRNA-glutamato (WP_005608501.1), tRNA-Ala, preproteina translocase
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(WP_005612726.1), regulador transcricional da familia Rha (WP_039768145.1),
antirepressor _(WP_058230489.1), proteina de utilizacdo de propanediol

(WP_039768152.1), proteina da familia de prevencdo da morte de hospedeiro (Phd)
(WP_005598318.1), toxina YoeB (WP_005605064.1), quinase de tetracil dissacarideo
(WP_005598320.1, WP_005608502.1) e nove proteinas hipotéticas. Outra regidao de
aproximadamente 13.180 pb foi encontrada presente nos genomas. de

pleuropneumoniae sorotipo 5 (L20), sorotipo 7 (AP76) e em trés isolados clinicos
sorotipo 8 (MIDG2331, MV1022 e MV518). As sequéncias correspondentes a genes
presentes nessa regido codificam para operoihpGe(WP_039709641.1), operon de

flpB (WP_039709034,1WP_011848427.1), proteina de fimbria (WP_058230512.1,
WP _039709035.1, WP_005611759.1, WP _011848428.1), RNA helicases ATP
dependente RhIB (WP_039709036.1), proteina de ligacdo a ATP (WP_005611764.1),
substrato de ligacdo ao transportador ABC de ferro (WP_005611765.1) e trés proteinas

hipotéticas.
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Figura 1. Analise comparativa entre genomas Alepleuropneumoniae. O alinhamento foi realizado utilizando o programa Mauve.
genomas representados correspondénpheuropneumoniae sorotipo 3 JLO3A. pleuropneumoniae sorotipo 5 L20A. pleuropneumoniae
sorotipo 7 AP76A. pleuropneumoniae sorotipo 8 MIDG2331A. pleuropneumoniae sorotipo 8 MV460;A. pleuropneumoniae sorotipo 8
MV518; A. pleuropneumoniae sorotipo 8 MV597A. pleuropneumoniae sorotipo 8 MV780A. pleuropneumoniae sorotipo 8 MV1022 é\.
pleuropneumoniae sorotipo 8 MV5651. As barras horizontais representam o tamanho do genoma (kb). A regiéo identificada em 1 r
a aquisicdo e perda ddormacéo gendmica e a regido 2 representa evento de recombinacao.



4.1.2. llhas gendmicas preditas enf\. pleuropneumoniae sorotipo 8

A busca e predicdo de ilhas genbmicas foi realizada com os genondas de
pleuropneumoniae sorotipo 8. Antes da andlise nos genomas ndo fechados dos seis
isolados deA. pleuropneumoniae sorotipo 8 foi realizado o alinhamento no programa
Island Viewer com o genoma completo JLO3 do sorotipo 3. O propoésito dessa analise
foi identificar segmentos de DNA provavelmente oriundos de transferéncia hdrizonta
génica e no programa foram caracterizados como ilhas.

A partir dessa anadlise foi possivel identificar diferentes segmentos de DNA
sugestivos de ilhas genbmicas, mas confirmativos de transferéncia horizontal de genes.
Estes variaram em numero e tamanho quando se investigou cada genoma dos isolados
clinicos deA. pleuropneumoniae sorotipo 8 separadamente. De todos os elementos
preditos, cinco foram conservados entre os genomas dos seis isolados clinicos
brasileiros deA. pleuropneumoniae e o isolado clinico deéA. pleuropneumoniae
MIDG2331 (Tabela 3). Esssegmentos sugestivos de transferéncia horizontal tiveram
tamanhos variando de 5kb a 13,7kb sendo o tamanho entre os isolados po@rimos
sequéncias codificadoras equivalentes. Nas sugestivas ilhas gendmicas identificadas,
encontram-se proteinas de ligacdo ao DNA, enzimas de restricdo, reguladores
transcricionais, hemolisinas, proteinas de capsula e de membrana, proteinas
relacionadas ao antigeno O como Wzz e Wzy, transposases e diversas proteinas
caacterizadas como hipotéticas. Embora o conjunto de sequéncias codificadoras
presentes nas ilhas sejam similares entre os genomas investigados, nos isolados MV518,
MV780, MV1022 e MV5651 identificamos uma regido diferencial com sequéncias de
fago como relatado no alinhamento Mauve (Figura 1) e diferencas pontuais entre os

diferentes isolados foram detectadas.

17



8T

Tabela 3.Relac&o das ilhas gendmicas conservadas nos genorAapldéa opneumoniae sorotipo 8 - MIDG2331 e demais genomas r
fechados dos seis isolados clinicos\dpleuropneumoniae sorotipo 8, sendo eles MV460, MV518, MV597, MV780, MV1022 e MV56

Sorotipo/lsolado  llha 1 lha 2 lha 3 lha 4 llha 5
Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho
Posicao (pb) Posicéo (pb) Posicdo (pb) Posicéo (pb) Posicao (pb)

S8 /460 375130-38026(5136 1085623-1097335 11712 1670482-1678396 7914 1790527-1798179 7652 1800742-1812414
S8/518 238782-24391%137 1011580-1025314 13734 1607319-1615212 7893 1725203-1732855 7652 1735418- 1747091
S8 /597 291214-2963515137 1010357-1024090 13733 1596929-1604843 7914 1712058-1719711 7653 1722274-1733948
S8/780 363786-36891:5126 1139156-1150868 11712 1725225-1733139 7914 1845259-1852911 7652 1855474-1867146
S8/1022 245834-2509535124 964777-978511 13734 1560009-1567924 7915 1682040-1689788 7748 1692351-1704024 11
S8 /5651 238892-24402%5136 1001464-1013187 11723 1600432-1608346 7914 1719752-1727405 7653 1729968-1741643
S8 /2331 322541 - 32750862 1055434-1068953 13519 1722576-1730491 7915 1837169-1843924 6755 1846610-1858285




4.1.3. Uso preferencial de codons

Em relacdo a andlise dos cédons foi observado elevado padrdo de conservagéo
no uso de coddons entre todos os sorotipoA. gkeur opneumoniae investigados, o que
inclui os isolados clinicos do sorotipo 8 estudados neste trabalho (Tabela S1; Figura
S2). Na Figura 2 temos representado o uso de codonA. pbeuropneumoniae. Os
codons com maiores valores de RSCU resultam em maior selecdo positiva para seus
respectivos aminoacidos (Figura 2A).

Na Figura 2B temos representado a utilizacdo de aminoacidosA. de
pleuropneumoniae. Nao observamos diferencas significativas nas proporcdes do uso de
aminoacidos entre os diferentes isolados e nem entre os sorotipos (Tabela S2; Figuras
S2). Os aminoacidos mais utilizados foram leucina (L - 10,55%), alanina (A - 8,71%),
isoleucina (I - 6,83%) e valina (V - 6,82%), ao passo que cisteina 1{02%) e
triptofano (W- 1,17%) foram os mais raramente utilizados.

O Indice de Adaptacdo de Cddon (CAI) foi calculado para caracterizar a
eficiéncia de traducdo dos genes, predizer o nivel de expressdo e demonstrar a
probabilidade de uma ORF ser codificadora de proteina. Observamos que a distribuicédo
dos valores para os diferentes sorotipos foram similares e o valor médio do conjunto de
dados totais de cada sorotipo variou de 0,705 a 0,710 (Tabela S3). Esses valores podem
ser analisados no gréfico boxplot (Figura 3).
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Figura 2. Uso de cddons e respectivos aminoacidosAdeleuropneumoniae. (A)
Tendéncia no uso de cédons representado em mapa circular. Metionina, trigtofano
cédons de parada foram omitidos. Cdédons sinénimos para um aminoacido usado com
igual frequéncia tem valor de RSCU = 1, indicado pela linha circular vern{@ja.
Porcentagem do uso de aminoacidos representados em mapa circular.
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Figura 3: indice de Adaptacdo de CdéderCAIl obtido paraA. pleuropneumoniae. Os
circulos representam valores fora da mediana.

4.2. Caracterizacao do proteoma deé\. pleuropneumoniae sorotipo 8

pY

Previamente a analise do proteoma Alepleuropneumoniae sorotipo 8, 0s
proteomas de todos 0s sorotipos investigados neste estudo foram analisados. A partir
dos clusters obtidos do conjunto total de sequéncias codificadoras da espécie foi
realizada a caracterizagcao geral das sequéncias codificadoras com a distincdo da porcao
Core, compartilhada e diferencial. Do total, 1.78dsters foram caracterizados como
regido Core, estando presente nos treze proteomas analisados; 756ckeaecs de
proteinas compartilhadas e 48(sters correspondentes a proteinas diferenciais de cada
sorotipo.

Em relacdo ao proteoma total de cada sorotipo, a pdoé® equivale em
média a 82,49% do proteoma (Tabela 4) evidenciando uma conservagdo entre 0s

diferentes sorotipos.
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Tabela 4.Caracteristicas dos proteomas dos diferentes sorotiplagpbierropneumoniae utilizados na anélise.

T

CORE COMPARTILHADO DIFERENCIAL
Sorotipo Referéncia Proteinas Totais Proteinas % do Core Proteinas % do Comp. Proteinas % do Dif.
Sorotipo 1 Xuetal, 2010 2176 1765 81.11 404 18.57 7 0.32
Sorotipo 2 Zhan et al., 2010 2064 1774 85.95 275 13.32 15 0.73
Sorotipo 3 Xu et al., 2008 2026 1756 86.67 260 12.83 10 0.49
Sorotipo 4 Xuetal, 2010 2219 1790 80.67 325 14.65 104 4.69
Sorotipo 5b Foote et al., 2008 2004 1765 88.07 208 10.38 31 1.55
Sorotipo 6 Xuetal, 2010 2211 1768 79.96 384 17.37 59 2.67
Sorotipo 7 Linke et al., 2008 2113 1774 83.96 327 15.48 12 0.57
REFERENCIA 8
*1solados: .
MIDG2331, Pereira et al., 2015 2396 1801 75.17 436 18.20 159 6.64
460,518,597,
780, 1022, 5651
Sorotipo 9 2197 1779 80.97 416 18.93 2 0.09
Sorotipo 10 2170 1774 81.75 321 14.79 75 3.46
Sorotipo 11 Xuetal., 2010 2184 1767 80.91 414 18.96 3 0.14
Sorotipo 12 2081 1771 85.10 294 14.13 16 0.77
Sorotipo 13 2145 1760 82.05 381 17.76 4 0.19

* O proteoma referéncia dke pleuropneumoniae sorotipo 8 foi montado a partir de sequéncias codificadoras do genoma de sete i
clinicos sequenciados previamente.



Na anotacdo de proteinas relacionadas como diferenciais foi observada uma
variagdo na proporgdo presente entre 0s sorotipos, o que pode ser parcialmente
explicado pelas informac¢des disponiveis nos banco de dados de determinados sorotipos
nao estarem revisadas, gerando assim, redundancia nas analises.

O proteoma referéncim silico de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 gerado a
partir dos sete isolados clinicos j& sequenciados corresponde a um total de 2.396
sequéncias codificadoras. Destas, 1.801 (75,17%) consideradns436 proteinas
compartilhadas (18,20) com outros sorotipos, mas nao com todos e 159 sequéncias
(6,63%) preditas como diferenciais do proteoma referéncia sorotipo 8.

Entre as 2.396 sequéncias codificadoras do proteoma refendrsdigo de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8, um total de 1.9481,01%) foram categorizadas na base
de dados COG. Entre essas, 1.553 proteinas @)r@presentam categorias funcionais
conhecidas (excluindo S “Function unknown” ¢ R “General function prediction
only”). No grafico dos resultados da base de dados COG do proteoma referéncia in
silico sorotipo 8 tem representada a distribuicao funcional das proteinas nas respectivas
categorias (Figura 4).

A partir da distincdo das regifesre, compartilhada e diferencial do proteoma
referéncia deA. pleuropneumoniae sorotipo 8 foi realizada a analise ddesters de
grupos de ortélogos. Do total de 1.801 sequéncias compondo a moread.685
proteinas foram afiliadas as categorias da base de dados COG. Entre essas, 1.358
proteinas (80,59%) representam categorias funcionais conhecidas (Figura 4).
Observamos que a maioria das sequéncias caracterizadasarerastao relacionadas
ao metabolismo e transporte de aminoacidos; processos de traducdo, estrutura
ribossomal e biogénese; biogénese da parede, membrana e envelope celular; producéo e
conservacdo de energia, entre outras atividades caracterizadas como essenciais a

sobrevivéncia do patdgeno.
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Numero de Proteinas

Al

V;39
U; 38
T,32 |

5,203

DESCRICAQ DAS CLASSES COG CORE |COMP|DIF [TOTAL

[A] Modifica¢do e processamento de RNA 1 0 0 1
[C] Conversdo e produgdo de energia 117 9 0 126
[D] Controle do ciclo e divis3o celular, particionamento do cromossomo 25| 3 0 28|
[E] Metabolismo e transporte de aminoacidos 158 10 3 171
[F] Metabolismo e transporte de nucleotideos 60| 2 1] 63|
[G] Metabolismo e transporte de carboidratos 117 11 2 130
[H] Metabolismo e transporte de coenzimas 91| 10 1 102
[I] Metabolismo e transporte e de lipideos 39 0 42
[J)] Tradugdo, estrutura ribossomal e biogénese 153 0 160
[K] Transcrigdo 77 10 9 96|
[L] Replicagdo, recombinagdo e reparo 951 20| 10 125
[M] Biogénese da parede celular, membrana, envelope 127 21 1 149
[N] Motilidade celular 6) 1 1 8
[0] Modificagdo pds traducional, turnover de proteinas e chaperonas 96 6] 0 102
[P] Metabolismo e transporte de ions inorgdnicos 104 24 0O 128
[Q] Biossintese de metabélitos secundarios, transporte e catabolismo 8 5 0 13
[R] Predicdo de fungdes gerais 158 23] 4 185
[S] Fungdo desconhecida 169 31 3] 203
[T] Mecanismos de transdugdo de sinal 31 1 0 32|
[U] Tréfico intracelular, secre¢do e transporte vesicular 33 5 0 38|
[V] Mecanismos de defesa 20 18 1 39
[NC] Proteinas ndo categorizadas em COG 116| 216| 123 455
TOTAL de proteinas afiliadas 1685 220 36| 1941
TOTAL de proteinas do sorotipo 8 1801 436[ 159 2396

Figura 4. Analise de Grupos de Ortélogos (COG) das proteinas que compde o proteoma refer&nplaudgpneumoniae sorotipo 8
As sequéncias codificadoras foram caracterizadas como pertencentes acoggupompartilhadas e diferen@acom base em analis
realizada a partir do conjunto total de proteinas. Comp, Compartilhado; Dif, Diferencial.



Em relacdo a porcdo compartilhada, do total de 436 proteinas, 220 foram
afiliadas as categorias da base de dados COG, sendo que 166 (75,45%) representam
categorias funcionais conhecidas. Observamos uma maioria de proteinas relacionadas
ao metabolismo e transporte de ions inorganicos; biogénese do envelope celular;
replicacdo, recombinacéo e reparo do DNA; e metabolismo em geral.

A porgao diferencial do proteoma referéniiasilico de A. pleuropneumoniae
sorotipo 8 apresentou 159 sequéncias codificadoras, sendo 92 caracterizadas como
hipotéticas e apenas 36 sequéncias foram afiliadas as categorias da base de dados COG.
Entre as 36 sequéncias codificadoras, 29 (80,56%) representam categorias funcionais
conhecidas, sendo que dezenove foram relacionadas a processo de transcricdo e
mecanismos de replicacdo, recombinacdo e reparo. Essas sequéncias codificadoras
diferenciais (Tabela 5) estédo relacionadas aos processos de regulacdo e mecanismos de
transferéncia horizontal de genes como plasmideos e fagos. Foram relatadas nessa
porcdo proteinas de resisténcia a antibidticos como tetraciclina, florfenicol e
sulfonamida, reguladores transcricionais como LysR, proteina de reparo, tragsposon
como transposon gamma-delta resolvase, metilases, proteinas envolvidas na replicacéo,
na biossintese de lipooligossacarideos, proteinas envolvidas em transporte como

acetiltransferase e simporte de sodio e glutamato.
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Tabela 5. Proteinas diferenciais encontradas no proteoma referéBnaidico de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8.

Identificagdo UNIPROT DESCRICAO DA PROTEINA COG
1 AOA0S4QBQ6 Acetyltransferase R
2 AOA0S4QBH9 AntA/AntB antirepressor K
3 AOA0S4QBY2 Antibiotic biosynthesis monooxygenase R
4 D9PEA9 bacteriophage ClIlI protein -
5 NC COG1061: DNA or RNA helicase of superfamily Il K
6 B3HOW4 Cro repressor K
7 Q4W1Vv9 Dihydropteroate synthase type-2 H
8 AOAO0S4QAY3 DNA primase TraC L
9 AOA0S4QBD3 DNA repair protein L
10 AOA0S4QDK6 DNA topoisomerasdl L
11 AOA0S4QB64 DNA-binding transcriptional regulator LysR K
12 EOF444 filamentation induced by cAMP protein Fic S
13 AOA0S4QBYO0 filamentation induced by cAMP protein Fic S
14 AOAOG3Y3F6 florfenicol/chloramphenicol resistance protein Flof G
15 A3N393 Gram-positive signal peptide protein: YSIRK famil -
16 AOA0S4QB36 integrase/recombinase XerC L
17 D9PEB1 LexA family repressor/S24 family protease K
18 EOEKB4 LysR family transcriptional regulator K
19 EOESL3 membrane protein -
20 Q3HYC8 MobC -
21 AOA0S4QDG2 N-6 DNA Methylase Vv
22 AOA0S4Q8V1 Phage X family protein -

Plasmid protein of unknown function i
23 AOA0S4QB66 (plasmid_RAQPRD)
24 EOE833 Prepilin peptidase dependent protein D (ApfA)
25 AOA0S4QBU2 Putative helicase -
26 AOA0S4Q9A0 putative HTH-type transcriptional regulator K
27 AOA0S4Q9B2 recombination protein F L
28 Q3HYC5 Rep L
29 AOA0S4QBBS8 replicative DNA helicase L
30 AOA0S4QBA4 sodium/glutamate symporter E
31 Q3B8S2 TetH G
32 Q3B8S3 tetracycline repressor protein TetR GN=tetR K
33 AOA0S4QDES Transposon gamma-delta resolvase L
34 AOA0S4QB51 TraU protein -
35 AOAO0S4QBF4 TraX protein -
36 AOA0S4QA99 Type Il secretion system protein D N

Esta andlise foi baseada no proteamailico de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.
UNIPROT é um centro que coleta informacdes funcionais de proteinas, sendo os dados
derivados dos bancos EMBL-Bank/GenBank/DDBJOG agrupa proteinas com base em
relacdes filogenéticas. NC, ndo categorizado.
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Tabela 5. Cont.Proteinas diferenciais encontradas no proteoma refer@éngléco de
A. pleuropneumoniae sorotipo 8.

Identificagdo UNIPROT DESCRICAO DA PROTEINA COG
37 A3MZ09 -
38 D9P9R5 -
39 EOFQZ0 -
40 EOF7J4 -
41 NC -
42 NC -
43 NC -
44 NC -
45 NC -
46 NC -
47 NC -
48 NC -
49 EOFQZ0 -
50 NC hypothetical protein -
o1 NC -
52 D9PEA3 -
53 NC -
54 EOE626 -
55 NC -
56 D9PEJ6 -
57 NC -
58 NC -
59 NC -

60 A9HSL6 -

61 AOA0S4QAUO -

62 Q4wW2Q8 -

63 NC -

64 AO0A0S4Q8WO0 -

65 AOA0S4Q9Q3 -

66 AOA0S4Q8T1 -

67 AO0A0S4Q971 S

68 AOA0S4Q8U2 -

09 AOADSAQ8S2 hypothetical protein MIDG2331 )

70 AOA0S4QBE1 -

71 AO0A0S4Q920 -

72 AOA0S4Q8R1 -

73 AOA0S4Q8P5 -

74 AOA0S4QB97 -

75 AOA0S4QAU7 -
Esta andlise foi baseada no proteamailico de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.
UNIPROT é um centro que coleta informacdes funcionais de proteinas, sendo os dados

derivados dos bancos EMBL-Bank/GenBank/DDBJOG agrupa proteinas com base em
relacdes filogenéticas. NC, ndo categorizado.
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Tabela 5. Cont.Proteinas diferenciais encontradas no proteoma refer@éngléco de
A. pleuropneumoniae sorotipo 8.

Identificagdo UNIPROT DESCRICAO DA PROTEINA COG
76 AOAO0S4QAWA4 -
77 AOA0S4QB60 -
78 AOA0S4QB27 -
79 AOA0S4QB44 -
80 AOA0S4QDP9 -
81 AOA0S4QB87 -
82 AOAO0S4QBAS -
83 AOA0S4QDC9 -
84 AOAO0S4QAY4 -
85 AOA0S4QBS1 )
86 AOAO0S4QCA7 -
87 AOA0S4QAY1 -
88 AOA0S4QBV7 R
89 AOA0S4QB74 -
90 AO0A0S4QB40 -
91 AOA0S4QB59 -
92 AOA0S4QDWS8 -
93 AOA0S4QB99 -
94 AOA0S4QDG8 -
95 AOA0S4QDH9 hypothetical protein MIDG2331 -
96 AOA0S4QB00 )
97 AOA0S4QDE3 -
98 AOA0S4QAZ9 -
99 AOA0S4QBT4 -
100 AOA0S4QCB9 -
101 AOAO0S4QAZ7 -
102 AOA0S4QBX0 -
103 AOA0S4QB90 -
104 AO0A0S4QB75 -
105 AOA0S4QDY1 -
106 AOA0S4QBB6 -
107 AOA0S4QDI1 -
108 AOA0S4QDJ4 -
109 AO0A0S4QB88 -
110 AOA0S4QDZ8 -
111 AOA0S4QBG6 -
112 AOA0S4QB32 -
113 AOA0S4QDH3 )
114 AO0A0S4QBWO -

Esta andlise foi baseada no proteamailico de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.

UNIPROT é um centro que coleta informacdes funcionais de proteinas, sendo os dados

derivados dos bancos EMBL-Bank/GenBank/DDBJOG agrupa proteinas com base em
relacdes filogenéticas. NC, ndo categorizado.
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Tabela 5. Cont.Proteinas diferenciais encontradas no proteoma refer@éngléco de
A. pleuropneumoniae sorotipo 8.

Identificacdo UNIPROT DESCRICAO DA PROTEINA COG
115 AOAO0S4QCE2 )
116 AOA0S4QB19 )
117 AOA0S4QBA2 )
118 AOA0S4QBZ5 )
119 AOA0S4QCMO -
120 AOA0S4QBW1 R
121 ADAOSA4QC22 hypothetical protein MIDG2331 )
122 AOA0S4QCV?2 -
123 AOAO0S4QDA7 }
124 AOA0S4QCLS8 -
125 AOA0S4QDL4 -
126 AOA0S4QC39 )
127 AOA0S4QCC7 )
128 AOA0S4QD57 -

129 EOFJKO [EC:1.1.1.1] -
130 EOESI6 [EC:1.17.4.1] F
131 EOEL87 [EC:2.4.1.25] -
132 EOF667 [EC:2.5.1.55] M
133 DIPAP1 [EC:2.7.1.- 2.7.1.29] -
134 NC [EC:2.7.7.6] -
135  ADA0S4QDI4 [EC:3.4.21.] -
136 DIPEA6 [EC:3.6.4.12] L
137 NC -
138 NC -
139 NC -
140 EOF712 K
141 EOEKX5 -
142 NC -
143 NC -
144 NC ]
145 BOBSI2 NC E
146 NC -
147 Q3HYC5 -
148 ADA0S4Q9S4 E
149 EOEKA47 -
150 NC -
151 NC -
152 NC -

153 EOFEU9 -

Esta andlise foi baseada no proteamailico de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.
4UNIPROT é um centro que coleta informacdes funcionais de proteinas, sendo os dados
derivados dos bancos EMBL-Bank/GenBank/DDBJOG agrupa proteinas com base em
relacdes filogenéticas. NC, ndo categorizado.
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Tabela 5. Cont.Proteinas diferenciais encontradas no proteoma referi@ngléco de
A. pleuropneumoniae sorotipo 8.

Identificagio UNIPROT  DESCRICAO DA PROTEINA COG
154 NC -
155 NC -
156 DIPEA7 -
NC
157 NC L

158 EOE991 -
159 DI9P9W5 -

Esta andlise foi baseada no proteamailico de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.
UNIPROT é um centro que coleta informacdes funcionais de proteinas, sendo os dados
derivados dos bancos EMBL-Bank/GenBank/DDBJOG agrupa proteinas com base em
relacdes filogenéticas. NC, ndo categorizado.

4.2.1. Analise de similaridade entre os proteomas dos diferentes

sorotipos deA. pleuropneumoniae

A partir do algoritmoBLAST foi realizado o alinhamento entre o proteoma
referéncia deé\. pleuropneumoniae sorotipo 8 contra o banco de dados contendo todos
0s demais proteomas oriundos de genomas.da#europneumoniae utilizados neste
estudo (Tabela 4) gerando grupamentos baseado no padrao de similaridade (Tabela S4)
Do total de 2.396 proteinas, 2.1981,65%) apresentaram o padrdo de similaridade
maior que 95%, revelando assim alta conservacdo do proteoma predito do sorotipo 8 em
relacdo aos demais. Nessa andlise, 90 proteinas identificadas no protedna de
pleuropneumoniae sorotipo 8 ndo apresentaram correspondéncia com nenhuma
sequéncia codificadora dos outros proteomas.

Com base na analise dos resultadoBHAST (Figura 5), foram obtidos trés
grupos principais de similaridade relacionados com padrdes de viruléncia. Houve um
maior compartilhamento das sequéncias codificadoras do proteoma predito do sorotipo
8 com as sequéncias do sorotipo 6, seguido pelo sorotipo 3.
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Sorotipo6 * (RIOGEER 195 51 28 18 42 29 34 45 0 195|

Figura 5. Andlise de similaridade entre proteoma referénci#.daeuropneumoniae
sorotipo 8 e os demais sorotipos. Valores de similaridade indicados em porcentagem.
Os proteomas foram agrupados de acordo com a similaridade em relag&o ao sorotipo 8.
Padréo de viruléncia relacionado como de alta, média e baixa viruléncia e os raramente
encontrados associados a surtos de doencas.

Na andlise realizada no algoritm®BLAST contrastando as 2.186 sequéncias
codificadoras do proteoma predito Alepleuropneumoniae sorotipo 8 montado a partir
dos seis isolados clinicos brasileiros contra o proteoma do isolado MIDG2331 contendo
2.174 sequéncias e vice-versa, encontramos um total de 2.101 correspondéncias entre 0s
proteomas. Entre as sequéncias codificadoras do proteoma predito que ndo tiveram
correspondéncia com o proteoma do isolado MIDG2331, algumas se encontram na
porcdo considerada diferencial (Tabela 5) e as demais proteinas sdo proteinas
consideradas hipotéticas, proteinas de fago, integrases, proteinas de recombinacao,
transposases, MobA, MobC e terminases, sequéncias de plasmideos, reguladores

transcricionais, e proteina de choque frio.

4.2.2. Fatores de viruléncia e resisténcia a antibiéticos do proteoma

silico de A. pleuropneumoniae sorotipo 8

Na analise do proteoma referénciaAdeleuropneumoniae na base de dados de
resisténcia a antibioticos ARDB, obtivemos cinco sequéncias que apresentaram
resultados acima do valor de corte. Entre essas sequéncias temos proteinas de

resisténcia a estreptomicina, @dienicol, sulfonamida e tetraciclina, sendo as trés
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altimas presentes na porcéo diferencial do proteoma referéndigolderropneumoniae
sorotipo 8.

Na analise realizada no PHI base foi feita uma relacao das proteinas do proteoma
referéncia de\. pleuropneumoniae sorotipo 8 que afetam a interacdo do patdgeno com
o hospedeiro. Ao todo, 174 proteinas tiveram um correspondente no banco de dados
sendo relacionadas quanto ao nivel de patogenicidade e viruléncia. Observamos que a
maior parte das proteinas identificadas nessa analise, totalizando 134 (77,00%) se
encontram na porcamre do proteoma, 38 proteinas (21,85%) na por¢cao compartilhada
e apenas duas (1,15%) como diferenciais, sendo prepilina peptidase e proteina de
ligagéo LysR.

Na plataforma PATRIC foi realizada a busca por fatores de viruléncia t®s se
isolados clinicos deéA. pleuropneumoniae sorotipo 8. Ao todo, cinquenta e quatro
sequéncias codificadoras diferentes foram consideradas fatores de viruléncia e duas
como fatores de resisténcia a antibioticos, sendo essas de resisténcia a tetraciclina e a

sulfanamida, presentes na porgéo diferencial.
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5. DISCUSSAO

Actinobacillus pleuropneumoniae pertence a familia Pasteurellaceae, ordem
Pasteurellales, representada por um grupo diversificado de bactérias comensais e
patogénicas para animais e humanos, dentro da classe Gammaproteobacteria e filo
Proteobacteria. Os principais géneros dessa familidaawbacillus, Haemophilus, e
Pasteurella e a distincdo destes grupos se baseia no conteuddo GC e em diversas
caracteristicas fenotipicas (Naushad al., 2015). A caracterizacdo deA.
pleuropneumoniae nos diferentes sorotipos € baseada em técnicas de sorotipagem e até
recentemente o sorotipo 8 foi negligenciado em estudos de identificacdo devido a falhas
nas técnicas empregadas na sorotipagem e na genotipagem (Gottschalk & Lacouture,
2014).

Na analise comparativa entre genomasAdeleuropneumoniae realizada no
programa Mauve foram constatadas variagcdes pontuais entre os genomas dos sorotipos.
A presenca de sequéncias codificadoras de bacteriéfagos e uma pequena rariacdo
contetdo GC dessa regido séo indicios da presenca de profago. Essa alteracao pode ter
ocorrido por perda ou ganho em processo de transferéncia horizontal de genes. Ja os
processos de inversdo e rearranjo no sorotipo 7 em relacdo aos demais pode ter sido
ocasionado pela presenca de elementos de insercao, indicando processo de integracao de
elementos moveis. Mesmo observando um padréo de conservacdo no gendma de
pleuropneumoniae entre 0s sorotipos no alinhamento das sequéncias, existem diferencas
relacionadas a aquisicdo de DNA, insercfes, delecbes e mutacdes pontuais que podem
vir a originar grande variabilidade. Essa observacao ja foi relatada em trabal®o com
pleuropneumoniae (Xu et al., 2010). Além disso, esse microrganismo é capaz de
realizar transformacdo natural e possui diferentes niveis de competéncia entre 0s
sorotipos e até mesmo entre o0s isolados (Bess&, 2009, Bossét al., 2014). As
demais variagdes pontuais observadas entre os genomas dos diferentes isolados e
sorotipos, embora sejam pequenas e o conteldo de proteinas ndo revelar caracteristicas
relevantes na analise, podem ser uma fonte de variacdo entre os isolados que acabam
resultando em um padrdo diferenciado da manifestacdo da doenca. Qualquer alteracéo,
insercdo, delecdo ou rearranjo que possam Vir a ocorrer em um genoma entre 0s
diferentes sorotipos e seus respectivos isolados, resultam em variacdes globais no
estudo da patogénese do microrganismo e podem alterar a expressdo de genes
adjacentes, gerando um impacto substancial na expresséo génica (Chandler & Mabhillon,
2002; Ookeet al., 2009).
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Na analise do conteudo GC, do uso de codons e uso de aminoacidos entre 0s
diferentes sorotipos deA. pleuropneumoniae nao foram observadas diferencas
marcantes. Isso reforca a ideia de que o0s sorotipos compartiiham um conjunto de
sequéncias codificadoras altamente cons@waomo ja evidenciado pela porcéare
do proteoma e que ndo trazem diferencas no repertorio geral. Em relacdo ao uso de
aminoé&cidos é importante observar que entre os aminoacidos mais utilizados estdo os
aminoécidos de cadeia ramifttsa sendo eles leucina, isoleucina e valina. Esses
aminoacidos de cadeia ramificada ja foram relacionados como sendo requeridos na
sobrevivéncia e viruléncia dke pleuropneumoniae no suino e a capacidade de sintetizar
esses aminodcidos é critica para patdégenos do trato respiratorio (Subashchasadrabose
al., 2009. Na maioria dos genomas, 0s codons sindnimos ndo sdo usados com
frequéncias iguais e isso tem um efeito marcante na expressao génica e funcéo celular
(Plotkin & Kudla, 2011). O valor médio do CAl, indice de Adaptacdo de Godon
proximo a 0,7 indica uma aproximada adequacao da utilizacdo de codons dos mRNAs,
sendo este valor correlacionado positivamente com o nivel de expressao génica (Sharp
& Li, 1987).

A presenca ddocus CRISPR emA. pleuropneumoniae foi confirmada nas
andlises realizadasn silico. Os processos de transferéncia horizontal de genes
promovem e aumentam a variabilidade entre os genomas e tem como fator limitante o
sistema CRISPRClustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats. Este
sistema é caracterizado como um sistema imune bacteriano que identifica e degrada
plasmideos estrangeiros, além dos fagos (Popa & Dagan, 2011). Essa é uma estratégia
dos microrganismos para reconhecer e fazer a distingdo entre DNA exdgeno e DNA
préprio mantendo assim a integridade genética. CRISPR prové imunidade adquirida
(Horvath & Barrangou, 2010) e em combinacdo com protédaaformam o sistema
CRISPR/Cas.

A presenca de um conjunto de sequéncias codificadoras diferenciadas entre os
isolados, como relatado na predicdo de ilhas genbmicas, pode ser a explicacdo das
diferencas observadas em ensaios experimentais realizados com o organismo modelo
Galleria mellonella em que foram relatados graus diferentes de patogenicidade a partir
de isolados clinicos de diferentes origens e sorotipos (Peseigh 2015a). As
sequéncias codificadoras diferenciais e a presenca de proteinas hipotéticas relatadas
entre os diferentes sorotipos acabam sendo a fonte de variagdo no tamanho e nimero
das ilhas preditas nos diferentes isolados. Foram ainda identificadas nas ilhas genémicas

dos isolados MV460, MV1022 e MIDG2331 proteinas relacionadas ao transposon
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Tnl10, que codifica o genetC, que confere resisténcia a tetraciclina, representando
diferencas entre os isolados analisados. O transposon Tnl0 j& foi caracterizado em
Escherichia coli e os niveis de resisténcia a tetraciclina foi afetada em mutantes para
TetC (Braust al., 1984).

Na analise doslusters a partir do conjunto de proteinas compartilhadas entre os
sorotipos, verificou-se que o sorotipo 8 compartilha um alto nimero de proteinas com
0s sorotipos caracterizados como de média viruléncia, sendo esses sorotipos 0 2, 4, 6, 7
e 12. Ja foi relatado que essa caracteristica de média viruléncia favorece na persisténcia
do patdgeno no meio, sendo um fator importante na patogénese da pleuropneumonia
suina (Chierset al., 2010). Através do alinhamento com o algoritBloASTP foi
possivel avaliarin silico o perfil das proteinas dA. pleuropneumoniae de forma
comparativa entre os sorotipesavaliar o perfil de similaridade entre as proteinas do
proteoma referéncia dé. pleuropneumoniae sorotipo 8 em relacdo aos demais
sorotipos e foi observado um grande compartilhamento de proteinas do sorotipo 8 com
0 sorotipo 6, seguido do sorotipo 3. Como j& relatado, em andlises de sorotipagem,
alguns grupos podem sofrer reacdes cruzadas e serem caracterizados de forma
equivocada. Os sorotipos 3, 6 e 8d@leuropneumoniae em trabalhos de sorotipagem
realizados na América do Norte, constituem um mesmo grupo e a identificacao final de
determinado sorotipo dentro deste grupo utilizando anti-soros € extremamente dificil.
Nesse trabalho, relataram que cinquenta por cento das cepas analisadas apresentaram
reacdes cruzadas entre os sorotipos 6 e 8 por coaglutinacdo (Gottschalk & Lacouture,
2014). Diante dessas informacdes € possivel estabelecer estratégias que potencializem
as técnicas de sorotipagem a fim de evitar que sorotipos que compartilham um alto
repertorio de proteinas similares sejam agrupados de forma inespecifica, como o que
vem ocorrendo entre os sorotipos 6 e 8. O padrdo de agrupamento por similaridade foi
compativel com a classificacdo dos sorotipos nas trés categorias de virulératial (Xu
2010), sendo de alta, média e baixa viruléncia.

Na analise COG do proteoma predito Alepleuropneumoniae sorotipo 8, a
regido core é caracterizada por genes que codificam funcdes metabodlicas e genes
essenciais a sobrevivéncia e crescimento, relacionados aoshgess®eping. Ja a
porcdo acessoOria, que compreende a porcdo compartiihada e a difekencial
caracterizada por genes que conferem beneficios ao microrganismo em certas condi¢des
ambientais e resulta em adaptacdo e diversificagdo. A grande maioria das sequéncias
codificadoras relacionadas aos mecanismos de defesa se encontram na porgéo

compartilhada. Essas sequéncias compartilhadas por alguns sorotipos acabam
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resultando nos diferentes grupamentos observados em processos de sorotipagem com
perfil de viruléncia em comum.

A porcdo diferencial, como observado nas andliseslico, tem uma forte
relacdo com processos de transferéncia horizontal de genes, contendo proteinas comuns
a plasmideos e fagos. Essa regido pode resultar em adaptacbes importantes,
influenciando na interacéo diferenciada do patégeno com o hospedeiro, além de ter um
papel importante na diferenciagdo de sorotipos, mecanismos de viruléncia e na
replicacdo do DNA. Em relacdo a porcéo diferencial, poucas sequéncias codificadoras
diferenciais foram afiliadas as categorias COG. Como essa parte do proteoma néao foi
estudada de forma criteriosa, temos uma grande relacdo de proteinas caracterizadas
como hipotéticas, ndo sendo categorizadas na anélise COG. Nas andlises contrastando
as sequéncias codificadoras do protedmsilico de A. pleuropneumoniae sorotipo 8
montado a partir dos seis isolados clinicos brasileiros contra as sequéncias do isolado do
Reino Unido, MIDG2331, do mesmo sorotipo, existe uma porcao capaz de diferenciar
os isolados. As sequéncias que os diferem se relacionam a provaveis elementos
genéticos moveis que contribuem para essa variacdo entre isolados do mesmo sorotipo.
A diversidade em sequéncia, organizacdo e comportamento fazem desses elementos
genéticos moveis importantes objetos de estudo por contribuirem com uma modificacao
na expressdo dos genes. Essa diversidade acaba levando a classificacdo desses
elementos como Tnh, que seriam 0s transpo$8ag,omo as sequéncias de insercao e 0s
ICEs que sao os elementos conjugativos integrativos. A fronteira entre esses elementos
é cada vez mais ambigua (Sigweeal., 2014).

Na porcéo diferencial do proteoma referéncia sorotipo 8, além das sequéncias
relacionadas a plasmideos e elementos moveis caracteristicos de processos de
transferéncia horizontal de genes, encontramos proteinas de resisténcia a tetraciclina,
florfenicol e sulfanamida. Embora a porcao diferencial do sorotipo 8 seja relativamente
baixa (6.64%) € necessdria grande atencdo, uma vez que esse conjunto de sequéncias
codificadoras podem estar relacionadas a fatores de viruléncia, de resisténcia e fatores
de competéncia. Isso acaba por resultar em um padréo diferenciado de resposta quando
é levado em consideracéo o padréo clinico da doenca, além de resultar em um escape no
controle da doenca e gerar variabilidade intra-especifica. Em estudos prévios ja foi
caracterizada a presenca de plasmideos mobilizaveis similarspesar opneumoniae
e em outros membros da familia Pasteurellaceae, conferindo resisténcia a florfenicol e
cloranfenicol (Bossét al., 2015). A capacidade de mobilizacdo deste entre as espécies

foi confirmada e é discutida a importancia de se ter o controle de susceptibilidade a
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florfenicol emActinobacillus e em outros patégenos Gram Negativos que coexistem no
trato respiratério de suinos. Analises com a sequéncia codificadora de FloR
(chloramphenicol/florfenicol efflux MFS transporter FloR) a partir do BLASTP
realizadas com os isolados apresentados nesse estudo apresentaram baixa identidade
com o banco de dados disponibilizado, indicando um padréo diferenciado do que se tem
descrito na literatura (Bossét al., 2015). Por ser uma sequéncia relacionada a
resisténciaao antibiético e associada a plasmideo, ndo estd presente em todos o0s
sorotipos de\. pleuropneumoniae e, portanto, € um fator diferencial importante entre os
sorotipos dentro da mesma espécie e até mesmo entre isolados. Em trabalho
desenvolvido utilizando o organismo model@Galleria mellonella, avaliou-se a
interacdo desse inseto com 0O microrganisfopleuropneumoniae e constatou-se
resposta imune celular diferenciada nos hospedeiros em tratamento com diferentes
isolados do sorotipo 8. Essa variacdo se deu em funcao da presenca de diferentes fatores
de viruléncia presentes nos microrganismos que séo capazes de desencadear resposta:
imunes diferenciadas com o objetivo comum de eliminar o patégeno (Petreira
2015a). Essa observacdao reforca a importancia da porcéo diferencial presente entre os
isolados deA. pleuropneumoniae como explicacdo para as variacbes na manifestacao
clinica da doenca, a interacdo do hospedeiro com o patdgeno e o perfil de viruléncia do
mesmo.

A viruléncia deA. pleuropneumoniae esta relacionada a diversos fatores como
um processo multifatorial. Os sorotipos secretam diferentes combinacbes das quatro
toxinas RTX: Apxl, Apxll, ApxIll e ApxIV. Embora todos os sorotipos causem
virtualmente as mesmas lesdes, os de alta viruléncia causam maior taxa de mortalidade
(Frey, 2011). A partir das analises realizadas no PHI base, entre as diversas proteinas
relatadas, duas proteinas relacionadas a viruléncia, prepilina peptidase e LysR, estédo
presentes na porgcdo diferencial do proteoma referéncid. daeuropneumoniae
sorotipo 8. A proteina prepilina peptidase ja foi relatada em processos de transferéncia
genética, viruléncia e persisténcia ambiental de uma grande variedade de agentes
patogénicos bacterianos gram-negativos (LaPointe & Taylor, 2000), além de ter papel
de aderéncia e secrecdo émpleuropneumoniae (Xu et al., 2008), e atividade de
clivagem na biogénese do pili tipo IV (Tfp) em outros membros da familia
Pasteurellaceae (Boekerdiaal., 2004). Ja a proteina regulatéria, LysR, constitui uma
familia de reguladores transcricionais que regulam um conjunto diversificado de genes,
incluindo aqueles envolvidos na viruléncia, metabolisgoorum sensing e motilidade

(Maddockset al., 2008). Este regulador também foi relacionado em processos de
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regulacdo de genes que codificam para urease em bactérias patogénicast @gsse
2001). Esses dados sdo importantes para melhor avaliar o controle e uso de antibiéticos
no tratamento da pleuropneumonia. Mesmo diante desses resultados ndo é possivel
concluir queA. pleuropneumoniae sorotipo 8 é susceptivel a antibiéticos, pois 0s genes

de resisténcia também sao frequentemente encontrados em plasmideos.

Estabelecer as relagBes entre os genomas bacterianos € importante devido a
processos de transferéncia horizontal de genes, pressoes variadas de sele¢do, aquisigao
perda de genes, divergéncia dos genes, mesmo quando se trata de linhagens
intimamente relacionadas (Rokiadtial., 2014). A importancia de descrever o conjunto
total de proteinas de patdégenos bacterianos esta relacionada com a compreensdo da
patogénese, geracdo de diagnosticos moleculares e identificacdo de novos agentes

vacinais para controle.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A andlise comparativa realizada entre o proteoma referéncia de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8 montado de forma representativa a partir dos sete isolados
clinicos e o conjunto total de proteinas dos diferentes sorotipos da espécie sugere que
esses proteomas sejam conservados e exista um mesmo padrdo no uso de cddons e de
aminoacidos. As diferengas fenotipicas entre os sorotipos que podem estar associadas
com a por¢ao diferencial do proteoma podem ser explicadas por informagdes recebidas
na transferéncia horizontal génica (THG), uma vez que na por¢do diferencial foram
encontradas proteinas relacionadas aos plasmideos e fagos, proteinas de recombinagao,
bem como presenga de sequéncias de inser¢do, e estas fazem parte de ilhas gendmicas
preditas. Na andlise comparativa dos proteomas dos diferentes sorotipos observamos a
formagdo de trés grandes grupos com padrao de viruléncia distintos, sendo o sorotipo 8
de viruléncia média. A maior similaridade entre o conjunto de proteinas do sorotipo 8
com o sorotipo 6 resulta muitas vezes em um fator critico nas analises de sorotipagem,
sendo provavel fonte dos erros na identificacdo. A variabilidade gendmica observada
entre linhagens de uma mesma espécie revelou ser necessario estudar as caracteristicas
do microrganismo de forma mais representativa. A partir da investigagdao do proteoma
de A. pleuropneumoniae serd possivel fornecer informag¢des para um banco de dados
robusto que poderd ser utilizado na avaliagdo de isolados/sorotipos recentemente
identificados ou emergentes. Com a caracterizagdo das diferencas entre os isolados do
mesmo sorotipo € entre os sorotipos, considerando a porcdo diferencial e os
mecanismos de viruléncia e resisténcia a antibioticos, sera possivel langar estratégias no
diagnodstico da doenca e desenvolvimento de candidatos vacinais utilizando proteinas

alvo especificas identificadas por analises de bioinformatica.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

%V.Jt ’
A. pleuropneumoniae S8 - MV780 A. pleuropneumoniae S8 - MV1022 A. pleuropneumoniae S8 - MV5651

Figura S1. Representacdo das ilhas genbmicas nos genomasptieuropneumoniae
sorotipo 8. Na primeira figura temos representada a predicdo de ilhas gendmicas do
genoma completo MIDG2331. Os demais isolados que possuem genoma nao fechado
foram tratados no programa com o0 genoma referéncia completoA.de
pleuropneumoniae sorotipo 3 str. JLO3, indicado pelo circulo externo. Temos
representados os isolados MV460, MV518, MV597, MV780, MV1022 e MV5651.
Métodos de predicdo: Azul, predicdo pgandPath-DIMOB; Amarelo:SGI-HMM. As

linhas tortuosas radiais em cinza nas representacoes das ilhas gendmicas dos isolados
indicam oscontigs.
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Figura S2. Uso de cdédons e uso de aminoacidos dos diferentes sorotipfs de
pleuropneumoniae. (A) Tendéncia no uso de cédons representado em mapa circular.
Metionina, triptofano e cédons de parada foram omitidos. Cédons sinbnimos para um
aminoacido usado com igual frequéncia tem valor de RSCU igual a 1, caracterizado
pela linha circular vermelh@) Porcentagem do uso de aminoacidos representados em
mapa circular.S1.S_1 sorotipo 1;S1.S 2 sor. 2;S1.S_3 sor. 3;S1.S_4 sor. 4;

S1.S 5sor. 5S1.S_6sor. 6;S1.S_7sor. 7;S1.S 9sor. 9;S1.S_10sor. 10;S1.S_11

sor. 11;S1.S 12 sor. 12;S1.S 13 sor. 13;S1S 8-MV460: isolado MV460 sor. 8

S1S 8-MV518: isolado MV518sor. 851S 8-MV597: isolado MV597 sor. 851S 8-
MV780: isolado MV780 sor. 851S 8-MV1022 isolado MV1022 sor. 8S1S 8-
MV5651: isolado MV5651 sor. 8; 81S 8-MIDG2331: isolado MIDG2331 sor. 8.
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Figura S2. Uso de cdédons e uso de aminoacidos dos diferentes sorotipds de
pleuropneumoniae. (A) Tendéncia no uso de cédons representado em mapa circular.
Metionina, triptofano e cédons de parada foram omitidos. Cédons sinbnimos para um
aminoacido usado com igual frequéncia tem valor de RSCU igual a 1, caracterizado
pela linha circular vermelhéB) Porcentagem do uso de aminoacidos representados em
mapa circular.S1.S_1 sorotipo 1;S1.S 2 sor. 2;S1.S_3 sor. 3;S1.S 4 sor. 4,
S1.S 5sor. 5S1.S 6sor. 6;S1S 7 sor. 7;S1.S 9sor. 9;S1.S_10sor. 10;S1.S 11
sor. 11;S1.S 12 sor. 12;S1.S 13 sor. 13;S1.S_8-MV460 isolado MV460 sor. 8;
S1.S_8-MV518solado MV518 sor. 851.S_8-MV597isolado MV597 sor. 851.S 8-
MV780: isolado MV780 sor. 851.S_8-MV1022 isolado MV1022 sor. 851.S_8-
MV5651: isolado MV5651 sor. 8; 81.S 8-MIDG2331isolado MIDG2331 sor. 8.
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Figura S2. Uso de cbédons e uso de aminoacidos dos diferentes sorotipds de
pleuropneumoniae. (A) Tendéncia no uso de cédons representado em mapa circular.
Metionina, triptofano e c6dons de parada foram omitidos. Cédons sinbnimos para um
aminoacido usado com igual frequéncia tem valor de RSCU igual a 1, caracterizado
pela linha circular vermelhéB) Porcentagem do uso de aminoacidos representados em
mapa circular.S1.S_1 sorotipo 1;S1.S 2 sor. 2;S1.S_3 sor. 3;S1.S 4 sor. 4,
S1.S 5sor. 5S1.S 6sor. 6;S1.S_7sor. 7;S1.S 9sor. 9;S1.S_10sor. 10;S1.S 11

sor. 11;S1.S 12 sor. 12;S1.S 13 sor. 13;S1.S_8-MV460 isolado MV460 sor. 8;

S1.S 8-MV518solado MV518 sor. 851.S 8-MV597isolado MV597 sor. 851.S 8-
MV780: isolado MV780 sor. 8S51.S_8-MV1022 isolado MV1022 sor. 851.S 8-
MV5651: isolado MV5651 sor. 8; 81.S 8-MIDG2331isolado MIDG2331 sor. 8.

52



4 Q i‘n
64§
L c 8 é
10
S1.S_8-MV460 " .
N 13
Q b
o z
@ o A
B
Uso de aminodicidos
= . 'S 0
& 24
4 ° 448
6+
L c 8- E
10
S1.S_8-MV518 ’ -
N y
R 4
o <
'3 ® A
B
Uso de aminodicidos
=z 9 « 0
« 24
4
s . \g 6
L c 8 - 5
10
S1.S_8-MV597 " Ao
N y
? u
o A
@ * A
B
Uso de aminosicidos
z 9 « 0
% 2 -
44
x o s 8
¢ ¢ 18
10
W A 2
S1.S_8-MV780
N y
Q 4w
2t o Z
1334 c , A
A B

Figura S2. Uso de cbédons e uso de aminoacidos dos diferentes sorotipds de
pleuropneumoniae. (A) Tendéncia no uso de cédons representado em mapa circular.
Metionina, triptofano e cédons de parada foram omitidos. Cédons sinbnimos para um
aminoacido usado com igual frequéncia tem valor de RSCU igual a 1, caracterizado
pela linha circular vermelhéB) Porcentagem do uso de aminoacidos representados em
mapa circular.S1.S_1 sorotipo 1;S1.S 2 sor. 2;S1.S_3 sor. 3;S1.S 4 sor. 4,
S1.S 5sor. 5S1.S 6sor. 6;S1.S_7sor. 7;S1.S 9sor. 9;S1.S _10sor. 10;S1.S 11
sor. 11;S1.S 12 sor. 12;S1.S 13 sor. 13;S1.S_8-MV460 isolado MV460 sor. 8;
S1.S 8-MV518solado MV518 sor. 851.S 8-MV597isolado MV597 sor. 851.S 8-
MV780: isolado MV780 sor. 8S51.S_8-MV1022 isolado MV1022 sor. 851.S 8-
MV5651: isolado MV5651 sor. 8; 81.S 8-MIDG2331isolado MIDG2331 sor. 8.
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Figura S2. Uso de cédons e uso de aminoacidos dos diferentes sorotipds de
pleuropneumoniae. (A) Tendéncia no uso de cédons representado em mapa circular.
Metionina, triptofano e c6dons de parada foram omitidos. Cédons sinbnimos para um
aminoacido usado com igual frequéncia tem valor de RSCU igual a 1, caracterizado
pela linha circular vermelh@) Porcentagem do uso de aminoacidos representados em
mapa circular.S1.S 1 sorotipo 1;S1.S 2 sor. 2;S1.S 3 sor. 3;S1.S 4 sor. 4;
S1.S 5sor. 5S1.S_6sor. 6;S1.S_7sor. 7;S1.S_9sor. 9;S1.S_10sor. 10;S1.S_11

sor. 11;S1.S 12 sor. 12;S1.S 13sor. 13;S1.S_8-MV460 isolado MV460 sor. 8;

S1.S 8-MV518solado MV518 sor. 851.S 8-MV597isolado MV597 sor. 851.S 8-
MV780: isolado MV780 sor. 851.S_8-MV1022 isolado MV1022 sor. 851.S 8-
MV5651: isolado MV5651 sor. 8; 81.S 8-MIDG2331isolado MIDG2331 sor. 8.
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Tabela S4.Similaridade entre as 2.396 sequéncias codificadoras do proteoma referéncia
in silico de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 e o0 conjunto de proteinas dos demais
sorotipos. Noventa proteinas do proteamailico de A. pleuropneumoniae sorotipo 8

ndo apresentaram nenhuma correspondéncia com o banco de dados.

Intervalo de similaridade N° de

(%) proteinas
No hits 90
[40-70[ 27
[70-80[ 26
[80-90] 30
[90-95] 27
[95-98] 59
[98-99] 81

[99-99,5] 134
[99,5 a 100[ 319

[100] 1603

TOTAL 2.396
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