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MELO, Beatriz Souza Toscano délassificacdo taxonémica e andlise gendmica de &sdbs
de Aeromonasspp. 2018. Dissertacd@Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude)
Instituto Aggeu Magalhé&es, Fundacao Oswaldo Crezif& 2018

RESUMO

A taxonomia do génerBeromonag bastante complexa e tem sido submetida a w@avéasHes
devido a descricdo de novas espécies e a redtagsifi de espécies previamente validadas. H4,
atualmente, 36 espécies descritas para esse gémermstudo prévio realizado por este grupo de
pesquisas, foram obtidos 119 isoladosAgeomonasspp. durante em um surto de diarreia que
ocorreu em 2004 no municipio de Sdo Bento do UeapdMmbuco. Destes, dois isolados de
Aeromonasspp. (Aer294 e Aer593) apresentaram posicdesefiléticas que indicavam que esses
isolados eram diferentes das espécieAelemonaga descritas. O presente trabalho teve como
objetivo esclarecer a posicéo taxondémica destesisioiados déeromonagjue ndo agruparam
com nenhuma das espécies descritas. Sequénciassdgeseshousekeepinglesses isolados
(gyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA ednaX) foram obtidas, a partir do sequenciamento deoigen
completo, para andlise filogenética através dadédnultilocus Phylogenetic Analys{#1LPA)

com sequéncias parciais desses mesmos genes paacapécies atualmente descritas para o
género Aeromonas O isolado Aer294 agrupou com a espegdieromonas australiensis
recentemente descrita, e o isolado Aer593 formouramp independente, sugerindo que seria
uma nova espécie do género. A identificacdo poeaspmetria de massas MALDI-TOF dos
isolados Aer294 e Aer593 foi Areronii e A. caviae respectivamente, em discordancia com o0s
resultados da filogenia. Para confirmacdo sobre pasicbes taxondmicas o0s isolados foram
submetidos a hibridizacan silico e a comparacdo gendmica por identidade média de
nucleotideos, que teve como resultado que o isofeEl®93 pertence a espécie éaviae,
enguanto o Aer294 pertence a espéciaustraliensis Esses resultados foram confirmados pelo
MLPA com CDS completa para os seis gehessekeeping também pel@ore genoma. Esse
estudo mostrou que por embora 0 MLPA seja um botodoé&le classificagéo, ele pode levar a
conclusbes equivocadas sobre a posicédo de algwepas deAeromonase que a melhor forma
de classificar novas espécies desse género € ia gerainalise filogenética utilizandoore
genoma.

Palavras-chaveAeromonaslaxonomia. Genomas.



MELO, Beatriz Souza Toscano d&axonomic classification and genomic analysis of
Aeromonas spp. strains 2018. Dissertation (Master of Bioscience and Biotechnpldgr
Health) — Aggeu Magalhédes Research Center, Osviaio Foundation, Recife, 2018.

ABSTRACT

The taxonomy of the gen#geromonass quite complex and has undergone several renssioe

to the description of new species and reclassifinabf previously validated species. There are
currently 36 species described for this genus. previous study carried out by this research
group, 119 isolates #eromonasspp. during an outbreak of diarrhea that occuime2D04 in the
municipality of Sdo Bento do Una, Pernambuco. Qfs#&) two isolates aheromonasspp.
(Aer294 and Aer593) presented the phylogeneticslitteat indicated that the isolates were
different from theAeromonasspecies already described. The present work haibjastive to
clarify a taxonomic position of the tweromonagsolates that did not group with the species of
the genus. Sequences of six housekeeping genbesast strainggyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA

e dnaX) were obtained from complete genome sequencingliylogenetic analysis using the
Multilocus Phylogenetic Analysis (MLPA) techniquethvpartial sequences of the genes also for
36 species available for the gerdsromonasThe Aer294 isolate grouped with Agromonas
australiensisspecie and the Aer593 isolate formed an indepenident suggesting that it is a
new species of the genus. Identification by MALDDHF mass spectrometry of Aer294 and
Aer593 isolates waA. veroniiandA. caviag respectively, in disagreement with the resultthef
phylogeny. For confirmation of their taxonomic piass, the isolates were submittediosilico
hybridization and to the genomic comparison by Ager Nucleotide Identity, which resulted that
the Aer593 strain belongs to the spedfescaviaeand the Aer294 belongs to the spedies
australiensis These results were confirmed by the MLPA with ptete CDS for the six
housekeeping genes and by the core genome phykgemralysis. This study showed that
although MLPA is a good method of species classifon, it may lead to misleading conclusions
about the position of some strainsAg#romonasand that the best way to classify new species of
this genus is from phylogenetic analysis usingcthre genome.

Keywords:AeromonasTaxonomy. Genomes.
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1 INTRODUCAO

As bactérias do génemderomonaspossuem formato de bacilos gram-negativos, sao
pertencentes a classe das gammaproteobactérianagaais de ambiente aquatico, sendo
importantes patdégenos de algumas espécies de geo@mthecidas por causar grandes perdas
nas atividades de pisciculturAeromonasspp. também séo patdégenos de outros animais,
incluindo alguns anfibios e mamiferos. Por contsali a pesquisa por essas bactérias é
utilizada como um parametro de qualidade da aguacjuso em alguns paises. Nos seres
humanos, a manifestacao clinica mais comum caysadAeromonassdo gastroenterites,
porém, podem provocar diversos tipos de infeccGmaocinfeccdes de pele, no trato
respiratorio e urogenital, conjuntivite, periton@®utros tipos de infeccdes mais graves como

meningite, necrose tecidual e septicemia.

Em sua primeira caracterizacdo, as bactérias peréss a esse género foram
incluidas na familia Vibrionaceae devido a similades fenotipicas com bactérias do género
Vibrio. Com o avanco das técnicas em biologia molecplancipalmente apds os avancos
nas técnicas de sequenciamento do DNA, foi comkiajgeAeromonasspp. se encontravam
em posicoes filogenéticas distintas das bactégasmcentes a familia Vibrionaceae, levando
a proposta da nova familia Aeromonadaceae pertmxeénordem Aeromonadales. Desde
entdo, o género esta em constante modificacdonpela descricdo de novas espécies como
também pela reclassificacdo de espécies dentroédergg Em laboratérios clinicos, essas
bactérias sao de dificil identificacdo em niveledpécie por conta de seu comportamento
heterogéneo e os métodos mais confiaveis parafdadas utilizando técnicas de biologia

molecular.

Além da complexidade em relacédo a sua taxonomieanm@mos de patogenicidade de
Aeromonaspp. ndo sdo bem compreendidos para nenhumafdagdes humanas, sendo sua
viruléncia considerada multifatorial devido a falte relacdo entre as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas das espécheromonasspp. também podem abrigar elementos
genéticos moveis, como plasmideos contendo genesidéencia, que favorecem a disperséo

de linhagens bacterianas resistentes atravesrdgdrancia horizontal.

Em estudo anterior, que deu origem a proposta deabalho, foram realizadas
analises filogenéticas utilizando 119 isoladosfAdeomonasspp. a partir das sequéncias dos
genes 16S rRNA egyrB, que sdo considerados importantes marcadoresutisnvs

bacterianos. Naquele estudo, dois isolados — Ae(2dico) e Aer593 (ambiental) — ndo
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agruparam com nenhuma das espécies descritasraigmento. O presente estudo teve como
objetivo realizar a classificagdo taxondmica deds@as bactérias ndo-tipadas, esclarecendo se
se tratava do surgimento de novas espeécies. Psoafa utilizada a técnica dé/hole
Genome SequencinVGS), importante ferramenta em estudos de gerdmstrutural e
funcional. Além disso, as relacfes filogenéticaarfoinferidas por diferentes métodos a fim
de esclarecer a posi¢cdo dos isolados bem comafidant melhor forma de classificacao

taxondmica de isolados desse género bacteriano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 0 géneroAeromonase sua importancia clinica

Aeromonassao bactérias autéctones do ambiente aquatica @atogenicidade em
animais pecilotérmicos ja é discutida ha bastasmtgpb, principalmente por causar grandes
perdas nas atividades de piscicultura (GRAM e1209; VON GRAEVENITZ; MENSCH,
1968). Apesar disso, essas bactérias sdo ubiqulaimsfara microbiana e ja foram isoladas
dos mais diversos sitios incluindo amostras clinda seres humanos, animais domesticos,
alimentos e no solo. A presenca dessas bactériggame variedade de fontes no ambiente
faz com que haja constante contato com os serearfusgnpodendo resultar em colonizacao e
infeccdo, atuando muitas vezes como um patdégendumsia (JANDA; ABBOTT, 2010).
Na Figura 1 podem ser visualizadas as principaisefodo ambiente em que individuos e
Aeromonaspp. podem interagir.

Figura 1 - Fontes ambientais de Aeromonas spp.pmiencial de colonizar e infectar individuos.

Aeromonas
colonization/infection

N

Fonte: Janda e Abbott (2010).
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Aeromonassao bactérias gram-negativas que podem apareceo dmacilos ou
cocobacilos independentes, aos pares ou em careias, anaerdbias facultativas, ndo séao
formadoras de esporos, ndo fermentam glicose, s#lase e catalase positiva, reduzem
nitrato a nitrito, sdo normalmente resistentes genee vibriostatico O/129 e seu tamanho
varia entre 1 e 3,5 uM (ABBOTT et al., 2008ternational Commission on Microbiological
Specifications for Foods1996). Na 92 edicdo do Bergey's Manual of Syatem
Bacteriology o géner@eromona foi dividido em dois grupos principais: no princese
encontram as espécies psicrofilicas, ndo mévessinjectam principalmente répteis e peixes;
0 segundo grupo, muito maior em quantidade de &séenglobaAeromonasspp.
mesofilicas moéveis, associadas a um grande numerdodngas no homem (PARKER,;
SHAW, 2011). Na Figura 2 se observa uma espéogeoMmonas cavigerepresentante do

grupo das espécies mesofilicas moveis onde é pbsssualizar o seu flagelo polar unico.

Figura 2 — Microscopia eletronica de transmissad@®monas caviae cepa Sch3N.

g
4

Fonte: Parker e Shaw (2011).
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Aeromonasspp. Vém recebendo cada vez mais atencdo pelanatade médica e
cientifica pelo grande numero de infecgfes queatalespor estarem envolvidas em diversos
tipos de infeccdo. A infeccdo mais frequentememtiatada porAeromonasspp. € a
gastroenterite sendo os principais sintomas nawseao e diarreia liquida (IGBINOSA et
al., 2012; JANDA; ABBOTT, 2010).

Apesar de nem todas as espécies desse géneroecautiarreia,Aeromonasspp.
devem ser tratadas como enteropatégenos, uma ganegmo uma exposicao a baixas doses
do microrganismo pode levar a infeccédo, ainda giasesejam assintomaticas (TEUNIS;
FIGUERAS, 2016). Outras infeccbes sao causadag\@ammonasspp., como infec¢des de
pele e tecidos moles, intra-abdominais, no sist@aacreatico e hepatobiliar, no trato
respiratorio, no trato urogenital e nos olhos (BRAKR0O01; CHAN et al., 2000; KHAN et al.,
2007; LAMY et al., 2009; THOMSON; CREMONESINI, 2008eromonasspp. também
estdo relacionadas com outras doencgas invasivapagiean levar a morte, como septicemia,
principalmente  em  imunocomprometidos, sendo indieéd com  desordens
mieloproliferativas e doencgas cronicas do figadgues possuem mais chance de desenvolver
complicacbes (JANDA; ABBOTT, 2010). Septicemia pleromonasspp. também estéo
relacionadas a individuos imunocomprometidos compagdes em ambientes aquéticos
como velejar e pescar (MUKHOPADHYAY et al., 2008).

As infec¢cOes poAeromonagganharam destaque em dois grandes desastresisiatura
primeiro foi apdés o tsunami que atingiu a Tailandrm 2004, em que duas espécies de
Aeromonas(Aeromonas hydrophyla@ Aeromonas veronii bv. sobjigoram os patdogenos
mais comumente isolados em casos de infeccOeslele pe tecidos moles de sobreviventes
(HIRANSUTHIKUL et al., 2005), e o segundo foi api$uracao Katrina, que aconteceu nos
Estados Unidos em 2005 e resultou em uma enchentagd Pontchartrain, que inundou
80% da cidade. Amostras de agua do ambiente caketadsse periodo detectaram altas

concentracdes deeromonaspp. (PRESLEY et al., 2006).

Um aumento no monitoramento de surtos de infecpdesdgua contaminada tem
mostrado Aeromonasspp. como um dos microrganismos mais prevalemi&Esm disso,
também se acredita que muitos outros casos sejamotficados (O'DWYER et al., 2016).
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2.2 Patogenicidade e fatores de viruléncia déeromonas

2.2.1Fatores de viruléncia deeromonaspp.

Muitos mecanismos de viruléncia s&o considerados A@romonasspp., incluindo
producao de citotoxinas, enterotoxinas e hemobs{d®SEPH; CARNAHAN, 2000). Outros
fatores de viruléncia incluem a secrecéo de prase@xtracelulares como amilase, quitinase,
elastase, aerolisina, nuclease, gelatinase, laséirlipase e proteases (NAM; JOH, 2007). Em
relacdo as gastroenterites, principais infeccdesApoomonasspp., as flagelinas A e B séo
importantes fatores de viruléncia pois participaarfatrmacao do flagelo polar deeromonas
essencial para a colonizacgéo intestinal (GAVIN let2002). Porém, ainda é desconhecido
quais os fatores criticos que levam ao proces®xadidso e porque esses fatores ndo séo
exclusivos de cepas reconhecidamente virulentabai®o numero de estudos utilizando
modelos animais para que esses fatores sejam @stuttanbém dificulta o entendimento de
quais caracteristicas genéticas sdo importantesfeecdo porAeromonasspp. (JANDA;
ABBOTT, 2010).

Além de fatores de viruléncia que levam a infece&o humanosAeromonasspp.
também possuem a capacidade de crescer em sisterdesribuicdo de 4gua, principalmente
pela producéo de biofilmes (IGBINOSA et,&012). Com o crescente aumento no numero
de sequenciamento de genomas completos grandedasntie genes e fatores de viruléncia
podem ser identificados fazendo comparacdo com logo® de outras espécies para um

maior esclarecimento sobre esses fatores (SESH&D#I, 2006).

2.2.2Resisténcia antimicrobiana pAderomonaspp.

Ha um namero crescente de dados da literatura soloieseminacdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos entre espécieAatemonasUma vez que essas bactérias sao
encontradas naturalmente no ambiente aquatic@ esfaincipal forma de contato entre cepas
resistentes e os seres humanos, assim, favoreeeddseminacdo de genes de resisténcia,
particularmente os localizados em elementos gargétimoveis, como plasmideos e
transposons (PIOTROWSKA; POPOWSKA, 2014).
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O maior problema em relagéo a resisténcia antimiana do génerderomonasesta
relacionado a expressdo de uma ou mais beta-lastantpie tem atividade contra grande
variedade de antibidticos beta-lactamicos, que uéral penicilinas, cefalosporinas e
cefalosporinas de amplo espectro. Trés classesigaia de beta-lactamases mediadas por
cromossomo foram reconhecidas em espécidsedeamonasas cefalosporinases classe C, as
penicilinases classe D e as metalo-beta-lactantzselasse B (MBLs) de AmbledANDA,;
ABBOTT, 2010;LIBISCH et al.,2008).

Apesar da maioria dos genes de resisténcia a antinlanos encontrados para o
género serem de resisténcia aos beta-lactamicoss gie resisténcia a outras importantes
classes de antibidticos como quinolonas (HAN et, &012a), aminoglicosideos
(CARVALHO et al., 2012) e tetraciclinas (HAN et,&012b) também ja forem identificados
em Aeromonas A presenca de genes de resisténcia, particutaemeas espécieb.
hydrophila A. caviae e A. sobrig consideradas oportunistas em relacdo ao homem,
representam uma grande preocupacado para a sal@é@dafFiOTROWSKA; POPOWSKA,
2014).

2.3 Taxonomia do génercAeromonas

O génercAeromonadoi proposto em 1943 e durante varios anos perosan@cluido
na familia Vibrionaceae, devido a algumas semelmnignotipicas conVibrio spp.
(STAINER, 1943; POPOFF, 1984). Com os avancos e@wtogias de sequenciamento de
acidos nucléicos, as relacdes filogenéticas pudesamverificadas de forma mais facil e
confiavel, sendo as moléculas de rRNAs as maizadihs para estabelecer relacées entre os
organismos (WOESE, 1987).

Nas décadas de 1980 e 1990, estudos utilizandemssgphS rRNA e 16S rRNA
demonstraram que o géngkxeromonasapresentava uma posicao filogenética suficienteanen
distante da familia Vibrionaceae para constituiauamilia independente, sendo proposto o
nome taxondmico Aeromonadaceae (COLWELL et al., 6199ARTINEZ-MURCIA;
BENLLOCH; COLLINS, 1992a). Essa proposta foi ace@tpublicada na segunda edicao do
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology 2001rnmnecendo até hoje. A familia
Aeromonadaceae pertence a classe das Gammapraé@sae a ordem Aeromonadales
(MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005).
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Este género encontra-se em constante mudanca m&mtgopela descricdo de novas
espécies, mas também pela reclassificagdo de es@@teriormente validadas (ARAVENA-
ROMAN et al.,, 2013; COLLINS et al.,1993; HUYS; CN®BERT; SWINGS, 2005;
SAAVEDRA; FIGUERAS; MARTINEZ-MURCIA, 2006). A espé Aeromonas
aquariorume aAeromonas hydrophilgubsp. dhakensis, por exemplo, eram tratadas como
duas espécies diferentes e, ap0s estudos filogesgfoi constatado que se tratava de um
anico taxon e sem relacdo com o taxon Adahydrophila sendo sinonimizadas como
Aeromonas dhakensiBEAZ-HIDALGO et al., 2013). Na edicdo de 2005 Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology existiam 18 esmmdeAeromonadistadas (MARTIN-
CARNAHAN; JOSEPH, 2005). Porém, em 2013 esse nuij@ehavia aumentado 50%, com
27 espécies descritas, sendo as ultikEr®monas australiensiARAVENA-ROMAN et al.,
2013) eAeromonas cavernicolMARTINEZ-MURCIA et al., 2013).

Atualmente, ap0s a descricdo das espédesomonas aquatica Aeromonas
finlandiensispor Beaz-Hidalgo et al. (201%)eromonas lacus Aeromonas rivipollensipor
Marti e Balcazar, (2015) e outras cinco espécisromonas lusitanalMARTINEZ-
MURCIA et al., 2016) e recentement&eromonas intestinalisAeromonas enterica
Aeromonas crassostreaaAeromonas aquatilisexiste um total de 36 espécies descritas e suas
relacdes evolutivas podem ser visualizadas na &8(FIGUERAS et al., 2017).

As espécies mais comumente associadas a infecgbasimanos sdé. hydrophila
Aeromonas caviae@ Aeromonas veroni{GHENGHESH et al., 2008; JANDA; ABBOTT,
2010). No Brasil, estudos aponta#mcaviaecomo a espécie mais prevalente (PEREIRA et
al., 2008; PREDIGER et al., 2012).

Todas as espécies atualmente reconhecidas esigdmpadas na Tabela 1 em ordem
cronoldgica de descricdo e com a nomenclaturaraamde aceita. As cepas citadas foram
utilizadas como referéncia na descricdo das ultiesgpecies dderomonagFIGUERAS et
al., 2017).



Tabela 1 Espécies de Aeromonas atualmente deswitasuas fontes de isolamento e referéncias.

Espécie Cepa Fonte Referéncia
A. hydrophila CECT839 Leite Stainer, 1943
A. salmonicida CECT894 Peixe (Salméo) Griffin et al., 1953
A. sobria CECT4245 Peixe Popoff; Veron 1976
A. media CECT4232 Peixe Allen et al., 1983
A. caviae CECT838 Porquinho-da-india Popoff, 1984
A. veronii CECT4257 Secrec¢do Respiratéri  Hickman-Brenner et al., 1987
A. eucrenophila CECT4224 Peixe Schubert; Hegazi, 1988
A. schubertii CECT4240 Abscesso cutaneo Hickman-Brenner et388 1
A. trota CECT4255 Fezes humanas Schubert et al., 1990
A. jandaei CECT4228 Fezes humanas Carnahan et al., 1991
A.allosaccharophila CECT4199 Peixe (Enguia) Martinez-Murcia et al., 1992
A. encheleia CECT4342 Peixe (Enguia) Esteve et al., 1995
A. bestiarum CECT4227 Peixe Ali et al., 1996
A. popoffii CECT5176 Agua potavel Huys et al., 1997
A. dhakensis CECT 5744 Fezes humanas Huys et al., 2002a
A. simiae IBS-S6874 Fezes de macacos Harf-Monteil et al, 2004
A. molluscorum CECT5864 Molusco Mifiana-Galbis et al., 2004
A. bivalvium CECT7113 Molusco Mifana-Galbis et al., 2007
A. tecta CECT7082 Fezes humanas Demarta et al., 2008
A. piscicola CECT7443 Peixe (Salméao) Beaz-Hidalgo et al., 2009
A. fluvialis CECT7401 Agua (rio) Alperi et al., 2010a
A. sanarellii CECT7402 Infecgéo de ferida Alperi et al., 2010b
A. taiwanensis CECT7403 Infecgéo de ferida Alperi et al., 2010b
A. diversa CECT4254 Infeccado de ferida Mifiana-Galbis et @l1®
A. rivuli CECT7518 Agua (riacho) Figueras et al., 2011a
A. cavernicola DSM 24474 Agua (caverna) Martinez-Murcia et al120
A. australiensis CECT 8023 Agua (sistema de Aravena-Roman et al., 2013
irrigacao)
A. aquatica CECT8025 Agua (lago) Beaz-Hidalgo et al., 2015
A. finlandiensis CECT8028 Agua (lago) Beaz-Hidalgo et al., 2015
A. lacus CECT8024 Agua (lago) Beaz-Hidalgo et al., 2015
A. rivipollensis DSM24593 Agua (rio) Marti; Balcazar, 2015
A. lusitana CECT7828 Agua e vegetais Martinez-Murcia et al.201
A. intestinalis 1178C Fezes humanas Figueras et al., 2017
A. enterica 113634 Isolado clinico Figueras et al., 2017
A. crassostreae AOSE3-14A Ostra Figueras et al., 2017
A. aquatilis AE207 Agua (lago) Figueras et al., 2017

Fonte: A autora
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Figura 3 - Arvore filogenéticangighbor-joining derivada de sequéncias concatenadas dos ggr:spoD,
recA, dnal,gyrA e dnaX contendo as 36 espécies atualmente descrita® ggaercAeromonas
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Fonte: Adaptada de Figueras et al.(2017)
Nota: Em negrito estéo as Ultimas espécies descritasopg&aercAeromonaspp.
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2.4 Métodos de identificacdo e classificagdo deeromonasspp.

2.4.11dentificacdo deAeromonaspp. por testes bioquimicos

As espécies deAeromonas sdo de dificil identificacdo laboratorial. Embora
tradicionalmente essa identificacdo seja feita pombinacdo de diferentes testes
bioquimicos, os resultados muitas vezes nédo sadusivos por conta do comportamento
heterogéneo de algumas cepas levando a um alteiddiidentificacdo incorreta por esses
testes (ABBOTT et al., 2003).

Além da baixa confiabilidade nesse tipo de iderdifao, o diagndstico ndo é realizado
como parte da rotina da maioria dos laboratérigsats, pois para a identificacdo em nivel
de espécie sdo necessarios pelo menos 18 tesjes, ® financeiramente inviavel para um
laboratério clinico, além da demora na entregaréssitados (GHENGHESH et al.,2008).

2.4.2ldentificacdo deAeromonaspp. por MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS € uma técnica que permite identificac@& classificagdo de
microrganismos, incluindo os potencialmente patmg@ne por isso vem ganhando destaque
na area de diagnostico clinico sendo considerada téunica revolucionaria para a
bacteriologia (SCHUMANN; MAIER, 2014; SENG et &009;). MALDI-TOF MS permite
gerar um espectro de massa em picos, principalndmtproteinas ribossomais, que séo
moléculas conservadas, sendo esse espectro, er) gspacifico para cada tipo de
microrganismo. Esses picos sdo comparados postembe com uma base de dados e podem
identificar familia, género, espécie e cepas, degeao do valor decoreobtido e, por isso,
pode permitir uma total automacédo para diagnéstimos laboratorios de microbiologia
clinica (PATEL, 2015).

Um estudo de Benagli et al. (2012) mostrou que MALDF MS & um método
rapido e de bom custo beneficio para identificaig&eromonaspp. em nivel de espécie e é
uma boa alternativa aos métodos convencionais eetifidacdo e classificacdo. Outros
estudos confirmam que o MALDI-TOF MS é um métodondoastante potencial para ser
utilizado no diagnéstico clinico, com bons resuwtagara identificacdo de espécies bem

caracterizadas do génekeromonasembora ressalvas sejam feitas quanto ao fatorderge
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métodos de sequenciamento com andlise filogenétcam seguros nessa identificacdo
(CHEN et al.,2014; SHIN et al.,2015). Vavrova et(aD15) destaca que para espécies mais
recentemente descritas, MALDI-TOF MS nao é um metoahfiavel para identificar estas

espécies e pode levar a conclusdes equivocadas aelspécie em estudo.

2.4.3ldentificagdo molecular e classificacdo taxonondieAeromonaspp.

O sequenciamento do gene 16S rRNA é a técnica nolatecmais comum para
identificar o género e espécie bacteriana; pousegene bastante estavel, mudancas na sua
sequéncia o torna um bom marcador de evolugdo demanismos (JANDA; ABBOTT,
2007). Porém, para o génegkeromonasas espécies sdo muito semelhantes nessa sequéncia,
suas taxas de identidade estdo entre 96,7 a 10086 $@ixo o seu poder discriminatorio
(FIGUERAS et al., 2011b). Por exemplo, a diferedgasequéncia 16S rRNA de caviaee
A. trota é de apenas 1 nucleotideo (YANEZ et al., 2003n@oando a sequéncia de 16S
rRNA deA. hydrophilasubsp. hydrophyla (ATCC 7966T) comAamedia(ATCC 33907T),
estas sO se diferenciam em 3 nucleotideos indicgndoessas espécies sdo geneticamente
relacionadas. Porém em estudos de hibridizagdo DNA-esses dois taxdns pertencem a
dois diferentes grupos de perfil de hibridizacA®JI}PER, 1989; MARTINEZ-MURCIA,
1992a).

Devido a alta taxa de similaridade das sequén@ad6d rRNA entre as espécies
desse género, o sequenciamento de geoesekeepingom analise filogenética é a forma
mais segura de se classifié&&romonaspp. em nivel de espécie (SHIN et al., 2015). &ene
housekeepingdo genes de coOpia Unica sendo a porcentagembdétiigdo nucleotidica
nesses genes, superior a do gene 16S rRNA, tormndessenciais ndo sO para a
identificacdo em nivel de espécie como também ipéeeéncias filogenéticas (MARTENS et
al., 2008). Estudos filogenéticos utilizando a geqin do gengyrB foram realizados em
diferentes géneros bacterianos e demonstram queusha alternativa eficiente ao 16S rRNA
para identificacdo e classificacdo taxonémica (FBKUMA et al., 2002; WANG et al.,
2007).

Em um estudo de Yéfiez et al. (2003), o sequenciangengenayyrB, que codifica a
subunidadé3 da DNA girase, mostrou-se excelente na identifioagde espécies e diferentes

cepas do génerderomonasalém de ser um excelente crondémetro molecular ipéeréncias
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filogenéticas, com diferenca entre 57 e 69 parelades, dependendo da cepa sequenciada.
Outros estudos também confirmaram que o ggmB € um bom marcador molecular para
inferir relagdes taxondmicas no gén&eromonagBEAZ-HIDALGO, 2010; KUPFER et al.,
2006).

Além do gyrB outros geneshousekeepingsdo utilizados para identificagdo de
Aeromonasspp., como 0s genepoD, rpoB e recA e dnal, representando bons marcadores
moleculares para inferir relacbes taxonémicas nweige (ALPERI et al., 2008; HU et al.,
2012; NHUNG et al., 2007; SEPE et al., 2008).

Silva (2015) realizou andlise filogenética de 1&8ldados clinicos e ambientais de
Aeromonasspp. atraveés do sequenciamento dos genes 16S eRjyB tanto isoladamente,
guanto com os dois genes concatenados, e verifjoeueste ultimo método foi eficaz na

classificacéo de espécies do género (Figura 4).

A andlise de sequéncias concatenadas de cinco isugereeshousekeepingem sido
utilizada na classificacdo de novas espécies Adeomonas (ALPERI et al.,, 2010g;
ARAVENA-ROMAN et al., 2013) e mostram boa concordancom os métodos de
hibridizacdo DNA-DNA (ROGER et al., 2012). Na prgpdas ultimas quatro espécies para
0 génercAeromonasinicialmente foi feita uma arvore filogenéticélisando somente o gene
rpoD, resultando em uma arvore em gque essas quatas odp agrupavam com nenhuma das
espécies descritas para o género. Em uma segundiiseanutilizando sequéncias
concatenadas de seis gehessekeepin¢grpoD, gyrB, gyrA, recA, dnal ednaX) o resultado
foi semelhante ao do gemngoD isolado (FIGUERAS et al., 2017), confirmando ae@ode
resolucao na identificacdo e classificacdo taxonérdo génerderomonaditilizando apenas
esse gene, conforme ja havia sido proposto poeFagiet al. (2011).
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Figura 4 — Arvore filogenética circulandighbor-joining derivada das sequéncias concatenadas dos gefes 16
rRNA e gyrB mostrando relacéo entre 119 isolado\deymonag 26 espécies deste género.

A. caviae

1 [ A jandaei
1 A trota [ A. veronii
[ A aguariorum & Asromonas spp.

@ A hydrophila

Fonte: Silva (2015)

Nota: Relagéo entre 119 isolados Meromonas 26 espécies do género e um grupo externo repaesepelo
géneroSalmonellaDuas espécies que ndo se agruparam com nenhsgn2é éapécies em analise se encontram
circuladas em vermelho. NUmeros proximos aos rfisam os valores de bootstrap0 (porcentagem de 1000

replicatas).
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3 JUSTIFICATIVA

A taxonomia do génerderomona® bastante complexa e tem sido submetida a varias
revisdes devido a novas espécies descritas, riicasdo de espécies aceitas e a introducéo
de novos critérios de diagnéstico. Um estudo filggieo utilizando isolados deeromonas
feito previamente pelo nosso grupo de pesquisagonogue dois isolados deeromonasao
agruparam com nenhuma das espécies descritaerauifi, sugerindo que se tratavam de
duas novas espécies do gén€mbjetivo deste estudo foi realizar a classificaig&ondmica
desses dois isolados @eromonasgue nao foram identificados em nivel de espécim pa
confirmar se eram duas novas espécies do génedm Aisso, foram utilizadas diferentes
metodologias para apontar a melhor forma de ideatfio e classificacdo de cepas desse
género. Adicionalmente, os genomas completos foearalisados, identificando genes

envolvidos com a viruléncia e resisténcia ness#adss.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Os isolados dé&eromonaspp. obtidos de amostras clinica e ambiental gae dovas

espécies desse género?
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5 HIPOTESE

Dois isolados déAeromonasspp. obtidos de amostras clinica e ambiental aptas
diferenca evolutiva com as demais espécies do g@ngfio duas novas espécies desse género

bacteriano.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Realizar classificacdo taxonémica e anélise gereddos isolados Aer593 e Aer294

de Aeromonaspp

6.2 Objetivos especificos
a) ldentificar os isolados d&éeromonaspp.porespectrometria de massas MALDI-TOF
MS;

b) Obter genomas de isoladosAleromonaspp.;
c) Inferir relacdes filogenéticas entre isolados\éeomonaspp.;

d) Caracterizar o perfil de hibridizagdo DNA-DNAsilico e de identidade média de

nucleotideos entre isolados Aleromonaspp.;

e) Avaliar a estabilidade dos gergpgB erpoD como marcadores taxondmicos para

espécies déeromonaspp.;

f) Avaliar a presenca de genes relacionados a resigtéviruléncia nos genomas de

Aeromonaspp,;

g) Caracterizar bioquimicamente os isolados Aer592rR%4 deAeromonaspp.
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7 MATERIAIS E METODOS

7.11solados do estudo

Os isolados dé\eromonasdeste estudo foram envolvidos em um surto de darre
ocorrido em 2004 no municipio de Sdo Bento do Witaado no estado de Pernambuco
(HOFER et al., 2006). Destes, os isolados Aer284r&93 apresentaram, em estudo anterior,
posicdes filogenéticas que indicaram que esseadssl sdo diferentes das espécies de

Aeromonagelatadas na literatura até aquele momento dd@$&ILVA, 2015).

O isolado Aer294 é proveniente de uma coprocultl@aum paciente e o isolado
Aer593 foi obtido de ambiente aquatico da cidadeante o periodo do surto. Além desses
dois isolados, foram incluidos no estudo outroscaiisolados clinicos representantes de
diferentes espécies do género: Aer2@8&romonas aquariorujn Aer268 Aeromonas
caviag, Aer284 QAeromonas hydrophi)a Aer337 QAeromonas jandagi e Aer371
(Aeromonas trotpobtidos durante o0 mesmo periodo para serem usaoios controles dos

testes.

Para a preservacdo do material genético, os iselasimvam estocados a -80°C em
agarBrain Heart Infusion(BHI) com 25% de glicerol, foram reativados pelo enmguento
emAgua Peptonada AlcalingAPA) a 37°C, durante 24h. Para garantir a pudezaculturas,
os isolados foram semeados em meio agar TCB$r(Ale Tiossulfato, Citrato, Bilis e
Sacarose)a 37°C durante 24h. O agar TCBS é seletivo péataio spp. e especies
relacionadas, contendo altas concentracfes delfetssde sodio e citrato de sédio que inibe
o crescimento de bactérias da familia Enterobacteaie. Uma col6nia isolada foi transferida
para o meio BHI e incubada a 37°C por 24h parazeezlo da extracdo do DNA gendmico.

7.2 Identificacdo por espectrometria de massas MALDI-TOF MS

Para a confirmacao da identidade bacteriana por MAIOF MS foi utilizado um
protocolo de transferéncia direta de colonia. @fados foram crescidos por 24h em meio
agar LB e, utilizando ponteira de micropipeta éistéma colbnia isolada de cada amostra foi
brevemente tocadas e uma fina camada de micronganiansferida para uma placa metalica
de aco polido de 384 pocddr(iker Daltonics.
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Cada poco da placa contendo microrganismo foi ¢tolwem 1pL da solugdo matriz
(MALDI matrix a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid [10mg/mL], acetoetri50% volume
final]) e acido trifluoroacético [0,3% volume fifjale, apdés secar por 30 minutos a

temperatura ambiente as amostras foram encaminpadas analise.

As amostras foram colocadas no espectrometro desasiddALDlI TOF/TOF MS
Bruker Daltonics-Autoflex Il smartbeanBuker Daltonics Bremen Alemanha) previamente
calibrado com o Protein Calibration Standard | amlga solucdo matriz também foi
adicionada. Os espectros de massas obtidos pasaacadstra foram comparados com 0s
espectros bacterianos depositados no banco de dadadtware Bruker Biotyper 2.8uker
Daltonics Bremen Alemanha) para a identificacdo do génkro espécie bacteriana. Cepas
ATCC de Aeromonadoram incluidas como controles da anélise e t@$aamostras foram

testadas em duplicatas.

O softwareBruker Biotyper2.0 utiliza um algoritmo de bioestatistica em ggses
picos sdo comparados com picos referéncia de @masi depositados em seu banco de
dados. Um score 2,00 pode ser considerado como grande probabdidaddentificacdo do
organismo a nivel de espécie, um score entre 1¢7A0999 é confiavel apenas para a
identificacdo do género do microrganismo e se oltado for um score menor que 1,700 ndo
é possivel realizar qualquer identificacdo (SAFFERaI., 2011).

7.3 Caracterizacao bioquimica dos isolados

Para caracterizagdo bioquimica das amostras Aex28dr593, foram utilizados os
kits de identificacdo comercial API® 20E e 20NEaMérieu®y conforme recomendacdes do
fabricante. O API® 20E possui 21 testes bioquimieds capaz de identificar bactérias da
familia Enterobacteriaceae e outros bacilos gragatnes. O API® 20NE contém 20 testes e
identifica bacilos gram-negativos, ndo fastidioso§io entéricos comd’seudomonas
Acinetobacter Vibrio e Aeromonas O API® 20NE combina 8 testes convencionais e 12
testes de assimilacdo. Ambos os testes consistensulistratos desidratados que sao
inoculados a suspenséo bacteriana em salina (Na&*), que reconstituem o meio. Para os
testes de assimilacdo a suspensédo bacteriana @adacem um meio minimo (APl AUX
Medium® BioMérieux) de pH final entre 7,0-7,2, ondebactéria cresce se for capaz de

assimilar o substrato correspondente e o resuiadsualizado através de turvacao do meio.
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7.4 Obtengao do DNA gendmico

O DNA dos isolados foi extraido com o DNeasy BlogdTissue Kit Qiagen
utilizando um protocolo especifico para bactériemrgnegativas. Uma colbnia isolada de
cada uma das amostras foi previamente crescid24foem BHI a 37°C e um maximo de
2x10 células (aproximadamente 2000 pL) foram centrifiaggpor 10 minutos a 7500 rpm. O
pellet foi ressuspendido em 180 puL de tampédo AThdsedemais procedimentos seguiram
conforme recomendacfes do fabricante. Para eldigamaterial genético as colunas foram
acopladas em tubos eppendorf, e 50 pL de H20 @illeram adicionados ao centro da
membrana das colunas e foi feita uma incubacdmpeatura ambiente por 1 minuto. Apos
esse periodo as colunas foram submetidas a ceuaigdio por 1 minuto a 8000 rpm e o

material genético obtido, estocado a -20°C.

Um microlitro do material genético foi submetidayaantificacdo em NanoDropTM
(Unisciencg para avaliacao da pureza e em Qubltife(Technologiespara determinagao da

concentracao.

7.5 Preparo das bibliotecas

As bibliotecas genbmicas foram preparadas com tgsNextera DNA Library Prep
Kit e Nextera Index (adicdo dos indices) (lllumina® preparo das bibliotecas foi realizado
em quatro passos: tagmentacdo, amplificacdo por, PGHRicacdo do produto de PCR e

normalizag&o das bibliotecas.

7.5.1Tagmentacao

O DNA gendmico foi inicialmente diluido para ficae concentragdo 0,4 npdy e
posteriormente foi fragmentado. Também foram adai@s sequéncias adaptadotagq,
que permitiram amplificacdo por PCR na etapa paste® processo de fragmentacéo e
adicdo das tags foi feito simultaneamente pela dgdenzima Nextera XT transposoma. A

placa de preparo das bibliotecas foi colocada modeiclador 55°C por 5 minutos e mantida
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a 10°C. Ao atingir a temperatura de 10°C a placaubmetida a neutralizagéo pela adigdo do
tampé&o neutralizante do kitutralize tagment buffer

7.5.2 Amplificacéo por PCR

O DNA a ser sequenciado foi amplificado por PCRsddeetapa também foram
adicionados os indices 1 e 2 necessarios paraagagede clusters e sequenciamento das
amostras. No termociclador a placa contendo asteasdsi submetida ao seguinte programa:
incubacdo a 72°C por trés minutos e depois a 991G segundos, seguidas de 12 ciclos
térmicos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a&30Cegundos a 72°C, finalizando com

uma extensao final de 5 minutos a 72°C. A placanfamtida a 10°C.

7.5.3Purificagéo do produto de PCR

Nesse processo foi realizada a purificacdo dasobebbhs de DNA e selecdo de
tamanho das moléculas, fazendo com que fragmeunttssale biblioteca fossem removidos.
20 uL de AMPure XPbeadsforam adicionadas em 5@ do produto de PCR e a placa
contendo as amostras acoplada em uma estante mag@Esobrenadante foi removido e as
beadscontendo as amostras foram lavadas com etanol &@¥fim, as amostras foram

ressuspendidas em 52,b de RSB fessuspension buffedo Kkit.

7.5.4Normalizagao da Biblioteca

O processo de normalizacdo garante que a quantiadada biblioteca gerada por
amostra seja equivalente para o sequenciamentolL 2@ produto purificado é transferido
para uma nova placa e sao adicionadosudsle aditivos de normalizacdo LNAL (Library
Normalization Additivesl) combinados com &gads de normalizagdo LNB1 (Library
Normalization Beadsl) do kit e a placa colocadashakera 1800 rpm por 30 minutos.
Posteriormente a placa foi acoplada a estante rmiegn® sobrenadante removido. As

amostras foram entdo lavadas com5LNW1(Library Normalization Wash1l) por duas
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vezes e as amostras eluidas pela adicao gé¢ 8@ 0,1 N NaOH com incubacao sbakera
1800 rpm por 5 minutos.

7.6 Quantificacdo das bibliotecas

A quantificacdo das bibliotecas foi realizada adsade PCR em tempo real (QPCR),
utilizando o kit KAPA SYBR® FAST gPCR, especificarp plataformas lllumina® de
sequenciamento, seguindo as recomendacfes do afaleric Esse processo permitiu
guantificar com precisdo o numero de moléculas i@iagpleis na biblioteca lllumina®
gerada. Cada amostra foi normalizada para a caacéwot de 4nM, e 15pM do pool de

amostras foram utilizados na reacédo de sequenciamen

7.7 Sequenciamento e controle de qualidade dosads

As amostras foram sequenciadas com o sequenciadoovh geracdo MiSeq 2000
(llumina®) no Nucleo de Plataformas Tecnolégicas IAM utilizando o MiSeq Reagent
Micro Kit v2 (lllumina®). Os fragmentos das biblemtas foram sequenciados em ambos os
sentidos ffaired-end. Os dados brutos resultantes do sequenciamersanaan por uma
verificagdo da qualidade através do programa FagANDREWS, 2010) que fornece uma
estatistica dos dados gerados, sendo possivelizagsyatraves de gréaficos e tabelas, areas em
que podem haver problemas como sequéncias supesegpadas, niveis de duplicacdo de
sequéncias e ma distribuicdo de tamanhos de segsémmtes de se fazer as analises
gendmicas pretendidas.

7.8 Montagem dos genomas

Os fragmentos de DNA obtidos pelo sequenciamertml§ foram montados gerando
sequéncias longas continuas ou contigs. ré€xsls sequenciados passaram por um pré-
processamento antes da montagem atraveés do programmaomatic (BOLGER et al., 2014)
gue permite remover da montagem sequéncias cora haadidade. Foram testados trés tipos
de cortes nos fins das sequéncias (onde a qualé&aaenor), mantendo o nimero de bases
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dosreadsem 200, 220 e 240. Apds esse pré-processamertm@siras foram submetidas a
montagem pelo programa Velvet (ZERBINO, 2010) geenpte otimizagcdo de parametros
através do VelvetOptimiser. Também foram feitasnastagens doseadsa partir do dado
bruto do sequenciamento, sem pré-processamenternAlivamente foi utilizado um outro
programa de montagem, o SPAdes (BANKEVICH et @12} para testar um tipo diferente
de algoritmo computacional visando obter o melhomero de contigs. As montagens com
menor numero de contigs, 0 que significa a meragniientacdo do genoma e maior valor de
N50 (quando 50% do genoma esta em contigs valal igu maior a este valor), foram

selecionadas para as analises posteriores.

7.9 Predicéo de genes

As sequéncias codificadoras foram preditas atrdweRAST server (AZIZ, 2008) e
também pelo programa Prokka (SEEMANN, 2014) paradomparativos. Posteriormente as

regides codificantes foram visualizadas no Artewessao 16.0.0) (CARVER et al., 2012).

7.10Andlise filogenética porMultilocus Phylogenetic Analysi$MLPA)

Para analise filogenética foram obtidas, a paatigenoma completo, as sequéncias de
seis genesousekeepindgyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA e dnaX) dos sete isolados e do
estudo. Também foram obtidas as sequéncias desses de cada uma das 36 espécies do
géneroAeromonagescritas até o0 momento (niUmeros de acesso digi®mio Anexo A) no
GenBank do NCBI.

As sequéncias de nucleotideos dos seis gémesekeepingforam alinhadas
separadamente pela ferramenta Muscle (EDGAR, 28043 alinhamentos submetidos ao
programa Gblocks (CASTRESANA, 2000), que eliminaipes mal alinhadas e regides
divergentes do DNA, tornando as sequéncias maigpdapdas para analise filogenética.
Foram utilizadas sequéncias de 908 pb do ggr®, 561 pb do gengoD, 598 pb do gene
recA, 730 pb do gendnal, 291 pb do gengyrAe 213 pb do gengnaX, uma vez que esses
foram os tamanhos maximos obtidos igualmente padast as cepas de referéncia de
Aeromonas disponiveis no GenBank do NCBI. As sequéncias nforposteriormente
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concatenadas, resultando em 3301 pb que seguireanapanalise filogenética. Conforme
metodologia de Martinez-Murcia et al. (2011), asnestivas de divergéncia evolutiva e os
agrupamentos foram obtidos utilizando o modelo Kar2rparametros (KIMURA, 1980) e a
arvore filogenética foi construida pelo métodondgghbor-joining (SAITOU; NEI, 1987),
disponivel no programa MEGA, versao 7 (KUMAR et 2016).

O alinhamento resultante também foi submetido rafeenta JmodelTest (DARRIBA
et al., 2012), que faz uma selecdo estatistica rdethores modelos de substituicdo
nucleotidica, para um determinado alinhamento éspecUma segunda arvore filogenética
foi construida pelo método de maxima verossimilaargpm o modelo de substituicao
nucleotidica GTRGeneral Time Reversiléambém através do programa MEGA, verséo 7
(KUMAR et al., 2016), a fim de verificar a concondéa dos resultados entre esses dois
métodos de inferéncia filogenética. A estabiliddds relacdes, ou seja, a confiabilidade da
topologia das arvores, tanto poeighbor-joiningquanto por méaxima verossimilhanca, foi
obtida porbootstrapde 1000 replicatas.

Para fins confirmatorios sobre as posi¢coes dasscApe294 e Aer593, genomas de
referéncia de cada uma das espécieSetemonaglisponiveis e nove genomas da espAcie
caviaeforam obtidos a partir da base de dados de genbatsrianos do NCBI. As regides
codificantes completas do genoma foram preditas/@sér dosoftware Prokka (SEEMANN,
2014) e visualizadas no Artemis (versdo 16.0.0)REER et al., 2012) conforme descrito no
topico 1.15. As regifes codificantes completas gersesgyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA e
dnaX foram obtidas, resultando num alinhamento to&l16.404 pb sendo de 2385 pb do
genegyrB, 1815 pb do gengoD, 1016 pb do geneecA, 1125 pb do gendnal, 2583 pb do
genegyrA e 1480 pb do geneénaX. As sequéncias de nucleotideos desses seis genes
housekeepingtambém foram alinhadas separadamente pela fertamBtuscle, os
alinhamentos submetidos ao programa Gblocks, asmastas de divergéncia evolutiva
obtidas utilizando o modelo Kimura-2-parametros &\are filogenética foi construida pelo
método deneighbor-joining disponivel no programa MEGA, versao 7.

Arvores individuais para o gergyrB (2385 pb) erpoD (1815 pb) também foram
geradas a fim de testar esses genes como marcaniggluais para identificacdo

bacteriana.

A cepaSalmonella enteric?ATCC 13311T, foi utilizada como grupo externo das

relacdes filogenéticas por apresentar estreitgdelaom o génerAeromonas
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7.11Reconstrucdo filogenética baseada remre genoma

Para confirmar a posicao filogenética do isolado588 foi feita uma reconstrucéo
filogenética baseada nwre genoma de Aer593 juntamente com 12 genomas daiespé
Aeromonas caviae genomas de outras 7 espécies mais estreitanadat@®onadas a espécie
A. caviag sendo estag. media A. encheleig A. tecta A. aquatica A. eucrenophilaA.
sanarellii e A. taiwanensignimero de acesso dos genomas no Anexo B). Bsaaamalise
foi requerida anotacdo gendmica atravéssdftware Prokka (SEEMANN, 2014) e para a
reconstrugcdo  filogenética  foi  utilizado o software Roary (https://sanger-
pathogens.github.io/Roary/) verséo 3.6.1 (PAGEl.et2815). Ocore genoma obtido foi de
863 genes entre os genomas utilizados e atravedirdamento desses genes uma arvore
filogenética foi gerada e posteriormente visuakizad programa MEGA, versao 7 (KUMAR
et al., 2016).

7.12Hibridizacdo DNA-DNA in silico

A hibridizacdo DNA-DNAIn silico foi utilizada para estimar a semelhanga entre dois
genomas em estudo. A hibridizacdo DNA-DNAsilico (isDDH) foi realizada através do
Genome to Genome Distance Calculaf@GDC) (MEIER-KOTLOFF et al.,, 2013). O
upload dos genomas foi feito noGGDC 2.1 Web interface -disponivel em:
http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php, conforme descritoBe@az-Hidalgo et al. (2015). Esse servico
web calcula a distancia entre genomas e converte esséado em valores de similaridade
correlativos ao DDH, dando suporte a identificaco cepas, quando comparadas com
genomas de cepas conhecidas. Esse calculo decthséfeito sob trés diferentes formulas,
sendo a formula 2 a recomendada, uma vez que @sta todas as identidades encontradas
em High-scoring sequence paitHEPs) ou segmentos de alta pontuacdo e divide pelo
comprimento total dessas HSPs. Esse método peamitdizacdo de genomas incompletos
em formato delraft e é independente do tamanho genémico (MEIER-KOLFRQ013)

A hibridizacaoin silico, realizada através déenome-to Genome Distance Calculator
(GGDC) tem como seu limite de delineacdo de espédie% (MEIER-KOLTHOFF et al.
2013). Os genomas das cepas em estudo foram calopa@am seus respectivos genomas de

cepas referéncia depositados no banco de dado€Bo(Rnexo B).
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7.13ldentidade Média de NucleotideosAverage Nucleotide Identity ANI)

A identidade média de nucleotideos € uma metodolpge permite a comparacéo de
pares de genomas, através da similaridade de sagsigror BBHs bi-directional best hits
Os genomas em estudo sdo fragmentados em 1.02ébtidebs e posteriormente alinhados
com um genoma de referéncia, através do algorito\d@IdAST, calculando a identidade
média de nucleotideos entre os genomas em anBbksa. essa metodologia, valores com
identidade resultante 95% indicam que 0s genomas analisados pertenceneamo género
e espeécie bacteriana (GORIS et al.,2007), essanienta permite ndo s6 a comparacao de

genomas completos como também permite comparaggendenas em formato dieaft.

Os genomas das cepas em estudo foram comparadosgeoamas de cepas
conhecidas depositadas no banco de dados do NCGRIX(AB) através déNI calculata,
disponivel em: http://enve-omics.ce.gatech.edu(&@NSTANTINIDIS; TIEDJE 2005).

7.14 Anotacao de genes de resisténcia e viruléncia

Os contigs montados foram analisados pelo ResFinder 3.@doter of Genomic
Epidemiology Serviceslisponivel em: https://cge.cbs.dtu.dk/servicesAReler (ZANKARI
et al., 2012), para verificar a possivel presem;gahes de resisténcia nos isolados em estudo.
Os genes relacionados a viruléncia foram preditievés da anotacdo automaticaRIBST
server(AZ1Z, 2008).
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8 CONSIDERACOES ETICAS

As amostras bacterianas foram cedidas pelo Labaraté Zoonoses Bacterianas do
Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos, BioMaimnos/Fiocruz, antigo laboratorio de
referéncia para coélera e outras enteroinfeccoasldente essa colecao faz parte do acervo
biolégico do Instituto Aggeu Magalhdes e tanto m®stras ambientais quanto as amostras
clinicas sao identificadas com numeracdo, sem gealteferéncia ao paciente do qual a

bactéria foi isolada.
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9 RESULTADOS

9.1 Identificacédo por espectrometria de massas MALDI-TOF MS

Os resultados da identificacdo por MALDI-TOF MStamente com seus respectivos
scorespodem ser visualizados na Tabela 2 e foram comparaom resultados de testes

moleculares prévios de Silva (2015).

Tabela 2 Identificacdo de isoladosAleromonaspp por MALDI-TOF MS.

N° do Filogenia Resultado MALDI-TOF MS ScoreMaldi-
Isolado 16SrRNA-gyrB (Silva, 2015) TOF MS
Aer294 Aeromonaspp. Aeromonas ichthiosmia* 2,013
Aer593 Aeromonaspp. Aeromonas caviae 2,189
Aer283 Aeromonas dhakensis Aeromonas media 1,912
Aer268 Aeromonas caviae A. caviae 2,148
Aer284 Aeromonas hydrophila A. hydrophila 2,315
Aer337 Aeromonas jandaei A. jandaei 2,041
Aer371 Aeromonas trota** Aeromonas enteropelogenes 2,03

Fonte: A autora
Nota: Aeromonas ichthiosmi@ sinbnimo déAeromonas veroni Aeromonas trota éindnimo deAeromonas
enteropelogenes.

Todos as espécies utilizadas como controle dessgoa®sultaram por MALDI-TOF-
MS umscore>2,00 o que significa bom nivel de confiabilidgdea identificacdo de género e
espécie. Aer268 foi identificada corAe@romonas cavigeéder284 foi identificada como
Aeromonas hydrophilaher337 comoAeromonas jandaet a amostra 371 que foi
identificada por MALDI-TOF-MS coméeromonas enteropelogenes estudo de Huys;
Denys e Swings (2002) foi visto que énteropelogenes sinbnimode Aeromonas trotae
tratando, portanto, do mesmo taxon. Apenas o iec¥i283 apresentou uscorendo-
confiavel para identificacdo em nivel de espécreMLDI-TOF MS (score < 2,00), sendo
identificado comd@eromonas mediangquanto nos testes moleculares este isolado foi

identificado comd\eromonas dhakensis

O resultado da identificacdo por MALDI-TOF MS pasaespécies Aer294 e Aer593,
gue nao agruparam anteriormente com nenhuma désiespara 0 géneeromonasesta

em concordancia com as espécies com que essasT@imse aproximaram por analise
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filogenética no estudo de Silva (2015). A Aer29ui®u por MALDI-TOF MS como sendo
Aeromonas ichthiosmigue conforme andlises de Huys; Kampfer; Swing812@ sindbnimo

de Aeromonas veronija a Aer593 teve como resultado por MALDI-T@Eromonas caviae

9.2 Sequenciamento, Montagem e Anotacdo dos Genomas

ApoOs o preparo das bibliotecas as amostras fordometidas ao sequenciamento de
genoma completo no MiSeq 2000 (lllumina®). Todosemlsgerados passaram no controle
de qualidade feito pelo programa de bioinformatiastQC e estavam aptos para as
subsequentes analises. Apds passarem pelo codérajealidade oseadsforam submetidos
a montagem emontigspor diferentes programas de bioinformatica conégoritem 5.6. O
resultado pode ser visualizado na Tabela 3, onad@latas em negrito representancantig
resultante que foi submetido a predicdo. O progr&pedesesultou no menor niumero de
contigs para os isolados Aer294, Aer593, Aer28%eromonas aquariorume Aer337
(Aeromonas jandagi O programa/elvetOptmizecom readstrimados em 200 resultou nos
melhorescontigs para Aer268 Aeromonas cavigee Aer284 Aeromonas hydrophijae o
VelvetOptmisecom trimagem em 220 resultou no menor nimercaigigs para o isolado
Aer371Aeromonas trota Nenhumscaffoldfoi gerado, o que indica que, embora montados,
0S genomas ainda se encontram consideravelmegtedrdados.

Com os genomas montados, foi feita a predicao cowf@ item 7.8. Com a predicéo
foi possivel determinar o tamanho dos genomas eantigiade de bases, valor de N50 e a
porcentagem do contetdo GC que estdo represemadbabela 4. O tamanho dos genomas,
assim como seus respectivos conteudos GC possusittad®ws semelhantes aos ultimos
drafts de genoma déeromonasublicados (CARDOZO et al.,2016; EHSANI et, &016).
Na tabela 5 esta descrita a quantidade de provéegiSes codificantes (CDS) preditas pelo

RAST servere pelo program®&rokka



Tabela 3 NUumero deontigsresultantes por diferentes montagens genémicas.

TOTAL CONTIGS Aer294 Aer593 Aer283 Aer268 Aer284 Ae337 Aer371
VelvetOptimiser Trimagem 240 1824 994 376 639 635 575 315
VelvetOptimiser Trimagem 220 1711 886 935 620 203 18 5 280
VelvetOptimiser Trimagem 200 2133 771 361 612 198 470 326

Velvet 1472 709 563 945 778 671 466
SPAdes 558 255 194 1573 244 111 1992
Fonte: A autora
Tabela 4 Tamanho dos genomas, valor de N50 e @mt8@ dos isolados deeromonaspp
GENOMAS Aer294 Aer593 Aer283 Aer268 Aer284 Aer337 é371
Quantidade de bases 4641951 4313894 4739820 4542721 4819795 4707741 4325934
N50 25103 48422 80856 10287 20771 170375 14970
Contetido GC 57,60% 61,80% 61,90% 61,20% 61,30% 58,60% 60,00%
Fonte: A autora
Tabela 5 Predicdo Génica de regifes codificantesspétware Prokka e pelo RASErver
PREDICAO GENICA Aer294 Aer593 Aer283 Aer268 Aer284 Aer337 Aer371
Prokka 4309 3926 4257 4322 4497 4396 4072
RAST server 4198 3897 4216 4106 4303 4266 3872

Fonte: A autora

45
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Apés a predicdo génica, os genomas foram visuali&ad programa Artemis, e as
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos ggrgse rpoD dos sete isolados foram
obtidas. As sequéncias de aminoacidos desses fggass comparadas com a base de dados

do BLASTp no NCBI e a identidade foi calculada, foome demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 Identidade dos isolados através de aliehtimtle aminoacidos no BLASTp.

N° do Filogenia Identidade pelogyrB BLASTp Identidade pelorpoD BLASTp
Isolado 16SrRNA-gyrB
(Silva, 2015)
Aer294 Aeromonaspp. Aeromonas australiensisl00% Aeromonas australiensi®©99%
Aer593 Aeromonaspp. Aeromonas caviae99% Aeromonas caviae99%
Aer283  Aeromonas dhakensi: Aeromonas dhakensi®©99% Aeromonas hydrophila99%
Aeromonas hydrophila99% Aeromonas aquatica99%
Aer268 Aeromonas caviae Aeromonas caviael00% Aeromonas taiwanensi99%

Aeromonas sanarelli 99%
Aeromonas media99%
Aeromonas hydrophila99%
Aeromonas encheleia®9%

Aer284 Aeromonas hydrophile ~ Aeromonas hydrophila99% Aeromonas hydrophilal00%
Aeromonas media99%
Aeromonas aquatice®9%

Aer337 Aeromonas jandaei Aeromonas jandaebB9% Aeromonas jandaei99%
Aeromonas lacus99% Aeromonas sanarelli 99%
Aeromonas media99%

Aer371 Aeromonas trot# Aeromonas enteropelogene39% Aeromonas enteropelogenes
Aeromonas dhakensi89% 100%
Aeromonas lacus- 99%

Fonte: A autora.
Nota: Aeromonas trota 8inbnimo deAeromonas enteropelogenes

Além de obter as porcentagens de identidade pel&SBp, foi realizado um
alinhamento global através do prograheedledos genegyrB e rpoD do isolado Aer294
com Aeromonas australiensi®@umero de acesso no NCBI para os geyyeB e rpoD deA.
australiensisrespectivamenté&iZ CDDH01000074 e NZ_CDDH01000001)

Para o gengyrB, 803 aminoacidos foram alinhados e o resultadaddetidade e

similaridade foi de 100%. Para o gepeD, 618 aminoacidos foram alinhados e o resultado
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foi de 99,7% de identidade e similaridade, difevimin apenas um aminoacido localizado na

posicao 226.

Fazendo a mesma analise, comparando dessaA@emmonas australiensisom
Aeromonas veronijespécie mais estreitamente relacionada Aoaustraliensis o resultado
do genegyrB para identidade foi de 99% e de similaridade @9 para o genepoD a
identidade foi 99% e a similaridade 99,4%. Trésréifites cepas de veroniiforam testadas
e obtiveram o mesmo resultado (nimero de acessNGRI: ANB53444, KRW20818 e
KRV68453).

Apesar das taxas de identidade e similaridade @éogsgyrB e rpoD mostrarem
estreita relacdo entre essas espécies, Aer294epaezcidéntica a. australiensis.Essa
espécie foi descrita na época do estudo filogemgirévio de Silva (2015) e ndo havia
sequéncias de tamanhos compativeis disponiveisagasaalises e por iSso essa espécie nao
entrou naquele estudo e por essa razao, o isolad®9A ndo agrupou com nenhuma das
espécies naquele momento. Por outro lado, o isddad893 obteve 99% de identidade com a
espécieAeromonascaviae espécie que mais se aproxima na arvore filogemédipesar de

formar um ramo distinto.

9.3 MLPA ( Multilocus Phylogenetic Analysis— regides parciais dos genes

A arvore filogenética gerada a partir das sequéncoatinuas (3301 nt) dos genes
gyrB, rpaD, recA, dnal, gyrA e dnaX dos sete isolados deeromona e suas relacdes com as
36 cepas de referéncia deste género, através dodenéte neighbor-joining pode ser
visualizada na Figura 5. Os isolados em estudd® esin destaque (negrito). E possivel
observar que o isolado Aer294 agrupou com a espé&cmmonas australiensisonfirmando
a identidade deste isolado, portanto, ndo se ttatate uma nova espécie como foi

inicialmente sugerido.

Por essa metodologia, o isolado Aer593, formou amor monofilético independente
das demais espécies, sendo esta mais uma foréneiddle que este isolado seria uma nova
espécie do génerderomonasTodas as espécies controle desse estudo - AgkeB8monas
dhakensis), Aer268 @Aeromonas caviag) Aer284 QAeromonas hydrophila) Aer337
(Aeromonas jandaegiAer371 Aeromonas trotaagruparam com suas respectivas espécies de
referéncia — AdhakensisCECT 5744, Acaviae CECT 838, A.hydrophilaCECT 839, A.
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jandaeiCECT 4228, Atrota CECT 4255 e com altos valoreshumtstrap (>80%) para 1000

replicatas, o que garante alta confiabilidade desssultados.

Figura 5 — Arvore filogenétican€ighbor-joining derivada de sequéncias parciais dos ggyess rpoD, recA,
dnal, gyrA e dnaX concatenadas

A.veronii CECT 4257
A.aquatilis CECT 8026
A.australiensis CECT 8023
Aer294 Aeromonas.spp
A.allosaccharophila CECT 4199
A finlandiensis CECT 8028
A.sobria CECT 4245

A fluvialis CECT 7401
A.lacus CECT 8024

A jandaei CECT 4228

Aer337 A.jandaei

A.cavernicola MDC 2508

A salmonicida CECT 894
A.popoffii CECT 5176
A.enterica CECT 8981
81 A.bestiarum CECT 4227
100 A piscicola CECT 7443
A trota CECT 4255
Aer371 A.trota

_Lm{:A.hydrophila CECT 839
Aer284 A hydrophila
9% E A.dhakensis CECT 7289
100 Aer283 A.dhakensis
4]00‘: A.molluscorum CECT 5864
A.rivuli DSM 22539
{.bivalvium CECT 7113
100 A .crassostreae CECT 8982
| A.simiae CIP 107798
100\—|:A.schubertii CECT 4240
100 A diversa CECT 4254T-G501
A.eucrenophila CECT 4224
A.tecta CECT 7082
A.encheleia CECT 4342
A.aquatica CECT 8025
A lusitana MDC 2473
A.intestinalis CECT 8980
A.media CECT 4232
A rivipollensis P2G1T

Ataiwanensis CECT 7403
A.sanarellii CECT 7402

97

87 Aer393 Aeromonas spp.
W’;A‘caviae CECT 838
82 Aer268 A.caviae
0.0

Fonte: A autora
Nota: Relacdo dos sete isolados Aeromonasem estudo (em negrito) em estuel@6 cepas de referéncia de
espécies do género. NUumeros proximos aos nos mdms valores debootstrap (porcentagem de 1000

replicatas).
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O mesmo resultado foi observado através da infexéfilogenética por maxima

verossimilhanca, que pode ser visualizado na Figura

Figura 6 — Arvore filogenética (maxima-verossimiiba) derivada de sequéncias parciais dos ggmBsrpoD,
recA, dnal,gyrA e dnaX concatenadas.

A.veronii CECT 4257

A aquatilis CECT 8026
A.australiensis CECT 8023
Aer294 Aeromonas spp.
A.allosaccharophila CECT 4199
A finlandiensis CECT 8028
A.sobria CECT 4245
A fluvialis CECT 7401
Alacus CECT 8024

A.jandaei CECT 4228
Aer337 A.jandaei

100

A cavernicola MDC 2508

A.salmonicida CECT 894
A.popoffii CECT 5176
A.enterica CECT 8981
] A.bestiarum CECT 4227
100 A.piscicola CECT 7443
A.trota CECT 4255

Aer371 A.trota

A hydrophila CECT 839

Aer284 A.hydrophila
A.dhakensis CECT 7289

100— Aer283 A. dhakensis
A.eucrenophila CECT 4224
A.tecta CECT 7082
A.encheleia CECT 4342
A.aquatica CECT 8025

A lusitana MDC 2473
Alintestinalis CECT 8980

JEAAmedia CECT 4232
A.rivipollensis P2GIT

A taiwanensis CECT 7403

100 A.sanarellii CECT 7402
v Aer593 Aeromonas.spp
100— A.caviae CECT 838
89 Aer268 A.caviae
100 A.schubertii CECT 4240
100 A.diversa CECT 4254T-G501
I — A.simiae CIP 107798

4][m|j A.molluscorum CECT 5864
A.rivuli DSM 22539
97 _|;A.bivalvium CECT 7113

100 A .crassostreae CECT 8982

"o.02

Fonte: A autora
Nota: Relacdo dos sete isolados Aeromonasem estudo (em negrito) em estuel@6 cepas de referéncia de
espécies do género. NUumeros proximos aos nos mdms valores debootstrap (porcentagem de 1000

replicatas).
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9.4 Similaridade entre genomas

Tanto a hibrizacdo DNA-DNAN silico quanto a ldentidade Média de Nucleotideos
sdo importantes ferramentas de comparacdes ger®mitiandamentais para taxonomia de

procariotos.

Para confirmar se tratava-se de uma nova espécteriama o genoma do isolado
Aer593 foi comparado com genomasAkromonas caviadisponiveis na base de dados do
NCBI, visto que essa foi a espécie com a qual esse (soh&is se aproximou na analise
filogenética. As cepasAeromonas sanarelli e Aeromonas taiwanensimbém foram
incluidas nesta analise, visto que sdo as espéwes proximas dé\. caviaenas relacdes

filogenéticas.

9.4.1Hibridizagdo DNA-DNA in silico

Os resultados estdo representados de forma resumaiddabela 7, e mostram
resultados comparativos entre o isolado Aer593 eephs dé\. caviedisponiveis no banco

de dados do NCBI, bem como a comparacédo com asiespésanarellii e A. taiwanensis

Tabela 7 Valores de DDH entre o isolado Aer593pasa@leAeromonas

ESPECIE CEPA DDH DIST. DDH>70%
Aeromonas caviae 8LM 85.10% 0,0175 93.79%
Aeromonas caviae A23 83.20% 0.0197 92.74%
Aeromonas caviae Ae398 82.40% 0.0206 92.26%
Aeromonas caviae BHWG65 81.90% 0.0212 91.91%
Aeromonas caviae CECT838 82.00% 0.0210 92.03%
Aeromonas caviae CECT4221 81.60% 0.0215 91,76%
Aeromonas caviae CH129 84.10% 0.0186 93.27%
Aeromonas caviae CHZ306 84.10% 0.0186 93.27%
Aeromonas caviae FDAARGOS_75 81.50% 0.0216 91.69%
Aeromonas caviae L12 81.70% 0.0214 91.78%
Aeromonas caviae YL12 81.30% 0.0218 91.56%

Aeromonas sanarellii LMG24682 40.2% 0.0988 2.84%
Aeromonas taiwanensis LMG24683 37.90% 0.1067 1.57%

Fonte: A autora.
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Legenda: DDH= Valor estimado de hibridizacdo. Dist.= Disté@nevolutiva. DDH>70% = Probabilidade de
pertencerem a mesma espécie.

Em todas as andlises comparando o isolado Aer58@3dderentes cepas de caviae
os valores de DDH superiores a 70% foram encordgradoa todas as cepas, variando entre
81,3% e 85,1% sugerindo que esse isolado perteespérie Acaviae Quando o isolado
Aer593 foi comparado com as duas espécies marsaniente relacionadas a espésie
caviae,esse valor foi de 40,2% pakasanarelliie 37,9% pard. taiwanensiso que fortalece

a hipbtese de que o isolado Aer593 pertence a iespéccaviae sendo, portanto, um
resultado contrario ao do MLPA com seis gemassekeeping

Os genomas de Aer29Mdromonas australiensisper283 @Aeromonas dhakensis),
Aer284 Aeromonas hydrophila)Aer337 Aeromonas jandaei)Aer371 Aeromonas trota)
foram comparados com os genomas mais represetatisponiveis para cada uma dessas
espécies na base de dados do NCBI. Os resultatfmsrepresentados de forma resumida no
Tabela 8. Todos os isolados tiveram resultadosDid B70%, dando suporte aos resultados

da filogenia.

Tabela 8 Valores de DDH entre cepas controlAef®monas

ISOLADO ESPECIE CEPA DDH DIST. DDH>70%
REFERENCIA
Aer294 Aeromonas australiensis CECT 8023 71.50% 0.0341 80.86%
Aer283 Aeromonas dhakensis AAK1 76.60% 0.0274 87.55%
Aer284 Aeromonas hydrophila ATCC 7966 72.90% 0.0321 83.07%
Aer337 Aeromonas jandaei CECT 4228 71.40% 0.0342 80.77%
Aer371 Aeromonas trota 4255T 72.50% 0.0327 82.39%

Fonte: A autora.
Legenda: DDH= Valor estimado de hibridizag&o. Dist.= Disténevolutiva. DDH>70%= Probabilidade de as
duas cepas pertencerem a mesma espécie bacteriana.

9.4.21ldentidade média de nucleotideos - ANI

A tabela 9 mostra resultados de ANI comparativdaeeem isolado Aer593 e 11 cepas
de A. caviaedisponiveis no banco de dados do NCBI, bem conooraparacdo com as

espécied\. sanarelliie A. taiwanensis
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Tabela 9 Identidade Média de Nucleotideos entr&2@Ee cepas déeromonas

ESPECIE CEPA ANI%
Aeromonas caviae 8LM 98.25%
Aeromonas caviae A23 98.12%
Aeromonas caviae Ae398 97.96%
Aeromonas caviae BHW65 97.87%
Aeromonas caviae CECT838 97.89%
Aeromonas caviae CECT4221 97.92%
Aeromonas caviae CH129 98,14%
Aeromonas caviae CHZ306 98.14%
Aeromonas caviae FDAARGOS 75 97.84%
Aeromonas caviae L12 97.86%
Aeromonas caviae YL12 97.85%

Aeromonas sanarellii LMG24682 89.93%
Aeromonas taiwanensis LMG24683 89.13%

Fonte: A autora

Os resultados de ANI entre Aer593 e as cepah. dmviaevariaram entre 97,84% e

98,25%. Todos os valores foram superiores a 95%ue indica que o isolado Aer593

pertence a espécke caviae Quando comparado com 0os genomas das espgecasarellii e

A. taiwanensis os resultados obtidos foram inferiores a 95%,dse9,93% e 89,13%

respectivamente, estando, portanto, em acordo acseglespera quando se comparam com
genomas de diferentes espéciestes dados confirmam os dados do GGDC-DDH e a
identificacdo do isolado Aer593 comf caviae porém, é um resultado antagdnico ao

resultado da analise filogenética inferida antemamte.

A identidade média de nucleotideos dos genomas €e29A QAeromonas
australiensis), Aer283 QAeromonas dhakensisfer284 QAeromonas hydrophila)Aer337
(Aeromonas jandaei)Aer371 Aeromonas trotafJoram comparados com 0S genomas mais
representativos disponiveis para cada uma despasies na base de dados do NCBI. Os
resultados estdo representados na Tabela 10. Teds®lados tiveram resultados de ANI
>95% confirmando novamente os resultados da filegerde acordo com os resultados do
GGDC-DDH.



54

Tabela 10 Identidade Média de Nucleotideos enpaseontrole déeromonas

ISOLADO ESPECIE CEPA REFERENCIA ANI
Aer294 Aeromonas australiensis CECT 8023 96.66%
Aer283 Aeromonas dhakensis AAK1 97.16%
Aer284 Aeromonas hydrophila ATCC 7966 96.74%
Aer337 Aeromonas jandaei CECT 4228 96.50%
Aer371 Aeromonas trota 4255T 96.68%

Fonte: A autora

9.5 Multilocus Phylogenetic Analysi$MLPA) — utilizando regides codificantes completas

dos genesousekeeping

A fim de confirmar a posicdo do isolado Aer593 maoge filogenética regides
codificantes completas para os gegegd3, rpoD, recA, dnal, gyrA e dnaX foram obtidas a
partir de genomas de espéciesf@eomonagAnexo B). Para esta andlise, foram adicionadas
nove cepas dA. caviae visto que essa € a espécie que o isolado Aera@3sa aproximou
na analise filogenética anterior e a espécie coqua esse isolado foi identificado nas

analises de similaridade de genoma.

A arvore gerada a partir das sequéncias continamsedjides codificantes completas
dos genegyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA e dnaX dos sete isolados déeromona e suas
relacbes com outras espécies deste género, resuliowalinhamento total de 10.404 pb e a
arvore filogenética resultante foi gerada atraveésretodo deneighbor-joininge pode ser
visualizada na Figura 7. Todas as espécies centtesse estudo agruparam com suas
respectivas espécies de referéncia com altos waldecbootstrap (>80%) para 1000
replicatas. Por essa metodologia o isolado Aer§88, até entdo havia formado um ramo

monofilético independente, agrupou juntamente cemepas dé. caviae

Os isolados, controle desse estudo AerZg8dmonas cavigee Aer337 Aeromonas
jandaei)nao foram incluidos nesta analise porque haviaongiaps nas sequéncias dos genes

housekeeping em estudo, que poderiam afetar caatiehto resultante.
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Figura 7 - Arvore filogenéticangighbor-joining derivada de sequéncias concatenadas de regiddisaates
completas dos gengyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA e dnaX.

A. australiensis CECT 8023
Aer294 Aeromonas spp.
A. veronii B565

A. finlandiensis 4287D

A. allosaccharophila CECT 4199
A, lacus Ael22

A. sobria CECT 4245
A. salmonicida A449
A. bestiarum CECT 4227
A. popoffii CIP 105493
A. trota CECT 4255T

100— Aer371 A.trota

100— A. dhakensis AAK1

Aer283 A.dhakensis

A. hydrophila ATCC 7966
100—Aer284 A.hydrophila

A. media WS

A. taiwanensis LMG 24683
A. sanarellii LMG 24682

icaviaeCHlZQ

caviaeCHZ306

Aer593 Aeromonas spp.

_100] [ caviaeBWH65
caviaeLL12

- caviaeFDAARGOS

— caviacCECT4221

&caviaeSLM

caviaeA23

caviaeAe398

A. bivalvium CECT 7113

A. rivuli DSM 22539

A. encheleia CECT 4342

A. tecta CECT 7082

A. aquatica Ae235

100—A. eucrenophila CECT4224
A. simiae CIP 107798
A. diversa CDC 2478-85

100 A. schubertii W11483

100
Salmonella enterica CT18

0.05

Fonte: A autora
Nota: Relacdo de cinco isolados éderomonasem estudo (negritog¢ 25 cepas de referéncia de espécies do
género. Grupo externo representado pelo géB8ahmonella NUmeros préximos aos nés indicam os valores de

bootstrap(porcentagem de 1000 replicatas).
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9.6 Analise filogenética baseada noore genoma

Como prova adicional da relacdo do isolado Aerx88 as demais cepas Aecaviae
foi feita a inferéncia filogenética baseada ¢are genoma com 12 cepas @&romonas
caviae incluindo o isolado Aer268A( caviag, controle desse estudo, e outras sete espécies
evolutivamente proximas d&. caviae(A. medig A. eucrenophilaA. aquatica A. sanarelli,
A. taiwanensisA. encheleiae A. tectg. O core genoma entre esses isolados resultou num
total de 863 genes que foram alinhados e a anawte per visualizada na Figura 8.

Figura 8 - Arvore filogenética a partir do core gera. Relacdo do isolado Aer593 com cepas de Aerasnon
caviae e outras sete espécies de Aeromonas intimemetacionadas.

Aeromonas media
Aeromonas encheleia
100 Aeromona$ tecta

100 _:Aeromonas aquatica
100 Aeromonas eucrenophila
_:Aeromonas sanarellii
100

Aeromonas taiwanensis

100

100

_[ Aer268 A.caviae
A. caviae CECT4221
100l — A. caviae Ae398
A. caviae YL12
0— A, caviac A23
1 1 A. caviae CH129
A. caviae CHZ306
100(— Aer593 Aeromonas spp.
86— A. caviae 8LM
E A. caviae BHW65
A. caviae FDAARGOS75
[A. caviae L12
100— A. caviae CECT838

10

0.005

Fonte: A autora

Nota: Relacéo do isolado Aer593 e 12 cepasAdeomonas caviae sete espécies deromonas Nimeros
proximos aos nos indicam os valoreshdetstrap(porcentagem de 1000 replicatas).
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9.7 Analise do genggyrB como marcador individual

A fim de avaliar a estabilidade do gegpeB como marcador evolutivo para o género
Aeromonaspma arvore filogenética foi gerada pelo métodmeighbor-joiningconstruida a

partir do alinhamento de 2432 pb do gggeB e esta apresentada na Figura 9.

De uma forma geral, as espécies controle agrupacamas respectivas espécies de
referéncia. Entretanto, a espégieromonas sanarelliagrupou com as cepas Aeromonas
caviae e o0 isolado Aer593, formou um ramo monofilético dpdndente. Traduzindo a
sequéncia de nucleotideos em sequéncias de andosaoi mesmo resultado foi observado

(dados ndo mostrados).



Figura 9 — Arvore filogenétican€ighbo-joining) a partir da CDS completa (2432 pb) do ggyrB.

{‘ca\«'iaeAB
caviaeCECT4221
_{ caviaeCH129
caviaeCHZ306
EcaviaeBWH()S
caviaeFDAARGOS
— caviaeL12
— A. sanarelli LMG 24682
EcaviacSLM
caviacAe398
Aer593 Aeromonas spp.
A, taiwanensis LMG 24683
1007—A. hydrophila ATCC 7966
Aer284 A. hydrophila
1oo— A. dhakensis AAK1
Aer283 A.dhakensis

ﬂ{_— A. lacus Ael22
Aer337 A. jandaei
|__[— A trota CECT 4255T
100 Aer371 A. trota

A. bivalvium CECT 7113
A. australiensis CECT 8023
Aer294 Aeromonas spp.
A. veronii
A. finlandiensis 4287D
A. saccharophila CECT 4199
A. sobria CECT 4245
A. media WS
A.rivuli DSM 22539
A. bestiarum CECT 4227
A. popoffii CIP 105493

A salmonicida A449
A tecta CECT 7082

100 A eucrenophila CECT4224
’_E A. aquatica AE235
A. encheleia CECT 4342
A. simiae CIP 107798
W‘—EA, diversa CDC 2478-85
10— A schubertii W11483
Salmonella enterica CT18

100

99

0.05

Fonte: A autora

Nota: Relacao de seis isolados Aeromonaem estud@ 25 cepas de referéncia de espécies do géner
destaqué\. sanarelliagrupada com as cepasA.caviae Grupo externo representado pelo géiSalmonella
NuUmeros préximos aos nos indicam os valorebootstrap(porcentagem de 1000 replicat
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9.8 Analise do genepoD como marcador individual

A mesma andlise foi feita com o germD para avaliar o0 poder desse gene como
marcador evolutivo para o géneAeromonas.A arvore filogenética gerada a partir do

alinhamento de 1815 pb do gepeD é apresentada na Figura 10.

E possivel observar que todas as espécies comtgolearam com as respectivas
espécies referéncia. A espééieromonas sanarelligue havia agrupado com as cepas de
Aeromonas cavia@a analise pelo gergyrB, formou um ramo monofilético independe do
ramo deA. caviae Além disso, a arvore obtida somente com o gpoP foi semelhante a
obtida com os seis gendwusekeeping Traduzindo a sequéncia de nucleotideos em

sequéncias de aminoacidos, o0 mesmo resultado $enaddo (dados ndo mostrados).
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Figura 10 — Arvore filogenética¢ighbor-joining a partir da CDS completa (1815 pb) do ggud.

caviaeBWHG635
caviaelL12

caviaeAe398
caviaecFDAARGOS
caviaeS8LM

caviacCH129
caviaeCHZ306
caviaeCECT4221
caviaeA23

Aer593 Aeromonas spp.
A. taiwanensis LMG 24683
—A. sanarellii LMG 24682
A. trota

100~ Aer371 A.trota

100— A.dhakensis
Aer283 dhakensis
199 A. hydrophila
100— Aer284 hydrophila

A. media WS
A. encheleia CECT 4342
A. eucrenophila CECT4224
A. aquatica Ae235
A. tecta CECT 7082
10or—A. bestiarum CECT 4227
97 —LA. popoffii CIP 105493
A. salmonicida A449
A. sobria CECT 4245
93 A.lacus Ael22
— 87 _EAer337 jandaei
100r—A. australiensis CECT 8023
Aer294 Aeromonas spp.
A, allosaccharophila CECT 4199
A. finlandiensis 4287D
A. veronii B565
A. bivalvium CECT 7113
99 A. rivuli DSM 22539
A. simiae CIP 107798

A, diversa CDC 2478-85
99
W':A. schubertii W11483

100

92
98

85
99

Salmonella enterica CT18

"0.03

Fonte: A autora
Nota: Relacdo de seis isolados leromonasem estude 25 cepas de referéncia de espécies do génermpo Gru

externo representado pelo génealmonella NUmeros préximos aos nés indicam os valoresboetstrap
(porcentagem de 1000 replicatas).
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9.9 Caracterizacéo bioquimica dos isolados

O resultado dos testes bioguimicos utilizando tssde identificacdo comercial API®
20E BioMérieu® podem ser visualizados na Tabela 11 e do API 2(Bl&Mérieuy na
Tabela 12.

Tabela 11 Resultado dos testes bioquimicos API 20E.

APl 20E A. caviae Aer 593 A. caviae A. caviae Aer. 294
ATCC 15468 268 350

ONPG + + + +
ADH - + . -
LDC : : : : :
oDC - - - - .
CIT : : : : :
H2S - - - - .
URE - - - - -
GEL -
GLU
MAN
INO - - - - -
SOR - - - - -
RHA - - - - -
SAC + + + + +
MEL - - - - -
AMY - - - - +
ARA + + + + e
OX + + + + +

Fonte: A autora

Legenda: ONPG- B-Galactosidase; ADH- arginina dehidrolase; LDCinbs descarboxilase; ODC- ornitina
descarboxilase, CIT- utilizacdo de citrato, H2Seducdo de sulfeto de hidrogénio; URE- urease, GEL-
gelatinase. Testes de fermentagéo/oxidagéo: GLitesg; MAN- manitol; INO- inositol; SOR- sorbitdRHA-
ramnose; SAC- sucrose; MEL- melibiose; AMY- amidali ARA- arabinose, OX- oxidase.

Tabela 12 Resultado testes bioquimicos API 20NE.

(continua)
APl 20NE A. caviae Aer 593 A. caviae A. caviae Aer 294
ATCC 15468 268 350

NO3 + + + +
TRP + + +

GLU + + + +
ADH - + - - +
URE - - - - -
ESC + + + + -
GEL + + + + -
PNPG + + + + +
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Tabela 12 Resultado testes bioquimicos API 20NE.
(concluséo)

API 20NE A. caviae Aer 593 A.caviae A.caviae  Aer 294
ATCC 15468 268 350
GLU -+ -+ + + -+
ARA + + + + -
MAN -+ + + -+ -
MNE - - - - +
NAG -+ -+ + -+ -+
MAL
GNT + + -+ + +
CAP - + -+ - -
ADI - - - - -
MLT + + + - +
CIT - -t -t - -
PAC - - + - -
OX + + + + +

Fonte: A autora

Legenda: -+ = Reag¢Bes fracamente positivas. NO3- reducéo tdataia nitrito; TRP-indol; GLU- glicose;
ADH- arginina dehidrolase; URE- urease; ESC- esailiGEL- gelatinase; PNP@G-galactosidase. Testes de
assimilacdo: GLU- glicose; ARA- arabinose; MAN- ritah MNE- manose; NAG- n-acetil glucosamina; MAL-
maltose; GNT- gluconato de potassio; CAP- acidoricAp ADI- acido adipico; MLT- malato; CIT- citrato
PAC- &cido fenilacético. OX- oxidase.

9.10Genes de resisténcia a antimicrobianos encontradass genomas dos isolados de

Aeromonasspp.

Os genes de resisténcia encontrados nos genomedakos em estudo, com as
respectivas identidades podem ser visualizadoshedat 13.

Tabela 13 Genes de resisténcia a antimicrobiarmmné&ados nos genomas em estudo.

ISOLADO ESPECIE Genes de Resisténcia Identidade (%)
Aer294 Aeromonas spp. blaOXA-12 93,81
Aer593 Aeromonas spp. blaOXA-504; blaMOX-6 99,75; 97,83
Aer268 Aeromonas caviae blaMOX-6; blaOXA-504 97,92; 99,87
Aer283 Aeromonas dhakensis ampH; blaKPC-9; cphA2; 97,47; 98,36; 94,90;

blaMOX-6 81,77
Aer284 Aeromonas hydrophila ampH; cphA1; blaTRU 98,57; 95,69; 78,41
Aer337 Aeromonas jandaei  blaOXA-12; cphAl; blaMOX-6; 97,48; 93,15; 84,41,
mcr-3.5 98,64
Aer371 Aeromonas trota blaTRU 97,48

Fonte: A autora
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9.11.Presencga de genes de viruléncia nos genomas em @stu

A presenca de genes de viruléncia foi avaliadavédrala anotagdo automatica pelo
RAST server Na Figura 11 encontra-se uma representacdo dongedo isolado Aer294,
onde € possivel visualizar (seta) a parte refer@gnes relacionados com a viruléncia nesses
isolados, tendo sido encontrados um total de 96egeRara o isolado Aer593 foram
encontrados 91 genes, para o Aer2@8 €aviael04 genes, para o Aer283A-dhakensi®6
genes, para Aer284 A. hydrophila95 genes, para o Aer337A- jandaei89 genes e para o
Aer371A. trota90 genes.

Em geral os genes encontrados estéo relacionadosilalade e quimiotaxia, resposta

ao stresse, sistemas de secregao e produgio dastoxi

Figura 11 — Representacdo do genoma do isoladd®Agnzdito pelo RASEerver

B co-fatores, vitaminas, grupos prostélicos, pigmentos (278)

B parede celular e capsula (206)

B viruléncia, doenca e defesa (96)

B metabolismo do potassio (32)
diversos (37)

W fagos, profagos, elementos de transposicgo e plasmideos (5)
transporte de membrana (189)

W aquisicdo de ferro & metabolismo (45)
metabolismo de RNA (230)

B nucleotideos e nucleosideos (121)

| metabolismo de proteinas (308)

W divisée celular e ciclo celular (41)
motilidade e quimiataxia (179)

B regulagao e sinalizagio celular (B4)
metabolismo secundario (4)
metabolismo de DNA (146)

M Acidos graxos, lipidios e isoprendis (120)

H metabolismo do nitregénio (46)

B dorméncia e esporulagao (7)

W respiracao (136)

M resposta ao stress (153)
metabolismo de composlos aromaticos (8)
aminodcidos e derivados (465)
metabolismo do enxofre (37)
metabolismo do fosfora (48)
carboidratos (408)

Fonte: A autora
Nota: Seta aponta a porcao representativa do genomaamquént genes relacionados a viruléncia no isolado
Aer294.
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10 DISCUSSAO

A taxonomia do génerderomonasé reconhecidamente complexa. Desde quando o
género foi proposto, passou por diversas reclaasiies e por isso identifica-las em nivel de
espécie € um problema que microbiologistas clinemsontram. Por exemplo, a espécie
Aeromonasculicicola (PIDIYAR et al., 2002) foi descrita inicialmenteorphibridizagao
DNA-DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA; poster@mte outros grupos de pesquisa
independentes fizeram inferéncias de relacdo denfemco dessa espécie dentro do género
Aeromonase foi visto por diferentes metodologias como segiemento de genes
housekeeping por testes bioquimicos gue culicola e A. veronii eram semelhantes e
deveriam ser sinonimizadas apenas cofnoveronii (HUYS; CNOCKAERT; SWINGS,
2005. O mesmo aconteceu com a espéseromonas ichthiosmigue foi inicialmente
descrita pela sequéncia do gene 16S rRNA e pelicteAFLP e apds analises fenotipicas e
de hibridizacdo DNA-DNA foi visto que essa espéaimbém deveria ser sinonimizada como
A. veronii (HUYS; KAMPFER; SWINGS, 2001).

Outros exemplos de espécies que foram sinonimizafdsam Aeromonas
enteropelogenes Aeromonas trotaque apdés diversos testes bioquimicos e de expetis
de hibridizacdo DNA-DNA n&o mostraram quaisqueerdincas entre as espeqi®BARTIN-
CARNAHAN; JOSEPH, 2005). Além desses exemplos, @éae Aeromonas sharmana
descrita com base apenas no gene 16S rRNA foi ridado géneréd\eromonasapos estudos
filogenéticos utilizando o gengyrB e rpoD e de apresentar diversas caracteristicas
bioquimicas atipicas para o género (SAAVEDRA; FIRMS; MARTINEZ-MURCIA,
2006).

Esses problemas de reclassificacdo devem-se erdegpmarte a falta de um padrao
definido de quais sdo as etapas necessarias pamécde de novas espécies deste e de outros
géneros bacterianos. Apesar desses problemas t@demdiscutidos pelo subcomité de
Taxonomia de Vibrionaceae, nenhum padrdo paraid@sade novas espécies foi publicado
(NAIR; HOLMES, 2005).

Em um estudo de Silva (2015) realizado no deparitonge microbiologia do IAM
foram utilizados 119 isolados d&eromonasspp. pertencentes aacervo bioldgicodo
instituto em uma analise filogenética utilizandag@ncias dos genes 16S rRNAgwB.
Cepas de referéncia hydrophilaATCC 7966T A. veroniiATCC 35624T €A. caviaeATCC
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15468T foram usadas como controle. As sequénciamideotideos dos genes 16S rRNA e
gyrB foram alinhadas separadamente e concatenada$ (3% foi construida uma arvore
filogenética destes isolados Aeromonasspp, considerando um valor daet offde 97% de
identidade para considerar os isolados pertencent@ésma mesma espécie, com base nas
sequéncias do gemyrB (YANEZ et al, 2003). Para o gene 16S rRNA nao existe um valor
de cut off estabelecido para identificacdo de espéciedelemonasDestes 119 isolados, 79
(66,4%) agruparam com a espeédiecaviae 17 (14,2%) conA. veronij 11 (9,2%) comA.
aquariorum 4 (3,4%) comA. trota 4 (3,4%) comA. hydrophilae 2 (1,7%) conA. jandaei
Todas as espécies se posicionaram em ramos indgpesdna arvore. Entretanto, dois
isolados (Aer294 e o Aer593) ndo agruparam com urmaahdas espécies do género,
indicando que esses isolados eram diferentes gasies deAeromonagelatadas até aquele

momento.

Diante da possibilidade de descricdo de duas prssinovas espécies e da
necessidade de identificagcdo desses isolados, fot#idos os genomas desses isolados

juntamente com o de outras cinco espécieSatemonaspp. do acervo biolégico do IAM.

Foi possivel perceber que mesmo para os ggymse rpoD a taxa de substituicdo
nucleotidica é baixa, resultando em alta identidadesmo entre espécies diferentes,
confirmando dados da literatura que somente atrd@émalise filogenética utilizando genes
housekeepingoncatenados é possivel realizar a classificap@mbmica déeromonaspp.

A fim de esclarecer a posicdo taxondmica desses idolados, inicialmente foram
utilizadas sequéncias parciais concatenadas degseeshousekeepinggyrB, rpoD, recA,
dnal, gyrA e dnaX) para gerar a arvore filogenética. Essa metodalagm sendo utilizada
tanto parainferéncia evolutiva do género (LOREN; FARFAN, FUST2014) quanto na
descricdo das espécies mais recentemente publipada® génerderomonagFIGUERAS
et al., 2017).

Neste estudo foi visto que, por essa metodologiapalogia da arvore filogenética
gerada ficou coerente com as Ultimas arvoresAdemonasapresentadas na literatura,
inclusive as espécies utilizadas como controle@gam com as suas respectivas espécies de
referéncia com altos valores beotstrap ou seja, as relacdes entre as espécies dest®,géne
foram consistentes com as Ultimas arvores filogea®publicadas para o généxeromonas
(FIGUERAS et al., 2017; MARTINEZ-MURCIA et al.,20116
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O isolado Aer593, que estava identificado someoteodAeromonasspp., formou um
ramo monofilético independente, sendo o resultadt@chica MLPA com sequéncia de genes
housekeepingparciais, consistente com os resultados apresentpdlo estudo de Silva
(2015) utilizando somente as sequencias dos geSae&I8SA egyrB. Sendo essa, mais uma

evidéncia de que o isolado Aer593 se tratava denawa espécie do género.

O outro isolado que havia formado um ramo monddibéindependente no estudo de
Silva (2015) (Aer294), sugerindo que esse isoladtvatava de uma nova espécie do género,
apos a analise de MLPA agrupou com a esp@ei®monas australiensissolada de um
sistema irrigacdo na Australia. Inicialmente, umalige do gengyrB erpoD sugeriram que
esse isolado se tratava de uma nova espécie doog@&mds uma analise das sequéncias
concatenadas dos gergsB, rpoD, recA, dnal, gyrA e dnaX essa hipoétese foi confirmada e
reafirmada apds experimentos de hibridizacdo DNAADNtambém por testes fenotipicos
onde a incapacidade de producéo de acido a parfr-mhanitol foi um importante marcador
para essa espécie (ARAVENA-ROMAN et al., 2013).

A espécieA. australiensisndo foi incluida no estudo de Silva (2015) pois havia
sequéncias dos genes 168yeB disponiveis na base de dados do NCBI na époestdao.
O isolado Aer294 foi obtido a partir de uma copitaoa de um paciente durante o surto de
diarreia em S&o Bento do Una em 2004. N&o existetro® relatos de isolamento de
australiensisem isolados clinicos na literatura e este é umortapte achado, visto que
mostra que essa espécie ndo esta restrita geagnafite ao local de onde foi isolada, sendo
ubiqgua ao meio ambiente como outras espécies derqgébem como também mostra o
potencial patogénico ao homem, uma vez que foadsoble um paciente com gastroenterite.
Recentemente essa espécie também foi identificad® garte da microbiota do filé da
carpa-cabecudaA(istichthys nobili}, através da identidade pela sequéncia do gene 16S
rRNA com identidade de 99,5% para esse gene (LHIL,e2016).

Comparando o resultado do MLPA com os resultados1dbDI-TOF-MS realizado
€ possivel perceber que apesar de a maioria désiesperem resultados concordantes entre
o MALDI-TOF-MS e a andlise filogenética, para oslaslos Aer294 e Aer283 essa técnica
nao identificou corretamente esses isolados eml wmigeespécie. O isolado Aer294 foi
identificado por MLPA coma@A. australiensise por MALDI-TOF-MS comoA. veronii.
Embora cscoretenha resultado >2,00 isso ndo garante a ideatdiw pois, conforme relatado
por Vavrova et al. (2015) para espécies novas centemente descritas 0 MALDI-TOF-MS

pode levar a grande numerosimresfalso-positivos e, portanto, a conclusfes equivasald
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identificacdo de alguns isolados. Vavrova et @16 também destaca que algumas espécies
patogénicas oportunistas como dhakensis A. taiwanensise A. sanarellii podem acabar
sendo identificadas como outras espécied@&®monassem relevancia clinica. Outro ponto
destacado € que uma vez que a base de dados gpdBiatimentou o nimero de novas cepas
de Aeromonaso numero de espécies identificadas incorretanamigentou 28%, mostrando
gue para o0 génerderomonas aumentar a base de dados nao significa um aumento

proporcional no niumero de identificacbes corretas.

O isolado Aer283 foi identificado por analise fibogetica com@deromonas dhakensis
e por MALDI-TOF-MS comoAeromonaganedig porém, com um score < 2,00 que indica
confiabilidade apenas sobre o género do isoladmolado Aer593, que ndo agrupou com
nenhuma das espécies na analise filogenética, pOLDMTOF foi identificado como
Aeromonas cavigeeom um score >2,00, sendocaviaea espécie que esse isolado mais se

aproximou na arvore filogenética.

Juntos esses resultados corroboram a andlise ideeSlal. (2015) que comparou
métodos moleculares de identificacao utilizandgeses 16S rRNAgyrB erpoD e a técnica
de MALDI-TOF e viu que a identificacdo por MALDI-TOpara os isolados testados so6 foi
correta em92,3% ndo sendo, portanto, suficiente para identifilsaromonasem nivel de
espécie, sendo a analise filogenética com ghaasekeepingssencial para esse propdsito,
confirmando o observado por Vavrova et al. (2015).

Os isolados em estudo também foram submetidos garagéo gendmica por
GGDC-DDH e ANI como complemento para identificac&o.hibridizacdo DNA-DNA,
tradicionalmente utilizada por taxonomistas comdr@a-ouro para identificacdo de novas
espécies e para comparacdo de distancias genéintess microrganismos, vem sendo
substituida por novos métodos de comparaces geagmmwmo a hibridizacao silico GGD
e pelo ANI, tanto por mostrarem correlacdes conbadizacdo DNA-DNA tradicional como
por apresentar baixos indices de erro (AUCH et28110; KIM et al.,2014). Além disso a
hibridizacdo DNA-DNA € uma técnica laboriosa, décii reproducdo e propensa a erros
(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Tortoli (2017) utilando o génerdlycobacterium
como exemplo, afirma que o genoma completo devaraerequisito primario para descricao
de novas espécies bacterianas e que o0 GGD e o @&Nhdser calculados com as espécies
mais intimamente relacionadas, pois esses métadtasneque duas espécies similares sejam
descritas como diferentes e, além disso, a carzeté@o gendmica evita a necessidade de uma

detalhada caracterizacéo fenotipica.
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Esses métodos j& vém sendo utilizados como suporeresultados das analises
filogenéticas com gendwusekeepinga descricdo de novas espécies do géeromonas
como na descricdo das espédesomonas aquaticdAeromonadinlandiensise Aeromonas
lacus (BEAZ-HIDALGO et al., 2015) e recentemente para espéciesAeromonas
intestinalis Aeromonas entérica Aeromonas crassostreaee Aeromonas aquatilis
(FIGUERAS et al., 2017).

Portanto, esses métodos deram suporte para confiueao isolado Aer294 se tratava
de A. australiensisuma vez que apresentou resultado 71,5% no GGDE€,66% no ANI
guando comparado com a cepa CECT8023 .daustraliensis.Da mesma forma, a analise
indica que o isolado Aer593 nédo se trata de uma espécie como sugerido pelas analises
filogenéticas tanto dos genes 16S-gyrB (SILVA, 20Ifuanto do MLPA utilizando
sequencias parciais dos seis gehessekeepinge sim, que é uma cepa fe caviae.Da

mesma forma, a andlise do ANI evidenciou que ocatmlAer593 pertence a espédie

caviae

Tendo em vista que na analise filogenética por MLRIAzando sequéncias parciais
de seis gendsousekeepinggyrB, rpoD, recA, dnal, gyrA e dnaX) o isolado Aer593 formou
um ramo monofilético independente, foram realizatigess analises adicionais para confirmar
a posicao desse isolado em relacdo as outras esmEcigénero: 1) utilizando as sequéncias
completas a partir dos genomas dos mesmos seis gensekeepindgyrB, rpoD, recA,
dnal, gyrA e dnaX); 2) fazendo uma analise filogenética a particdoe genoma. Para estas
analises, foram incluidas nove cepasAdeaviaee, em ambas as analises, o isolado Aer593

agrupou com as demais cepasddeaviaeconfirmando a posi¢céo taxondmica deste isalado

Em relacdo aos genggrB erpoD sendo utilizados como marcadores individuais para
inferir relacdes entre as espécies do géAeromonaso genegyrB ndo conseguiu separar a
espécieA. sanarellidas demais espécies ecaviae ndo devendo, portanto, ser usado como
marcador taxondémico, diferentemente do que foi @stp por Yanez et. al.,, 2003. O gene
rpoD se mostrou um bom marcador taxondémico indivighaah identificacdo das espécies do
género. Figueras e Beaz-Hidalgo (2015) ja havidatago o bom poder de resolucdo do
rpoD, e nas ultimas espécies descritas para o génaiaJmente foi feita uma arvore apenas
utilizando este gene, onde quatro cepas formaramagandependente das demais espécies do
género e estas foram confirmadas como novas espap@s realizacdo de MLPA com os
genespoD, gyrB, gyrA, recA, dnal ednaX e isDDH FIGUERAS et al., 2017).
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Embora muito utilizada na literatura, a técnica MEPA a partir de sequéncias
parciais dos gendsousekeepinge Aeromonagode levar a conclusfes equivocadas sobre a
posicdo de determinados isolados. O presente h@lokscreve uma metodologia robusta e
confiavel para classificar taxonomicamente isoladeg®\eromonas atravées de MLPA com
sequéncias completas de gemesisekeepingu através da analise filogenética pelo core
genoma, ambos aliados a analise de isDDH e ANlefta assim, identificar e classificar as
espécies deAeromonas sppde forma mais criteriosa, evitando as reclassifieacque

ocorrem dentro desse género bacteriano frequentemen

Em geral, todos os testes bioquimicos realizadt®o ede acordo com o que foi
esperado para cada uma das espécies testadamdaausolado Aer593, que teve resultados

bioquimicos compativeis com as espécieé.deaviae

Em relacdo aos genes de resisténcia encontradiss &stdo relacionados com a
resisténcia a antimicrobianos beta-lactamicos,sa@nesisténcia a essa classe de antibioticos
a mais problematica para o génelANIDA; ABBOTT, 2010)

Um fato interessante foi encontrar o gdrlaKPC-9 no isolado deéA. dhakensis
(Aer283), porque este isolado foi obtido quatrosaantes do primeiro relato iéakKPC no
Brasil (MONTEIRO et al., 2009). No entanto, sdoessarios experimentos de confirmagéo

sobre a identidade do mesmo, bem como testes pesusti

Conforme ja havia sido apontado por Silva et @17 muitos genes relacionados a
viruléncia foram encontrados, reforcando o poténeiaulento dessas bactérias e a
necessidade de controle de contaminacdo por esaatribs, principalmente no

abastecimento de agua.
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11 CONCLUSOES

a) O MALDI-TOF MS s0 € um meétodo confiavel paradentificacdo de isolados de

Aeromonasm nivel de género;

b) As analises filogenéticas mostraram que osidolados ndo eram duas novas espécies

do génerdAeromonag sim cepas de espécies ja descritas;

c) Os resultados desse estudo mostraram que ogyeBendo deve ser usado como

marcador taxondmico para espécief\deomonas

d) O genepoD se mostrou um bom marcador taxonémico para espéefAeromonas;

e) A melhor forma de descricdo novas espécieA@®monasé através da analise
filogenética pelo core genoma aliada a métodosodgaracdo gendmica como isDDH e
ANI;

f) Os isolados déderomonasem estudo albergam genes de resisténbitalactamicoge
possuem potencial virulento, porém, um estudo rdatalhado acerca do papel desses
genes na patogenicidade dos isolados € necessario.
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ANEXO A - Genes parciais utilizados na técnicMultilocus Phylogenetic Analysis
MLPA disponiveis na base de dados GenBank/NCBI

9

(continua)
N° de N° de N° de N° de N° de N° de
ESpéCie - Cepa acesso acesso acesso acesso acesso acesso
Aeromonas gyrB rpoD recA dnal gyrA dnaX
A CECT | 110442746 HQ442791 HQ442926 HQ4430M8 HQA43174 HQAA24
hydrophila 839
A. CECT ] ]
i | Ceol | HQA42680| HQ442843 HQ442955 HQ442979  HQ443089  HQABZ4
A. sobria szig HQA442698| HQ442867 HQA442940 HQ443076 HQA443148 HOQAA24
A. media 3'522’2 HQA442709| HQ442783 HQA442972 HQ443012 HQ443134 HQEA5
A. veronii szg HQA442728| HQ442833 HQ442970 HQ443060 HQA443160 HOQEA24
A. caviae ngg HQ442748| HQ442790 HQ442921 HQ443008 HQ443146 HQ2224
A CECT ] ]
coberti | dagg | HQ442755| HQ442809 HQ442876 HQ443088 HQ443198 HQEE2S
A. CECT
eucrenophi-| °C7 | HQ442657| HQ442770 HQ442892 HQ443015 HQ43115  HQEAZS
la
A. jandaei 3'52(27; HQ442736| HQ442840 HQ442915 HQ443074 HQ443185 HQBEE24
A. trota (34'52(5\'; HQ442718| HQ442822 HQ442933 HQ443088 HQ443187 HQAA24
A. CECT
allosaccha- | G0 | HQ442733| HQ442823 HQ442961 HQ443058 HQ443156 HQEAZ4
rophila
A. encheleia 3'532; HQA442655| HQ442778 HQA442884 HQ4430R5 HQA443139 HQ@E24
A, CECT ]
e | Gy | HQ442683| HQ42854 HQ442949 HQ442988 HQ443097 HQEAZ4
A-popoffii | FST | HQ442693| HQ442853 HQ442041 HQ442005 HQ443108  HQEAZ4
A. simiae 15'7'598 HQ442758| HQ442811 HQ442869 HQA4430B1 HQ443191 HQZ&25
A. TS::]JSCO_ (35%%1 HQ442671| HQ442812 HQ442877 HQA443000 HQ443110 HQUA25
A. bivalvium (:7Elc1:; HQ442703| HQ442817 HQ442882 HQ443086 HQ443141 HQZA2S
A CECT ]
aquaronum | 720 | HQ442712| HQ442793  HQ442008 HQ443050 HQA43L66  HQEA24
A. tecta (:7%(;; HQ442662| HQ442762 HQ442895 HQ4430p0 HQ443122 HQE225
L CECT )
A.piscicola | 70T | HQ442690| HQ442859 HQ442054 HQA42002 HQ443100 HQE424
— | cect J
Afuvialis | 75T | FJ603455| FJ603453  FJ603457  FJ603454  FJ6034S6  HEA424
A. sanarelli (:75(8; FJB07277| FJ472929  FJ472931 FJ807479  FJB07276  HQ&@425
A CECT j
. . FJ807272| FJA72928 FJA72930 FJ807470 FJBO7W274 HQHA24
taiwanensis 7403
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ANEXO A - Genes parciais utilizados na técnicMultilocus Phylogenetic Analysis
MLPA disponiveis na base de dados GenBank/NCBI

(concluséo)

N° de N° de N° de N° de N° de N° de
ESpéCie - Cepa acesso acesso acesso acesso acesso acesso
Aeromonas gyrB rpoD recA dnal gyrA dnaX
CECT
A diversa | 4254T- | HQ442756| HQ442808 HQ442872 HQA4430B4 HQ443194 HQB425
G501
- DSM ] ]
A. rivul ooang | FI960434| FJ969433 1969435 FJ969432  FI969436  HQA425
A MDC | HQ442702| HQ442864 HQ442978 HQ443080 HQ443164 HQaEZ4
cavernicola 2508
A cect | N4-CDD
. HO100007 | FN773335| HE611953 HE611954 HE611952 HE611951
australiensis 8023
4
A. aquética %%gg HG970927| HG970949 HG970938 HG970894 HG970916 HGEF(9
A. CECT
finlandiensi | G5! | HG970923| HGO70943 HG970934 HG970890 HG970912  HGETZG9
S
CECT ]
A. lacus | He970025| HG970047 HG970936 HGO70892 HGO70914  HGSF(
A | p2GIT | HG799676| HG799690 KP003834 KP003885 KP003841 KPODIS
rivipollensis
A. lusitana ';'E% HQ442676| HQ442768 HQ442903 HQA443083 HQ443126 HQUA25
A1 CECT 1 1630717 | LT630710| LT630731 LT630738 LT630724 LT68B7
intestinalis 8980
A. entérica %%g LT630718 | LT630711| LT630732 LT630730 LT630725 LT6867
A CECT J )
LT630719 | LT630712| LT630733 LT63074D LT630726 LT6307
crassostreae 8982
A. aquatilis %%gg LT630723 | LT630716| LT630737 LT630744 LT630730 LT6307
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ANEXO B - Genomas utilizados para as analises do tado disponiveis Reference
Sequence DatabafeCBI

Espécie CEPA Genoma (Ref.Seq.)
A. hydrophila ATCC 7966 NC_008570.1
A. salmonicida A449 NC _009348.1
A. sobria CECT 4245 NZ_CDBWO00000000.1
A. media WS NZ_CP007567.1
A. veronii B565 NC_015424.1
A. eucrenophila CECT4224 NZ_CDDF00000000.1
A. schubertii WL1483 NZ_CP013067.1
A. trota CECT 4255T NZ_CDDE00000000.1
A. allosaccharophila CECT 4199 NZ_CDBR00000000.1
A. encheleia CECT 4342 NZ_CDDI00000000.1
A. bestiarum CECT 4227 NZ_CDDAO00000000.1
A. popoffii CIP 105493 NZ_CDBI00000000.1
A. dhakensis AAK1 NC_019014.1
A. simiae CIP 107798 NZ_CDBY00000000.1
A. bivalvium CECT 7113 NZ_CDBT00000000.1
A. tecta CECT 7082 NZ_CDCAO00000000.1
A. sanarellii LMG 24682 NZ_CDBNO00000000.1
A. taiwanensis LMG 24683 NZ_BAWKO00000000.1
A. diversa CDC 2478-85 NZ_APVG00000000.1
A. rivuli DSM 22539 NZ_CDBJ00000000.1
A. australiensis CECT 8023 NzZ_CDDHO00000000.1
A. aquatica AE235 NZ_JRGL00000000.1
A. finlandiensis 4287D NZ_JRGK00000000.1
A. lacus AE122 NZ_JRGMO00000000.1
Salmonella enterica CT18 NC_003198.1
A. caviae CH129 NZ_MDSD00000000.1
A. caviae CHZ306 NZ_MDSC00000000.1
A. caviae BWHG65 NZ_LESK00000000.1
A. caviae L12 NZ_JWJP00000000.1
A. caviae FDAARGOS NZ_JTBHO00000000.2
A. caviae CECT4221 NZ_CDBS00000000.1
A. caviae 8LM CP024198.1
A. caviae A23 NZ_LFX0O00000000.1
A. caviae Ae398 NZ_CACP00000000.1
A. caviae CECT838 NZ_CDBK00000000.1
A. caviae YL12 JOVP01000028.1




