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The floR gene is described in related literature as responsible for resistance to florfenicol,
which is a widely used antimicrobial agent in aquaculture. This gene has been reported in
many species of bacteria, including the genus Aeromonas. These bacteria cause high mortality
in fish farming bringing economic losses. It is important that studies of this gene and possible
mutations that can lead to changes in the structure and function of the protein. The aim of this
study was to characterize the floR gene in isolates of Aeromonas spp. and check if the presence
of this gene is associated with resistance to florfenicol in Aeromonas spp. obtained from the
San Francisco Valley. PCR (Polymerase Chain Reaction) were also performed to verify the
presence of the floR gene in 27 isolates of Aeromonas spp. Positive samples for the presence of
the gene were sequenced and analyzed for the presence of polymorphisms using alignments.
Different haplotypes detected were used for analysis with the SIFT and PolyPhen programs
for prediction of changes in protein function. The structural modeling of protein encoded by
the floR gene was performed using the Modeller software, and the models were evaluated
by Procheck, Verify3D and Whatif. The similarity of the dimensional structure of reference
protein with the dimensional structures of the proteins encoded by the different haplotypes
was compared by TM-align. Bacterial resistance to florfenicol was assessed by the microdilution
test, which was also performed in the presence of carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone
to verify the effect of inhibiting the efflux pump. 14 isolates were positive for the presence
of floR gene and 10 were sequenced and allowed the identification of three polymorphisms
in the floR gene, which led to construction of three different haplotypes (TAA TTA and CTG).
The analyzes carried out with the SIFT and PolyPhen programs showed that the TTA and TAA
haplotypes could probably change the protein structure-function. Proteins modeled for the
three haplotypes were found to have substantially the same structural conformation with each
other. All isolates presenting the gene were resistant to florfenicol and those who did not have
were sensitive. The test in the presence of carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone was
conducted for three isolates, representing each single haplotype and was observed inhibition
of bacterial growth at all concentrations independent of the haplotype. The results of this study
show that resistance to flofenicol in Aeromonas spp. may be explained by the presence of floR
gene and that this gene is associated with an efflux pump. Mutations observed in floR gene do
not appear to be involved with chenges in structure and function of the protein encoded by gene.

INDEX TERMS: FloR gene, florfenicol, Aeromonas spp., aquatic organisms, polymorphisms, protein
structure and function, antimicrobial resistance, poikilotherm animals, bacterioses.
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RESUMO.- O gene floR descrito é descrito pela literatura
como o responsavel pela resisténcia ao florfenicol, que é
um antimicrobiano amplamente utilizado na aquicultura.
Esse gene ja foi relatado em muitas espécies de bactérias,
inclusive no género Aeromonas. Essas bactérias causam alta
mortalidade na piscicultura trazendo prejuizos econémicos.
E importante que haja estudos sobre esse gene e possiveis
mutagdes que possam levar a altera¢des na estrutura e funcao
da proteina. Os objetivos desse estudo foram caracterizar
o gene floR em isolados de Aeromonas spp. obtidas do Vale
do Sao Francisco e verificar se a presenca desse gene esta
associada com a resisténcia ao florfenicol. Foram realizadas
reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para a presenca
do gene floR em 27 isolados de Aeromonas spp.. Amostras
positivas para a presenca do gene foram sequenciadas e
analisadas quanto a presenca de polimorfismos por meio
de alinhamentos. Os diferentes haplotipos detectados foram
utilizados para andlises com os programas SIFT e PolyPhen
para predicdo de alteracdo de func¢do proteica. A modelagem
estrutural da proteina codificada pelo gene floR foi realizada
com o programa Modeller e, os modelos foram avaliados pelo
Procheck, Verify3D e Whatif. A similaridade da estrutura
tridimensional da proteina referéncia com as estruturas
tridimensionais das proteinas codificadas pelos diferentes
haplétipos foi comparada através do TM-align. A resisténcia
das bactérias ao florfenicol foi avaliada através do teste de
microdilui¢do em caldo, o qual também foi realizado na presenca
do carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona para verificar o
efeito da inibicdo da bomba de efluxo sobre tal resisténcia.
Dos vinte e sete isolados avaliados quanto a presenga do gene
floR, 14 isolados foram positivos e 10 foram sequenciados, o
que permitiu a identificagio de trés polimorfismos no gene
floR, que levaram a construcdo de trés hapldtipos diferentes
(TAA, TTA e CTG). As analises realizadas com os programas
SIFT e PolyPhen apontaram que os haplétipos TTA e TAA
provavelmente poderiam alterar a estrutura e funcao da
proteina. As proteinas modeladas para os trés haploétipos
demonstraram possuir praticamente a mesma conformacgdo
estrutural entre si. Todos os isolados que apresentaram
o gene foram resistentes ao florfenicol e aqueles que nao
apresentavam foram sensiveis. O teste na presenca do Carbonil
Cianeto m-Clorofenil Hidrazona foi realizado para trés isolados,
cada isolado representando um haplétipo, sendo possivel
observar a inibicdo do crescimento bacteriano em todas as
concentragdes independente do haplétipo. Os resultados
obtidos nesse estudo mostram que a resisténcia ao flofenicol
em Aeromonas spp. pode ser explicada pela presencga do
gene floR, e que esse gene esta relacionado com uma bomba
de efluxo. As mutagdes verificadas no gene floR, parecem
ndo estar envolvidas com alteracao de estrutura e fungdo da
proteina codificada por esse gene.

TERMOS DE INDEXAGAO: Gene floR, florfenicol, Aeromonas spp.,
organismos aquaticos, polimorfismos, estrutura e funcdo proteica,
resisténcia antimicrobiana, tilapia, Orecohromis niloticus, pacama,
Lophiosilurus alexandri, animais poiquilotermos, bacterioses.

INTRODUCAO

Os peixes que sdo submetidos a cria¢des intensivas estao
mais predispostos a problemas relacionados com estresse do
que os peixes no seu estado selvagem. Alto teor de matéria
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organica, baixo nivel de oxigénio dissolvido na agua, bem como
o contato continuo com individuos podem contribuir para o
aumento da susceptibilidade dos peixes a infec¢gdes (Barton
& Iwama 1991, Dallaire-Dufresne et al. 2014).

Espécies de Aeromonas mesofilas, especialmente A. hydrophila,
tém sido associadas a mortandade de peixes em todo o mundo,
resultando em enormes perdas econdmicas (Janda & Abbott
2010). E conhecido que o género Aeromonas causa mortalidade
significativa tanto em 4agua doce quanto em dgua marinha
(Beaz-Hidalgo & Figueras 2013). Bactérias desse género
podem ser isoladas a partir de todos os nichos ambientais
onde existem ecossistemas bacterianos, tais como peixes,
alimentos, animais de estimacdo, invertebrados aquaticos,
passaros, carrapatos, insetos e solos (Janda & Abbott 2010).

Com o aumento do consumo de produtos da aquicultura,
apossibilidade de humanos contrairem infec¢des zoonédticas
pela manipulacdo ou ingestdo destes produtos também
aumenta, sendo que Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda,
Mycobacterium marinum, Streptococcus iniae, Vibrio vulnificus
e V. damsela sdo patégenos que tém sido associados a surtos
de doencas através do consumo de peixe (Haenen etal. 2013).

A piscicultura sofre atualmente graves perdas por
causa de doengas infecciosas, e a evolucido de cepas de
bactérias a resisténcia pode ser ocasionada pela utilizagio
de antimicrobianos, pesticidas e desinfetantes utilizados na
prevencdo de doengas e promog¢do do crescimento nessas
criagcdes (Pandiyan et al. 2013). A resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos pode vir através de uma variedade de
mecanismos, tais como mutagdo genética e transferéncia
horizontal de genes de resisténcia (Li et al. 2015).

Atualmente o florfenicol é um antimicrobiano bastante
utilizado no tratamento de enfermidades na piscicultura
(Fernandez-Alarcén etal. 2010). O florfenicol € um antimicrobiano
analogo fluorado do cloranfenicol e tianfenicol (Park et al.
2008). O cloranfenicol e o florfenicol representam inibidores
altamente potentes de biossintese de proteina bacteriana
(Schwarz etal. 2004). Segundo Li etal. (2015), o uso abusivo
de antimicrobianos na piscicultura faz com que as bactérias
enfrentem forte pressao de selecdo que pode levar a aquisi¢ao
de resisténcia.

Gordon et al. (2008) fizeram o primeiro relato do gene
floR (proteina de resisténcia ao florfenicol/cloranfenicol)
em Aeromonas bestiarum. Esse gene confere resisténcia ao
antimicrobiano florfenicol, que é amplamente utilizado na
piscicultura no tratamento de enfermidades (Fernandez-Alarcon
etal. 2010). A resisténcia ao cloranfenicol e florfenicol entre
Aeromonas spp. ¢é identificada com bastante frequéncia
(Piotrowska & Popowska 2014).

Vérios estudos relatam a presenca do gene floR em
bactérias mediando resisténcia ao florfenicol, como em
Edwardsiella ictaluri (Welch et al. 2009), Escherichia coli
(Du et al. 2004) e Samonella spp. (Doublet et al. 2004).
Segundo Du etal. (2004) O gene floR esta relacionado com a
codificagdo de uma bomba de efluxo. A proteina codificada
por esse gene pertence a familia de sistemas de efluxo da
Superfamilia dos Facilitadores Majoritarios (MFS) (Prosite
2016). Os sistemas de efluxo em bactérias protegem as células
dos antibiéticos por transportar ativamente os compostos
para fora do citoplasma e/ou periplasma e limitar assim o
seu acimulo em seu local de agao (Lynch 2006).
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O presente estudo teve como objetivos caracterizar o gene
floR em isolados de Aeromonas spp. obtidas do Vale do Sao
Francisco e verificar se a presenca desse gene estd associada
com a resisténcia ao florfenicol.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram utilizados 27 isolados de Aeromonas spp.
provenientes da bacterioteca do laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal do campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASE,
Petrolina/PE/Brasil. Esses isolados foram obtidos a partir do rim,
tegumento, intestino e lesdes de tilapias (Orecohromis niloticus) e pacamas
(Lophiosilurus alexandri) doentes. Os animais foram provenientes da
Barragem de Sobradinho/BA (9°43'094,93”S/40°82°38,27”0) e do
Projeto Bebedouro da CODEVASF/PE (9°06'50,93"S/40°18'724,56”0).
As coletas foram realizadas em 2008 e 2009. Esses isolados foram
previamente caracterizados por meio de suas caracteristicas
morfolégicas, tintoriais, bioquimicas (Quinn et al. 1994), e identificados
através de restricdo enzimatica (Ghatak et al. 2007).

Extracdo de DNA gendmico. Os DNAs dos isolados de Aeromonas
spp. foram termo-extraidos em um volume final de 500pl e armazenado
a-20°C conforme Sa et al. (2013).

Genotipagem do gene fIoR. A presenca do gene floR
nos isolados de Aeromonas spp. foi avaliada por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com a utilizacdo dos
iniciadores floR1 (5’-CCCGCTATGATCCAACTCAC-3’) e floR2
(5’-ACCCACATCGGTAGGATGAA-3") que amplificam um fragmento
de 803 pb do referido gene (Gordon et al. 2008).

Na reacdo foram utilizados os seguintes reagentes: tampdo
de enzima 1x (10mM de Tris-HCI Ph 8,5; 50mM de KCl), 2,5mM
de MgCl,, 0,4mM de dNTPs, 0,6uM de cada iniciador, 2,5U de Taq
polimerase (Taq Platinum, Invitrogen®) e 5uL. de DNA molde em um
volume final de 25uL. Os ciclos de amplificagdo foram constituidos
em termociclador (AMPLITHERM®) com uma desnaturacdo inicial
a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacgdo a
95°C por 1 minuto, anelamento especifico do iniciador a 59°C
por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido de
uma extensdo final a uma temperatura de 72°C por 5 minutos.
Amostras com resultado negativo para a presenca desse gene
foram analisadas em duplicatas.

Os produtos de amplificacdo dos isolados foram visualizados
em eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo a uma concentragio de 0,01g/mL.

Identificacdo de polimorfismos no gene floR. As amostras
amplificadas para o floR foram purificadas em coluna de celulose
(PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit,
Invitrogen®) e enviadas para sequenciamento Sanger em empresa
particular (HELIXXA®-Bases for Life). As sequéncias obtidas foram
analisadas pelo programa de base calling Phred (Ewing & Green
1998, Ewing etal. 1998). Somente foram consideradas nas analises
posteriores as sequéncias com alto valor de Phred (valor de Phred
maior que 20). Em seguida, contigs foram montados com o programa
CAP3 utilizando-se as sequéncias Foward e Reverse sequenciadas
para cada amostra (Huang & Madan 1999).

Os contigs obtidos foram alinhados contra uma sequéncia referéncia
do gene floR oriunda de Aeromonas bestiarum (gi|148274163:9790-
11004) obtida do banco de dados do Centro Nacional de Informagdes
sobre Biotecnologia (NCBI 2016) para identificacdo de polimorfismos
de base tinica (SNP). O alinhamento foi realizado por meio da utilizagdo
do programa CLUSTALW (Larkin et al. 2007), implementado no
software MEGA6 (Tamura et al. 2011). Com base no alinhamento,
foram identificados os sitios polimoérficos em relacdo a sequéncia

de referéncia e, haplétipos foram construidos para o conjunto de
isolados analisados.

Predicao de alteracdo de funciao da proteina codificada
pelo gene floR em func¢do da presenca de polimorfismos no
gene. Inicialmente procedeu-se com obteng¢io da sequéncia de
aminodcidos codificada pelos diferentes haplétipos identificados.
Para isso, utilizou-se o frame de leitura da sequéncia referéncia do
gene floR (gi|148274163:9790-11004). Esta etapa foi realizada no
software MEGA6. Para confirmar a correta tradugio da sequéncia
de nucleotideos, as sequéncias traduzidas foram comparadas com
as sequéncias de aminoacidos depositadas no banco de dados do
NCBI paraesse gene (YP_001220605.1, ABQ41442.1,DAA64637.1,
WP_011931116.1).

Para predizer o efeito da alteragdo de aminoacidos na estrutura
da proteina em funcio dos polimorfismos detectados, foram
utilizados os programas SIFT (Ng & Henikoff 2001) e Polyphen 2
(Adzhubei et al. 2010).

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

Para modelagem estrutural das proteinas foi utilizado o software
Modeller (Sali & Blundell 1993).

Pesquisas nos bancos de dados Blast-Protein (2015), Protein
Data Bank (PDB 2016) e Swiss-Model (2015) permitiram a sele¢do
de proteinas com estruturas tridimensionais resolvidas para serem
ultilizadas como moldes, sendo selecionados os trés moldes do
PDB: 3wdo, 41ds e 4ja3. Os moldes 3wdo e 4ja3 sdo proteinas da
familia MFS e pertencem a Escherichia coli e o molde 4lds é também
uma proteina da familia MFS, mas pertence a um Staphylococcus
epidermidis.

Para as andlises da qualidade do modelo gerado para cada proteina
modelada pelo MODELLER foram utilizados trés softwares: PROCHECK
(Laskowski etal. 1993) que avalia a exatiddo estereoquimica, WHATIF
(Vriend & Sander 1993) que avalia a qualidade do empacotamento
e VERIFY3D (Bowie et al. 1991) que avalia a confiabilidade do
enovelamento.

Asimilaridade da estrutura tridimensional da proteina referéncia
(A. bestiarum) com as estruturas tridimensionais das proteinas
codificadas pelos haplétipos foi comparada pelo software TM-align
(Zhang & Skolnick 2005) para predicdo de alteracdo estrutural em
funcdo dos diferentes haplétipos.

Analise da resisténcia dos isolados de Aeromonas spp. ao
florfenicol. A resisténcia ao florfenicol pelos isolados de Aeromonas
spp. foi verificada pelo teste de microdiluicdo em caldo.

O teste foi realizado de acordo com o protocolo (CLSI 2014).
A concentragdo bactericida minima (CBM) do antimicrobiano foi
determinada. O florfenicol (Sigma®) primeiramente foi diluido em
DMSO para que se fosse possivel realizar o teste.

Os isolados foram replicados em TSA, incubados a 28°C
por 24 horas e, apds esse periodo foi realizada a suspensao
bacteriana de acordo com a escala 0,5 de MacFarland (BioMeriéux,
Franca). Esta suspensdo foi obtida em tubos contendo solugao
salina estéril 0,85%. A diluicdo final do antibidtico constou de
75mg/mL, 37,5mg/mL, 18,75mg/mL, 9,37mg/mL, 4,68mg/mL,
2,34mg/mL, 1,17mg/mL, 585ug/mL, 292ng/mL, 146pg/mL,
73,1pg/mL, 36,56pug/mL 18,2ug/mlL, 9,14pug/mlL, 4,57ug/mL,
2,28pg/mL, 1,14pg/mL, 0,57pug/mlL, 0,285pg/mL, 0,142pg/mL,
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0,071pg/mL, 0,035pg/mL, 0,017pg/mL, 0,0085ug/mL, ao final
totalizando 24 diluigdes.

As analises foram realizadas em triplicatas para cada isolado,
sendo utilizado como controle negativo o caldo MH (sem florfenicol)
e como controle positivo o caldo MH + bactéria (sem florfenicol),
também foi realizado o controle do diluente (DMSO). Foi utilizada como
controle no teste, a cepa de Escherichia coli ATCC (25922). A leitura
da CBM foi realizada de acordo com o breakpoint do florfenicol de
4pg/ml como descrito por Godoy et al. (2008).

Andlise da resisténcia dos isolados de Aeromonas spp.
ao florfenicol na presenca do Carbonil Cianeto m-Clorofenil
Hidrazona (CCCP). A resisténcia ao florfenicol na presenca do CCCP
(inibidor de bomba de efluxo) pelos isolados de Aeromonas spp. foi
verificada pelo teste de microdilui¢do em caldo. Foram utilizados
trés isolados referentes a cada haplétipo encontrado nesse estudo
(TTA, TAA e CTG), os quais foram resistentes ao florfenicol.

Essa analise foi realizada com a utilizagdo do teste de microdilui¢do
em caldo, de acordo com o protocolo (CLSI, 2014), sendo a concentragao
bactericida minima (CBM) do antimicrobiano determinada na
presencga do inibidor de bombas de efluxo. O florfenicol (Sigma®)
primeiramente foi diluido em DMSO para que fosse possivel realizar
o teste e o reagente CCCP foi diluido em acetona.

Os isolados foram replicados em TSA, incubados a 28°C por 24
horas e, ap6s esse periodo foi realizada a suspensio bacteriana de
acordo com a escala 0,5 de MacFarland (BioMeriéux, Franga). Esta
suspensao foi obtida em tubos contendo solugdo salina estéril 0,85%.
A diluicdo final do antibiético constou de 75mg/mL, 37,5mg/mL,
18,75mg/mL, 9,37mg/mL, 4,68mg/mL, 2,34mg/mL, 1,17mg/mL,
585ug/mL, 292pug/mL, 146pg/mL, 73,1pg/mL, 36,56 ug/mL 18,2ug/mL,
9,14ug/mlL, 4,57ug/mL, 2,28ug/mL, 1,14ug/mL, 0,57ug/mL, 0,285ug/mL,
0,142pg/mL, 0,071pug/mL, 0,035pg/mL, 0,017ug/mL, 0,0085ug/mL
ao final totalizando 24 dilui¢des. Foi adicionado 20uL do CCCP
(0,04M) em cada pocgo.

As analises foram realizadas em triplicatas para cada
isolado, sendo utilizado como controle negativo o caldo MH
(sem florfenicol) e como controle positivo o caldo MH + bactéria
(sem florfenicol), também foi realizado o controle do diluente
do florfenicol e do CCCP (DMSO e acetona, respectivamente,
acrescidos de bactéria).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Presenca do gene floR

Vinte e sete isolados foram testados quanto a presenca
do gene floR, sendo que 14 (58,33%) foram positivos quanto
a presenca desse gene. Esse resultado demonstra que os
isolados vém sofrendo selecdo a favor da manutencao desse
gene que confere resisténcia ao florfenicol. Essa alta incidéncia
de isolados contendo a informacdo genética necessaria paraa
manifestacdo daresisténcia a esse antibiético pode servir de
alerta aos produtores daregido, pois em um futuro préximo a
utilizagdo desse antibiético pode ndo ser mais efetiva no combate
a esses patdgenos. Verner-Jeffreys etal. (2009) em seu estudo
detectaram a presenca do gene floR em 16 dos 93 isolados de
peixes ornamentais, dois desses isolados foram identificados
como Aeromona hydrophila e Aeromona punctata, possuiam o
gene floR e também apresentaram resisténcia ao cloranfenicol
e florfenicol. O primeiro relato desse gene em Aeromonas foi
na espécie A. bestiarum em 2008, quando Gordon etal. (2008)
confirmaram que a resisténcia ao florfenicol era devido a
presenca do gene floR e que o mesmo poderia ser mediado
por um plasmideo que carreava também outros genes de
resisténcia a antibidticos.
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Polimorfismos no gene floR

Dentre as 14 amostras positivas para o gene floR, 10 tiveram
porgdes desse gene sequenciadas. Com base no alinhamento
das 10 sequéncias obtidas para o gene floR foram identificados
trés sitios polimoérficos em relagio a sequéncia de referéncia
(A. bestiarum). O primeiro sitio consistiu na transicdo T-C na
posicdo 479 do gene, o segundo sitio consistiu na transversao
A-T na posicao 683 e o terceiro sitio consistiu na transicdo
G-A na posicdo 721. Diante disso, foi possivel observar nos
isolados a presenca de trés diferentes haplétipos (CTG, TAA,
TTA) (Quadro 1). E bem relatado na literatura que as mutagdes,
juntamente com a transferéncia horizontal de genes, sdo
importantes mecanismos para o desenvolvimento de resisténcia
em bactérias (Baym etal. 2016). Entretanto, muitas vezes uma
Unica mutagdo nao é suficiente para induzir uma alteragiao no
perfil de sensibilidade das bactérias, como por exemplo, o que
ocorre com as fluoroquinolonas (Jalal etal. 2000, Wang et al.
2001, Weigel et al. 2001, Vogwill & Maclean 2015).

Os trés sitios polimérficos identificados puderam ser
classificados como mutag¢des ndo sindnimas, ou seja, levaram a
troca de aminoacidos na cadeia polipeptidica. O SNP_479 causa
atrocade valina (V) para alanina (A) na posicdo 160 da cadeia
polipeptidica, o SNP_683 ocasiona uma alteracdo de tirosina
(Y) para fenilalanina (F) na posi¢do 228 da cadeia polipeptidica
e 0 SNP_721 leva a troca de uma glicina (G) para uma serina
(S) na posigao 241 da cadeia polipeptidica (Quadro 2).

Na literatura, ainda ndo foram encontrados relatos de estudos
apresentando polimorfismos no gene floR. Polimorfismos
de nucleotideo Unico ndo sinénimos (nsSNPs), ocorrem em
regides codificadoras e resultam em polimorfismos de um
unico aminoacido (SAPs) com potencial para alterar a funcdo
da proteina através da alteracdo da sua estrutura (Capriotti
& Altman 2011). Os Polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs) sdo de grande importancia, porque essas alteragdes
podem afetar a estabilidade das proteinas e complexos
proteina-proteina (Teng et al. 2009). Um grande ntimero de
SNPs pode ser funcionalmente neutro, mas quando ocorrem
em regides codificantes e reguladoras podem causar efeitos
deletérios sobre as fung¢des das proteinas (Bao & Cui 2005).

Quadro 1. Polimorfismos identificados nos isolados de
Aeromonas hydrophila

Identificacdo do

Identificador SNP_479 SNP_683 SNP_721

haplétipo

2i|148274163:979011004* T A G

Isolado 35 C T G 479C_683T_721G
Isolado 11 C T G 479C_683T_721G
Isolado 15 C T G 479C_683T_721G
Isolado 22 C T G 479C_683T_721G
Isolado G36 C T G 479C_683T_721G
Isolado A10 T A A 479T_683A_721A
Isolado G38 T A A 479T_683A_721A
Isolado P16 T A A 479T_683A_721A
Isolado P22 T A A 479T_683A_721A
Isolado G4 T T A 479T_683T_7212

*gi]148274163:979011004 = sequéncia de referéncia de Aeromonas
bestiarium.
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Predicio de alteragao de fungdo da proteina codificada
pelo gene floR

0 algoritmo SIFT utiliza sequéncias homélogas para
prever se a substituicdo de um aminoacido afetara a funcdo da
proteina e, portanto, pode potencialmente alterar o fenétipo
(Ng & Henikoff 2003). Usando o programa SIFT nesse estudo,
foi possivel observar que a substitui¢do na posicdo 160 de
uma valina para uma alanina foi considerada como tolerante
com uma pontuacdo de 1,00, a substituicdo na posi¢do 228 de
uma fenilalanina para uma tirosina também foi considerada
como tolerante com uma pontuacao de 1,00 e, a substituicao
na posicao 241 de uma glicina para uma serina foi prevista
como tolerante com uma pontuagio de 0,17 (Quadro 3).

De acordo com o SIFT valores inferiores a 0,05 sdo preditos
como mutagdes intolerantes ou deletérias, ja para valores
superiores a 0,05 sdo preditas como tolerantes. A substituigao
na posicdo 241 teve uma pontuacao mais baixa que as outras
duas substitui¢cdes nas posicoes 160 e 228, mas ainda foi
considerada como tolerada.

0 algoritmo PolyPhen classifica o SNP como “benigno”,
“possivelmente prejudicial” ou “provavelmente prejudicial ”
(Adzhubei et al. 2010). Os resultados obtidos nesse estudo
mostraram que as mutag¢des nas posicdes 228 (Fig. 1A) e
160 (Fig. 1B) foram consideradas benignas e que a mutagao na
posicdo 241 foi classificada como provavelmente prejudicial, isto
é, tem chances dessa mutagdo provocar alguma alteragio que
ocasione ganho ou perda da fun¢io (Fig.1C) (Adzhubei etal. 2010).

De acordo com o Polyphen a troca de aminoacido na
posicao 241 pode levar a alguma alteragao de ganho ou
perda na fungido e, esse resultado pode ser explicado pela
alteracdo de aminoacidos com propriedades quimicas
diferentes (Glicina/Serina), onde a glicina é apolar e nao
apresenta o carbono quiral e a serina é polar com presenca
de um cabono quiral. Para todos os aminoacidos comuns,
exceto a glicina, o carbono « esta ligado a quatro diferentes

PolyPhen-2 report for gi Y228F
Query

Protein Acc  Position

A

AAy  AAz  Description

Y OF WA

ai 28
Results
[#] Prediction/Confidence

This mutation is predicted to b= BENIGN  with a score of 0,000 {sensitivity: 1.00; specificity: 0.00)

0,00 .20 0,40 060 080 1.

PolyPhen-2 report for gi G2415
Query

Protein Acc Position AAq AAz Description

NJA

ai 241 G 5
Results
Prediction/Confidence
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grupos: um grupo carboxila, um grupo amino, um grupo R e
um atomo de hidrogénio (na glicina o grupo R é outro dtomo
de hidrogénio) (Lehninger 2006).

Muitos autores utilizam o SIFT e PolyPhen para predizer
alteracdo de funcdo proteica, principalmente em humanos,
como em um estudo realizado por Goswami (2015), onde
foram analisados 16 nsSNPs de um enzima envolvida na
biossintese de hormonios esteroides em humanos (HSD3B2) e,
observou-se que segundo os algoritmos SIFT e PolyPhen, oito
nsSNPs foram classificados como possivelmente prejudiciais

Quadro 2. Alteragoes de aminoacidos na cadeia polipeptidica
segundo os polimorfismos detectados

Posicao Posicao Posicao
Identificador Haplétipo 160 228 241
na na na
proteina  proteina  proteina
gi|148274163:979011004*  TAG Valina  Fenilalanina  Glicina
479C_683T_721G CTG Alanina Tirosina Glicina
479T_683A_721A TAA Valina Fenilalanina  Serina
479T_683T_721A TTA Valina Tirosina Serina

*gi|148274163:979011004 = sequéncia de referéncia.

Quadro 3. Resultados referentes ao algoritimo SIFT na
predicao de alteracdo de funcio da proteina codificada pelo

gene floR
Posigdo do am}noac1do Predicio Score
na proteina

160 Tolerante 1,0
228 Tolerante 1,0
241 Tolerante 0,17

PolyPhen-2 report for gi V1G60A B

Query

Protein Acc Position AAq AfA Description

ai 160 VoA WA

Results
[#] Prediction/Confidence

tobe BENIGMN with 3 score of 000D {sensitivity: 1.00; specificity: 0.040)

X7 .20 0,40 .60 0,80 1,00

This mutation is predicted to be POSSIBLY DAMAGING  with 3 score of 0853 (sensitivity: 0.83; specificity: 0.93)

.00 .20 0,40

0260 0,80 100

Fig.1. Resultado apresentado pelo PolyPhen: (A) SNP_683 que ocasiona alteracdo de tirosina (Y) para fenilalanina (F) na posicdo 228
da cadeia polipeptidica, (B) SNP_479 que ocasiona alteragdo de valina (V) para alanina (A) na posi¢do 160 da cadeia polipeptidica e
(C) SNP_721 que ocasiona alteragdo de uma glicina (G) para uma serina (S) na posi¢ao 241 da cadeia polipeptidica.
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com valores inferiores a 0,05. Esse autor afirmou que essa
substituicdo de aminoacido pode ocasionar alteragdo na
relagdo estrutura-funcio e que essas mutagoes podem estar
associadas a doencas. Com micro-organismos esses estudos
sdo escassos e, com o gene floR em Aeromonas sao inexistentes,
o0 que ressalta a importancia desse trabalho.

Todos 0os nsSNPs podem potencialmente afetar a estrutura
ou funcdo das proteinas expressas e podem ter um impacto
sobre doencas complexas (Nakken etal. 2007). Para verificacdo
se esse nsSNPs vai afetar a funcdo da proteina é necessario que
haja uma avaliagdo mais detalhada partindo da modelagem
estrutural da proteina e de estudos “in vitro”.

Proteina modelada codificada pelo gene floR

Para a modelagem das proteinas codificadas pelos
diferentes haplétipos, foi inicialmente realizada a modelagem
da proteina referéncia de A. bestiarum com a utilizacdo dos
moldes 3wdo, 4lds e 4ja3 que ja possuiam a proteina resolvida.
Esse modelo foi criado para verificacdo de similaridade
entre a proteina referéncia e os 3 moldes selecionados, para
posterior modelagem das proteinas codificadas pelos diferentes
haplétipos identificados no presente estudo. O Modeller
gerou 5 modelos e foi atribuido um score, o “molpdf”, onde o
modelo que tinha o menor valor foi considerado como melhor

Psi (degrees)

Psi (degrees)

ALA L
-1351

j‘ﬂnﬂ-g Jlo =

135 180

Phi (degrees)

Psi (degrees)

Psi (de grees)
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modelo. A qualidade dos modelos gerados foi avaliada pelos
softwares: PROCHECK, VERIFY3D e WHATIF. Os resultados
obtidos no PROCHECK para a proteina referéncia modelada
demostram no grafico de Ramachandran que 90,8% dos
residuos da proteina modelada estdo em regides favoraveis
(Fig.2A). Os resultados obtidos no PROCHECK para o haplétipo
TAA mostram que o grafico de Ramachandran demonstra que
92,2% dos residuos da proteina modelada estao em regides
favoraveis (Fig.2B), para o haplétipo TTA o grafico demonstra
que 91,4% dos residuos da proteina modelada estdo em
regides favoraveis (Fig.2C) e para o haplétipo CTG o grafico
demonstra que 92,2% dos residuos da proteina modelada estdo
em regides favoraveis (Fig.2D). Esses resultados demonstram
que a exatiddo estereoquimica dos modelos gerados é boa.
De acordo com Laskowski et al. (1993) a estrutura para ser
ideal deve ter mais de 90% dos seus residuos nas regides
vermelhas, marcada com A, B e L (regides favoraveis).

Os resultados obtidos no VERIFY3D para a proteina
referéncia demostraram que 69,55% dos residuos da proteina
modelada obtiveram pontuacdo média de 3D-1D acima
ou igual a 0,2. Nas andlises com o WHATIF a qualidade do
empacotamento da proteina referéncia modelada apresentou
valor médio de -1.050 sendo assim, o modelo obtido foi
considerado bom. A qualidade é avaliada da seguinte forma:

-1359

-180
Phi (degrees)

Al

) el

i o 0l ] cmr
°] I||-| | "B d
451 \r—

504+

-1351

-180 135 1%

Phi (degrees)

Fig.2. Grafico de Ramachandran referente a: (A) proteina de referéncia do gene floR com 90,8%, (B) haplétipos TAA com 92,2%, (C) TTA
com 91,4% e (D) CTG com 92,2 dos residuos da proteina modelada em regides favoraveis (regides marcadas em A, B e L dentro de

cada quadrante).
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maior que -0,5 = 6timo modelo; em -0,5 = valor médio para
um bom modelo; entre -1,0 e -0,5 = ainda um bom modelo;
em -1,5 = ainda um bom modelo, mas com pequenos erros;
em -2,0 = modelo considerado pobre; em -3,0 = modelo ruim
(Vriend & Sander 1993).

Os modelos 3D das proteinas modeladas para os trés
haplétipos TAA, CTG e TTA estdo representados na Fig.3A,B,C
e da proteina codificada pelo gene floR, modelada para
A. bestiarium (proteina referéncia), esta representada na
Fig.3 (D), respectivamente (Sali & Blundell 1993).

Os resultados obtidos no VERIFY3D para o haplétipo
TAA mostraram que 79,46% dos residuos da proteina
modelada obtiveram pontuacdo média de 3D-1D acima ou
igual a 0,2, para o haplétipo TTA 81,68% dos residuos da
proteina modelada obtiveram pontuacdo média de 3D-1D
acima ou igual a 0,2 e para o haplétipo CTG 80,45% dos
residuos da proteina modelada obtiveram pontuagio média
de 3D-1D acima ouigual a 0,2. Esses resultados demonstram
que esses modelos sdo confidveis em relacdo ao enovelamento
das proteinas, onde 80% dos residuos devem estar acima ou
iguaisa 0,2 (Bowie et al. 1991).

Os resultados obtidos no WHATIF para a qualidade do
empacotamento do haplétipo TAA mostraram que o valor

médio encontrado foi de -0,994, para o hapldtipo TTA o valor
meédio encontrado foi de -0,968, para o haplétipo CTG o valor
médio encontrado foi de -1,061. Esses resultados mostraram
que esses modelos sdo considerados bons.

Os resultados do TM-align para o modelo das proteinas
codificadas pelos haplétipos TAA, TTA e CTG demonstraram
que essas proteinas possuem praticamente a mesma
conformacdo da proteina referéncia (valores de TM-score
de 0,98414,0,98557 e 0,98400 para os haplétipos TAA, TTA
e CTG, respectivamente). De acordo com Zhang & Skolnick
(2005), o TM-score ¢é dado entre 0 e 1, com os melhores
alinhamentos apresentando pontuag¢des préximas de 1.
Pontuagdes proximas a 1 sdo dadas quando no alinhamento
as regides se apresentam ordenadas e pontua¢des baixas
sdo dadas quando no alinhamento ha regides de desordem
(Zhang & Skolnick 2005). Esses resultados indicam que
as mutac¢des encontradas ndo provocam alteragdes na
estrutura da proteina codificada pelo gene floR. De acordo
com Nayeem et al. (2006) a conformacdo estrutural de uma
proteina é mais conservada que sua sequéncia de aminoacidos
durante o processo evolutivo, e que pequenas mudancas
na sequéncia geralmente provocam sutis modificacdes na
estrutura tridimensional.

Fig.3. Proteina modelada no programa Modeller para haplétipo (A) TAA, (B) CTG, (C) TTA e (D) A. bestiarum. Estrutura 3D, atémos e

ribons, respectivamente.
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Resisténcia dos isolados de Aeromonas spp. ao florfenicol

No presente estudo, segundo o teste de microdiluicdo em
caldo, os 14 isolados que continham o gene floR foram resistentes
ao florfenicol e 13 isolados que foram negativos para a presenca
do gene foram sensiveis no teste. Esses resultados comprovam
que nos isolados avaliados o gene floR é o responsavel pela
resisténcia ao florfenicol e, que os SNPs detectados nesse estudo
ndo afetam a funcdo desse gene, fato que reforga os resultados
obtidos pela modelagem das proteinas codificadas pelos diferentes
haplétipos detectados. Um estudo realizado por Fernandez-
Alarcén et al. (2010) com bacilos gram negativos isolados de
peixes mostrou que todos os isolados que continham o gene
floR eram resistentes ao florfenicol e também apresentavam
resisténcia a multiplas drogas. Testes de microdiluigdo em
caldo de isolados de Salmonella spp. que possuiam o plasmideo
contendo o gene floR demonstraram resisténcia tanto para
florfenicol quanto para o cloranfenicol (Doublet et al. 2004).
O cloranfenicol e alguns derivados como o tianfenicol e
azidamfenicol tém sido usados ao longo dos anos na medicina
humana (Schwarz etal. 2004). A resisténcia bacteriana mediada
pelo gene floR ao cloranfenicol, levanta a possibilidade de que
esse antimicrobiano poderia ter selecionado anteriormente o
gene floR, muito antes da introducio do florfenicol na medicina
veterinaria (Doublet et al. 2004).

Varios genes tém sido descritos pela literatura contribuindo de
forma combinada para resisténcia ao cloranfenicol e florfenicol,
como pp-flo, CMLA-like, floSt, flo, ou floR. Esses genes ja foram
encontrados em diferentes espécies, como: Salmonella Typhimurium,
Vibrio cholerae, Escherichia coli, Photobacterium damselae subsp.
Piscicida, etc. Apesar das varias designacoes, esses genes estdo
intimamente relacionados mostrando 96-100% de identidade
em suas sequéncias de nucleotideos e 88-100% de identidade
de sequéncias de aminoacidos (Schwarzetal. 2004). Os genes
pp-flo, CMLA-like, floSt e flo comegaram a ser descritos na
literatura depois que se iniciou o uso do cloranfenicol. Apés a
proibicao do uso desse antimicrobiano na medicina veterinaria
e asubstituicdo pelo florfenicol, que é derivado do cloranfenicol,
comegaram a surgir relatos da resisténcia bacteriana através
do gene floR. O gene floR esta relacionado diretamente com
a resisténcia ao florfenicol, como comprovado no presente
estudo, e ja foi descrito em bactérias de diferentes géneros
(Schwarz et al. 2004).

Resisténcia dos isolados de Aeromonas spp. ao florfenicol
na presenca do Carbonil Cianeto m-Clorofenil Hidrazona
(cccp)

No teste com o inibidor de bomba de efluxo (CCCP) na presenca
do florfenicol, os trés isolados testados para os trés diferentes
haplétipos identificados nesse estudo (TTA, TAA e CTG), que
eram resistentes ao florfenicol, demostraram sensibilidade em
todas as concentragdes utilizadas (Quadro 4). Esse resultado
pode comprovar que a resisténcia ao florfenicol esta relacionada
com a atividade de bombas de efluxo, sendo que na presenga do
inibidor as bactérias se tornaram sensiveis ao antimicrobiano
testado (florfenicol).

Deacordo com Duetal. (2004), em seu estudo utilizando o
inibidor de bomba de efluxo CCCP, em isolados de Escherichia coli
que tinham o gene floR e eram resistentes ao florfenicol, foi
possivel observar que houve um aumento rapido e significativo
de florfenicol dentro da célula apds o uso do CCCP. Esses autores
afirmam que a resisténcia ao florfenicol ocorre devido a presenca
de bomba de efluxo. Estudos realizados por Kadlecetal. (2007) e
Vecchione etal. (2009) utilizando o inibidor de bomba de efluxo
Phe-Arg-B-naphthylamide (PABN) em bactérias resistentes ao
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Quadro 4. Referente aos 3 haplotipos testados na
microdiluicio em caldo com presenca e auséncia do

inibidor CCCP
Isolado CBM (sem CCCP)) CBM Esg;l gfc(;l;))bm Haplétipo
P1.6 >73,1pug/mL <0,0085pg/mL TAA
35 >2,34mg/mL <0,0085ug/mL CTG
G4 >9,14pg/mL <0,0085pg/mL TTA

florfenicol, indicaram que essa resisténcia pode ser explicada
pela presenca de bombas de efluxo. Inibidores de bomba de
efluxo vém sendo pesquisados como alternativas terapéuticas
em outros micro-organismos como Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (Askoura etal. 2011, Handzlik et al.
2013). Além de representar uma op¢ao terapéutica, os inibidores
de bomba de efluxo sdo muito importantes para detec¢do deste
mecanismo de resisténcia (Van Bambeke etal. 2010). Produtos
naturais tém sido explorados quando a sua capacidade de
inibicdo de bomba de efluxo em micro-organismos. Estudos
desta natureza sao bastante complexos e necessitam da
integracdo de plataformas de caracterizacdo quimica, genética
e de bioinformatica (Tegos et al. 2011).

No presente estudo, pode ser observado também que,
o inibidor de bomba de efluxo ndo provocou diferenca de
sensibilidade/resisténcia ao antimicrobiano florfenicol quando
se comparam os trés haplétipos encontrados nesse estudo.
Esse resultado consolida os resultados do TM-align ao comparar
as proteinas modeladas pelos hapldtipos TAA, TTA e CTG que
demonstrou que essas proteinas possuem praticamente a
mesma conformacgdo e também os resultados gerados pelo
SIFT e PolyPhen que ndo demonstraram alteragdo de fun¢ao
em relacao aos SNPs detectados.

CONCLUSOES

Foi possivel observar nesse estudo que a resisténcia
ao florfenicol em Aeromonas spp. pode ser explicada pela
presenca do gene floR.

Osisolados de Orecohromis niloticus e Lophiosilurus alexandri
avaliados apresentaram mutag¢des no gene floR, mas essas
mutacdes nao estdo envolvidas com alteracdo de estrutura
e funcdo da proteina codificada por esse gene.
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