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Resumo

Streptococcus agalactiae (Lancefield group B, GBS) € uma bactéria patogénica
Gram-positiva, causadora de doengas em humanos, bovinos e peixes. Em humanos,
ela esta associada com sepse neonatal e meningite. Ela também pode afetar adultos
imunocomprometidos, além de ser colonizadora comum do trato gastrointestinal e
geniturinario. Para melhor conhecimento biolégico desse microorganismo, o genoma
de S. agalactiae GBS85147 foi sequenciado usando a plataforma lon Torrent PGM,
por biblioteca de fragmentos e uma cobertura de aproximadamente 246x foi obtida.
Alcancou-se uma qualidade Phred maior ou igual a 20 em 91,25% das bases e 0s
dados foram montados com o software Mira versao 3.9.18 (valor de N50 de 104.996
pb). Sobreposi¢cdes entre contigs foram removidas usando in-house scripts e 0s
gaps foram curados manualmente usando a extragdo da consenso do mapeamento
dos dados brutos sobre o genoma das referéncias S. agalactiae GD201008 e S.
agalactiae 09mas018883. Para a predicdo génica foi utilizado o software FgenesB,
utilizando-se a S. agalactiae 09mas018883 como referéncia, e o0s software
RNAmmer e tRNAscan foram utilizados para predicdo de rRNA e tRNA,
respectivamente. A curadoria de frameshifts foi realizada através do software CLC
Genomics Workbench 7. O genoma foi manualmente anotado usando o banco de
dados Uniprot e a ferramenta Blastp. O Interproscan 5 foi utilizado para avaliar as
proteinas hipotéticas encontradas no genoma. S. agalactiae GBS85147 apresenta
um genoma circular com 1.996.163 pb, um contetdo GC de 35,98%, 1.925
sequéncias codificantes, 18 rRNA, 63 tRNA e 2 pseudogenes. Foram realizadas
analises comparativas da linhagem com outras da mesma espécie para avaliar a
similaridade, pois esta espécie bacteriana apresenta alta diversidade genética e um
consideravel namero de hospedeiros, que destacam a importancia do
sequenciamento de novas linhagens, pois é essencial melhor conhecimento do
organismo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, determinar novos
fatores de viruléncia, que podem contribuir para desenvolvimento de novas drogas,
vacinas que podem ser Uteis para minimizar os impactos socioeconémicos da

bactéria na sociedade.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae; bactéria; montagem de genomas
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Abstract

Streptococcus agalactiae (Lancefield group B, GBS) is a gram-positive and cocci,
bacterial pathogen. This species can causes diseases in humans, cattles and fishes.
In humans, it is associated with neonatal sepsis and meningitis. It can also affect
immunocompromised adults, although also being a common colonizer of the
gastrointestinal and genitourinary tracts. In this work, the genome was sequenced
with PGM lon Torrent, using fragment library approaches, and 200 bp sequencing Kkit,
according to manufacturer’s recommendations. A coverage approximately of 246x
was obtained, with 578,082,183 bp in 2,973,022 reads with mean length of 203 bp
and Phred quality greater than or equal to 20 in 91.25% of bases. The data was
assembled with Mira Assembler version 3.9.18 (N50 length of 104.996 bp) using the
recommended parameters. One hundred and four contigs were mapped over
reference (S. agalactiae GD201008) using CONTiguator 2.0, and 34 contigs had
similarity. There were micro contigs remaining, less than 600bp. The overlaps contigs
were removed using "in-house scripts" and the last 8 gaps were filled manualy using
extract consensus of reads map over S. agalactiae GD201008 and S. agalactiae
09mas018883. Through CLC Genomics Workbench 7 version it was possible to
curate the frameshifts. For prediction of rRNA and tRNA, it was used RNAmer and
tRNA Scan, respectly, through prokaryote parameters. For gene prediction, the data
was performed in FgenesB, where using Streptococcus agalactiae 09mas018883 as
reference. The genome was in Artemis, using the protein blast of Uniprot database.
The Interproscan 5 was used for re-analysis of hypothetical proteins that were found
in the genome. S. agalactiae strain GBS85147 is comprised by a circular
chromosome with 1996163 bp. There are 1925 coding sequences, 18 rRNA genes,
63 tRNA genes and G+C content of 35,98%. The bacterium has a high genetic
diversity and considerable amount of hosts, which highlights the importance of the
sequencing of new samples for classification as to the pathogenesis, characteristics,
etiology and target host. The elucidation of these aspects is essential for the
development of improved therapeutic strategies, and new genomic comparative
analysis between samples, realized in this work, can minimize the socio economic

impact of bacteria in the society.

Keywords: Streptococcus agalactiae; bacteria; genome assembly
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Estrutura do Manuscrito

Este manuscrito esta divido em secdes de acordo com os temas a serem abordados,
como segue: (i) a primeira parte conta com uma revisdo de literatura sobre as
principais caracteristicas referentes ao género Streptococcus e a espécie
Streptococcus agalactiae; serdo abordados, ainda, temas sobre seguenciamento,
montagem e finalizacdo de genoma; (i) a segunda parte sera apresentada em
capitulos: (a) no capitulo 1 serd abordado o artigo cientifico com titulo "Complete
Genome Sequence of Streptococcus agalactiae Strain GBS85147 Sorotype la
Isolated From Human Oropharynx", submetido para a publicacdo no peridédico SIGS;
(b) no capitulo seguinte serdo apresentadas andlises comparativas entre genomas
de diferentes linhagens de Streptococcus agalactiae, material e métodos, resultados
e discussdes complementares ao artigo relatado no capitulo 1; e (iii) por ultimo, sera
abordada uma conclusao geral dos trabalhos realizados e futuras perspectivas. A

producdo académica e as analises adicionais foram inseridas em anexo.
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1. Revisao de Literatura

1.1 Microrganismos como alvos de diferentes estudos

Os microrganismos podem ser classificados e observados em diferentes reinos
biologicos, sendo amplamente distribuidos pela natureza. A alta diversidade de
microrganismos contribui para uma grande quantidade de informagdes que
impulsionam estudos em diversas areas como: agricola, medicinal e industrial
(Tortora, 2010).

Na agricultura, estudos relacionados com a utilizacdo dos microrganismos sao
aplicados no desenvolvimento de defensivos agricolas para o controle biolégico
como: pesticidas, praguicidas, e desinfetantes de solo, tendo como objetivo o
aumento da producdo e a melhoria na qualidade dos alimentos (Tortora, 2010). Nas
areas medicinal e industrial, € possivel, em virtude da tecnologia do DNA
recombinante, o desenvolvimento de microrganismos geneticamente modificados,
gue podem ser utilizados como ferramentas biotecnoldgicas para producdo de
vacinas e antibiéticos (Madigan, 2004).

Os microrganismos podem ser detectados nos lugares mais “hostis”, afetando
diretamente o padrdao ambiental e outros organismos habitantes do mesmo.
Levando-se em consideracdo essas informacfes, e ao extrapolar para o convivio
humano, é possivel apontar que tais caracteristicas possam refletir em impactos
significativos na economia, saude e ambiente de forma positiva ou negativa
(Madigan, 2004). Por isso, estudos com 0s microrganismos sdo de extrema
Importancia para ciéncia e para o futuro da humanidade.

Dentre os microrganismos mais estudados estdo as bactérias. Elas sdo de
grande importancia medicinal, biotecnoldgica, veterinaria, ambiental e um dos mais
antigos organismos da Terra, com amostras localizadas em rochas de 3,8 milhdes
de anos (Branddo, 2001). Bactérias sdo encontradas em todos os tipos de meio
ambiente terrestres e aquaticos. Elas possuem uma alta diversidade e resisténcia a
diferentes temperaturas, podendo ser encontradas entre 90°C a 120°C
(hipertermdfilas) e de 0°C a 18°C (psicrofilas) (Madigan, 2004).

As bactérias, geralmente, possuem uma parede celular rigida composta por
uma camada de peptideoglicano, que fornece rigidez a parede, protege dos meios

externos e determina o formato das bactérias (Quinn, 2005). Elas possuem também
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uma alta diversidade de forma, como bacilos, cocos, helicoidais, filamentos
ramificados, e com dimensdes variando de 0,5um a 5um de comprimento (Madigan,
2004).

Existem varios fatores que tornam as bactérias bons modelos para diversos
estudos gendmicos e metabolémicos, como: conservacdo de funcdes celulares em
comum com organismos mais complexos, a possibilidade de se obter rapidamente
em meio de cultura adequado uma elevada quantidade de material bioldgico, e
possui a vantagem de ter custo de desenvolvimento significativamente menor
gquando comparado a organismos eucariotos (Pelczar, 1996; Madigan, 2004).

De todas as caracteristicas das bactérias, uma das mais importantes é a
reproducéo, pois ela permite a geracdo de mutacdes, transferéncias de genes entre
espécies, trocas e ganhos de fatores de viruléncia e aquisicdo de novas resisténcias
(Madigan, 2004). Os novos fatores de viruléncia e resisténcia aumentam
significativamente o risco para o0s hospedeiros, pois a cada nova resisténcia
adquirida, aumenta-se a necessidade de se desenvolver novos antibacterianos e
bactericidas para combaté-los, sendo que a cada dia, antigos farmacos se tornam
menos eficazes e, assim, aumentam o custo de pesquisas para se combater as
novas resisténcias obtidas (Quinn, 2005; Tortora, 2010).

Tendo em vista as informacfes que sdo categoricamente discutidas pela
literatura, nota-se que 0s microrganismos, em especial as bactérias, despertam
grande interesse em pesquisas direcionadas as areas abordadas neste trabalho. Tal
observacéo pode ser visualizada na figura 1, que descreve o total de projetos de
genoma depositados na base de dados do GOLD (Gold, 2015). Desde a sua
criacdo, em 2007, o nuamero de bactérias com genomas depositados sempre foi
maior que dos demais dominios. Em 2011, o banco de dados armazenava
aproximadamente 10 mil genomas bacterianos, e no ano de 2014, o valor chegou a

aproximadamente 40 mil genomas.



Figura 1 - Grafico dos projetos separados por Dominios.
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A quantidade de artigos e trabalhos envolvendo bactérias acompanha o

crescimento do numero de projetos relacionados aos genomas bacterianos, como é

possivel visualizar no figura 2. Na dUltima década, a quantidade de artigos

relacionados a bactérias registrados no PubMeb subiu de 53 mil para 82 mil, sendo

gue resultados prévios de 2015 j4 apresentam cerca de 71 mil artigos.
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Dentre os projetos de genomas bacterianos, ha trés grandes filos que
possuem maior quantidade de dados depositada: Proteobacterias com 34%,
Firmicutes com 21,9%, seguido por Actiobacterias com 12,7%, sendo que os demais

filos representam 31,4% dos projetos, como é possivel visualizar na Figura 3.

Divisdao de Projetos de Bactérias por Filo

B Actinobacteria

B Firmicutes
Proteobacteria

[l Todos Outros

Figura 3 - Quantidade de Genomas de Bactérias por Filo.
Fonte: Adaptado de https://gold.jgi-psf.org/statistics

Dentro do filo das Firmicutes encontra-se o0 género Streptococcus, que possui
elevada importancia médica e veterinaria. Esse género possui, atualmente, 110
espécies, 22 subespécies identificadas e, aproximadamente, 90 mil artigos
relacionados (LPSN, 2015; PubMed Search Streptococcus, 2015). Dentre as
espécies mais estudadas, destaca-se a Streptococcus agalactiae, uma bactéria

patogénica que afeta diversos hospedeiros

1.2 Streptococcus agalactiae

O género Streptococcus € formado por bactérias em forma de cocos,
microorganismos Gram-positivos, imoveis, ndo esporulam, séo catalase e oxidase
negativos. AerObias e anaerObias facultativas, essas bactérias crescem em
temperaturas entre 25°C e 45°C, podendo ser a,  hemoliticas ou ndo hemolitica. As
dimensdes variam entre 0,2 e 2,0 ym de didmetro e sdo organizadas em pares ou
cadeias lineares curtas. Possuem metabolismo fermentativo de acUcares que geram,
como principal produto, o &cido latico e além disso, algumas espécies podem

requerer CO, para o isolamento inicial (Ruoff, 2003; McPherson, 2007).
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Existem diversas técnicas em biologia molecular capazes de comparar e
classificar os isolados de S. agalactiae de seus hospedeiros, tais como: Multilocus
Enzyme Electrophoresis (MLEE), Multilocus Sequence Type (MLST), Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP), Ribotipagem, Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) e
Restriction Digestion Pattern (RDP). Apesar de diferirem quanto ao funcionamento e
custos, todas possuem objetivos em comum: estudar a diversidade genética das
linhagens de GBS (Group B Streptococcus) e predizer se existe alguma associagcao
entre as patogenias e os genotipos (Nakib et al., 2011).

O primeiro estudo com ferramentas de classificacdo de linhagens foi realizado
em 1935 por Lancefield e Hare, que propuseram a criacdo de grupos para classificar
as linhagens por meio da sorotipagem. Essa classificacdo baseava-se na
antigenicidade de polissacarideos capsulares (CPS), que sdo agrupados em 20
sorogrupos, denominados Grupos de Lancefield (A-H e K-V), os quais tém sido
utilizados para caracterizar as diferentes espécies desse género (Lancefield et al.,
1935; Shewmaker et al., 2007). O CPS do GBS possui uma estrutura molecular
mais complexa que os CPS do GCS (Group C Streptococcus), pois possui uma
estrutura central com duas unidades de ramnose, fosfato e glucitol. As cadeias
laterais de ramnose, Galactose e N-acetilglicosamina sdo ambas ligadas na posicao
guatro da ramnose central (Pritchard et al., 1984).

Os estudos com CPS s&o importantes instrumentos para auxiliar
caracterizagdo epidemioldgica do GBS, pois a mesma possui uma capsula que é
rica em acido sialico, usada para classificar rapidamente uma amostra de GBS e a
um baixo custo (Poyart et al., 2007; Rajagopal, 2009). Porém, em algumas
linhagens, a identificacdo dos sorotipos ndo € possivel devido a modificacbes do
CPS causada por mutagdes génicas (Kong, 2008).

Estudos sugerem que diferentes pressfes seletivas impostas pelo sistema
imune do hospedeiro, tém levado a selecdo de diferentes estruturas de CPS nos
GBS (Cieslewicz et al., 2005). Além disso, a CPS € um importante fator de evaséao
do sistema imune dos hospedeiros, uma vez que o0 &cido sidlico, também se
encontra nas células dos vertebrados, fato que dificulta a identificagdo da CPS do
GBS como antigeno (Cieslewicz et al., 2005).

Adicionalmente, os tipos capsulares variam conforme a regido geografica e o

hospedeiro. Tais informacdes foram evidenciadas por amostras de gado em
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fazendas alemas, nas quais foi observado o predominio dos sorotipos la e Ib. Em
fazendas norte-americanas, o sorotipo predominante é o Ill, enquanto que em
fazendas de gado do Brasil os sorotipos mais encontrados foram os V e Il (Merl et
al., 2003; Dogan et al., 2005; Pinto et al., 2013). Em amostras de peixe existe 0
predominio quase global do sorotipo la (Evans et al., 2008).

Nas amostras isoladas de humanos no Brasil, América Latina, Estados
Unidos, Europa e Australia, os sorotipos predominantes foram la, II, Il e IV,
enquanto que, no Japéao existe um predominio dos sorotipos VI e VIl (Winn, 2006;
Kong et al., 2008; Dutra et al., 2014).

O sorogrupo B se refere a espécie de Streptococcus agalactiae. Essa
espécie, alvo de estudo deste trabalho, foi descrita inicialmente em 1887 na Franca,
por Nocard e Mollereau, como Streptococcus da mastite, e depois foi batizada com o
nome de Streptococcus agalactiae por Lehmann e Neumann em 1896 (Metcalf,
1994).

S. agalactiae é um importante agente patogénico bacteriano causador de
varias doencas em humanos, bovinos e peixes (Farley, 2001). Outras espécies
também podem ser contaminadas e se tornar hospedeiros, como camelos, caes,
cabras, cavalos, focas, galinhas, golfinhos, gatos, hamsters, macacos, nutrias,
ovelhas, ratos e sapos, porém com menor ocorréncia (Delannoy, 2013).

Dentre as principais patogenias causadas por essa bactéria em humanos,
estdo a pneumonia, a septicemia e a meningite em recém-nascidos, com elevadas
taxas de mortalidade. S. agalactiae € uma das principais causadoras de sepse em
gestantes e, nos ultimos anos, tem aumentado o numero de casos associados aos
idosos e adultos imunocomprometidos (Johri et al., 2006; Nakib et al., 2011).

Na medicina veterinaria, as linhagens GBS sdo consideradas responsaveis
por altas taxas de morbidade e mortalidade, sendo observadas graves patogenias
em bovideos pela mastite, nos peixes por meningoencefalite e septicemia (Bowater
et al., 2012; Keefe, 2012).

1.2.1 Doencgas causadas por S. agalactiae em humanos
S. agalactiae é um agente causador de diversas patogenicidades em seres
humanos em diferentes fases. Na fase infantii € frequentemente associada a

meningite, sépsis neonatal e sépsis puerperal (Beitune, 2005; Rajagopal, 2009;).
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O GBS é um dos maiores causadores de bacteremia e meningite em recém-
nascidos (RN), e também responséavel pelo maior nimero de infec¢cdes bacterianas
fatais (Rajagopal, 2009), onde os principais fatores de risco para as doencas nos RN
sdo: colonizacdo materna e prematuridade. Em estudos realizados nos Estados
Unidos foram observados que os casos positivos variam de 20% a 40% em
gravidas, enquanto que no Brasil, variam de 15% a 25% (Pogere et al., 2005;
Springman et al., 2009). O numero de casos de septicemia nos Estados Unidos em
RN foi de aproximadamente 0,3 a cada 1000, enquanto que na Europa, este valor
variou entre 0,24 e 1,26 para cada 1000 RN (Spellerberg, 2000; Johri et al., 2006).

A infeccdo nos RNs por GBS in utero ocorre através de uma infeccéo
ascendente, principalmente durante o parto, devido a aspiracdo de fluidos vaginais
contaminados e, em menor incidéncia, durante a amamentacéao (Spellerberg, 2000;
Glaser et al., 2002).

Quando a infeccdo ocorre entre as primeiras 6 a 8 horas de vida, é
denominada early-onset disease (EOD) e nessa fase podem ocorrer bacteremia,
choque séptico e faléncia respiratoria. Quando a infeccdo é tardia, ocorrendo em
alguns meses apos o parto, € denominada late-onset diseases (LOD), e € nessa
etapa que a meningite pode causar sérios danos neuroldgicos irreversiveis com
elevada taxa de mortalidade (Doran et al., 2004; Rajagopal, 2009).

Nos adultos, a S. agalactiae ocorre preferencialmente em idosos ou pessoas
imunocomprometidas. Nessa fase as apresentacfes clinicas sdo: bacteremia
primaria, endocardite, infeccdo do trato urinario, peritonite, pneumonia, osteomielite
e infec¢bes nos tecidos conjuntivo, epitelial e muscular (Del Pozo et al., 2000; Johri
et al., 2006). Os maiores fatores de risco na populacdo adulta sdo cancer, doencas
cardiovasculares, diabete e hepatite (Johri et al.,, 2006). Estudos envolvendo a
classificagcdo de casos por sorotipo em humanos, demonstraram que o sorotipo la
esta mais relacionado as infec¢des intrauterinas e o sorotipo V a casos de infec¢éo
em homens (adultos) e mulheres (adultas e ndo gestantes) (Quentin et al., 1995;
Harrison et al., 1998). A infeccdo por S. agalactiae varia de acordo com diversos
fatores, como: grupo étnico, localizacdo geografica e idade. Estudos realizados nos
Estados Unidos indicam que a infec¢gdo ocorre com uma maior frequéncia em
mulheres hispéanicas, seguidas pelas negras, mulheres mais velhas e com menor

namero de partos (Beitune, 2005).
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A principal ferramenta na epidemiologia molecular de S. agalactiae, em casos
de humanos, é a técnica de MLST (Multilocus sequence type), pois apresenta
elevada robustez para analises epidemioldgicas, monitoramento de patdégenos,
estudos evolutivos e andlises de estruturas populacionais (Pavén, 2009).

Todos os dados resultantes das analises epidemioldgicas utilizando o MLST
estdo depositados em um banco de dados (BD) e disponiveis no website

http://pubmlst.org/sagalactiae/. Esta é uma importante vantagem na utilizacdo da

técnica de MLST, ja que esse BD se comporta como enciclopédia, permitindo que os
isolados bacterianos sejam comparados em todo o mundo (Chan, 2011).

Para se combater a infeccdo em gestantes, é utilizado o protocolo da CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), que recomenda a utlizacdo de
quimioprofilaxia com penicilina, ampicilina, eritromicina ou clindamicina, durante o
parto (CDC, 1996). Estudos demonstram que a deteccado do GBS no trato genital no
final da gestacéo (entre a 352 e a 402 semanas) € uma conduta bastante efetiva para
prevenir infeccdo dos neonatos, uma vez que a colonizacdo por GBS é intermitente.
Gestantes ndo colonizadas no periodo da gestacdo podem apresentar sinais
positivos em periodo posteriores (Regan et al., 1996).

Véarios estudos tém demonstrado o aparecimento de linhagens GBS
resistentes a antimicrobianos em diversos paises, e essa resisténcia vem
aumentando com passar dos anos (de Azavedo et al., 2001; Hsueh et al., 2001; d’
Oliveira et al., 2003). Nos ultimos anos, vem ocorrendo um aumento na resisténcia
do GBS a clindamicina. Fernandez e colaboradores (1998) demonstraram em
estudos realizados nos Estados Unidos, que a resisténcia do GBS ao antibidtico era
de 3,4% em 1998 (Fernandez et al.,, 1998). Morales e colaboradores (1999)
observaram resisténcia de 5%, Andrews e colaboradores (2000) encontraram 7% de
resisténcia e Biedenbach e colaboradores (2003) 11,4%.

Levando-se em consideracdo os resultados avaliados por todos esses
trabalhos, pode-se observar que a resisténcia a clindamicina quase quadruplicou em
apenas cinco anos, mostrando que, possivelmente, o uso inadequado de antibioticos
pode levar a resisténcia aos mesmos (McDonald et al., 2003).

Sequenciamentos de novos isolados de humanos podem colaborar para
analises comparativas mais robustas, auxiliar no desenvolvimento de novos
farmacos, na criacdo ou melhoria de métodos de classificacdo das linhagens, acdes

essas que pode minimizar o impacto do GBS na sociedade.
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1.2.2 Doencas causadas por S. agalactiae em bovideos

Dentre as diversas patogenias causadas pela S. agalactiae destaca-se a
mastite crénica e infecciosa nos bovideos e em camelideos (Zubair, 2013). Essa
doenca causa grandes prejuizos ao agronegdécio. Além da S. agalactiae, tem como
principais agentes etiolégicos: Corynebacterium sp, Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli, ainda fungos e
algas (Radostits et al., 2002; Holtenius, 2004). Diante da vasta biodisponibilidade de
agente infectantes para a mastite, a doenca ainda ndo foi amplamente
compreendida, tornando-a ainda, em alguns aspectos, obscura. (Radostits et al.,
2002).

Contudo, alguns estudos avaliaram informacdes intrinsecas na manifestacdo
da doenca, no qual se tem conhecimento que o microrganismo invade a glandula
mamaria, atravessando o canal do teto, e comeca a se multiplicar no interior dos
tecidos. Essa invasdo de microrganismos pode ocorrer pela falta de higiene entre as
ordenhas e pela manipulagédo de material contaminado no tratamento do animal. Os
principais fatores responséaveis pela ocorréncia da mastite sdo: o ambiente, o agente
patogénico, a resisténcia do animal e o estagio de lactacédo (Santos et al., 2007).

Para a prevencdo da mastite € necessario incorporar um conjunto de
procedimentos simples por parte do ordenhador, por exemplo, higienizacdo e
desinfeccdo do ambiente, do animal, do profissional e de todos os utensilios
utilizados logo apds a ordenha. Tais procedimentos reduzem consideravelmente a
chance de contaminacéo de outros animais (Embrapa, 2012).

A mastite € uma doenca de grande importancia epidemiologica. A maioria dos
casos ocorre na forma subclinica, mas existem também as formas clinica e crbnica,
ambas causadoras de severos prejuizos econdmicos (Radostits et al.,2002). A forma
subclinica é responsavel por reduzir a capacidade funcional das glandulas
mamarias, possuindo um diagnostico mais complexo e de custo mais elevado,
necessitando do isolamento do agente etiologico, de exames complementares
baseados no conteudo celular ou em modificagbes bioquimicas na composicdo do
leite (Pankey et al.,1991; Radostits et al.,2002).

O tratamento das infec¢des intramamarias causadas pela mastite € complexo
e requer a intervencao por meio de antibiéticos e antimicrobianos de amplo espectro

sistémicos e com agéo local (Diario Oficial, 2011).
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Estudos realizados no Reino Unido indicam que mastite clinica tem uma taxa
de 37,5 casos/100 vacas-ano e que as infec¢des intramamarias geram um caso de
mastite clinica a cada 34 segundos (Leigh, 1999).

No Brasil, a média estimada de perda anual € de aproximadamente US$ 100
por vaca, sem incluir os custos de prevencao (Carneiro et al.,, 2004). Na Europa
estima-se uma perda de US$ 226. Em 2011, Peres contabilizou todos os prejuizos,
como por exemplo, perda de 70% causada pela reducédo de producdo dos quartos
mamarios; 14% de desvalorizacdo dos animais, descarte ou morte do animal; 8%
pela perda do leite descartado; 8% pelos gastos com tratamentos e prevengao e
honorarios de veterinarios (Peres, 2011).

Quantificar a perda associada a mastite subclinica € um processo bem
complexo, mas nessa forma ela é 4 vezes mais prevalente do que a mastite clinica.
As perdas da mastite subclinica foram de aproximadamente 70% a 80% enquanto
gue a mastite clinica foi de aproximadamente 20% a 30% (Philpot, 1991).

Por ser uma das principais causadoras da mastite em bovideos, a bactéria S.
agalactiae afeta a producdo de diversos setores, como: de leite e lacto derivados,
gado de corte, peles e las. Devido as consideraveis perdas financeiras, a mastite

considerada uma doenca de grande importancia epidemiolégica e econémica.

1.2.3 Doencas causadas por S. agalactiae em peixes

Ha alguns anos foi observado um aumento na ocorréncia de casos clinicos
associados a S. agalactiae em diversas regifes geogréficas, sendo considerado um
patdbgeno emergente em peixes de agua salgada e doce (Evans et al., 2002a).

O primeiro caso de infeccdo em peixe por S. agalactiae foi descrito em 1956
no Japao, onde houve um surto de septicemia em uma fazenda comercial de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Hoshina et al, 1958). Ja existem mais de 20
espécies que tiveram casos de infec¢des identificados (Olivares-fuster et al., 2008).

As principais espécies do género Streptococcus causadoras de septicemia e
meningoencefalite em peixes sdo: S. agalactiae, S. iniae, S. parauberis, S.
dysgalactiae, S. phocae e S. ictaluri (Chen, 2012; Figueiredo et al., 2012). Dentre
essas, duas espécies: a S. iniae e S. agalactiae sao responsdveis por causar maior
impacto econdmico, com sinais clinicos, infec¢cdo e hospedeiros bem semelhantes
(Evans et al., 2002b).
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As doencas septicémicas originadas por bactérias do género Streptococcus
sdo responsaveis por contaminar peixes de agua doce, salgada e ambientes
estuarinos, sao tratadas com o termo estreptococose (Mata et al., 2004).

A infeccdo por S. agalactiae ocorre quando o peixe contaminado, vivo ou
morto, libera a bactéria na agua colonizando a pele dos demais peixes. Outra forma
de infeccao é por meio do acometimento de infec¢des invasivas que apresentam um
alto indice de mortalidade, sendo a bactéria capaz de sobreviver por longos periodos
na agua, na lama, no tanque, na estufa e nos equipamentos de trabalho (Suresh,
1998).

O consumo de peixes nao fiscalizados, possiveis portadores de
estreptococose, tem sido associado com um aumento de risco de contaminacao por
S. agalactiae com os sorotipos la e Ib, principalmente em humanos (Foxman, 2007).
De acordo com Organizacdo das Nacdes Unidas, o setor de producdo animal da
aguicultura mundial tem apresentado um forte crescimento nas uUltimas décadas para
alimentacéo (Food and Agriculture Organization, 2010).

A aquicultura brasileira também esta em alta, assim como a mundial,
apresentando um aumento de 15,3% em 2010 quando comparado com a producao
de 2009, sendo que a piscicultura continental representou 82,3% da producao
nacional e o peixe mais produzido no pais € a tilapia do Nilo, que representa
aproximadamente 40% da producdo nacional (Ministério da Pesca e Aquicultura,
2010).

No Brasil, existem diversos obstaculos que dificultam o crescimento da
aquicultura, como a ocorréncia de surtos de doencas infecciosas, principalmente as
causadas por bactérias, protozoarios e fungos. Tais doencas ocasionam severas
perdas econdémicas aos produtores, tornando a producéo inviavel em determinados
casos (Duremdez, 2004; Mian et al., 2009). A infec¢do por S. agalactiae causa uma
elevada taxa de mortalidade podendo chegar a 90% do plantel, sendo que
normalmente a infeccdo é proxima da fase pré-comercializacdo, fase em que ja
ocorreu elevado consumo de racdo, o componente de maior custo para producéo
(Evans, 2004).

Para crescimento na criacdo de tilapia no Brasil e no mundo € necessario
adotar novas estratégias para reduzir o impacto da S. agalactiae na produc¢ao, como
aplicacado de antimicrobianos. Porém, normalmente, é tardia, quando ja ocorreram

grandes perdas no plantel. O uso de antimicrobianos minimiza a ocorréncia da
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infeccdo nos peixes ndo infectados ou animais que se encontram no inicio da
infeccdo, mas ndo age na cura dos peixes que ja possuem sinais clinicos (Heuer et
al., 2009; Rattanachaikunsopon, 2009). Além disso, a utilizacdo de antimicrobianos
pode causar riscos ao meio ambiente e a seguranca alimentar (Heuer et al., 2009), e
aumentar o risco da resisténcia bacteriana, em casos de uso a longo prazo (Lim,
2006).

Como o tratamento pos-infeccdo ndo € efetivo em estreptococose nos peixes,
€ necesséria a aplicacdo de métodos imunoprofilaticos, como a vacinagdo, 0 que
seria uma alternativa mais viavel para prevencdo e controle das infec¢des por
Streptococcus. Para tal, faz-se necessarios estudos gendmicos das ilhas de
patogenicidade, dos fatores viruléncia nos diferentes hospedeiros, e principalmente
das proteinas secretadas e de membrana, que possibilitariam o desenvolvimento de

vacinas eficazes

1.3 Fatores de Viruléncia

Genes de viruléncia sdo responsaveis pela adaptacdo e sobrevivéncia da
bactéria dentro hospedeiro no processo de infec¢cdo. Normalmente, sdo expressos
em contato com ou durante a invasdao do hospedeiro e a grande maioria estao
presentes em ilhas de patogenicidade (Hare, 2014)

Os patdgenos envolvidos na etiologia das doencas causada por GBS podem
apresentar diversos fatores de viruléncia que facilitam a colonizagdo e a infeccéo
nos hospedeiros. Alguns desses patdégenos séo capazes de evadir as defesas do
hospedeiro ao se fixarem nas células epiteliais, produzem capsulas que atrapalham
a captura e a eliminacéo pelos neutréfilos. Além disso, podem produzir exotoxinas e
endotoxinas que inativam ou destroem os leucécitos. Podem ainda manter-se no
interior das células para escapar da resposta imune do hospedeiro (Bradley, 2002;
Carneiro et al., 2009).

Para que ocorra a infeccdo por S. agalactiae, a mesma deve entrar em
contato com o hospedeiro e atravessar as barreiras epiteliais. Para isso, séo
utilizados os fatores de viruléncia, que funcionam por meio de diferentes estratégias
para que bactérias GBS possam invadir o hospedeiro (Baron et al., 2005; Pietrocola
et al., 2005). Assim, os GBS podem utilizar as estruturas que se encontram em sua

superficie ou secretar outros produtos no ambiente circundante. Além disso, para
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sobreviver, a bactéria pode substituir as suas fungbes essenciais (Baron et al.,
2005).

Um dos principais fatores de viruléncia em S. agalactiae é o CPS, que auxilia
na evaséo bacteriana. Outro importante fator de viruléncia sao os pili, que facilitam a
adesdo dos GBS em células epiteliais e no endotélio vascular (Lauer et al, 2005;
Melin, 2011). A Cb5a peptidase, que é codificada pelo gene scpB de S. agalactiae,
impede o recrutamento de neutroéfilos nos locais onde ocorre a infeccéo e intermedia
a ligacdo da bactéria a fibronectina humana, auxiliando a invasdo nas células
epiteliais (Melin, 2011; Spellerberg et al, 2000).

As proteinas da membrana externa possuem um papel muito importante na
interacdo com o hospedeiro. Elas sdo capazes de mediar a invaséo, e, por esse fato,
podem ser consideradas como fatores de viruléncia (Safadi, 2010; Spellerberg,
2000). Nos GBS, as mais caracterizadas sdo as proteinas do antigeno C, as quais
formam um complexo que contém as proteinas de superficie da familia Alpha-like
proteins (Alp): Alpha C, Rib, Epsilon (Alpl), Alp2, Alp3 e Alp4. Essas seis proteinas
séo caracterizadas por possuirem longas sequéncias de repeticdo e, no decorrer da
infeccdo, esse numero de repeticbes pode sofrer dele¢des internas. Ambos os fatos
dificultam o reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro (Broker, 2004; Creti,
2004; Spellerberg, 2000). Estudos realizados com amostras do sorotipo la
demonstraram a presenca das proteinas Alpha C, Alpl e Alp2, enguanto no sorotipo
VIl é encontrada a proteina Alp3 que ndo existe em la. Determinados fatores de
viruléncia foram localizados em apenas alguns sorotipos, fato esse que apoia a
teoria de que os fatores de viruléncia ndo sdo muito conservados entre 0s sorotipos
(Creti, 2004).

A Tabela 1 demonstra os principais fatores de viruléncia descritos em

amostras de GBS em humanos.

Tabela 1 - Alguns dos principais fatores de viruléncia de S. agalactiae com hospedeiro humano,
funcionamento e genes envolvidos.
Fonte: Adaptado de Rajagopal (2009).

Fator de viruléncia Gene Funcéo
Fator CAMP cfb Gerar poros na membrana da célula do hospedeiro
B—hemolisina / citolisina cylE Lise da celular do hospedeiro, induzir resposta
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inflamatdria e apoptose
Fatores de evaséo do sistemaimune
Capsula rica em acido sialico CpsA-L Ocultar o &cido sialico da célula do hospedeiro para
dificultar o reconhecimento pelo sistema

imunolégico

Cba peptidase scpB Clivar a subunidade C5a do sistema

Promover a aderéncia a fibronectina da matriz

extracelular

Superoxido dismutase SodA Proteger os radicais de oxigénios e dos superoxidos

Serine protease CSpA Clivar o fibrinogénio e quimiocinas

Aderéncia e Invaséo

Proteina ligadora ao fibrinogénio A fbsA Promover a aderéncia do GBS as células do
hospedeiro se ligando ao fibrinogénio
Proteina ligada a laminina Imb Promover a aderéncia do GBS a laminina da célula
do hospedeiro

Proteina serine-rich repeat 1 srr-1 Srr-1 promover aderéncia as células epiteliais

Proteina serine-rich repeat 2 srr-2 Srr-2 aumentar a viruléncia do GBS

Adesina bacteriana imunogénica bibA Promover a aderéncia do GBS as células do
hospedeiro

Proteina C bca/bac Auxiliar a aderéncia do GBS as células epiteliais

Proteina de ligacao ao fibrinogénio B fbsB Auxiliar a invasao do GBS nas células do
hospedeiro

Gene associado a invasédo e iagA Auxiliar a invasé@o da barreira hemato-encefalica

regulacao

Apesar da existéncia de genes responsaveis pelos fatores viruléncia, 0s

mesmos podem ndo estar ativos, uma vez que podem estar presentes, mas nao
serem expressos. Isso ocorre, pois a regulagcdo génica pode ser diferenciada de
acordo com as diferentes linhagens, diferentes sorotipos e com o ambiente (Jiang et
al., 2008). Sabe-se que a expressdo de diversos genes de fatores de viruléncia é
diferenciada em linhagens de distintos sorotipos (Sharma et al., 2012).

A regulacdo da expressdo génica em resposta aos estimulos externos é
realizada pelo Sistema de Transducao de Sinal (STS), que pode regular os fatores
transcricionais do DNA. O regulador mais comum em bactérias é o two-component
systems (TCS) (Rajagopal, 2009).

Estudos realizados com sequenciamento completo de genomas de S.

agalactiae revelaram a existéncia de 17 a 20 TCS. Esse elevado valor pressupde



29

gque as TCS podem facilitar as respostas as mudangas do GBS em diferentes
hospedeiros e ambientes (Glaser et al., 2002).

As regides gendmicas com maior concentracdo de fatores de determinados
fatores como patogenicidade, resisténcia sao caracterizadas como ilhas genomicas.
Estudos indicam a existéncia de ilhas gendmicas presentes na espécie S.
agalactiae, uma elevada variedade de fatores, aliado a uma elevada plasticidade e
uma variada distribuicho de elementos moéveis em diferentes linhagens de
hospedeiros especificos e que alguns destes elementos podem ser caracteristicos
de isolados de um hospedeiro especifico (Tettelin et al., 2005, Richards et al., 2011).

No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre os fatores de
viruléncia, das ilhas genémicas e as expressdes génicas sobre a interacdo entre o
patégeno e o hospedeiro. Por isso, os estudos gendmicos sdo importantes para a
busca de informagbes que contribuam para o melhor conhecimento do

microorganismo.

1.4 Estudos genémicos em S. agalactiae

O sequenciamento é uma técnica que permite revelar as sequéncias de bases
nucléicas, permitindo assim, desenvolver estudos estruturais e funcionais do
genoma, buscando compreender a complexa maquinaria biologica (Ribeiro et al.,
2012).

O primeiro genoma completo de S. agalactiae foi depositado no banco de
dados do GenBank no ano de 2002. O genoma de S. agalactiae NEM316, do
sorotipo lll, isolado de caso fatal de humano com septicemia, foi sequenciado
utilizando o método de Sanger, e obteve-se um genoma com tamanho de 2.211.485
bp e 2.118 genes (Glaser et al., 2002).

A partir do sequenciamento desse genoma foi possivel comparar 0 genoma
de S. agalactiae com o genoma completo de S. pyogenes, observando-se uma
similaridade de 25%. Além disso, foi observado que S. agalactiae era uma espécie
diferente das demais espécies de Streptococcus, principalmente nas regides génicas
responsaveis pela codificacdo de proteinas relacionadas aos elementos méveis
(Tettelin et al., 2005). Essas regides génicas possuem transposons, bacteriéfagos e
elementos de insercdo. Acredita-se que esses genes estao fortemente associados a

adaptacdo e a capacidade de colonizar diversos ambientes e causar doencas em
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varios hospedeiros. Os mesmos sao adquiridos por transferéncia horizontal de
outras espécies de bactérias (Tettelin, et al., 2005; Zubair et al., 2013).

Estudos do pan-genoma de S. agalactiae revelaram que o genoma central, ou
seja, 0 conjunto de genes presentes em todas as espécies em estudo, € formado por
80% do total de genes. Esses estdo associados as fungdes reguladoras e aos genes
essenciais (housekeeping genes). O genoma dispensavel, ou seja, o conjunto de
genes ausentes em algumas amostras, € formado por elementos moveis e
extracromossomais. A formagcdo do genoma dispensavel possivelmente ocorre por
meio da aquisicdo dos genes de outras espécies por transferéncia horizontal
(Tettelini et al., 2005; Richards et al.,2011).

Estudos realizados com modelos estatisticos predisseram que o0 pan-genoma
do GBS ainda se encontra aberto, pois novos genes continuam a ser identificados e
descritos a cada novo isolado sequenciado. Aproximadamente, 33 novos genes séo
adicionados para cada novo genoma descrito (Tettelin et al., 2005).

Até o momento (1 de fevereiro de 2015), 16 genomas completos de S.
agalactiae podem ser encontrados no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Dentre as linhagens com os genomas completos,
10 foram isoladas de humanos, 4 de peixes, 2 de camelos e 1 de bovino. As
linhagens de S. agalactiae possuem em média, 0 genoma variando de 1,8Mb a 2,2
Mb, quantidade de tRNA variando de 63 a 81, rRNA de 18 a 21 e contetudo GC de
35,3% a 35,9% (Tabela 2).

Tabela 2 - Informacdes de genomas completos da S. agalactiae no NCBI.
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomeqgroups/186 (acesso em: 1 de fevereiro de 2015).

Linhagem Tamanho GC% Hospedeiro Sorotipo Gene tRNA | rRNA
(Mb)

2603V/R 2.16027 35.60 Humano \Y, 2279 80 21
A909 2.12784 35.60 Humano IC 2154 80 21
COH1 2.06507 35.40 Humano 1l 2069 80 21
NGBS061 2.22121 35.50 Humano v 2249 81 21
NGBS572 2.06143 35.50 Humano v 2069 81 21
GBS6 2.23148 35.80 Humano Il 2223 80 21
GBS2NM 2.2143 35.90 Humano Il 2202 80 21
GBSINY 2.24371 35.90 Humano ] 2227 81 21
CNCTC 10/84 2.01384 35.40 Humano \Y 2035 80 21
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09mas018883 2.13869 35.50 Bos taurus N&o Informado 2153 80 21

ILRI112 2.0292 35.30 Camelus N&o Informado 2173 79 21
dromedarius

ILRIOO5 2.10976 35.40 Camelus N&o Informado 2180 80 21
dromedarius

GD201008-001 2.06311 35.60 Peixe Tilapia A 2061 77 21

SA20-06 1.82089 35.60 Peixe Tilapia B 1863 79 21

138P 1.8387 35.50 Peixe Tilapia | N&o Informado 1862 69 16

138spar 1.83813 35.50 Peixe Tilapia | N&o Informado 1859 67 16

1.4.1 Métodos de sequenciamento genémico

Na década de 70 foram criados os primeiros métodos de sequenciamento: o
de terminac&o de cadeira por Sanger e Coulson, e alguns anos apoés, foi criado o
método quimico de degradacdo de bases por Maxam e Gilbert. Esses métodos
foram um importante marco para o sequenciamento genémico (Kaur, 2013).

Os métodos de sequenciamento passaram por melhorias significativas,
principalmente em relacdo a acuracia e ao custo. O método de Sanger foi
responsavel pelo primeiro sequenciamento de genoma completo em 1995: da
bactéria Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995). No entanto, esse
método possui um tempo de execucdo longo e o custo de sequenciamento por par
de bases (pb) é alto, o que inviabiliza o sequenciamento de grandes genomas
(Bonetta, 2006).

Um avanco alcancado na ciéncia foi o sequenciamento do genoma humano
em 2001, o qual tinha como objetivos identificar os genes dos 23 pares de
cromossomos, mapear todos 0s genes responsaveis pelas caracteristicas normais e
pelas patoldgicas, armazenar as informac6es em bancos de dados, desenvolver
novas ferramentas eficientes para analisar os dados e criar meios para usa-los em
estudos bioldgicos e medicinais. Foram necessarios 13 anos para ser finalizado e
teve um custo aproximado de trés bilhdes de ddélares (Husemann, 2001).

Passados quatro anos do término do projeto do genoma humano, em 2005,
foram lancadas as plataformas de sequenciamento de proxima geracdo, ou Next-
Generation Sequencing (NGS). As NGS sdo responsaveis pelo aumento da
cobertura do genoma, por leituras de DNA cada vez mais acuradas, pela reducao no

tempo de corrida, pela facilidade em sequenciar genomas completos e pela reducéo
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significativa no custo por sequenciamento (Metzker, 2010; Loman et al., 2012; El-
Metwally et al., 2013).

As plataformas NGS apresentam metodologias diferentes do método de
Sanger e tém como principal vantagem o alto volume de dados gerados por corrida.
Algumas plataformas sao capazes de gerar em 24 horas, uma quantidade de dados
igual ou superior a que seria gerada por centenas de sequenciadores do tipo capilar.
Essas vantagens possibilitaram um crescimento significativo na quantidade de
projetos de sequenciamento de genomas completos, principalmente para
organismos procariotos (Husemann, 2011).

Dentre as plataformas NGS pertencentes a segunda geracdo destacam-se:
454 GS FLX system (Roche), lllumina GA lIx (lllumina), HeliScope (Helicos) e SOLID
5500 XL system (ABI). Dentre as plataformas de terceira geracdo destacam-se: a
plataforma PacBio RS system (Pacific Biosciences) e a lon Personal Genome
Machine — lon PGM ™ (Life Technologies), sendo essa Ultima considerada uma

tecnologia de transicdo entre a segunda e terceira geracao (Kaur, 2013).

1.4.2 Plataforma lon Torrent

A plataforma lon PGM (Life Technologies) foi lancada em 2011 e possui um
sequenciamento que funciona por meio de deteccédo das alteracfes de pH dentro de
um chip de silicio durante a reacéo de sequenciamento. Os principais fatores que se
alteram entre os modelos de chip sdo o volume de dados gerados e o tamanho das
leituras. Uma das versdes mais utilizadas € o chip 318 verséo 2, o qual é capaz de
produzir de 0,6 a 1Gb de dados com leituras de 200pb. A etapa de processamento
das leituras sequenciadas possui uma execucao veloz de aproximadamente duas
horas (Junemann et al., 2013; Life Technologies, 2015).

Antes do processo de sequenciamento € necessario a construcdo da
biblioteca gendmica (Figura 4). Nesse processo, a amostra de DNA é fragmentada,
e cada fragmento é ligado a adaptadores, e em seguida a uma bead, e sera
amplificado por PCR em emulséo. O produto de cada PCR é separado e inserido em
um dos poc¢os do chip de silicio, que possui um tamanho um pouco maior que a
bead coberta com o produtos de amplificacdo para que cada po¢o tenha somente
copias do mesmo fragmento a ser sequenciado (Rothberg et al., 2011). Dentro de
cada poco ocorre a reacdo de sequenciamento em rodadas. Em cada rodada, o

sequenciador disponibiliza uma determinada quantidade de um dos quatros tipos de
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dNTP: dATP, dTTP, dGTP e dCTP. Varias DNA polimerases incorporam o dNTP a
nova fita de DNA a ser sintetizada, caso este seja complementar a fita molde. A
Figura 5 demonstra a incorporacdo de um novo nucleotideo por meio da reacéao de
DNA polimerase (Rothberg et al., 2011).

\ L
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Preparacio Amplificacido Isolar as particulas Carregar Chip e
de Biblioteca Clonal de Ion Sphere Sequéncias

Figura 4 - Workflow de passos resumidos do processo de sequenciamento do lon PGM.
Fonte: Adaptado de Life Technologies, 2015
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Figura 5 - Template da Reagc&do DNA Polimerase
Fonte: Adaptado de Life Technologies (2015)

A reacdo de polimerizacao libera em cada ligacdo um atomo de hidrogénio
gue é responsavel por alterar o pH de cada poc¢o do chip. O transistor ISFET detecta

essa alteracdo de pH e gera um sinal elétrico com intensidade variavel de acordo
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com a base, como é possivel visualizar na Figura 6 (Loman et al., 2012; Life
Technologies, 2015).
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Figura 6 - Relatério dos sinais elétricos gerados pelo transistor ISFET.
Fonte: Life Technologies, 2015

Um fator limitante das plataformas de sequenciamento sao o0s
homopolimeros, ou seja, sequéncias repetitivas de um unico nucleotideo que séao
incorporadas em uma unica rodada. O sensor do transistor ISFET ndo é capaz de
detectar com preciséo tais regides (Rothberg et al.,, 2011). Isso acarreta uma alta
taxa de erros de insercao e delecao de sequéncias (indel) (aproximadamente 0,39%
na versado 2 do chip 318). Apesar dessas limitacdes, a plataforma lon PGM possui
uma boa eficacia para o sequenciamento de genomas completos de procariotos,
melhor custo beneficio e menor custo por pb quando comparado a outras
plataformas NGS (Ramos et al., 2012; Loman et al., 2012b; Junemann et al., 2013;
Mariano, 2015). Essas vantagens sao importantes diferenciais na escolha de uma
plataforma de sequenciamento NGS.

A utlizacdo de plataformas NGS para sequenciamento de genomas
completos vem auxiliando a microbiologia a compreender os surtos epidémicos, a
imunologia auxiliando na criacdo de novas vacinas e farmacos e diversas outras
funcdes (Loman et al., 2012a).

Porém, com o surgimento destas novas tecnologias aplicadas nas
plataformas NGS, surgiram novos desafios a serem resolvidos, como obter
equipamentos robustos que possuam recursos computacionais suficientes para
armazenar e analisar os dados gerados, realizar montagens de genoma com

pequenas leituras e suportar as repeticdes existentes no genoma (Metzker, 2010).
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1.4.3 Montagem e finalizacdo de genomas

A montagem de genomas constitui no processo de ordenacéo e orientacao
das leituras obtidas por sequenciamento NGS (Miller et al., 2010). Os processos de
montagem e finalizacdo de genomas a partir de metodologias recentes podem ser
divididos em trés etapas: (i) andlise de dados; (i) montagem de novo e (iii)
scaffolding (Mariano, 2015).

Um dos processos essenciais para montagem de genoma é a analise de
dados ou homogeneizacdo de dados. Antes de se processar montagens €
necessario converter os dados do sequenciamento para padrdes utilizados pelo
software de montagem. O formato FASTQ é comumente utilizado por esses
softwares, uma vez que o mesmo apresenta as sequéncias de nucleotideos e dados
de qualidade de cada base (Ramos, 2011; Mariano, 2015). Essa qualidade de base
€ calculada de acordo com o indice probabilistico do algoritmo Phred (Tabela 3).
Através do software FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) € possivel visualizar a

média de qualidade de base e assim, avaliar a qualidade do sequenciamento.

Tabela 3 - Probabilidade de erro por base pelo algoritmo Phred.
Fonte: Ramos (2011).

Qualidade Phred

Precisao em %

Probabilidade de Erro

10 90% lem10
20 99% 1 em 100
30 99,9% 1 em 1000
40 99,99% 1 em 10000
50 99,999% 1 em 100000

A etapa de montagem de novo compreende a sobreposicdo de todas as
sequéncias, a fim de formar sequéncias continuas (contigs). Software de montagem
de novo podem utilizar os modelos de algoritmos: (i) overlap-layout-consensus: Mira,
Newbler; e (ii) grafo de bruijn: Minia. A Ultima etapa € o processo de scaffolding, ou
finalizacdo de montagem, que pode ser realizada a partir de um genoma referéncia,
como por exemplo, a partir do software CONTIGuator. Dentre as ferramentas para

auxilio nos processos de montagens de genomas, pode-se citar a ferramenta SIMBA


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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(Mariano, 2015). SIMBA possui os software integrados: Mira v3.9, Mira v4.0, Minia e
Newbler, e permite fazer montagens com qualquer um desses software através de

uma interface simples.

1.5 Andlises comparativas com ferramentas de Bioinformética

Apés obtencdo dos genomas, € importante iniciar analises que possam
acrescentar informacdes que visam melhorar o conhecimento biolégico dos
organismos. Uma abordagem para se obter estas informagbes ocorre a partir de
uma comparagdo entre genomas de género ou linhagens da mesma espécie.

Andlises comparativas com ferramentas de bioinformatica sdo importantes
métodos para se analisar e selecionar possiveis alvos de estudos in vivo e in vitro.
Uma das grandes vantagens da bioinforméatica é a possibilidade de se trabalhar com
alto volume de dados, com custo menor quando comparado com 0s outros tipos de
estudos e com um menor tempo de resposta. Por isso, atualmente, antes de se
realizar estudos in vivo ou in vitro sdo realizadas as andlises in silico. Dentre as
diversas ferramentas de analise comparativa em bioinformatica, destacam-se as

andlises de sintenia, MLST e filogenia.

1.5.1 Analises de sintenia

Andlises de sintenia sdo essenciais para se visualizar similaridades entre os
blocos génicos de diferentes organismos. Mesmo em casos onde a ordem génica
nao seja muito conservada ainda possivel visualizar e a comparar pequenos blocos.
Através dessas técnicas de visualizacdo € possivel comparar o genoma de

diferentes organismos.

1.5.2 Anélises Funcional Gendmica

As analises funcionais genbmica sdo importantes ferramentas para se
caracterizar os processos e dominios dos genes. Pois através dessa caracterizacao
€ mais facil compreender as fung¢des genicas, a distribuicdo deles em cada genoma

e para futuras comparag¢des em diversos organismos.

1.5.3 Anélises de MLST
O MLST mede a variacdo de nucleotideos entre as sequéncias de DNA de

varios genes housekeeping e logo depois as classifica de acordo com perfil de cada
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alelo. O numero de genes utilizados no MLST varia de acordo com espécie, e em S.
agalactiae sdo sete: adhP (Alcohol dehydrogenase), atr (Amino acid transporter),
glcK (Glucose kinase), glnA (Glutamine synthetase), pheS (Phenylalanyl tRNA
synthetase), sdhA (Serine dehydratase) e tkt (Transketolase) com tamanho de
sequéncia variando de 459 pb a 519 bp. Esses genes sdo usados para amostras de
diversos hospedeiros e em todos os sorotipos. Cada gene tem um valor de alelo, e 0
somatorio desses valores € o ST (sequence type), que € usado para caracterizar
cada amostra (Jones, 2003). Esse valor de cada alelo € escolhido por ordem de
descoberta. A combinacgdo dos valores dos sete alelos € usado para gerar um allelic
profile (AP), que € representado por um valor de ST. Logo apoés gerar o AP de cada
amostra, sdo realizadas analises entre elas para detectar a proximidade, que pode
ser observada pela comparacao entre os valores dos AP (Urwin et al., 2003).

Caso sejam encontrados grupos de STs que possuam relacionamentos entre
si e possuam um ancestral comum, esses sao agrupados em complexos clonais
(CC) (Chan, 2011). Esse agrupamento ocorre através do algoritmo BURST (Based
Upon Related Sequences), que é executado para identificar CCs e desighar o
genotipo central (Feil et al., 2004). Os STs que ndo foram agrupados em nenhum
CCs sdo chamados de singletons (Pavon et al., 2009). A identificacdo dos CCs é
uma importante ferramenta para as analises epidemiolégicas (Urwin, 2003).
Atualmente, o BD Pubmist se armazena 536 ST, 751 MLST e 1273 amostras.

1.5.4 Filogenia molecular

A partir da década 70, com as técnicas de sequenciamento de DNA, houve
uma grande evolucdo que gerou no refinamento e na melhoria da classificacdo dos
grupos taxondmicos. Assim, comecou a se utilizar as sequéncias do gene
ribossomal 16S, e 0 mesmo se tornou o0 padrdo utilizado para construgcdo da
filogenia dos procariontes (Ludwig, 2001). Tentativas com outros genes essenciais
foram realizadas como, por exemplo, utilizando o gene rpoB, o qual codifica a
subunidade B da RNA polimerase bacteriana. Porém, observaram que a utilizacéo
de apenas um gene nao resolveu os problemas taxondmicos, pois ainda eram
encontrados organismos com caracteristicas fenotipicas bem divergentes e que
eram agrupadas numa mesma espécie (Gevers, 2005). Atualmente, para auxiliar

essa classificacao € utilizado um conjunto de genes essenciais da espécie, pois com
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0 maior niumero de genes é esperado que as distancias entre os ramos da arvore
filogenética sejam mais acuradas (Ludwig, 2001).

Para criacdo de uma arvore filogenética sdo necessarios varios passos cComo:
selecionar os genes alvos, organizar e alinhar as sequéncias, pesquisar o melhor
modelo de inferéncia evolutiva e a escolher o método estatistico.

Os estudos filogenéticos sédo de elevada importancia para se caracterizar, agrupar e
comparar 0s novos objetos biolégicos com os existentes afim de notar os padrbes

evolutivos.
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2. Justificativa

Streptococcus agalactiae € uma bactéria de grande importancia médica e
veterinaria, devido ao alto impacto econbmico e social, associado ao elevado
numero de patogenicidade em diversos hospedeiros e a alta diversidade genética
entre as linhagens. Atualmente, existem aproximadamente 300 genomas de S.
agalactiae depositados no banco de dados publico do NCBI, porém a grande maioria
€ incompleta, sendo apenas 16 genomas completos. Além disso, ndo existe nenhum
genoma completo do sorotipo IA de humanos. Estudos com todos os sorotipos de
GBS sédo de elevada importancia para evitar crises epidemioldgicas e auxiliar no
desenvolvimento de drogas e vacinas mais eficazes. Outro fator importante é que a
variacdo dos sorotipos ocorre de acordo com hospedeiro e com a regido geografica,
e em diversos estudos realizados na Argentina, Brasil, Estados Unidos, Europa e
Australia é descrito que sorotipo IA de humanos é o mais predominante. Em estudos
experimentais realizados anteriormente com a linhagem GBS85147 verificou-se que
a mesma conseguiu sobreviver por mais 24 horas em macréfagos, por meio da
ativacdo da NADPH-oxidase. Além disso, foi capaz de aderir e invadir as células
endoteliais. Esses fatos demonstram o alto potencial patogénico da linhagem.

Para melhor compressdo das fungdes e das estruturas da linhagem
GBS85147 é de suma importancia sequenciar, montar e anotar a mesma. Tais
trabalhos podem auxiliar os futuros estudos comparativos entre 0s géneros,

espécies e linhagens.
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3. Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Sequenciar, montar e anotar o0 genoma da Streptococcus agalactiae linhagem

GBS85147 para auxiliar posteriores analises de genémica comparativa entre esta

linhagem e as demais linhagens completas depositadas no banco de dados do

NCBI.

3.2 - Objetivos Especificos

Sequenciar o genoma de S. agalactiae GBS85147 utilizando a plataforma de
sequenciamento de nova geracao lon PGM,;

Montar o genoma de S. agalactiae GBS85147;

Predizer as regides codificadoras e ribossomais;

Realizar a anotacdo funcional de genes e 0s produtos génicos;

Depositar o genoma de S. agalactiae GBS85147 no banco de dados
GenBank;

Realizar analise genbmica comparativa das sequéncias, estruturas e funcoes,
entre os genomas completos de S. agalactiae depositadas no NCBI,;

Realizar comparacfes de conservacao sinténica entre as linhagens;

Realizar anélises filogenéticas entre as linhagens.
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4. Capitulos

4.1 Capitulo 1 - Artigo submetido a revista “Standards in Genomic Sciences”

Este capitulo é a versdo em inglés do manuscrito "Complete Genome Sequence of
Streptococcus agalactiae Strain GBS85147 Sorotype la Isolated From Human
Oropharynx”, submetido no dia 07 de maio de 2015 a publicagao no periédico SIGS -
Standards In Genomic Sciences (ISSN: 1944-3277).

SIGS é uma revista que publica pesquisas voltadas a todos os campos da
biologia, possibilitando aos autores a publicacdo de andlises de genomas. Esse
periédico possui circulagdo internacional e fator de impacto 3,17.
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Abstract

Streptococcus agalactiae is a Gram-positive and a coccoid bacterial pathogen. The specie can
cause diseases in humans, cattles, fishes and some other hosts. In humans, it is associated with
neonatal sepsis, meningitis and early or late-onset diseases. The pathogen can also infect
adults with underlying disease, particularly the elderly and immunocompromised ones.
Because of the high medical and veterinary importance of this microorganism, it became
necessary to start the genomic study by sequencing the genome of this pathogen. Here, we
used lon Torrent PGM platform with fragment library 200bp sequencing kit. The sequencing
generated 578,082,183bp, distributed in 2,973,022 reads, resulting in a mean coverage depth
of approximately of 246-fold and was assembled using Mira Assembler v3.9.18. The S.
agalactiae strain GBS85147 is comprised of a circular chromosome with a final genome
length of 1,996,151bp containing 1,925 coding sequences (CDS), from which 18 are rRNA
genes, 63 tRNA genes, and 2 pseudogenes, with a G+C content of 35.48%.

Introduction
Streptococcus agalactiae is a worldwide distributed bacterial pathogen that causes diseases in

humans and animals [52]. In humans, it is frequently associated with meningitis, neonatal
sepsis and may also affect immunocompromised adults and elderly [2]. S. agalactiae is
responsible for the most fatal bacterial infections in human newborns [3]. In fish, the
pathogen causes meningoencephalitis and septicemia worldwide in both fresh water and salt-
water species [4; 19]. Consumption of fish has been associated with an increased risk of S.
agalactiae serotypes la and Ib colonization in people [44]. Due to high mortality rate, it is
being responsible for large global economic losses for fish producers and fishermen [5]. S.
agalactiae continues to be a major cause of subclinical mastitis in dairy cattle, which is the
dominant health disorder affecting milk production within the dairy industry and is
responsible for substantial financial losses to industry worldwide [6].

S. agalactiae is a bacterium of great medical and veterinary importance due to a high
social and economic impact [1], together with the number of pathogenicity in different hosts
[9]. The incidence of invasive infections unrelated to pregnancy in human adults and animals
seems to be increasing worldwide [45], justifying an increase in the number of studies in the
area. Since the 1990s, serotype V emerged in the United States as the most frequent GBS
serotype causing invasive disease in nonpregnant adults [46]. Later, other serotypes, such as

la and 111 have also been recognized worldwide as significant causes of invasive disease [47].
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In the post genomic era, it became possible to perform comparative genomic studies among
various strains of S. agalactiae to better understand the biological complexity of this
organism. One such reason drove this study for genome sequencing, assembly and annotation
of a new GBS85147 strain, serotype la, Sequence Type 103 (ST-103), isolated from the
oropharynx of a female human patient in Rio de Janeiro, Brazil. In previous studies,
GBS85147 strain was found to survive 24 hours inside macrophages with NADPH oxidase
activation [48; 49] and it is also able to adhere and invade endothelial cells [50], showing the

pathogenic potential of this strain.

Organism Information
Classification and Features

Figure 1. Scanning electron microscopy of Streptococcus agalactiae strain GBS85147 grown

in liquid media after 8 hours. Scale bars, 2 and 30 um.

S. agalactiae is a gram-positive non-sporulated bacterium that has a spherical shape with
dimensions ranging from 0.2 to 1.0 microns [10]. In solid medium, S. agalactiae may form
short chains or can make group in two double cocci. In liquid cells, the microorganism can be
grouped to form long chains (Figure 1). The bacterium is a facultative anaerobe, catalase and
oxidase negative, and is capable of performing fermentation of lactic sugars [11]. Lancefield
identified the group B antigen, a peptidoglycan-anchored antigen (rhamnose, galactose, N-

acetylglucosamine, and glucitol) that defines the S. agalactiae species [12, 51].
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The capsular polysaccharide antigen (CPS) is used for the classification of S.
agalactiae strains into serotypes [14]. The structure of CPS is determined by genes encoding
enzymes responsible for its synthesis [13]. The serotype classification process is performed
based on the capsular antigenic differences that are detected by PCR or immunodiffusion
techniques [15]. Currently, ten serotypes have been described (la, Ib, II, 111, 1V, V, VI, VI,
VI, IX), being the serotype 1X was identified in 2007 [16]. In some strains, the identification
of serotypes is not possible due to the absence of the polysaccharide caused by a mutation in
the capsular genes [17]. The high degree of variation in the capsular structure is related to the
virulence of different strains of S. agalactiae [18]. Those variations in the capsular structure
may also explain the infections in unusual hosts such as camels, dogs, horses, seals, chickens,

dolphins, cats, hamsters, frogs, and monkeys [9].

74 Streptococcus agalactiae ILRID0S
oL Sireptococcus agalactiae 138spar

mnr Streptococcus agalactiae GBS85147

—— Streptococcus iniae SF1

1 {Streptucuccus dysgalactiae subsp. equisimilis RE378
100 L— Streptococcus pyogenes MTB313

I— Streptococcus salivarius JIMBTTT
|_ Streptococcus mutans UA159
93

— Streptococcus intermedius B196

100 — Streptococcus pneumoniae G54

1oL Streptococcus anginosus subsp. whileyi MAS624

01

Figure 2. The phylogenetic tree was generated with S. agalactiae Gbs85147 strain and 10
other strains of Streptococcus genus, by concatenating the 16S rRNA and rpoB genes. The
sequences were aligned automatically using ClustalW2 software [41] and after manual
editing, the dataset contained sequences with 4810 characters. With the aligned sequences, we
performed likelihood ratio test in Mega6 [42] software to determine the best model for
evolutionary inference for the dataset in question. The evolutionary model General Time
Reversible [43] + Gamma was considered the best choice. The phylogenetic test Bootstrap
method with value 1000 replications and statistical method Maximum Likelihood were

applied.



46

In order to observe an evolutionary distinction among different strains of GBS and other
strains, a phylogenetic tree was created (Figure 2) using two genes: rpoB and 16S; to increase

the accuracy of the Maximum Likelihood model.

The other taxonomic information can be viewed in Table 1.

Table 1. Classification and general features of Streptococcus agalactiae strain GBS85147

according to the MIGS recommendations [7]

MIGS Property Term Evidence
ID code*
Classification Domain Bacteria TAS[20]
Phylum Firmicutes TAS[21]
Class Bacilli TAS[22]
Order Lactobacillales TAS[23]
Family Streptococcaceae TAS[24]
Genus Streptococcus TAS[25]
Specie Streptococcus agalactiae TAS[26]
Type strain GBS85147 NAS
Sorotype la NAS
Gram stain Positive TAS[10]
Cell shape Coccus-shaped TAS[11]
Motility Non-motile TAS[10]
Sporulation Non-sporulating TAS[10]
Temperature range Mesophile TAS[27]
Optimum 37°C IDA
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temperature
pH range; Optimum | 5.4-9.4;7.4 IDA
Carbon source Beta-glucoside, Cellobiose, Fructose, | TAS [28]
Glucose, Lactose, Mannose,
Mannitol, N-acetylgalactosamine and
Trehalose.
MIGS-6 | Habitat Host-associated TAS [1]
MIGS- Salinity 4.0% to 6.0% TAS [27]
6.3
MIGS-22 | Oxygen requirement | Facultative anaerobe TAS[11]
MIGS-15 | Biotic relationship Symbiotic TAS[1]
MIGS-14 | Pathogenicity Pathogen TAS[48]
MIGS-4 | Geographic location | Rio de Janeiro, Brazil
MIGS-5 | Sample  collection | Not reported
time
MIGS- Latitude Not reported
4.1
MIGS- Longitude Not reported
4.2
MIGS- Altitude Not reported
4.4

" Evidence codes - IDA: Inferred from Direct Assay; TAS: Traceable Author Statement (i.e., a

direct report exists in the literature); NAS: Non-traceable Author Statement (i.e., not directly

observed for the living, isolated sample, but based on a generally accepted property for the

species, or anecdotal evidence). These evidence codes are from the Gene Ontology project

[8]
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S. agalactiae strain GBS85147 was isolated from human oropharynx in the Laboratory of

Molecular Biology and Physiology of Streptococci in the city of Rio de Janeiro/RJ, Brazil.

The genome was sequenced, assembled and annotated at the Laboratory of Cellular and

Molecular Genetics (LGCM) in collaboration with the National Reference Laboratory for

Aquatic Animal Diseases, Ministry of Fisheries and Aquaculture (AQUACEN), both located

at the Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.

The project information and its association with MIGS version 2.0 compliance [7] are

summarized in Table 2.

Table 2. Project information.

MIGS ID Property Term
MIGS-31 Finishing quality Finished
MIGS-28 Libraries used Fragment
MIGS-29 Sequencing platforms Ion Torrent™ PGM System
MIGS-31.2 Fold coverage 246x
MIGS-30 Assemblers Mira v3.9.18
MIGS-32 Gene calling method FgenesB
Locus tag GBS85147
Genbank ID CP010319
Genbank Date of Release | 2015/05/01

GOLD ID
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BIOPROJECT PRINA263907
MIGS 13 Source Material Identifier | SAMNO03108598
Project relevance Medical, Veterinary,
Biotechnological

Growth conditions and genomic DNA preparation

S. agalactiae GBS85147 was obtained from the Streptococcus bacterial collection of the
Laboratory of Molecular Biology and Physiology of Streptococcus. The sample was grown in
brain-heart-infusion (BHI-HiMedia Laboratories Pvt. Ltda, India) under rotation for 48 hours
at 37° C. The chromosomal DNA was extracted from 30 ml of culture. Briefly, the culture
was centrifuged at 4°C and 4000rpm for 15 min. Cell pellets were re-suspended in 600uL
TrissEDTA/NaCl [10 mMTris/HCI (pH7.0), 10 mM EDTA (pH8.0), and 300 mMNacl],
placed in tubes containing cell lysis with Precellys® 2 times at rotations of 6500 rpm during
30 seconds. The DNA was purified with phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and
precipitate using ethanol/NaCl/glycogen (2.5vethanol, 10% NaCl and 1% glycogen) and re-
suspended in 30uL MilliQ®. Finally, the DNA was stained using ethidium bromide and

visualized in 1 % agarose gel. [29]

Genome sequencing and assembly

The genome sequencing was performed using a fragment library with Ton Torrent™ PGM
System, 200bp sequencing Kit. The sequencing produced a total of 578,082,183 bp,
distributed in 2,973,022 reads, with average genome coverage depth of 246x and a Phred
quality greater than or equal to 20 in 91.25% of bases. De novo assembly was performed
using the software Mira v3.9.18 [30][31]. The assembly resulted 104 contigs, accounting for
2,032,890bp and a N50 of 104.996bp.

The contigs were ordered and oriented using the software CONTIGuatorv2 [32] with
S. agalactiae GD201008 as a reference genome. From this processes 31 scaffolds. The
remmaining gaps were closed via consensus sequences obtained by mapping the raw data
against the reference-genome using the software CLC Workbench v7 [33] and BlastN [34],

remmaining 2 pseudogenes.
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Genome annotation

The structural gene prediction was performed using the software FGENESB [35] with S.
agalactiae 09mas018883 [36] as the reference, resulting in 1,616 genes. The genome
annotation was performed manually with Artemis [37] software, UniProt databases
(http://www.uniprot.org/) and Interproscan 5 [38]. After manual annotation, 299 additional
genes were created, with a total of 1,915 genes. For the prediction of rRNA and tRNA the
software RNAmmer v1.2 [39] and tRNAscan-SE [40] were used, respectively.

Genome properties

The genome has one circular chromosome with 1,999,151pb and 35.48% of G+C content. A
total of 1,998 genes including 1,915 protein coding, 18 rRNAs and 63 tRNAs genes. A
circular map of the genome was generated using the CGView Comparison Tool
(http://stothard.afns.ualberta.ca/downloads/CCT/), showed in Figure 3. The genome statistics

are summarized in Tables 3-4.



51

Streptococcus agalactiae strain GBS85147
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Figure 3. Map of Circular genome generated with CGview comparison tool.
In the outermost ring the genes identified by the COG, followed by Blue CDS, tRNAs in
orange, rRNAs in pink, other RNAs in gray. In the intermediate ring GC content in black and

the innermost ring represent the GC skew+ in green and GC skew- in purple.



Table 3. Genome statistics.

Attribute Value % of Total
Genome size (bp) 1,996,151 100
DNA coding (bp) 1,804,165 90.38
DNA G+C (bp) 708,380 35.48
DNA scaffolds 1 100
Total genes 1,998 100
Protein coding genes 1,915 95.84
RNA genes 81 4.05
Pseudogenes 2 0.1
Genes in internal clusters 26 1.30
Genes with function prediction 1,713 85.73
Genes assigned to COGs 1,564 78.27
Genes with Pfam domains 1,651 82.63
Genes with signal peptides 111 5.55
Genes with transmembrane helices 511 25.57
CRISPR repeats 1
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Table 4. Number of genes associated with general COG functional categories.
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Code Value % of total Description

J 144 6,63 Translation

A 0 0,00 RNA processing and modification

K 115 5,29 Transcription

L 97 4,46 Replication, recombination and repair

B 1 0,05 Chromatin structure and dynamics

D 20 0,92 Cell cycle control, mitosis and meiosis

\% 36 1,66 Defense mechanisms

T 61 2,81 Signal transduction mechanisms

M 106 4,88 Cell wall/membrane biogenesis

N 7 0,32 Cell motility

U 30 1,38 Intracellular trafficking and secretion

@) 58 2,67 Posttranslational modification, protein turnover,
chaperones

C 52 2,39 Energy production and conversion

G 173 7,96 Carbohydrate transport and metabolism

E 155 7,13 Amino acid transport and metabolism

F 74 3,41 Nucleotide transport and metabolism

H 50 2,30 Coenzyme transport and metabolism

I 49 2,25 Lipid transport and metabolism

P 102 4,69 Inorganic ion transport and metabolism
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Q 23 1,06 Secondary metabolites biosynthesis, transport and
catabolism
R 219 10,08 General function prediction only
S 167 7,69 Function unknown
- 434 19,97 Not in COGs
Conclusion

The genome sequence of S. agalactiae GBS85147 obtained by lon Torrent PGM
platform with a coverage of approximately 246 folds was completely finished, manually
annotated, its pseudogenes were manually curated and the resulting genome file was
deposited in NCBI. Nowadays GBS85147 is the only serotype la strain isolated from a human
host deposited in NCBI.

After manual annotation of CDSs, we identified the function of 1,713 (85.73%) genes
and after frameshift manual curation only two pseudogenes remained. The final size of the
genome is ~2Mb with a G + C content of 35.48%, values that are consistent with the genomes
of other strains of the S. agalactiae species.

The functional analysis using the COG base showed that approximately 27% of the
genes do not have any described function, which consists in the sum of genes with unknown
functions (7.69%) and genes that were not found in the database (19.97%). This lack of
information shows that a significant amount of genes requires further functional studies. In
the phylogenetic tree, it is possible to observe a divergence between the strains of S.
agalactiae GBS85147 isolated from human, S. agalactiae 138spar isolated from fish and S.
agalactiae ILRIO05 isolated from camel.

The structural, functional and evolutionary genomic information of the strain
GBS85147 are of paramount importance for future comparative studies with other strains,

considering the hosts, serotypes and virulence factors.
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4.2 Capitulo 2 - Andlises comparativas

Neste capitulo serdo apresentadas as analises complementares do genoma de S.
agalactiae linhagem GBS85147 em comparagdo com outros genomas completos da
espécie depositados no NCBI. Tais analises ndo foram abordadas no capitulo
anterior devido a restricbes nos formatos requeridos pela revista. Seréo
apresentadas as analises essenciais para um melhor esclarecimento das diferencas

gendmicas entre GBS85147 e as demais linhagens.

4.2.1 Materiais e métodos
4.2.1.1 Obtencao de Dados de Referéncias

Para se realizar as andlises comparativas gendmicas € necessaria a
obtencdo de dados no formato compativel com software de andlise. Esses dados
sdo obtidos em base de dados genbémicos. Neste trabalho optou-se por utilizar a
Base NCBI que é mantida pelo Centro de Biotecnologia do Governo Norte
Americano, caracterizada por ser uma base de dados robusta e estavel quando
comparada as demais bases de dados.

O NCBI fornece os dados genémicos das linhagens submetidas a eles de
duas maneiras: a primeira pelo FTP (File Transfer Protocol) através do endereco

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/. Em casos onde se faz necessaria a obtencao de alto

volume de dados e variados formatos, o uso FTP é de uso essencial para agilizar a

obtencdo dos dados. O segundo método € atraves do website

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/, onde é possivel efetuar procuras por espécies,

géneros e ate mesmo linhagens e outras taxonomias. Algumas espécies possuem
paginas especificas onde é possivel filtrar e visualizar dados como tamanho do
genoma, quantidade de proteinas, data de submissdo entre outros. Nessa mesma
pagina € possivel organizar as linhagens por status do genoma: completo ou
incompleto, processo que facilita a procura por genomas completos, que é o

principal objetivo na etapa de obtengao de dados.

4.2.1.2 Formato dos Dados

O formato dos dados obtidos é de extrema importancia, pois alguns software

s6 sdo compativeis com um determinado formato. O FASTA apresenta sequéncias
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apos um cabecalho iniciado pelo caractere “>”, podendo ser encontrando nas
extensdes FASTA, FAS, FA, FAA, FFN e FNA (NCBI-Blast, 2015). Um outro formato
bastante utilizado € o GenBank Flat File Format (GBK), constituido de dados de
sequéncias nucleicas, proteicas, anotacdes e caracteristicas do genoma (GenBank
Format, 2015).

4.2.1.3 Montagem

Para realizar a montagem do genoma de S. agalactiae GBS85147 foi utilizado
o software SIMBA (http://ufmg-simba.sourceforge.net), e os software de montagem

Mira v3.9, Mira 4.0, Minia v1.7 e Newbler v2.9. Os seguintes parametros foram

utilizados:

Tabela 4 - Lista de Parametros utilizados no SIMBA.

Software Parametros

Mira 3.9 project = t1 job = genome,denovo,accurate parameters = -GE:not=16
IONTOR_SETTINGS -AS:mrpc=100 readgroup = fragment technology = iontor

data = *.fastq *.xml

Newbler 2.9 project = t2 assembler = newbler processors = 16 %cluster = 100\%
Minia 1.7 project = t3 assembler = minia k_mer = 31 length genome = 3000000
Mira 4.0 project = t4 job = genome,denovo,accurate parameters = -GE:not=16 -

NW:cac=warn IONTOR_SETTINGS -AS:mrpc=100 readgroup = fragment

technology = iontor data = *fastq *.xml

Para etapa de finalizacdo foi utilizada a montagem realizada com Mira v3.9. A
finalizacdo da montagem foi realizada com CONTIGuator v2.7 usando como
referéncia de S. agalactiae GD201008. Sobreposicbes entre contigs foram
removidas usando in-house scripts e os ultimos foram curados manualmente usando
a extracdo da sequéncia consenso do mapeamento dos dados brutos sobre o
genoma das referéncias S. agalactiae GD201008 e S. agalactiae 09mas018883.

4.2.1.4 Predicao génica

A etapa de predicdo génica compreende a etapa de delimitagcdo de regides
codificadoras (CDS). Nessa etapa também s&o preditos o posicionamento de RNAs

estruturais. Para predicdo de CDS foi utilizado o software FgenesB, tendo como
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entrada uma sequéncia fasta, e um genoma referéncia para que se possa realizar a
predicao. 0] FgenesB pode ser encontrado no endereco

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb&group=programs&subgroup=qfi

ndb. Para a predicdo de tRNAs foi utiizado o tRNAscan-SE

7

(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/). No site € necessario apenas incluir a

sequéncia fasta do genoma que o mesmo retorna os dados e localizacdo dos

tRNAs. O RNAmmer (http://www.cbs.dtu.dk/services/RNAmmer/) € um web software

responséavel por realizar as predi¢cdes de rRNA. No site € incluido a sequencia fasta,
seleciona-se o0 Reino a qual pertence o organismo e 0 mesmo retorna os dados e a

localizacdo dos rRNAs.

4.2.1.2 Anotagdo Gendmica

Apos a predicdo de regides codificadoras e RNAs estruturais € necessario o
processo de anotacdo. Para essa etapa foi utilizado o software Artemis

(http://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis) e a base de dados do Uniprot

(http://www.uniprot.org/), um banco de dados biolégicos que contém informacdes

sobre sequéncias de proteinas e RNAs de outros bancos de dados como, TrEMBL e
Swiss-Prot. Para anotacado, a sequéncia de cada gene deve ser submetida ao banco
de dados e 0 mesmo utiliza a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul, 1990), o qual retorna uma lista com as sequéncias com maior
similaridade com a sequencia de busca. O Interproscan 5 foi utilizado para reanalisar

proteinas hipotéticas encontradas no genoma.

4.2.1.3 Curadoria de frameshift

Apoés a anotacdo génica é importante realizar a curadoria dos frameshifts. A
curadoria de frameshift € o processo de correcdo de insercdes, delecdes e
substituicbes inseridas na etapa de montagem. Para essa etapa foi utilizado o

software CLC Genomics Workbench v7 (http://www.clcbio.com/products/clc-

genomics-workbench/), uma suite de visualizacdo, analises e tratamento de dados

gerados por plataformas NGS, para visualizacdo dos dados de cobertura de dados

brutos e assim correcdo da sequéncia de DNA.
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4.2.1.4 Predi¢cao Funcional Gendmica com Blast2GO

Blast2GO é software de bioinformatica para anotacdo funcional automéatica de
dados de sequéncias de genes e proteinas. Através da ferramenta BLAST sé&o
comparadas as sequéncias alvo com as sequéncias depositadas, e em seguida,
ocorre uma transferéncia da anotagcao funcional caracterizando as sequéncias alvo.
A informacdo funcional é representada através do Gene Ontology (GO), um
vocabulario controlado de atributos funcionais. O software Blast2Go pode ser

encontrado no website https://www.blast2go.com. Foram realizadas anélises com a

ferramenta Blast2GO. Alguns testes também foram realizados com COG, e o0s

resultados podem ser visualizados nos anexos.

4.2.1.5 Analises comparativas e de sintenia

Para etapa de comparagdo gendmica foi realizado o download de todas as
linhagens de S. agalactiae através da plataforma Web do NCBI no endereco

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomeqroups/186.

Em todas as analises desenvolvidas nesse trabalho foram utilizadas apenas
os dados das linhagens completas, descartando-se as demais para nao ocorrer
nenhum viés por informagcfes génicas ausentes. Para analises de sintenia foram

utilizados os softwares CONTIGuator, Mauve, Brig.

4.2.1.5.1 CONTIGuator

O CONTIGuator executa 0 mapeamento entre os contigs do genoma alvo
contra um outro genoma referéncia e apos esta etapa, gera um mapa com esses
resultados em formato PDF. CONTIGuator € um software bastante utilizado na
finalizacdo de montagens por referéncia, entretanto seu grafico de sintenia pode ser
utiizado para visualizar diferengas sinténicas entre genomas. O software

CONTIGuator pode ser encontrado no website http://contiguator.sourceforge.net/.

4.2.1.5.2 BRIG

O software BRIG (BLAST Ring Image Generator) foi usado para gerar
visualizag&o da estrutura circular de genomas completos. Os dados de entrada do

BRIG sdo sequéncias genbmicas em formato fasta (extensdo fna), que foram


https://www.blast2go.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomegroups/186
http://contiguator.sourceforge.net/

65

utilizadas para gerar um banco de dados por meio de comparagdes entre as
sequéncias genbmicas através da ferramenta blastn (BLAST de nucleotideos).
Foram utilizados os valores padrdes indicados pelo software, entre 50% a 70% de
similaridade entre as sequéncias. O programa permite escolher a disposi¢cao dos
genomas, e permite a insergdo de arquivos tabulares gerados por software externos.
Ele tem como arquivo de saida uma figura circular a qual os genomas sao dispostos

em anéis. O software pode ser encontrado no website http://brig.sourceforge.net/.

4.2.1.5.3 Mauve

O software Mauve € utilizado para gerar andlise de sintenia e 0 mesmo
funciona com alinhador de multiplas sequéncias genémicas. Os arquivos de entrada
devem estar no formato fasta, contendo as sequéncias nucleicas de genomas
completos ou incompletos. Nesse trabalho foram utilizados dois parametros para
personalizacdo do alinhamento: o padrdo, quando se utiliza espécies diferentes, e o
progressiveMauve, quando se utiliza organismos relacionados. Apds 0s
alinhamentos, os genomas séo dispostos na forma de blocos génicos coloridos
indicando homologia entre determinadas trechos das sequéncias de DNA, o qual
facilita a visualizagéo e a comparacao entre os blocos génicos. O software pode ser

encontrado no website http://darlinglab.org/mauve/mauve.htmil.

4.2.1.6 Predicéo de llhas Gendmicas com GIPSy

GIPsy é um software de predicdo de ilhas genémicas capaz predizer ilhas
patogénicas, ilhas de resisténcia, ilhas simbibdticas, ilhas de metabolismo. O mesmo
suporta arquivos do tipo GBK, e compara genoma nao patogénico com um
patogénico cruzando os dados esses dados ao DB. GIPsy pode ser encontrado em

http://www.bioinformatics.org/groups/?group id=1180.

4.2.1.7 Filogenia

A primeira etapa do processo da andlises de filogenia é obtencdo do genes
alvos. Foi utilizado o gene ribossomal 16s de S. agalactiae linhagem
GBS85147como referéncia para buscar os demais genes 16s pertencentes a outras

linhagens utilizando a ferramenta blastn do NCBI. O mesmo processo ocorreu para
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obtencao dos dados do gene rpoB, e no caso do rpoB + 16s, as sequéncias foram
concatenadas.

A segunda etapa foi o alinhamento, onde criou-se um arquivo contendo as
sequéncias nucleicas dos genes alvos de todas as linhagens selecionadas. A seguir,
as sequéncias foram alinhadas e editadas com software ClustalW2 (Ludwig, 2001).

A terceira etapa foi a busca do melhor modelo evolutivo para o conjunto de
dados utilizando o likelihood ratio test no software MEGAG6 que pode ser encontrado

no endereco http://www.megasoftware.net/ (Tamura, 2013). Nessa etapa ocorre 0

processo de teste com os 24 modelos de inferéncia evolutiva e suas sub variacdes
no dataset alinhado.

Na quarta etapa, foi realizado o processo de construcdo de arvore
filogenética. Apos a predicdo do modelo evolutivo mais propicio para dataset
alinhado, no modo Construct Maximum Likelihood Tree, foi selecionado o modelo
evolutivo com as suas variagdes, em seguida seleciona-se o Bootstrap method com
valor de 1000 replicacdes e com método estatistico Maximum Likelihood.

ApOs a montagem da arvore é possivel editar a visualizagdo no software

Jalview Desktop que pode ser encontrado no endereco: http://www.jalview.org/,

assim como exportar a arvore para editar em outros softwares.

4.2.1.8 Andlises de MLST

Para realizar as analises de MLST de S. agalactiae foi necessério localizar
cada um dos sete genes, e inclui-los em arquivo no formato fasta e submete-los ao
banco de dados de alelos dos MLST de S. agalactiae

(http://pubmist.org/saqgalactiae/).

Com os valores de cada alelo dos sete genes, uma nova pesquisa foi
realizada para descobrir o valor do ST. Ap6s as andlises de cada linhagem foi
retornado o valor de ST e o valor de cada alelo. Com esses valores de ST é possivel
diferenciar ou agrupar as linhagens de maneira rapida, a um baixo custo e até

mesmo compartilhar os resultados com outros pesquisadores.
4.2.1.9 Analises adicionais

Foram realizadas duas analises adicionais: de predicdo de profagos e predicdo de
vias metabdlicas, ambas podem ser encontradas no Anexo 1.
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4.2.2 Resultados e discussdes
4.2.2.1 Montagem com SIMBA

Foram realizadas montagens de genoma utilizando o gerenciador de
softwares SIMBA e obtidos os seguintes resultados para cada software integrado ao
SIMBA (Mariano, 2015).

Tabela 5 - Resultados dos Montadores com SIMBA.

Software | Contig | Tamanho (pb) | Min contig | Max contig N50

Mira v3.9 104 2.032.890 332 231.496 | 104.996
Newbler 15 1.967.233 4.076 683.614 | 453.172
Minia 23.505 1.831.151 63 408 71
Mira v4.0 108 2.009.080 278 120.039 59.123

Foram realizadas quatro tentativas de montagem com quatro diferentes
montadores. Minia apresentou elevado numeros de contigs e um tamanho de
genoma inferior aos demais. Newbler apresentou 0 menor nimero de contigs, porém
o tamanho do genoma foi aproximadamente 42 Kb menor que a montagem com
Mira v4.0. Ja resultados do Mira v3.9 e Mira v4.0 foram bastante similares em
tamanho do genoma e numero de contigs, entretanto a versédo 3.9 apresentou um
menor numero de contigs que a versdo 4.0, além de um maior tamanho de genoma.
Assim, a montagem realizada com Mira v3.9 foi escolhida para etapa de finalizagéo
de montagem. Os resultados da finalizacdo da montagem foram apresentados no
capitulo anterior.

Assim, SIMBA se mostrou uma ferramenta simples e eficiente para realizacao

de montagens de genomas, permitindo uma facil comparagéo entre os resultados.

4.2.2.2 Predi¢céo Funcional Gendmica

Blast2Go padroniza a representacdo dos genes e assim como seus produtos,
subdividindo-os em trés categorias:
e processo bioldgico — atividade biolégica com o qual o gene/produto contribui;
e funcdo molecular — atividade bioquimica do gene/produto;
e componente celular — regido celular onde o gene/produto € ativo.
Foram realizadas todas as analises usando a linhagem GBS85147, porém

destacou-se nesse estudo as analises de processos biologicos, a fim de se
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identificar as atividades biolégicas em que possuem maior participacdo no genoma.
Para verificar estes detalhes em niveis diferentes dentro do processo biolégico,

selecionou-se 0s niveis dois e trés para analise da sequencia gendmica.

biological_process Level 2

Score
4] 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 3200 325 350 375 400 425

metabolic process
cellular process
single-organism process
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response to stimulus

cellular component organization or biogenesis

Go Term

dewvelopmental process
biological regulation
signaling

reproduction

immune system process

Figura 7 - Processo Biolégicos vael 2com Lmhagem GBS85147

Na Figura 7 é possivel visualizar os resultados do mapeamento dos
processos bioldgicos nivel 2, que no caso foram 11, onde o “processo metabdlico”
aparece em primeiro lugar com mais de 400 genes envolvidos, seguido por
“processo celular”, com aproximadamente 385 genes. Observa-se que mais de 50%
dos processos estdo concentrados nesses dois itens, onde foram agrupados os
genes de maior importancia, que participam de processos metabdlicos e celulares,

pois sdo processos essenciais para sobrevivéncia da GBS8517.
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Figura 8 - Processo BIO|OgICOS vaeI 3 com Lmhagem G8885147

As analises com 0s processos biolégicos em nivel 3 demonstraram que houve
um aumento no numero processo, de 11 para 18, devido a especificacdo deles,

onde ocorreu nova distribuicdo e concentracdo dos genes (Figura 8). Foram seis



69

processos com mais de 75% dos genes preditos. Além disso, 0s quatro maiores
processos estao relacionados ao metabolismo.

Essa distribuicdo reforca a informacéo gerada no gréafico do nivel 2, sobre a
elevada importancia dos processos metabolicos para GBS85147 ja que se
mantiveram como 0s processos mais encontrados em ambos os niveis.

Quando comparamos a distribuicdo dos processos bioldgicos do nivel 2 e 3 é
possivel notar que nivel 2 agrupou alguns processos e 0 nivel 3 apresentou
distribuicdo mais especifica dos processos génicos. O nivel 3 facilitou a visualizacao
dos detalhes de processos bioldégicos em relacdo ao nivel 2 onde estdo mais
agrupados.

O software Blast2Go se mostrou uma boa op¢do para mapeamento de
funcbes e processos bioldgicos da linhagem GBS85147, o mesmo foi capaz de gerar
uma extensa gama de visualizagbes. Porém um dos principais problemas do
Blast2Go é o desempenho. Blast2Go apresenta uma extensa variedade de andlises,
fato que resulta num tempo de execucdo elevado para as analises de cada
linhagem. Para as analises com linhagem GBS85147 foram gastos mais de uma
semana num servidor robusto de alto desempenho (S.O. CentOS 6.4, processador
64 bit com 64 cores, 1 TB de memdria RAM e 30 TB de armazenamento em disco).
Estima-se que para testes com as analises comparativas envolvendo as 17
linhagens completas seria gasto um tempo de aproximadamente cinco meses. Esse
alto tempo de execucdo dificulta a realizacdo de analises comparativas entre as
linhagens. Além disso, Blast2Go ndo é um software gratuito.

Uma analise adicional envolvendo predicdo dos processo génicos com 3
linhagens (GBS85147, 138spar e ILRIO0O5) através do BD do COG pode ser
encontrada no Anexo 1, Item 1.1 Analises do COG. As analises envolvendo as
linhagens com o BD do COG séo motivadas principalmente pela agilidade em gerar
os dados e gratuidade de acesso. Porém essas analises s6 retornam os dados em
arquivo tabular, sendo necessério desenvolvimento de visualizacGes para apresentar

os resultados.
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4.2.2.3 Sintenia

Apés obtencdo do genoma completo, a proxima etapa foi a obtencdo de
resultados comparativos entre as linhagens (17 disponiveis no NCBI). Para esse fim,
foram realizadas analises através dos software Mauve, CONTIGuator e BRIG.

Apesar das 17 linhagens completas do NCBI, a comparac¢éo individual de
todas contra todas usando CONTIGuator e Mauve foi considerada inviavel por
apresentar um grande numero de comparacdes. Por esse motivo, foi necessario
uma nova abordagem selecionando apenas uma linhagem de cada hospedeiro.
Foram utilizadas as linhagens Gbs85147 de Humano, 138spar de Peixe e ILRIO05
de Camelo. Para uma correta comparacao entre as trés linhagens foi necessario o
uso da fita reversa do genoma da linhagem 138spar, pois detectou-se que essa
linhagem em comparacdo com outras linhagens de S. agalactiae possuia a fita

reversa depositada no NCBI.
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Figura 9 — Analise comparativa entre genomas de S. agalactiae usando a ferramenta Mauve.

Nessa comparacéo cada linha representa as linhagens Gbs85147 de Humano, 138spar de Peixe e
ILRIOO5 de Camelo. Nessa técnica de visualizacdo, cada bloco de uma determinada cor representa
um trecho sinténico em comparacao com as outras. Trechos em branco nos blocos indicam regifes
Unicas.

No método de analise progressiveMauve do software Mauve sao criados
blocos génicos e assim como a conservagdo entre esses blocos nas demais
linhagens. Com a criacdo desses blocos € mais facil visualizar delecdes e inversoes,
0 que nao é possivel notar no método analise padrdo. Na linhagem 138spar, além
do bloco final ser menor que as demais, ocorreu uma inversao entre o segundo e

terceiro bloco que n&o ocorre nas outras duas linhagens. Quando comparado as
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linhagens GBS85147 e ILRIO05 a ordem dos blocos sdo mantidos, porém o tamanho
nao € conservado, além disso a figura indica a existéncia de diversas regides Unicas
em cada linhagem (Figura 9).

Apesar de ser uma comparagcdo com amostras reduzidas, é possivel inferir
gue existem diferencas notaveis entre linhagens de diferentes hospedeiros. Esses
resultados podem permitir futuras andlises envolvendo outras combinacbes de
linhagens, separando por sorotipo ou outras caracteristicas morfologicas. Essas
andlises poderiam auxiliar a busca por blocos génicos mais conservados que
poderiam ser possiveis alvos de estudos para desenvolvimento de farmacos.

Além disso, foram realizadas novas andlises com o software CONTIGuator
para avaliar se as diferengas vistas com software Mauve se mantinham. O software
CONTIGuator possui uma limitacdo na quantidade de linhagens a ser comparadas,
onde ndo suporta multiplas comparacdes, mas é util para visualizacdo de pequenas

inversdes e trechos repetitivos, que ndo sdo notaveis através do Mauve.

Figura 10 — Andlise comparativa entre genomas de S. agalactiae GBS85147 (abaixo) com a
linhagem ILRIO05 (acima) usando a ferramenta CONTIGuator.

Os blocos na cor vermelha que interligam os dois genomas indicam regides sinténicas. Linhas em
vermelho escuro interligando diferentes pontos indicam regides de sequéncia repetitiva.

Na Figura 10 é possivel visualizar as comparacdes entre as linhagens
GBS85147 e ILRIOOS pelo software CONTIguator. Na regido inicial (a esquerda) é
possivel notar seis regides a qual estdo presentes 0s genes ribossomais. Essas
regibes sdo bastante conservadas. E possivel visualizar também muitas regides

Unicas, indicando que as linhagens possuem diferencas nas sequéncias.
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Figura 11 — Andlise comparativa entre genomas de S. agalactiae GBS85147 (acima) com a linhagem
138spar (abaixo) usando a ferramenta CONTIGuator. Para uma melhor visualizacéo foi necessario o
uso da fita reversa de GBS85147.

Ja na Figura 11, onde houve comparacao entre as linhagens GBS85147 e
138spar, € possivel notar que existem diversas regides uUnicas em ambos o0s
genomas, além de uma grande inversdo proxima aos operons codificadores de RNA
ribossomal.

Para as andlises de sintenia realizadas com software BRIGs, foi possivel
avaliar todas as 17 linhagens de S. agalactiae que apresentam o genoma completo
disponivel no NCBI, o que nos permitiu obter uma visualizacdo global das

caracteristicas existentes entre essas linhagens.
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Figura 12 - Andlise sintenia entre genomas de S. agalactiae usando a ferramenta BRIG.
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O circulo central representa o genoma de S. agalactiae GBS85147. Os circulos ao redor representam
as outras linhagens presentes no banco de dados do NCBI. As regifes indicadas pelas setas
vermelhas representam sequéncias que sdo encontradas em GBS85147. Regibes indicadas pelas
setas na cor preta representam regifes que aparecem em GBS85147 e em apenas algumas outras

linhagens.
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Pode-se observar na figura 12 que o anel mais interno é formado pela
sequéncia da linhagem GBS85147, seguido pelo seu GC Content e CG Skew. As
demais linhagens sdo organizadas em ordem alfabética. Cada anel pode apresentar
diferentes tons de acordo com a porcentagem de identidade da regido comparada
com GBS85147. Através da analise do BRIG é possivel notar sete regides (setas
vermelhas) que existem apenas na GBS85147. Analises envolvendo essas regides
seriam importantes para diferenciar genes unicos que poderiam ser usados para
classificar os fatores de viruléncia desse sorotipo.

Foram encontradas seis regides (setas pretas) que sdo compartilhadas entre
Gbs85147 e algumas linhagens, mas ndao em todas.

Também foi possivel ter visdo geral das diferencas sinténicas entre as
linhagens. Por GBS85147 ser a primeira linhagem de humano com sorotipo la era
esperado encontrar genes e regides gendmicas diferentes.

A visualizagdo em forma de anéis do software BRIG se mostrou a melhor
opcao para analises sinténicas com multiplos genomas.

Cabe ressaltar que essas regides Unicas detectadas pelas analises de
sintenia com Mauve, CONTIGuator e BRIG podem apresentar genes de grande
importancia para os processos de infeccdo em humanos. Assim, as analises de
predicdo de ilhas gendmicas podem auxiliar numa melhor compreenséo do conteudo

dessas regides.

4.2.2.4 Predicéo de llhas de Genémicas

As predicfes de ilhas gendmicas foram realizadas com o software Gipsy. Os
resultados do Gipsy foram divididos em trés principais imagens de acordo com tipo
de ilha predita, sendo: gendmica, patogénica e resisténcia. Gipsy apresenta seus
resultados em formato tabular, utilizando a ferramenta BRIG para visualizar o

posicionamento das ilhas.
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Figura 13 — Visualizacao de ilhas genémicas obtidas pela ferramenta Gipsy.

Na Figura 13 sdo apresentadas oito ilhas gendmicas, porém de classificagdo
desconhecida. Esse resultado indica que Gipsy reconheceu a regido como uma
provavel ilha genémica, mas ndo conseguiu identifica-la. Entre as ilhas genémicas,
destaca-se a ilha 5, que apresenta noventa genes existentes em GBS85147 e
alguns também sdo encontrados na linhagem 2603VR. A ilha 7 destaca-se por
apresentar a maior regido Unica encontrada em GBS85147 (23 genes). Numa

analise aprofundada dos genes presentes nessa ilha foi possivel constatar a
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existéncia de muitos genes com produtos classificados como proteinas hipotéticas.
Conclui-se a importancia de realizar estudos de genes presentes nessa regido a fim

de melhor caracterizar suas fungoes.
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Figura 14 - Visualizacdo de ilhas patogénicas obtidas pela ferramenta Gipsy.

A analise de ilhas patogénicas através do Gipsy demonstrou a existéncia de sete
ilhas em todas as linhagens (Figura 14). Dentre essas, as ilhas 4 e 6 apresentam
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pequenas regiées gendmicas que existem apenas na GBS85147. A importancia da
analise de ilhas de patogenicidade, que podem ser consideradas como segmentos
de DNA inseridos no cromossomo bacteriano, deve-se ao fato de serem capazes de
atribuir uma variedade de caracteristicas de viruléncia aos microorganismos que a
possuem, como a capacidade de aderir e invadir o epitélio da célula hospedeira,
produzir toxinas, captar ferro do meio ambiente e sintetizar dispositivos moleculares
gue permitam a translocacao de moléculas efetoras para o interior da célula
hospedeira (Vieira, 2009).
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Figura 15 — Visualizac&o de ilhas resisténcia obtidas pela ferramenta Gipsy.
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Por fim, na predigdo das ilhas de resisténcia foram localizadas quatro ilhas,
sendo que as ilhas 1 e 3 estdo localizadas em todas as linhagens. Essas ilhas
podem ser um indicio que esses genes associados a resisténcia sdo bem
conservados entre as espécie (Figura 15). A ilha 4 esta presente completamente
apenas em GBS85147. Grande parte da ilha 2 de resisténcia também foi predita
como ilha de patogenicidade na analise anterior.

Os resultados apresentados nas analises de ilhas de patogenicidade e ilhas
de resisténcia podem auxiliar no processo de desenvolvimento de farmacos. Além
disso, foram selecionadas duas ilhas de patogenicidade, a 4 e a 6, como alvos de
analises mais detalhadas.

A ilha 4 de patogenicidade é composta por seis genes, quatro hipotéticos e
dois n&o conservados em todas as linhagens.

O primeiro é "Streptokinase", uma enzima que normalmente € secretada
pelas espécies Streptococcus, possui alto potencial terapéutico para combater
trombodlise, e atualmente é utilizada no combate ao ataque cardiaco e embolia
pulmonar (Sikri, 2007).

O segundo “Glycine betaine/proline transport system”, faz parte do complexo
de transporte de Glicina e betaina (Kegg, 2015). A Glicina esta envolvida na
formacéao de peptidoglicano na parede celular de bactérias Gram-positivas e também
auxilia na fixagdo de estruturas celulares externas (Madigan, 2004).

Dos cinco genes presente na ilha 6 de patogenicidade foram encontrados trés
genes relacionados ao transporte de Ferro, um hipotético e transportador de ATP.

Nessa ilha destacam-se as proteinas responsaveis pelo complexo de
transporte de Ferro. Durante a infeccdo, os patdgenos necessitam captar uma
diversidade de elementos a partir do organismo hospedeiro com o intuito de suprir
suas necessidades nutricionais. Um deles é o ferro, pois é um elemento muito
importante para o crescimento e metabolismo bacteriano, micronutriente necessario
para a manutencdo do organismo em niveis extremamente pequenos (Madigan,
2004). O ferro atua na manutencdo do funcionamento de vias metabolicas
essenciais, presentes nos organismos vivos em geral (Sheftel et al. 2010). Além
disso, o ferro possui uma elevada importancia nas reacdes celulares devido ao
potencial redox desse ion, pois 0 mesmo tem a capacidade de alternar entre as

formas Fe?* e Fe®". Caracteristica essas encontradas na catalise de varias reagées
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de oxi-reducao, podendo proporcionar a manutencdo nos sistemas biolégicos (Ganz,

2006).
Ressalta-se que seriam necessarias analises mais profundas para verificar

outros genes presentes nas demais ilhas e estudos mais aprofundados de regides
codificadores de proteinas anotadas como hipotéticas para identifica-las e elucidar

seu papel na célula.

4.2.2.5 Filogenia

O objetivo das analises filogenéticas foi caracterizar as divergéncias
evolutivas entre as linhagens e redistribuir as linhagens testando os métodos de

filogenia classicos.

4.2.2.5.1 16s
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Figura 16 — Alinhamento dos genes 16s das 13 linhagens visualizado pelo software Jalview.
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As linhagens de S. agalactiae utilizadas para montagem do dataset foram:
2603V/R, A909, GD201008001, SA2006, 09mas018883, ILRI112, ILRIOO5, 138P,
COH1, 138spar, NGBS061 e NGBS572 e a GBS85147.

Ap6s a montagem do dataset contendo as sequéncias do gene 16s das 13
linhagens de S. agalactiae, foi utilizado o alinhador Clustal W2. Com as sequéncias
alinhadas, elas foram importadas para o software Jalview para uma melhor
visualizacdo e edicdo do resultado do alinhamento (Figura 16). Devido a extenséo
do gene, foram exibidas apenas as extremidades que sao as regibes de menor
conservagao (trechos em destaque). Os demais trechos se mostram muito
conservados. Apos o alinhamento, descobriu-se que trés sequéncias pertencentes
as linhagens eram exatamente iguais: 138spar, 138P e NGBS061.Porém, com a
edicdo poés alinhamento, as sequéncias ndo se mostraram tdo conservadas.

Jalview se mostrou um bom software para edicdo pos alinhamento e

visualizacdo das sequéncias alinhadas.
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Figura 17 — Arvore filogenética com genes 16s das 13 linhagens.

Apos a edicao do alinhamento das sequéncias foi executado o likelihood ratio
test no software MEGAG6, a fim de determinar o melhor modelo de inferéncia
evolutiva para as sequéncias em questdo. O modelo evolutivo indicado foi o
Felsenstein 1981 (F81) sem variagbes (Felsenstein, 1981). Logo, foi aplicado o teste
filogenético Bootstrap method com valor 1000 de replicagbes e com método

estatistico Maximum likelihood.
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Apos a geracao da arvore filogenética, a mesma foi editada no MEGAG6 para
facilitar a visualizacdo dos nodos (Figura 17). Os valores de bootstrap obtidos em
todos os nos desta arvore ficaram abaixo do valor de 70%, mostrando que 0s ramos
da arvore ndo tem boa sustentagéo.

Como essa primeira arvore nao foi enraizada, nao foi possivel afirmar em que
taxon foi iniciada a ramificacdo. Fez-se necessario entdo, a inclusdo de um grupo
externo na estrutura filogenética. Para a montagem do grupo externo foram
selecionadas trés espécies de Streptococcus: Streptococcus dysgalactiae subsp.
equisimilis RE378, que faz parte do grupo C, Streptococcus iniae SF1, que nao faz
parte de nenhum grupo e Streptococcus pyogenes MTB313, que faz parte do grupo
A. Na etapa de pesquisa dos genes do grupo externo através da ferramenta blastn
do NCBI foram identificadas nos resultados, 4 novas linhagens completas de S.
Agalactiae: GBS1-NY, GBS2-NM, GBS6 e CNCTC 10/84. Além das 3 linhagens
externas foram incluidas essas 4 novas linhagens para montagem do novo dataset.
Apés a montagem do dataset as vinte sequéncias foram novamente alinhadas com
Clustal W2. A inclusdo das quatro linhagens S. Agalactiae modificou pouco o
alinhamento, mas com a inclusdo do grupo externo foi possivel notar diferencas
significativas nas sequéncias.

ApoGs a inclusdo desses novos genes e construcdo de um novo dataset e
alinhamento com Clustal W2, ocorreu um novo processo de busca pelo modelo de
inferéncia evolutiva no Mega6, sendo indicado o modelo Kimura 2 Parameter (K2P)
com as variacoes +G e +l, utilizando Bootstrap method com 1000 replicacbes e com
meétodo estatistico Maximum Likelihood.
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Figura 18 — Arvore filogenética com genes 16s das 17 linhagens, mais grupo externo.

Com a inclusdo das novas linhagens e do grupo externo ocorreu um impacto
nos datasets, pois a predicdo de modelo evolutivo foi alterado do F81 sem
variacfes para K2P com variagcdes +G e +l, isso confirma que inclusdo dessas
novas linhagens foi uma mudanca significativa para construcdo do dataset e da
arvore.

Através dessa segunda reconstrucdo filogenética foi possivel corroborar
informag@es da literatura de que o gene 16s é eficiente para estudos filogenéticos,
mas ndo para todos os casos, visto que quando ha comparacdo entre grupos
taxonbmicos de mesma espécie, a acuracia da andlise cai consideravelmente
(Figura 18) (Cohan, 2004).

4.2.2.5.2 rpoB

Uma nova tentativa de reconstrucdo filogenética foi realizada, porém
utilizando o gene housekeeping rpoB, uma vez que o mesmo evolui lentamente,
assim como o0 gene 16s, e tem maior resisténcia a transferéncia horizontal
(Thompson, 2009).
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Com o dataset montado com as sequéncias do gene rpoB dos 20 genomas,
sendo as 17 S. agalactiae e 3 grupos externos, foi feito alinhamento com ClustalW2,
usando os parametros padrao do ClustalW?2.

Ap6s alinhamento e a edicdo do dataset foi pesquisado o melhor modelo de
inferéncia evolutiva no MEGAG, sendo indicado o GTR com a variacao +G.

A arvore foi montada utilizando Bootstrap method com valor 1000 de

replicacées e com método estatistico Maximum Likelihood (Figura 19).
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Figura 19 - Arvore filogenética com gene rpoB das 17 linhagens, mais grupo externo.

Na arvore com rpoB fica evidente que quando comparada com a arvore do
16s, a do rpoB teve um resultado mais promissor, pois conseguiu desagrupar melhor
algumas linhagens. Porém, ainda existe clados com bootstrap abaixo do valor

minimo aceitavel (Figura 19).

4.2.2.5.3rpoB + 16s

Uma terceira abordagem envolvendo as sequéncias dos genes 16s e rpoB
concatenadas, foi realizada para tentar montar uma arvore com melhor sustentacao

dos ramos.
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Figura 20 — Alinhamento dos genes 16s e rpoB das 20 linhagens visualizad
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Na etapa de montagem do dataset apds a concatenacdo das sequéncias dos
genes ja foi possivel notar uma reducdo na conservacdo que € bom para
diferenciacéo evolutiva, como é possivel visualizar na Figura 20.

O dataset foi alinhado com Clustal W2, seguido da busca pelo melhor modelo

de inferéncia evolutiva no MEGAG, sendo indicado o modelo GTR com a variagéo
+G.
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Figura 21 - Arvore filogenética com os gene rpoB e 16s das 17 Linhagens, mais grupo externo.

Para a montagem da arvore foi utilizado Bootstrap method com valor de 1000
replicacdes e com meétodo estatistico Maximum Likelihood (Figura 21).

Na é&rvore com 16s + rpoB foi possivel desagrupar grande parte das
linhagens. Mas algumas ainda se mantiveram agrupadas, por exemplo as linhagens

138p e 138spar que sdo amostras de peixe. Assim como GBS6, GBS1-NY e a
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7

GBS2-NM linhagens de humanos. E a mais divergente 09mas018883 que € uma
linhagem de Boi e a linhagem NGB061 de humano. Aproximadamente 41% das
linhagens se mantiveram agrupadas.

A abordagem de concatenar os dois genes se mostrou interessante, pois
apos a montagem da arvore alguns dos clados que possuiam um valor de bootstrap
baixo passaram a ter um valor aceitavel, isso aumenta o peso filogenético sobre os
clados e também ocorreu uma melhor distincdo entre as linhagens que nédo ocorreu
com genes 16s e rpoB isoladamente (Cohan, 2004).

Para analisar eventos evolutivos seria necesséaria uma analise de inferéncia
de redes filogenéticas e ndo somente de arvores. Para montagem do dataset

poderia ser usado um maior conjunto de genes mais abrangente.

4.2.2.6 Andlises de MLST

Como as analises com genes 16s e rpoB nao foram suficientes para caracterizar
corretamente todas as 17 linhagens, foi realizada uma nova abordagem utilizando
MLST. Para a montagem do dataset foram utilizados 0s setes genes essenciais das
linhagens de S. agalactiae. Objetivo dessa analise de MSLT foi verificar a
possibilidade de diferenciar as linhagens agrupadas erroneamente.

Tabela 6 - Resultado MLST.

Linhagem adhP | atr | gicK | ginA | pheS | sdhA | tkt
GBS85147 - ST 103 16 6 9 2 1 9 2
09mas018883 -ST1 |1 2 |2 1 1 1 2
138spar - ST 261 54 31|25 4 17 26 19
138p - ST 261 54 31|25 4 17 26 19
2603VR - ST 110 1 3 12 2 1 2 9
A909 -ST 7 10 2 |2 1 1 3 2
CNCTC-10-84-ST26 |1 5 4 4 1 1 6
COH1-ST 17 2 1 |1 2 1 1 1
GBS1-NY - ST 22 13 1 |1 3 3 1 1
GBS2-NM - ST 22 13 1 |1 3 3 1 1
GBS6 - ST 22 13 1 |1 3 3 1 1
GD201008-001-ST7 | 10 2 |2 1 1 3 2
ILRIOOS - ST 609 56 4 |53 66 40 1 4
ILRIO12 - ST 617 13 68 | 52 65 40 3 51




86

NGBS061 - ST 459 1 3 |12 1 1 41 2
NGBS572 - ST 452 5 4 |3 3 25 2 3
SA20-06 - ST 552 52 31| *26 | 4 17 26 19

Através das andlises de MLST foi possivel classificar ST de todas linhagens,
Unica excecdo foi na deteccdo do gene glcK da linhagem SA20-06, pois quando
submetido com as demais sequéncias o web software ndo a localizou, mas no
processo de busca individual foi identificado o valor de AP do mesmo. Para evitar
esse tipo de erro, seria aconselhavel busca por genes individualmente, porém em
casos onde o numero de linhagens é alto, seria aconselhavel uso de script ou BD
para controle e melhor organizacao desses dados.

Apesar da classificacdo de todas as linhagens, houve uma melhoria de 11%
com separagdo das linhagens 09mas018883 e a linhagem NGBO061 em dois ST
diferentes, mesmo nao ocorreu em analises filogenéticas anteriores.

Porém em 30% das linhagens ainda apresentaram o mesmo O mMesmMo
problema das analises filogenéticas anteriores com genes 16s e rpoB, foram
agrupadas no mesmo ST, a GBS1-NY, GBS2-NM e GBS6 com ST 22 e a 138spar e
138p com ST 261. Mesmo aumentando o numero de dois para seis genes ainda nao
foi bastante para se caracterizar todas as divergéncias sinténicas existentes entre as
linhagens como foi possivel analisar anteriormente nesse trabalho.

Diante de tais fatos é necesséario novas analises filogenéticas com genomas
completos para se observar as diferencas e classificar corretamente as linhagens de

S. agalactiae.
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5. Conclusdes finais

Neste trabalho foi apresentado o genoma completo de S. agalactiae linhagem
GBS85147, a primeira linhagem do sorotipo la isolada de humano depositada no
banco de dados do NCBI, sob nimero de acesso CP010319.

Os resultados da montagem, além de diversas analises do genoma, foram
apresentados no capitulo 1 através do artigo submetido a revista SIGS.

Além disso, realizamos andlises estruturais, que permitiram a identificacdo de
regides Unicas em GBS85147, e que existem diferencas entre as linhagens quando
séo organizadas por hospedeiros.

As andlises de ilhas gendbmicas demonstraram a existéncia de ilhas de
patogenicidade que sdo encontradas em todas linhagens, fato que poderia facilitar a
busca por alvos terapéuticos.

Através das analises filogenéticas utilizando os genes 16s, rpoB, 16s + rpoB,
e 0s genes do MLST, ainda nao foi possivel diferenciar todas as linhagens de S.
agalactiae, pois um gene ou mesmo conjunto de genes, ndo foi suficiente para
diferenciar corretamente as linhagens, pois diversas linhagens ndo foram

desagrupadas apesar de possuirem uma significativa diferenca sinténica.
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5.1. Perspectivas para o futuro

O sequenciamento de novas linhagens de S. agalactiae de diferentes
hospedeiros e sorotipos podem ser importantes para auxiliar estudos de
patogenicidade na espécie. Auxiliar na enumeracdo de caracteristicas genémicas,
tais como funcbes e processos, além de auxiliar nos estudos etiologicos em
diferentes hospedeiros. A elucidacdo desses aspectos € essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, além de realizar novas comparacdes
de genomas entre linhagens, que podem trazer informacgdes Uteis para minimizar os
impactos socioeconémicos da bactéria na sociedade.

Pretendemos aperfeicoar as analises de genes presentes nas ilhas
gendmicas. Analise de imunoinformatica envolvendo a predicao e sele¢cdo dos genes
alvos nas ilhas genémicas, é importante para melhor compreensdo dos mecanismos
de patogenicidade da espécie. Realizar novas andlises filogenéticas envolvendo
genoma completo e analise de inferéncia de redes filogenéticas. Além de realizar um
estudo de pangenoma de S. agalactiae, a fim de auxiliar nas pesquisas por alvos

para o desenvolvimento de farmacos e na melhor caracterizacdo da espécie.
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Anexo 1

1.1 Andlises do COG

No Capitulo 1 foram realizadas analises contendo a distribuicdo funcional de genes
dos genes da linhagem GBS85147, usando BD do COG. As linhagens ILRIO05 e
138spar foram submetidas ao COG com objetivo de efetuar uma comparacéo
funcional entre elas. O COG retorna as informacges num arquivo gff, os dados séo
exportados para uma tabela. Apos o tratamento das informagfes foram criados
gréficos para facilitar a comparacdo entre 0s processos dos genes de cada

linhagem.
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Figura A - Fun¢gbes COG com GBS85147

Na Figura A os genes desconhecidos (regiées em destaque) e que nao foram
encontrados na base do COG da linhagem GBS85147 foram de aproximadamente

28%, totalizando 600 genes.
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Figura B - Fun¢des COG com 138spar

J4 na linhagem 138spar os genes desconhecidos e que nao foram
encontrados na base do COG foram de aproximadamente 20% totalizando 361

genes (Figura B).
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Na linhagem ILRIOO5 os genes desconhecidos e que ndo foram encontrados
na base do COG foram de aproximadamente 27% totalizando 639 genes (Figura C).

A funcdo com maior niumero de genes em todas as linhagens € “Nao esta no
COG”. Ja a “Fungao desconhecida” nas linhagens ILRIO05 e a GBS85147 tiveram
total de aproximadamente 20% e 138spar s6 8%. Quando sdo comparados apenas
os genes sem funcao predita entre as trés linhagens é possivel notar que ainda
existe elevado numero de genes desconhecidos, isso dificulta os estudos
comparativos. Seria necessario novos estudos com core genoma da S. agalactiae
para facilitar futuros estudos gendmicos.

Nas trés linhagens, a segunda funcédo mais comum foi “Fungdo geral’ que
contém as fungBes essenciais para sobrevivéncia das linhagens.

Ja a terceira funcdo mais comum nas linhagens foi bem variada. Na
GBS85147 foi “Transporte de carboidratos e metabolismo”, na 138spar foi
“Tradugao” e na ILRIO05 “Replicacdo, recombinacao e reparacao”. Essa variacao de
funcbes pode ser um provavel indicador da capacidade adaptativa da espécie. Pois
€ notavel a divergéncia de fungdes nas linhagens quando comparadas por

hospedeiros.



1.2 Predicao de Profagos

Para predicdo de profagos foi utilizado websoftware Phast, 0 mesmo suporta
arquivos do tipo gbk e fna. Ele efetua uma busca no arquivo e prediz a localizagéo
de profagos, baseado num DB préprio. Ao localizar um profago, retorna os genes
envolvidos e uma visualizagdo do trecho no genoma a qual este profago esta
localizado. O websoftware Phast pode ser acessado no website
http://phast.wishartlab.com/

Através do software Phast foi possivel predizer a existéncia de um profago na
linhagem GBS85147. Porém, o mesmo foi classificado como um profago incompleto,
pois faltavam alguns genes essenciais para ser considerado um profago completo.

E necessario novos estudos envolvendo os genes descritos nesse fago, pois
diversos genes ainda séo desconhecidos. Outro estudo importante seria a busca por
fagos nas demais linhagens. Esses estudos poderiam auxiliar a elucidar como

ocorre a transferéncia genica da espécie.
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Figura D - Predicdo de Fago



1.3 Predicéo de Vias Metabolicas

Pathway Tools é um software de sistemas de biol6gicos que esta associado
com a uma extensa colecdo de banco de dados gendmicos e um dos mais
completos de vias metabdlicas o BioCyc. O software permite o desenvolvimento de
base de dados especificos do organismo que integram variados tipos de dados
incluindo genomas, vias metabdlicas e regulatdrias. Além do BioCyc o Pathway
Tools também tem suporte ao BD KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) ele possui diversos esquemas de visualizacdo dos mapas metabdlicos e
localizac&o dos genes e onde seus produtos atuam (Kanehisa, 2000).

O software Pathway Tools pode ser encontrado no website

http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/.

Através do software Pathway Tools, foi gerada uma visdo geral do mapa
metabodlico da GBS85147. Nele foi predito 206 vias metabdlicas, 1144 reacdes
enzimaticas, 1919 polipeptideos. Porém, esse € um resultado parcial, para uma
visdo mais profunda seria necessaria uma curadoria manual das vias e das reacdes
enzimaticas. Estudos de metaboloma sdo importantes para um entendimento mais
abrangente sobre o funcionamento de sistemas bioldgicos, podendo ser aplicado na
elaboracdo de estratégias terapéuticas e inovacdes biotecnoldgicas. Neste sentido,
0 estudo de enzimas possui grande relevancia, uma vez que a descoberta da
funcionalidade catalitica e predigdo de estrutura tridimensional destas biomoléculas
Sa0 quesitos necessarios para a compreensao de processos bioldgicos e até mesmo

elaboracao de proteinas sintéticas com importancia econdémica.


http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/

Cobihotodat oot g e s et tdif 5

FEobitdoggsorpihocesnlo£303£38. 53655
(%‘W‘ﬁ‘ﬁﬁﬁw%%%%m‘?{“ Ié—c ?"( }‘g 35 e

85 3% 35 |

PP C ot el £q rf" - 49 <> :§)<> |-" L L o0l
el Eatink {3"}’3‘03"” ‘*cu“(hg"a o8 n"‘<.> g OB % 0%
00 c oL A
$3Botiof o of oBooLor %%W%%@%%% g 38 of of
£ RO QL
t%”ﬂ”ﬁ”ﬁ*ﬂc—n%*ﬁ*ﬁﬁvﬁ%ﬂ%%%y L&t g8 oo 8
ooo o o = 5 >
Lol 3808 oBofoflolofof ool pp el 3oLk af 00 08 oo oFo O%_Qg_gg_cu\_éo_{;
D'%H*‘EHHD'Q_C'.(}L(}O(}G(HJ.—D.—OI—O.—O.—O.—0-—-3‘5 00 00 00 00002535 eeq—owo ¢
000000 -m0®00000000000000000000000000Ee 88 8800 080T 085 00—
) 00 -0 ® 00000000000V 0000 0000 @000 000{(0086 88 0 00 000010 0FECIOV—
{00000 0000000 00000000 0000000040 ®0CH0000 8 00 0000000 Co—000¢20
[ Selobelepeliinelelepeleel o Forel tnelepeRopeRepsirociorpeliorpelonelopelivpelll o Jeepeliiepviierse et el Remclionn Neopellep sl
0000000000008 0800800000040 000VO00O00OO0000 0800 0TV VO0O0 O
O 0-00-C 0-0 C-80—0 8-8 0000000000000V E0V 00020 090 0 oo ccoocoocooco o ce o
0 ooooooo@ o0 000000000000 0C0ORE OB 00000000 €0 00 o000V C OV oo oo
000000000000 00 Qo000 O0ORVCVCCVERVORORV OV OV OT 00 0 00 VOV OV OV oo 0—0
o]
oo o4 . e a p
[eRege] i
[sReRe o ole] o-o0
B =00 . - P p "
‘"{:_H. Socoooo-o000 B 00d o—o—e o
i o oo \ 000 O
o000
o000 0= cooooco—oof)—.-o' MH- ! ! o]
1 1 o0 | " d —0-0—0—
a4-0 : o
40 40 . o_{:—c o0 oo oo . ! .\? co
. 000000 o0 00 C
ocoom 00 s
-0 4= : 0
500 ? . G ¢
a0 a— D} - Oq
T_. I—E E%) )
0, 94— e o o
{f\ D—I—I—' oooe (e]
e d_f‘o “o 00000
-0 o0-oO0o—e
4—0 0—0 o= :
q — e mumum )
SRS L O L
o 1
God mm & o
<—0 0 0—00f - T o000 | 000
o — = 000400 i
= P . o - =00 5 =00
40000009 o008 T 0-0-0-0 0-O-—8—§ :H:-:E)'” - )
0-0-0-0-0 —Q—o—o—o L.
on-as a ull.—g C'—8<,_n -c 000 [
o -0-0-0-0-0C {\ £ 000 —o.—o I—Ij
:?roc-oo—o - O Q{}:.
f J . 2O <jf—o %
o \5
= S o
o0
RESR S SR SRS RS
SALEL i
. o0 )
9090 OO G—OCO o —" o—0—0— P P j:g_c
GO0 OG0 OCO0 GO OGO eeeseces .. 8000 oo o
i o 0
1 { = >
GO0 000G OO0V O OO0 OO0 0Q P i coo—o
R 0 0+ T4 oo
o—0 000 o )
4 o0 meo = i
q ] 000 = — 04 000
oo . e o ccooo )-UC»
e Gg b §-000-0 ook =
000 S_O ‘;:\_O . T 3 T
0000 [ =
o | o ==
o y AN | | mmelCee oood&
. C | A
Q |
7 { {0 ===
Sece = | o &4 mq 0-0-0-00-0
4 o (o] 'L-—U—I] ==
000 B (o} e ] |
—© 4 e i
od oo ovOOO0 s _/(‘
Lo oo \—O—(H)LOOOO
o0 | b Lol
\ oo
00 0-0-0 \QO/‘ <{\_ T 4q R
: oQ nd o
) ¢ FO,\{_Q <4—0<1
C000O 00— o == g o—
000D o—<—
| § ReSetet ] N . |
e e o0 00— 4
[]
LRl -
| . Yo 00— 400 Je—<o< OO<9<a EI® ZOBF B °8
10 <
7 F * Foomeod i " ;
(”b_( e oooo é; § ‘5
2 5o O—4-4-4-<<-4 g L% ;
soo c g8 EE 4 o
0O 4 9-0-0-0-0 4 W 5. T 3
me o c >00C 4 4444 Ja-a~ 5!5 %‘éﬁﬁ E_ ;
o0~ F;.i'.‘g E%aS E 35
e o000 S58 £E5E § 8%
S - 0o o4~ Ja—=

O0—1-4—1—1<1—< 00 O 00—

Figura E — Predic&o do Pathway Tools com GBS85147



Anexo 2: Publicagdo na revista Genome Announcements - Genome
Sequence of Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2118, a GABA-

Producing Strain
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actic acid bacteria (LAB), in general, acquire energy from the

conversion of sugars into lactic acid (1) and are used for pro-
duction of many fermented products, such as cheese, yogurt, but-
ter, and wine. Food conservation is due to the medium acidifica-
tion and production of molecules that inhibit the growth of
undesirable microbiota, contributing to the development of de-
sirable organoleptic properties in the final product (2). Moreover,
some specific LAB strains produce bioactive molecules such as
gamma-aminobutyric acid (GABA) (3), a product of glutamate
decarboxylation by the glutamic acid decarboxylase (GAD) en-
zyme. Usually, GABA acts by modulating the central nervous sys-
tem, contributing to smooth muscle relaxation and presenting
hypotensor activity (4). Also, GABA can immunomodulate the
immune system (5). Therefore, GABA-producing bacteria gener-
ally present probiotic properties (6). Lactococcus lactis NCDO
2118 is a nondairy strain, a xylose fermenter (a common trait of
plant-associated strains), and a GABA producer isolated from fro-
zen peas (6, 7).

L. lactis NCDO 2118 was sequenced three times, due to assem-
bling complexity. First, the genome was decoded with the SOLiD
5500 platform with mate-paired libraries, generating a total of
5,133,057,360 bp, (coverage of 2,053 times). The reads were sub-
jected to a Phred 20 quality filter using Quality Assessment soft-
ware (8) and assembled with the CLC Genomics Workbench, gen-
erating a total of 1,641 overlapping sequences. These sequences
were removed with the Simplifier (9), ordered and oriented based
on the reference L. lactis KF147 genome sequence (a plant-

September/October 2014 Volume 2 Issue 5 e00980-14

Genome Announcements

associated strain, accession number CP001834). Then manual cu-
ration was performed using Artemis (10), and SSPACE (11) and
Gapfiller (12) were used to generate the scaffold and resolve gaps,
respectively. At the end of curation and sequence assembly, a total
of 409 scaffolds (2,874,854 bp) were obtained.

L. lactis NCDO 2118 was then decoded with the Ion PGM
platform with fragment libraries generating a total of
187,303,001 bp (coverage of ~71 times). Genome assembly was
performed using Mira 3.9 (13), and the assembled genome se-
quence was reference aligned with CONTIGuator (14). The re-
dundant overlapping sequences were removed with “in-house
scripts,” closing the remnant gaps. Annotation and frameshifts
curation were then performed using Artemis and CLC, reducing
the initial 1821 pseudogenes to 480.

Finally, the DNA was sequenced using the Ion Torrent PGM
with fragment libraries, yielding a total of ~1,249,154,478 bp (cov-
erage of 474 times). Assembly was performed with Mira 4.0.1 and
Newbler 2.9 (15). We used CONTIGuator and FGAP 1.7 (16) to
perform the alignment and gap closure steps, respectively. We
followed the same previously explained steps for annotation and
frameshift curation, reducing the pseudogenes to 52.

The complete genome of L. lactis NCDO 2118 consists of a
single circular chromosome of 2,554,693 bp, containing 2,386
coding sequences (CDS), which had 52 pseudogenes, 66 tRNA
genes, and 6 rRNA operons, with a G+ C content of 34.9%. There
is one plasmid, pNCDO2118 (37,571 bp), with 48 CDS, from
which 4 are pseudogenes with a G+ C content of 32.33%.

genomea.asm.org 1
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Nucleotide sequence accession numbers. The Lactococcus lac-
tis NCDO 2118 chromosome and the plasmid were deposited at
DDBJ/EMBL/GenBank under the accession numbers CP009054
and CP009055, respectively.
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How the study of nucleotide sequences, amino acids as well as understand the function of these
biomolecules, until the three-dimensional structures level, influence in biotechnological processes?
Bioinformatics can help.

INTRODUCTION

In recent times has seen a range of innovative studies that has revolutionized the biological
sciences as had never seen before. Studies of complete genome sequencing of pathogenic
organisms has allowed understanding the virulence mechanisms and helped in the production of
new drugs and the development of strategies to contain outbreaks [1-3]; studies of the monitoring
of RNA transcription level and regulation of networks has helped to understand different types
of cancer [4]; protein folding studies have been correlated with mutations in the DNA, and helped
researchers have new insights into the functioning of diseases previously little understood [5];
in vivo experiments with the aid of new technologies have helped to understand damage to the

spinal column and allowed to paralyzed limbs can be moved again [6].

These studies were made possible due to the evolution of information technology (IT),

evidenced in the improving of software (algorithms and implementation techniques of parallel
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processes), and increasing processing power and storage information (improvement of hardware
), which in recent times has allowed the storage and processing of huge amounts of data, the “big
data” [7]. And with the race to sequencing and mapping of the human genome, new and creative
DNA sequencing techniques have contributed to the appearance of robust sequencing platforms,
known as Next-Generation Sequencers (NGS), which allowed the sequencing large-scale, with
both cost and reduced time. All these factors led to the rise of a new field of study, linking the

biological sciences to computer science, called bioinformatics [8].

Bioinformatics is an area of research between biology, mainly molecular biology, and computer science, but also covers other
areas such as physics, chemistry, information science, engineering, mathematics and statistics. Bioinformatics can be understood as
applying computational techniques for storage, processing and analysis of biological data in large scale. However, it should not be
seen only as molecular biology tool, but as a science that has means to elucidate pathways for biological experiments through data
analysis, and thus promote prospects for new discoveries.

One of the bioinformatics fundamentals is the modeling of a particular biological problem by
representing it so that it can be computationally treated. Thus, beyond the terms in vivo and in
vitro, a new expression arises: in silico, representing experiments by computational simulation.

BIOINFORMATICS SOFTWARE

Computational experiments are performed using software, which are built with programming
languages following a particular algorithm.

Software development is an important tool for bioinformatics. To know some programming
language can be a differentiator for the professionals in this area. Recently, several groups of
developers have provided libraries to assist the development of code for bioinformatics in
various programming languages. Libraries such as BioPerl, BioJava, Bio]S, BioRuby, BioPHP and
BioPython have facilitated the development process of new biological software. However, it is not
essential the software programming knowledge in this area, after all there are many biological
software already developed for various platforms, especially for Linux operating systems [8].
Thus, the field of use of operating systems and specific software to your search area become of
fundamental value for bioinformaticians.

Software: logical part of a computer; set of instructions to be interpreted and executed by a processor; the operating system and
applications.

Algorithm: computational process that follows a set of actions to perform a specific task in a finite time interval; can be understood
as the step-by-step to solving a problem computationally treated.

Hardware: physical part of computers; processors, plates and all electronic components in and out.

Operating System: range of programs responsible for linking the software and the hardware, ensuring operability of the system and
allowing the user to get access to computer resources. Currently the most widely used operating systems are Windows, OS X, Linux,
Android and I0S, the last two being exclusive both to smartphones and tablets.

Cloud computing: the use of the services by Internet through virtualized resources on remote servers [24].

Web browser: computer program that allows the user to access websites. Examples of web browsers: Firefox, Chrome and Internet
Explorer.

However, with the recent strong adoption of cloud computing by the developer community,
allowed the improvementin the quality of internet connection, users could to work on collaborative
projects most easily through the World Wide Web. This phenomenon positively affected the
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manner in which software for bioinformatics are designed. The adoption of the Web has brought
greater usability and interoperability for applications of bioinformatics, allowing software could

be easily accessed on any operating system through a web browser.

The development of Web tools for bioinformatics has become popular due to low learning
curve of Web programming languages (such as PHP, Python and JavaScript), the fast and easy way
to access the software without the need to install through web browsers, the ease in performing
cooperative work in parallel at distance, and especially the adoption of user-friendly interfaces.
Thus, several research groups started to provide software implementation services for the
World Wide Web, also allowing easy access to their databases [8]. Therefore, the large amount of
information stored in databases could be accessed over the Web through electronic sites.

Note that the concept of database is very important for bioinformatics. But what is a database

and what is its importance in representing biological problems?
WHAT IS DATABASE?

Databases are data sets organized in order to present comprehensible information. Thus,
biological databases are data sets derived from biological experiments organized so that you can

extract useful information through data mining techniques.

One of the first records of protein storage in databases occurred in the 60s, by Margaret
Dayhoff et al. from the National Biomedical Research Foundation (NBRF). They have proposed
the use of a substitution matrix, PAM (Point mutations accepted), to calculate the conservation
of protein sequence and the mutation probability of a given amino acid. The methods proposed
by Dayhoff et al. used a character (letter) to represent each amino acid, allowing a reduction in
stored data to describe amino acid sequences [9]. However, biological databases are not just used
for representation of proteins (proteomics field), but also in the fields of genomics (databases of
genomic sequences) and transcriptomics (transcribed databases).

A biological database example is the PDB (Protein Data Bank). The PDB (http://www.wwpdb.
org/) stores information structural proteins, such as the spatial coordinates of atoms. There are
databases that relate ontologies of information between genes and proteins as the Gene Ontology
(www.geneontology.org/). Another type of database is the KEGG (http://www.genome.jp/kegg/)
that stores the biochemical interactions and metabolic pathways, in addition there is another
database with information of the metabolic pathways that were cured (manually reviewed and
corrected) the MetaCyc (http://www.metacyc.org/). It is possible to cite databases of networks
RNA transcription regulation such as CMRegNet (http://Igcm.icb.ufmg.br/cmregnet).

A good computing practice is the management of databases through DBMS (Database
Management Systems) that, in general, allow queries and data modification using SQL commands
(Structured Query Language). However, many biological databases chose to use simple storage

systems, such as text files, in order to facilitate the manipulation and analysis of these data

A Text Book of Biotechnology | www.smgebooks.com 3



using word processing tools written in programming languages. One example is the sequences
databases.

Nucleic acid sequence databases are stored in different formats by three major institutes:
NCBI (National Center for Biotechnology Information of the US National Library of Medicine),
DNA Data Bank of Japan (National Institute of Genetics, Japan) and EMBL Data Library (European
Bioinformatics Institute, UK). Another example is the UniProtKB, knowledgebase of proteins
from the UniProt (Universal Protein Resource), that storing the known protein sequences. The
UniProtKB is the union of two protein databases: Swiss-Prot and TrEMBL, and can be accessed
through the Website UniProt (http://www.uniprot.org).

The patterns of storing of sequences were developed with the aim of speeding up information
retrieval methods. Thus, storage patterns are directly related to the search algorithms of
information, which will be presented below, and represent an important area of bioinformatics:

sequence analyzes.
SEQUENCE ALIGNMENT

Sequence alignment is an important step toward structural and functional analysis of
sequences. This is the method comparison of two (pair-wise alignment) or more (multiple
sequence alignment) sequences in the searching for common character patterns and establishing
residue-residue correspondence among related sequences.

Input Files (FASTA)

The main input file currently use in most sequence analysis is the fasta format [10]. This is
a simple format broadly used when dealing nucleotides and amino acids sequences. The main
characteristic which compose this file are the header and the sequence. Below is showed a

example of this file.
>Header

SEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCES
EQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQU
ENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENC
ESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESEQUENCESE
QUENCESEQUENCESEQUENCE

>Streptococcus agalactiae - dnaA Chromosomal replication initiator protein DnaA forward

ATGGTACAATATAACAATAATTATCCACAAGACAATAAGGAAGAAGCT
ATGACGGAAAACGAACAACTATTTTGGAATAGAGTACTAGAGCTATCTCG
TTTCAAATAGCACCAGCAGCTTATGAATTTTTTGTTCTAGAGGCTAGACTC
CTCAAAATTGAACATCAAACTGCAGTTATTACTTTAGATAACATTGAAAT
GAAAAAGCTATTCTGGGAACAAAATTTGGGGCCT GTTATCCGTCTAGTCA
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CGCGCTTTAGTTGGGGACTCCCAGTAAATATCACACCACC

This file can be represented by many others characters, as:

. “_»

represent gaps, used when is made alignments in search of evolutionary patterns;

“«n

. .” can indicate other element in sequence, like heteroatoms in protein structures, for

example water or ions;

. “N” Any nucleotide or amino acid;

. “\\"” can indicates the end of the alignment, but this is not a common symbol;

. “*” indicate the translation stop;

. “Upper and lower” can be used to discriminate strong and weakly conserved residues
respectively.

Sequences are expected to be represented in the standard IUB/IUPAC nucleic acid and amino
acid codes (IUPAC), like:

Nucleic Acid Symbol Meaning
A Adenine
T Thymine
G Guanine
Cc Cytosine
u Uracil
R G or A (puRine)
Y C, T or U (pYrimidine)
K G, T or U (Ketone)
M A C (aMino groups)
S G or C (Strong interaction)
w A, T or U (Weak interaction)
B not A (i.e. C, G, T or U) - B comes after A
D not C (i.e. A, G, T or U) - D comes after C
H not G (i.e., A, C, T or U) - H comes after G
Vv H comes after G - V comes after U

The codes supported for 24 amino acids and three special codes are:
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Amino Acid Symbol Meaning
4 Glutamic acid (E) or Glutamine (Q)
Y Tyrosine
X any
w Tryptophan
\Y Valine
U Selenocysteine
T Threonine
S Serine
R Arginine
Q Glutamine
P Proline
O Pyrrolysine
N Asparagine
M Methionine
L Leucine
K Lysine
J Leucine (L) or Isoleucine (l)
| Isoleucine
H Histidine
G Glycine
F Phenylalanine
E Glutamic acid
D Aspartic acid
C Cysteine
B Aspartic acid (D) or Asparagine (N)
A Alanine
- gap of indeterminate length
* translation stop

There is no standard file extension for a text file containing sequences in format FASTA. The
table below shows each extension and its respective meaning.
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Extension Meaning Notes

fasta (.fas) generic fasta Any generic fasta file. Other extensions can be fa, seq, fsa
fna fasta nucleic acid Used to generically specify nucleic acids.
ffn FA.STA nucleotide coding Contains coding regions for a genome.

regions

Contains amino acids. A multiple protein fasta file can have the more specific
extension mpfa.

Contains non-coding RNA regions for a genome, in DNA alphabet e.g. tRNA,
rRNA.

faa fasta amino acid

frn FASTA non-coding RNA

Alignment Local and Global

The sequence alignment is a tool used in bioinformatics with the objective to identify regions
of similarity or identity that may be a consequence of functional, structural or evolutionary
relationships between the sequences. There are two ways to do this analysis, using local or global

alignments.

The basic difference between local and global alignments [11] is that in a local alignment, you
try to match your query with a substring (a portion of your sequence) of your subject (reference
sequence). Whereas in global alignment you perform an end to end alignment with the subject.

Local Alignment

5" ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3’

T
5’ TACTCACGGATGAGGTACTTTAGAGGC 3’

Global Alignment
5" ACTACTAGACTACTTACGGGTCAGTTACTTTAGAGGCTTACAACCA 3’

(HTHTHTETEEI R
5" ACTACTAGACT----ACGGGTC--TTACTTTAGAGGCTAACAACCA 3’

Suppose you are searching in a database some information about your sequence. This sequence
has, approximately, 300 bp. The database in which you are doing this search has a large reference,
around 2000 bp. When is done a global alignment, in the result is demonstrate that you sequence
is probably involve in alternative splice - specific event from eucariotic cells. However, when is
done a local alignment, i.e. using just some fragments from your sequence, the result is more

precision, showing that your sequence align in a specific region featuring one specific organism.
Multiple Sequence Alignment (MSA)

Multiple sequence alignment may be considered as an extension of pairwise alignment, which
allow the alignment multiple related sequences to obtain the best matching of the sequences, and
thus reveals more biological information. For example, it allows the identification of conserved
sequence patterns and motifs in the whole sequence family, which are not obvious to detect by
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comparing only two sequences. MSA presents several computational challenges. First, obtain an
optimal alignment of several sequences that includes matches, mismatches, and gaps, and also
that take into account the degree of variation in all of the sequences at the same time. Due to
that, alternative methods had to be developed to speed up the calculations for multiple sequence
alignment, including: (1) progressive alignment of the sequences, (2) iterative alignment, (3)
alignments based on locally conserved patterns found in the same order in the sequences, and
(4) use of statistical methods and probabilistic models of the sequences [12]. The automated
alignment often contains misaligned regions that should be edit manually. It is need to check the
alignment to correct obvious alignment errors and to remove sections of dubious quality. This
involves introducing or removing gaps to maximize biologically meaningful matches. In manual
editing, empirical evidence or mere experience is needed to make corrections on an alignment.
Manual editing may be performed on the amino acid level for protein coding sequences. In this way,
information about protein domain structure, secondary structure, or amino acid physicochemical
properties can be taken into consideration [13].

ADVANCED BIOINFORMATICS

In this section we will address the theme “Advanced Bioinformatics” as a specific part, focused in

evolutionary studies and structural analyses from biomolecules.
Phylogenetic and Molecular Evolution

The phylogeny arose from the human need to organize and classify the world around them
in order to facilitate understanding and communication. Different systems were proposed for
classifying organisms, until when, in XIX century, Charles Darwin, inspired in phenotypic variation
of finches in the Galapagos Islands, developed his theory of evolution. Based on this theory, the
classification of organisms has become not only natural, but also to present a prerequisite for
common ancestry. According to this thinking, the organisms derived from each other, since the
emergence of life on earth. Darwin represented this pattern through a branching scheme, where
the branches represent the time between the ancestral and the new organism, and the nodes
represents the organisms themselves. Later, this would be the first phylogenetic tree used to
represent evolutionary processes [14]. Nowadays, the evolutionary analysis of ancestry is based
on molecular data thanks to the advent of sequencing methods. Similarities and divergence among
related biological sequences revealed by sequence alignment often have to be rationalized and
visualized in the context of phylogenetic trees. Thus, molecular phylogenetics is a fundamental

aspect of bioinformatics [9].
Phylogenetic trees

The evolutionary relationships among genes and organisms can be illustrated using a two-
dimensional graph, called phylogeny or phylogenetic tree, which is comparable to a genealogy and

shows which genes or organisms are most closely related. The phylogenetic trees receive terms
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referring to the various parts of real trees (i.e. root, branch, nodes, and leaf). Terminal (external)
nodes or leaves represents the existing taxa and are frequently called operational taxonomic
units (OTUs). The trees can be drawn in cladogram or a phylogram. In a phylogram, the branch
lengths represent the amount of evolutionary divergence. These kinds of trees are scaled and
show the evolutionary relationships and information about the relative divergence time of the
branches. In a cladogram, however, the terminal nodes lines up in a row. Their branch lengths are
not proportional to the number of evolutionary changes and thus have no phylogenetic meaning.
Furthermore, the phylogenetic trees can be rooted or unrooted. The main difference between
them is that in the rooted phylogenetic trees exist one outgroup that represents the ancestor of all
OTUs and is possible infer the direction of evolutionary process. The unrooted phylogenetic trees

only show the positions of the taxa and their relative relationships [15].
Methods for phylogenies inference

The main objective of molecular phylogenetics is to correctly reconstruct the evolutionary
history based on the observed sequence divergence between organisms. The first step to
constructing phylogenetic trees is alignment of sequences under study. After the alignment has
been proposed various methods can be used to estimate the phylogeny of the sequences studied
[14]. There is three main methods to find the evolutionary trees: neighbor-joining (NJ), maximum
parsimony (MP) and maximum likelihood (ML).

Neighbor-joining

Neighbor-joining is a distance method that employs the number of changes between each pair
in a group of sequences to finding pairs of neighbors and thus produces a phylogenetic tree of
this group. The NJ algorithm starts with a totally unresolved tree (star topology). The algorithm
sequentially, based on a matrix of distances between all pairs of sequences, identifies the pair
that presents the shortest distance, links this pair by a node (representing the common ancestor
of the pair of sequences) and incorporates into the tree. The distances of each pair of sequence
are recalculated for the new node, as well as the distances of all other sequences are recalculated
for the new node. This process is then repeated replacing the pair of neighbors united by the new

node and using the distances calculated in the previous step [12].
Maximum parsimony

The maximum parsimony is a qualitative method that assumes that within a range of
phylogeny, that The maximum parsimony is a qualitative method that assumes that within arange
of phylogeny, that phylogeny presents the lower number of evolutionary events (substitutions)
should be the most probable to explain the alignment data. For each aligned position, the
number of evolutionary changes to produce the observed sequence changes is calculated and
the phylogenetic trees that require the smallest number are identified. This analysis continues
for every position in the sequence alignment until the tree that requires the minimum number
of changes is identified. Although fast, the parsimony methods fail to estimate the evolutionary
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relationship between a large number of sequences or sequences with a large amount of variation
[14].

Maximum likelihood

Maximum likelihood (ML) is similar to the MP method and combines the alignmentinformation
to a statistical model able to better handle the probability of change of a nucleotide to another.
Based on a certain evolutionary model, and assuming that each alignment of the site evolves so
independent of the others, the likelihood for all possible nucleotide (or amino acid) states in
the ancestral (internal) nodes is calculated. Because these likelihoods are very small numbers,
their logarithms are usually added to give the logarithm likelihood of each tree. The most likely
tree given the data is then identified. The main disadvantage of maximum likelihood methods is
that they are computationally intense. However, with faster computers, the maximum likelihood
method is seeing wider use and is being used for more complex models of evolution [14].

STRUCTURAL BIOINFORMATICS

The structural bioinformatics is summed up like the study of three-dimensional (3D) structures
from biomolecules. In General, this area focuses in understanding the function, interactions and
the molecular organization of proteins e some RNAs. The bioinformatics is able to analyze these
molecules using a large arsenal of tool and thus understand the prediction of three-dimensional
structures, i.e. proteins, that has been characterized with great impact in practical therapeutic
applications and biotechnology.

Molecular Modeling

Understanding the physicochemical characteristics of the proteins that interact (for example
in a network) and how an interaction is established at the molecular level, can provide a biological
understanding of the cells of organisms. The bioinformatics, also known by In silico methods, can
then be used to investigate the interactions and predict how these molecules might interact at
the atomic level. Some computational methods are wieldy to create these structures, referred to
as template-based modeling, that includes both the threading techniques that return a full 3D
description for the target and the comparative modeling [16].

Comparative

Currently, much of the three-dimensional structures are obtained by comparative modeling
methods, which follow the Protocol held in the study of Sali (1997). This method is based on
the use of homologous proteins for the prediction structures of sequences, thus the structure
models are constructed from the residuals of the structure template that are aligned to the target
sequence in the sequence comparison. Therefore, the quality of this alignment thus is critical
for the accuracy achievable. The protocol (figure 1) pointed out four fundamental steps for the
creation of the models: (i) identification of homologous structures that could be used as template
for modeling; (ii) alignment of the target sequence with the template sequences; (iii) construction
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of the model for the target based on the information of the alignment; and (iv) model validation
[17].

Quey  E-vae ident  Acession
Mouse Sod1 [Mus musculus] 85% 3e15 M%  IGTTA
Human Sod1 [Homo sapiens] 5% Se08 3% IGZOA (l)
Bovine Sod - 1 [Bos taurus) TI%  defs  40% 1EOPA
Bacteria Sod - 1 [Escherichia coli) 80% 4e18  43% IESOA

e lliqn i gro-i% E-is N ;(qlnnnl-.ﬂ.é '.Jﬂ

T BAK- T BNTS

Emteschart 1 5T ePonTBungd ﬂ;nﬁ Elﬂlh Hn. apele ntﬂlnﬂ;ﬁu* (")
Bownart 1A} “ wPLsesnBEPsBoge BN iveiNeFL s slEve

Emraachoa 1 0 1l3 KR 18
P -' uﬂ-ﬂu srsv

e

(111

(V)

Figure 1: The comparative molecular modeling protocol scheme.

The important of the template-based model comes from template selection and sequence-
template alignment, in addition to the difference between the structure and sequence template.
It is essential the sequences have good values of identity, wherein it is expected that minimum
values are around 30%. The step IV, about the validation, will be explained in the next subtopic.
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Threading

When sequence identity is below 30%, it is complex to recognize the better template and
generate accurate sequence-template alignments, so the resultant models have a wide range of
accuracies. In general, proteins with low values of identity are said to be non-homologous with
known proteins. Considering that currently there are several proteins without experimental
structures, even a rapid improvement in the accuracy of obtaining the model can have a significant
impact on the prediction of large-scale structure and its applications. Given this difficulty, the
protein threading method (Figure 2), also known as fold recognition, is a method of protein
modeling that analyzes the folding of proteins with others thus is able to create models, i.e. this
method uses the secondary structure (or little fragments of your target sequence) searches the
same region in database of proteins for the prediction models [18].

*Protein

MERTLALRAMALYVGYSSIAVLSACSSST T TRDSADKAMT SAAS TASHSHAFATAELKNO SGEGVGMVEF SHTAAG TKITVDAKGLTPGF
HGFHVHOKGVCE GNFK SAGGHLHGKNOPHGDG Y HPHAGDLPSL I.I'"M["{:.hPLEWTDA\HEDLLFGAEGlELWHEGF!Mm
RYAPNGPDEE TLETGDAGARFACGVITKE

Query sequence HPHAGDLPSLLANADGTAH HPHAGDL F"Ei._ LANADGTAH

Template sequence H- HAGKFPSLLAMHHGT -=H  H- PYGKFPCLLTRHHG- Al
Template
Database b/ -
W 3
e ]
e
4y
IGNB 110H
Best Match
Figure 2: Modeling protocol scheme for threading
Ab Initio

Prediction of the spatial conformation of a protein from its primary structure is the one of
the most important open problems in molecular biology, i.e. from its sequence of amino acids.
Therefore, when no suitable structure templates can be found, Ab Initio methods can be used
to predict the protein structure from the sequence information only. This is essential for a
complete solution to the protein structure prediction problem; it can also help us understand
the physicochemical principle of how proteins fold in nature. Currently, the accuracy of ab initio
modeling (Figure 3) is low and the success is limited to small proteins (<100 residues) [19].

A Text Book of Biotechnology | www.smgebooks.com 12



Structure assembly Structure re-assembly

Template Cluster Centroid Final model

Figure 3: Here is a scheme from [-TASSER server. An internet service for protein structure
and function predictions. It allows academic users to automatically generate high-quality
predictions of 3D structure and biological function of protein molecules from their amino acid

sequences [20].
Validations of Tree-Dimensional Models

Suppose we have two alternative conformations of some any protein, and we want analyze
how much similar they are. For example, | have my model structure from molecular modeling,
made by comparative modeling methods, and [ need validate the conformation of this model. This
validation can be made using a distance matrix or known by “RMSD”, in which the term mean
Root-Mean-Square-Deviation [21]. One protein is typically represented by its virtual Ca atom
chain of n residues or points. For a quantitative single-number measure of structural similarity

between structures A and B:

D*,,(AB) = (n(n-1)/2)" (d,, - d,,)*

Where daij and dbij are the correspondence distances between the ith and jth atoms or the
“coordinate RMSD” after optimal rigid body superposition. Currently, many scientists made use
of this method to align two or more protein structure to validate your spatial conformation. Thus,

the root mean squared errors (deviations) function is defined as follows:

RMSD =
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Where § is the distance between N pairs of equivalent atoms (usually Ca and sometimes
C,N,0,CB).

Other validation method is Ramachandran plot [22,23] or ¢, P-plot that has remained nearly
unchanged in the ensuing fifty years and continues to be an integral tool for protein structure
research. His analysis is focused in the secondary structure of a protein that can be described
by the torsion angles ® (Phi) and ¥ (Psi) on which are repeated for each amino acid along
the polypeptide chain. The allowed values of these angles, or acceptable to three-dimensional
structures of proteins, are demonstrated at the Ramachandran plot (figure 4). This graph is based
on analysis of 118 structures with a resolution of 2 angstroms (A). For a good model considered,
itis expected that more than 90% of the amino acid residues are in the most favorable regions.

180+

B R (~b)

135+

(~b)
=
90 - —
o

45 . (ai |J
Fd ' f ‘ e
3 01 _rJ
I
45- |
By |
901+ ,—'J —
3R = |_, e
- | l
S
2180 -135 90 45 9 135 180

Graus Phi

Figure 4: Ramachandran plot representation. The allowed regions are shown for amino
acids: (A) more favorable regions of alpha helix (a-helix); (a) a-helix regions additionally
permitted; (~a) a-helix regions generously allowed propellers; (B) 3-sheet regions more

favorable; (b) B-sheet regions further allowed; (~b) B-sheet generously allowed; (L) a-helix
regions of left hand, more favorable; (I) a-helix regions of left hand propeller additionally
allowed; (~i) a-helix regions of left hand propellers, generously allowed; (p) glycine regions

additionally allowed; (~p) glycine regions generously allowed.
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Box: Applications of bioinformatics in Biotechnology

The virtual screening (VS) techniques, through the use of computational methods, also known by in silico term, can help on search of
organic compounds as promising therapeutic target ligands of interest, whether receptor agonists or antagonists, or enzyme inhibitors.
The VS comprises two principal approach: The target structure-based virtual screening (I) and the screening ligand-based (Il).

() This method considers the three-dimensional structure (3D) the therapeutic target, using the docking calculations as main strategy
for selection of potential ligands with chemical characteristics, electronics and structural that promote interactions with the ligand site
of the molecular target.

(I1) Since the strategies ligand-based using organic molecules with biological activity known, working as molds for the screening in
databases of new chemical entities with some level of similarity, sharing with these molds the same biological activity.

Thus, the main objective of a virtual screening is to identify the compounds of a library that are most likely that bind to the biological
target of interest.

These targets may be parasites molecules or specific diseases. Since the ligands may be any small molecule found in nature, for
example in plants. Thus, in environments with rich biodiversity vegetative can be focused to large production plants collections from
biotechnological methods. Biotechnology is inserted in this context in order to study such plants with the aim to extract, purify and
identify chemicals (small molecules) by physical-chemical analyzes with bioactive properties from them. Finally, this small molecules
can be used in VS to search candidates therapeutic target against di or others biological problems.

BIOINFORMATICS LIMITS

Bioinformatics has been highlighting for some years as a powerful tool capable of providing

a better and faster understanding of biological problems at the molecular level. However, it is
limited by the frontiers of scientific computing, which is unable to show the entire biological

setting complex.

To understand the advances in computational field and how they are directly related to
the rise of bioinformatics, we can cite Moore’s law. In 1965, Gordon Earl Moore, co-founder of
Intel, stipulated that the processing power of a microchip would double every eighteen months,
while in the same period, the price would drop by half. This prediction has had as a marketing
strategy, but stimulated competition among technology companies, and in parallel, also served as
a stimulus for the evolution of the computing power of the hardware, which in turn, allowed the
emergence of bioinformatics. . However, it is important to understand the fine line between the
data processing capacity and obtaining data by biological experiments, being one dependent on
the other. Thus, to obtain good results in silico, it is necessary that biological experiments have

produced good data.

An example of limitation found in bioinformatics is the prediction of protein structures. For
these biomolecules, tend to lose their native three-dimensional structure easily to leave their ideal
storage conditions. Thus, a structural modeling is intended to ensure the native conformation
based on their primary amino acid sequence. First, think to try all possible conformations to get
in the native structure of the protein, right? No, it is approach cannot be applied and this is exactly
what Cyrus Levinhal affirmed in 1969, where states thatif a protein was folding sequentially trying
all possible conformations, it would take a period of time equivalent to the age of the universe,
and this is at millisecond intervals under natural conditions. Based on this observation, the
proteins shall directed by folding and orderly process. Currently, known to that the information

necessary for the protein folding is contained in the amino acid sequence itself. Moreover, that
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protein folding go through several alternative configurations with intermediate power stages,
arriving in a lower level of state that would be the native state, like it was a map funnel-shaped.
However, more research are still necessary to fully realize these in silico experiments. In short, it
is still not possible to predict protein folding altogether, then we come in the next issue, we still

lack computing power to simulate these conformations or are using the wrong approach?

The protein interactions are fundamental to almost all maintenance processes of integrity of
cell. For example, when is made structural analysis for protein, using in silico methods, is lost the
environment signalization; is lost the environment biological. Actually, the bioinformatics is not
able to reproduce the same biological event. Due this is not possible get a real confirmation about

the all structure analyses results.

Another big challenge of bioinformatics is the sequencing field and genome assembly.
Sequencing platforms have gone through many evolutions in the last decades have enabled
complete sequencing of genomes, reducing the time and expense thereof. However, the genome
assembly process is directly impacted by sequencing, and this has computational cost determined
by the complexity of the genome sequenced (Genome size and number of repetitive regions), the
performance and quality of the sequencing platform used. However, the assembly of complex

genomes is possible, but still requires a long time and has an extremely high cost.
The challenges of bioinformatics are still many and only time will tell if it will exceed its limits.
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Abstract

Background
Corynebacterium pseudotuberculosis, a facultative intracellular bacterial pathogen, is

the etiological agent of caseous lymphadenitis (CLA), a contagious disease that
primarily infects sheep and goats and is responsible for significant economic loss. The
disease is characterized mainly by bacteria-induced caseous necrosis in lymphatic
glands. New vaccines are needed for reliable control and management of CLA. Thus,
the putative virulence factors SpaC, SodC, NanH, and PknG from C.
pseudotuberculosis FRC 41 may represent new target proteins for vaccine
development and pathogenicity studies.

Results

Proteins of microorganisms from the CMNR group (Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia and Rhodococcus) are highly similar to target proteins.
However, target proteins presented low similarity with mammalian proteins indicating
low possibility of immunological cross-reactions. Ppredicted B and T-cell epitope
densities were significant. Target proteins were expressed in E. coli. However, the
expression levels of each protein in five different E. coli BL21(DE3) derived strains
varied widely, from no apparent expression in some strains to high amounts in others.
Conclusions

In silico analyses show that the putative virulence factors SpaC, SodC, NanH, and
PknG present good potential as targets for vaccine development. The four proteins
were successfully over-expressed in E. coli however, fluctuations in protein
expression levels observed in different E. coli BL21(DE3) derived strains indicate that
the expression experiments performed using multiple host strains, 1. €., the expression

of a protein in several different strains, under identical experimental conditions of
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growth medium, temperature, IPTG concentration and expression time-course, can be
a quick screening strategy to circumvent problems commonly observed in over-
expression experiments usually performed with only one strain. The strategy can be

especially useful for expression of large sets of proteins.

Keywords

Corynebacterium pseudotuberculosis, virulence factor, vaccine potential, protein

expression, E. coli strain.

Background

Caseous lymphadenitis (CLA) is a chronic, pyogenic, contagious disease of sheep and
goat that imposes considerable economic losses for farmers in many countries [1 - 4].
The disease is caused by Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis): a facultative intracellular, non-capsulated, non-motile,

fimbriated, Gram-positive pleomorphic bacterium [1, 2, 3].

CLA is expressed in external and visceral forms, either separately or together [3 - 6].
External CLA lesions appear initially as abscesses that convert later on to
pyogranulomas ranging in size from millimeters to centimeters. These external lesions
are mostly located within superficial lymph nodes, but infrequently in subcutaneous
tissues. Wool or hair over CLA lesions may be lost due to the weak dermonecrotic
action of C. pseudotuberculosis exotoxins and the pressure atrophy of overlying skin
by the lesions. Visceral lesions are not detectable clinically but express themselves

according to their number, site and effect on the involved organ. Progressive weight
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loss, respiratory disorders and chronic recurrent ruminal tympany are the most

prominent signs that may accompany visceral CLA lesions.

Identification/removal of infected animals is a key factor for success of disease
control measures [1, 2, 3]. Although signs of CLA are considered characteristic and
highly suggestive, particularly if several animals within the same flock are affected,
clinical signs are not always confirmatory. Reliability of clinical diagnosis of CLA is
negatively impacted by the occurrence of subclinical cases, too small undetectable
lesions, and the accidental evacuation of some superficial lesions that reappear after a
period during which the animal may appear clinically normal [6]. Clinical diagnosis is
only suggestive as there are many bacterial organisms besides C. pseudotuberculosis
that are able to induce superficial abscesses in small ruminants [2, 3]. However,
abscesses which are caused by other pyogenic bacteria mostly occur sporadically in

contrast to CLA lesions which usually involve the flock [2].

The most powerful confirmatory diagnostic method for CLA is the isolation and
identification of C. pseudotuberculosis, but isolation failure and inaccessibility of
visceral lesions to be sampled are limitations for such diagnostic method [6]. In
practical terms, identification/removal of infected animals usually requires serologic
testing to detect humoral responses to PLD exotoxin, enabling the culling of

seropositive animals [4].

Among several serological tests being used to detect humoral response against C.
pseudotuberculosis (e.g., agar gel immunodiffusion test - AGID, microagglutination

assay, hemolysis inhibition test, synergistic hemolysis inhibition test - SHI, indirect
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haemagglutination test, Westernblotting, tube agglutination assay, and dot-blot),
ELISA is considered the gold standard due to its capacity, speed, acceptable
sensitivity and specificity [3, 6]. However, polymerase chain reaction may represent a
promising alternative to traditional methods for diagnosis of CLA primarily due to its
specificity and sensitivity in detecting as little as 1 pg of pathogen genomic material

and up to 103 CFU in clinical samples [3, 6, 7].

Vaccination of healthy animals is another strategy broadly recommended for disease
control. In fact, control of CLA depends on vaccination in most countries [3, 4].
Although bacterin, toxoid, combined, and live vaccines are available, the disease has
persisted even after prolonged vaccination, indicating the suppressive nature of CLA
vaccination [4]. Because of its zoonotic potential, C. pseudotuberculosis infection of
animals can contaminate meat and milk, putting consumers at risk [8]. The ability of
C. pseudotuberculosis to infect both animals and humans makes studies on prevention
and diagnosis of this pathogen important. Therefore, more specific and sensitive
diagnostic tests for precocious identification/removal of infected animals as well as
new drugs and vaccines are still necessary for a reliable control and management of

CLA [8].

The study of C. pseudotuberculosis virulence factors involved in CLA pathogenesis
can provide new approaches for diagnostic, treatment, and disease control. The
complete genome sequence of C. pseudotuberculois FRC41 allowed the identification
of spaC (a pili tip protein), sodC (a copper, zinc-dependent superoxide dismutase),

and nanH (a neuraminidase H) as genes putatively involved in pathogen virulence [9].
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As part of important cell signaling mechanisms, eukaryotic-like serine/threonine
protein kinases encountered in bacteria are a class of molecules that also deserves
attention since they are part of complex signaling pathways and play a diversity of
physiological roles in developmental processes, secondary metabolism, cell division,
cell wall synthesis, essential processes, central metabolism, and virulence [10, 11]. M.
tuberculosis genome encodes 11 eukaryotic-like serine/threonine protein kinases
(PknA to PknL, except for PknC). PknG is well conserved in Mycobacterium and
Corynebacterium. It promotes survival within macrophages in Mycobacterium and is
linked to cellular glutamate/glutamine metabolism [12 - 15]. However, the function of

PknG in C. pseudotuberculosis still needs to be investigated.

In the present work, an evaluation of PknG, SpaC, SodC, and NanH as potential
vaccine target was performed using bioinformatic tools. The heterologous expression
of these C. pseudotuberculosis putative virulence factors in E. coli using a host strain
changing strategy is also described. The production of these proteins in large amounts
represents an important step for future pathogenicity and vaccine development

studies.

Results and Discussion

C. pseudotuberculosis pathogenicity involves the potent exotoxin phospholipase D
(PLD), a permeability factor that promotes the hydrolysis of sphingomyelin ester
bonds in mammalian cell membranes causing dermal necrosis, possibly contributing
to the spread of the bacteria from the initial site of infection to secondary sites within

the host, as well as toxic cell wall lipids which are macrophage necrotizing [1, 4, 8].
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After C. pseudotuberculosis FRC41 genome sequencing, SpaC, SodC, NanH proteins
have been proposed as novel virulence factors of the pathogen [9]. SpaC is an
adhesive pili tip protein [16]. The pilus structure can probably make the initial contact
with host cell receptors to enable additional ligand-receptor interactions and to

facilitate the efficient delivery of virulence factors and intracellular invasion.

The copper,zinc-dependent superoxide dismutase SodC is probably involved in
detoxification reactions against peroxynitrite and other reactive nitrogen and oxygen
intermediates produced by macrophages as part of their antimicrobial response [9, 17]
SOD converts superoxide anions into molecular oxygen and H>O», the latter being
broken in turn to H>O by the enzymatic activity of catalase. The protective activity of
Cu,Zn-SODs has been associated with virulence in many bacteria, such as

Mycobacterium tuberculosis, Neisseria meningitidis and Hemophylus ducreyi [9, 17].

NanH, by its turn, is an extracellular neuraminidase [9]. Neuraminidases, or
sialidases, belong to a class of glycosyl hydrolases that catalyze the removal of
terminal sialic acid residues from a variety of glycoconjugates and can contribute to
the recognition of sialic acids exposed on host cell surfaces [18, 19]. A homologous
counterpart of NanH was recently characterized in C. diphtheriae KCTC3075 and

shown to be a protein containing neuraminidase and trans-sialidase activities [19].

Protein kinaseG (PknG) gained particular interest because it affects the intracellular
traffic of M. tuberculosis in macrophages. Most microbes and nonpathogenic
mycobacteria quickly find themselves in lysosomes, where they are killed. By

contrast, M. tuberculosis stays within phagosomes; the bacterium releases PknG to



O J o U bW

OO DTG UTUITUTUTUTUTUTOTE BB DD DDA DS DNWWWWWWWWWWNRNNNNNONNNONMNNNR R R RR PR PR
O™ WNFROWVWOJdNT D WNRPOW®O-JIAAUTDRWNR,OW®O®JdNTIBRWNRFROWOW-TJMNUB®WNROWO®W-10U D WN R O WO

block phagosome-lysosome fusion. Bacteria lacking pknG gene are rapidly transferred
to lysosomes and eliminated [12, 13]. Other studies of PknG in M. tuberculosis [14]
and the related actinomycete Corynebacterium glutamicum [15] have implicated this
kinase in the regulation of glutamine metabolism and in the regulation of 2-

oxoglutarate dehydrogenase, an enzyme of the tricarboxylic acid cycle.

Therefore, C. pseudotuberculosis SpaC, SodC, NanH and PknG proteins, may be
good candidate antigens for vaccine development once they may play important role

in pathogen survival against host defenses and pathogenicity.

Membrane and secreted proteins are considered potential vaccine targets once they
are at the host-pathogen interface. These proteins may interact more directly with host
molecules for cell adhesion, invasion, multiplication, immune response evasion,
damage generation to the host, and survive to host cell defenses. PSORTb program
[20] was used to predict the subcellular localization of C. pseudotuberculosis putative
virulence proteins. PknG was predict as cytoplasmic protein, SpaC in pathogen cell
wall while SodC and NanH as extracellular proteins (Tab. 2). PknG of M.
tuberculosis 1s predominantly found soluble in cytoplasm [11]. The presence of signal
peptide was predicted by SignalP 4.1 program [21] only in SodC and NanH sequences
(data not shown) as already observed in their homologs [9]. SpaC by its turn has a

LPXTG motif for cell wall-anchorage as observed in its C. diphtheriae homolog [22].

The conservation degree among the putative virulence factors and proteins of the
CMNR microorganism group (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia,

Rhodococcus) was evaluated by BLAST searches in UniprotKB database [23] and
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CLUSTALW?2 [24] alignments. This kind of analysis is important for the
development of new drugs and vaccines once they can be used not only for C.
pseudotuberculosis FRC41 but also for other pathogen strains and pathogens of other
genera. The results show (Tabs. 3, 4, and 5) that C. pseudotuberculosis FRC41 SpaC,
SodC, NanH, and PknG sequences share high identity degree with sequences from
other C. pseudotuberculosis strains (1002, C231, and 258). Well conserved homologs
of the target proteins are also found in some microorganisms of the CMNR group.
High conservation regions identified by CLUSTALW?2 alignments between target

proteins and homologs are ideal for vaccine preparations (data not shown).

The conservation degree among C. pseudotuberculosis FRC41 putative virulence
factors and mammalian (Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo
sapiens) proteins was also evaluated by BLAST searches. The analysis was important
to reveal the conservation degree among pathogen proteins and host proteins and so
the possibility of undesirable immunological cross-reactions. The results (Tabs. 3, 4,
and 5) show that C. pseudotuberculosis FRC41 SpaC, SodC, NanH, and PknG
sequences share 30% identity in average with mammalian sequences. CLUSTALW?2
alignments show that some of the high conservation regions are in functional domains
like the kinase domain in PknG (data not shown). Thus, the lowest conservation
regions revealed by CLUSTALW?2 alignments between target proteins and

mammalian homologs are ideal targets for vaccine development (data not shown).

The identification of epitopes that invoke effective antibody responses from B-cells
and strong and long lasting memory from T-cells is one of the key steps in designing

effective vaccines against pathogens [25, 26]. Bioinformatic analyses were performed
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to predict T and B-cell epitopes in SpaC, SodC, NanH, and PknG proteins. The
analyses using MED [27] and NetMHCII [28] programs for T-cell epitope prediction
show PknG as the protein with the highest MHCI and MHCII epitope density while
the others show average densities. Bcepred program [29] for B-cell epitope prediction
shows a homogenous epitope distribution in SpaC, SodC, NanH, and PknG sequences

and a small number of epitopes in SodC (Tab. 6).

Large amounts of SpaC, SodC, NanH, and PknG proteins are necessary for future
studies on their role in C. pseudotuberculosis patogenicity and to develop new
vaccines. Escherichia coli remains as one of the most attractive hosts among many
systems available for heterologous protein production [30, 31]. Its well-characterized
genetics, fast growth at a high density in an inexpensive medium, and the availability
of a large number of cloning vectors and mutant host strains have enable E. coli a first
choice host for rapid, high yield, and economical production of recombinant proteins.
However, in spite of the extensive knowledge on the genetics and molecular biology
of E. coli, not every gene can be expressed efficiently and high-level production of
functional eukaryotic proteins in E. coli may not be a routine matter, and sometimes it
is quite challenging. Many factors contribute to this challenge, including the unique
and subtle structural features of the gene sequence to be expressed, the stability and
translational efficiency of mRNA, the difficulty of protein folding, degradation of

protein by host cell proteases, and codon usage toxicity of the protein to the host [32].

Methods to optimize heterologous protein overproduction in E. coli have been
developed to significantly enhance the yield of foreign proteins [30 — 34, 36]. Five

strategies can be used to increase the expression and solubility of over-expressed
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protein: (1) changing the vector, (2) changing the host, (3) changing the culture
parameters of the recombinant host strain, (4) co-expression of other genes, and (5)
changing the gene sequences, which may help increase expression and the proper

folding of desired protein [30].

Nowadays so many biotech companies provide different types of genetically altered
E. coli strain for suitable expression of foreign genes [30, 37]. This makes the strategy
of changing the host strain a very quick and easy starting point towards a successful
production of heterologous proteins in E. coli since it requires only well established

cell transformation and screening protocols.

In this way, pknG, spacC, sodC, and nanH codon-optimized ORFs cloned into the
same expression vector system were individually transformed into five different
BL21(DE3) derived E. coli strains (Tab. 1). The SDS-PAGE analyses show that the
expression levels of each recombinant protein varied widely from strain to strain,
from no apparent expression to large amounts under the same experimental conditions
of growth medium, temperature, IPTG concentration, and expression time-course
(Fig. 1). The best expression performances were obtained in OverExpress™
C41(DE3) for SpaC and NanH, OverExpress'™ C43(DE3) pLysS for SodC, and BL21

Star™ (DE3) for PknG.

BL21 strain is the preferred choice for expression because of the absence of two main
proteases [30]. E. coli strain BL21(DE3) has Lon and OmpT protease deleted in its
genome. Lon and OmpT protease deficient strain of E. coli are unable to degrade

foreign protein. Leaky expression of the desired gene in BL21(DE3) cells is possible.
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To minimise leaky expression of toxic genes, the BL21 host strain has been improved.
The improved strains are BL21(DE3)pLys S and BL21(DE3)pLys E [30, 37]. Both
strains have lysozyme coding plasmid. Lysozyme is an inhibitor of T7 polymerases
which inhibits residual T7 polymerase and thus prevents leaky expression. Leaky
expression of a toxic gene is detrimental to the host cell—the host cell will not
survive or it will change its mechanism so that even in presence of inducer it will not

allow production of toxic protein.

Many times expression does not occur in E. coli due to differences in the codons
present in a gene of interest and preferential codon usage by the host E. coli strain [30,
36]. To solve this codon bias in host cell machinery, a few companies provide
modified E. coli hosts that have extra tRNA coding genes (AUA, AGG, AGA, CUA,
CCC and GGA) compensating for the scarcity of rare tRNA. BL21(DE3) and derived
strains were designed to enhance the expression of heterologous proteins by

containing codons rarely used in E. coli.

The enumerated features of BL21(DE3) and its derived strains used in this study as
well as the codon usage optimization of pknG, spacC, sodC, and nanH ORFs did not
prevent a wide fluctuation of their expression levels in each strain as observed (Fig.
1). Consequently, the expression of a target ORF in one strain but not in another may
be credited to physiological peculiarities of each E. coli strain. Silent mutations that
accumulate over generations of growth can be selected by the advantage they confer

to E. coli in the presence of a detrimental recombinant gene [36].
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Conclusions
All together, the bioinformatic analyses show that SpaC, SodC, NanH, and PknG

present good potential as targets for vaccine development. The four putative virulence
factors of C. pseudotuberculosis FRC 41 were successfully expressed in E. coli.
However, fluctuations in the protein expression levels observed in each E. coli
BL21(DE3) derived strains indicate that the expression in multiple host strains, i. e.,
the expression of a protein in several different strains, can be a quick and easy
screening strategy to circumvent problems frequently observed in expression
experiments that often use only one strain. Performing protein expression experiments
using multiple E. coli host strains enhance the chances of having a successful
expression by quickly finding an E. coli strain that does not show problems when
dealing with synthesis, folding, and toxicity of a particular exogenous protein that is
being over-expressed. This expression strategy can be particularly useful for, e. g.,
structural and protein-based pharmaceutical studies which collectively have to target

and purify tens of thousands of different proteins.

Methods

Bioinformatic analyses
PSORTDb program [20] was used to predict the subcellular localization of pknG

[GenelD# 9449800], spacC [GenelD# 9449841], sodC [GenelD# 9448545], and
nanH [GenelD# 9448316] open reading frames (ORFs). SignalP 4.1 program [21]
was used to predict the presence of signal peptides. BLAST searches in UniProtKB
database [23] were performed to identify homologs of the target proteins (PknG,
SpaC, SodC, and NanH) in the CMNR (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia

and Rhodococcus) group of microorganisms. BLAST searches in UniprotKB
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Eucariota database were performed in order to identify homologs of the target
proteins in mammalian species of the genera Ovis, Bos, and Equs as well as in Mus
musculus and Homo sapiens. Clustal W2 [24] alignments were performed among
target proteins and their homologs identified by BLAST searches. MED [27],
NetMHCII [28], and Beepred [29] programs were used to predict MHC class I, MHC

class II, and B-cell epitope densities, respectively, in the target proteins.

Cloning Procedures
Miniprep plasmid purifications, agarose gel electrophoresis, and Escherichia coli

media were as described [35]. Predicted signal peptide signatures were removed from
the ORF sequences before cloning procedures. ORF codons of target proteins were
replaced by E. coli preferential codons. Afterwards, the ORF sequences were
synthesized and individually cloned into pD444-NH expression vector by DNA2.0
(Menlo Park, CA). Each ORF-containing plasmid (pD444-NH;pknG, pD444-
NH;spacC, pD444-NH;sodC, and pD444-NH;nanH) was transformed into five
different BL21(DE3) E. coli strains (Tab. 1) according to the OverExpress™

Electrocompetent Cells kit (Lucigen, Middleton) instructions.

Protein Expression in E. coli
Protein expression protocol was according to OverExpress™ Electrocompetent Cells

kit (Lucigen, Middleton) instructions. Transformed cell cultures at OD 0.5-0.7 were
induced with 1 mM IPTG for 5 hours at 37°C. SDS-PAGE of non-induced and

induced cell culture samples and coomassie blue staining were as described [35].
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Figure legend

Figure 1. Heterologous expression of the C. pseudotuberculosis FRC41
putative virulence factors in different E. coli strains.

Coomassie blue-stained SDS-PAGE gel analyses of the protein expression
experiments. PE1, rPknG expression (83 kDa, 10% gel); PE2, rSpaC expression (86
kDa, 10% gel); PE3, rSodC expression (18 kDa, 15% gel); PE4, rNanH expression
(71.5 kDa, 10% gel). A1, B1, C1, pre-stained protein ladder; A2, A3, E. coli strain
C41 (DE3); A4, AS, E. coli strain C41 (DE3) pLysS; B2, B3, E. coli strain C43
(DE3); B4, BS E. coli strain C43 (DE3) pLysS; C2, C3, E. coli strain BL21 Star
(DE3); NI, non-induced time 0 and I, induced with 1 mM IPTG for 5 hours at 37°C.

Arrows indicate the recombinant protein position in the gels.
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Table 1 - E. coli strains used for cloning and expression of C.

pseudotuberculosis FRC41 putative virulence factors.

Strain*

Genotype

OverExpress™ C41(DE3)

OverExpress™ C41 (DE3) pLysS

OverExpress™ C43(DE3)

OverExpress™ C43(DE3) pLysS

BL21 Star™ (DE3)

F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)
F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

pLysS (CmR)

F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)
F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

pLysS (CmR)

F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31

(DE3)

*All from Lucigen, Middleton.

Table 2 - Subcellular localization of C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factors.

Subcellular Localization Predictions by PSORTb!

Protein

PknG
SpaC
SodC
NanH

Score

Cytoplasmic

9.89
0.01
0.24
0.00

Cytoplasmic  Cell
membrane Wall

0.09
0.01
0.05
0.14

0.01
9.97
0.80
0.16

Extracellular

0.02
0.01
8.91
9.70

Final
Prediction

Cytoplasmic
Cell Wall

Extracellular

Extracellular
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IPSORTb [20].



Table 3 - CMNR microorganism and mammalian proteins identified by BLAST as homologs of C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factor PknG.

Homolog proteins in CMNR! microorganisms Homolog proteins in Mammalians?
. . Identity . . Identity

Organism Protein (%) E-value Organism Protein (%) E-value

C. pseudotuberculosis 1002  PknG 100 0.0 Ovis aries Uncharacterized 30 4.0x1012
Protein PRKX*

C. pseudotuberculosis 258 PknG 99 0.0 Ovis aries Uncharacterized 29 4.0x1012
Protein CAMK1°

C. pseudotuberculosis C231  PknG 100 0.0 Bos Taurus Uncharacterized 30 3.0x107'2
Protein PRKX*

C. diphteriae HC02 PknG 74 0.0 Bos Taurus CAMKI1® 29 1.0x107!2

C. glutamicum ATCC S/T PK? 61 0.0 Equs caballus  Uncharacterized 31 9.0x1071?

14067 Protein CAMK1°

M. tuberculosis SUMu007 PknG 46 1.0x10'% | Mus musculus CAMKI® 29 3x10°8

N. farcinica IFM10152 Putative S/T PK? 41 4.0x10"' | Mus musculus  Smok2b® 31 1x10°13

R. pyridinivorans SB3094 S/T PK? 46 1.0x10717° Homo sapiens CAMKI1° 29 2x10712

BLAST searches were performed against UniprotKB database [23] to find CMNR microorganism homologs and against UniprotKB Eucariota to
find mammalian homologs. ! Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus; *Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo
sapiens; >S/T PK, serine/threonine protein kinase; “PRKX, protein kinase X-linked; >°CAMK 1, Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1;

®Smok2b, sperm motility kinase 2B.



Table 4 - CMNR microorganism and mammalian proteins identified by BLAST as homologs of C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factors SpaC and NanH.

SpaC homolog proteins in CMNR! microorganisms SpaC homolog proteins in mammalians?
Organism Protein Idf%t)ity v:il-le Organism Protein Idf%t)ity E-value
C. pseudotuberculosis ~ Uncharacterized protein 99 0.0
1002
C. pseudotuberculosis ~ Uncharacterized protein 100 0.0 No match
C231
C. diphteriae HC02 Putative fimbrial subunit 27 5x1071
NanH homolog proteins in CMNR! microorganisms NanH homolog proteins in mammalians®
Organism Protein Id(e(ry:t)ity E-value Organism Protein Idf;:t)ity E-value
C. pseudotuberculosis 1002 NanH 100 0.0 Bos taurus Plectin 30% 1x10°®
C. pseudotuberculosis C231 NanH 100 0.0 Mus musculus Plectin 30% 2x1078
C. diphteriae HC02 NanH 50 0.0 Homo sapiens Plectin 30% 2x107
C. glutamicum ATCC 14067 Uncharacterized 36 1.0x10°% | Homo sapiens NEU® 27% 2x1077
protein

BLAST searches were performed against UniprotKB database [23] to find CMNR microorganism homologs and against UniprotKB Eucariota to
find mammalian homologs. ! Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus; *Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo

sapiens; >Sialidase 1 (lysosomal sialidase).



Table 5 - CMNR microorganism and mammalian proteins identified by BLAST as homologs of C. pseudotuberculosis FRC41 putative

virulence factor SodC.

Homolog proteins in CMNR! microorganisms

Homolog proteins in mammalians?

Organism Protein Idfol/:t)ity E-value
C. pseudotuberculosis 1002 SodC 100 3x107122
C. pseudotuberculosis 258 SodC 100 3x 107122
C. pseudotuberculosis C231 SodC 100 3x1071%
C. diphteriae HC02 SodC 68 2x107
M. tuberculosis SUMu007 SodC 43 9x10%8
N. farcinica IFM 10152 SodC 44 4x107%
Rhodococcus sp. RHA1 SodC 49 2x10™%

Organism

Ovis aries
Bos taurus
Equs caballus
Mus musculus

Homo sapiens

Protein

Sod

Sodl1

Sodl1

Sodl1

Sodl1

Identity E-val

-value

(%)

36% 3x10°1

34% 2x1071

32% 8x10°13

34% 2x10716

34% 3x10716

BLAST searches were performed against UniprotKB database [23] to find CMNR microorganism homologs and against UniprotKB Eucariota to

find mammalian homologs. ! Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus; *Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo

sapiens.



Table 6 - B cell and T cell epitope density in C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factors.

MHC Class I Epitope Density Prediction by MED!

Protein Score
PknG 12,67
SpaC 7,14
SodC 6,38
NanH 7,84

MHC Class II Epitope Prediction by NetMHCII?

Protein High Binders (%)
PknG 5
SpaC 2
SodC 2
NanH 3

B Cell Linear Epitope Prediction by BcePred?

Protein Number of B-cell linear epitopes
PknG 27
SpaC 27
SodC 4
NanH 23

'MED, Mature Epitope Density [27]; 2NetMHCII [28]; *BcePred [29].
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Click here to download Figure: Figures.docx

Figure 1 - Heterologous expression of the C. pseudotuberculosis FRC41
putative virulence factors in different E. coli strains.
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Tables

Table 1 - E. coli strains used for cloning and expression of C.
pseudotuberculosis FRC41 putative virulence factors.

Strain*

Genotype

OverExpress™ C41(DE3)

OverExpress™ C41 (DE3) pLysS

OverExpress™ C43(DE3)

OverExpress™ C43(DE3) pLysS

BL21 Star™ (DE3)

F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)
F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

pLysS (CmR)

F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)
F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

pLysS (CmR)

F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31

(DE3)

*All from Lucigen, Middleton.

Table 2 - Subcellular localization of C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factors.

Subcellular Localization Predictions by PSORTb!

Protein

PknG
SpaC
SodC
NanH

Score

Cytoplasmic

9.89
0.01
0.24
0.00

Cytoplasmic  Cell
membrane Wall

0.09
0.01
0.05
0.14

0.01
9.97
0.80
0.16

Extracellular

0.02
0.01
8.91
9.70

Final
Prediction

Cytoplasmic
Cell Wall

Extracellular

Extracellular

TPSORTb [20].






Table 3 - CMNR microorganism and mammalian proteins identified by BLAST as homologs of C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factor PknG.

Homolog proteins in CMNR! microorganisms Homolog proteins in Mammalians?
. . Identity . . Identity

Organism Protein (%) E-value Organism Protein (%) E-value

C. pseudotuberculosis 1002  PknG 100 0.0 Ovis aries Uncharacterized 30 4.0x1012
Protein PRKX*

C. pseudotuberculosis 258 PknG 99 0.0 Ovis aries Uncharacterized 29 4.0x1012
Protein CAMK1°

C. pseudotuberculosis C231  PknG 100 0.0 Bos Taurus Uncharacterized 30 3.0x107'2
Protein PRKX*

C. diphteriae HC02 PknG 74 0.0 Bos Taurus CAMKI1® 29 1.0x107!2

C. glutamicum ATCC S/T PK? 61 0.0 Equs caballus  Uncharacterized 31 9.0x1071?

14067 Protein CAMK1°

M. tuberculosis SUMu007 PknG 46 1.0x10'% | Mus musculus CAMKI® 29 3x10°8

N. farcinica IFM10152 Putative S/T PK? 41 4.0x10"' | Mus musculus  Smok2b® 31 1x10°13

R. pyridinivorans SB3094 S/T PK? 46 1.0x10717° Homo sapiens CAMKI1° 29 2x10712

BLAST searches were performed against UniprotKB database [23] to find CMNR microorganism homologs and against UniprotKB Eucariota to
find mammalian homologs. ! Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus; *Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo
sapiens; >S/T PK, serine/threonine protein kinase; “PRKX, protein kinase X-linked; >°CAMK 1, Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1;

®Smok2b, sperm motility kinase 2B.



Table 4 - CMNR microorganism and mammalian proteins identified by BLAST as homologs of C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factors SpaC and NanH.

SpaC homolog proteins in CMNR! microorganisms SpaC homolog proteins in mammalians?
Organism Protein Idf%t)ity v:il-le Organism Protein Idf%t)ity E-value
C. pseudotuberculosis ~ Uncharacterized protein 99 0.0
1002
C. pseudotuberculosis ~ Uncharacterized protein 100 0.0 No match
C231
C. diphteriae HC02 Putative fimbrial subunit 27 5x1071
NanH homolog proteins in CMNR! microorganisms NanH homolog proteins in mammalians®
Organism Protein Id(e(ry:t)ity E-value Organism Protein Idf;:t)ity E-value
C. pseudotuberculosis 1002 NanH 100 0.0 Bos taurus Plectin 30% 1x10°®
C. pseudotuberculosis C231 NanH 100 0.0 Mus musculus Plectin 30% 2x1078
C. diphteriae HC02 NanH 50 0.0 Homo sapiens Plectin 30% 2x107
C. glutamicum ATCC 14067 Uncharacterized 36 1.0x10°% | Homo sapiens NEU® 27% 2x1077
protein

BLAST searches were performed against UniprotKB database [23] to find CMNR microorganism homologs and against UniprotKB Eucariota to
find mammalian homologs. ! Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus; *Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo

sapiens; >Sialidase 1 (lysosomal sialidase).



Table 5 - CMNR microorganism and mammalian proteins identified by BLAST as homologs of C. pseudotuberculosis FRC41 putative

virulence factor SodC.

Homolog proteins in CMNR! microorganisms

Homolog proteins in mammalians?

Organism Protein Idfol/:t)ity E-value
C. pseudotuberculosis 1002 SodC 100 3x107122
C. pseudotuberculosis 258 SodC 100 3x 107122
C. pseudotuberculosis C231 SodC 100 3x1071%
C. diphteriae HC02 SodC 68 2x107
M. tuberculosis SUMu007 SodC 43 9x10%8
N. farcinica IFM 10152 SodC 44 4x107%
Rhodococcus sp. RHA1 SodC 49 2x10™%

. . Identity
Organism Protein E-value
(%)
Ovis aries Sod 36% 3x10°1
Bos taurus Sodl 34% 2x1071
Equs caballus Sodl 32% 8x10°1°
Mus musculus Sodl 34% 2x10716
Homo sapiens Sodl 34% 3x10°1°

BLAST searches were performed against UniprotKB database [23] to find CMNR microorganism homologs and against UniprotKB Eucariota to

find mammalian homologs. ! Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus; *Ovis, Bos, and Equs genera, Mus musculus, and Homo

sapiens.



Table 6 - B cell and T cell epitope density in C. pseudotuberculosis FRC41 putative
virulence factors.

MHC Class I Epitope Density Prediction by MED!

Protein Score
PknG 12,67
SpaC 7,14
SodC 6,38
NanH 7,84

MHC Class II Epitope Prediction by NetMHCII?

Protein High Binders (%)
PknG 5
SpaC 2
SodC 2
NanH 3

B Cell Linear Epitope Prediction by BcePred?

Protein Number of B-cell linear epitopes
PknG 27
SpaC 27
SodC 4
NanH 23

'MED, Mature Epitope Density [27]; 2NetMHCII [28]; *BcePred [29].



