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1. INTRODUCAO

Leptospira sé@o bactérias espiroquetas classificadas em espécies nao
patogénicas, intermediarias, ou patogénicas que habitam solo e agua doce
contaminados, predominantemente nas regides tropicais (ESHGHI et al., 2015).
Classificadas em 21 espécies e cerca de 300 sorovares organizados em 29
sorogrupos. Entre essas 21 espécies estabelecidas, 9 sdo caracterizadas como
patogénicas e sao frequentemente isoladas em humanos e animais (MORENO et
al., 2016), dentre essas se encontra a Leptospira interrogans que é uma bactéria
espirogueta, gram negativa, (GOMES, 2013) responsavel pela maior causa de
morbidade e mortalidade associada a leptospirose em humanos (LEHMANN et
al., 2016).

A crescente disponibilidade de sequéncias gendmicas de espécies
pertencentes aos trés grupos permitiu a identificacdo dos processos evolutivos do
genoma envolvidos na transicdo de uma forma ndo patogénica e de vida livre a
um estilo de vida patogénica e adaptada ao hospedeiro. Por exemplo, gendmica
comparativa revelaram que L. interrogans (grupo | - patogénicas) tem um genoma
maior que L. biflexa (grupo Ill — ndo patogénicas), provavelmente refletindo
caracteristicas genéticas adicionais necessdarias para a sobrevivéncia tanto em
solo / agua quanto a hospedeiros mamiferos. E importante ressaltar que o fato de
que L. interrogans reteve a capacidade de sobreviver no ambiente como um
organismo de vida livre impacta diretamente na ecologia e epidemiologia da
leptospirose (IRAOLA et al., 2016).

Para melhor entender o mecanismo de acdo da Leptospira o
sequenciamento e anotacdo tem se demonstrado uma importante ferramenta a
fim de entender a relacdo genoma-patogenicidade, entender o mecanismo
patogénico em manifestacfes clinicas e identificar antigenos comuns(FOUTS et
al., 2016).

O isolamento e caracterizagdo da L. interrogans sorovar Canicola cepa
Tande fora previamente descrito por Brod et al. (Brod et al, 2015), sendo obtido a
partir de amostras de um céo infectado na cidade de Pelotas. O presente trabalho
teve como objetivo o sequenciamento, montagem e caracterizagcdo por MLST da
cepa.

2. METODOLOGIA

.0 sequenciamento do isolado de Leptospira foi realizado utilizando a
plataforma lonTorrent™. O sequenciamento foi realizado utilizando uma biblioteca
single-end de 400 pares de bases, onde a identificagdo das bases ocorre pela
deteccdo da mudanca depH por um sensor que realiza a montagem da sequéncia
correta.
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ApoOs o0 sequenciamento, foi realizada a montagem desse genoma utilizando
as ferramentas Newbler, SPAdes (BANKEVICH et al., 2012) e MIRA, e utilizamos
o programa CISA (LIN; LIAO, 2013) para integrar as montagens anteriores e obter
uma montagem consenso.

A anotacdo foi realizada utilizando a plataforma @ Genix
(http://labbioinfo.ufpel.edu.br/cgi-bin/genix_index.py). Esta plataforma online
integra varias ferramentas de anotacdo, como por exemplo, Prodigal (que
identifica genes demicrorganismos)(HYATT et al., 2010), BLAST (que compara
sequéncias de nucleotideos de sequéncias de DNA)(ALTSCHUL et al., 1990),
RNAmmer (que identifica RNAsribossomais)(LAGESEN et al., 2007), Aragorn
(que identifica RNAs transportadores)(LASLETT, 2004), entre outras. A anotacao
é realizada em diferentes etapas — cada uma empregando uma ferramenta
diferente — e ao final € gerada uma anotacao consenso.

Por fim, para a caracterizacdo precisa deste isolado foi realizada uma
analise de multi I6cus sequence typing (MLST) in silico através de dados obtidos a
partir do repositério PUbMLST (http://pubmist.org/), utilizando-se o esquema 1 de
MLST de Leptospira(BOONSILP et al., 2013).0 MLST permite discriminar os
isolados baseando-se em fragmentos de 450-500 pares de bases de uma
sequéncia de DNA de genes housekeeping, em que durante o processo se realiza
uma tipagem contra os alelos (housekeeping genes). A comparacdo das
sequéncias do genoma com o banco de dados foi realizada com a ferramenta
BLAST.Esta mesma andlise foi também realizada para outras cepas do sorovar
Canicola disponiveis no GenBank, se forma a se avaliar a concordancia entre
perfis genotipicos e resposta humoral induzida.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do sequenciamento obtivemos 644,064 single-endreads, sendo ao
todo131.939,645 bases sequenciadas, onde 106,304.059 tiveram um score de
Q20 caracterizando uma cobertura de até 30x cada base e uma precisdo de 99%.

A montagem gerou uma sequéncia gendmica consenso final de 106 contigs
que somam 4,522,715 nucleotideos. Através da sequéncia final, a anotagéo foi
realizada e identificamos: 4.330 CDS, 30 genes de tRNA, 3 genes de rRNA, 1
gene de tmRNA e 5 genes de RNA néo codificante e 13 sitios de CRISPR. Os
sitios CRISPR encontrados, ja foram relatados em outros estudos e estdo
presentes somente em espécies patogénicas do género Leptospira, estando
associados com a defesa (conduzindo a imunidade contra o invasor).

Por meio da caracterizacdo realizada no MLST (Tabela 01) entre a cepa
Tande e outras cepas presentes no sorovar Canicola, € possivel observar que
mesmo pertencendo a mesma sorovar as diferentes combinacdes alélicas dos
housekeeping genes ocasionam diferentes cepas - definidas pelo perfil alélico
representado pelas letras ST —.


http://pubmlst.org/leptospira/
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Tabela 01 — Comparacéo de diferentes cepas presentes no sorovarCanicola
mediante as andlises realizadas no MLST.

Alelo
Cepa GenBank tpiA caiB sucA mreA pntA pfkB gimu ST
LO-4 LIIYO1 3 5 3 5 3 4 3 37
Tande MABUO1 2 8 2 4 1 10 1 17
P2655 AOWJO01 3 5 3 5 3 4 3 37
LO-3 LIHEO1 3 5 3 5 3 4 3 37
LT1962 AFMCO02 1 9 62 2 1 6 1 11
Fiocruz LV133  AKWUO2 3 5 3 5 3 4 3 37
HAI0024 AFLQO1 2 5 2 7 8 9 6 50

A comparacdo apresentada na Tabela 01 teve como objetivo confrontar
diferentes cepas pertencentes ao sorovar Canicola. Como € possivel observar a
partir do resultado obtido no MLST, a cepa Tande, que pertence ao sorovar
Canicola (pois induz uma resposta imune similar a este grupo),apresenta um perfil
genético similar ao do sorovar Icterohaemorrhagiae devido ao padréo alélico (ST —
17), e difere das demais cepas mostradas na tabela.

Estes resultados demonstram que a caracterizacdo precisa dos isolados é de
suma importancia, como demonstrado em outros estudos, uma vez que cada isolado
através da combinacédo dos housekeeping (citados na Tabela 01) ird produzir funcdes
esséncias para a sua sobrevivéncia, metabolismo, secrecdo, manutengéo celular e
estrutural e adaptacéo da bactéria ao hospedeiro.

4, CONCLUSOES

Pode-se concluir com este trabalho que através do sequenciamento,
montagem e anotacdo foi possivel identificar a Leptospira interrogans sorovar
Canicola cepa Tande e que através das analises realizadas pelo MLST nos
permitiu uma caracterizacdo precisa e consequentemente uma melhor
compreensao evolutiva, flogeografica e genética entre as diferentes cepas.
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