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Relatério Descritivo de Patente de Invencédo

METODO DE DETERMINACAO E/OU CARACTERIZACAO DE AEROMONAS

Campo da Invencdo

[0001] A presente invencdo situa-se principalmente no campo da
biotecnologia. Mais especificamente, a presente invengdo descreve um método
de determinacdo e/ou de caracterizacdo rapida de bactérias do género
Aeromonas através de amplificacdo de sequéncia de DNA género-especifica e

avaliacao de polimorfismo conformacional de fita simples de DNA (SSCP).

Antecedentes da Invencao

Bactérias do género Aeromonas

[0002] As bactérias do género Aeromonas, familia Aeromonadaceae, sao
bacilos gram-negativos anaerébicos facultativos, oxidase e catalase positivos,
amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados comumente em
ecossistemas aquaticos que englobam desde rios, lagos, reservatorios, até
locais de tratamento de agua potavel e de esgoto. Aeromonas spp. Sao
patdgenos tanto de animais de sangue frio quanto de sangue quente, sendo
atualmente consideradas como patdogenos emergentes e incluidos na lista de
contaminantes pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA.

[0003] As bactérias do género Aeromonas sdo consideradas agentes
emergentes de toxinfeccOes alimentares e oportunistas para o homem e
animais (Albert et al., 2000). Nas ultimas décadas estas bactérias tém sido
reconhecidas como patdégenos humanos emergentes, sendo associadas a
gastroenterites, endocardites, infec¢cdes oculares, meningites, abscessos intra-
abdominais, osteomielites, peritonites, infeccbes dos tratos respiratorio e
urinario, septicemia (Burke et al. 1983; Janda et al., 1995; Albert et al., 2000;
Bizani & Brandelli, 2001; Koneman et al., 2001; Tequianes-Bravo et al, 2005),
sindrome urémica hemolitica (Janda et al.,1995), entre outras. Isolados de

Aeromonas foram detectados em feridas de pacientes que sofreram leséo
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seguida de exposicdo a agua (Ghenghesh et al., 2001), sendo A. hydrophila o
principal agente causal nestes casos (Abbott et al., 2003). Estes fatos tornam o
género de interesse clinico e de saude publica. (Janda et al., 1995; Albert et al.,
2000).

[0004] A identificacdo fenotipica dentro do género Aeromonas, permite a
separacao de dois grupos: o grupo “hydrophila”, representando pelas espécies
moveis, e o grupo “salmonicida”, que inclui as espécies ndo mdéveis associadas
a animais de sangue frio. As espécies de maior importancia clinica pertencem
ao grupo “hydrophila”. A viruléncia em Aeromonas € multifatorial, destacando-
se toxinas extracelulares e enzimas, incluindo: citotoxinas, enterotoxinas, alfa e
beta hemolisinas, proteases, lipases e mecanismos de aderéncia e secrecao

(Botarelli e Ossiprandi, 1999, entre outros).

Distribuicdo e ocorréncia de bactérias do género Aeromonas

[0005] As bactérias do género Aeromonas sao ubiquas em ambientes
aguaticos sendo facilmente isoladas em aguas doces ou marinhas em
praticamente todas as latitudes (Handfield et al.,, 1996; Holmes et al., 1996;
Borrel et al., 1997; Janda & Abbott, 1998; Chacon et al.,, 2003). Além dos
ambientes aquaticos, as Aeromonas sdo encontradas em grande numero de
alimentos frescos tanto de origem animal como vegetal, e alimentos
processados, inclusive naqueles refrigerados (Buchanan & Palumbo, 1985;
Saad et al., 1995; Handfield et al., 1996; Altwegg, 1999; Albert et al., 2000).
Além de tolerancia e capacidade de crescimento em baixas temperaturas,
algumas espécies de Aeromonas apresentam tolerncia a salinidade
(Delamare et al., 2000), o que lhes confere o potencial de manter elevada
viabilidade ou mesmo, crescer em concentracdes salinas comumente utilizadas
na conservacao de produtos alimenticios de origem animal e vegetal.

[0006] Os meios disponiveis para a avaliacdo qualiquantitativa de Aeromonas
apresentam eficiéncia limitada, caracterizando-se mais como meios diferenciais

do que seletivos. Estes meios incluem geralmente ampicilina como agente
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seletivo e producao de acido a partir de uma fonte de carbono especifica como
agente diferencial. A semelhanca de Aeromonas com outras bactérias,
particularmente, Vibrio, Plesiomonas, Alteromonas e enterobactérias, dificultam
a avaliacdo quantitativa, o isolamento e a classificacdo. Além de pouco
eficientes, estes métodos s&o relativamente demorados, limitando a sua
aplicacado em alguns casos.

[0007] A identificacAdo da espécie Aeromonas é complexa. Assim sendo,
distintos métodos fenotipicos, imunoldgicos e moleculares tém sido aplicados
visando solucionar os problemas taxonémicos deste género (Millership, 1996;
Altwegg, 1996). Os métodos fenotipicos envolvem a utilizacdo de uma bateria
de testes enzimaticos, de resisténcia e de capacidade de degradacao de fontes
de carbono. O numero de testes, 0 tempo necessario para avaliacdo e
principalmente, a variacdo intra-especifica limitam a utilizacdo e a eficiéncia
destes métodos (Abbott et al., 2003). Métodos imunoldgicos tém permitido a
determinacao de sorotipos especificos dentro do género, mas a sua aplicacéo
é limitada pelo nimero minimo de células necessarias e a resposta cruzada
com outras bactérias.

[0008] Com base em caracteres bioquimicos, na hibridizacdo DNA-DNA e
outros métodos moleculares, 15 genoespécies ou grupos de hibridizacéo e 14
fenoespécies tém sido validadas ou propostas (Popoff et al, 1981; Carnahan &
Altwegg, 1996; Borrel et al., 1997; Chacon et al., 2003). Entre estas, apenas
cinco (A. hydrophila, A. caviae, A. veronii biovar sobria, A. jandaei e A.
schubertii) sdo reconhecidas como os patdégenos humanos (Janda & Abbott,
1998). Alguns dos meétodos moleculares conhecidos aplicados a classificacao e
caracterizacao de isolados de Aeromonas comprendem: eletroforese de campo
pulsado, RFLP- PCR (em geral do gene 16S rRNA), RAPD, ERIC-PCR, BOX-
PCR, ribotipagem, entre outros.

Lipases extracelulares em Aeromonas

[0009] A principal lipase extracelular (Lip) de A. hydrophila, codificada pelo

gene lipA, apresenta 80 kDa e possui atividade maxima para hidrolise de
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ésteres Cyo € Ci,, € para triacilglicerdis Cg e Cyo. Verificou-se que esta lipase
apresentou elevada atividade no inicio da fase estacionaria do crescimento
celular com uma faixa de pH 6timo entre 7,5 - 8,0. A atividade maxima da
enzima foi obtida a uma temperatura de 37°C, sendo que, apés 30 minutos de
incubacgéo a 55°C, apenas 20% da atividade enzimatica permaneceu (Chuang
et al., 1997).

[0010] Além da proteina Lip, as Aeromonas sdo capazes de produzir uma
outra lipase extracelular, codificada pelo gene lipH3. Esta é capaz de degradar
derivados do p-nitrofenil que possuem de C4 até C;o em sua cadeia, bem como
triacilglicerdis de C, a Cg (Chuang et al., 1997). Outras duas enzimas com
atividade fosfolipidica, foram caracterizadas em Aeromonas: a fosfolipase C
(codificada pelo gene apl-1) e a fosfolipase Al (codificada pelo gene pla)
(Watanabe et al., 2004). Embora as propriedades fisicas destas enzimas,
como, peso molecular, estabilidade térmica e especificidade com substratos
diferem uma da outra, a proteina, Lip mostrou forte similaridade com a Lipase
H3 (67%) e Apl-1 (65%) (Watanabe et al., 2004).

[0011] Cascodn et al.(2000) constataram que 100% dos isolados de Aeromonas
sp. analisados, apresentaram atividade lipolitica. Por sua vez, Chacon et al.
(2003) relataram elevada prevaléncia do gene lipA em isolados de Aeromonas
analisados através da técnica da PCR. Em outro estudo, Cascén et al.(2000),
constataram que 100% dos isolados de Aeromonas sp. analisados,
apresentaram atividade lipolitica quando plaqueados em meio agar LB (Luria

Bertani) suplementado com 0,5% de tributirim.

SSCP (single strand conformational polymorphism) na caracterizacdo de

bactérias

[0012] A utilizacdo de SSCP de segmentos amplificados do gene 16S rRNA na
identificacdo molecular e caracterizacao bacteriana foi proposta por distintos
autores, entre os quais Widjojoatmodjo et al. (1995), Lee et al. (1996), Turenne
et al. (2000) e Oto et al. (2006).
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[0013] Em Aeromonas poucos trabalhos referem a utilizacdo de SSCP.
Xuanxian et al. (2000) e Ji et al. (2004) utilizaram SSCP do gene 16S rRNA
para caracterizacao de isolados de peixes e isolados clinicos, respectivamente.
Por sua vez, Rakus et al. (2008) utilizaram SSCP dos genes Cyca-DAB1 e
Cyca-DAB2 na caracterizacao de isolados de Aeromonas obtidos de carpas.
[0014] Apesar do gene lipA estar sequenciado e a amplificacdo de parte do
mesmo ter sido utilizada para fins de avaliacdo de patogenicidade, nenhum
artigo até o momento associa a amplificacdo de genes especificos de
Aeromonas, entre eles lipA, na deteccdo de bactérias deste género com
analise de polimorfismo conformacional de cadeia simples de DNA para
caracterizacao de isolados ou de amostras.

[0015] No ambito patentario, alguns documentos descrevem métodos de
deteccao e/ou caracterizacdo de bactérias como Aeromonas.

[0016] O documento EP 0 618 982 descreve uma sonda de DNA especifica
para Aeromonas salmonicida, compreendendo utilizar a sonda para verificar o
material biolégico suspeito de contaminacdo. A presente invencao difere desse
documento pelo reconhecimento especificamente do gene lipA e por ser
aplicavel a identificacdo de todo o género Aeromonas e ndo somente
Aeromonas salmonicida, conforme citado no referido documento.

[0017] O documento US 7,247,463 descreve sequUéncias nucleotidicas e
enzimas isoladas de microorganismos com atividade lipase/aciltransferase que
catalizam uma reacgdo, compreendendo alcodlises e amindlises, entre outros.
Em especial, um dos microorganismos € Aeromonas aerophila. A presente
invencdo difere desse documento por ndo se tratar somente de sequéncias
relacionadas a lipase, como no referido documento, mas, sim, por se tratar de
um meétodo de deteccéo e/ou caracterizacdo envolvendo sequéncias (primers)
gue reconhecem um gene relacionado a lipases (lipA), capaz de detectar e/ou
caracterizar todo o género Aeromonas.

[0018] O documento WO 2001/066571 descreve agentes profilaticos e

terapéuticos derivados das proteinas de superficie de Aeromonas hydrophila.
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Especialmente, essas proteinas codificam adesinas e variantes dos mesmos
que podem ser utilizados para diagnésticos, tratamento e prevencdo de
infeccdo por Aeromonas. A presente invencao difere desse documento por ndo
identificar e/ou utilizar proteinas de Aeromonas hydrophila, mas, sim, permitir a
identificacdo de Aeromonas através do reconhecimento do gene lipA em
amostras bioldgicas.

[0019] O documento WO 80/02433 descreve um método para rapida
identificacdo de bactérias compreendendo a determinacdo das enzimas das
bactérias, preferencialmente por andlise de fluxo continua. A presente invencao
difere desse documento por utlizar determinadas sequéncias para o
reconhecimento especifico do gene lipA, ndo descritas no referido documento.
[0020] Portanto, as referéncias aqui listadas circunscrevem a presente

invencdo, sem, contudo, antecipa-la ou sequer sugerir seus objetos.

Sumario da Invencdo

[0021] E um objeto da presente invencdo proporcionar um método de
determinacdo e/ou caracterizacdo de Aeromonas compreendendo as etapas
de:

a) coletar uma amostra bioldgica;

b) preparar a amostra de a); e

c) utilizar os conjuntos de sequéncias iniciadoras SEQ ID n°l, SEQ ID
n°2, SEQ ID n°3 e/ou SEQ ID n° 4 para determinar a presenca do gene lipA na
amostra de b).
[0022] Em uma realizac&o preferencial, o0 método adicionalmente compreende
uma etapa de:

d) determinar a presenca de polimorfismos (SSCP) no gene lipA.

D~

[0023] Em uma realizacdo preferencial, a presenca de polimorfismos

realizada através da identificacdo de perfis diferentes de bandas apos

QO

separacéo eletroforética dos arranjos de fita simples dos amplicons.
[0024] Em wuma realizacdo preferencial, o0s primers proporcionam a
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amplificacdo de sequéncias de DNA de aproximadamente 280pb a 350pb nas
distintas espécies do género Aeromonas, sem, entretanto, amplificar DNA de
outras bactérias.

[0025] Em uma realizacdo preferencial, as amostras para PCR podem ser
preparadas diretamente ou com enriquecimento prévio (4 a 12 horas a 37°C
em agua alcalina peptonada) se o nimero de microrganismos estimado ou
esperado for inferior a 3000 células de Aeromonas por mililitro.

[0026] Em uma realizacdo preferencial, as amostras podem ser plaqueadas
em meio seletivo e diferencial adequado para posterior analise molecular de
colonias suspeitas.

[0027] Em uma realizacao preferencial, as amostras originais ou enriquecidas
sao pré-diluidas e posteriormente submetidas a diluicdo seriada.

[0028] Em uma realizacdo preferencial, amostras pré-diluidas e diluicdes
seriadas sdo amplificadas e os amplicons separados através de eletroforese
para analise quali-quantitativa de Aeromonas.

[0029] Em uma realizacdo preferencial, as duas fitas de DNA de amplicons
obtidos de amostras ou colbnias isoladas sao separadas por tratamento
térmico e/ou quimico.

[0030] Em uma realizacdo preferencial, as confirmacdes de fita simples dos
amplicons sdo avaliadas em géis de poliacrilamida para caracterizacdo dos
iIsolados ou das amostras.

[0031] E um objeto adicional da presente invencdo um kit compreendendo o
meétodo de determinacéo e/ou caracterizacdo previamente descrito.

[0032] Esses e outros objetos da invencdo serdo valorizados e melhor

compreendidos pelos versados na arte a partir da descrigcao detalhada a seguir.

Breve Descricdo das Figuras

[0033] A Figura 1 mostra: (A) a posicdo dos conjuntos de sequéncias
iniciadoras (primers) A (PA) e B (PB) em relacdo as sequéncias do gene
ortélogos lipA (gi117558854) (G1) e alt (gi84105180) de A. hydrophila (G2).
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[0034] A Figura 2 mostra a especificidade do PCR do gene lipA na
determinacdo de Aeromonas, no qual: 1- Salmonella thyphimurium, 2-
Aeromonas caviae, 3- Escherichia coli, 4- Staphylococcus aureus, 5- Bacillus
subtilis, 6- Staphylococcus epidermidis, 7- Aeromonas sobria, 8- Bacillus
megatherium, 9- Enterococcus faecalis, 10- Pseudomonas fluorescens, 11-
Sarcina sp., 12- Citrobacter sp., 13- Escherichia coli, 14- Lactococcus lactis,
15- Controle negativo.

[0035] A Figura 3 mostra a amplificacao pela PCR do gene lipA com distintas
quantidades de Aeromonas na amostra. Legenda: 1- 10* células/reacao, 2- 10°
células/reacdo, 3- 10° células/reacdo, 4- 10' células/reacdo, 5- 1
células/reacéo, B- controle negativo.

[0036] A Figura 4 mostra o perfis de SSCP de segmento do gene lipA de: A.
hydrophila IBAer 109 (colunas 1 e 2), A. hydrophila IBAerl14 (colunas 4 e 5),
A. hydrophila IBAer 145 (colunas 7 e 8) e A. salmonicida IBAer121 (coluna 10).

Descricdo Detalhada da Invencdo

[0037] Os exemplos a seguir ndo tém a intencédo de limitar a invengao, mas
somente de exemplificar uma das indmeras maneiras de concretiza-la.
Diversas variantes podem ser obtidas a partir das construcdes da presente

invencao.

Aeromonas

[0038] As Aeromonas da presente invencdo compreendem todas as espécies
do género Aeromonas. Em uma realizacdo preferencial, a presente invencgéo
utiliza representantes das seguintes espécies: A. hydrophila (ATCC7966), A.
sobria (ATCC 43979), A. caviae (ATCC 15468), A. euchrenophila, A.
allosaccharophila, A. veronii, A. schubertii, A. media, A. trota, A. salmonicida, A.
ichtiosmia, e A. encheleia. Além destas, a presente invencao utiliza isolados
clinicos de A. hydrophila, A. sobria e A. caviae, e isolados de origem animal de

A. hydrophila, A. caviae, A. media, A. trota, A. schubertii, A. veronii, A. sobria e
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A. salmonicida.

Amostras bioldgicas

[0039] As amostras bioldgicas da presente invencdo incluem amostras de
origem animal, humano, ambiental ou de alimentos. Em uma realizac&o
preferencial, a presente invencdo utiliza amostras de fezes humanas de
pacientes sintomaticos e assintomaticos, de fezes de aves, de pele de suinos,

de fezes de suinos, e de carne suina e de aves.

Preparacdo das amostras

[0040] A preparacdo das amostras da presente invencdo compreende
quaisquer meétodos, materiais e etapas necessarios para permitir que o material
biologico das Aeromonas (DNA, RNA, proteinas, inteiros ou parciais) sejam
analisados em amostras biologicas.

[0041] Em uma realizacdo preferencial, as amostras sdo coletadas em
recipiente apropriado com o0 uso de espatula esterilizada ou de suabes
esterilizados, dependendo da amostra. As amostras de fezes sé&o
homogeneizadas (vortex) em salina (0,9%). As amostras de pele sdo coletadas
com suabe cobrindo uma &rea de 100 cm? ou trés areas (pernil dianteiro,
ventre e pernil traseiro) perfazendo 300 cm?®. As amostras de carne (25g) s&o
pesadas e homogeneizadas em 225 ml de salina (0,9%).

[0042] As amostras sdo imediatamente analisadas, conservadas em freezer (-
20°C ou -80°C) até o momento da analise, ou submetidas a enriquecimento.
[0043] Para plagueamento e isolamento de Aeromonas, duas rotinas sao
utilizadas: (1) as amostras sdo diluidas 10, 100 e 1000 vezes, e 100ul da
amostra ndo diluida e das diluicbes sdo plaqueadas em meio seletivo e
diferencial, e/ou (2) as amostras sao inoculadas 1ml em agua alcalina
peptonada e crescidas por 4 a 12 horas a 37°C, antes da diluicdo e
plagueamento conforme a rotina (1).

[0044] Em uma realizacédo preferencial, a presente invencéo utiliza os meios
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seletivos e diferenciais GSP(Pseudomonas Aeromonas Selective Agar acc. to
Kielwein, Glutamate Starch Phenol Red Agar) comercialmente disponivel —
Sigma —Aldrich N° 50875), AS (AEROMONAS MEDIUM BASE (RYAN) —
Thermo Fisher N° 0833) e MAer (M-Aeromonas Selective Agar Base (Havelaar)
— Himedia N° M1283).

Exemplo 1 — Andlise da amostra de Aeromonas

Desenho de sequéncias iniciadoras e analise de bioinformatica

[0045] Nos exemplos a seguir foram utilizadas sequéncias iniciadoras
desenhadas a partir do alinhamento das sequéncias completas ou parciais
depositadas (GeneBank) do gene lipA (pla, fosfolipase ou lipase) de A.
hydrophila, A. sobria, A. encheleia, A. salmonicida, A. eucrenophila, A.
enteropelogenes, A. punctata e A. bestiarum. Estas sequéncias foram
selecionadas a partir da analise inicial de BLAST utilizando a sequéncia do
gene lipA de A. hydrophila H3. A lista das sequéncias utilizadas para o desenho
das sequéncias iniciadoras consta no quadro a seguir.

Tabela 1 — Lista de sequéncias utilizadas para o desenho das sequéncias

iniciadoras
Cadigo Descri¢édo Tar(r;z?ho
0117558854 115445-117862 lipase (A. hydrophila ATCC7966) 2418
gi410653 lipA — lipase extracelular (A. hydrophila H3) 2055
gi3746950 pla — fosfolipase Al (A. hydrophila) 2418
0i1938254 Lipase extracelular (A. hydrophila) 2256
gi537628 Fosfolipase C (A. hdyrdophila) 2055
060458504 Lipase like protein (A. sobria AS228) 2442
060458502 Lipase like protein (A. sébria AS008) 2445
gi77021101 Seq. parcial lipase (A. eucrenophila) 383
gi77021099 Seq. parcial lipase (A. encheleia) 386
gi77021095 Seq. parcial lipase (A. enteropelogenes) 389
gi77021093 Seq. parcial lipase (A. bestiarum) 383
gi77021105 Seq. parcial lipase (A. punctata) 383
gi77021107 Seq. parcial lipase (A. salmonicida) 380
01261619 alt - Enterotoxina citoténica (A. hydrophila) 1107
084105180 alt - Enterotoxina citoténica (A. hydrophila) 1107
0i84105188 alt - Enterotoxina citoténica (A. hydrophila) 1107
gi73293832 alt - Enterotoxina citoténica (A. hydrophila) 1107
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[0046] As sequéncias iniciadoras (Conjunto A e B) foram desenhadas para
amplificar uma regido de aproximadamente 280 e 350pb, respectivamente,
dentro da sequéncia de aproximadamente 1030pb correspondente aos genes
da lipase, mas ndo complementares com a sequéncia da toxina citotdnica,
conforme figura 1.

[0047] Com base em analise de BLAST, a regido amplificada pelas sequéncias
de iniciacdo desenhadas € especifica de bactérias do género Aeromonas,
enquanto que a regido correspondente a toxina citotdnica apresenta elevada

homologia em Vibrio.

Anélise semi-quantitativa de Aeromonas através de PCR

[0048] O método de avaliagdo semi-quantitativa de Aeromonas atraves de
PCR compreende as seguintes etapas:

a) realizar a pré-diluicao inicial das amostras;

b) realizar a diluicdo das amostras pré-diluidas;

c) amplificar as amostras via PCR com sequéncias de iniciacado (primers)
especificos;

d) separar os segmentos amplificados através de eletroforese;

e) avaliar a quantidade de Aeromonas pela diluicio méxima com

amplificacéo.

Pré-diluicdo das amostras

[0049] Dados experimentais permitiram estabelecer a necessidade de pré-
diluicdo de 1:5 a 1:20 das amostras originais ou enriquecidas para evitar o
efeito inibitorio sobre as reacdes de PCR causados por componentes presentes
no material coletado.

[0050] Em uma realizacdo preferencial, a presente invencao utiliza pré-
diluicbes 1:5 a 1:10 em amostras originais e 1:10 a 1:20 em amostras
enriquecidas.

Diluicdo das amostras pré-diluidas
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[0051] Diluicbes seriadas de base 10 (10™ a 10™), prévias a amplificacéo, sdo
utilizadas para determinacdo semi-quantitativa de Aeromonas.

Amplificacdo via PCR

[0052] A determinacédo quali-quantitativa e caracterizacdo de Aeromonas na
presente invencgao utiliza sequéncias iniciadoras (primers) correspondentes a
sequéncias especificas do género Aeromonas para gerar amplicons
caracteristicos destas bactérias.
[0053] Em uma realizacao preferencial, a presente invencao utiliza sequéncias
iniciadoras (primers) desenhados para amplificacdo do gene IlipA em
Aeromonas.
Conjunto de Primers
A) Flipl (AYCTGGTKCCGCTCAAGCCG)
e Rlipl (TCACSGCCANCAGCACRTC);
B) Flip2 (GAYGTGCTGNTGGCSGTGAA)
e Rlip2 (CCGTGCCAGGAYTGGGTYTT).

Onde:N=A,G, TouC;Y=CouT;K=TouG;S=GouC; R=AouG.

[0054] Tais primers foram desenhados para regides conservadas e
caracteristicas do gene lipA com base nas sequéncias depositadas no
GeneBank, e permitem amplificar sequéncias de aproximadamente 280pb a
350pb com os primers A e B, respectivamente, nas distintas espécies do
género, sem entretanto, amplificar DNA de outras bactérias.

[0055] Utilizando como exemplo o genoma completo de Aeromonas hydrophila
subsp. hydrophila ATCC 7966 (Qi|117558854:115445-117862), pode ser visto
que a sequéncia Flipl ira se alinhar na regido 115887- 115907
(ACCTGGTGCCGCTCAAGCCG), as sequéncias Rlipl e Flip2 na regiao
116144-116164 (GATGTGCTGGTGGCGGTGA) e a sequéncia Rlip2 na regiao
116471-116491 (AAGACCCAGTCCTGGCACGG).
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Determinacao da especificidade da deteccio/caracterizacdo de Aeromonas

[0056] As bactérias utilizadas na determinacdo de especificidade do sistema
molecular de deteccao incluem: A. hydrophila (ATCC 7699), A. caviae (ATCC
15468), A. sobria (ATCC 43979), Salmonella typhimurium (IBSal101),
Escherichia coli (IBEsc 101), Enterococcus faecalis (IBEncl01),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 12228), Bacillus
subtilis (IBBacl101), B. cereus (IBBac 102), B. megaterium (IBBac 103),
Pseudomonas aeruginosa (IBPselO0l1 e 102), P. fluorescens (IBPsel03),
Enterobacter cloacae (IBEntl01l), Sarcina sp (IBSarl01), Shigella sp
(IBShi101), Serratia marcenscens (IBSer101), Klebsiella oxytoca (IBKle 101),
Klebsiella pneumoniae (IBKle 102), Enterococcus sp (IBEnt 101), Proteus
mirabilis (IBProl101), Micrococcus sp (IBMicl101), Lactobacillus casei
(IBLac01), Lactococcus lactis (IBLac02) e Citrobacter sp. (IBCit101).

[0057] As bactérias foram crescidas em meio Luria-Bertani por 18 horas a 30
ou 37°C, dependendo da espécie bacteriana. As amostras assim obtidas foram
diluidas 1:50 em agua destilada autoclavada e utilizadas nas reacfes de PCR.
[0058] As reacbes de amplificacdo foram realizadas em volumes de 25pl,
contendo 10mM de Tris HCI (pH 8,3), 50mM de KCI, 3mM de MgCl,, 0,25% de
Triton-X-100, 1,25mM de cada um dos desoxirribonucleotidios (dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), 1ul de cada primer, 0,15ul (5U/ul) de enzima Taqg polimerase, e
4ul de suspenséao bacteriana de cada um dos isolados.

[0059] As amplificacbes foram realizadas em termociclador Eppendorf,
programado para 5 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de um minuto a 94°C,
para a desnaturacao das fitas do DNA, um minuto a temperaturas que variaram
de 56°C para o anelamento de cada um dos pares de primers ao DNA, e dois
minutos a 72°C para extensao das fitas do DNA. Ao final dos 35 ciclos,
realizou-se uma extensao suplementar por 10 minutos a 72°C. Um controle
negativo contendo todos os componentes, exceto a suspensao bacteriana foi
realizado.

[0060] Os produtos de amplificagcéo, acrescidos de 5 ul de tampé&o de amostra
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(250mg de Azul de Bromofenol e 15g de Ficoll em 100ml de agua destilada),
foram submetidos a eletroforese (3V/cm), em géis horizontais de agarose 1,5%
em tamp&o TBE (89mM Trisma, 89mM de Acido Borico e 8mM de EDTA), e
acrescidos de solucdo de Brometo de Etidio (10mg/ml). Como tampédo de
corrida utilizou-se também o TBE. Os géis de agarose foram visualizados e
fotografados sob luz ultravioleta.

[0061] Conforme pode ser evidenciado na Figura 2, os primers desenhados
para amplificacdo do gene lipA de Aeromonas sdo especificos, amplificando

apenas amostras contendo bactérias deste género.

Capacidade de deteccdo de Aeromonas por PCR do gene lipA

[0062] A fim de determinar o limite de deteccdo da amplificacdo pela PCR do
gene lipA foram avaliadas amostras contendo distintas quantidades de células
bacterianas (A. hydrophila ATCC7966). As reacdes de PCR e a separacédo dos
amplicons foram realizadas conforme descrito no Exemplo 1. Como pode ser
observado na Figura 3, amplificacbes consistentes foram obtidas em amostras
contendo 10.000 a 100 células. Amostras contendo 100 a 1 células
apresentaram uma banda ténue de dificil visualiza¢do. Assim sendo, o sistema
da PCR utilizado apresenta como limite de deteccdo aproximadamente 1 célula
por amostra de 4pl utilizados na reacdo da PCR ou 2,5 x 10? células por ml.
Entretanto, visando assegurar a presenca de DNA bacteriano na amostra, 10
cels/amostra sdo recomendaveis. Nesta base, a capacidade de detec¢do

segura é de 2,5 x 10° células por ml.

Prevaléncia de Aeromonas em carcacas suinas usando PCR e plagueamento

[0063] Amostras de superficie de carcacas de suinos (60 animais), coletadas
logo apos a sangria, foram avaliadas quanto a presenca de Aeromonas atraves
de plagueamento direto em meio M-Aer e pela amplificacdo pela PCR do gene
lipA apdés enriquecimento por 12h a 37°C em agua alcalina peptonada e

diluidas em 1:10. As amostras foram amplificadas conforme previamente
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descrito.

[0064] Um total de 58 amostras (97%) exibiram a presenca de segmentos
amplificados com os conjuntos de primers A e B correspondentes ao gene lipA,
enquanto 86,7% apresentaram Aeromonas quando analisadas diretamente
através de plagueamento em meio M-Aer, evidenciando a eficiéncia do sistema
molecular reivindicado na presente invencéo, frente ao sistema tradicional de

plagueamento e contagem.

Identificacdo de SSCPs

[0065] Dois sistemas podem ser utilizados para caracterizacdo de Aeromonas,

(1) caracterizacéo de isolados, ou (2) caracterizacdo de amostras. No primeiro
caso, colbnias isoladas em meio soélido séo transferidas para meio LB liquido e
crescidas por 8 h a 37°C. Ja no segundo caso, amostras diretamente
enriquecidas em agua alcalina peptonada por 8 a 12h a 37°C sao utilizadas.
[0066] As culturas bacterianas séao diluidas 1/10 a 1/20 em agua deionizada
esterilizada e utilizadas diretamente para a amplificacdo do segmento de DNA
escolhido. No caso deste exemplo, um fragmento do gene lipA. A amplificagéo
é realizada de acordo com o procedimento detalhado no exemplo (b).

[0067] AplOs a amplificacdo, 10ul do amplificado sdo misturados com 10ul de
tampdo de desnaturacdo (95% formamida, 500mM EDTA, 0,005% azul de
bromofenol e 0,005% de xileno cianol). As amostras assim preparadas sao
desnaturadas a 95°C por 10 minutos, sendo imediatamente transferidas para
banho de gelo. As amostras sao colocadas em gel de poliacrilamida 10% (29:1
acrilamida:bisacrilamida) em tampado TBE contendo 5% de glicerol e
submetidas a eletroforese (70 V) por aproximadamente 3h ou até a frente de
corrida do azul de bromofenol atingir a parte inferior do gel.

[0068] A revelacdo dos géis € realizada com nitrato de prata seguindo o
seguinte protocolo: (1) transferéncia do gel para acido acético 10% por 20
minutos; (2) trés lavagens com agua destilada; (3) adicdo de 0,5g de nitrato de
prata em 500m| de agua destilada e incubagdo por 45 minutos; (4) lavagem
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rapida com agua destilada; (5) revelacdo através da adicdo de 100ml de
solucéo contendo hidréxido de sodio 3% e 150ul de formaldeido e incubagéo
até o surgimento das bandas; (6) retirar o revelador e adicionar acido acético
10%.

[0069] Os géis sdo avaliados visualmente calculando a movimentacao relativa
(RM) de cada uma das bandas conformacionais. Os perfis de bandas obtidos
podem ser comparados entre si para caracterizacdo dos isolados ou das
amostras.

[0070] Os resultados obtidos experimentalmente mostraram que os perfis de
SSCP, utilizando tanto o conjunto de primers A quanto B, permitem diferenciar
mais de 90% dos isolados de Aeromonas sp. Entretanto, estes perfis raramente
sdo caracteristicos de uma dada espécie, limitando a sua utilizacdo para
classificacao dos isolados ou das amostras.

[0071] Os versados na arte valorizardo imediatamente o0s importantes
beneficios decorrentes do uso da presente invencdo. Pequenas variacdes na
forma de concretiza-la devem ser compreendidas como dentro do espirito da

iInvengao e das reivindicagdes anexas.
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Reivindicacoes

1. Método de determinacéo e/ou caracterizacdo de Aeromonas caracterizado
por compreender as etapas de:
a) coletar uma amostra bioldgica;
b) preparar a amostra de a); e
c) utilizar os conjuntos de sequéncias iniciadoras selecionadas do grupo que
consiste de SEQ ID n°l, SEQ ID n°, SEQ ID n°3, SEQ ID n° 4 e
combina¢cdes das mesmas, para determinar a presenca do gene localizado
entre as posicbes 115445 e 117862 do genoma de A. hydrophyla
(ATCC7966) atraves de PCR utilizando os primers (Flipl e Rlipl; e Flip2 e
Rlip2) na amostra de b).
2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por opcionalmente
compreender a etapa de: d) determinar a presenca de polimorfismos
(Polimorfismo Conformacional de Fita Simples) no gene localizado entre as
posicoes 115445 e 117862 do genoma de A. hydrophyla (ATCC7966).
3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelas SEQ ID n°1
e/ou SEQ ID n°2, SEQ ID n°3 e/ou SEQ ID n° 4 proporcionarem a amplificagéo
de sequéncias de DNA de aproximadamente 280pb (primers Flipl e Rlipl) e
350pb (primers Flip2 e RIip2) nas distintas espécies do género Aeromonas,
sendo especificos para bactérias desse género.
4. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas amostras
serem preparadas com enriguecimento prévio quando o0 numero de
microrganismos estimado e/ou esperado é inferior a 3000 células de
Aeromonas por mililitro.
5. Método, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo enriqguecimento
prévio ser realizado de 4 a 12 horas a 37°C em agua alcalina peptonada.
6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas amostras
serem plaqueadas em meio seletivo e diferencial adequado para posterior
analise molecular de coldnias suspeitas.
7. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas amostras

originais ou enriquecidas serem pré-diluidas e posteriormente submetidas a
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diluicdo seriada.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelas amostras preé-
diluidas e diluicdes seriadas serem amplificadas e os amplicons separados
através de eletroforese para analise quali-quantitativa de Aeromonas.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelas duas fitas de
DNA de amplicons obtidos de amostras ou coldnias isoladas serem separadas
por tratamento térmico e/ou quimico.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelas
configuracbes de fita simples dos amplicons serem avaliadas em géis de
poliacrilamida para caracterizacdo dos isolados ou das amostras.
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FIGURAS
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