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RESUMO

A Shigella é uma bactéria gram-negativa e intracelular, responsavel pelo
desencadeamento da Shigelose, uma doenca diarreica caracterizada pela presenca de muco e
sangue. Em um estudo epidemioldgico realizado por nosso grupo na cidade de Manaus-
Amazonas com criancas que apresentavam diarreia severa nos anos de 2007 a 2009, o género
Shigella foi o quinto patdgeno mais isolado (2,2%). A partir dos dados clinicos observamos
uma sintomatologia heterogénia entre os pacientes com shigelose, desde entdo, nosso grupo
vem investigando as caracteristicas genotipicas e fenotipicas desses isolados. Shigella é uma
bactéria altamente virulenta, seus mecanismos de patogenicidade se deve a presenca de genes
plasmidiais e cromossomais. Entre 0os genes responsaveis pela sua viruléncia temos, 0s genes
Ipas que promovem a invasao de Shigella nas células epiteliais e a morte dos macréfagos, o0s
genes IpaHs, que modulam a resposta imunolégica do hospedeiro e as enterotoxinas Shetl e
Shet2. No presente estudo, nosso principal objetivo foi verificar a variabilidade genética dos
principais fatores de viruléncia em amostras clinicas de Shigella flexneri. Os genes de
viruléncia foram amplificados com iniciadores especificos desenvolvidos no estudo, 0s
amplicons obtidos foram sequenciados e analisados. Os genes Ipa, IpaH, SetlA, SelB e Sen
foram amplificados com sucesso. Um total de 474 sequéncias referentes aos 19 genes de
viruléncia de Shigella foi sequenciado, no entanto, apenas 12 genes, num total de 154
sequéncias foram analisadas quanto a presenca de polimorfismo. Neste estudo foram
identificadas 9 mutacdes de ponto em 5 genes de viruléncia de Shigella, sendo eles, o gene
IpaD, SenA, IpaH3, IpaH2.5 e IpaH6. O estudo da identificacdo de determinantes genéticos
especificos é essencial para compreender 0 mecanismo de patogénese e a propagacao de
variantes virulentas na populacdo de Shigella. Nosso trabalho se baseia em estudos anteriores
realizados por nosso grupo, uma vez que a amplificagdo inicial dos genes de viruléncia desses
isolados foi ineficaz. Apesar de poucos genes serem analisados, variacbes de nucleotideos
foram encontradas em isolados diferentes, que podem interferir na expressao do fen6tipo de
viruléncia. Um novo sequenciamento serad necessario para confirmar as variacdes encontradas
no estudo, assim como estudos in vitro e in vivo, para verificar se essas alteragdes podem
interferir no fenotipo de viruléncia das amostras clinicas de Shigella.

Palavras-chaves: Ipas. IpaHs. Enterotoxinas. Variabilidade genética.



ABSTRACT

Shigella is a gram-negative and intracellular bacterium responsible for triggering
Shigellosis, a diarrheal disease characterized by the presence of mucus and blood. . In an
epidemiological study conducted by our group in the city of Manaus-Amazonas with children
with severe diarrhea from 2007 to 2009, the genus Shigella was the fifth most isolated
pathogen (2.2%). Based on the clinical data we observed a heterogenous symptomatology
among patients with shigellosis, since then, our group has been investigating the genotypic
and phenotypic characteristics of these isolates. Shigella is a highly virulent bacterium, its
mechanisms of pathogenesis is due to the presence of plasmidial and chromosomal genes.
Among the genes responsible for its virulence are the Ipas genes that promote the invasion of
Shigella in epithelial cells and the death of macrophages, the IpaHs genes, which modulate
the host's immune response and the enterotoxins Shetl and Shet2. In the present study, our
main objective was to verify the genetic variability of the main virulence factors in clinical
samples of Shigella flexneri. The virulence genes were amplified with specific primers
developed in the study, the obtained amplicons were sequenced and analyzed. The Ipa, IpaH,
SetlA, SelB and Sen genes were successfully amplified. A total of 474 sequences referring to
the 19 virulence genes of Shigella were sequenced, however, only 12 genes, a total of 154
sequences were analyzed for the presence of polymorphism. In this study 9 point mutations
were identified in 5 Shigella virulence genes, being the IpaD, SenA, IpaH3, IpaH2.5 and
IpaH6 gene. The study of the identification of specific genetic determinants is essential to
understand the mechanism of pathogenesis and the propagation of virulent variants in the
population of Shigella. Our work is based on previous studies conducted by our group, since
the initial amplification of the virulence genes of these isolates was ineffective. Although few
genes are analyzed, nucleotide variations have been found in different isolates, which may or
may not interfere in the expression of the virulence phenotype. A new sequencing will be
required to confirm the variations found in the study, as well as in vitro and in vivo studies, to
verify if these changes may interfere with the virulence phenotype of the Shigella clinical
samples.

Keywords: Ipas. IpaHs. Enterotoxins. Genetic variability
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INTRODUCAO

A falta de saneamento basico favorece a disseminacao de doencas entéricas causadas
por virus, bactérias ou parasitas, sendo um importante problema de saude publica no mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento (BEYENE; TASEW, 2014; SCHROEDER,;
HILBI, 2008).

Entre os agentes patogénicos relacionados as doencas entéricas, Shigella spp., agente
etiologico da disenteria bacilar ou shigelose, foi e continua sendo um grande desafio para a
medicina (BEYENE; TASEW, 2014).

Bactérias do género Shigella pertencem a familia enterobacteriaceae, sdo bacilos
gram-negativos, ndo esporulados, imoveis e anaerobios facultativos (SCHROEDER; HILBI,
2008). O género compreende quatro espécies: S. flexneri, S. boydii, S. dysenteriae, S. Sonnei,
que sdo classificadas de acordo com o antigeno de superficie presente na membrana celular.
(SCHROEDER; HILBI, 2008). Shigella ¢ uma bactéria altamente patogénica, podendo
desenvolver a doenca mesmo com um inéculo minimo de 10 a 100 UFC (LIMA; HAVT,;
LIMA, 2015)

Shigelose esta entre as principais causas de doencas diarreicas em criangas menores de
5 anos e tem uma influéncia significativa na morbidade e mortalidade de criancas com
diarreia (BEYENE; TASEW, 2014).

A disenteria bacilar causa destrui¢do aguda da mucosa intestinal, produzindo muco e
fezes sanguinolentas. Seus sintomas podem evoluir de uma leve diarreia aquosa para sintomas
mais graves como febre, c6licas abdominais, fezes com muco e sangue, podendo se tornar
fatal se ndo for tratada adequadamente (SCHROEDER; HILBI, 2008).

Bactérias do género Shigella, quando em contato com as células epiteliais, sintetizam
fatores de viruléncia que sdo responsaveis pela invasdo, propagacao, morte dos macrofagos e
consequentemente pelo desenvolvimento da doenga e seus sintomas caracteristicos. Seu
potencial fenotipico invasivo é consequéncia de um grande plasmideo de viruléncia ou
plasmideo inv, cuja estrutura apresenta um operon que codifica para o sistema de secre¢do do
tipo 11l (T3SS), responsavel pela entrada da bactéria e injecdo de proteinas efetoras no
citoplasma da célula hospedeira (CRUZ et al., 2014).

O locus Ipa/mix/spa presente no plasmideo inv, concentra grande parte dos genes
envolvidos na viruléncia de Shigella e que codificam para proteinas altamente conservadas,

como as invasinas Ipas (IpaA, B, C e D). Essas invasinas compdem o sistema de secregado
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T3SS, e regulam a liberagcdo das proteinas efetoras no espaco intracelular, através do canal
secretdrio. J& os genes IpaH, codificam enzimas da familia Ubiquitina ligase E3, enzimas que
possuem um importante papel na modulacdo da resposta do hospedeiro interferindo no
processo inflamatdrio. Shigella tem doze efetores IpaH no seu genoma, cinco no plasmideo de
viruléncia e sete em seu cromossomo (ASHIDA; NAKANO; SASAKAWA, 2013).

Além desses genes envolvidos na patogenicidade de Shigella, podemos citar duas
enterotoxinas que também estdo envolvidas na atenuacdo da resposta inflamatdria,
denominadas Shigella enterotoxina 1 (SHET1) cujo gene estd no cromossomo e Shigella
enterotoxina 2 (SHET 2) codificada pelo gene sen/ospD3, presente no plasmideo (CRUZ et
al., 2014).

Os mecanismos envolvidos na patogenicidade de Shigella ha décadas vém sendo
investigados, alguns com funcdes estabelecidas e bem caracterizadas, porém estudos que
relacionem os genes de viruléncia de Shigella com os sintomas da doengca em humanos ainda
séo bastante escassos (CRUZ et al., 2014; LIMA et al., 2015).
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Shigella spp.

Shigella € um patogeno entérico que pertence a familia Enterobacteriaceae, seus
mecanismos de patogénese e sua interacdo patdgeno-hospedeiro a torna Unica, fato que tem
motivado inUmeros estudos nas Ultimas quatro décadas os quais, em suma, buscam elucidar os
mecanismos da infeccdo celular o que tem contribuido enormemente para a compreensao da
patogénese bacteriana (KILLACKEY; SORBARA; GIRARDIN, 2016a; THE et al., 2016).

Shigella spp. sdo bactérias gram-negativas, ndo-moveis, altamente patogénicas, visto
que necessita de uma pequena dose infectante de células (<10) para desencadear uma infecgdo
sintomética, quando em comparacdo com outras bactérias entéricas cujas doses infecciosas
s&0 quatro vezes maiores (THE et al., 2016; ZAIDI; ESTRADA-GARCIA, 2014).

Bactérias do género Shigella sdo agentes etiologicos da disenteria bacilar ou
Shigelose. A primeira espécie foi descrita no ano de 1897, designada como Shigella
dysenteriae em homenagem ao cientista japonés Kiyoshi Shiga que a descobriu durante uma
epidemia no Japdo. Algum tempo depois da descoberta, outros pesquisadores isolaram o
mesmo patdgeno, mas foram necessarios aproximadamente 40 anos para outras espécies desse
género serem descritas: S. flexneri, S. sonnei e S. boydii (BAKER et al., 2014; NICOLAS;
GRANIER; LE GUEN, 2007).

O género Shigella compreende quatro espécies ou sorogrupo, designados como S.
dysenteriae (sorogrupo A), S. flexneri (sorogrupo B), S. Boydii (sorogrupo C) e S. sonnei
(sorogrupo D). Shigella spp. possui cerca de 50 sorotipos e subsorotipos divididos em S.
flexneri (15 sorotipos e subsorotipos, entre elas Shigella flexneri 1a, 1b, 2a, 2B, 3A, 3B, 4A,
4B, 5A, 5B, 6, X e Y, além de mais dois sorotipos novos 7A e 7B), S. dysenteriae (15
sorotipos), S. boydii (19 sorotipos) e S. sonnei (sorotipo 1) (LIVIO et al., 2014).

Os sorogrupos sdo diferenciados de acordo com o antigeno de superficie (antigeno O),
componente do lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa da parede celular da
bactéria (PEREPELOQV et al., 2012; SCHROEDER; HILBI, 2008).

O LPS de Shigella consiste em trés estruturas, um dominio hidrofébico conhecido
como lipideo A (ou endotoxina), a parte central e o polissacarideo distal (antigeno-O). O
lipideo A esta relacionado com a sobrevivéncia da bactéria, o parte central € um grande

oligossarideo que liga o antigeno-O a estrutura do lipideo A. O antigeno-O consiste em uma
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repeticdo de 3 ramnoses (Rha), uma N-acetilglucosamina (N-Glu) e um tetrassacarideo (Fig.
1) (KNIREL et al., 2015; MARTEYN; GAZI; SANSONETTI, 2012).
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Figura 1: Representacgéo esquematica da estrutura do antigeno-O. Legenda: 2-acetamido-2desoxi-D-glucose
(D-GIcNAC); 2-acetamido-2-desoxi-L-acido altruronic (L-AltNAc); 2-acetamido-4-amino-2, 4-didesoxi-D-
fucose (D-FucNac); 2-acetamido-2-desoxi-D- &cido galacturdénico (D-GalNac), D-galactopiranose (D-Gal); D-
manose (D-Man); L-rammose (L-Rha); D-glucose (D-Glc); O-acetil (Ac); Oligossacarideo que liga o antigeno-O
ao lipideo A (parte central). Fonte: Adaptado de Andreson et al., (2016).

O LPS atua como um dos principais indutores da resposta imune inata, seu
reconhecimento leva a expressdo de genes pré-inflamatorios e seu tetrassacarideo, antigeno-
O, esté envolvido com a resisténcia de Shigella (MARTEYN et al., 2012)

A sorotipagem por aglutinagdo com anti-soro especifico, ainda é o método mais
utilizado para identificacdo de espécies de Shigella, porém a reatividade cruzada com algumas
cepas de Echerichia coli pode prejudicar ou alterar o resultado, assim como aspectos técnicos
de sorotipagem e a grande variedade de sorotipos de Shigella torna essa ferramenta menos

acessivel em comparagao as técnicas moleculares (SAHL et al., 2015).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Bactérias do género Shigella estdo entre os mais importantes patdgenos causadores de
diarreia. Shigelose € uma doenca global e endémica em todo o mundo. Estudos recentes
mostram que o sorogrupo de maior prevaléncia em paises em desenvolvimento é o da Shigella
flexneri (60%), sequido de S. sonnei (15%), S. dysenteriae e S. boydii na mesma frequéncia

(6%). Porém em paises desenvolvidos o sorogrupo de maior prevaléncia segundo a literatura é
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0 da S. sonnei (77%), seguido de S. flexneri (16%), S.boydii (2%) e S. dysenteriae. Outro
aspecto importante ¢ a distribuicdo de diferentes sorotipos de Shigella em algumas cidades de
um mesmo pais, onde as condi¢des socioecondmicas sdo diferentes (LIMA; HAVT; LIMA,
2015). Essa distribuicdo geografica também pode variar sazonalmente devido as diferencas de
idade e mudancas nas cepas (NICOLAS; GRANIER; LE GUEN, 2007).

Em um estudo multicéntrico entérico global (GEMS) sobre a etiologia de diarreia
moderada e grave realizado durante trés anos em 4 locais na Africa subsaariana (Gambia;
Mali; Kenya; Mocanbique) e 3 no sul da Asia (Paquistdo; india; Bangladesh), colocou
Shigella entre os 4 principais patdgenos causadores de diarreia (KOTLOFF et al., 2013).

Livio e colaboradores (2014) realizaram outro estudo multicéntrico entérico global para
investigar a prevaléncia e etiologia em criangas com diarreia moderada ou grave com idade
menores de 5 anos em 4 locais da Africa e 3 da Asia. Shigella figurou entre as 4 espécies mais
prevalentes; foram analisados 1130 isolados de Shigella sendo estes classificados como: S.
flexneri (n=745; 65,9% sendo que os sorotipos mais frequentes foram o 2a, 3a, 6, 2b, 1b), S.
sonnei (N=268; 23,7%), S. boydii (n=61; 5.4%) e S. dysenteriae (N=56; 5%).

Em um estudo para verificar a prevaléncia de enteropatégenos em criancas com
diarreia em um centro de saude no sudoeste da Etidpia, de 260 criancas com diarreia, 129
foram positivas para as parasitoses intestinais, dentre as infecgdes bacterianas, Salmonella e
Shigella tiveram frequéncia de 16 (6,2%) e 6 (2,3%) isolados respectivamente (BEYENE;
TASEW, 2014).

Em um estudo realizado durante 16 anos em Beijing (1994 a 2010), sobre a
distribuicdo de espécies de Shigella, foram isoladas 5999 cepas, com maior pico relatado no
ano de 1996 (n=1.194), e constante diminuigdo a partir desse ano, chegando a 22 casos em
2008. A espécie com maior prevaléncia foi a Shigella flexneri com 71% (n=4295), sendo este
0 grupo dominante por 12 anos consecutivos (MAO et al., 2013). Zhang et al. (2014)
realizaram um estudo durante dois anos no distrito de Xiaoshan-China, para avaliar o perfil de
resisténcia e genes de viruléncia. Foram analisados 356 isolados de Shigella, e a espécie
predominante foi a S. sonnei (n=244/ 68,5%), seguida por S. flexneri (n=112/31,5%).

1.2.1 Epidemiologia no Brasil

No Brasil as espécies de Shigella frequentemente encontradas sdo Shigella flexneri
seguida de Shigella sonnei (ANGELINI et al., 2009; LIMA; HAVT; LIMA, 2015), com

prevaléncia de 8 a 10% em criangas menores de um ano de idade e de 15 a 18% em criangas
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entre 2 a 5 anos de idade (BASTOS; LOUREIRO; HOFER, 2012). A presenca de S. flexneri
esta associada a saneamento béasico, e S. sonnei esta relacionado a eventos esporadicos e
surtos de disenteria por alimentos contaminados (BASTOS; LOUREIRO, 2011).

Em um estudo realizado em Ribeirdo Preto-SP para o levantamento da frequéncia de
enteropatdgenos causadores de diarreia em criangas por um periodo de 4 anos (1994-1997),
Shigella spp. foi 0 segundo género mais frequente (6,2%), atras apenas da Escherichia coli
enteropatogénica, com 8,7% dos casos (MEDEIROS et al., 2001). Souza et al. (2013)
avaliaram a prevaléncia de Shigella em um Hospital infantil de Belo Horizonte, de 157
amostras coletadas de fezes de criangas com diarreia, 17 (10,8%) foram positivas para
Shigella, porém o sorogrupo com maior frequéncia foi S. sonnei com 15(88,2%) dos casos,
contrariando outros estudos realizados no Brasil, que relatam S. flexneri a espécie com maior
frequéncia nos casos de Shigelose.

Em um estudo realizado em Salvador com fezes de criangas com diarreia, foram
analisadas 260 amostras, sendo que 114 (54.3%) foram identificadas como Shigella spp.
(DINIZ-SANTOS et al., 2005). Nunes e colaboradores (2012) verificaram a distribuicao de
Shigella isoladas de criancas com diarreia aguda em Teresina entre 2004 a 2007, e
detectaram apenas 26/250 (10,4%) criancas com Shigelose, sendo 21 criangas infectadas por
S. flexneri (80,8%), a mais prevalente, seguida de S. sonnei (5 criancas, 19,2%).

Bastos e colaboradores (2012), em um estudo avaliando a frequéncia de sorogrupo de
espécies de Shigella no estado do Para, analisaram 122 amostras de pacientes com diarreia
aguda entre 1979-2009, a prevaléncia foi da espécie S. flexneri 81 (66,4%) seguido de S.
sonnei 40 (32,8%) e S. Boydii 1 (0,81%).

Orlandi e colaboradores (2006), estudando a etiologia de doencas diarreinogénicas em
um hospital de Porto velho com criancas menores de 5 anos, mostraram que 5,1% dos casos
tinham Shigella como o agente etioldgico, sendo Shigella flexneri (72%) o sorogrupo com
maior frequéncia. Silva e colaboradores (2008) verificaram a incidéncia de Shigella spp. em
um hospital publico de Rondonia, e dos 25 isolados pertencentes ao género Shigella, 18
foram identificados como S. flexneri , 3 como S. sonnei , 3 como S. boydii e apenas 1 como
S. dysenteriae.

Em um estudo etiologico realizado em Manaus, no periodo de 2007 a 2008, foram
coletadas 1339 amostras de fezes de criancas com diarreia com idade variando entre 0 a 10
anos que procuravam atendimento médico em hospitais publicos da cidade. No estudo cerca

de trinta isolados foram confirmados para o género Shigella, sendo Shigella flexneri a



22

espécie mais frequente com 60% dos isolados, seguida de S. sonnei com 22,2%, S.
dysenteriae e S. boydii ambos com 6,6% (CRUZ et al., 2014).

1.3 SHIGELOSE

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) descreve a shigelose como um dos
principais problemas de satde publica, especialmente onde ha saneamento basico inadequado,
abastecimento e tratamento de agua inapropriados (BASTOS; LOUREIRO; HOFER, 2012;
OJHA et al., 2013). Acomete principalmente criangas menores de 5 anos, sendo responsavel
pelas principais causas de morbidade e mortalidade infantil, principalmente onde o indice de
desenvolvimento humano (IDH) é baixo (ANGELINI et al., 2009; TANEJA et al., 2012; UD-
DIN et al., 2013).

Shigelose € uma infeccdo invasiva do colén e reto humano que causa inflamacao
aguda da mucosa. A doenga apresenta um amplo espectro de sintomas que podem variar de
acordo com a espécie, idade e resisténcia imunologica do hospedeiro (NICOLAS; GRANIER;
LE GUEN, 2007; PROSSEDA et al., 2012; SANGEETHA et al., 2014). Os sintomas clinicos
variados entre pacientes com shigelose estdo relacionados com a expressdo de diversos genes
de viruléncia durante a infeccdo, o que caracteriza um perfil genético diversificado desse
patégeno (SANGEETHA et al., 2014).

A contaminacdo ocorre via fecal-oral, de pessoa a pessoa, por alimentos
contaminados, dgua contaminada, lugares com superlotacdo de pessoas, devido sua baixa dose
infecciosa, e ja foram relatados casos em que moscas foram os vetores (OJHA et al., 2013).
Casos de complicagdes sistémicas por shigelose sdo raros, no entanto, ja foram detectadas
bacteremias em alguns pacientes com HIV e em criancas desnutridas, assim como associacao
do género com sintomas crénicos como artrite, constipacdo funcional e doenca do refluxo
gastroesofagico (APPANNANAVAR et al., 2014; LIMA; HAVT; LIMA, 2015).

Na contaminacdo oral, Shigella passa pelo estbmago, chega ao intestino delgado onde
inicia a invasdo da mucosa do coldn. Esse processo desencadeia o aparecimento dos sintomas
clinicos da doenca: febre, colicas intestinais, emissdo mucopurulenta, fezes com sangue,
inflamacéo, destruicdo dos tecidos e ulceracdo (CARAYOL; TRAN VAN NHIEU, 2013;
PHALIPON; SANSONETTI, 2007; SANSONETT]I, 2001).

O periodo de incubacdo varia de 1 a 4 dias, sendo que a doenga dura cerca de 5a 7

dias, podendo se estender até 8 dias com S. dysenteriae. A diarreia aquosa geralmente ocorre
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48 horas apés a infecgdo, sintoma relacionado com a expressdo de enterotoxinas (DEKKER;
FRANK, 2015; FAHERTY et al., 2012).

A prevencao de shigelose ocorre basicamente por boas préaticas higiénicas, como lavar
as mdos, pois nenhuma vacina esta disponivel no mercado (NICOLAS; GRANIER; LE
GUEN, 2007).

Espécies de Shigella em geral sdo organismos frageis no ambiente externo, quando
liberados nas fezes morrem rapidamente devido a sua acidez. Com isso métodos
microbiologicos de rotina, além de consumirem muito tempo, muitas vezes sao ineficientes no
processo de deteccdo e identificacdo desses patdgenos. Em contrapartida, técnicas de biologia
molecular independentes de cultivo, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), estdo
sendo cada vez mais utilizadas no diagnéstico de Shigella e tém se mostrado uma alternativa
viavel a bacteriologia classica e também muito eficiente (OJHA et al., 2013).

Em laboratério de analises clinicas, Shigella é identificada por testes bioquimicos
como o teste de motilidade e de fermentacdo a lactose, porém muitas vezes esses testes ndo

conseguem diferencia-la de algumas cepas de E. coli. (SAHL et al., 2015).

1.3.1 Mecanismo de invasao

A invasdo do epitélio intestinal é bem complexa, pois 0 mesmo atua como uma
barreira fisica contra patdgenos encontrados no lumen intestinal (ANDERSON;
SANSONETTI; MARTEYN, 2016). Apds a contaminacdo oral, Shigella chega ao estdmago e
encontra um pH acido (1-2), porém, a mesma expressa genes responsaveis pela sua resisténcia
ao acido gastrico. Dentre esses genes podemos citar: 0 gene RpoS que codifica o fator de
transcrigdo (sigma o), conhecido como sistema &cido-resisténcia 1 (AR1), que permite que
Shigella spp. vivam em um pH abaixo de 2,5, e o sistema &cido-resisténcia 2 (AR2),
codificado pelos genes gadA e gadB, um sistema de resisténcia a acidos dependentes de
glutamato, que protege as células em pH inferior a 3 (CHENG et al., 2007; JENNISON;
VERMA, 2007).

Ao chegar ao intestino, Shigella detecta a temperatura de 37°c, fator que indica o
local correto para iniciar a infeccdo, promovendo a transcricdo de genes metabdlicos que
favorecem a sua sobrevivéncia e disseminacdo (ANDERSON; SANSONETTI; MARTEYN,
2016; LIMA; HAVT; LIMA, 2015).

Ao atingir o colon, o processo de infecgdo comega com a translocacédo (transcitose) de
Shigella através das células M (microfold cells) (Fig. 2) (THE et al., 2016). As células M
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reconhecem e transportam antigenos presentes no limen intestinal para uma bolsa presente na
parte basolateral de sua célula, onde contém linfocitos, células dendriticas e macrofagos que
reconhecem esses antigenos e desencadeiam a resposta imune inata do hospedeiro
(JENNISON; VERMA, 2004; RANALLO et al., 2010). Varios patogenos entéricos incluindo
Shigella utilizam as células M como porta de entrada para o epitélio de revestimento

gastrointestinal, onde se desenvolvem e causam infeccdo (PARSOT, 2005).

Figura 2. Shigella e as células M. A infec¢do de Shigella comega com a translocagdo (transcitose) através das
células M, que sdo células epiteliais especializadas (CE) presentes no epitélio intestinal. As células M apresentam
um papel importantissimo na resposta imunologica do hospedeiro, pois reconhecem e transportam antigenos
presentes no limen intestinal para uma bolsa presente na parte basolateral de sua prépria célula, onde contém
macrofagos que reconhecem esses antigenos e desencadeiam a resposta imune da mucosa. Fonte: Adaptado de
Yang et al., (2015).

Apbs a translocacdo, Shigella chega ao tecido linfoide onde é fagocitada por
macrofagos e células dendriticas. No entanto, Shigella destr6i o vacuolo fagocitico e se liberta
para o citoplasma. No citoplasma do macréfago a bactéria libera efetores que interferem nas
vias de sinalizacdo e ativam a morte programada da célula. A morte do macréfago causa a
liberacdo de grandes quantidades de citocinas IL-1B e IL-18, que iniciam O processo
inflamatdrio e recrutam celulas polimorfonucleadas (PMN) para o local da infeccdo que
perturbam e destroem a integridade do epitélio intestinal facilitando a translocacao da Shigella
do lumen para a submucosa gastrointestinal (ASHIDA; KIM; SASAKAWA, 2014; ASHIDA,;
MIMURO; SASAKAWA, 2015).

As bactérias que escapam do macréfago tém acesso a parte basolateral das células
epiteliais e desencadeiam a montagem de uma estrutura proteica em forma de seringa,

conhecida como sistema de secrec¢do do tipo Il (T3SS). Junto com esse complexo, a adesina
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IcsA recentemente descrita, facilita a adesdo da bactéria ao epitélio intestinal (BROTCKE
ZUMSTEG et al., 2014). O T3SS libera proteinas efetoras no citosol da célula hospedeira,
esses efetores atuam diretamente no citoesqueleto, promovendo a polimerizacdo e
despolimerizacdo de actina, rearranjos que formam um vactolo macropinocitico que engloba
a bactéria para o interior da célula epitelial (ASHIDA; MIMURO; SASAKAWA, 2015;
KILLACKEY; SORBARA; GIRARDIN, 2016b). Os principais efetores envolvidos no
processo inicial de entrada sdo: IpaA, IpaB, IpaC, IpaD, IpgB1, IpgD e virA (WANG et al.,
2013).

Apo0s sua internalizacdo, Shigella recruta outros efetores: IpaH, IcsB, IcsA, OspG,
OspF que ajudam na infeccdo tardia da bactéria. Dentro do citoplasma Shigella promove a lise
do vacuolo fagocitico, se multiplica e recruta a proteina de superficie IcsA que comeca a
polimerizacdo de actina formando uma cauda em um dos polos da célula bacteriana
(PROSSEDA et al., 2012), possibilitando seu movimento em todo citoplasma e sua
propagacdo para célula adjacente (AGAISSE, 2016; ASHIDA; MIMURO; SASAKAWA,
2015).
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Figura 3: O complexo formando pela proteina IcsA da S. flexneri. O complexo formando pela proteina IcsA
da S. flexneri mais a proteina N-WASP da célula hospedeira, recruta outro, o Arp2/Arp3, que faz a mediacéo da
nucleacdo para aumentar a cauda de actina. O movimento é facilitado por VirA, que abre caminho através da
degradacdo dos microtubulos da célula. A Shigella possui ainda a proteina IcsB, que impede o reconhecimento
deste complexo e a autofagia. Fonte: Adaptado de Schroeder e Hilbi (2008).

A resposta imunolégica do hospedeiro é imediata a invasdo de Shigella; receptores

extracelulares (Toll-like) e intercelulares (Nod-like) detectam fragmentos de peptideoglicanos
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e lipopolissacarideos (LPS) liberados pelos patdgenos e ativam o fator nuclear kappa B (NF-
kB), um importante fator de transcri¢do de citocinas e quimiocinas que S0 essenciais para
erradicacdo do patdgeno (KILLACKEY; SORBARA; GIRARDIN, 2016b; WANG et al.,
2013).

Entretando, Shigella apresenta inimeros mecanismos de defesa, que atenuam a via de
sinalizacdo NF-kB (serdo vistos mais adiante), com isso 0 processo de infeccdo continua,
assim como sua disseminacdo para as células adjacentes, causando a destruicdo de todo
epitélio gastrointestinal (ASHIDA; MIMURO; SASAKAWA, 2015). A figura 4 ilustra todos

0S mecanismos de invasao descritos anteriormente.
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Figura 4: Mecanismos da patogénese de Shigella no epitélio intestinal. Inicialmente Shigella spp. é
translocada pelas células M do limen para a submucosa do intestino, onde sdo fagocitadas por macréfagos
residentes. No interior do macrdfago a bactéria lisa e vacuolo e escapa para o citoplasma e causa a morte
programada da célula. Ao ser liberada entra em contato com a parte basolateral da célula epitelial e ativa 0 T3SS
e a adesina IcsA, que ajuda na adesdo a célula. O T3SS libera proteinas efetoras no citoplasma da célula epitelial
que formam uma rede de actina ao redor da bactéria e a engloba para o interior da célula hospedeira. No interior
da célula a bactéria lisa o vacuolo, sintetiza uma cauda de actina que possibilita seu movimento intracelular, sua

multiplicacdo e disseminacdo para as células adjacentes. Fonte: Adaptado de THE et al., (2016).
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1.3 Shigella spp.: MECANISMO MOLECULAR

Uma série de descobertas tem permitido o progresso na compreensao dos mecanismos
moleculares pelos quais Shigella fixa-se nas células epiteliais do intestino, invadindo-as e se
disseminando; O processo de patogénese desta bactéria € mediado por genes cromossomais e
plasmidiais (SANSONETT]I, 2001).

O genoma bacteriano apresenta sequéncias denominadas ilhas gendmicas, que se
diferenciam do resto do genoma pelo seu teor de guanina e citosina. As ilhas genémicas
foram adquiridas por transferéncia horizontal de genes e que codificam funcGes acessorias,
como: atividades metabolicas adicionais, resisténcia a antibidticos, simbiose, propriedades
envolvidas no fitness microbiano ou patogénese, sendo que, as regifes que carregam genes
que codificam para um ou mais fatores de viruléncia, sdo chamadas de PAIls, ou ilhas de
patogenicidade (DARMON; LEACH, 2014; LEE, 1996).

1.4.1 Plasmideo

Todas as espécies de Shigella que apresentam o fen6tipo invasivo possuem um grande
plasmideo de viruléncia de 220-Kb. Nesse plasmideo sdo encontrados 0s genes necessarios
para invasdo nas células epiteliais, disseminacdo e morte dos macrofagos (Fig. 5)
(SANSONETTI et al., 2001; ZAIDI; ESTRADA-GARCIA, 2014). No entanto, Shigella
necessita de condi¢fes adequadas para expressar 0s genes de viruléncia, ou seja, condi¢fes
proximas ao epitélio especifico, como temperatura a 37°c e pH em torno de 7,4 (KANE;
DORMAN, 2012; VENKATESAN et al., 2001).

O plasmideo de viruléncia de Shigella € um mosaico de genes, composto por varias
sequéncias de insercOes (IS) (BAKER et al., 2014), que séo elementos de transposicdo que
causam rearranjos dentro do genoma como dele¢des ou insercles além de apresentar genes
com um teor de G+C de 30 a 60 mol%, sugerindo que foram adquiridos por fontes distintas
(GALL, 2005).

Os genes de viruléncia estao distribuidos em todo o plasmideo, mas uma regido de 31-
Kb concentra a maior parte dos genes de viruléncia, o locus Ipa-mix-spa, conhecido por ser o
centro de patogenicidade de cepas patogénicas de Shigella spp. (Fig. 6) (SCHROEDER,;
HILBI, 2008; VENKATESAN et al., 2001).
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Figura 5: Mapa genético comparativo dos plasmideos de viruléncia de Shigella spp. O plasmideo de
viruléncia de S. sonnei pSs_046 foi usado como referéncia para comparacdo usando a ferramenta Blastn e esta
representado pelo anel interno (preto), o segundo anel representa o contetido de GC (preto) de pSs_046. Os anéis
roxo e verde palido representam os plasmideos de S. boydii str. BS512 e S. boydii str. Sh227. O cerceta (verde-
azulado) representa S. dysenteriae str. Sd197, seguido dos aneis caqui (marron) e azul que correspondem a S.
flexneri F2a str. 301 (pCP301) e S. flexneri F5a (pWR501) respectivamente. O anel externo representa a
identificacdo dos genes baseados em sua funcdo: o ldcus mix-spa (vermelho) que codifica os principais genes de
viruléncia, incluindo o T3SS; Transposons, sequéncias de inser¢do e elementos transmitidos por fagos (laranja);
genes de replicagdo do plasmideo, transferéncia e manutencdo (preto); a regido de sintese do antigeno-O
especifico de S. sonnei (azul); e 0s genes que codificam proteinas com outras fun¢bes conhecidas (verde).

Fonte: Adaptado de The et al., (2016).
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As llhas de patogenicidade (PAI) ou centro de patogenicidade foi primeiramente
descrita por Hacker e colaboradores em 2000, quando estudavam fatores de viruléncia de
Escherichia coli urupatogénica (UPEC) (GAL-MOR; FINLAY, 2006; VIEIRA, 2009).

O PAI é adquirido por transferéncia horizontal, sua aquisicdo pode resultar na
mudanca do fendtipo e comportamento da bactéria, contribuindo para colonizacdo e
adaptacéo a novos nichos (DARMON; LEACH, 2014).

Os PAIs codificam diversos genes relacionadas a viruléncia, entre eles podemos
destacar os fatores de adeséo e invasdo na célula hospedeira, producdo de toxinas e aquisicdo
de ferro (DARMON; LEACH, 2014).
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Figura 6: Ilha de patogenicidade de Shigella. O PAIl compreende genes responsaveis pela invasdo e
disseminagdo de Shigella nas células epiteliais; Genes que codificam para o sistema de secre¢do T3SS; e que
causam a morte do macréfago. Fonte: Adaptado de Schroeder e Hilbi (2008).

O PAI também inclui genes que formam o sistema de secre¢do do tipo Il (T3SS), um
aparelho secretério que € utilizado por muitos enteropatégenos como Salmonella,
Escherichia, Shigella, Yersinia, Pseudomonas spp. (PARSOT, 2009).

O T3SS é codificado pelos genes mix “membrane excretion of Ipa” e spa “surface
presentation of invasion plasmid antigen”, ¢ composto por aproximadamente 50 proteinas
diferentes que formam uma estrutura em forma de seringa com o corpo basal ancorado na
membrana bacteriana e uma agulha externa que se estende até a membrana da célula-alvo
formando um poro que transloca proteinas efetoras para o citosol do hospedeiro (Fig. 7)
(BARISON; GUPTA; KOLBE, 2013; KANE; DORMAN, 2012; PARSOT, 2009).

A temperatura € um fator essencial para expressdo do T3SS; Na presenca de

temperaturas acima de 32°c, os reguladores de transcricdo VirF e VirB sdo ativados e
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promovem a expressao do operon Mix-Spa, que conduz a montagem do T3SS na superficie da
membrana da bactéria. Portanto em temperaturas adequadas a bactéria apresenta varios T3SS
montados na superficie de sua membrana plasmatica, porém inativos, sendo que, esse
complexo s6 € ativado em contato com a célula do hospedeiro (CAMPBELL-VALOIS;
PONTIER, 2016).
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Figura 7: Representacdo esquematica do sistema de secrecéo do tipo 111 (T3SS) de Shigella flexneri.
Fonte: Adaptado de Schroeder e Hilbi (2008).

O sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS) libera mais de 30 proteinas efetoras através
de seu canal secretério (CAMPBELL-VALOIS; POTIER, 2016) (Fig. 8). Entre essas
proteinas, temos as translocadoras IpaB, IpaC e IpaD, as efetoras IpaA, IpgB1, IpgD, IcsB
(~25 efetoras) e duas ativadoras de transcricdo VirB e MXxIE, todas codificadas na ilha de
patogenicidade (CHATTERJEE et al., 2013; PARSOT, 2009).
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Figura 8: Expressdo de proteinas efetoras dependente, parcialmente dependente ou ndo dependente da
atividade do T3SS. Em verde pode-se observar efetores que sdo expressos independentemente da atividade do
T3SS; Em roxo os efetores totalmente dependentes da atividade do T3SS; Efetores que foram identificados no
citoplasma antes da ativacdo do T3SS e apds a ativacdo a expressdo foi aumentada estdo mostrados na
sobreposicdo. Fonte: Adaptado de Parsot (2009).

Outros genes presentes no plasmideo sdo: Sen, VirA, OspB (C,D,E,F,G), IcsA, IcsP,
VirK, MsbB2 e SepA. Alguns destes genes sdo codificados por familias multigénicas como:
cinco IpaHs, quatro OspC, trés OspD e dois OspE (GALL, 2005; KANE; DORMAN, 2012)
(Fig. 8).

Podemos destacar alguns genes presentes no plasmideo: o gene VirF, um regulador
transcricional, membro da familia AraC, responsavel pela transcri¢cdo de VirB e IcsA;o gene
VirB, regulador transcricional responsavel pela expressdo dos operons que codificam os genes
de invasdo, e o gene IcsA/VirG que codifica a proteina de membrana externa responsavel pela
propagacdo de célula-a-célula e recentemente foi descrita como sendo uma adesina
(BROTCKE ZUMSTEG et al., 2014; MARTEYN; GAZI; SANSONETTI, 2012).

1.4.2 Genes Cromossomais

Shigella spp. possuem um Unico cromossomo circular com mais de 200 pseudogenes,
cerca de 300 a 700 elementos IS, varias remocdes, translocacGes, inversdes e insercoes.
Shigella se tornou um patogeno altamente virulento e sua patogenicidade se deve a grande
diversidade de genes que foram adquiridos por evolucdo convergente através de transferéncia
horizontal a partir de bacteriéfagos, além da transposicdo de elementos IS e formacdo de
pseudogenes (NIE et al., 2006; UD-DIN; WAHID, 2014).

O cromossomo de Shigella, assim como o plasmideo, contém ilhas de patogenicidade
(SHI-1, 2 e 3; SHI-O e SRL), essas ilhas diferem entre as cepas de Shigella e ajudam na
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diversificagdo de fenétipos de viruléncia. A ilha SHI-1 apresenta genes de viruléncia
importantes, como a Protease citotdxica imunoglobulina A-like (SigA), e a enteretoxina-1
(Setl), ambas importantes fatores que induzem o acumulo de fluidos intestinais e estdo
relacionados com a diarreia aquosa. Também contém o gene de uma serinoprotease (Pic) que
degrada o muco da mucosa intestinal (SCHROEDER; HILBI, 2008).

O cromossomo também contém genes responsaveis pela regulacdo da expressdo
génica global, além de genes que detectam as mudancgas ambientais como pH e temperatura.
Outros genes importantes sdo os que codificam as proteinas Fis, IHF e H-NS que estdo
envolvidas na regulacdo de VirF e VirB. Fis e IHF regulam positivamente o gene VirF e H-
NS regula negativamente tanto os genes VirF como IcsA pela ligagéo direta aos promotores se
em temperaturas inferiores a 32°c (SCHROEDER; HILBI, 2008).

1.4.3 Fatores de viruléncia

1.4.3.1 Enterotoxinas Shetl e She2

Duas enterotoxinas sdo essenciais na patogenicidade de Shigella flexneri denominadas
Shetl e Shet2 cujas fases abertas de leitura (ORFs) estdo no cromossomo e plasmideo,
respectivamente; ambas sdo reguladas pela presenca de ferro (SOUSA et al., 2013; FARFAN
et al., 2011). A enterotoxina 1 é produzida predominantemente por Shigella flexneri 2a e
raramente por outros sorotipos (FASANO et al., 1997; SOUSA et al., 2013). Shetl € um
complexo proteico de 55 KDa, a andlise da sequéncia da enterotoxina Shetl revelou um
sistema interessante para a composicdo desse complexo. Na verdade Shetl foge um pouco da
definicdo usual de gene, pois nesse l6cus sdo encontradas duas ORFs reguladas pelo mesmo
promotor e separadas entre si por apenas 3 bp, uma ORF tem 534 pb (SetlA) e a outra tem
186 pb (SetlB), construcdo semelhante a um operon (FASANO et al., 1997). Em termos de
estrutura Shetl possui dois tipos de subunidades, uma codificada pelo gene SetlA e cinco
subunidades B, codificadas pelo gene SetlB (SOUSA et al., 2013; NATARO et al., 1995). A
acdo dessa enterotoxina leva a diarreia aquosa caracteristica da Shigellose (THONG et al.,
2005).

A enterotoxina 2 (Shet2) foi primeiramente descrita em Escherichia coli
enteroinvasiva EI-34, e é secretada por varios sorotipos de Shigella (FARFAN et al., 2011;
NATARO et al., 1995). Shet2 ¢ codificada pelo gene SEN(OspD3), presente no plasmideo de
invasdo e contém apenas uma cadeia polipeptidica de 62.8 KDa (FAHERTY et al., 2016;
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FASANO et al., 1997;). Farfan e colaboradores (2011) defendem que SEN seja regulado pelo
MixE (ativador de transcricdo) e que tenha um importante papel na fase de infeccédo
intracelular de Shigella.

No estudo realizado por Faherty e colaboradores (2016), foi confirmado que Shet2
apresenta duas funcdes, tanto como enterotoxina e como regulador da secre¢do da
interleucina-8 (IL-8) em células infectadas. O estudo prop&e que Shet2 interfere na expressdo
da IL-8, com o propdsito de atenuar a resposta imune do hospedeiro, uma vez que a IL-8 é um

mediador da resposta imune inata contra patdgenos intracelulares.

1.4.3.2 Genes IpaHs

Os genes IpaH pertencem a familia Ubiquitina ligase E3, estdo presentes no genoma
de varios patdégenos gram-negativos incluindo Shigella, Salmonella, Yersinia, Pseudomonas,
Rhizobium entre outros, e codificam para uma familia de proteinas conservadas que
compartilham caracteristicas funcionais e estruturais em comum, como uma repeticdo no N-
terminal rica em leucina (LRR) e uma regido altamente conservada de 300 residuos no
dominio C-terminal (CTR) (Fig. 9). Essa regido conservada possui um residuo de cisteina
(Cys) que é essencial para a atividade da Ubiquitina ligase E3 (ASHIDA; NAKANO;
SASAKAWA, 2013; ASHIDA; SASAKAWA, 2016).
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Figura 9: Representacdo esquemdtica da estrutura da familia de proteinas IpaH presentes no
cromossomo. Em cinza, o dominio LRR e em preto, o dominio CRT. Fonte: Ashida et al. (2010).
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A ubiquitina € uma pequena proteina que marca proteinas indesejadas para
posteriormente serem degradadas por um complexo proteico denominado proteassoma. A
marcacdo do substrato ocorre através de uma ligacdo covalente de ubiquitina (Ubiquitinacéo)
(KIM et al., 2014).

A ubiquitinagdo envolve uma cascata multienzimatica catalisada por trés enzimas: a
enzima E1 que ativa a molécula de ubiquitina, a enzima E2, conhecida como enzima de
conjugacdo, transfere a ubiquitina de E1 para E2 e libera E1, e a enzima E3, ou ubiquitina
ligase, reconhece e se liga a proteina alvo, recruta E2 ubiquitinadas e as liga nos substratos
especificos que sdo entdo ubiquitinados, processo esse mediado por efetores ubiquitina ligase
E3, que facilitam a transferéncia de ubiquitinas a partir de E2 para o substrato especifico
(HICKS; GALAN, 2010; ZHOU; ZHU, 2015).

A ubiquitinacdo € um mecanismo presente unicamente em eucariotos, € caracterizada
como uma modificacdo poés-traducional que regula varios processos celulares incluindo a
sinalizacdo celular, resposta imune, degradacdo de proteina, transcricdo e endocitose
(ASHIDA; SASAKAWA, 2016; TANNER; BRZOVIC; ROHDE, 2015).

Vaérios patdgenos incluindo Shigella sequestram o mecanismo de ubiquitinacdo do
hospedeiro através da entrega efetores com funcGes de ubiquitina ligase E3. Esses efetores
utilizam a ubiquitinagdo para neutralizar as vias de sinalizagdo que ativam a resposta imune
do hospedeiro (ASHIDA; SASAKAWA, 2016; ZHOU; ZHU, 2015).

Shigella tem doze efetores IpaH no seu genoma, cinco no plasmideo de viruléncia e
sete em seu cromossomo (ASHIDA; SASAKAWA, 2016; CRUZ et al., 2014). Trés desses
efetores (IpaH0722, IpaH4.5 e IpaH9.8) tem como alvo as vias de sinalizagcdo que ativam o
fator nuclear kappa B (NF-kB), uma vez que, o NF-kB desempenha um papel crucial na
ativacdo da resposta imune contra patdgenos bacterianos (Fig. 10) (ASHIDA; SASAKAWA,
2016).

A invasdo nas células epiteliais e a posterior lise da membrana vacuolar séo
reconhecidos como Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPS) que imediatamente
ativam o NF-kb através da via PKC-NF-kB. O efetor IpaH0722 (codificada pelo gene IpaH1)
foi mostrado para ser uma ubiquitina ligase E3, que interage com TRAF2 (molécula
intermediaria da via PKC), que posteriormente é degradado pelo proteassoma, impedindo a
ativacdo do fator NF-kB (ASHIDA; NAKANO; SASAKAWA, 2013).

Os peptideoglicanos decorrentes da invasdo de Shigella sdo reconhecidos como
Padrbes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS) e ativam o fator NF-kB através da via

dependente de Nodl. Ashida e colaborados (2010) relataram com o efetor IpaH9.8 interage
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com Nemo, um intermediario critico para ativagdo do NF-kB, e promove a ubiquitina¢do da
molécula para degradacdo proteossdémica, e inibe a via de sinalizacéo.

Em um estudo realizado por Okuda e colaboradores (2005) foi verificado que o efetor
IpaH 9.8, interage com o fator de splincig U2AF*® e regula negativamente a expressao de um
subconjunto de genes que codifica quimiocinas pré-inflamatorias e citocinas, assim
diminuindo a resposta inflamatdria do hospedeiro.

Segundo resultados da pesquisa realizada por Wang e colaboradores (2013) quanto a
funcdo do efetor IpaH4.5, foi demonstrado que essa proteina apresenta a funcéo de ubiquitina
ligase E3 para a subunidade p65 do fator NF-kB, afetando a transcri¢éo desta via.

Assim, ao liberar os efetores com atividade de ubiquitina ligase E3, Shigella cria um
ambiente favoravel a colonizacdo e o progresso da infeccdo bacteriana, por suprimir a
resposta inflamatoria através da inativacdo do fator NF-kB (ASHIDA; SASAKAWA, 2016;
WANG et al., 2013).
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Figura 10: Protéinas IpaH tem alvos especificos para ubiquitinacdo na célula epitelial. Os efetores
IpaH0722, 1paH9.8 e IpaH4.5 interagem com TRAF2, NEMO e p65 respectivamente, promovem a
ubiquitinacdo desses substratos que posteriormente sdo degradados pelo complexo proteossémico, impedindo a

ativacdo do fator NF-kB. Fonte: Adaptado de Ashida; Sasakawa, (2016).
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Para ultrapassar a barreira gastrointestinal Shigella precisa subverter os mecanismos
de defesa do hospedeiro. O primeiro passo € induzir a morte celular do macréfago para obter
acesso a regiao basolateral da célula epitelial (ASHIDA; MIMURO; SASAKAWA, 2015).

Shigella libera o efetor IpaH7.8, uma ubiquitina ligase E3 no citoplasma do
macrdofago, e tem como alvo a proteina GLMN. GLMN é um regulador negativo de
inflamassomas, sua ubiquitinacdo e degradacdo proteossomica desencadeia a ativacdo dos
inflamassomas (NLRP3 e NLRC4) e da caspase-1, causando a liberacdo de IL-1p ¢ IL-18 e a
morte celular do macrofago por piroptose (Fig. 11) (SUZUKI et al., 2014). A piroptose € uma
morte celular programada, dependente da ativacdo de caspases (caspases 1 ou 11), e
subsequente liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (ASHIDA; MIMURO; SASAKAWA,
2015).
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Figura 11: Morte do macro6fago por piroptose. Shigella entrega o efetor IpaH7.8 e tem como alvo a proteina
GLMN, que é ubiquitinada e sofre degradacdo proteassdmica, processo que ativa os inflamassomas NLRP3 e
NLRC4 que clivam a caspase-1, induzindo a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e a morte celular do
macréfago por piroptose. Fonte: Adaptado de Suzuki et al., (2014).
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Tabela 1: Resumo dos efetores IpaHs de Shigella

Efetores Localizagdo  Alvo do hospedeiro  Atividade enzimética Funcéo

IpaH0722 Cromossomo TRAF2 Ubiquitina ligase E3 Inativacdo do fator NF-kB.
Supressdo da resposta
] U2AF35; o . .
IpaH9.8 Plasmideo Ubiquitina ligase E3 imune; Inativacdo do fator
NEMO

NF-kB.
IpaH4.5 Plasmideo p65 Ubiquitina ligase E3 Inativacdo do fator NF-kB.
IpaH7.8 Plasmideo GLMN Ubiquitina ligase E3 Inativacdo do fator NF-kB.

1.4.3.3 Genes Ipas

Outro grupo de genes envolvidos na patogenicidade de Shigella sdo os que codificam
para as invasinas Ipas (antigenos de invaséo do plasmideo). Entre esse efetores temos, o IpaA,
IpaB, IpaC e IpaD, todos sdo necessarios para a entrada de Shigella na célula epitelial
(DEMALLI; JUE; BURRIDGE, 2006; PARK et al., 2011).

A invasina IpaA imita a funcdo de proteinas associadas ao complexo de adeséo focal.
Esse complexo conecta o citoesqueleto do enterdcito com a matriz extracelular através de
integrinas em consorcio com proteinas adaptadoras, como a talina e a vinculina (LEE; PARK;
PARK, 2014).

IpaA é uma proteina com 633 residuos de aminoacidos que possui no dominio N-
terminal uma ligacéo de chaperona e no dominio C-terminal uma cauda helicoidal, sendo que
as duas ultimas hélices tém sitios de ligacdo para vinculina (VBSs), ao qual se liga o0 dominio
Vhl da vinculina formando o complexo IpaA-vinculina. Esses VBSs sd0 necessarios para a
entrada de Shigella nas células do hospedeiro. Os VBSs sdo a-hélices de 19 residuos
encontrados em ativadores da vinculina como talina, a-actinina e invasina IpaA (PARK et al.,
2011).

Vinculina ¢ uma proteina do citoesqueleto, que apresenta feixes em hélice; no
dominio N-terminal (Vh1) apresenta sete hélices com sitios de ligagdo para talina e a-actinina
e no dominio C-terminal (Vt) cinco hélices com sitios de ligagdo para F-actina (Fig. 12)
(DEMALLI; JUE; BURRIDGE, 2006; IZARD; TRAN VAN NHIEU; BOIS, 2006; PARK et
al., 2011).
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Figura 12: Sitios de ligacéo para vinculina (VBSs); VBS1 em vermelho, VBS2 em amarelo e VBS3 em azul,
qualquer um dos trés VBSs podem ativar a vinculina pela ligagdo no dominio VH por conversdo do feixe hélice
que corta a vinculina (indicado pela mudanca de cor). A vinculina ativada pode-se ligar a F-actina por meio de
interacGes vinculadas pelo dominio Vt. Esse complexo IpaA-vinculina facilita a entrada de Shigella nas células
epiteliais. Fonte: Adaptado de Park et al. 2011.

Através do complexo IpaA-vinculina, Shigella controla a montagem e desmontagem
dos filamentos de actina do citoesqueleto, uma vez que, vinculina é uma proteina adaptadora
do complexo de adesdo focal, e serve como intermediaria na remodelacdo dos filamentos,
aumentando a endocitose da bactéria durante a invasdo no enterocito (LEE; PARK; PARK,
2014; YANG et al., 2015).

O IpaB é um fator de viruléncia indispensavel, visto que, atua em varias fases da
patogénese de Shigella (PICKING; PICKING, 2016; YANG et al., 2015) (Fig.13).

IpaB possui varias estruturas secundérias conservadas, um dominio de ligacdo de
chaperona (IpgC), duas regiGes em espiral enroladas, um dominio helicoidal (a-hélice) que é
importante para a dobragem adequada e estabilidade intrabacteriana do IpaB, dois dominios
transmembranares hidrofébicos que sdo requeridos para penetrar a membrana da bicamada do
hospedeiro, aléem do dominio de ligagdo de IpaC (SHEN et al., 2010).
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Regido de ligag3o do IpaD Regido de ligag3o do IPaC
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ezoiral - enrolato ezpiral - enrolaco
(110-170) (240-280) (310-430) (514-580)

=1 Residuos 313-333, 399-419: Dominios transmembranares
[l Residuos 11-27: Regido fundamental para ligacéo do IpaD
Bl Residuos 51-72: Dominio de ligacdo do IpgC

Figura 13: Esquema da estrutura secundaria e regides funcionais do efetor IpaB. Legenda: Regido de ligacéo
do IpaD (residuos 11-226); Regido de ligagdo do IpaC (residuos 367-458); Dominios transmembranares (residuos
313-333, 399-419); Dominios em espiral enrolados (residuos 110-170, 514-580); Dominio de a-hélice (residuos
240-280); Regido hidrofdbica (residuos 310-430); Dominio de liga¢do do I1pgC (residuos 51-72).

Em 1997, Zychlinsky e Sansonetti publicaram um estudo propondo que a morte do
macrofago induzido pela Shigella parece ser a chave intermediaria, o link entre a infeccdo e a
inflamacdo. A morte dos macréfagos € mediada pelos efetores IpaB e IpaH 7.8 (descrito na
secdo anterior). No citoplasma do macrofago o efetor IpaB constr6i um canal de ions na
membrana interna da célula, causando o influxo de potéassio que imediatamente promove a
ativacdo do inflamassoma — NLRC4, que ativa caspase-1 e induz a morte da célula por
piroptose (ASHIDA; MIMURO; SASAKAWA, 2015)(Fig 14).
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Figura 14: Morte do macréfago por piroptose. Shigella é fagocitada, escapa do vaclolo fagocitico, libera o
efetor IpaB pelo T3SS ativando o inflamassoma causando a morte da célula.Fonte: Adaptado de ASHIDA; KIM;
SASAKAWA, 2014)

Apo6s a morte do macr6fago a Shigella tem acesso a regido basolateral da célula
epitelial. Nesse passo o efetor IpaB também apresenta um papel fundamental (YANG et al.,
2015).

O IpaB fica localizado na ponta da agulha do sistema de secrecdo T3SS, e em contato
com o enterdcito reconhece a superficie da célula e se liga ao receptor CD44 e ao colesterol,
em seguida promove a sua insercdo na membrana plasmatica através de seu dominio
hidrofobico (PICKING; PICKING, et al., 2016; YANG et al., 2015) e regula a liberacdo de
proteinas efetoras através desse translocon (Fig. 15) (ROEHRICH et al., 2010; SHEN et al.,
2010).

Outra fungdo do efetor IpaB descrita recentemente, relata que 0 mesmo esta envolvido
com a fragmentacdo e desaparecimento do Complexo de Golgi, afetando a reciclagem e
transporte de moléculas essenciais para a manutencdo da célula hospedeira facilitando a
ruptura da barreira epitelial, assim como interfere na secrecdo e maturacdo de proteinas
envolvidas no processo fisioldgico e imunoldgico, tais como, os mediadores da defesa
antimicrobiana (receptores de superficie celular, citocinas e quimiocinas) (CARAYOL,;
TRAN VAN NHIEU, 2013; MOUNIER et al., 2012).
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Figura 15: Esquema do sistema de secre¢do T3SS e seus translocadores. IpaB e IpaC em contato com as células
hospedeiras formando um poro que injeta proteinas efetores diretamente no citoplasma das células infectadas.
Fonte: Adaptado de Sansonetti (2001).

IpaC possui propriedades bioquimicas importantes para entrada de Shigella nas
células hospedeira. Na regido C-terminal da proteina apresenta um dominio para
polimerizacdo de actina, e na regido N-terminal um dominio para ligacdo de chaperona
seguido de duas hélices transmembranares (LEE; PARK; PARK, 2014).

IpaC forma um complexo com IpaB; No contato inicial do patdogeno com a célula
hospedeira ambos sdo transportadas através da agulha e sdo inseridos na membrana celular
formando um poro de 25 A (angstrom) permitindo que outros efetores sejam liberados no
citosol (Fig. 15) (CARAYOL; TRAN VAN NHIEU, 2013; LEE; PARK; PARK, 2014).

Esse efetor induz a polimerizacdo e nucleacdo de actina através da interacdo com a
proteina quinase Src que ativa duas Rho GTpases (Cdc42 e Racl). Essas proteinas regulam a
dindmica dos filamentos de actina do citoesqueleto (MARTEYN; GAZI; SANSONETTI,
2012).

IpaD é uma proteina globular de 36 kDa, com um dominio N-terminal de ligacdo da
proteina chaperona, e um dominio distal que est& associado ao controle e secre¢do do IpaB na
ponta da agulha do T3SS (EPLER et al., 2009, 2012).

IpaD parece ser o sensor da agulha do sistema de secre¢do e funciona como detector
de pequenas moléculas no ambiente intestinal como sais biliares, com isso controla o
complexo agulha e a secrecdo de proteinas prematuramente. Apds a exposic¢ao do IpaD a sais
biliares, 0 mesmo sofre mudancas conformacionais que promove o0 recrutamento do

translocador IpaB para a ponta da agulha que reconhece os componentes da membrana
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plasmética dos enterdcitos e recruta outro translocator, o IpaC, completando a maturagdo do
poro do sistema de secrecdo T3SS (BARTA et al.,, 2012; DICKENSON et al., 2013;
SCHIAVOLIN et al., 2013). Na Tabela 2 podemos observar a funcdo e a localizacdo de

alguns dos genes citados anteriormente.

Tabela 2: Funcéo dos efetores e localizacdo dos genes que utilizados no estudo.

GENE PROTEINA FUNCAO LOCALIZACAO
IpaA IpaA Despolimerizagdo de actina Plasmideo
Induz a apoptose do macr6fago; regula a excregao de efetores .
IpaB IpaB na ponta do T3SS Plasmideo
IpaC IpaC Polimerizagdo de actina, ativagdo do Cdc42 e Rac Plasmideo
Forma o complexo com o IpaB e controla o fluxo de proteinas .
IpaD IpaD através do T3SS Plasmideo
=3 SHET1
Enterotoxina responsével pela diarreia aquosa Cromossomo
SetlB
SenA SHET?2 Enterotoxina; Regula a secregdo da interleucina 8 (IL-8) Plasmideo
Homdlogo de « . .
SenB SHET? Funcéo desconhecida Plasmideo
ubiquitina TRAF2 que é degradado, impedindo a ativacéo da
IpaH 1 IpaH0722 via PKC-NE-kB Cromossomo
IpaH 1.4 IpaH1.4 Funcéo desconhecida Plasmideo
IpaH 2.5 IpaH2.5 Funcdo desconhecida Plasmideo
IpaH2 IpaH0887 Funcéo desconhecida Cromossomo
IpaH3 IpaH1383 Funcéo desconhecida Cromossomo
IpaH4 IpaH1880 Funcdo desconhecida Cromossomo
Regula a resposta inflamatdria do hospedeiro através da .
IpaH 4.5 IpaH4.5 inibicéo da via de sinalizaio NF-kB Plasmideo
IpaH 5 IpaH2022 Funcdo desconhecida Cromossomo
IpaH6 IpaH2202 Funcéo desconhecida Cromossomo
IpaH 7 IpaH2610 Funcdo desconhecida Cromossomo
Facili = tolo f =
IpaH 7.8 IpaH7.8 acilita o escape da bactéria do vacutolo fagocitico do Plasmideo

macrdfago; Causa a morte do macrdéfago por piroptose

No ndcleo interage com o fator de splincing afetando a
IpaH 9.8 IpaH9.8 transcricdo de genes que codificam quimiocinas e citocinas; Plasmideo
Interage com NEMO impedindo a ativa¢do do fator NF-kB
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2. JUSTIFICATIVA

Shigella é uma bactéria altamente patogénica, esta entre os patdgenos mais associados
a mortalidade e morbidade de criancas menores de 5 anos. Os mecanismos moleculares
envolvidos na patogenicidade de Shigella ha décadas vém sendo investigados, alguns com
funcdes estabelecidas e bem caracterizadas, porém estudos que relacionem os genes de
viruléncia de Shigella com a presenca de sintomas variados ainda sao bastante escassos.

Um estudo preliminar realizado por nosso grupo, com cepas clinicas de Shigella,
constatou uma variacdo na presenca dos genes de viruléncia. Também foi observado uma
relagdo entre a presenca da enterotoxina Shetl com o sintoma de diarreia, e 0 gene IpaH com
a febre e presenca de sangue nas fezes.

Com isso, propomos a realizacdo da tipagem molecular de um nimero maior de genes
de viruléncia, para verificar o perfil regional genético das cepas de Shigella. Assim, como
realizar a genotipagem dos genes para identificar as variantes genéticas que podem estar
relacionadas com diferentes fendtipos, originando uma sintomatologia diversificada entre os

pacientes.



44

3. OBJETIVO GERAL

e Analisar a variabilidade genética de alguns fatores de viruléncia de amostras clinicas

de Shigella flexneri

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a presenca dos genes do sistema de secrecdo Ipa, dos genes IpaHs e das
enterotoxinas Shet1A e Shet1B nas cepas clinicas de Shigela por PCR;
e Sequenciar os amplicons e analisar as sequéncias obtidas com as disponiveis no

“GenBank” para identificar variabilidade genética.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANALISES in silico: SELECAO DOS GENES E DESENHO DOS INICIADORES:

Os genes foram selecionados conforme os fatores de viruléncia de Shigella que se
pretendiam estudar (Tabela 04 e 05). De posse dos nomes, recuperamos as sequéncias
nucleotidicas desses genes de bancos de dados online como o nr e RefSeq do GenBank NCBI
(Nacional Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) e do
banco de dados de Shigella, o shiBASE (http://www.mgc.ac.cn/ShiBASE/ ).

Como o interesse era analisar a ORF inteira dos genes, optamos por ancorar 0S
iniciadores nas regides intergénicas (Fig. 16), mesmo correndo certo risco de polimorfismo de
sequéncia nas regides escolhidas. Entretanto para minimizar essa possibilidade, fizemos um
alinhamento de multiplas sequéncias utilizando o programa ClustalW2 disponivel online

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2 ), para escolher a regido de maior identidade entre

elas.
B ORFdo gene
B Regides intergénicas onde foram
desenhados os iniciadores
Figura 16: Esquema das regides intergénicas e da ORF do gene de viruléncia
Em seguida, de posse das regides alvo desejadas para desenho dos iniciadores, usamos
a  ferramenta  PrimerQuest (IDTDNA - Integrated @ DNA  Technologies:

https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) com as seguintes configuragfes: (1)

Temperatura de pareamento de 55 a 62° C; (2) porcentagem GC de 35 a 65%; (3) e tamanho
do iniciador de 17 a 30 nt. Apds submeter estas informac6es, 0 programa sugere conjuntos de
possiveis iniciadores para a regido desejada. Em seguida as caracteristicas termodinadmicas
para formacdo de dimeros e estruturas secundarias foram analisadas com auxilio da
ferramenta Oligo Analyzer versdo 3.1 do mesmo site ja citado, disponivel na URL

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), o cutoff para aceitar o desenho foi o delta G menor

ou igual a -5 Kcal/mol. Os pares selecionados foram submetidos ainda a analise de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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especificidade e desempenho usando a  ferramenta Primer BLAST
(http://Imwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Apds estas diversas analises, 0s iniciadores

foram ordenados para sintese.

4.2 AMOSTRAS BACTERIANAS

As amostras clinicas utilizadas neste estudo foram obtidas a partir do estudo
epidemioldgico realizado por nosso grupo de pesquisa nos anos de 2007-2009, onde foram
coletadas 1339 amostras de fezes de criangas com diarreia em hospitais publicos de Manaus
(CEP 266/2006) (CRUZ et al., 2014). Dessas amostras 30 foram identificadas como
pertencentes ao género Shigella. A caracterizacdo das amostras de Shigella foi realizada por
metodologias classicas e moleculares. Para a classificacdo dos isolados em nivel de género foi
realizado o sequenciamento de regides variaveis do gene 16S rRNA e PCR de genes
especificos que idéntifica género e espécies de Shigella segundo Ojha e colaboradores (2013).

Destas amostras foram utilizadas 15 cepas de Shigella spp, 10 S. flexneri, 4 S. boydii e
a cepa Shigella flexneri 5a M90T como controle positivo. A descri¢do das amostras clinicas e

suas respectivas espécies estdo listadas na tabela

Tabela 3: Descricdo das amostras selecionadas para o estudo

Ampsjras ‘g Espécie
Clinicas Codigo
02 02a S. flexneri
05 837 S. flexneri
06 97 S. flexneri
07 36P S. flexneri
09 RP592 S. flexneri
11 192 S. boydii
14 183 S. boydii
15 113 S. flexneri
16 85 S. flexneri
17 80 S. boydii
26 202 S. flexneri
27 201 S. flexneri
27dzI S. boydii

36 873 S. flexneri
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4.3 REATIVACAO E EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO DE Shigella

As amostras foram reativadas em caldo LB (Luria Bertani) e em seguida semeadas em
placas no meio Agar SS.

O DNA gendmico foi extraido a partir de 3mL de culturas frescas, incubadas a 37° C
durante 18 horas, sob agitacdo constante. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm durante
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 90uL de tampdo
osmotico (1M Sorbitol, 50mM Tris-cl pH 7.5, 100mM EDTA). Foram adicionados 5 pL de
Lisozima (10,5 mg/mL) e esta solucéo foi incubada na estufa a 37° C por 15 minutos. Foram
adicionados 10 pL de 10% SDS, aquecendo a suspensdo a 55° C em banho seco por 15
minutos. Para o salting out foi adicionado 5M acetato de potassio V/V, seguido de
homogeneizacdo e freezer -20° C por 15 minutos. Apos esse periodo os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi recuperada e em tubos novos
foi adicionado o mesmo volume (200uL) de isopropanol (gelado). A solucdo foi incubada
novamente no freezer durante 15 minutos. Os tubos foram novamente centrifugados a 12.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 100 pL de
etanol 80% (gelado). O residuo de etanol foi evaporado no fluxo laminar em temperatura
ambiente. O DNA foi reidratado com 30 pL de tamp&o TE buffer/RNAse (10mM Tris-cl, pH
7,5, ImM EDTA, 10pg/mL RNAse).

4.4 CARACTERIZACOES DOS GENES DE VIRULENCIA

Os iniciadores referentes aos genes de viruléncia de Shigella foram confeccionados
neste estudo (Tabela 02 e 03). Foi realizado a padronizacdo das condi¢des do PCR para 0s
respectivos genes Setl, Sen, IpaBCD e IpaHs utilizando a cepa padrdo Shigella flexneri 5a
MOOT.

As amplificages dos genes alvo foram realizadas com o conjunto de reagentes
Platynum Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Thermo), em volumes de reacdo de 25 pL,
ajustada para as concentracOes finais: 1x de tampéo para PCR, 2,5uM de DNTPs, 0,2 uM de
cada para de iniciadores, 1U de taq polimerase, 10 ng de DNA, 2 mM de MgCl; para os genes
IpaA, IpaH1 e IpaH7.8, 1,5mM de MgCl2 para os genes IpaB, IpaC, IpaD, IpaH3, IpaH4,
IpaH5, IpaH6, IpaH7, IPaH1.4, IpaH2.5, IpaH4.5, 1paH9.8, Shetl e Shet2. As amplificacdes

foram realizadas em termociclador ProFlex™ PCR System (Applied Biosystems by Thermo).
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A reacdo de PCR em termociclador foi realizada nos seguintes passos: a
desnaturacdo inicial foi de 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos: desnaturacéo inicial a 95
°C por 30 segundos, 30 segundos para pareamento dos iniciadores, 1 minuto e 30 segundos de
extensdo a 72°C, e extensdo final de 10 minutos a 72°C. A temperatura de pareamento variou
de acordo com o par de iniciadores (Tabela 3 e 4).

Para visualizacdo das amplifica¢fes, 5 pL do produto da PCR foram aplicados em
gel de agarose a 1% em cubas horizontais, a 100 V, em tampédo TBE 1x. Apos a eletroforese,
o gel foi corado com brometo de etidio, o que possibilitou visualizar e fotodocumentar as

amplificagdes sob luz ultravioleta.

45 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento génico foi realizado para determinar as sequéncias dos genes de
viruléncia de Shigella. Para isso, os produtos obtidos por amplificacio de DNA foram
purificados com o conjunto de reagentes PCR QIAquick® (Qiagen). O produto purificado foi
submetido a reacdo de sequenciamento utilizando o conjunto de reagentes BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems by Thermo), segundo a reacdo: 0,5
pL do Mix (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Mix), 2 pL de
tampéo (BigDye® Terminator v3.1 5x Sequencing Buffer), 0,5 uM de cada iniciador, 50 ng
de produto de PCR e H»O ultrapura g.s.p para o volume final de 10 pL.

A ciclagem foi realizada utilizando o seguinte programa: 96°C por 1 minuto, 25 ciclos
de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apds a reacdo de
sequenciamento, o produto foi submetido a purificacdo, realizado por precipitagdo com
Etanol/EDTA/Acetato de Sodio conforme descrito no protocolo do BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit. As amostras foram enviadas secas em placas de 96 seladas e
protegidas da luz para a central de sequenciamento do Centro de Apoio Multidisciplinar da
UFAM e as sequéncias foram determinadas com auxilio do Analizador Genético Automatico
de DNA, modelo ABI 3500 (Appied Biosystemns by Thermo).

As sequéncias obtidas foram processadas usando o pipeline PHRED/CAP3, para
analise de qualidade e montagem dos contigs. Os contigs e singlets obtidos foram comparados
com as sequéncias depositadas nos principais bancos de sequéncia nucleotidica (nr, RefSeq)

do NCBI (“National Center for Biotechnology Information”: http://www.ncbi.gov/BLAST),

usando-se o algoritmo BLAST, nas configuracfes BLASTn e BLASTX.


http://www.ncbi.gov/BLAST

Arquivos do eletroferograma : Nomeagdo dos arquivos de acordo com a amostra e respectivo
gene
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N/
Construcdo de diretorios para armazenar os dados de acordo com o gene

N/
Execucéo do programa PHRED (determina a qualidade do base e julga a probalidade da base
esta correta)

N /A
Execucéo PHRED/CAP3: montagens dos contigs ou singlets em arquivos FASTA separados

N/

Organizagéo dos arquivos FASTA em pastas para posterior analise no BLAST

N/
Pesquisa de similaridade na ferranta BLASTN contra os bancos de dados presente no NCBI

N\ A

Anélise e organizacdo dos dados em tabelas

Figura 17: Fluxograma da andlise in silico das sequéncias de nucleotideo
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5. RESULTADOS

5.1 ELABORACOES E ANALISE in silico DOS INICIADORES

O programa gratuito PrimerQuest do site IDTDNA possui algoritmos que determinam
qual o melhor par de iniciadores para amplificar um segmento de DNA, além de determinar
alguns parametros que podem ser ajustados de acordo com as caracteristicas desejaveis do
usuario. A maioria dos parametros foi mantida nos padrdes recomendados pelo site, porém
alguns foram modificados. Os parametros modificados foram: (1) Temperatura de pareamento
de 55 a 62° C; (2) porcentagem GC de 35 a 65%; (3) e tamanho do iniciador de 17 a 30 nt; (4)
A concentracdo de MgCl, para 1.5 mM; e (5) a concentragdo de dNTP para 0.2 pM.

Para cada sequéncia sense ou anti-sense obteve-se 5 opcdes de iniciadores que o
programa julgou mais adequado para a amplificagdo em questdo, de acordo com oS
pardmetros fornecidos pelo usuario. Também forneceu algumas informacdes sobre os
iniciadores como: a regido que o iniciador reconhece no DNA-molde, o seu tamanho, a
temperatura de pareamento e a porcentagem de GC. Apos a obtencdo dos iniciadores foi

realizado a analise estrutural de cada iniciador (Fig 18).
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Figura 18: Quadro da analise dos iniciadores no programa Oligo Analyser.
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5.2 SEQUENCIAS DOS INICIADORES

Os iniciadores foram desenvolvidos para amplificacdo de genes de viruléncia e analise
da variabilidade genética de cepas selvagens de Shigella. Os genes de viruléncia de Shigella
foram divididos em genes cromossomais (9) e plasmidiais (11) e estdo descritos nas Tabelas

04 e 05 respectivamente.

Tabela 4: Lista dos genes cromossomais e iniciadores que foram desenvolvidos para o

estudo.

e INICIADORES AMPLICON  Ta GTEEE

SENSE ANTI-SENSE (pb) (°C) (ob)
SetlA CAGTGTGATATGGCTGTTATCC TGATTACGGGGCGGTGA 643 59 534
SetlB  ACTGTCATAAGCGTCAATCC GTTATCCATGCCTCCATCAG 357 59 186
IpaH 1 AGAAGACCGCTTTGCTTAC ~ TCTGAAACACCCTCCTCAT 2049 59 1827
IpaH3  CTGCTGAAGGGAACCAATAA CTGAACAGAGAAACGGATGAA 1925 59 1750
IpaH 4 GCACAGGCGAGACATTTA CTGAACAGAGAAACGGATGAA 1902 59 1644
IpaH5 TAGCACAGGCGAGACAT  GAACAGGGAAACGGATGAA 1902 59 1644
IpaH6  CTGAAACACCCTCCTCATTA CTGAACAGAGAAACGGATGA 1986 58 1827
IpaH 7 AAGACCGCTTTGCTTACC  ATTGAGCCAGAACTTCACC 2065 59 1764

Tabela 5: Lista dos genes plasmidiais e iniciadores que foram desenvolvidos para o estudo.

INICIADORES AMPLICON Ta  Tam.

GENE SENSE ANTI-SENSE (pb) (’c) GENE
(pb)

SenA  GGTAACAGACCAGACGGTT ATCATCCAAAGGGCAAAGAG 1838 50 1698
SenB  CTACACCTTGTTGGAGTGAAC  CTCGCTATCTTATAGGAGCATTC 1878 59 1710
IpaA  CAGATAGTTTGCTGTACGCT TTCTCTGCCGAAGATGAAAC 2133 60 1902
IpaB  TCGGAAGAACTTTGAGTTTGTT = CAATCATACTTGGACGCAATTC 1883 59 1743
IpaC  GACTGAATGATGAGGTGGAA  CCAACTCTCAGGCTAATAGAAC 1272 59 1092
IpaD  ATGATGGTGAAGTTGCCTTAT  CAGTCAGATTGCTGGTAACAT 1149 59 999
IpaH14  CGGAACTAACTGACCATCTC  GAAAGGGTACAAAGCAAACTG 1880 59 1728
IpaH25  GGAAGCAATACCTGGAGAAA GTCATATTCGCCCTGACTTT 1929 59 1692
IpaH45 GGTCACATTAACATGGGTAGAC — AGTCATCCTGTTTACCTCTTTC 1955 59 1725
IpaH7.8 TATCGGAAATGGTAAGTGAAA  GGTATTGAGCGAGGATTTAC 1878 56 1698
IpaH9.8  GTGCTGAAGTTCATTTCATGG CGTCACCAGGATATGCC 1890 58 1695

5.3 AMOSTRAS BACTERIANAS

As 14 cepas clinicas desde estudo foram selecionadas a partir de 30 amostras de

Shigellas provenientes de um estudo epidemioldgico realizado entre os anos 2007 e 2009 na
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cidade de Manaus (CRUZ et al., 2014). Destas amostras foram utilizadas 15 cepas de Shigella
spp, 10 S. flexneri, 4 S. boydii e a cepa Shigella flexneri 5a M90T como controle positivo.

5.4 RESULTADOS DA EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA total de Shigella foi extraido segundo o protoloco desenvolvido por Mota et
al., (2009), com algumas modificagdes. A extracdo mostrou-se eficiente, uma vez que ndo
degradou o DNA,; Na quantificacdo em gel podemos observar um DNA integro com bandas
definidas (Fig. 19A), e na quantificacdo por espectrometria usando o NanoDrop, verificamos
que a razdo A260/280 apresentou um grau de pureza adequado. Apds esses passos, fizemos a
avaliacdo da funcionalidade do DNA, através da amplificacdo do gene 16S especifico de
bactéria (Fig.19B). As amostras de DNA que passaram por esses critérios se apresentaram

viaveis para amplificacéo por PCR.
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Figura 19: Gel 1% da extracdo do DNA total e da amplificacdo do gene 16S. Em A) Extracdo do DNA total;
1: Lambda (10 ng/uL); De 2 a 14: produtos das extragdes das amostras clinicas de Shigella ; 16: extracdo da
cepa padrdo Shigella flexneri 5a M90T; Em B) amplificacdo do gene 16S com algumas amostras de DNA
extraidas; M: Marcador molecular de 1000 pb ( 1kb plus DNA Ladder — Invitrogem); 1 a 8: amplificacdo de gene
16S (1500 pb); N: controle negativo.
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5.5 PADRONIZACOES DOS INICIADORES

Resultado da amplificacdo e padronizacdo dos 20 pares de iniciadores referente aos
genes de viruléncia de Shigella spp. utilizando a cepa padrdo Shigella flexneri 5a M90T
(controle positivo).

A parti do protocolo padréo foi realizado a amplificagdo inicial dos genes. Varios
parametros foram testados, como a concentracdo inicial dos iniciadores (0,2 a 0,5 uM), do

MgCl2 (1 a 2 mM) e da temperatura de anelamento (Fig 20).

Volume de
Componentes da ~ .
~ uma reagao Conc. Final
reacdo de PCR
(uL)
Agua Miliqg 17,875
Tampédo 10x 2,5 1x
MgCl; (50 mM) 0,75/1 1,5/2mM
dNTPs (10 mM) 0,5 0.2 mM ou 200 uM
Primer Fw (10 mM) 0,5 0.2 uM
Primer Rv (10 mM) 0,5 0.2 yM
Taq 5U 0,125 1U
DNA 2 10 ng/pL
Volume Final 25

Figura 20: Quadro das Concentragdes dos reagentes da PCR utilizados para amplificagéo dos
genes

Ap0s Vvarios testes de otimizacdo das reacbes da PCR, as concentracGes dos reagentes,
condicdes da ciclagem, e temperatura de anelamento de cada iniciador foi estabelecida (anexo
1). A padronizacdo e amplificacdo dos genes utilizando os iniciadores IpaA, IpaB, IpaC e
IpaD sdo mostrados na figura (21-A), onde podemos observar a auséncia de bandas
inespecificas, de dimeros ou sobra dos iniciadores, destacando a especificidade e eficiéncia na
amplificacdo dos genes alvos.

A padronizacdo e amplificacdo dos genes referentes aos iniciadores IpaH1 ao IpaH7
(cromossomo), e IpaH1.4, IpaH2.5, IpaH4,5 (plasmideo), sdo mostrados na figura (21-B).
Onze dos doze genes IpaH (IpaH7.8 e 1paH9.8, resultado ndo mostrado) foram amplificados e
padronizados com éxito, sem bandas inespecificas, sem dimeros de iniciadores ou sobra de
reagentes, porém um par de iniciador referente ao gene IpaH2 (fig.21-B, Num.2) apresentou
bandas inespecificas, mesmo depois das alteracGes na concentracdo dos reagentes e nos testes

com temperaturas variadas, o que o impossibilitou de ser utilizado no estudo.



55

A padronizacdo dos genes referentes as enterotoxinas Shet2 e Shetl sdo mostrados na
figura (21-A e B), respectivamente. A figura C compde os testes de diferentes concentragoes
dos iniciadores em diferentes temperaturas do gene SenA, ja a figura D, demonstra a
padronizacdo dos genes SetlA (1,2,3 e N) e SetlB (4,5,6,e N) em diferentes concentracfes dos
iniciadores. A enterotoxina ShetlA é predominantemente encontrada em Shigella flexneri
sorotipo 2a, e raramente em outros sorotipos. A cepa padrdo Shigella flexneri 5a M90T
(controle positivo) ndo apresenta 0s genes que codificam para essa enterotoxina, entdo
utilizamos a cepa clinica 27 como controle positivo, ja que em estudos anteriores com essa
amostra foi detectado a presenca dos genes que codificam para a enterotoxina Shetl.

Os 19 pares de iniciadores foram otimizados, garantindo a especificidade na
amplificacdo das sequéncias-alvo. No gel de agarose podemos observar os fragmentos de

tamanhos correspondentes aos amplificados pelos iniciadores no PCR in silico (Fig. 21).

2000 pb pl W ————" — N wy W
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1000 pb
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Figura 21: Amplicons das padronizac¢des dos iniciadores com a cepa padréo de Shigella. Gel de agarose a
1% corado com brometo de etidio. M: Marcador molecular de 1000 pb (1kb — Ludvig); N: controle negativo
(sem DNA); Em A) 1- Gene IpaD (1149pb); 2- Gene IpaC (1272pb); 3- Gene IpaB (1883pb); 4- Gene IpaA
(2133pb). B) 1- Gene IpaH1 (2049pb); 2- Gene IpaH2 (1970 pb); 3- Gene IpaH3 (1925pb); 4- Gene IpaH4
(1902pb); 5-Gene IpaH5 (1902 pb); 6- Gene IpaH6 (1986 pb); 7- Gene IpaH7 (2065 pb); 8- Gene IpaH1.4 (1880
pb); 9- Gene IpaH2.5 (1929 pb); 10- Gene IpaH4.5 (1955 pb). C) Diferentes concentragdes dos iniciadores em
diferentes temperaturas de anelamento do gene SenA (1838 pb). D) Amplificacio dos genes Set1A e SetlB com a
cepa clinica 27 em triplicata; 1,2,3 gene SetlA (643 pb); 4,5,6 gene SetlB (347 pb).
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5.6 AMPLIFICACAO DOS GENES DE VIRULENCIA

Ap0s a determinacdo da temperatura de anelamento e das concentragdes dos reagentes
da reacdo de PCR, foi realizado a amplificacdo dos genes alvos com as cepas clinicas de
Shigella. Foram utilizadas 14 cepas clinicas de Shigella spp.

Os genes codificados pelo operon Ipa sdo responsaveis pela capacidade invasiva da
Shigella. Entre eles temos, os genes IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, todos presentes no plasmideo de
invasdo, sdo comunmente encontrados em espécies de Shigella; codificam os efetores
responsaveis pelo fendtipo invasivo de Shigella nas células epiteliais. Os genes IpaC, IpaD e
IpaA foram amplificados em 100% das cepas estudadas. Enquanto que, o IpaB amplificou em
71,4% (10/14) das amostras.

Na figura 22, podemos observar os géis das amplificagdes dos genes IpaA, IpaB, IpaC e

IpaD, respectivamente.

5 6 7 9 11 14 15 16 17 26 27 27d 36 + M2N 2 5 6 7 9 11 14 15 16 17 26 27 27d 36 + -~

P e e e e — -~

6 7 9 1114 15 16 17 26 27 27d 36 + 5 6 7 9 11 14 15 16 26 27 27d36 +

Figura 22: Imagens da amplificacdo dos genes Ipas. Géis & 1% corado com brometo de etideo. M: marcador
molecular 1000 pb (1kb-Ludvig); M2: marcador molecular 1000 pb (1kb plus - GeneRuler); N: controle negativo
(sem DNA); +: controle positivo (Shigella flexneri 5a M90T); NUmeros: identificacdo das cepas clinicas utilizadas
no estudo (2 a 36). A) Foto da amplificacdo do gene IpaA (2133 pb); B) Foto da amplificacdo do gene IpaB (1883
pb); C) Foto da amplificacdo do gene IpaC (1272 pb); D) Foto da amplificagdo do gene IpaD (1149 pb).

O gene IpaH € um importante fator de viruléncia, é responsavel pela modulacdo da
resposta imune do hospedeiro, e pode estar presente tanto no cromossomo como no plasmideo
de viruléncia. As cepas clinicas de Shigella podem apresentar até sete copias do gene IpaH no
cromossomo e até cinco copias no plasmideo. Na figura 23 podemos observar a amplificacdo
dos genes IpaH presente no cromossomo, respectivamente IpaH1 (A), IpaH3 (B), IpaH4 (C),
IpaH5 (D), IpaH6 (E) e IpaH7 (F).
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Todas as 14 amostras de Shigella tiveram 100% de amplificacéo para as genes IpaH1,
IpaH3, IpaH4, IpaH5, IpaH7, enquanto que, para o gene IpaH6 cerca de 12 (85,7%) amostras
tiveram amplificagdo positiva.

N 2 56 7 911 141516 17 26 27 27d 36 + M N 25 6 7 9 11141516 17 26 2727d 36 +

-
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Figura 23: Imagens das amplificagdes da familia multigénica IpaH. Géis & 1% corado com brometo de

etideo. M: marcador molecular 1000 pb (1kb-Ludvig); M1: marcador molecular 1000 pb (1kb plus - GeneRuler);

N: controle negativo (sem DNA); +: controle positivo (Shigella flexneri 5a M90T); Numeros: identificacdo das
cepas clinicas utilizadas no estudo (2 a 36). A) Foto da amplificacdo do gene IpaH1 (2049 pb); B) Foto da
amplificacdo do gene IpaH3 (1925 pb); C) Foto da amplificacdo do gene IpaH4 (1902 pb); D) Foto da
amplificacdo do gene IpaH5 (1902 pb); E) Foto da amplificacdo do gene IpaH6 (1986 pb); F) Foto da
amplificacdo do gene IpaH7 (2065 pb).

Na figura 24 podemos observar a amplificacdo dos genes IpaH presente no plasmideo,
na ordem a sequir IpaH1.4 (A), IpaH2.5 (B), IpaH4.5 (C), IpaH7.8 (D) e IpaH9.8 (E). Os
genes IpaH1.4 e IpaH4.5 tiveram a amplificacdo de 100% (14/14) das cepas estudadas, ja o
gene IpaH7.8 teve amplificacdo positiva em 11(78,5%) cepas clinicas. Quase todas as cepas
foram positivas para o gene IpaH9.8, tendo uma amplificacdo em 12 (85,7%) cepas, em
comparagdo com o gene IpaH2.5 que teve uma amplificagdo de apenas 51,8% (8/14).

As enterotoxinas sdo fatores de viruléncia envolvidos na diarreia aquosa causada por
Shigella. A enterotoxina Shetl é codificada por dois genes, o SetlA e SetlB, presente no
cromossomo, enquanto que, a enterotoxina Shet2 é codificada apenas pelo gene Sen, presente

no plasmideo. A figura 25, demonstra a amplificacdo do gene SenA e do gene Set1B nas cepas
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clinicas de Shigella. Os genes SenA e SenB amplificaram em todas as cepas de Shigella
(100%), enquanto que, os genes Set1lA e SetB em 13 (92,8%).
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Figura 24: Imagens das amplifica¢des da familia multigénica IpaH do plasmideo. Géis & 1% corado com
brometo de etideo. M: marcador molecular 1000 pb (1kb-Ludvig); M1: marcador molecular 1000 pb (1kb plus -
GeneRuler); N: controle negativo (sem DNA); +: controle positivo (Shigella flexneri 5a M90T); Nameros:
identificacdo das cepas clinicas utilizadas no estudo (2 a 36). A) Foto da amplificacdo do gene IpaH1.4 (1880 pb);
B) Foto da amplificacdo do gene IpaH2.5 (1929 pb); C) Foto da amplificacdo do gene IpaH4.5 (1955 pb); D) Foto
da amplificacdo do gene IpaH7.8 (1878 pb); E) Foto da amplificacdo do gene IpaH9.8 (1890 pb).
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Figura 25: Imagens das amplificacGes dos genes que codificam para as enterotoxinas Shetl e Shet2. Géis &
1% corado com brometo de etideo. M: marcador molecular 1000 pb (1kb-Ludvig); M1: marcador molecular
1000 pb (1kb plus - GeneRuler); N: controle negativo (sem DNA); +: controle positivo (Shigella flexneri 5a
M9O0T); Numeros: identificacdo das cepas clinicas utilizadas no estudo (2 a 36). A) Foto da amplificacdo do gene
SenA (1838 pb); B) Foto da amplificacdo do gene Set1B (357 pb).



Tabela 6: Presenca e auséncia dos genes de viruléncia nas cepas clinicas de Shigella spp.
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CEPAS
CLINICAS

GENES DE VIRULENCIA DE Shigella

IpaA IpaB IpaC IpaD IpaH1 IpaH3 IpaH4

IpaH5 IpaH6 IpaH1.4 IpaH2.5 IpaH4.5 IpaH7.8 IpaH9.8 IpaH7 SetlA SetlB

SenA

SenB

© N o 0N

11

15
16
17
26
27
27dzl
36

. Amplificagdo positiva dos genes de viruléncia;

Auséncia da amplificacdo do gene de viruléncia.
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5.7 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

Um total de 474 sequéncias referentes aos 19 genes de viruléncia de Shigella foram
sequenciadas. As sequéncias foram analisadas e processadas para remocdo de sequéncias de
baixa qualidade no pipeline PHRED/CAP3. Foi atribuido um valor de qualidade do Phred
maior que 20 a cada 100 pares de bases (0 que caracteriza 1 erro a cada 100 pb) para excluséo
de sequéncias de baixa qualidade. Apos essa triagem as sequéncias com a qualidade aceitavel
foram processadas para formacéo de contigs e singlets.

O numero das sequéncias de cada gene variou de acordo com a amplificacdo nas cepas
clinicas por PCR. A quantidade de amostras clinicas sequenciadas de cada gene esta descrita
na tabela 07 e 08. Das 474 sequéncias analisadas, 154 apresentavam o valor de qualidade
dentro do proposto, e estavam distribuidas entre 12 genes de viruléncia. Apos a triagem as
154 sequéncias foram processadas no programa CAP3, destas foram obtidas 134 sequéncias
Unicas (singlets) e 20 sequéncias contiguas (cada uma contendo 2 sequéncias) As sequécnias
de boa qualidade seram posteriormente depositadas no banco de dados do NCBI.

A ORF de cada gene foi analisada de acordo com o tamanho e qualidade dos
fragmentos obtidos no sequenciamento. Os tamanhos dos fragmentos variaram, sete genes
apresentaram sequéncias Unicas em ambas as extremidades da ORF (Fig. 26-B); Outros
quatro genes tiveram sequéncias unicas na extremidade 5’ ou na extremidade 3’ da ORF (Fig.
26-C e D). Apenas dois genes formaram contigs em todas as amostras, ou seja, as sequéncias

sense e anti-sense se alinharam formando uma s6 sequéncia (Fig.26-A).

A) B) 0) D)

GTTCAGCGET GTTCAGCGT GTTCAGCGT GTTCAGCGET
AATATTCCCTTCAT AATATTCCCTTCAT AATATTCCCTTCAT AATATTCCCTTCAT
ACTGGCTCCTGTCA ACTGGCTCCTGTCA ACTGGCTCCTGTCA ACTGGCTCCTGTCA
TTCACGGTGTCCGG TTCACGGTGTCCGG TTCACGGTGTCCGG TTCACGGTGTCCGG
GACAGAGGTACCTT GACAGAGGTACCTT GACAGAGETACCTT GACAGAGGTACCTT
CCTCCGGAATGACA CCTCCGGAATGACA CCTCCGGAATGACA CCTCCGGAATGACA
TAATTTCCTGETTCC TAATTTCCTGTTCC TAATTTCCTGTTCC TAATTTCCTGETTCC
GTCATTTTTATCCA GTCATTTTTATCCA GTCATTTTTATCCA GTCATTTTTATCCA
CAAATGCCCTGETCA CAAATGCCCTGTCA CAAATGECCCTGETCA CAAATGCCCTGTCA
CTTCCCAGTGTGAT CTTCCCAGTGTGAT CTTCCCAGTGTGAT CTTCCCAGTGTGAT
ATGGCTGETTATCCG ATGGCTGETTATCCG ATGGCTGTTATCCG ATGGCTGETTATCCG
ACTTAATGTCACTG ACTTAATGTCACTG ACTTAATGTCACTG ACTTAATGTCACTG
TTCAGCGAGGCGETT TTCAGCGAGGCGTT TTCAGCGAGGCETT TTCAGCGAGGCGTT
ACGTGA-3" ACGTGA-3' ACGTGA-3' ACGTGA-3’

Figura 26: Representacdo esquematica da analise das sequéncias dos genes de viruléncia. A) Analise
completa da sequéncia dos genes; B) Analise da extremidade 5’e 3’ das sequéncias dos genes; C e D), Analise da

extremidade 5’ e 3" das sequéncias dos genes.
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No resultado do sequenciamento dos genes de invaséo, apenas as sequéncias do IpaD e
IpaB foram analisadas quanto a presenca de polimorfismo. Estes tiveram sequéncias de boa
qualidade em ambas as extremidades, porém, apenas o IpaD que tem 999pb formou contig, ou
seja, 0 gene completo foi analisado. O gene IpaB apresenta 1743 pb, destas foi possivel
analisar cerca de 250 pb na regido 5" e 600 pb na regido 3".

Dos 11 genes IpaHs sequenciados, apenas 7 tiveram sequéncias de boa qualidade. Dos
que obtiveram sequéncias na extremidade 5’ ¢ 3’ temos: o IpaH2.5 que tem cerca de 1692 pb,
sendo que, foi analisado cerca de 560 pb na regido 5" e 550 pb na regido 3"; o gene IpaH7.8
que possui 1698 pb foi analisado cerca de 500 pb na regidao 5’ e 550 pb na regido 3’; ja o
IpaH1 com contém 1827 pb foi analisado cerca de 430 pb na regido 5” ¢ 370 pb na regido 3".
Os genes IpaHs que apresentaram fragmentos em apenas uma extremidade da ORF sdo: o
gene IpaH3 (1750 pb) que teve sequéncias de 310 pb na regido 5°; o0 gene IpaH4 (1644 pb)
apresentou sequéncias de 270 pb na regido 5°; O IpaH6 (1827 pb) teve fragmentos de 550 pb
na regidao 5’ e o IpaH7 (1764) que apresentou fragmentos de 600 pb na regido 3". Os genes
IpaHs apresentaram apenas sequéncias Unicas e foram analisadas e comparadas
individualmente.

Os genes SetlA, SetlB, SenA e SenB foram sequenciados. Apenas o SetlA ndo
apresentou sequéncias de boa qualidade e ndo foi possivel analisar a variabilidade genética.
Os trés genes restantes tiveram sequéncias de boa qualidade em ambas as extremidades da
ORF. O gene SenA que tem 1698 pb, foi obtido cerca de 600 pb na regido 5’ e 500 pb na
regido 3" e 0 gene SenB que possui cerca de 1710 pb, foi analisado cerca de 330 pb na regido
5’ e 450 pb na regido 3". O gene SetlA tem 186 pb na sua ORF e todas as amostras
sequenciadas tiveram uma boa qualidade e formaram contigs, possibilitando a analise do gene
completo.

As sequécnias de boa qualidade serdo depositadas no banco de danos do NCBI.

Os esquemas do tamanho do fragmento e o local analisado (extremidade 5’ ¢ 3’ da

ORF), e a regido interna do gene que n&o foi sequenciada sdo mostrados na tabela 07.
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Tabela 7: Descricdo do total dos fragmentos sequenciados de cada gene, resultado e
esquemas das regides analisadas de cada um.

Amostras Total de
sequenciad  Sequencias  Sequéncias . L .
Gene as de Unicas Contigs Regido analisada da ORF do gene
(5-3)* gualidade
F
IpaB 10 13 13 - - [250 pb |I 893 pb | _600pb Igf
 — —_—
IpaD 10 11 3 8 -4 999 pb [ [EX
l_. 872pb
IpaH2.5 8 10 10 - |_S60mb__| £ 260pb |3
‘l_. 648 pb
IpaH7.8 11 11 11 = 500 pb [ 550pb |3
— 1027pb
IpaH1 14 20 20 - *{ 430pb .' 370 pb |3’
—
IpaH3 14 8 8 . *[ 31095 } LDy s Y
—
IpaH4 13 8 8 - 27090 } 1374pb s Y
—
IpaH6 10 16 16 _ S ‘—'SSOpb 1277 pb <= =
IpaH7 14 10 10 - .LC 1274pb |__s00pb |3’
—
Set1B 12 12 - 12 186 pb [ EX
—
SenA 14 21 21 - ‘[ 600pb 738pb 3
= a0k
*| 330pb P P 3
SenB 14 14 14 . ‘
144 x 2
Total - 288 154 134 20

Legenda: As amostras foram sequenciadas em ambas as extremidade 5” ¢ 3’ (ex: 10 amostras = 10 sequéncias
sense + 10 anti-sense). [ Regi&o e quantidades de bases de nucleotideos que foram analisados. = Regi&o
do gene e quantidade de bases de nucleotideo que nédo foi sequenciada ou que nao foi possivel analisar.

As sequéncias de 6 genes de viruléncia tiveram uma baixa qualidade, o que

inviabilizou a pesquisa de polimorfismo, porém a analise de uma regido curta do gene na

ferramenta BLASTN, possibilitou a identificacdo do respectivo gene — alvo (Tabela 08).
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Tabela 8: Sequéncias de baixa qualidade e seus respectivos genes

G Amostras Total de sequéncias de
ene . . . :
sequenciadas baixa qualidade
IpaA 10 20
IpaC 14 28
IpaH1.4 14 28
IpaH4.5 14 28
IpaH9.8* 14 -
IpaH5 14 28
SetlA 13 26
Total 93 x 2
158
=186

* NUmeros indicam as amostras foram sequenciadas em ambos os sentidos
sense e anti-sense (ex: 10 amostras = 10 sequéncias sense + 10 anti-sense).
* IpaH9.8 ndo teve sequéncias.

As sequéncias geradas foram comparadas com sequéncias depositadas nos bancos de
dados do NCBI usando a ferramenta BLASTN (Anexo 2). A partir do alinhamento local
verificamos a similaridade entre as sequéncias anotadas contra as de cada gene
(individualmente). Todas as 154 sequéncias dos 12 genes de viruléncia tiveram 99% ou 100%
de identidade, sendo que a primeira entrada sempre correspondia 0 organismo de interesse e 0
respectivo gene — alvo (Tabela 09). As sequéncias que apresentaram 99% de identidade foram
analisadas individualmente para identificacdo de variantes de nucleotideo. A anélise da
mudanca de base também foi verificada no seu respectivo eletroferograma, e fim de confirmar
o0 nucleotideo modificado e se o pico estava definido.

Apos a identificagdo das mutacfes nos genes, foi feito uma anélise mais detalhada
dessas alteragfes. As sequéncias dos genes que apresentaram mutacdes foram submetidas ao
programa BLASX do NCBI, para verificar se a mudanc¢a do nucleotideo resultou na alteracéo

0 aminoacido na proteina.
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Tabela 9: Resultado da analise no programa BLATN

Total de Presenca

Gene Sequencias de Blastn Query Espécie de variantes de

qualidade Nucléotideo

IpaB 13 100% 100% Shigella spp. -

IpaD 1 99% /100% 100% Shigella spp. +
IpaH2.5 10 99% /100% 100% S. flexneri +
IpaH7.8 11 99% /100% 100% Shigella spp. -

IpaH1 20 99% /100% 100% Shigella spp. -

IpaH3 8 99% / 100% 100% Shigella spp. +

IpaH4 8 99% / 100% 100% Shigella spp. -

IpaH6 16 99% / 100% 100%/ Shigella spp. +

IpaH7 10 100% 100% S. flexneri -

SetlB 12 100% 100% S. flexneri -

SenA 21 99% / 100% 100% S. flexneri +

SenB 14 99/100% 100% Shigella spp. -

5.8 IDENTIFICACAO DA VARIABILIDADE GENETICA

Neste estudo foram identificadas 9 mutacdes de ponto em 5 genes de viruléncia de
Shigella, sendo eles, o gene IpaD, SenA, IpaH3, IpaH2.5 e IpaH®6.

No gene SenA foi identificada uma mutacdo de substituicdo de base na amostra 17,
posicdo 83 da sequéncia do nucleotideo de C> T. Essa substituicdo de transicdo gerou uma
mutacao missense (Tre -> lle) na sequéncia do aminoacido da proteina.

No gene IpaH3 foram identificadas 3 substituicbes de bases distribuidas entre 7
amostras de Shigella. Nas amostras 2, 9, 15 e 27 foi identificada uma substituicdo de transicédo
na posicao 79 de A > G (Fig. 27-A). Nas amostras 14 e 16 foi encontrada uma substituicdo de
transicdo na posicdo 309 de G > A (Fig. 27-B). Ja na amostra 17 foi identificada uma
transversdo na posicdo 366 de C > A. Essas substituicdes resultaram em 2 mutagdes missense
(Lys -> Glu; Asn -> Lys) e em 1 mutacéo silenciosa (GIn -> GIn) na sequéncia da proteina do
IpaH3. A figura 27-A e B representa o alinhamento multiplo obtido pelo programa BioEdit
Sequence Alignment Editor dos nucleotideos do gene IpaH3 das amostras de Shigella, e

mostra a regido em que foi identificado as alteraces.
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Figura 27: Alinhamento das sequéncias de nucleotideo no programa BioEdit. A) Substituicdo de base
de A->G nas amostras 2, 9, 15 e 27 encontrada no gene IpaH3. B) Substituicdo de base de G -> A nas
amostras 14, 16 encontrada no gene IpaH3. As setas indicam aonde ocorreram as variagdes nucleotidicas

nas amostras de Shigella.

O gene IpaH6 apresentou uma Unica substituicdo na amostra 11, especificamente na

posicdo 481 de A > G (Fig 28). Essa transicdo ndo causou alteracdo na sequéncia de

amino&cido e também foi classificada como mutacédo silenciosa. O gene IpaH2.5 teve uma

substituicdo de base nas amostras 2 e 9, essa substituicdo foi identificada na posicéo 195 de G

> A, porém, na sequéncia de aminoacido essa substituicdo ndo gerou nenhuma mudanca,

sendo classificada como mutacéo silenciosa.
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Amostra 2 IpaH2.5
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CP012142.1 S. flexneri
CP012138.1 S. flexneri
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CP001384.1 S. flexneri

Figura 28: Alinhamento das sequéncias de nucleotideo do gene IpaH2.5. Amostras 2 e 9 de Shigella e
das sequéncias de referéncia do NCBI. A seta indica aonde ocorreu a variacdo do nucleotideo das amostras.

O IpaD foi o gene mais caracterizado no estudo, pois obtivemos a sequéncia completa
de sua ORF, além de serem identificadas mutacGes em 4/10 amostras sequenciadas. As
amostras 11, 14, 26 apresentaram 3 substitui¢fes de bases (p.591 C >A; p.672 G > T; p.715 G
> A). No eletroferograma foi possivel verificar um pico bem definido e sem sobreposicéo, o
que indica uma substituicdo de base (Fig. 29-A). A amostra 17 apresentou apenas uma
substituicdo de base (p.591 C > A) das citadas anteriormente. Destas substituicdes 2 sdo de
transversdes (C>A; G>T) e 1 é de transicdo (G>A). A andlise das mutacdes fora
adicionalmente investigada na estrutura proteica do IpaD. Nenhuma dessas variantes de
nucleotideos foram identificadas nas outras 6 sequéncias do gene IpaD, e foram 100%
idénticas com a sequéncia referéncia do GenBank (numero de acesso CP012142.1), sendo a
primeira sequencia do alinhamento.

A figura 29-B representa o alinhamento multiplo obtido pelo programa BioEdit
Sequence Alignment Editor dos nucleotideos do gene IpaD das amostras de Shigella, e mostra
a regido em que foi identificado as alteragdes.
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Figura 29: Analise da sequéncia do gene IpaD. A) Eletroferograma do gene
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IpaD, as setas indicam o

polimorfismo identificado. B) Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene IpaD das amostras de
Shigella contra as sequéncias do NCBI. As setas indicam aonde ocorreram as varia¢fes nucleotidicas nas amostras

de Shigella.
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As substituicdes do gene IpaD resultaram em trés muta¢fes missense na proteina do
IpaD. As trés mutagdes resultaram nas alteragdes dos aminoacidos nas respectivas posicdes e
residuos 197 (Lisina -> Asparagina), 224 (acido aspartico -> Glutamato) e 239 (Lisina ->
Glutamato). Na figura 30 A e B podemos observar as posi¢es das mutagcdes na estrutura da
proteina IpaD, também submetos a sequéncia de aminodcidos no programa de modelagem
Swiss-Model (BIASINI et al., 2014), que faz a predicdo de estruturas protéicas atravéz da
busca de similaridade com sequéncias de aminoacidos depositadas nos bancos de dados do
BLASTP (NCBI) e PDB (Banco de Dados de Proteinas). Na figura 30-C, podemos observar o
provavel modelo da proteina IpaD das amostras clinicas de Shigella, a identidade entre as

sequéncias foi de 96.42 %.

A B C

Dominio X -
globular |~ { >

Modelo proposto para
o IpaD pelo programa
SWISS-MODEL

Figura 30: Identificagcdo das mutacdes na estrutura do IpaD. Em A) o dominio globular mostra a mutagdo na
posicdo 224 (Asn — Glu); B) No dominio globular a mutagdo na posi¢do 239 (Lys — Glu), seta preta indica a
mutacdo na posicdo 197 (Lys — Asn); C) Modelo proposto pelo programa SWISS-MODEL para o IpaD, segundo
a similaridade com estruturas depositados no PDB e com sequéncias de aminoacidos do NCBI.

Na tabela 10 podemos observar o resumo das mutac6es encontradas no estudo e suas
respectivas caracteristicas. Ja na tabela 11 podemos observar as mutacGes nas amostras
clinicas. A amostra 17 apresentou 3 mutacOes, sequida das amostras 14, 11, 09, 02 que
apresentaram 2 mutagdes e por fim as amostras 15, 16, 26, e 27 que apresentaram apenas 1
mutacé&o.
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Tabela 10: Caracteristicas das mutac6es encontradas no estudo

Mudancas

Amostras Mudanca de ~
Gene o de S Mutacdes
Clinicas nucleotideo aminoécido
p.591C>A Lys »Asn N&o sinbnima/-
11, 14, 26 o
IpaD 17+ p.672G>T Asp = Glu Né&o sinénima/+
p.715G>A Lys ¥ Glu Né&o sinénima/+
SenA 17 p.83C>T Tre —plle Né&o sinbnima/-
2,9,15, 27 p.79A>G Lys—» Glu N4o sinbnima/+
IpaH3 14,16 p.309G>A GlIn Silenciosa
17 p.366C>A Asn —» Lys Né&o sinénima/-
IpaH2.5 2,9 p.195G>A Leu Silenciosa
IpaH6 11 p.481A >G Lys Silenciosa

* Amostra 17 apresenta apenas uma substituicéo.

Tabela 11: Identificacdo das mutagdes nas sequéncias dos genes de viruléncia em suas
respectivas cepas clinicas.

GENES DE VIRULENCIA DE Shigella
IpaD IpaH1 IpaH3 IpaH4 IpaH6 IpaH2.5 IpaH7 IpaH7.8 SetlB SenA SenB

CEPAS
IpaB

[EN
~

27

27dzi [
3 [

Legenda: . Sequéncias analisadas sem variantes de nucleotideos; Il : Sequéncias analisadas com
polimorfismo; B Amostras gue ndo foram sequenciadas.

Nosso estudo se baseou em um estudo preliminar realizado por nosso grupo com cepas
clinicas de Shigella, onde foi constatada uma variacdo na presenga dos genes de viruléncia.
Também foi observado uma relagdo entre a presenca da enterotoxina Shetl com o sintoma de

diarreia, e o gene IpaH com a febre e presenca de sangue nas fezes.
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Com isso, propomos a realizacdo da tipagem molecular de um nimero maior de genes
de viruléncia para verificar o perfil regional genético das cepas clinicas de Shigella. Assim,
como realizar a genotipagem dos genes para identificar as variantes genéticas que podem estar
relacionadas com diferentes fenotipos originando uma sintomatologia diversificada entre os
pacientes. Notamos que a amostra 17, que apresentou mais mutagdes, expressou quase todos
os sintomas clinicos verificados, sendo que as amostras 14, 11, e 02 que também
apresentaram mutacdes, observou-se uma sintomatologia clinica variada. Concluimos que
mutacdes potuais podem estar relacionadas a variacdo fenotipica de amostras clinicas de
Shigella, no entanto estudos adicionais deveram ser realizados, como um novo
sequenciamento para confirmar as mutacGes encontradas no estudo, assim como ensaios in
vivo e in vitro, a fim de verificar se essas mutacdes interferem na patogenicidade de Shigella,
aumentando ou diminuindo sua patogénese. Na tabela 12 podemos observar que todos os
isolados causaram diarreia em 100% dos pacientes, sequido do sintoma febre, muco,

desidratacdo, sangue oculto nas vezes, sangue visivel e vomito.

Tabela 12: Sintomatologia clinica relacionada as amostras de Shigella spp.

SINTOMATOLOGIA

CEPAS R . SANGUE
DIARREIA FEBRE VOMITO DESIDRATACAO MUCO OCULTO NAS
FEZES

11

14

15

16

17

26

27

27dzl

36
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6 DISCUSSAO

A tipagem molecular baseada na amplificacdo de sequéncias nucleotidicas de bactérias
patogénicas € uma importante ferramenta para identificagdo e caracterizacdo de estirpes
bacterianas e contribuem significativamente para estudos clinicos e epidemiolégicos. Nossa
hipdtese é de que os isolados clinicos de Shigella possuem um conjunto de genes relacionados
a viruléncia, e que estes podem apresentar variacbes génicas que podem influenciar na
expressao de diferentes fenotipos de viruléncia.

O principal objetivo do estudo foi pesquisar a presenca de polimorfismo em alguns

genes de viruléncia de Shigella a partir da amplificacdo por PCR e sequenciamento.

6.1 DETECCAO DOS GENES DE VIRULENCIA NAS AMOSTRAS CLINICAS DE
Shigella spp.

A patogenicidade de Shigella se deve a presenca de genes de viruléncia codificados
em todo o genoma. O plasmideo de viruléncia é a chave da infecgdo nas células epiteliais,
uma vez que, alberga os genes responsaveis pela invasdo nas células epiteliais, escape do
vacuolo e a morte dos macrofagos.

Os genes de viruléncia selecionados para o estudo sdo frequentemente identificados
em estudos epidemiolédgicos com isolados de Shigella (CRUZ et al., 2014; MOKHTARI et
al., 2012; QU et al., 2014; SHARMA,; SINGH; BAJPAI, 2010). Farshad e coloboradores
(2006), mostraram que a identificacdo dos genes IpaBCD e IpaH em amostras clinicas por
PCR foi eficiente, visto que todos os 82 isolados foram positivos para ambos 0s genes.

Dos genes que foram pesquisados temos, as invasinas Ipas, codificadas no plasmideo
de viruléncia, sdo imprescindiveis para a invasdo de Shigella nas células epiteliais (YANG, et
al, 2015; SANSONETTI, 2001). Os genes IpaH que modulam a resposta imunoldgica do
hospedeiro e favorecem a sobrevivéncia e infec¢do bacteriana, cujo efetores sdo codificados
por genes plasmidiais e cromossomais. Embora esses efetores sejam muitos semelhantes,
estudos revelam que a regido N-terminal rica em leucina (LRR) é diferente entre os efetores e
¢ responsavel pelo direcionamento e reconhecimento do substrato alvo (ASHIDA,
SASAKAWA, 2016).

O operon Ipa codifica os genes IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, no entanto estudos que
identificam esses genes individualmente em cepas clinicas de Shigella séo raros, visto que, a

maioria dos estudos de genotipagem molecular utilizam iniciadores universais, fato que
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ocorre com o0s genes lIpas, que s&o identificados com o par do iniciador IpaBCD
(FARUQUE et al., 2002) que amplifica uma regido conservada entre 0s quatro genes.
Semelhantemente ocorre com os genes IpaH, que apresentam 12 copias em todo o genoma de
Shigella, fato que torna o estudo limitado, uma vez que se precisa caracterizar o genotipo de
viruléncia de um isolado patogénico.

Nosso estudo se diferencia dos demais, pois a tipagem molecular dos genes de
viruléncia foi realizada com iniciadores especificos, ou seja, que amplificam cada invasina
Ipa individualmente, j& que cada gene codifica para uma proteina diferente em tamanho,
estrutura e funcdo. Os genes IpaC, IpaD e IpaA foram identificados em todas as amostras,
sequido do gene IpaB com 71,4%. Quatro amostras ndo apresentaram o gene IpaB; a falta de
uma dessas invasinas sem duvida é um prejuizo grande para Shigella. O gene IpaB por sua
vez é critico para a patogénese de Shigella, devido a multiplas funcbes exercidas por esse
efetor, dentre elas, causar a morte do macrofago, facilitar o escape do vacuolo, promover a
fragmentacdo e o desaparecimento do complexo de golgi, além de regular a secrecdo de
efetores na ponta da agulha do sistema de secrecdo T3SS (MOUNIER et al., 2012; SHEN et
al., 2010; YANG et al., 2015). Estudos confimaram que a auséncia do gene IpaB, viabiliza a
fagocitose e destruicdo de Shigella por células do sistema imune inato, j& a sua presenga em
macrdfagos e células dendriticas infectadas ocasiona uma rapida morte celular favorecendo a
disseminacéo de Shigella (EDGEWORTH et al. 2002; NONAKA, 2003).

Para amplificacdo da familia multigénica IpaH, foi desenhado cerca de 12 pares de
iniciadores, porém foram utilizados apenas 11. Cerca de 7 copias do gene IpaH tiveram
amplificacdo em 100% das cepas estudadas, e 5 cdpias tiveram amplificagcdes variadas, sendo
que, o IpaH6 e IpaH9.8 foram amplificados em 85,7% das amostras, seguido do IpaH7.8 que
teve amplificacdo positiva em 78,5% das cepas, em comparacdo com o gene IpaH2.5 que teve
uma amplificacdo de apenas 51,8%. Foram utilizadas 14 amostras clinicas de Shigella para
amplificacdo de 11 cdpias dos genes IpaH, se positivos totalizariam cerca de 154 amplicons,
porém no estudo foram obtidos cerca de 141 amplicons que caracteriza 91,5% de
amplificagdo positiva.

Estudos demonstram que a deteccdo do gene IpaH pode servir como marcador
molecular para indicar a presenca de Shigella em aguas ambientais. Na caracterizacao
genotipica de genes de viruléncia de 40 isolados de Shigella spp. por PCR, foi observado a
presenca do gene IpaH em todas as amostras, sequido do gene IpaBCD presente em 23
isolados (SHARMA,; SINGH; BAJPAI, 2010). Em outro estudo realizado por NA-UBOL e
colaboradores (2006) pesquisando a presenca do gene IpaH em 183 amostras de pacientes
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com shigelose, o gene teve uma amplificacdo positiva para todos os isolados. Devido a esses
fatos, o gene IpaH é um alvo atraente para ferramentas de diagndstico, visto que, a perda do
plasmideo de viruléncia, ndo inviabiliza sua amplificacdo, uma vez que também esta presente
no cromossomo. No entanto, a identificacdo de uma copia do gene IpaH ndo é um indicador
absoluto de viruléncia (MOKHTARI et al., 2012).

Por fim temos as enteroxinas Shetl e Shet2 que foram descritas por alterarem o
transporte de agua e eletrolitos no intestino e sdo constantemente relacionadas com a presenca
da diarreia aquosa em pacientes com shigelose (FAHERTY et al., 2012; NIYOGI; VARGAS;
VILA, 2004). Shetl é codificada por dois genes cromossomais (SetlA e SetlB), ja a
enterotoxina Shet2 é codificada pelo gene Sen presente no plasmideo.

A amplificacdo dos genes SenA e SenB foi de 100%, sendo que apenas uma amostra
ndo apresentou 0s genes SetlA e SetlB o que significa uma amplificacdo de 92,8%.
Resultados parecidos foram encontrados por Zhang e colaboradores (2014), onde 99% dos
isolados apresentavam o gene Sen, no entanto, 0 mesmo ndo ocorreu com 0s genes SetlA e
Set1B que tiveram uma amplificacdo de 29,3 e 32,8%, respectivamente.

Em nosso estudo foi possivel caracterizar o perfil de viruléncia de 14 amostras clinicas
de Shigella, que foram pesquisadas quanto a presenca de genes de viruléncia utilizando
iniciadores especificos desenvolvidos no estudo. No resultado da tipagem molecular,
podemos destacar 10 cepas (2, 7, 9, 11, 14, 15, 16, 17, 26, 27) que apresentaram 19 ou 18
genes de viruléncia. No que diz respeito a presenca dos genes de viruléncia, podemos sugerir
gue essas amostras albergam em seu genoma uma grande variedade de genes moduladores da
resposta imunolégica, assim como o0s genes responsaveis pelo seu fenétipo invasivo.

No entanto a amostra 6 foi a que menos apresentou 0s genes de viruléncia, visto que
teve uma amplificacdo positiva para 11 dos 19 genes investigados, e 0s motivos dessa

diferenca ndo estdo muito bem esclarecidos.

6.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS

Nessa etapa visamos identificar variantes de nucleotideos relacionados a genes de
viruléncia de Shigella. Apesar dos resultados da amplificacdo dos genes de viruléncia serem
obtidos com sucesso, no sequenciamento alguns genes apresentaram sequéncias de baixa
qualidade e outros ndo formaram contigs. O objetivo inicial do grupo era analisar a ORF
completa do gene, porém por motivos técnicos ndo obtivemos os fragmentos de tamanho

esperado, no entanto, foi feito a analise parcial das sequéncias génicas.
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Dos 19 genes que foram sequenciados para identificacdo da variabilidade genetica,
apenas 12 puderam ser analisados. Apenas dois genes SetlB e IpaD tiveram sequéncias
contiguas no sequenciamento, enquanto que os genes IpaB, IpaH2.5, IpaH7.8, IpaH3, IpaH4,
IpaH®6, IpaH7, SenA e SenB tiveram apenas sequéncias Unicas.

A sequéncia de cada gene foi analisada comparativamente com as sequéncias de
Shigella spp. disponiveis no GenBank. As sequéncias dos genes IpaB, IpaH1, IpaH7 e SetlA
apresentaram 100% de identidade com as sequéncias dos bancos de dados do NCBI, os genes
IpaH2.5, 1paH7.8, IpaH3, IpaH4, IpaH6, IpaD, SenA e SenB tiveram 99% de identidade,
sendo que apenas 5 deles apresentaram mismetch que foram caracterizados como mutagdes.
Pelo fato dessas mutacGes serem identificadas em uma regido codificante, foi verificado o
efeito dessa mutacdo na sequéncia de aminoacidos da proteina.

A maioria dos estudos que tentam determinar a base genética de bactérias se limita a
identificacdo de clones emergentes que apresentam o fenotipo de interesse (LEES et al.,
2016). A variacdo genética em procariotos € um dos principais mecanismos de evolucdo
bioldgica. Essas variacbes geralmente ocorrem espontaneamente por erros durante a
replicacdo do DNA que ocasionam alteracdes na sequéncia de nucleotideos como
substituicdes, insercdes e delecbes (ARBER et al., 2000; GYLES; BOERLIN, 2014).

Os genes que apresentagdo mutacOes foram o IpaD, SenA, IpaH3, IpaH2.5 e IpaH®6.
No resultado do sequenciamento do gene SenA, apenas a amostra 17 apresentou uma
substituicdo de base na posi¢do 83 do nucleotideo, e foi identificada como substituicdo de
transicdo de C > T, que resultou numa mutacdo missense, ou seja, a alteracdo de um Unico
nucleotideo provocou a formagdo de um codon que codifica um aminoéacido diferente do
original. Essa substituicdo resultou na alteracdo do aminoacido treonina por uma isoleucina.

O mecanismo de recombinacao contribui para a diversidade genética entre populacbes
bacterianas, porém, eventos como este sdo concentrados em loci particulares, conhecidos
como hotspots, e geralmente estdo relacionados a genes que estdo em constantes pressoes
seletivas, como 0s genes que interferem na resposta imune do hospedeiro e genes de
resisténcia a antibiético (CHEWAPREECHA et al., 2014). Evento que pode esta relacionado
com os genes IpaHs, uma vez que, seus efetores trabalnam em sincronismo para atenuar a
resposta imunologica do hospedeiro.

Dos 7 genes lIpaHs analisados, 3 apresentaram mutacdes em sua sequéncia de
nucleotideo. O gene IpaH6 que apresentou uma substituicdo de base na posicéo 481 de A > G

em uma amostra clinica, j& no gene IpaH2.5, as amostras 2 e 9 apresentaram uma substituicdo
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de base na posicdo 195 do nucleotideo de G > A. Ambas as muta¢gdes ndo alteraram o
aminoacido na sequéncia da proteina e sdo ditas como mutacdo silenciosa.

O gene IpaH3 apresentou uma maior variacdo genotipica entre as amostras clinicas
estudadas, sendo que, so foi analisado um trecho de 350 pb na extremidade 5°, o que nos leva
acreditar que a ORF completa desse gene possui um namero significativo de mutacdes.

No gene IpaH3 as amostras 2, 9, 7 e 27 apresentaram uma substituicdo na base na
posicdo 79 de A > G, que conferiu uma mutacdo missense e causou a modificacdo do
aminoacido Lisina pelo &cido glutdmico. As amostras 14 e 16 exibiram uma substituicdo de
base na posi¢do 309 de G > A, e ndo alterou o aminoacido na sequéncia da proteina,
resultando numa mutacéo silenciosa. J& a amostra 17 teve uma substituicdo de base na posicdo
336 da sequéncia de C>A que ocasionou uma mutacdo missense, e alterou o aminoacido
asparagina para lisina na sequéncia da proteina.

Algumas mutac¢Bes podem ser benéficas ou desfavoraveis, se conferir uma vantagem a
estirpe selvagem, em certas condicbes ambientais a mesma supera 0 crescimento da sua
linhagem original e substitui a progénie dando origem a outros mutantes. Este é o caso de
mutacdes que conferem resisténcia a antibioticos, em que o mutante resistente e selecionado
em um ambiente na qual as bactérias sdo expostas ao antibiético em questdo (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

O gene IpaD apresentou trés substituicbes de bases nas sequintes posices e
nucleotideos, posi¢do 591 de C>A, posicdo 672 de G>T e na posicdo 715 de G>A. Essas
substituicdes resultaram em trés mutacbes missense ndo sinomimas, duas conservativas ou
seja, 0 aminoacido trocado apresenta funcdo similar ao aminoécido original, e uma n&o-
conservativa, 0 aminoacido substituido apresenta uma funcdo diferente do original. As trés
mutacdes foram identificadas no dominio C-terminal do IpaD, e podem diminuir, inativar ou
aumentar a funcdo desse efetor. Estudos relatam que mutacdes de um Unico aminoacido no
complexo da ponta da agulha (formados pelos IpaD, IpaC e IpaB), altera a sua conformagéo
estrutural e resulta numa secrecdo desregulada atravez do translocon (KENJALE et al., 2005;
VEENENDAAL et al., 2007). J4 em outro estudo insvestigando o papel do IpaD na ponta da
agulha, foi realizado a selecdo de mutantes em meio induzido com vermelho de congo, os
mutantes apresentaram substituicdo de alguns aminoacidos, e uma mutacdo foi analisada
quanto a interferéncia na atividade do IpaD. Todos os mutantes localizados na regido C-
terminal apresentaram um defeito na regulacdo da secrecdo e na transducdo de sinal na ponta
da agulha do T3SS (ROEHRICH et al., 2013).



76

MutacBes em uma regido codificante podem ter um efeito deletério (inativacdo ou
baixa atividade) ou benéfico (actividade melhorada ou nova) (MURRAY et al., 2006).

A ponta da agulha do T3SS é formada por quatro moléculas do IpaD e uma do IpaB,
sendo que, o dominio C-terminal dessas proteinas € necessario para montagem e ligacdo na
ponta do T3SS. A regido C-terminal do IpaD apresenta um dominio globular que é necessario
para a interacdo IpaD-IpaB. Duas mutacGes foram identificadoas no dominio globular e
podem prejudicar a interacdo entre esses efetores, e consequentemente diminuir a invasao de
Shigella nas células epiteliais, uma vez que, a proteina IpaD € o primeiro translocador que se
liga na ponta do T3SS, esse recruta 0s outros efetores IpaB e IpaC que se inserem na
membrana plasmatica e formam o poro que libera os outros efetores no citoplasma da célula
hospedeira.

Com isso uma ou mais mutacdes no dominio C-terminal desse efetor pode alterar
drasticamente a sua atividade e a invasdo de Shigella nas células epiteliais, uma vez que, a
proteina IpaD se localiza na cima da agulha do sistema de secre¢do T3SS, e serve como um
sinalizador para ligacdo dos efetores IpaB e IpaC na ponta da agulha.

O estudo da identificacdo de determinantes genéticos especificos é essencial para
compreender 0 mecanismo de patogénese e a propagacao de variantes virulentas na populacao
de Shigella. Mais estudos sdo necessarios para determinar as variantes genéticas dos genes de
viruléncia, uma vez que, a identificacdo de uma variacdo associada a qualquer caracteristica
requer que a mesma ndo esteja unicamente presente em uma unica linhagem clonal (LEES et
al., 2016). Estudos com uma quatidade amostral maior deverdo ser realizados, a fim de
confirmar as mutagcfes encontradas neste estudo, assim como um aprofundamento mais
especifico do efeito dessas mutacBes no fendtipo de viruléncia das amostras clinicas.

A variacdo da presenca e/ou auséncia dos genes de viruléncia em isolados clinicos de
Shigella, foram primariamente observados em estudo prévio realizado por nosso grupo de
pesquisa. Onde a caracteristica de existéncia ou ndo destes genes foram relacionados aos
sinais e sintomas classicos da shigelose (CRUZ et al., 2014). As variantes de nucleotideos
encontradas nos genes de viruléncia podem estar relacionadas a sintomatologia clinica variada
encontrada no estudo anterior. Essas alteracGes podem interferir de alguma forma na
expressao dos genes de viruléncia e nosso estudo € um indicio de que mutagdes pontuais

podem influenciar no fendtipo dos isolados e resultar em manifestac6es clinicas variadas.
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CONCLUSAO

e Os iniciadores desenvolvidos no estudo foram especificos para os genes alvos e
amplificaram com éxito os genes de viruléncias nas cepas clinicas Shigella sp;

e A amplificagdo dos genes do sistema de secrecdo Ipa nas cepas clinicas foi realizada
com sucesso. Os genes IpaA e IpaC e IpaD amplificaram em 100% das amostras,
seguido do IpaB que teve uma amplificacdo positiva em 71,4% das amostras;

e A amplificacdo dos genes moduladores da resposta imunologicas IpaHs foi positiva
em todas as amostras. Das 11 cépias do IpaH estudadas no estudo, 7 (IpaH1, IpaH3,
IpaH4, IpaH5, IpaH7, IpaH1.4 e IpaH4.5) tiveram 100% de amplificacdo, sequido do
IpaH6 e IpaH9.8 com 85,7%, IpaH7.8 com 78,5% de amplificacdo e IpaH2.5 que
amplificou em apenas 51,8% das amostras clinicas;

e A amplificacdo dos genes com codificam para as enterotoxinas ShelA e ShetlB foi
obtido com sucesso. Todas as amostras apresentaram 100% de amplificacdo para os
genes SenA e SenB, seguido do gene SetlA e SetlB com 92,8% de amplificacdo
positiva;

e Dos 12 genes analisados para busca de variantes de nucleotideos, 5 apresentaram
mutacBes de ponto. O gene IpaH3 apresentou substituicdes de nucleotideo em 7
amostras, sequido do IpaD que apresentou polimorfismo em 4 amostras clinicas que
resultaram em 3 muta¢des missense na sequéncia de aminoacidos da proteina;

e Esses resultados representam uma inovacdo no ambito da identificacdo da
variabilidade genética de Shigella, e de como o0 comportamento da expressao positiva
e/ou negativa destes genes podem influenciar diretamente nas manifestacdes clinicas

da doenga.
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ANEXO 1
PADRONIZAGAO DOS PRIMERS DE SHIGELLA spp.
GENE FW -10mM | Rv-10mM MgCI2 -50mM MgCi2-25mM | DNTP- 10mM | Tampao 10x Taq 5U DNA Ta Tamanho
0,5uL 0,25puL
ShetlA 0,75 pL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5uL 0,125 pL 2L 59 643pb
0,25puL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
ShetlB 0,75 puL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 puL 2 uL 59 357pb
0,25uL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
Shet2-1 0,75 puL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 pL 2,5 puL 0,125 plL 2 uL 59 1838pb
0,25uL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
Shet2-2 0,75 puL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 pL 2,5uL 0,125 plL S5uL 59e60 | 1878pb
0,25uL 0,5uL
IpaA 0,5uL 0,5uL 1puL-2mM 2ulL -2mM 0,5 pL 2,5uL 0,125 plL 2 uL 60 2133pb
0,5uL 0,25uL
IpaB 0,75 uL -1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 uL 2 uL 59 1883pb
0,25uL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
IpaC 0,75 uL -1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 uL 2 uL 59 1272pb
0,25uL 0,5uL
IpaD 0,5uL 0,5uL 0,75 uL -1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 uL 2 uL 59 1149pb
IpaH1 0,5uL 0,5uL 1puL-2mM 2ulL -2mM 0,5 pL 2,5uL 0,125 plL 2 uL 59 2049pb
0,5uL 0,25uL
IpaH3 0,75 puL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 puL 2,5 uL 0,125 plL 2 uL 59 1925pb
0,25uL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
IpaH4 0,75 puL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 puL 2,5 uL 0,125 plL 2 uL 59 1902pb
0,25uL 0,5uL
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GENE FW -10mM | Rv-10mM MgCI2 -50mM MgCI2-25mM | DNTP- 10mM | Tampao 10x Taq 5U DNA Ta Tamanho
0,5uL 0,25uL
Ipah5 0,75 pL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 pL 2 uL 59 1902pb
0,25uL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
IpaH6 0,75 pL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 pL 2uL 59 1986pb
0,25uL 0,5uL
0,5uL 0,25uL
IpaH7 0,75 pL-1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 pL 2uL 59 2065pb
0,25uL 0,5uL
IpaH1.4 0,5uL 0,5uL 0,75 uL -1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 uL 2 uL 59 1880pb
0,5uL 0,5uL
IpaH2.5 0,75 uL -1,5mM 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 uL 2 uL 59 1929pb
0,5uL 0,25uL
0,5uL 0,25uL
IpaH4.5 2 r2oH 0,75 ul -1,5mM | 1,5 ul-1,5mM 0,5 L 2,5 ul 0,125uL | 2uL 59 1955pb
0,25uL 0,5uL
IpaH7.8 0,5uL 0,5uL 1ul-2mM 2uL -2mM 0,5 uL 2,5ul 0,125 puL 2 uL 55 1878pb
IpaH9.8 0,5uL 0,25uL 0,75 puL-1,5mMm 1,5 pL-1,5mM 0,5 uL 2,5 uL 0,125 puL 2 uL 58 1890pb
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ANEXO 2 — Sequéncias dos genes que foram analisados e resultado do BLASTN

88

Legenda: ATG — Start codon; N8I, 8, [l - Stop Codon; Nucleotideos em verde claro indicam os nucleotideos que foram encontrados & substituicéo de base.

ISOLADO

GENE IPAD

BLASTN

QUERY

ACESSO

07

ATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTCCACCTCATCATTCAGTCCAAACAATACCAACGGTTCATCAACCGAAACAGTTAATTCTGATATAAAAACAACGAC
CAGTTCTCATCCTGTAAGTTCCCTTACTATGCTCAACGACACCCTTCATAATATCAGAACAACAAATCAGGCATTAAAGAAAGAGCTTTCACAAAAAACGTTGACTA
AAACATCGCTAGAAGAAATAGCATTACATTCATCTCAGATTAGCATGGATGTAAATAAATCCGCTCAACTATTAGATATTCTTTCCAGGCACGAATATCCAATTAAT
AAAGACGCAAGAGAATTATTACATTCAGCTCCGAAAGAAGCCGAGCTTGATGGAGATCAAATGATATCTCATAGAGAACTGTGGGCTAAAATTGCAAACTCCATCAA
TGATATTAATGAACAGTATCTGAAAGTATATGAACATGCCGTTAGTTCATATACTCAAATGTATCAAGATTTTAGCGCTGTTCTTTCCAGTCTTGCCGGCTGGATCT
CTCCCGGAGGTAACGACGGAAACTCCGTGAAATTACAAGTCAACTCGCTTAAAAAGGCATTGGAAGAACTCAAGGAAAAATATAAAGATAAACCGCTATATCCAGCA
AATAATACTGTTAGTCAGGAACAAGCAAATAAATGGCTTACAGAATTAGGTGGAACAATCGGCAAGGTATCTCAAAAAAACGGGGGATATGTTGTCAGTATAAACAT
GACCCCAATAGACAATATGTTAAAAAGCTTAGATAATCTAGGTGGAAATGGCGAGGTTGTGCTAGATAATGCAAAATATCAGGCATGGAATGCCGGATTCTCTGCCG
AAGATGAAACAATGAAAAATAATCTTCAAACTTTAGTTCAAAAATACAGTAATGCCAATAGTATTTTTGATAATTTAGTAAAGGTTTTGAGTAGTACAATAAGCTCA
TGTACAGATACAGATAAACTTTTTCTCCATTTC-

100%

100%

CP012142.1

09

-GAAATGGAGAAAAAGTTTATCTGTATCTGTACATGAGCTTATTGTACTACTCAAAACCTTTACTAAATTATCAAAAATACTATTGGCATTACTGTATTTTTGAA
CTAAAGTTTGAAGATTATTTTTCATTGTTTCATCTTCGGCAGAGAATCCGGCATTCCATGCCTGATATTTTGCATTATCTAGCACAACCTCGCCATTTCCACCTAGA
TTATCTAAGCTTTTTAACATATTGTCTATTGGGGTCATGTTTATACTGACAACATATCCCCCGTTTTTTTGAGATACCTTGCCGATTGTTCCACCTAATTCTGTAAG
CCATTTATTTGCTTGTTCCTGACTAACAGTATTATTTGCTGGATATAGCGGTTTATCTTTATATTTTTCCTTGAGTTCTTCCAATGCCTTTTTAAGCGAGTTGACTT
GTAATTTCACGGAGTTTCCGTCGTTACCTCCGGGAGAGATCCAGCCGGCAAGACTGGAAAGAACAGCGCTAAAATCTTGATACATTTGAGTATATGAACTAACGGCA
TGTTCATATACTTTCAGATACTGTTCATTAATATCATTGATGGAGTTTGCAATTTTAGCCCACAGTTCTCTATGAGATATCATTTGATCTCCATCAAGCTCGGCTTC
TTTCGGAGCTGAATGTAATAATTCTCTTGCGTCTTTATTAATTGGATATTCGTGCCTGGAAAGAATATCTAATAGTTGAGCGGATTTATTTACATCCATGCTAATCT
GAGATGAATGTAATGCTATTTCTTCTAGCGATGTTTTAGTCAACGTTTTTTGTGAAAGCTCTTTCTTTAATGCCTGATTTGTTGTTCTGATATTATGAAGGGTGTCG
TTGAGCATAGTAAGGGAACTTACAGGATGAGAACTGGTCGTTGTTTTTATATCAGAATTAACTGTTTCGGTTGATGAACCGTTGGTATTGTTTGGACTGAATGATGA
GGTGGAAATACTATTAGTCAGAGTTGTTATATTCAT

100%

100%

CP012142.1

11

-GAAATGGAGAAAAAGTTTATCTGTATCTGTACATGAGCTTATTGTACTACTCAAAACCTTTACTAAATTATCAAAAATACTATTGGCATTACTGTATTTTTGAA
CTAAAGTTTGAAGATTATTTTTCATTGTTTCATCTTCGGCAGAGAATCCGGCATTCCATGCCTGATATTTTGCATTATCTAGCACAACCTCGCCATTTCCACCTAGA
TTATTTAAGCTTTTTAACATATTGTCTATTGGGGTCATGTTTATATTGACAACATATCCCCCGTTTTTTTCAGATACCTTGCCGATTGTTCCACCTAATTCTGTAAG
CCATTTCTCTGCTTCTTTCTGACTAACAGTATTAGTTGCTGGATATAGCGGTTTATCTTCATATTTTTTCTTGAGTTCTTCCAATGCGTTTTTAAGCGAGTTGACTT
GTAATTTCACGGAGTTTCCGTCGTTACCTCCGGGAGAGATCCAGCCGGCAAGACTGGAAAGAACAGCGCTAAAATCTTGATACATTTGAGTATATGAACTAACGGCA
TGTTCATATACTTTCAGATACTGTTCATTAATATCATTGATGGAGTTTGCAATTTTAGCCCACAGTTCTCTATGAGATATCATTTGATCTCCATCAAGCTCGGCTTC
TTTCGGGGCTGAATGTAATAATTCTCTTGCGTCTTTATTAATTGGATATTCGTTCCTGGAAAGAATATCCAATAGTTGAGCGGATTTATTTACATCCATGCTAATCT
GAGATGAATGTAATGCTATTTCTTCTAGCGATGTTTTAGTCAACGTTTTTTGTGAAAGCTCTTTCTTTAATGCCTGATTTGTTGTTCTGATATTATGAAGGGTGTCG
TTGAGCATAGTAAGGGAACTTACAGGATGAGAACTGGTCGTTGTTTTTATATCAGAATTAACTGTTTCGGTTGATGAACCGTTGGTATTGTTTGGACTGAATGATGA
GGTGGAAATACTATTAGTCAGAGTTGTTATATTCAT

99%

100%

CP010830.1

14

ATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTCCACCTCATCATTCAGTCCAAACAATACCAACGGTTCATCAACCGAAACAGTTAATTCTGATATAAAAACAACGAC
CAGTTCTCATCCTGTAAGTTCCCTTACTATGCTCAACGACACCCTTCATAATATCAGAACAACAAATCAGGCATTAAAGAAAGAGCTTTCACAAAAAACGTTGACTA
AAACATCGCTAGAAGAAATAGCATTACATTCATCTCAGATTAGCATGGATGTAAATAAATCCGCTCAACTATTGGATATTCTTTCCAGGAACGAATATCCAATTAAT
AAAGACGCAAGAGAATTATTACATTCAGCCCCGAAAGAAGCCGAGCTTGATGGAGATCAAATGATATCTCATAGAGAACTGTGGGCTAAAATTGCAAACTCCATCAA
TGATATTAATGAACAGTATCTGAAAGTATATGAACATGCCGTTAGTTCATATACTCAAATGTATCAAGATTTTAGCGCTGTTCTTTCCAGTCTTGCCGGCTGGATCT
CTCCCGGAGGTAACGACGGAAACTCCGTGAAATTACAAGTCAACTCGCTTAAAAACGCATTGGAAGAACTCAAGAAAAAATATGAAGATAAACCGCTATATCCAGCA
ACTAATACTGTTAGTCAGAAAGAAGCAGAGAAATGGCTTACAGAATTAGGTGGAACAATCGGCAAGGTATCTGAAAAAAACGGGGGATATGTTGTCAATATAAACAT
GACCCCAATAGACAATATGTTAAAAAGCTTAAATAATCTAGGTGGAAATGGCGAGGTTGTGCTAGATAATGCAAAATATCAGGCATGGAATGCCGGATTCTCTGCCG
AAGATGAAACAATGAAAAATAATCTTCAAACTTTAGTTCAAAAATACAGTAATGCCAATAGTATTTTTGATAATTTAGTAAAGGTTTTGAGTAGTACAATAAGCTCA
TGTACAGATACAGATAAACTTTTTCTCCATTTC-

99%

100%

CP010830.1
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16

ATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTCCACCTCATCATTCAGCCCAAACAATACCAACGGTTCATCAACCGAAACAGTTAATTCTGATATAAAAACAACGAC
CAGTTCTCATCCTGTAAGTTCCCTTACTATGCTCAACGACACCCTTCATAATATCAGAACAACAAATCAGGCATTAAAGAAAGATCTCTCACARAAAAACGTTGACTA
AAACATCGCTAGAAGAAATAGCATTACATTCATCTCAGATTAGCATGGATGTAAACAAATCCGCTCAACTATTGGATATTCTTTCCAAGAAAGAATATCCAATTAAT
AAAGACGCAAGAGAATTATTACATTCAGCCCCGAAAGAAGCCGAGCTTGATGGATATGAAATGATATCTCACAGAGAACTGTGGGATAAAATTGCAAAGTCAATCAA
TAATATTAATGAACAGTATCTGARAGTATATGAACATGCCGTTAGTTCATATACTCAAATGTATCAAGATTTTATCGCTGTTCTTTCCAGTCTTGCCGGCTGGATCT
CTCCCGGAGGTAACGACGGARACTCCGTGAAATTACAAGTCAAATCGCTTAAAGACGAATTGACAAAGCTCAAGGAAAAATATARAGATAAACCGCTATATCCAGCA
AATAATACTGTTAGTAAGGAACAAGCAAATAARATGGCTTACAGAATTAGGTGGAACAATCGGCAAGGTATCTGAAAARAACGGGGGATATGTTGTCAATATAAACAT
GACCCCAATAGACAATATGTTAARAAGCTTAGATAATCTAGGTGGAAATGGCGAGGTTGTGCTAGATAATGCAAAATATCAGGCATGGAATGCCGGATTCTCTGCCG
AAGATGAAACAATGAAAAATAATCTTCAAACTTTAGTTCAAAAATACAGTAATGCCAATAGTATTTTTGATAATTTAGTAAAGGTTTTGAGTAGTACAATAAGCTCA
TGTACAGATACAGATAAACTTTTTCTCCATTTCHER

99%

100%

AY?206439.1

17

-GAAATGGAGAAAAAGTTTATCTGTATCTGTACATGAGCTTATTGTACTACTCAAAACCTTTACTAAATTATCAAAAATACTATTGGCATTACTGTATTTTTGAA
CTAAAGTTTGAAGATTATTTTTCATTGTTTCATCTTCGGCAGAGAATCCGGCATTCCATGCCTGATATTTTGCATTATCTAGCACAACCTCGCCATTTCCACCTAGA
TTATTTAAGCTTTTTAACATATTGTCTATTGGGGTCATGTTTATATTGACAACATATCCCCCGTTTTTTTTAGATACCTTGCCGATTGTTCCACCTAATTCTGTAAG
CCATTTATCTGCTTCTTTCTGACTAACAGTATTAGTTGCTGGATATAGCGGTTTATCTTCATATTTTTTCTTGAGTTCTTCCAATGCGTTTTTAAGCGAGTTGACTT
GTAATTTCACGGAGTTTCCGTCGTTACCTCCGGGAGAGATCCAGCCGGCAAGACTGGAAAGAACAGCGCTAAAATCTTGATACATTTGAGTATATGAACTAACGGCA
TGTTCATATACTTTCAGATACTGTTCATTAATATCATTGATGGAGTTTGCAATTTTAGCCCACAGTTCTCTATGAGATATCATTTGATCTCCATCAAGCTCGGCTTC
TTTCGGGGCTGAATGTAATAATTCTCTTGCGTCTTTATTAATTGGATATTCGTTCCTGGAAAGAATATCCAATAGTTGAGCGGATTTATTTACATCCATGCTAATCT
GAGATGAATGTAATGCTATTTCTTCTAGCGATGTTTTAGTCAACGTTTTTTGTGAAAGCTCTTTCTTTAATGCCTGATTTGTTGTTCTGATATTATGAAGGGTGTCG
TTGAGCATAGTAAGGGAACTTACAGGATGAGAACTGGTCGTTGTTTTTATATCAGAATTAACTGTTTCGGTTGATGAACCGTTGGTATTGTTTGGACTGAATGATGA
GGTGGAAATACTATTAGTCAGAGTTGTTATATTCAT

99%

100%

CP010830.1

26

ATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTCCACCTCATCATTCAGTCCAAACAATACCAACGGTTCATCAACCGAAACAGTTAATTCTGATATAAAAACAACGAC
CAGTTCTCATCCTGTAAGTTCCCTTACTATGCTCAACGACACCCTTCATAATATCAGAACAACAAATCAGGCATTAAAGAAAGAGCTTTCACAAAAAACGTTGACTA
ARACATCGCTAGAAGAAATAGCATTACATTCATCTCAGATTAGCATGGATGTAAATAAATCCGCTCAACTATTGGATATTCTTTCCAGGAACGAATATCCAATTAAT
ARAGACGCAAGAGAATTATTACATTCAGCCCCGAAAGAAGCCGAGCTTGATGGAGATCARATGATATCTCATAGAGAACTGTGGGCTAAAATTGCARACTCCATCAA
TGATATTAATGAACAGTATCTGAAAGTATATGAACATGCCGTTAGTTCATATACTCAAATGTATCAAGATTTTAGCGCTGTTCTTTCCAGTCTTGCCGGCTGGATCT
CTCCCGGAGGTAACGACGGAAACTCCGTGAAATTACAAGTCAACTCGCTTAARAACGCATTGGAAGAACTCAAGARAAAATATGAAGATAAACCGCTATATCCAGCA
ACTAATACTGTTAGTCAGAAAGAAGCAGAGARATGGCTTACAGAATTAGGTGGAACAATCGGCAAGGTATCTGAAAAARACGGGGGATATGTTGTCAATATAAACAT
GACCCCAATAGACAATATGTTAAAAAGCTTAAATAATCTAGGTGGAAATGGCGAGGTTGTGCTAGATAATGCAAAATATCAGGCATGGAATGCCGGATTCTCTGCCG
AAGATGAAACAATGAAAAATAATCTTCAAACTTTAGTTCAAAAATACAGTAATGCCAATAGTATTTTTGATAATTTAGTARAGGTTTTGAGTAGTACAATAAGCTCA
TGTACAGATACAGATAAACTTTTTCTCCATTTCHHER

99%

100%

CP010830.1

27

ATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTCCACCTCATCATTCAGTCCAAACAATACCAACGGTTCATCAACCGAAACAGTTAATTCTGATATAAAAACAACGAC
CAGTTCTCATCCTGTAAGTTCCCTTACTATGCTCAACGACACCCTTCATAATATCAGAACAACAAATCAGGCATTAAAGAAAGAGCTTTCACAAAAAACGTTGACTA
AAACATCGCTAGAAGAAATAGCATTACATTCATCTCAGATTAGCATGGATGTAAATAAATCCGCTCAACTATTAGATATTCTTTCCAGGCACGAATATCCAATTAAT
AAAGACGCAAGAGAATTATTACATTCAGCTCCGAAAGAAGCCGAGCTTGATGGAGATCAAATGATATCTCATAGAGAACTGTGGGCTAAAATTGCAAACTCCATCAA
TGATATTAATGAACAGTATCTGAAAGTATATGAACATGCCGTTAGTTCATATACTCAAATGTATCAAGATTTTAGCGCTGTTCTTTCCAGTCTTGCCGGCTGGATCT
CTCCCGGAGGTAACGACGGAAACTCCGTGAAATTACAAGTCAACTCGCTTAAAAAGGCATTGGAAGAACTCAAGGAAAAATATAAAGATAAACCGCTATATCCAGCA
AATAATACTGTTAGTCAGGAACAAGCAAATAAATGGCTTACAGAATTAGGTGGAACAATCGGCAAGGTATCTCAAAAAAACGGGGGATATGTTGTCAGTATAAACAT
GACCCCAATAGACAATATGTTAAAAAGCTTAGATAATCTAGGTGGAAATGGCGAGGTTGTGCTAGATAATGCAAAATATCAGGCATGGAATGCCGGATTCTCTGCCG
AAGATGAAACAATGAAAAATAATCTTCAAACTTTAGTTCAAAAATACAGTAATGCCAATAGTATTTTTGATAATTTAGTAAAGGTTTTGAGTAGTACAATAAGCTCA
TGTACAGATACAGATAAACTTTTTCTCCATTTC-

100%

100%

CP012142.1

02

-GAAATGGAGAAAAAGTTTATCTGTATCTGTACATGAGCTTATTGTACTACTCAAAACCTTTACTAAATTATCAAAAATACTATTGGCATTACTGTATTTTTGAA
CTAAAGTTTGAAGATTATTTTTCATTGTTTCATCTTCGGCAGAGAATCCGGCATTCCATGCCTGATATTTTGCATTATCTAGCACAACCTCGCCATTTCCACCTAGA
TTATCTAAGCTTTTTAACATATTGTCTATTGGGGTCATGTTTATACTGACAACATATCCCCCGTTTTTTTGAGATACCTTGCCGATTGTTCCACCTAATTCTGTAAG
CCATTTATTTGCTTGTTCCTGACTAACARTATTATTTGCTGGATATAGCGGTTTATCTTTATATTTTTCCTTGAGTTCTTCCAATGC

ATGAATATAACAACTCTGACTAATAGTATTTCCACCTCATCATTCAGTCCAAACAATACCAACGGTTCATCAACCGAAACAGTTAATTCTGATATAAAAACAACGAC
CAGTTCTCATCCTGTAAGTTCCCTTACTATGCTCAACGACACCCTTCATAATATCAGAACAACAAATCAGGCATTAAAGAAAGAGCTTTCACAAAAAACGTTGACTA
AAACATCGCTAGAAGAAATAGCATTACATTCATCTCAGATTAGCATGGATGTAAATAAATCCGCTCAACTATTAGATATTCTTTCCAGGCACGAATATCCAATTAAT

99%

100%

CP012142.1
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AAAGACGCAAGAGAATTATTACATTCAGCTCCGAAAGAAGCCGAGCTTGATGGAGATCAAATGATATCTCATA

15

-GAAATGGAGAAAAAGTTTATCTGTATCTGTACATGAGCTTATTGTACTACTCAAAACCTTTACTAAATTATCAAAAATACTATTGGCATTACTGTATTTTTGAA
CTAAAGTTTGAAGATTATTTTTCATTGTTTCATCTTCGGCAGAGAATCCGGCATTCCATGCCTGATATTTTGCATTATCTAGCACAACCTCGCCATTTCCACCTAGA
TTATCTAAGCTTTTTAACATATTGTCTATTGGGGTCATGTTTATACTGACAACATATCCCCCGTTTTTTTGAGATACCTTGCCGATTGTTCCACCTAATTCTGTAAG
CCATTTATTTGCTTGTTCCTGACTAACAGTATTATTTGCTGGATATAGCGGTTTATCTTTATATTTTTCCTTGAGTTCTTCCAATGCCTTTTTAAGCGAGTTGACTT
GTAATTTCACGGAGTTTCCGTCGTTACCTCCGGGAGAGATCCAGCCGGCAAGACTGGAAAGAACAGCGCTAAAATCTTGATACATTTGAGTATATGAACTAACGGCA
TGTnCATATACTTTCAGATACTGTTCATTAATATCATTGATGGAGTTTGCAATTTT

99%

100%

CP012142.1

ISOLADO

GENE SenA

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGT GCAAAATATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAgTCTCtATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATTTTGTCATTCASCTTTATGATCCCAACCAT

99%

100%

CP012142.1

09

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTTGCAAAATATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCgAAAAAAGCAGAGCACTAKAAAT
AARTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAA
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCATTTTTTTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTTCATTTTTTATTATTTCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTARTCCGGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCAGCTTAT

99%

100%

CP012142.1

11

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTTGCAAAALATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATTTTGTCATTCAGCTTT
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCATTTTTTTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTTCATTTTTTATTATTCCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAGTCCAGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCAGCTTATTGTATTCGATATTTATTGCTCTCTT
CTTGAGAAGCCTTCCGTATGTTTTGATAGTTTCTGCATGCCCATTTTGAAGTGCTTGGGATAAA

100%

100%

CP012142.1
CP001064.1

14

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTTGCAAAATATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT

100%

100%

CP012142.1
CP001064.1
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AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATT
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCATTttttTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTtCATTTTTTATTATTCCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAGTCCAGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCAGCTTATTGTATTCGATATTTATTGCTCTCTT
CTTGAGAAGCCTTCCGTATGTTTTGATAGTTTCtGCATGCCCATTTt

15

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTttGCAAAALATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACaaTCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATTTTGTCATTCAGCTTTATGATCCCAACCATACAGCAACTCATT
TACGAGCAGAGTTTAACAAATTTAACTTAGC
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCaTTTTTTTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTTCATTTTTTATTATTTCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTaAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAGTCCGGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCaGCTTATTGTATTCGATATTT

100%

100%

CP012142.1

16

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTtGCAaAAtAtGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAGTCECTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCaTTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAA
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCATTTTTTTTGTCCZ—\AGTGTTCTGCTATTTCTTCZ—\GGTGTZ—\ATATTTTCATTTTTTATTATTCCCZ—\
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAGTCCGGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCAGCTTATTGTATTCGATATTTATTGCTCTCTT
CTTGAGAAGCCTTCCGTATGTTTTGATAG

100%

100%

CP012142.1
CP001064.1

17

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTTGCAAAATATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAACCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATTTTGTCATTCAGCTTTATGATCCCAACCATACAGCAACTCATT
TACGAGCAGAGTTTAACAAATTTAACTTAGCTAAAATAAAAAAACTGACTGTAGATAATTTTCT

99%

100%

CP012142.1

26

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTTGCAAAATATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATTTTGTCATTCAGCTTTATGATCCCAACCATACAGCAACTCATT
TACGAGCAGAGTTTAACAAATTTAACTTAGCTAAAATAAAAAAACTGACTGTAGATAATTTTCTTGATGAAAAACATCAG

-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCATTTTTTTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTTCATTTTTTATTATTCCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA

100%

100%

CP012142.1
CP001064.1
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CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAGTCCAGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAA

27

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGtttGCAAAALALtGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAALCCAGTCECTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAgGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGATTTTGTCATTCAGCTTTATGATCCC
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCATtttTTTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTTCATTTTTTATTATTTCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAQTCCGGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCAGCTTATTGTATTCGATATTTATTGCTCTCTT
CTTGAGAAGCCTTCCGTATGTTTTGATAGTTTCTGCATGCCCATTTT

100%

100%

CP012142.1

27DZL

ATGCCATCAGTAAATTTAATCCCATCAAGGAAAATATGTTTGCAAAATATGATAAATAAAGACAACGTCTCTGTTGAGACAATCCAGTCTCTATTGCACTCAAAACA
ATTGCCATATTTTTCTGACAAGAGGAGTTTTTTATTAAATCTAAATTGCCAAGTTACCGATCACTCTGGAAGACTTATTGTCTGTCGACATTTAGCTTCCTACTGGA
TAGCACAGTTTAACAAAAGTAGTGGTCACGTGGATTATCATCACTTTGCTTTTCCGGATGAAATTAAAAATTATGTTTCAGTGAGTGAAGAAGAAAAGGCTATTAAT
GTGCCTGCTATTATTTATTTTGTTGAAAACGGTTCATGGGGAGATATTATTTTTTATATTTTCAATGAAATGATTTTTCATTCCGAAAAAAGCAGAGCACTAGAAAT
AAGTACATCAAATCACAATATGGCATTAGGCTTGAAGATTAAAGAAACTAAAAATGGGGGGGALTTTGTCATTCAGCTTTATGATCCCAACCATACAGCAACTCATT
TACGAGCAGAGTTTAACAAATTTAACTTAGCTAAAATAAAAAAACTGACTGTAGATAATTTTCTTGATGAAAAACATCA
-GCTTTTTATATTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCAttttTTTTGTCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATttTCATTTTTTATTATTTCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCaTTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCtAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAA

99%

100%

CP012142.1

36

-GCTTTTTATAtTCTTCATAATTTCTAGAAAATCACTTCCatttttTTTgtCCAAGTGTTCTGCTATTTCTTCAGGTGTAATATTTTCAttTTTTATTATTYCCA
TATAAGTTTTTATTGCCTCAAAATTCCTATTTTGAAAAGCTATAATTAATCCAGATACCCCATTTGGGCCTTCTGCTGCCAGTAATTTTGATGCCTGATGTGGAGTA
AGGTCTGCAGTGTGAAGTATTTTCCCATAAGCAATAATTGTTTCTACACATCCATTATGCAAGGCTACAAACAATCCAGATAAACCATTAGAATCTTTCGCTTCTAA
CAGCTCTGCTTTTTTATCCAAGTTAAGTTTTGCCTCATTCAAGATATCACCATAAGCTAAGATTGCATCAGCCTGTCCATTATTCAATGCTAACAGAAGTCCGGGAA
CATTGTCATATCTCCTTGAGGCCAGCAAATTTACAATATCCTCTGAGTTGAGGAGAGGGGGGCTAAGAATGAGCTCACCGTATGCGCGTATAGCATCTGCATGTCCA
TTTTGAAGAGCAAACATTAGTCCGGGTATCTGTCTGTGTACTTCATCATAATAATAAGCGGTCAGCAAATTTTTCAGCTTATTGTATTCGATATTTATTGCTCTCTT
CTTGAGAAGCCTTCCGTATGTTTTGATAGTTTCTGCATGCCCATTTTGAAGTGCTTGGG

99%

100%

CP012142.1
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ISOLADO GENE SetlB BLASTN | QUERY | ACESSO
02 -CGTAACGCCTCGCTGAACAGTGACATTAAGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAAAAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
05 -CGTAACGCCTCGCTGZ—\ACAGTGACATTZ—\AGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAZ—\AAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
07 -CGTZ—\ACGCCTCGCTGZ—\ACAGTGACATTZ—\AGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAZ—\AZ—\ATGACGGZ—\AC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
09 -CGTAACGCCTCGCTGZ—\ACAGTGACATTZ—\AGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAZ—\AAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
11 -CGTZ—\ACGCCTCGCTGZ—\ACAGTGACATTZ—\AGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAZ—\AZ—\ATGACGGZ—\AC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
14 -CGTAACGCCTCGCTGAACAGTGACATTAAGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAAAAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
15 -CGTAACGCCTCGCTGAACAGTGACATTAAGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAAAAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
16 -CGTAACGCCTCGCTGAACAGTGACATTAAGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAAAAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
17 -CGTAACGCCTCGCTGAACAGTGACATTAAGTCGGATAACAGCCATATCACACTGGGAAGTGACAGGGCATTTGTGGATAAAAATGACGGAAC 100% 100% CP012142.1
AGGAAATTATGTCATTCCGGAGGAAGGTACCTCTGTCCCGGACACCGTGAATGACAGGAGCCAGTATGAAGGGAATATTACGCTGAACCAT )
26 ATGGTTCAGCGTAATATTCCCTTCATACTGGCTCCTGTCATTCACGGTGTCCGGGACAGAGGTACCTTCCTCCGGAATGACATAATTTCCTGTTC 100% 100% CP012142.1
CGTCATTTTTATCCACAAATGCCCTGTCACTTCCCAGTGTGATATGGCTGTTATCCGACTTAATGTCACTGTTCAGCGAGGCGTTACG- )
27 ATGGTTCAGCGTAATATTCCCTTCATACTGGCTCCTGTCATTCACGGTGTCCGGGACAGAGGTACCTTCCTCCGGAATGACATAATTTCCTGTTC 100% 100% CP012142.1
CGTCATTTTTATCCACAAATGCCCTGTCACTTCCCAGTGTGATATGGCTGTTATCCGACTTAATGTCACTGTTCAGCGAGGCGTTACG- )
ATGGTTCAGCGTAATATTCCCTTCATACTGGCTCCTGTCATTCACGGTGTCCGGGACAGAGGTACCTTCCTCCGGAATGACATAATTTCCTGTTC
27DZL 100% 100% CP012142.1
CGTCATTTTTATCCACAAATGCCCTGTCACTTCCCAGTGTGATATGGCTGTTATCCGACTTAATGTCACTGTTCAGCGAGGCGTTACG-
36 ATGGTTCAGCGTAATATTCCCTTCATACTGGCTCCTGTCATTCACGGTGTCCGGGACAGAGGTACCTTCCTCCGGAATGACATAATTTCCTGTTC 100% 100% CP012142.1

CGTCATTTTTATCCACAAATGCCCTGTCACTTCCCAGTGTGATATGGCTGTTATCCGACTTAATGTCACTGTTCAGCGAGGCGTTACG-
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ISOLADO

GENE IpaB

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

3" TAATGTAAGCACCACAACCACTGGTTTTCCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGaGACAATACTATCCAAGCTGCAAATGATGCAGCTAACAAATT
ATTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACCAAAATATTAATACAACTAATGCACACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCAT
TAAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGTGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGTCCCAG
CAACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAACACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCAGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACT
AAAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGAGTCACCAGAAAAGAAAAAATTAAGCC
GGGAAGAAATACAACTCACTATCAAAAAAGACGCAGCAGTTAAAGACAGGACATTGATTGAGCAGAAAACCCTGTCAATTCATAGCAAACTTACAGATAAATCAATG
CAACTCGAAAAAGAAATAGACTCTTTTTCTGCATTTTCAAACACAGCATCTGCTGA;
-AGCAGTAGtttGTTGCAAAATTGCTTTTGCAACATCAGTTCTATTAGCCTGaGAGTTGGACATTGAGGCTAAtAGaTCTGCaATTACTTCCTGCAATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCTTCACTGATATATTTTGACAGTTGTTCAACTTGATATTTCGATAATGTCAGGTC

100%

100%

CP012142.1

07

3 TAATGTAaGCACCACaaCCACTGGTTTTCCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGaGACAATACTATCCAAGCTGCAAATGATGCAGCTAACAAATT
ATTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACCAAAATATTAATACAACTAATGCACACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCAT
TAAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGtGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGTCCCAG
CAACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAACACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCRGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACT
AAAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAAtAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGAGECACCAGAAAAGAAAAAATTAAGCC
GGGaAGAAATACAACTCACTATC;
-AGCAGTAGTTTGTTGCAAAATTGCTTTTGCAACAtCaGTTCTATTAGCCTGAGAGTTGGACATTGAGGCTAatAGMTCTGCRATTACTTCCTGCAATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCTTCACTGATATATTTTGACAGTTGTTCAACTTGATATTTCGATAATGTCAGGTCTGCTAGATTTGTCGACGCGCTGTTCTGGAAAACAGCAGAA
GCGACACTTCCTCCCGCTTGTGTGGCAGAGTTAACACTTTCTCCTAATAAAACTGCTTGG

99%

100%

CP012142.1

09

3 TAATGTAAGCACCACaACCACTGGTTTTCCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGaGACAATACTATCCAAGCTGCARATGATGCAGCTAACAAATT
ATTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACCAAAATATTAATACAACTAATGCACACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCAT
TAAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGTGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGTCCCAG
CAACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAACACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCaGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACT
AAAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGAGECACCAGAAAAGAAAAAATTAAGCC
GGGaAGAAATACAACTCACTATCAAAAAAGACGCAGCAGTTAAAGACAGGACATTGATTGAGCAGAAAACCCTGTCaATTCATAGCAAACTTACAGATAaATCAATG
CAACTCGAAAAAGAaATAGACTCTTTTTCTGCA

100%

100%

CP012142.1

11

3 AATGTAAGTACCACAACCACTGGTTTGTCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGAGACAATACTATCCAGGCTGCAAATGATGCAGCTAACARATTA
TTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACAAAAATATTAATACAACTAATGCACACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCATT
AAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGtGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGTCTCAGC
AACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGaAATTCTCCGATAAAATTAATACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCAGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACTA
AAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGATTCACCAGAaAAGAAAAAATTAAGCCG
GGAAGAAATACAACTCACTATCAAAAAAGACGCAGCAGTTAAAGACAGGACATTGATTGAGC;

-AGCAGTAGTTTGTTGCAAAATTGCTTTTGCaACAT CAGtTCTATTAGCCTGAGAGTTGGACATTGAGGCTAATAGMTCTGCAATTACTTCCTGCaATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCTTCACTGATATATTTTGACAG

99%

100%

AF330459.1
CP012142.1

14

3 aTGCcATAATGTAAGTACCACAACCACTGGTTTGTCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGAGACAATACTATCCAGGCTGCAAATGATGCAGCTAAC
AAATTATTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACAAAAATATTAATACAACTAATGCaCACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAA
GTCATTAAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGWGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGT
CTCAGCAACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAATACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCAGAGACTATGAAAAACAAATTAAT
AAACTAAAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCaAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGATTCACCAGAaAAGAAAAAATT
AAGCCGGGAAGAAATACARCTCACTATCAAAAAAGACGCAGCAG;
-AGCAGTAGTTTGTTGCAAAATTGCTTTTGCAACAtCAGtTCTATTAGCCTGAGAGTTGGACATTGAGGCTAATAGMTCTGCAATTACTTCCTGCaATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCTTCACTGATATATTTTGACAG

99%

100%

AF330459.1
CP012142.1

15

3 AATGTAaGCACCACaaCCACTGGTTTTCCTCTTGCCARAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGaGACAATACTATCCAAGCTGCAAATGATGCAGCTAACARATTA
TTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACCAAAATATTAATACAACTAATGCACACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCATT
AAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGTGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGTCCCAGC
AACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAACACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCaGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACTA
AAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGAGtCACCAGAAAAGAAAAAATTAAGCCG

100%

100%

CP012142.1




95

GGaAGAAATACAACTCACTATCaAAAAAGACGCAGCAGtTaaAGACAGGACATTGATTGAGCAGAAAACCCTGTC

16

3" TAATGTAAGCACCACAACCACTGGTTTGCCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGAGACAATACTATCCAGGCTGCARATGATGCAGCTAACAAATT
ATTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACAAAAALATTAATACAACTAATGCaCACTCAACTTCaAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCAT
TAAATGCAAGTtCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGWGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCCTGGAAGTCCCAG
CAACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAATACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCAGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACT
AAAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGACCCAGATTCACCAGAAAATAAAAAATTAAGAC
GgG;
TCAAGCAGTAGTTTGTTGCAAAATTGCTTTTGCAaCATCAGTTCTATTAGCCTGAGAGTTGGACATTGAGGCTAACAGCTCTGCaATTACTTCCTGCaATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCGtCaCCGATGTATTTTGACAGKTGTTCAACTTGATATTTCGATAATGTCAGGTCTGCTAGATTTTTCGACGCGTTGETTTGGAAAACAGCaGAA
GCGACATTTCCTCCCGCTTG

99%

100%

AF330488.1
CP001062.1

17

3" TAaTGTAAGTACCACAACCACTGGTTTGTCTCTTGCCAAAATATTGGCTTCCACTGAGCTTGGAGACAATACTATCCAGGCTGCAAATGATGCAGCTAACAAATT
ATTTTCTCTTACAATTGCTGATCTTACTGCTAACAAAAATATTAATACAACTAATGCaCACTCAACTTCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGTCAT
TAAATGCAAGTtCCCAACTAACGCTTTTAATTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGWGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCNTGGAAGTCTCAG
CAACAGGCAAGACAGCaAAAAAACCTAGAATTCTCCGATAAAATTAATACTCTTCTATCTGAAACTGAAGGACTAACCAGAGACTATGAAAAACAAATTAATAAACT
AAAAAACGCAGATTCTAAAATAAAAGACCTAGAAAATAAAATTAACCAAATTCAAACAAGATTATCCGAACTCGCCCCAGATTCACCAGAaAAGAAAAAATTAAGCC
GGGAAGAAATACAACTCACTATCA;
-AGCAGTAGTTTGTtGCAAAATTGCTTTTGCaACATCAGtTCTATTAGCCTGAGAGTTGGACATTGAGGCTAATAGATCTGCAATTACTTCCTGC&ATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCTTCACTGATATATTTTGACAGtTGTTCAACTTGATATTTCGATAATGTCAGGTCTGCTAGALTTGTCGACGCGCTGEtTCTGGAAAACAGCAGAA
GCGACACTTCCTCCCGCTTGTGTGGMAGAGTTAACACTTTCTCCTAATAAAACTGCTTGGTTTAAATGGGEGGAAATAATTTG

99%

100%

AF330459.1
CP012142.1

26

3 TATTTtCTCTTACARTTGCTGATCTTACTGCTAACAAAAANATTAATaCAACTAATGCACACTCAACETCAAATATATTAATCCCTGAACTTAAAGCACCAAAGT
CATTAAATGCAAGTTCCCAACTAACGCTTTTAAKTGGAAACCTTATTCAAATACTCGGEtGAAAAATCTTTAACTGCATTAACAAATAAAATTACTGCTTGGAAGTCT
CAGCAACAGGCAAGACAGCAAAAAAACCTAG;

99%

100%

AF330486.1

27

-AGCAGTAGTTTGTTGCAAAATTGCTTTTGCAACATCAGTTCTATTAGCCTGAGAGTTGGACATTGAGGCTAATAG&TCTGCAATTACTTCCTGCAATTGGCCGA
ATTTTTCTATTGCTTCACTGATATATTTTGACAGTTGTTCAACTTGATATTTCGATAATGTCAGGTCTGCTAGATTTGTCGACGCGCTGTTCTGGAAAACAGCAGAA
GCGACACTTCCTCCCGCTTGTGTGGCAGAGWTAACACTTTCTCCTAATAAAACTGCTTGG

99%

100%

CP012142.1
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ISOLADO

GENE IpaH1

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGETTaTTTccacATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATETgTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCNGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGGCCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGG

99%

100%

CP012142.1

05

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTCTTTATTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCCCCTTTACCTAGGAGACTGCTACTTCTTTTTGCATATAGCAATAGATTAAGCAACTTACCAA

99%

100%

CP012142.1

06

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTCTTTATTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCCCCTTTACCTAGGAGACTGCTACTTCTTTTTGCATATAGCAATAGATTAAGCAACTTACCAA

99%

100%

CP012142.1

07

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTCTTTTTTTGGACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

99%

100%

CP012142.1

09

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGNTtAttTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTcCGaAtGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGNGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAG

99%

100%

CP012142.1

11

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAATATTTCATCCTGttTaTTTccACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCNCTTTCCTCGT
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTRTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACAaTTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGtATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAGCTTGagGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTcCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

99%

100%

CP014099.1

14

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAATATTTCATCCTGttTaTTTccACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCNCTTTCCTCGT
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTRTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACaTTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGtATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAGCTTGagGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTcCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

99%

100%

CP014099.1

15

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTgtTTaTTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGGCCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATAaTTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCaCTAAG

99%

100%

CP012142.1




97

CGCAGAGtATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGNTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TtAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

16

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAATATTTCATCCTGETTaTTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCGCCTTTCCTCG
TTACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAA
TTTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTRTCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAA
GCGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACTCTTGAATTTAAAAAAGCTTGAGGNTAGgAACAACGAACTGCAAACTCTNCCATCTCTGCCTTCTAAT
CTTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCCCCTTTACCTAGGAGACTGCAACTTCTTTT

99%

100%

CP014099.1

17

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTtnt TTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGATGATTGGGAGAAA
CAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGtAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGgGCTTTCCTCGCTA
CCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGALGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALaTTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAATTT
CTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGaTGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCaCTAAGCG
CAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACcCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGWTAGgAACAACGAACTGCAAACTCTEtCCATCTCTGCCTtCTAATCT

99%

100%

CP012142.1

26

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTtntTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGATGATTGGGAGAAA
CAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGtAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGgGCTTTCCTCGCTA
CCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGALGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALtaTTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAATTT
CTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGaTGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCaAATCaCTAAGCG
CAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACcCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGWTAGgAACAACGAACTGCAAACTCTECCATCTCTGCCTtCTAATCT

99%

100%

CP012142.1

27

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTtntTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGATGATTGGGAGAAA
CAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGEAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGgGCTTTCCTCGCTA
CCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGALGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALaTTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAATTT
CTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGaTGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAGCG
CAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACcCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGWTAGgAACAACGAACTGCAAACTCTECCATCTCTGCCTtCTAATCT

99%

100%

CP012142.1

27dzl

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTTATTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGGCTTTCCTCGCT
ACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGAtGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCnTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAATT
TCTTAACACATATATCTGCATTACCACaATTATCTaATAACTTTGGaTGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGLtTATTACCAGACACCATCAAATCaACTAAGC
GCaGAGtATaATAGGKTATCCACACTGCCTTCATTAC

99%

100%

CP012142.1

36

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGCTTTTTAACAGATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTNTCCGAATGgGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGCCGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTNnACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACATATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGNATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAA

99%

99%

CP012142.1




98

ISOLADO

GENE IpaH2.5

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGAttAAATCAACGAATATACAGGTAATCGGTTCTGGTATTATGCATCAAATAAACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATC
TTGTAATGAATATTATTTAAAAGTCTGGAGTGAATGGGAAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGCaAATATCGCCTTCAATAGGCTGAAAATATGTTTGCAAAATC
AAGGGGCGGAATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACaCTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCT
GATTTCCCACCAATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCaACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGgGTGATAACAAGAT
AAAAGAATTACCATATCtTCcTGAAACTCTAACTCATTTACGGATCCATAATAACCGATTGCATATTCTGCCACTATTGCCACCGGAGCTAAAATTACTGATAGTTT
CTGGAAACAGAtTAGACaGCATCcCCCCCTTTCCAGATAAGCTTGaAGGG

99%

100%

CP012142.1|

05

ATGATTAAATCAACGAATATACAGGTAATCGGTTCTGGTATTATGCATCAAATAAACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATC
TTGTAATGAATATTATTTAAAAGTCTGGAGTGAATGGGaAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGCcaaTATCGCCTTCAATAGGCTAAAAATATGTTTGCAAAATC
AAGGGGCGGAATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACACTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCT
GATTTCCCACCAATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCAACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGgGTGATAACAAGAT
AAAAGAATTACCATATCTTCCTGAAACTCTAACTCATTTACGGATCCATAATAACCGATTGCATATTCTGCCACTATTGCCACCGGAGCTAAAATTACTGATAGTTT
CTGGAAACAGATTAGACaGCATCCCCCCC

100%

100%

CP012142.1

07

ATGATTAAATCAACGAATATACAGGTAATCGGTTCTGGTATTATGCATCAAATAAACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATC
TTGTAATGAATATTATTTAAAAGTCTGGAGTGAATGGGAAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGCAATATCGCCTTCAATAGGCTAAAAATATGTTTGCAAAATC
AAGGGGCGGAATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACACTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCT
GATTTCCCACCAATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCAACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGGGTGATAACAAGAT
AAAAGAATTACCATATCTTCCTGAAACTCTAACTCATTTACGGATCCATAATAACCGATTGCATATTCTGCCACTATTGCCACCGGAGCTAAAATTACTGATAGTTT
CTGGAAACAGATTAGACAGCATCCCCCCCTTTCCAGATAAGCTTGAaAGGGCTGGCTCTGGCTAATAATTTTATAGAACaACTACCGGA;

3" TCaGGcCAGtACCTCGGCAGTCAACTGACGGTAARATCTGCTGTTCAGTCTCACGCWTCACCTGTGCaCCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACC
TGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGtACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTTCTGCCTGCGCCCA

100%

100%

CP012142.1|

09

ATGATTAAATCAACGAATATACAGGTAATCGGTTCTGGTATTATGCATCAAATAAACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATC
TTGTAATGAATATTATTTAAAAGTCTGGaGtGAatgGgnAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGCcaaTATCGCCTTCAATAGGCTGAAAATATGTTTGCAAAATC
AAGGGGCGGAATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACaCTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCT
GATTTCCCACCAATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCAACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGGGTGATAACAAGAT
AAAAGAATTACCATATCTTCCTGAaACTCTAACTCATTTACGGATcCaTAATAACCGATTGCATATTCTGCCACTATTGCCACCGGAGCTAAAATTACTGATAGETT
CTGGAAACAGATtAgACAGCATCCCCCCC;

3" GGtCAGCCACCCTCTGAGAGtACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTTCTGCCTGCGCCCAGCGGKCAGCTTCCGTACGCTTCAGtACAGCALGCCALG
GtCCCCAGAGGgAGAACCAGtCCGtAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATGGCTTCGGCAGEGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAA
CGCATTTCCTTCACGGCAGTAGAGAGCTGAAGTTTCTCTGCGAGCATGG

99%

100%

CP012142.1|

26

5" AAATCAACGAATATACAGGTAATCGGTTCTGGTATTATGCATCAAATAAACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATCTTGT
AATGAATATTATTTAAAAGTCTGGAGTGAATGGGAAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGCAATATCGCCTTCAATAGGCTAAAAATATGTTTGCAAAATCAAGG
GGCGGAATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACACTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCTGATT
TCCCACCAATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCAACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGGGTGATAACAAGATAAAA
GAATTACCATATCTTCCTGAAACTCTAACTCATTTACGGATCCATAATAACCGATTGCATATTCTGCCACTATTGCCACCGGAGCTAAAATTACTGATAGTTTCTGG
AAACAGATTAGACAGCATCCCCCCCTTT;

3" TCAGGCCAGTACCTCGTCAGTCAACTGACGYTAARATCTGCTGTTCAGTCTCACGCATCACCTGTGCACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACC
TGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTTCTGCCTGCGCCCAGCGGECAGCTTCCGTACGCTTCAGEA
CAGCATGCCATGGtCCCCAGAGGgAGAACCAGECCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATGGCTTCGGCaGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGAC
ACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACC

100%

100%

CP012142.1|

27dzl

5 AAATCAACGAATATACAGGTAATCGGTTCTGGTATTATGCaTCAAATAAACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATCTTGT
AATGAATATTATTTAAAAGTCTGGaGtgAatgGgCAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGCAATATCGCCTTCAATAGGCTAAAAATATGTTTGCAAAATCAAGG
GGCGGAATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACACTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCTGATT
TCCCACCAATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCAACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGGGTGATAACAAGATAAAA
GAATTACCATATCTTCCTGAaACTCTAACTCATTTACGGATCCATAATAACCGATTGCATATTCTGCCACTATTGCCACCGGAGCTAAAATTACTGATAGTTTCTGG
AAACAGATTAGACAGCATCCCCCCC

99%

100%

CP012142.1|




99

27

5" AGGAATATACAGGTAATCGGtTCTGGTATTATGCATCAAATARACAACATACACTCGTTAACTCTATTTTCTTTGCCTGTGAGTTTGAGTCCATCTTGTAATGAA
TATTATTTAAAAGTCTGGAGTGAATGGGAAAAGAACGGTACCCCAGGCGAGCAACGNAATATCGCCTTCAATAGGCTAAAAATATGTTTGCAAAATCAAGGGGCGGA
ATTAAATCTATCTGAGTTAGATTTAAAAACATTACCTGATTTACCGCCTCAGATAACAACaCTGGAAATAAGAAAAAACCTATTAACATATCTCCCTGATTTCCCAC
CaATGCTTAAGGTAATACATGCTCAATTTAATCAACTGGAAAGCTTACCTGCCTTACCCGAGACGTTAGAAGAGCTTAATGTGgGNTGATAACAAGATAAAAAGNAT
TACCATATCTTCCTGAAACTCTAACTCATTTACGGCTG

99%

100%

CP012142.1

ISOLADO

GENE IpaH7.8

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTTAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATT
TGTTGAAAATAACAGGCTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTTATTATAACAGGCTGACAACATTACCCGACTTACCGGATAAAC
TGGAAATTCTCTGTGCTCAGCGCAATAATCTGGTTACTTTTCCTCAATTTTCTGATAGAAACAATATCAGACAAAAGGAATATTATTTTCATTTTAATCAGATAACC
ACTCTTCCGGAGAGTTTTTCACAATTAGATTCAAGTTACAGGATTAATATTTCAGGGAATCCATTGTCGACTCGCGTTCTGCAATCCCTGCAAAGATTAACCTCTTC
GCCGGACTACCAC;

37 -TGAaTGGTGCAGTCGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTaCCTCGTCAGTCAACTGACGGTAAATCTGCTGTTCAGTCTCACGCATCACCTGTGC
ACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTT
CTGCCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCTTCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCAGTCCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATG
GCTTCGGCAGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACGGCAGTAGAGAGCTGAAGTTTCTCTGCGAGCATGGTCTGGAA
GGCCAGGTAGACTTCTATCTCATCCACAAAATGGAGAGTTCTGACTTTaTCCCGGGCAATGTCCTCCaGAATTTCSAGGCGGAACA;

99%

100%

CP012142.1

07

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTTAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATT
TGTTGAAAATAACAGGCTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTTATTATAACAGGCTGACAACATTACCCGACTTACCGGATAAAC
TGGAAATTCTCTGTGCTCAGCGCAATAATCTGGTTACTTTTCCTCAATTTTCTGATAGAAACAATATCAGACAAAAGGAATATTATTTTCATTTTAATCAGATAACC
ACTCTTCCGGAGAGTTTTTCAC

100%

100%

CP012142.1

09

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTTAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATT
TGTTGAAAATAACAGGCTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTtATTATAACAGGCTGACAACATTACCCgACTTACCGGATAAAC
TGGAAATTCTCTGTG

100%

100%

CP012142.1

11

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTCAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATT
TGTTGAAAATAACAGGCTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTTATTATAACAGGCTGACRACaTTACCCGACTTACCGGATAAAC
TGGAAATTCTCTGTGCTcAGCGCAATAATCTGGTTACTTTTCCTCAATTTTCTGAT;

37 -TGAAtGGTGCAGTCGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTACCTCGTCAGTCAACTGACGGTAAATCTGCTGTTCAGTCTCACGCATCACCTGTGC
ACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCgTATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTT
CTGCCTGCGCCCAGCGGTCARCTTCCGTACGCTTCAgTACNngCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCaGTCCT

99%

100%

LC111511.1
LC111512.1




100

14

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTCAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATAcCCA

100%

100%

LC111511.1

15

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTTAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATT
TGTTGAAAATAACAGGCTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTTATTATAACAGGCTGACAaACATTACCCGACTTACCGGATAAAC
TGGAAATTCTCTGTGCTCAGCGCAATAATCTGGTTACTTTTCCT

100%

100%

CP012142.1

16

ATGTTCTCTGTAAATAATACACANTCAtCAGTETCttGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAALgAACALEATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTaacagACtctcCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGYAGAAAATAAtAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTTAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAAC

99%

100%

CP012142.1

17

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCATCAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAgACTCTCCCAGTGCTTTC;

3 -TGAaTGGTGCAGTCGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTACCTCGTCZ—\GTCZ—\GCTGZ—\CGGTZ—\Z—\Z—\TCTGCTGTTCZ—\GTCTCACGCATCACCTGTGC
ACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGGGTACTCATTCTCCAGCATCTCATATTTCTGCTTTT
CTGCCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCTTCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCAGTCCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCGTG
GCTTCGGCAGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACGGCAGTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGCGAGCATGGTCTGGAA
GGCCAGGTAGACTTCTATCTCATCCACAAAATGGAGAGTTCTGACTTTATCCCGGGCAATGTCCTCCAGAATTTCGAGGCGGAACA

99%

100%

CP012142.1
CP011416.1

26

ATGTTCTCTGTAAATAATACACACTCAENAGTTTCTTGCTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAALtgAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAA
GAACTCTTCTCCCGGGGAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTC
TTCCCGAATTACCAAAGCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTCAAAGAACTTAATGCTGATAATAAC
AGGCTTTCTGTGATACCAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATT
TGTTGAAAATAACAGGCTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTTATTATAACAGGCTGACAACATTACCCGACTTACCGGATAAAC
TGGAAATTCTCTGTGCTCAGCGCAATAATCTGGTTACTTTTCCTCAATTTTCTGATAGAAACAATATCAGACAAAAGGAATATTATTTTCATTTTAATCAGATAACC
ACTCTTCCgGAGAGTTTTTCACAATTAGATTCAAGTTACAGGALTAATATTTCAGGgAATCCATTGTCGACTCGCGTTCTGCAATCCCTGCAAAGATTAACCTCTTC
GCCGGACTACCACGGCCCGCAGATTTACTTCTCCATGAGTGACGGA;

3 -TGAATGGTGCAGTCGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTACCTCGTCAGTCAACTGACGGTAAATCTGCTGTTCAGTCTCACGCATCACCTGTGC
ACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGTATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTT
CTGCCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCTTCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCAGTCCTTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATG
GCTTCGGCAGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAGAAACGCATTTCCTTCACGGCAGTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGCGAGCATGGTCTGGAA
GGCCAGGTAGACTTCTATCTCATCCACAAAATGGAGAGTTCTGACTTTATCCCGGGCAATGTCCTCCAGAATTTCGAGGCGGAACATTTCCCTGCCCAGGGAGAGCA
GAGCGCCGGTATCATTATCGAAAAGGCCTTCTGATGCCTGATGGACCAGGAGGGTTTTCCGGAGATTGTTCCATGTGAGCGCGACACGGTCCTCACAGCTCTCAGTG
GCATCAGCAGCAACAGCGAAAGACTGCTGTCGAAGCTCCGCAGAGGCACTGAGTTTTTCCAGCCATGCAGCGACCTGTTCACGGAATCCGGAGGTATTGCGTGCAGA

99%

100%

C111512.1
CP011417.1

27

ATGTTCTCTGTAAATAATAC44CTCCCCCTCTATTAACTCAAACTCAACCAGTAATGAACATTATCTGAGAATCCTGACTGAATGGGAAAAGAACTCTTCTCCCGGG
GAAGAGCGAGGCATTGCTTTTAACAGACTCTCCCAGTGCTTTCAGAATCAAGAAGCAGTATTAAATTTATCAGACCTAAATTTGACGTCTCTTCCCGAATTACCAAA
GCATATTTCTGCTTTGATTGTAGAAAATAATAAATTAACATCATTGCCAAAGCTGCCTGCATTTCTTAAAGAACTTAATGCTGATAATAACAGGCTTTCTGTGATAC
CAGAACTTCCTGAGTCATTAACAACTTTAAGTGTTCGTTCTAATCAACTGGAAAACCTTCCTGTTTTGCCAAACCATTTAACATCATTATTTGTTGAAAATAACAGG
CTATATAACTTACCGGCTCTTCCCGAAAAATTGAAATTTTTACATGTTTATTATAACAGGCTGACAACATTACCCGACTTACCGGATAAACTGGAAATTCTCTGTGC
TCAGCGCAATAATCTGGTTACTTTTCCTCAATTTTCTGATAGAAACAATATCAGACAAAAGGAATATTATTTTCATTTTAATCAGATAACCACTCTTCCGGAGAGTT
TTTCACAATTAGATTCAAGTTACAGGATTAATATTTCAGGGAATCCATTGTCGACTCGCGTTCTGCAATCCCTGCAAAGATT;

37 -TGAAtGGtGCAGTCGTGAGCCGTTTTCAGACAATCGCAGGGCCAGTACCTCGTCAGTCAACTGACGGTAAATCTGCTGTTCAGTCTCACGCATCACCTGTGC
ACCGGCTTCCCTCTCCGCATCCGCATCACCGCTCAGACCTGATGCTTTCAGCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACTCATTCTCCAGCATCTCATACTTCTGCTCTT
CTGCCTGCGCCCAGCGGTCAGCTTCCGTACGCTTCAGTACAGCATGCCATGGTCCCCAGAGGGAGAACCAGTCCGTAAATTCATTCTCTTCACGGCTTCTGACCATG
GCTTCGGCAGTGCGGAGGTCATTTGCTGTCACTCCCGACACGCCATAgAAAC

100%

100%

CP012142.1




101

ISOLADO

GENE lpaH3

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGCTCCcGACAAATAACAATCACAGATTAALTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATAAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGTAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTACACaACTTAATGKCAGC
TATAACAGACTTATTGAACTGCCTGCTTTGCcCTCAAGGACTTAAALTATTGAATGCGTCCCACAATCMACTAATCACACTACCCACACTCCCCATATCTTTGAAGGA
GCTTCATG

99%

100%

CP012142.1

09

ATGCTCCCGACAAATAACAATCACAGAttAAtTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATGG
AAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGAC
AACaTTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGTAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTACACAACTTAATGLCAGCT
ATAACAGACTTATTGAACTGCCTGCTTTG

99%

100%

CP012142.1

11

AAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATGGAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTETCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACG
AACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGACAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGTAAAAATAATTTAA

99%

100%

CP012142.1

14

ATGCTCCCGACAAATAACAATCACAGALtAATTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATGAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCaATTAATATAAGTAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTACACAGCTTAATGTCAGC
TATAACAGACTTATTGAACTGCCTGCTTTGCCTCANGGACTTAAATTATTGAATGCGTCCCACAATCaACTAATCACACTACCCACACTCNCCATATCTTTGAAGGA
GCTTCATG

99%

100%

CP012142.1

15

ATGCTCCCGACAAATAACAATCACAGATTAALTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAALtCGACACTAGCCGCGCATATAAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCaATTAATATAAGTAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTACACAACTTAATGTCAGC
TATAacAGACTTATTGAACTGCCTGCTTTGCCTCaAGGACTTAAATTATTGAATGCGTCCCACAATCAACTAATCACACTACCCACACTCCCCATAT

99%

100%

CP012142.1

16

ATGCTCCCGACAAATAACAATCACAGATtAALTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATGAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAAtTAAATCAATTAATATAAGEAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTaCACAGCTTAATG

99%

100%

CP012142.1

17

ATGCTCCCGACAAATAACAATCACAGATTAATTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGTGCATATGAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCAEtGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGTAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTACACaGCTTAATGECAGC
TATAACAGACTTATTGAACTGCCTGCTTTGCCTCAAGGACTTAACTTATTGAATGCGEtCCCACAATCAACTAATCACACTACCCACACTCCCCATATCTTTGAAGGA
GCTTCAtGTCTCAaATAATCaAtTATGTTCTCTTCCTGTTTTACCAGAACTACTGGAAACA

99%

100%

HE616528.1

26

ATGCTCCCGACaAATAACAATCACAGALtAAtTTcaaATTCGETCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATGAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACaAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAANCAAGAGACGAACCTGGACTTGECTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAANCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGEAAAAATAATTTANGCTtAATCTCCCCATTGCCTGCGTCCCTTACAC

99%

100%

CP012142.1

27

ATGCTCCCGACAAATAACAATCACAGALtAALTTCAAATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATAAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGTAAAAATAATTTAA

99%

100%

CP012142.1

36

ATGCTCCcGACAAATAACAATCACAGATtAALTTCAAaATTCGTTCTCCACTTATTCAATCGACACTAGCCGCGCATATGAAAATTATCTAACCCATTGGACTGAATG
GAAAAATAACCGCATACAAGAAGAACAACGAGACATCGCTTTTCAGCGACTAGTATCATGTCTACAAAACCAAGAGACGAACCTGGACTTGTCTGAATTAGGCCTGA
CAACATTACCTGAAATCCCCCCGGGAATTAAATCAATTAATATAAGTAAAAATAATTTAAGCTTAATCTCCCCATT

100%

100%

CP012142.1




102

ISOLADO

GENE IpaH4

BLASTN

QUERY

ACESSO

06

ATGCTTCCTGTAAAtAATCCCCCCCTATCCACTGGAAACGTCTCTTTTTACAGAACTACaTCAATCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGGGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGaGAAAACAGGSAAACTGCTTTTACCCGGCTCCAATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGTCTCA
GAtCTCTACCACGaATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAATAACCAACTATCAATGCTCcCCGAGCTACCAAGGG

99%

100%

CP012142.1

07

ATGCTTCCTGTAAATAATCCCCCCCTATCCACTGGAAACGTCTCTTTTTACAGAACTACATCAATCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGGGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGGAAACTGCTTTTACCCGGCTCCAATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGECTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAATAACCAACTATCAATGCTCCCCGAGCTACCAAGGGCATTGAAAGAGCTGAATGCAAGC
AGtAATCAATTATCTGCACTTCCTGAALTACCAGTGTCGCTGGAATATATAAALGTGAGTGA

100%

100%

CP012142.1

09

ATGCTTCCTGTAAATAATCCCCCCCTATCCACTGGAAACGTCTCTTTTTACAGAACTACATCAATCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGYGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGGAAACTGCTTTTACCCGGCTCCAATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGTCTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAATAACCAACTATCAATGCTCCCCGAGCTACCAAGGGCATTGAAAGAGCTGAATGCAAGC
AGTAATCAATTATCTGCACTTCCTGAATTACCAGTGTCGCTGGAATATATAAATGTGAGTGATAACCATTTGTTCGCACTTCCTGAATTACCTGCGTCACTAGAATA
TATTAATGTAAQTGACAATCACCTGTCTGTACTTCCGAGGLTACCAATG

100%

100%

CP012142.1

14

ATGCTTCCTGTAAATAATCCCCCCCTATCCACTGGAAACGTCTCTTTTTACAaGAACTACATCaATCGACAATGTTCACAALAATTATCTCTCCGAATGGGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGGAAACTGCTTTTACCCGGCTCCAATTATGTcTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGTCTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAATAACCAACTATC

100%

100%

CP012142.1

15

ATGCTTCCTGTAAATAATCCCCCCCTATCCACTGGaaACGTCTCTTTTTACaGAACTACATCnATCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGRGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGGAAACTGCTTTTACCCGGCTCCAATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGTCTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAATAACCAACTATCAATGCTCCCCGAGCTACCAAGGGCATTGAAAGAGCTGAATGCAAGC
AGtAATCaAtTATCTGCACTTCCTGAAtTACCAGTGWCGCTGGAATATATAAATGTGAGTGATAACC

99%

100%

CP012142.1

17

ATGCTTCCTGTAAATAATCCCCCCCTATCCACTGGAAACGTCTCTTTTTACAGAACTACATCaaTCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGGGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGgAAACTGCTTTTACCCGGCTCCAATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGECTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACCATCTTTGAT

100%

100%

CP012142.1

26

ATGCTTCCTGTAAAtAATCCCCCCCTATCCaCTGGAAACGTCTCTTTTTACAaGAACTACATCAATCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGYGTTGaATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGUAAACTGCTTTTACCCGGCTCCaATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGYTGGACTTATCTTGTTTAGGECTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAAT

100%v

CP012142.1

36

ATGCTTCCTGTAAATAATCCCCCCCTATCCACTGGAAACGTCTCTTTTTACAGAACTACATCAATCGACAATGTTCACAATAATTATCTCTCCGAATGGGTTGAATG
GACTAAAAACAGCATTTCCGGAGAAAACAGGGAAACTGCTTTTACCCGGCTCCaATTATGTCTGGAGAACAGTGAAACATCGTTGGACTTATCTTGTTTAGGTCTCA
GATCTCTACCACGATTGCCTGACAATCTTGATGAAATTAATGTAAGCAATAACCAACTATCAATGCTCCCCGAGCTACCAAGGGCATTGAAAGAGCTGAATGCAAGC
AGTAATCAATTATCTGCACTTCCTGAATTACCAGTGTCGCTGGAATATATAAATGTGAGTGATAACCATTTG

100%

100%

CP012142.1




103

ISOLADO

GENE IpaH6

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGETTaTTTccacATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATETgTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGGCCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGG

99%

100%

CP012142.1

05

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCtgtTTaTTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCNCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTECCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

99%

100%

CP012142.1

07

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTTAtttCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGgNNCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGALGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAALCACTAAG
CGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTtAAAAAAACTTGAGGNTAGgGAACAACGAACTGCAAACTCT

99%

100%

CP012142.1

09

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGNTtAttTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTcCGaAtGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGNGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAG

99%

100%

CP012142.1

11

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAATATTTCATCCTGttTaTTTccACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCNCTTTCCTCGT
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACaTTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGtATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAGCTTGagGTTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTcCATCTCTGCCTTCTAATC
TTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

99%

100%

CP014099.1

15

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTgtTTaTTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGGCCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATAaTTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCaCTAAG
CGCAGAGtATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGNTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTTCCATCTCTGCCTTCTAATC
TtAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCC

99%

100%

CP012142.1

16

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAATATTTCATCCTGLTTaTTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGCGCCTTTCCTCG
TTACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAA
TTTCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAA
GCGCAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACTCTTGAATTTAAAAAAGCTTGAGGNTAGGAACAACGAACTGCAAACTCTNCCATCTCTGCCTTCTAAT
CTTAAGATACTTAAGGTTGCGCACAACCATCTTACTGAACTGCCCCCTTTACCTAGGAGACTGCAACTTCTTTT

99%

100%

CP014099.1

26

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTtAtTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGATGATTGGGAGAAA
CAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGtAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGgGCTTTCCTCGCTA
CCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGALGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAALtaTTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAATTT
CTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGaTGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCaAATCaCTAAGCG
CAGAGTATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACcCTTGAATTTAAAAAAACTTGAGGWTAGgAACAACGAACTGCAAACTCTECCATCTCTGCCTECTAATCT

99%

100%

CP012142.1




104

27dzl

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGTTTATTTCCACATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTGTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGGGCTTTCCTCGCT
ACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGAEGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAATT
TCTTAACACATATATCTGCATTACCACATTATCTaATAACTTTGGaTGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGETATTACCAGACACCATCAAATCaACTAAGC
GCaGAGtATaATAGGKTATCCACACTGCCTTCATTAC

99%

100%

CP012142.1

36

ATGCGAGAAATTAATATGCTCAGAAACATTTCATCCTGCTTTTTAACAGATATCAGCACAATTACATCCCCCAACCATTATTTNTCCGAATGGGATGATTGGGAGAA
ACAGGGGTTACCGGAAGAACAGCGTACTGAGGCGGTAAGAAGACTTCGTGCATGTCTTACCTCTAAGGGGCATAAACTGGACCTGCGAGCCTTGCCGCTTTCCTCGC
TACCTGTACTCCCTGCTTGCATTAAAAAGCTTGATGTGAGCTGTAATAAATTAACCATCCTTACTGATTTACCTGAAAATATTAAAGAACTTATTGCAAGAGATAAT
TTCTTAACATATATATCTGCATTACCACATTATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGAAAATCAATTAGAGAATCTGCCGTTATTACCAGACACCATCAAATCACTAAG
CGCAGAGNATAATAGGTTATCCACACTGCCTTCATTACCCTTGAATTTAAAAAAACTTGCGGAT

99%

99%

CP012142.1

ISOLADO

GENE IpaH7

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGEACTT
AAAGCCAGCGATAACAgACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTttAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGYCCTTCTCAATA

99%

100%

CP012142.1

05

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATARCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACWAAAACTTTCTGTTGG

99%

100%

CP012142.1

06

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTTCCTTGCAGTCACTCTCMGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACRCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACTTTCTGTT

99%

100%

CP012142.1

07

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACTTTCTGTTGGCAACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACAGGAACTAAGTGCTTTTGATAACAGATTACAAGAGCTA

99%

100%

CP012142.1

09

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACTTTCTGTTGGCAACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACA

99%

100%

CP012142.1

11

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC

99%

100%

CP012142.1




105

TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAgACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTEtAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCcCGGCTCTACAaaAAC

14

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTtAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCYCAATARCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGG

99%

100%

CP012142.1

15

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACETTCTGTTGGCAACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACAGGAACTAAGTGCTTTTGATAACAGATTACAAGAGCTA

99%

100%

CP012142.1

16

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAgACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTEttAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCtCAATARMCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCcCGGCTCTACAAAAACT

99%

100%

CP012142.1

17

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAgCCAGCGATAACAAACTGAGCAGGCECCCGGCTCLtTCCgCCTCMCCTGGTCGCTCTTGATGTTTGACTTAA

99%

100%

CP012142.1

26

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACTTTCTGTTGGCAACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACAGGAACTAAGTGCTTTTGATAACAGATTACAAGAGCTA

99%

100%

CP012142.1

27

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTICTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACTTTCTGTTGGCAACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACAGGAACTAAGTGCTTTTGATAACAGATTACAAGAGCTACCGCCCCTTCCTCAAAATCTGAGGCTTTT

99%

100%

CP012142.1

27dzl

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAGCCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACTTTCTGTTGGCAACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACAGGAACTAAGTGCTTTTGATAACAGATTACAAGAGCTACCGCCCC

99%

100%

CP012142.1

36

ATGAAACCTGCCCACAATCCTTCTTTTTTCCGCTCCTTTTGTGGTTTAGGATGTATATCCCGTTTATCCGTAGAAGAGCAAAATATCACGGATTATCACCGCATCTG
GGATAACTGGGCCAAGGAAGGTGCTGCAACAGAAGACCGAACACAGGCAGTTCGATTACTGAAAATATGTCTGGCTTTTCAAGAGCCAGCCCTCAATTTAAGTTTAC
TCAGATTACGCTCTCTCCCATACCTGCCCCCGCACATACAAGAACTTAACATCTCTAGCAATGAGCTACGCTCTCTGCCAGAACTCCCTCCGTCCTTAACTGTACTT
AAAGCCAGCGATAACAGACTGAGCAGGCTCCCGGCTCTTCCGCCTCACCTGGTCGCTCTTGATGTTTCACTTAACAGAGTTTTAACATGTTTGCCTTCTCTTCCATC
TTCCTTGCAGTCACTCTCAGCCCTTCTCAATAgcCTGGAGACGCTACCTGATCTTCCCCCGGCTCTACAAAAACETTCTGTTGGCcaACAACCAGCTTACTGCCTTAC
CAGAATTACCATGTGAACTACA

99%

100%

CP012142.1




106

ISOLADO

GENE SenB

BLASTN

QUERY

ACESSO

02

ATGCCGTTAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCGTTATCAACAGATATGTCTGT TAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTATTAT
GAGGGTCTCAAACTCCAGTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGCACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGGAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAGATA
TATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTAGCTTCCTATTGGGAAATGAATTTTATGGARACAAATGGGAAGGTAAACTATCAGCTTCTTAGCACCCCTGATGCT
ATTGCAAAAAATGTATGTTTGGAAAAAACGGAAGATTTTTCAAAATCACCAGCTTATATTTAT TT TGTGGAAAATAAAAAGTGGGGAACAGTTATTACTAATTTTTT
TTATAACATGAAAAAAAATGGAGACT TTGTCAGAACATTATCAGCATGCACATTAAACCACCAAATGGCGTTAGGGT TGAAAATAAAGCGCGTACAAGAAAGTGAAA
AATGGGTTGTTCAGTTTTTCGATCCTAATCGAACTGTTACTCATAAACGTACTGTATTTACTTGTGATAGCCATTTCGAACTGAGTCAATTATCCGCTAAGGATTTT
TTTGATGATTTTTATTGGAAA

Fw: TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTcAtCtTCtTTGAAAAT TGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATtGTTCTCTTTTATTA
TTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGGaAtACCATCTTTATTAGT TGCGGACAGCATTTCGACCAATCGTCTT
GTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACAAAAGGCACGTATTGTTTCGGTATGGCCATTATAAAATGCCATAAAAAGTCCTGATGTACCGTTGGGATTTTTTAT
CCaTAATAATTCATCTATATATTCCTGGTGAGGGYGGag

100%

100%

CP012142.1

05

ATGCCGTTAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCGTTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTATTAT
GAGGGTCTCAAACTCCAGTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGCACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGGAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAGATA
TATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTAGCTTCCTATTGGGAAATGAATTTTATGGAAACAAATGGGAAGGTAAACTATCAGCTTCTTAGCACCCCTGATGCT
ATTGCAAAAAAtLGTATGTTTGGAAAAAACGGAAGATTTTTCAAAATCACCAGCTTATATTTATTTTGTGGAAAATAAAAAGTGGGGAACAGTTATTACTAALTTTTT
TTAT

100%

100%

CP012142.1

06

Rv:TTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTATTATGAGGGTCTCAaAcTcCagTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGC
ACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGGAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAGATATATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTAGCTTCCTATTGGGAAA
TGAATTTTATGGAAACAAaTGGGAAGGTAAACTATCANCTTCTTAGCACCCCTGATGCTATTgCaAAAAATGTATGTTTGGAAAAAACGGAAGAETTTTCAAAATC
Fw: -tAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTcAtCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCaGATTGTnCTCTTTTA
TTATTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAgGaATACCATCTTTATTAGTTGCGGACaGCATTTCGACCaatCGT
CTTGTGGTAaANnCtatAgTTTTTTAGAATAtTAC

99%

100%

CP012142.1

07

Fw: -TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTCATCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATTGTTCTCTTTTA
TTATTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGGAATACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGT
CTTGTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACAAAAGGCACGTATTGTTTCGGTATGGCCATTATAAAATGCCATAAAAAGTCCTGATGTACCGTTGGGATTTTT
TATCCATAATAATTCATCTATATATTCCTGGTGAGGGGGGAG

100%

100%

CP012142.1

09

Fw:-TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTCAtCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCaGATTGTTCtCTTTTA
TTATTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGgaATACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGT
CTTGTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACaAAAGGCACGTATTGTTTCGGTATGGCCATTATAAAATGCCATAAAAAGTC

100%

100%

CP012142.1

11

AtGCCGTTAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCGTTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTATTAT
GAGGGTCTCaaacTcCagTghAaCTaaTTCaGTTTaagAAtAAAaCAgCaCCLTATTTTE
-TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTcAtCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATTGTTCTCTTTTATTA
TTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAggaaTACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGTCTT
GTGGTAAAACTATAGTTTTTtAgAATaTTACAAA

100%

100%

CP012142.1

14

AtGCCGTTAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCGTTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTATTAT
GAGGGTCTCAAACTCCAGTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGCACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGAAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAGATA
TATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTAGCTTCCTATTGGGAAATGAATTTTATGGAAACAAATGGGAAGGTAAACTATCAGCTTCTTAGCACCCCTGATGCT
ATTGCAAAAAATGTATGTTTGGAAAAAACGGAAGATTTTTCAAAATCACCAGCTTATATTTATTTTGTGGAAAATAAAAAGTGGGGAACAGTTATTACTAATTTTTT
TTATAaCATGAAAAAAAATGGAGACTTTGTCAgAACATTATCAGCaTGCACaTTAAACCACCAAATGGCGTTAGGGTTGAAAATAAAGCGCG
-TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTcatctTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATTGTTCTCTTTTATTA
TTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGGAATACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGTCTT
GTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACAAAAGGCACGTATTGTTTCGGTATGGCCATTATAAAATGCCATAAAA

100%

100%

CP012142.1
CP010830.1

15

ATGCCGTTAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCGTTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTATTAT
GAGGGTCTCAAACTCCAGTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGCACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGGAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAGATA
TATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTAGCTTCCTATTGGGAAATGAATTTTATGGAAACAAATGGGAAGGTAAACTATCAGCTTCTTAGCACCCCTGATGCT

100%

100%

CP012142.1
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ATTGCAAAAAATGTATGTTTGGAAAAAACGGAAGATTTTTCAAAATCACCAGCTTATATTTATTTTGTGGAAAATAAAAAGTGGGGAACAGTTATTACTAATTTTTT
TTATAACATGAAAAAAAATGGAGACTTTGTCAGAACATTATCAGCATGCACATTAAACCACCAAATGGCGTTAGGGTTGAAAATAAAGCGCGTACAAGAAAGTGARAA
AATGGGTTGTTCAGTTTTTCgATCCTAATCGAACTGTtACTCATAAACGTACTGTATTTACTTGTGATAGCCATTTCgAACTGAGTCAALTATCCGCTAA
-TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTCAtCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATTGTTCTCTTTTATTA
TTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGGAATACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGTCTT
GTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACAAAAGGCACGTATTGTTTCGGTATGGCCATTATAAAATGCCATAAAAAGTCCTGATGTACCGTTGGGATTTTTTAT
CCATAATAATTCATCTATAtATTCCTGGTGAGGGGGGAG

16

Fw:TCATAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTCATCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATTGTTCECTTTTA
TTATTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGGaaTACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGT
CTTGTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACAAaAGGCACGTATTGTTTCGGYALtGGCCATTATAAAATGCCATAAAAA

99%

100%

CP012142.1

17

Rv:ATGCCGtTAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCGTTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTAT
TATGAGGGTCTCAAACTCCAGTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGCACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGAAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAG
ATATATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTAGCTTCCTATTGGGAAATGAATTTTATGGAAACAAATGGGAAGGTAAACTATCAGCTTCTTAGCACCCCTGAT
GCTATTGCAAAAAATGTATGTTTGGAAAAAACGGAAGATTTTTCAAAATCACCAGCTTATATTTATTTTGTGGAAAATAAAAAGTGGGGAACAGTTATTACTAATTT
TTTTTATaaCATGAAAAAAAATGGAgACTTTGTCAgAACATTATCagCaTGCACATTAAACCACCAAATGGCGTTAGGGTTGAAAATAAAGCGCGTAC

100%

100%

CP010830.1

26

Fw: -TAAAAAATGATTAAATCTATTTATTATTTCAATAAACGTTTTTTTCATCTTCTTTGAAAATTGTTCTGCTATAGTATCCGGTTCCAGATTGTTCTCTTTTA
TTATTCTACAATACTCTAATATTGTTTCTTTGTCTCTATTTACTACAGATACAAATACACCAGGAATACCATCTTTATTAGTTGCGGACAGCATTTCGACCAATCGT
CTTGTGGTAAAACTATAGTTTTTTAGAATATTACAAAAGGCACGTATTGTTTCGGTATGGCCATTATAAAATGCCATAAAAAGTCCTGATGTACCGTTGGGATTTTT
TATCCATAATAATTCATCTATATATTCCTGGTGAGGGGGGAG

100%

100%

CP012142.1

27

Rv:AtGCCGTtAAATAAAACATTTTCATCTAGTATATTTTCAACAAAAAATTCgtTATCAACAGATATGTCTGTTAACAGAGATAATAGAACAATAACAAGTTCTAT
TATGAGGGTCTCAAACECCAGTGAACTAATTCAGTTTAAGAATAAAACAGCACCTTATTTTTCAGAAAAGAGAAATGTGGAGGTAAATATAAATGGAGTGGCAAAAG
ATATATATGGAAGACAAATAGTTTGCCGTCACCTaSCTTCCTATTGGGAAATGAATTTTATGGAAACAAATGGGAAGGTAAACTATCANCTTCTTAGCACCCCTGAT
GCTaTTGCAAAAAALGEATGTTTGGAAAAAAC

99%

100%

CP012142.1




