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Resumo: O género Burkholderia constitui mais de 40 espécies, incluindo
genomovares entre bactéerias identificadas anteriormente como parte do complexo B.
cepacia (Bcc), aléem de B. mallei (agente causal do mormo) e a B. pseudomallei (agente
causal da melioidose ou pseudomormo). B. mallei e B. pseudomallei foram escolhidos
como alvos deste trabalho exatamente pela incrivel capacidade zoondtica (de certo modo,
compartilhada na letalidade potencial para humanos e animais) e risco iminente a saude
publica em geral, assim como também por serem potenciais agentes bioterroristas,
principalmente pela habilidade de infeccdo por aerossdis e a inexisténcia de vacinas
efetivas. Ressalta-se, aqui, o carater de re-emergéncia das zoonoses em geral, ndo sé no
Brasil, mas no mundo inteiro, em que aproximadamente 75% das doencas infecciosas
humanas recém-emergentes sdo de origem animal; com a incrivel porcentagem de cerca
60% de todos os patdgenos humanos serem, em esséncia, zoonoticos. Apesar da relativa
antiguidade das duas doencas, pouco se sabe sobre os detalhes e mecanismos de viruléncia
e patogenicidade em mormo e melioidose. Neste trabalho foram usadas varios recursos e
ferramentas de Bioinformatica para investigar genes e produtos génicos putativos em
cromossomos e replicons sequiienciados dos genomas de B. mallei e B. pseudomallei, numa

abordagem patogenémica visando a identificacdo de genes representativos de fatores de
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viruléncia associados com uma lesdo-chave nas duas doengas, a formacdo de
granulomas/piogranulomas. Granulomas s&o respostas localizadas de inflamagéo cronica
capazes de reter os patdgenos em seu interior, sendo, assim, sitios estratégicos da infeccédo.
Os resultados in silico ajudaram a formar um painel preliminar contendo dezoito (18)
ortélogos putativos, excelentes alvos para futuros screenings experimentais que venham a
caracterizar precisamente suas fungdes na atividade granulomatogénica de Burkholderia.

Palavras-chave: Burkholderia mallei, mormo, Burkholderia pseudomallei,
melioidose (pseudomormo), genoma, analise patogenémica, granulomas.

Abstract: The Burkholderia genus holds over 40 species of Gram-negative bacteria,
including genomovars early identified as part of B. cepacia complex (Bcc), besides B.
mallei (causative agent of equine glanders) and B. pseudomallei (causative agent of human
melioidosis or pseudoglanders). Natural B. mallei and B. pseudomallei zoonotic infections
have largely been eradicated/controlled and human infection is extremely rare, but renewed
interest in these organisms parallels their classification as category B biothreat agents, the
lack of any effective vaccine available for them and the serious risk of aerosol transmission,
a great concern for public health surveillance. Both diseases are very ancient, but relatively
little is known about details concerning virulence mechanisms in glanders and melioidosis.
Here we apply bioinformatics resources and tools to investigate B. mallei and B.
pseudomallei sequenced genomes, their putative genes (and coded proteins) in a
pathogenomics approach aiming at the in silico identification of virulence genes potentially
associated with a key-lesion of both diseases, the granuloma (or piogranuloma) formation.
Granulomas are localized chronic inflammatory responses that are able to keep the
pathogen inside of them and are, thus, critical sites of infection. Our results help to build a
panel of eighteen (18) putative ortologs, which can be excellent targets for future
experimental screenings that might lead to genetic characterizations of their functions in
terms of granulomatous genesis within Burkholderia infections.

Keywords: Burkholderia mallei, glanders, Burkholderia pseudomallei, melioidosis,

genome, pathogenomics analysis, granuloma.
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Introducéo
O género Burkholderia constitui

mais de 40 espécies (Tabela 1) e apenas
em 1992 foi considerado formalmente um
novo género (YABUUCHI et al., 1992),
basicamente

incluindo espécies

anteriormente classificadas como
pertencentes ao género Pseudomonas,
sete das quais foram transferidas para o
novo género, incluindo Burkholderia
cepacia, Burkholderia mallei,
Burkholderia pseudomallei, Burkholderia
caryophylli,  Burkholderia  gladioli,
Burkholderia pickettii e Burkholderia
solanacearum (YABUUCHI et al., 1992).
A primeira Burkholderia (B. cepacia),
originalmente descrita como
Pseudomonas, foi um fitopatdgeno
identificado por BURKHOLDER (1950)
como causadores da decomposicao
bacteriana de raizes de cebolas. Passados
quase sessenta anos, 0 que se pode

apreender sobre este género é que as

espécies de Burkholderia sdo R-

proteobactérias bacilares, notaveis por sua
versatilidade de metabolismos e de
habitats (LESSIE et al., 1996;
MAHENTHIRALINGAM et al., 2005;
CHAIN et al., 2006) e pela natureza
multipartida de seus genomas, divididos
em cromossomos (NIERMAN et al.,
2004; HOLDEN et al., 2004). O estado
multi-cromossémico  representa  um
agravante de complexidade bacteriana,
inclusive na reconhecida acdo da B.
cenocepacia, um importante patégeno
oportunista humano que tem sido muito
estudado por causar infec¢cdes pulmonares
gravissimas em pacientes com fibrose
cistica (Burkholderia Genome Database;
BERNIER et al, 2003). Através de
taxonomia, foram definidas
especificamente nove espécies similares
(genomovares?), entre bactérias

identificadas anteriormente como parte do

complexo B. cepacia (Burkholderia

! Genomovar = termo que denota espécies genotipicamente
distintas, porém fenotipicamente similares.
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cepacia complex (Bcc)): B. cepacia, B.
multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis,
B. vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria,
B. anthina, e B. pyrrocinia (representando
genomovares I-1X, respectivamente).

A B. mallei é o agente causal do mormo
(glanders, em inglés) (LOPEZ et al.,
2003), uma doenga primariamente de
eqlideos, transmissivel ao homem, que
aparece na forma cutanea ou sistémica,
enquanto B. pseudomallei é o agente
causal da melioidose (ou pseudomormo),
uma enfermidade que acomete humanos
(WHITMORE, 1913) e ocasionalmente
pode acometer mamiferos domésticos
(DANCE, 1991). Estudos gendémicos e
epidemiologicos sugerem que B. mallei
seja um clone que emergiu de B.
pseudomallei e tenha uma predisposicao
mais restrita em relacdo a hospedeiros

(GODOY et al., 2003). Ambos patdgenos

apresentam caracteristicas similares e de
impressionantes versatilidade e
resisténcia (JONES et al., 1996;
GILLIGAN et al, 2003) e foram
escolhidos como alvos deste trabalho
exatamente pela incrivel capacidade
zoonética (de certo modo, compartilhada)
e risco iminente a saude animal e
humana, ou seja, & saude publica em
geral, assim como também por serem
potenciais armas bioterroristas
(CHAOWAGUL et al., 1989; ROTZ et
al., 2002). Ressalta-se, aqui, o carater de
re-emergéncia das zoonoses, ndao sé no
Brasil, mas no mundo inteiro, em que
aproximadamente 75% das doencas
infecciosas humanas recém-emergentes
sdo de origem animal, com a incrivel
porcentagem de cerca 60% de todos os

patdgenos humanos serem, em esséncia,

zoonoticos (CDC report, 2007).

Tabela 1 - Listagem completa contendo as 44 espécies de Burkholderia spp. (e sub-géneros) e respectivos

registros/dados constantes do repositério mundial NCBI/GenBank/Entrez

Informagoes Gerais |

Entrez/NCBI - Nimero de Entradas
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Local
. de Pub
Burkholderia Ano . Host Nt PG [Genes | GS | T Prot CDD | Es.
Orige Med
m
B. ambifaria 2001 | Bélgica H 2,738 4 13613 10 5 55.105 - - 31
B. cenocepacia 2003 Bélgica H, P 642 5 20845 11 6 53.317 5 1 135
ik S 1993 | Bélgica | A | 5002 | 13 | 56527 | 42 | 63| 17290 | 127 | 36 | 1,771
complex P 6
B. mallei 1885 A'ehrga” H,A | 2,741 | 10 | 22398 | 14 | 12| 95.384 - - 192
B. multivorans 1992 Bélgica H 160 1 6375 8 6 24.920 = = 108
B. phymatum 2002 Bélgica LT 18 1 7901 4 2 15.001 3 1 9
B. phytofirmans | 2005 H°'§‘”d Ce:°' 17 1 3 | 2| 14.488 9 2 2
Asia,
Australi
B. pseudomallei 1913 ?égic“)es H, A 31,342 20 26930 24 | 23 | 201.98 197 24 591
temper
adas
B. thailandensis Tailandi
(B. ubonensis, 1998 - H, A 5800 4 5716 6 5 | 32.606 - - 84
2000)
B. vietnamiensis 1978 Suécia Arroz 103 1 7865 8 2 15.626 95
A o
B. xenovorans 2004 Bélgica Equin 26 2 9046 3 2 17.841 94 20 66
o
B. unamae 2004 | México P 16 - - - 2 7 - -
B. caryophylli 1942 EUA P 22 - - - 1 14 - - 14
B. plantarii 1987 Japao P 66 - - - 1 61 - - 15
B. glumae 1998 Japao P 265 1 - 1 305 19 3 47
B. andropogonis 1954 EUA P 48 - - - 1 33 - - 19
B. glathei 1975 A'eh”;a” s 40 - - -1 9 - - 22
Francga
B. graminis 1998 C . P 151 1 - 1 2 13.499 - - 19
Australi
a
B. phenazinium 1973 Brasil S 59 - - - 1 7 - - 20
Ilha de
B. caribensis 1999 Martini LT 10 = = = 1 4 = = 13
que
B. caledonica 2001 | Escocia P 10 - - - 1 5 - - 4
Bélgica,
Escécia
B. hospita 2002 | Itdlia e P 11 - - - 1 3 - - 1
Espanh
a.
Bélgica,
Escécia
B. terricola 2002 | Itdlia e P 11 - - - 1 1 - - 4
Espanh
a.
B. sacchari 2001 Brasil P 5 = = = 1 11 = = 8
aquife
B. kururiensis 2000 | Japdo o 13 - - - |1 16 - - 9
poluid
0
B. tropicalis 2001 A;"'jg'c P 25 - - -1 8 - - -
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Sul
Améric
B. brasilensis 2001 a do P 6 = = = 1 4 = = 4
’Sul
Africa
do Sul
B. tuberum 2002 c P, LT 14 - - - |2 14 - - 7
Guiana
Frances
_a
Africa
do Sul
B. phymatum 2002 _e P, LT 18 1 7901 4 2 15.001 3 1 9
Guiana
Frances
a
B. dolosa 2003 H“:;a” P,H | 489 1 - 1 | 2| 10280 | - - 15
Psych
otria
B. kirkii 2002 | Bélgica | kirkii 6 - - - 1 - - - 1
(vege
tal)
R H, A,
B. fungorum 2001 Bélgica PF 28 - - - 1 14 - - 116
B. gladioli 1913 | Bélgica H'PA' 208 - - - | 5| 109 6 2 | 103
B. cocovenenans
(Pseudomonas 4\ H, A, ) } } } } } _ _ _
farinofermentan e Biclefez P
)
B. pyrrocinia 1965 Bélgica H 44 - - - 1 33 - - 34
Inglate
B. anthina 1997 rra e H 27 - - - 1 22 - - 13
EUA
B. tuberum 2002 | Bélgica LT 14 - - - 2 14 - - 7
B. oklahomensis 2006 EUA S 3.046 2 - 2 3 14.214 - - 4
B. vandii 1994 Japao org. 66 - - - 1 61 - - 15
B. pickettii 1973 Japao H, A 220 2 4 5 3 20.703 14 2 264
Nova
B. sartisoli 2008 | Zelandi M 1 - - - 1 - - - -
a
B. .| 2000 | Béigica | H,S 7 - - - |z 1 - - | 14
norimbergensis
B. el
phenoliruptrix 2004 | Beélgica S 1 - - - 1 - - - -
B. solanacearum 1896 Japao P 3,357 2 5210 4 3 20,816 12 6 785

Host = hospedeiro natural (H = humano, A = animal, P = plantas, LT = legumes tropicais; C = cebola; M = milho; S = solos; Orq.
= orquidea; F = fungos; ; Nt = nimero de sequéncias de nucleotideos; PG = nimero de projetos genomas ja sequienciados ou em
sequenciamento; Genes = nimero de seqiiéncias de genes anotados; GS = numero de seqiiéncias gendmicas depositadas (WGS,
ESTs, etc); Taxo = taxonomia; Protein = nimero de seqiiéncias de aminoacidos correspondentes a proteinas depositadas; CDD =
nimero de dominios ou motivos conservados; Es = nimero de estruturas tridimensionais de proteinas ja resolvidas; PubMed =
nimero de citagdes de periédicos no PubMed; NCBI = National Center for Biotechnology Information; Entrez = portal de acesso a
todos os bancos de dados do NCBI; GenBank = primeiro e mais conhecido banco de dados de nucleotideos do NCBI.

Neste relato foram usadas varios publicos) e ferramentas de Bioinformatica

recursos (bancos de dados e repositorios (softwares e scripts de programacao)
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para investigar genes e produtos génicos
putativos em replicons? sequienciados de
B. mallei e B. pseudomallei, incluindo
todos cromossomos e elementos extra-
cromossdmicos,  disponiveis  (como
NCBI, Sanger Center, Pathema, dentre
outros). Os resultados apontam para a
identificagdo in silico de alguns
elementos potencialmente virulentos e
estratégicos para o estabelecimento de
uma lesdo comuns as duas doencas, no
caso a formacao de
granulomas/piogranulomas®. Em
conjunto, os achados sugerem que um
ponto diferencial concreto esta nas ilhas
genbmicas: ausentes em B. mallei e
presentes em B. pseudomallei, o que tem

sido responsavel pela hipotese de que

essas ilhas genbmicas possam tornar o

2 Um replicon consiste numa molécula ou regido de DNA ou
RNA que se replica a partir de uma Unica origem de
replicacdo. Na maioria dos cromossomos procariotos, 0
replicon é o cromossomo circular inteiro, excecdo feita a
alguns genomas bacterianos multi-cromossdémicos que podem
portar varios replicons. Em eucariotos, ha varios replicons por
Cromossomo.

® Um granuloma constitui o protétipo de inflamagdo cronica
produtiva, nodular, com células eptelidides, macréfagos e
outras células. A abscedacdo de um granuloma ou a
transformacdo granulomatogénica de um abscesso pode ser
denominada de piogranuloma.

organismo B. mallei incapaz de habitar
tantos nichos diferentes quanto o
pseudomallei (Holden et al., 2004; Schell
et al., 2008). Isto nos ajuda a compor uma
hipotese adicional de que a expressdo dos
genes  dispostos em tais ilhas,
primariamente dedicados a fungdes de
captacdo de ferro e adesdo celular,
poderiam regular 0s processos que
envolvem a origem das atividades
patogénicas mais drasticas em B.
psedomallei. Os resultados in silico deste
trabalho ajudaram a formar um painel
preliminar  contendo  dezoito  (18)
ortologos putativos, excelentes alvos para
futuros screenings experimentais que
venham a caracterizar precisamente suas
funcbes na atividade granlomatogénica de
Burkholderia.

2. Antecedentes

Por considerar a importancia estratégica
das duas zoonoses no Brasil e no Estado

do Ceara em particular, onde, ao contrario
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da realidade mundial, mormo e
melioidose ainda s&o doencgas ndo apenas
temiveis, mas ocorrentes (BRAGA &
ALMEIDA, 2005; ROLIM et al., 2005;
VIGIAGRO, MAPA, 2008), este trabalho
de anélise gendmica em Burkholderia foi
delineado.  Objetivando  explorar a
disponibilidade atual de muitos dados e
informacbes (tanto volumosos quanto
complexos) a respeito do conteudo e da
plasticidade dos genomas ja sequienciados
das duas espécies, além de extenso
material sobre as mais de 40 espécies de
Burkholderia (Tabela 1), em sua maioria
fitopatogénicas, aproveitamos a
oportunidade para apresentar uma
perspectiva comparada sobre alguns
fatores de viruléncia presentes nas duas
espécies de Burkholderia. Tal abordagem
patogendmica  tenciona,  sobretudo,
oferecer uma visdo contextualizada de
genes e

proteinas  potencialmente

envolvidas com dois mecanismos

patogénicos classicos e comuns no
mormo e na melioidose, a saber: a
formacgéo de  granulomas (e/ou
piogranulomas) e a  persisténcia
intracelular (JONES et al., 1996).
Historicamente, o mormo é uma das
doengas mais antigas que se conhece,
fazendo parte da lista "B" do Escritorio
Internacional de Epizootias (OIE). A
doenca esta incluida entre aquelas
passiveis de aplicacdo das medidas
previstas no Regulamento de Defesa
Sanitaria Animal Brasileiro (Art. 61 e 63
do Decreto n° 24.548, de 3 de julho de
1934), sendo obrigatdria a eutanasia dos
animais doentes, ja que o progndstico é
por demais reservado e o tratamento seria
inconcebivel pelo risco associado de
disseminacdo da doenca. A B. mallei foi
responsavel por altas morbidades e
mortalidades em equideos no mundo

inteiro (WILSON & MILES, 1964) e por

eventuais transmissdes fatais ao homem:;
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embora, atualmente, o mormo seja
extremamente raro em  qualquer
hospedeiro que se considere (relatério
CDC, 2000), pois se encontra
erradicado/controlado em muitos paises,
infelizmente este ndo é, ainda, o caso do
Brasil, onde o mormo tem ocorrido de
forma praticamente endémica nos ultimos
quinze anos, principalmente, em varios
Estados do Nordeste (MOTA et al., 2000;
ADAGRO, 2008) e do Norte
(VIGIAGRO, MAPA, 2008).

No que tange a melioidose, € uma doenca
infecciosa cuja transmissao para humanos
e animais ocorre através do contato direto
com a B. pseudomallei presente no
ambiente via ingestdo, inalacdo, ou por
meio de solucdo de continuidade (feridas
abertas e abrasbes na pele). O bacilo
moével, ndo-esporulante e saprofito de
aguas, solos e mananciais em geral
contaminados por atividades ocupacionais
(principalmente

agricola,  pecuaria,

mineracdo) ou de lazer, pode sobreviver
meses em ambientes acidos ou pouco
nutritivos, adversos e competitivos,
reafirmando sua posicdo como patdgeno
intracelular facultativo. A producdo de
metabdlitos secundarios especializados e
a adaptacdo a vias de catabolismo e
sistemas de transporte e secrecdo (de
proteinas do tipo 1) bem complexos,
alem de elementos de viruléncia que
incluem os flagelos (Pathema Portal,
2008) asseguram a B. pseudomallei um
status  privilegiado no rol dos
microorganismos teldricos patogénicos.

2. Aspectos  Microbiologicos e
Gendmicos

O nicho ecoldgico primordial da B. mallei
parece ser as vias aéreas de equinos,
enquanto a bactéria apresenta pouca
capacidade de sobrevivéncia no ambiente
(GILLIGAN et al., 2003), um dado
frontalmente oposto a capacidade inata da

B. pseudomallei de viver no solo e na
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agua, em fontes naturais no meio-
ambiente (FUSHAN et al., 2005). Em
comum, as duas espécies de Burkholderia
ttm o fato de serem bacilos Gram-
negativos (Figura 1) e aerdbios
obrigatérios (GILLIGAN et al., 2003) que
sdo responsaveis pela etiologia de duas
das mais importantes (ainda que raras)
zoonoses que se conhece, tanto no ambito
final da Medicina Humana (a Melioidose)
guanto da Medicina Veterinaria (0
Mormo). Os dois microorganismos
podem se disseminar facilmente por
aerossois, tendo, assim, o potencial

Outros pontos em comum na
maioria das espécies de Burkholderia sdo
0S genomas grandes (para procariotos) e
repletos  de  replicons  (genomas
“multireplicon”), além da presenca de
maltiplas  sequéncias de  insercdo,
conferindo alta plasticidade aos genomas

e um dramatico efeito sobre a estrutura

cromossdmica, 0 que talvez possa

virulento de causar graves doengas com
alta taxa de mortalidade e numa intrinseca
resisténcia a muitos antibiéticos (Jones et
al., 1996). Some-se a isto a inexisténcia
de qualquer vacina efetiva disponivel para
ambas as enfermidades. Outrossim,
ambas as espécies de Burkholderia
compartilham também o temido posto de
serem  reconhecidos  agentes  bio-
ameacadores, uma vez que figuram na
categoria B da lista “Biothreat Agents,
U.S. Centers for Disease Control and
Prevention” do governo dos EUA (CDC
report, 2008).
explicar a grande versatilidade do género
(Lessie et al., 1996; Chain et al., 2006).
Quase trinta cepas de Burkholderia ja
foram (ou estdo sendo atualmente)
sequenciadas (Joint Genome Institute
Microbial ~ Genomes

(JGI)/Integrated

(IMG); http://img.jgi.doe.gov;

http://www.sanger.ac.uk). Dentre estas,

0s genomas completos das duas espécies,

10
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B. pseudomallei K96243 (HOLDEN et
al., 2004) e B. mallei ATCC23344
(NIERMAN et al., 2004) foram

recentemente disponibilizados, servindo

de fonte de dados para muitas analises e

inferéncias bioldgicas extraidas a partir

das informacOes neles contidas, inclusive

0 presente trabalho.

Figura 1 — Fotomicrografia eletrénica de varredura (SEM) de espécimes de Burkholderia pseudomallei,
ilustrando aspectos estruturais (bacilares, contornos alongadamente arredondados) e de relativa
individualidade intra-coldnia. Magnitude do aumento: x2,600. Cortesia do autor (Dennis Kunkel, PhD).

Direitos da imagem  gentilmente  decidos

(http://www.denniskunkel.com)

3. Material e Métodos

Fontes — Bancos de Dados Bioldgicos e
Ferramentas de Bioinformatica

Foram usados conjuntos selecionados de
dados disponiveis, genes (regibes
codificadoras (CDS)) e proteinas

individuais/clusters, operons, replicons e

cromossomos de Burkholderia spp.,

por  Dennis  Kunkel

Microscopy, Inc.

obtidos a partir de bancos de dados (BDs)
e repositorios publicos (NCBI, PDB,
UniProt, GeneDB e Pathema) e/ou de
trabalhos experimentais publicados em
periédicos ou websites aqui referenciados.
As buscas em BDs foram feitas usando os
programas de alinhamento pareado de

seqiiéncias BLAST e suas variagoes,

11
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inclusive 0 MEGABLAST (ALTSCHUL
et al., 1997) e de alinhamento multiplo
MUSCLE (EDGAR, 2004) para verificar
similaridade e homologia entre as
seqiiéncias-alvo, identificar  padrdes
através de perfis conservados e comportar

as analises comparativas entre os dois

genomas alinhados.

Analises In Silico

Todas as sequéncias (CDS e proteinas)
em formato FASTA (coletados a partir
dos BDs e/ou fontes ja referidos) foram
alinhadas com BLAST e/ou MUSCLE,
conforme detalhado (GOUVEIA et al.,
2007); os alinhamentos forneceram as
correlacbes hierarquicas e sucessivas
entre cada par ou conjunto de seqléncias-
alvo. Todas as seqléncias de
Burkholderia foram usadas como queries
(consultas) contra conjuntos de dados
genbmicos com PSI-BLAST

(BLASTP2.2.10) (ALTSCHUL et al,

1997), sequidos de alinhamento multiplo

de sequiéncias (MSA) com refinamento
progressivo no MUSCLE (Edgar, 2004)
sobre as entradas-alvo dos principais
BDs-fontes  testados contra  Vérias
colecBes de motivos protéicos e familias
de proteinas incluindo SMART (Letunic
et al., 2006) e Superfamily (GOUGH et
al., 2001). Resultados de MSA foram
usados para “treinar” os perfis de datasets
com cadeias de Markov (HMM, hidden
Markov models, Eddy, 1998) para
detectar padroes de motivos dos clusters
analisados. A anotacdo génica foi feita
com Artemis (RUTHERFORD et al.,
2000).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Aspectos como a presenca/auséncia de
certas organelas (tais como flagelos e
pilli), conjuntos de genes estratégicos,
ilhas gendmicas e de patogenicidade,
além de caracteristicas singulares de
densidade e relevancia de replicons sdo

levados em conta na avaliacdo diferencial
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das trajetorias de infectividade das duas
bactérias com o objetivo de tracar um
perfil patogendémico para cada uma delas
que possa realmente balizar uma distin¢ao
formal entre as infecgcbes oportunistas,
servindo de eixo norteador para a analise.
Embora se saiba que tanto fatores de
viruléncia das linhagens como a
imunossupressao no hospedeiro mamifero
podem influenciar o estabelecimento e as
consequiéncias de ambas as infecches
(QUINN et al, 2005), é sempre
interessante tentar estabelecer elementos-
chave, no caso gendmicos, de conexao e
de independéncia entre os sintomas e
lesbes comuns as duas zoonoses.

Analise Comparativa entre 0os Genomas

de Burkholderia mallei e B. pseudomallei

Os genomas bacterianos (em sua
grande maioria) sdo compostos por um
anico  cromossomo. Tem-se  Vvisto,
entretanto, que 0s genomas de varias

familias de procariotos, incluindo varios

E sabido que a B. pseudomallei apresenta,
em sua estrutura, flagelos polares que a
tornam mavel, diferente da B. mallei que,
por ndo apresentar estruturas flagelares,
ndo  possui  qualquer  motilidade
(GILLIGAN et al., 2003). Isto, porém,
ndo parece diferir a capacidade das duas
espécies em persistir no interior de
células fagociticas e macrofégicas, as
quais, sendo especializadas na fagocitose
e destruicdo microbicida, deveriam coibir
a tendéncia de formacdo de lesGes
nodulares/abscedativas e/ou  erosivas,
inclusive a formacdo de granulomas (ou

piogranulomas) (HIRSH & ZEE, 2003;

ROLIM et al., 2005).

patogénicos, contém mais de um
cromossomo (KOLSTO, 1999; EGAN et
al., 2005), ou seja, sdo genomas
bacterianos complexos, nos quais o

cromossomo maior (principal) geralmente

13
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possui a maioria dos genes essenciais,
enquanto o(s) cromossomo(s) menor(es)
(ou secundario(s)) possui(em)
relativamente poucos genes essenciais
(EGAN et al., 2005; LIVNY et al., 2007).
Assim como todos 0s organismos Vivos,
as bactérias também precisam segregar

ativamente seus cromossomos replicados

antes da divisdo celular para viabilizar,

nas células-filhas, a integridade do
genoma por Varias geragdes, embora 0s
processos de segregacdo cromossdmica
em procariotos com mais de um
cromossomo ainda permanegam pouco
compreendidos (DUBARRY et al., 2006;
THANBICHLER et al., 2006;

YAMAICHI et al., 2007).

Tabela 2 — Quadro comparativo de aspectos basicos entre 0s genomas de duas espécies
de Burkholderia, relacionando tamanho de genomas e de cromossomos e densidade

génica.
Caracteristicas Burkolderia Burkolderia
mallei pseudomallei

Genoma 5.8 Mb 7.2 Mb
Cromossomo 1 3,510,148 pb 4,074,542 pb
Cromossomo 2 2,325,379 pb 3,173,005 pb

Contetido G+C % 68 67,6
Numero de RNAt 47 61
Seqiiéncias 5,535 5,855
codificantes
Regidoes SSR 7,084 8,560
Genes 5,229 6,323

Como as espécies do género aos seus grandes e complexos genomas,

Burkholderia sdo extremamente versateis ja que elas tiveram a adicdo de material
em sua fisiologia e sobrevivéncia genético novo ao genoma basico
(Mahenthiralingam et al., 2005), nédo seria necessario para a vida-livre. Enquanto o

exagero atribuir parte dessa versatilidade DNA exdgeno (ou importado) poderia,

14
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em tese, ser integrado ao cromossomo,
parece claro que as Burkholderia spp.
optaram por manté-lo em replicons
separados (DUBARRY et al., 2006). Tal
“escolha” deveria refinar o mecanismo
que assegura a segregacdo ordenada,
especialmente porque trés dos replicons
sdo grandes o suficiente para se qualificar
como cromossomos. Nesta analise,
procuramos avaliar o quanto cada
replicon de B. mallei e de B. pseudomallei
alberga loci de genes essenciais (e/ou
envolvidos com a viruléncia) e o quanto
cada cromossomo de B. mallei e B.
pseudomallei difere em termos de
replicons e de conteldo de genes
potencialmente  associados com a
viruléncia. Conforme pode ser visto na
Figura 2, que representa uma
simplificacdo comparativa direta entre as
categorias funcionais bésicas de genes

anotados das duas espécies (HOLDEN et

al., e NIERMAN et al., ambos 2004), ha

uma marcante predominéncia de genes da
categoria dos elementos funcionais extra-
cromossémicos e mdveis no genoma de
B. mallei (279 genes de um total de 5229,
ou 5.33%) quando comparando-se ao
genoma de B. pseudomallei (131 genes de
um total de 6323, ou 2.07%). Esta
diferenca é muito significativa, se levados
em conta todos 0s pressupostos de que
elementos funcionais extra-
cromossdOmicos e  moveis  podem
representar ~ como  geradores  de
diversidade funcional. Deve-se mencionar
que a transferéncia horizontal de genes
(HGT) é um mecanismo chave na
evolucdo bacteriana, enquanto a aquisicao
e retencdo de blocos de DNA,
codificadores de centenas de genes,
representa um mecanismo rapido para a
evolucdo. A HGT pode ter um impacto
mais imediato e significativo sobre o
fen6tipo  do

organismo quando

comparado com processos mais lentos,
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tais como acUmulo de mutagbes no

interior de genes individuais e a

subseqliente  selecdo por  fendtipos

vantajosos. Esses segmentos de DNA que

ndo co-evoluem com o cerne do genoma

(geralmente  referidos como ilhas

gendmicas), sdo adquiridas por HGT

(Hacker & Carniel, 2001).

Categorias de funcoes génicas # genes % de 5229 # genes % de 6323
Biosintese de aminoacido 13 216% 122 1.92%
2 Biosintese de cofatores, grupos prostéticos 162 3.09% 176 278%
Envelope celular 392 749% 512 8.09%
1 Processos celulares 464 8.87% 461 7.9%
Metabolismo intermediano central 125 2.39% 140 2%
6 Matnz de leitura interompida 85 1.62% 2 0.37%
7 Metabolismo de DNA 104 1.98% 142 224%
Burkholderia maliei ATCC 23344 Metabolismo energético 461 8.81% 542 8.57%
N Metabolismo de fosfolipideos 17 223% 143 226%
TIGR Annotation 10 Proteinas hipotéticas 549 10.4% 797 126%
1 Proteinas hipotéticas - conservadas 711 13.5% 986 15.5%
12 Elementos funcionais extractomossdmicos e moveis 79 5.33% 131 207%
12 Destruicdo protéica 20 458% 256 4.04%
Sintese protéica 152 290% 150 237%
Nuc nucleosi purinas e 70 1.33% 80 1.26%
Funcdes regulatonas 412 7.87% 495 7.82%
Transducdo de sinais 106 2.02% 137 216%
18 Transcricdo 61 116% 68 1.07%
19 Transporte e ligacdo protéica 579 11.0% 683 10.8%
Nao-lassificadas 0 0% 0 0%
Fungdes desconhecidas 606 115% 825 13.0%
22 Funcdes virais 0 0% 0 0%

Figura 2 — Categoria funcional de genes atribuida por métodos de Bioinformética (anotagdo génica e
caracterizacdo preditiva feita por andlises comparativas in silico). Adaptacdo modificada a partir de dados
publicados (Fontes: Holden et al. (2004), Nierman et al. (2004), Chain et al. (2006), THONGBOONKERD et

al. (2007) e SITTHIDET et al. (2008).

Nos genomas bacterianos, as ilhas
genbmicas se caracterizam por incluir um
tipico contetdo G+C, a proximidade a
genes de RNA (tRNA), e a presenca de

determinantes genéticos responsaveis pela

mobilizacdo delas e a sua manutencdo
estavel no genoma. Uma maneira de
classificar as ilhas gendmicas se baseia
nas fungdes que elas codificam, tais como
metabdlicas

atividades adicionais,
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resisténcia a antibioticos ou propriedades
do tipo simbiose ou patogénese
(DOBRINDT et al, 2004). Ilhas
gendmicas que codificam determinantes
de viruléncia (as chamadas ilhas de
patogenicidade) ja foram descritas numa
infinidade de patégenos e, em muitas
instancias, foram implicadas como o0s
responsaveis  genéticos por  tracos
virulentos eventuais em espécies nao-
patogénicas. Por este motivo, elas
representam bons elementos, a0 mesmo
tempo de conexdo e de divergéncia, no
estudo patogenémico de Burkholderia
spp., como ora descrito aqui. Nesse
sentido, um aspecto comum e relevante
das ilhas de patogenicidade é a presenca
de genes de mobilidade presumivelmente
envolvidos na mobilizagdo das ilhas junto
ao cromossomo recipiente. Embora a
aquisicdo de ilhas de patogenicidade
possa prover uma vantagem seletiva ao

aumentar a viruléncia de certas linhagens

bacterianas, pode-se facilmente atribuir
um papel também significativo ao
controle dessa aquisicdo, ou seja, em
certos ambientes (como os solos imidos e
acidos favoraveis a B. pseudomallei)
talvez a sobrevivéncia de linhagens de
Burkholderia esteja associada a presenca
(maior ou menor) das ilhas gendmicas.

B. pseudomallei. O genoma da cepa

K96243 é composto por  dois
cromossomos: um de 4,07Mb e outro de
3,17Mb, mostrando uma importante
participacdo  funcional entre eles;
enquanto o primeiro cromossomo (crl) se
encarrega de  codificar  proteinas
correspondentes a varias fungbes do
metabolismo celular, o segundo (cr2) é
responsavel por genes com fungdes
relacionadas a  sobrevivéncia em
diferentes nichos que a B. pseudomallei
pode habitar. O crl revela o distinto
particionamento de funcbes bésicas e

acessorias (Tabela 3), e contém uma alta
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proporcao de regides codificadoras (CDs)
envolvidas nas fungdes bésicas, tais como
biossintese de macromoléculas,
metabolismo de amino&cidos, sintese de
cofatores e carreadores, biossintese de
proteinas e nucleotideos, quimiotaxia e
mobilidade. O cr2, em contraste, contém
uma grande proporc¢édo de CDs de fungdes

acessorias: adaptacdo para condicOes

atipicas, protecdo osmotica e aquisicéo de

metais, metabolismo secundario,
regulacdo, e DNA lateralmente adquirido,
além de possuir uma grande quantidade
de proteinas nédo identificadas
parcialmente ou totalmente nos bancos de
dados. A comparacdo entre os dois
cromossomos revela pouca similaridade,

com excecdo as regides dos grupos de

rRNA (Holden et al., 2004).

Tabela 3 - Distribuicdo de CDs em torno de diferentes classes funcionais nos dois cromossomos (crl e

cr2) de B. pseudomallei

Papel - Sequéncias Codificantes Cr1(% de CDs) Cr2(% de Cds)
Proteinas Hipotéticas 8 10,4
Proteinas Hipotéticas Conservadas 12,1 13,6
Quimiotaxia e Motilidade 1,7 0,5
Replicacdo Cromossémica 0,2 0,1
Chaperonas 0,7 0,3
Reacéo de Protecdo 1 1,5
Proteinas Transporte/Ligacao 7,2 7,5
Adaptacio 0,5 0,7
Degradacdo Macromolecular 0,8 0,6
Biossintese/Modificacdo Macromolecular 6,4 2,1
Biossintese de aminoacidos 2,5 0,8
Biossintese de Cofatores/Carreadores 3 1
Metabolismo Central/Intermediério 3,6 3,3
Degradacéo de pequenas moléculas 3,7 3,6
Metabolismo energético — Carbono 3,3 3
Biossintese de Acidos Gordurosos 0,8 0,7
Biossintese de Nucleotideos 0,9 0,2
Metabolismo Secundério 0,3 2
Envelope Celular 19,5 18,4
Constituintes Ribossémicos 1,7 0,1
Elementos Adquiridos lateralmente 3,5 5
RNA polimerase 0,3 0,2
Reguladores 3,7 6,4
Papel Desconhecido 1 0,9

Fonte: Adaptado a partir de Holden et al. (2004).
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Ortblogos foram encontrados em
ambos  cromossomos ~ com  uma
percentagem variavel de CDs de 57% no
crl e 25% no cr2. Em comparagdes mais
distantes, foram constatados ort6logos em
bactérias do género Pseudomonas (P.
aruginosa, P. putida, P. syringae) e em
Xanthomonas campestri; essas espécies
possuem  apenas um  Cromossomo
(STOVER et al.,, 2000; Nelson et al.,
2002; Buell et al., 2003; Silva et al.,
2002).  Proteinas  ortélogas  foram
encontradas em outras espécies, membros
da familia Burkholderiaceae, como a
Ralstonia solanocearum
(SALANOUBAT et al, 2002). Com
7.3Mb, o genoma de B. pseudomallei é
grande, se comparado com um genoma
procariotico tipico. A aquisi¢do horizontal

B. mallei, o agente etioldgico do
mormo, quando comparado a B.

pseudomallei, mostra uma distribuicdo e

gama de hospedeiros bem mais restritas.

de DNA parece ser intrinseca a evolucéo
deste organismo. Muitas regides dentro
dos dois cromossomos apresentam
algumas das caracteristicas de ilhas
gendmicas mencionadas anteriormente e
listadas na Tabela 4. Acredita-se que
essas ilhas genbmicas tenham sido
adquiridas atraves de transferéncia lateral
bastante recente, como anomalias na
porcentagem de contetdo G+C ou padrao
de frequéncia dinucleotidica do DNA
nessas regides (HACKER & CARNIEL,
2001; DOBRINDT et al., 2004). Além
disso, essas regides frequentemente
contém CDs com similaridades a genes
associados a elementos génicos moveis,
como elementos de insercdo de seqliéncia
(IS), bacteriéfagos e  plasmidios
(HOLDEN et al., 2004).

A B. mallei nem sobrevive bem no meio-
ambiente, nem tem seu reservatorio
natural muito amplo, concentrando-se nos

equinos. Os achados relacionados a
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comparagdo dos dois genomas permitem,
por exemplo, atribuir algumas relagdes
antes ndo consideradas, tais como a
questdo das analises especificas de

regides contendo os elementos moveis

extra-cromossdomicos que demonstraram

especulagéo que se poderia fazer sobre as
provaveis inser¢des ausentes em B. mallei
seria a de que elas também limitariam o
poder adaptativo da espécie, 0 que parece
l6gico diante das evidéncias detectadas na

comparagéo entre os dois genomas.

varias diferencas.

Uma sugestdo ou

Tabela 4 — Ilhas genbmicas presentes no genoma de Burkholderia pseudomallei.

Ilha Tamanho,
Gendmica Kb Seqtiéncias
Cromosso  Cromosso
mo 1 mo 1
Gl1 12,6 AGGCGTCGTTGA
Gl 2 36.2 CCGCGCGCGAGCCGAGCGCCGCCGCGTGLGGLGLGATGEG
' ATCGAGCG
GGAAACGCGAACACGGAATTCAGGCGTGCCGAATGAAATC
Gl 3 51,3 CG
Gl 4 39,7 GCCGTACAGCTCGGAAATGTACTGGAAG
Gl5 11,7 ATGCTTTCGG
Gl 6 15,0 GGCGAAAAGCGTCGAGCGCGC
Gl7 59 GGCTTCGCGA
Gl 8 923 CGACCGCAATCGCCAGCACGACAAGGCCGAACAGCGCGAC
' GAACGAATGCTCGTCGCGCATCGTCGCCGCGAC
Gl 9 9,8 CGTGTGTGAATGGACAGCG
Gl 10 6,6 TCAGG
Gl 11 15,3 CGCGCGAGCCGTAA
Gl 12 115 GCGCGCGGCCGC
Cromosso  Cromosso
mo 2 mo 2
Gl 13 19,0 ACAGAAATATCGCGA
Gl 14 18,6 CGCGAGAACACTGAG
TTGCCCGAAGTGCGGCGACGGCGAGCCGGAACTGTCGCACG
Gl 15 34,6 AC
Gl 16 61,8 CGCTGCGTCTTCTTGATCGGCAGCTCGCCGACGAAAAGGG

Fonte: Adaptado a partir de Holden et al. (2004).

Perfis de Comparacdo: B. mallei e B.

pseudomallei em nUmeros e paralelos.

Antes mesmo do seqlenciamento dos

dois genomas (mallei e pseudomallei),
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estudos com hibridizagdes DNA-DNA ja
sugeriam que as  espécies eram
intimamente relacionadas. Um relato de
tipagem de multilocus de B. pseudomallei
e B. mallei isolados ao redor do mundo,
inclusive, chegou a propor que a B. mallei
poderia ser considerada um clone de B.
pseudomallei (Rogul, et al., 1970; Godoy,
et al., 2003). Embora as cepas de B.
mallei parecam ter evoluido mais
recentemente a partir de um ancestral de
B. pseudomallei, ha grandes diferencas
com relacdo ao tamanho dos dois
genomas; 0 genoma de B. pseudomallei é
pelo menos 1.31Mb maior que o de B.
Mallei. Nossas analises foram capazes de
ressaltar, inclusive, que esta diferenca
também se associa ao nimero e densidade
de ilhas gendmicas, similar ao observado
por HOLDEN et al. (2004). Ao comparar
0s cromossomos, o0s achados revelaram
porcentagens médias de singularidade em

16% para o crl e em 31% para o cr2 de B.

pseudomallei em comparacdo  aos
cromossomos equivalentes em B. mallei.
Inversamente, porém, apenas 1% do crl e
4% do cr2 de B. mallei sdo Unicos em
relacio aos cromossomos equivalentes
em B. pseudomallei. Estes ndmeros
ajudam a desvendar alguns aspectos
intrigantes da capacidade inata de B.
pseudomallei que deve estar relacionada a
uma eventual perda de insergoes.

Nota-se que a maioria das regides
unicas/singulares do cr2 de B. mallei
consiste em trechos de DNA acima de
2KDb de extensdo. A Unica grande regido
de diferenca no cr2 de B. mallei € um
fragmento de 41Kb, o qual é encontrado
no crl de B. pseudomallei, aparentemente
resultante de uma transposicdo inter-
cromossdmica. ComparacGes entre 0sS
dois genomas também revelam que houve
uma quantidade  significativa  de
rearranjos intra-cromossdmicos em B.

mallei, resultantes de recombinacOes
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entre um grande nimero de elementos IS
repetitivos neste genoma. - Plasticidade
genética: ComparacGes entre B. mallei e
B. pseudomallei revelam que ambos
possuem ferramentas de plasticidade
genética, ou seja, regides responsaveis
por produzir fatores de viruléncia e
proteinas que permitem ao organismo
“burlar” as intempéries do ambiente. Um
ponto diferencial concreto, porém, é a
diferenca com relacdo as ilhas gendmicas:
ausentes em B. mallei e presentes em B.
pseudomallei, o que tem sido responsavel
pela hipétese de que essas ilhas
gendmicas possam tornar o organismo B.
mallei incapaz de habitar tantos nichos
diferentes quanto o  pseudomallei
(HOLDEN et al., 2004).

- Densidade génica: B. mallei é composta
por dois cromossomos circulares, no qual
0 cromossomo 1 contém 3,51Mb e o
segundo contém 2,32Mb (WILLIAM et

al., 2004), ou seja, possui um tamanho de

cromossomos bem menores que B.
pseudomallei. Em B. mallei hd 171
Insercoes de Sequiéncia =15),
correspondendo a aproximadamente 3,1%
do seu genoma, enquanto que em B.
pseudomallei  (cepa-K96243)  foram
encontradas apenas 42 destas insergoes.
Ao todo sdo 627 genes no cr 1 e 919
genes no cr 2 em B. mallei, o qual ndo
variou se comparado com B.
pseudomallei. Por esses genes de B.
mallei serem pequenos e em menor
namero, podemos inferir que ndo haja
producdo substancial de proteinas que
permitam a sobrevivéncia desta bactéria
em nichos ecoldgicos variados, o que
implica em habitos mais restritos
(somente hospedeiros especificos como
0s equinos), diferentemente da B.
pseudomallei, que habita diferentes
ambientes.

- Fatores de viruléncia e presenca de

tracos de patogenicidade: Embora os
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exatos fatores genéticos necessarios para
a patogenicidade animal e humana por
Burkholderia sejam, a grosso modo,
desconhecidos, muitos tragos ja foram
experimentalmente implicados na
viruléncia de B. mallei (NIERMAN et al.,
2004), B. pseudomallei (HOLDEN et al.,
2004) e do complexo Bcc
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2005).
B. pseudomallei se caracteriza por
secretar muitas proteases, lipases e
fosfolipases C (DESHAZER et al., 1999),
enquanto que B. mallei secreta essas
substancias em poucas quantidades.
Muitas cepas de B. mallei exibem
resisténcia a muitos antibidticos, tendo no
seu genoma 33 genes que
presumivelmente contribuem para a
resisténcia a essas drogas. Enquanto, por
exemplo, B. pseudomallei resiste a
aminoglicosideos (MOORE et al., 1999),

a B. mallei é sensivel. A resisténcia a

agentes antimicrobianos catiénicos (como

polimixina B), a presenca de um flagelo
ativo (URBAN et al., 2004), e a captagéo
de ferro por sider6foros (biosintese de
pyoverdin e pyochelin) (SOKOL et al.,
1999) sdo tracos de viruléncia e, ao
mesmo tempo, de sobrevivéncia no solo
(habitat ambiental). O ferro é essencial
para a maioria dos organismos, inclusive
as bactérias; e, apesar de sua relativa
abundancia na terra, o ferro ndo fica
livremente disponivel aos
microorganismos sob condicdes
aerobicas, ja que ele forma hidroxidos
férricos pouco solGveis no ambiente ou se
liga fortemente a proteinas de transporte e
de armazenamento nos hospedeiros
mamiferos (ANDREWS et al., 2003).
Para adquirir ions de ferro, as bactérias
desenvolveram algumas estratégias: a
mais comum delas envolve moléculas
quelantes de alta-afinidade pelo ferro,

denominadas sider6foros (GUERINOT,

1994; WANDERSMAN &
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DELEPELAIRE, 2004). Acredita-se que,
durante a infec¢do por Burkholderia, haja
uma estratégia critica de defesa do
hospedeiro (COOLINS, 2008): a tentativa
de reter ferro, tanto dos patdgenos
invasores quanto da prépria circulagdo
sanguinea, o0 que culmina num sequestro
de ferro no interior das células de defesa
(macrofagos em particular) e pode levar a
um ambiente celular favoravel, rico em
ferro, aos patdgenos.

Diversos genes que podem mediar
a resisténcia a espécies reativas de
oxigénio também estdo presentes e eles
possibilitam que a Burkholderia possa
sobreviver no interior dos ambientes
intracelulares. B. mallei e B. pseudomallei
codificam  alguns  homdlogos  de
fosfolipase e de protease tipo-LasA,
respectivamente, em seus repertérios de
fosfolipases, proteases, e colagenases, 0s
quais ja foram diretamente implicados na

viruléncia de Burkholderia (CHAIN et

al., 2006). Alguns dos genes correlatos de
metabolismo de amino&cidos, inclusive
dois de porina completamente exclusivos
B. mallei e B. pseudomallei, sao
altamente conservados nas duas espécies.
Atente-se para o fato de que a porina tem
sido implicada diretamente no processo
inflamatorio da infeccdo por
Burkholderia spp. (CHAIN et al., 2006),
embora ainda ndo haja elementos mais
conclusivos sobre tal papel (SCHELL et
al., 2008 SITTHIDET et al., 2008). Como
esperado, B. mallei e B. pseudomallei
também carecem de homdlogos dos genes
do operon cable pilus de B. cenocepacia,
até agora tidos como exclusivos das cepas
mais potentes causadores de infeccdo na
fibrose cistica (DUBARRY et al., 2006).
Contudo, similar a outros genomas de
Burkholderia, as duas espécies aqui
tratadas possuem varios genes putativos
de adesinas tipo-hemaglutinina,

responsdveis pela ligacdo a células
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eucaridticas: um deles, listado na Tabela uma proteina exclusiva de B. mallei e B.

5 (BMAAL1756/ BPSS1727), codifica pseudomallei.

Tabela 5. Lista selecionada de ORFs (open reading frames) dos genes putativos de fatores de viruléncia
presentes nos genomas de Burkholderia mallei e de Burkholderia pseudomallei, extraida a partir de
extensa rela¢io publicada como potencial “viruloma” das duas espécies (650 genes; Schell et al., 2008).
Na presente relaco estdo listados, por ordem de relevancia neste estudo, apenas 0s genes sem ortélogos
conhecidos em cinco espécies ndo-patogénica de Burkholderia, incluindo B. thailandensis e
possivelmente relacionados com a atividade patogénica de formacéo de granulomas/piogranulomas,
exceto fatores de transcrigao.

B. mallei ? B. pseudomallei Descricdo ° PMP
(daltons) ¢
BMAAOQO5S8 BPSS0747 outer membrane porin protein, 39148
7 1004758:1005855, forward
BMAA181 BPSS0252 putative porin membrane protein, 41355
7 339553:340752, forward
BMA1023 BPSL1628 putative fimbrial usher protein, 90636
1885085:1887637, forward
BMA1021 BPSL1626 putative fimbrial subunit type 1 17462
precursor, 1883679:1884209,
forward
BMA1022 BPSL1627 putative fimbrial assembly 27240
chaperone precursor,
1884308:1885078, forward
BMA1024 BPSL1629 putative exported fimbria-related 33265
protein, 1887634:1888599, forward
BMA3276 BPSL0225 putative flagellar hook-length 44556
control protein, 235424:236833,
reverse
BMAA111 BPSS1266 putative peptide/siderophore 117188
7 synthetase, 1716573:1719821,
reverse
BMAA122 BPSS0996 Rieske iron-sulphur domain 37555
0 protein, 1316050:1317054, reverse
BMAA175 BPSS1727 putative hemagglutinin related 95030
6 protein, 2368050:2370794, reverse
BMAAO038 BPSS2119 putative metallo-beta-lactamase 25874
1 family protein, 2868176:2868916,
forward
BMAA101 BPSS1271 putative phosphopantetheine 12183
9 binding protein,
1735403:1735735, reverse
BMAA175 BPSS1728 putative secretion/activator 61161
7 protein, 2370877:2372568, reverse
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B. mallei B. pseudomallei * Descricao PMP
(daltons) °
BMA1268 BPSL1876 putative phospholipase, 55129
2232808:2234328, forward
BMAA156 BPSS1557 putative glyoxalase, 16678
2 2113012:2113470, forward
BMAA120 BPSS1010 putative halogenase, 64309
1 1379351:1381072, forward
BMAA111 BPSS1267 putative MbtH-like protein, 7583
8 1719868:1720074, reverse
BMAO0841 BPSL2062 OmpA family protein, 24698

2467187:2467897, reverse

# Os loci BMA e BPSL sdo parte do replicon principal; os loci BMAA e BPSS do replicon secundario (menor).

® Descricdo = nome do gene na anotag&o aceita mais atual, posicdo no cromossomo e fita codificante (se reversa ou

forward).

¢ Peso Molecular Predito = predicdo feita para cada produto génico anotado do genoma de B. pseudomallei.

compartilhada poderia ser um excelente
alvo para estudos experimentais in vitro,
0 que consiste exatamente no grande
beneficio de investigacdes por métodos
de bioinformatica, os quais podem reduzir
sobremaneira o numero de candidatos aos
ensaios de bancada. Um outro operon
recentemente  estudado, por andlise
protedmica, foi o do fator sigma E
alternativo  (RpoE), envolvido na
tolerdncia ao estresse e na sobrevivéncia
5. CONSIDERACOES FINAIS

Os genomas de B. mallei e B.

pseudomallei, recentemente analisados

por investigacdes detalhadas e complexas

(THONGBOONKERD et al, 2007).
Segundo esses autores o operon RpoE
pode interferir na expressao diferencial de
52 proteinas, um conjunto muito
interessante de elementos potencialmente
chaves para a viruléncia de Burkholderia,
mas, novamente, apenas um comeco de
identificacdo dos candidatos ideais a
serem alvos de experimentos de

comprovacdo bioldgica in vivo e in vitro.

(CHUA et al., 2003; FUSHAN et al.,
2005; SCHELL et al., 2008; SITTHIDET
et al., 2008, dentre outras), contém muitos

genes responsaveis por promover a
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sintese de fatores de viruléncia
envolvidos na patogenicidade da relagdo
célula-hospedeiro e na sintese de
proteinas responsaveis pela ubiqlidade
dessas espécies, especialmente a B.
pseudomallei. Alguns dos fatores de
viruléncia mais conhecidos sdo 0s
flagelos de B. pseudomallei (CHUA et
al., 2003), a secrecdo de proteinas do tipo
11 (STEVENS et al., 2002), as fimbrias e
as proteinas de adesdo as ceélulas
hospedeiras. Também ha a producdo de
substancias responsaveis pela ocupacgéo
de diferentes nichos, tais como 0s
sideroforos e as substancias que
neutralizam a acdo de antibioticos (beta-
lactamases, cefalosporinases,
aminoglicosidase acetiltransferases), entre
outras. O estudo in silico mais detalhado
de regides genbmicas particulares
(replicons, regides de insercdo, ilhas
genbmicas e de

patogenicidade,

elementos moveis extra-cromossdmicos,

p.ex.,) se faz necessario, uma vez que
essas regides sdo responsaveis por causar
variedade e plasticidade sutilmente
diferencidveis nos genomas das duas
espécies de Burkholderia. Tal
discernimento pode ter como
conseqiiéncia um melhor entendimento
sobre as trajetOrias patogénicas que cada
uma das bactérias segue no hospedeiro
mamifero, ajudando a esclarecer, assim,
tanto a patogenia das doencas por elas
causadas, quanto a perspectiva de
desenvolvimento futuro de vacinas
baseando-se nos alvos moleculares
identificados em levantamentos como o
ora apresentado.
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