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ESTUDO IN SILICO DAS SEQUÊNCIAS GÊNICAS DE 
Aeromonas piscicola E Aeromonas hidrophila 

 
 
RESUMO  
 
Estudos in silício são aqueles realizados sem interferência humana na resolução 
dos dados, para avaliar o grau de compatibilidade entre diferentes genes e, assim, 
melhorar os métodos e técnicas em diversas áreas das ciências biológicas. O 
gênero Aeromonas é primariamente autóctone do ambiente aquático. São bacilos 
gram-negativos, com flagelo polar e anaeróbio facultativos. Os seres humanos 
adquirem A. hydrophila por meio de água ou alimentos contaminados. No Brasil, 
grande parte do pescado produzido é comercializado in natura após abate artesanal 
sem um processamento adequado. Dentre eles, destacam-se as espécies 
Aeromonas piscicola e o Aeromonas hidrophila. Este trabalho objetivou obter, 
através de ferramentas online de bioinformática, genes com diferentes graus de 
compatibilidade com as duas bactérias analisadas. Os passos metodológicos 
incluíram o uso de ferramentas disponíveis online, tais como: NCBI, CAP3, ORF, 
BLAST e PRIMER3. Os resultados para a A. piscicola indicaram compatibilidade 
com genes das espécies A. bestiarum (99%) e A. salmonicida (95%), enquanto para 
a A. hidrophila indicaram compatibilidade com bactérias como a Edwardsella tarda 
(84%); Aeromonas sobria (92%); Aeromonas salmonicida (94%); Aeromonas trota 
(95%). Desta forma, o trabalho in silico mostrou-se útil como uma ferramenta rápida, 
prática e objetiva para a identificação de genes e definição das relações 
taxonômicas. 
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IN SILICO STUDY OF GENE SEQUENCES OF Aeromonas 
piscicola AND Aeromonas hidrophila 

 
ABSTRACT 
 
Studies in silico are those made without human interference in the resolution of the 
data to assess the degree of compatibility between different genes and thus improve 
the methods and techniques in various areas of biological sciences. The genus 
Aeromonas is primarily indigenous to the aquatic environment. They are gram-
negative, facultative anaerobic and with polar flagellum. Humans acquire A. 
hydrophila by contaminated food or water. In Brazil, most of the fish produced is sold 
fresh after slaughter craft without proper processing. Among them, there are 
Aeromonas piscicola and Aeromonas hidrophila. This study aimed to obtain, through  
bioinformatics’ online tools, genes with different degrees of compatibility with both 
bacteria analyzed. The methodological steps included the use of online tools 
available, such as NCBI, CAP3, ORF, BLAST and PRIMER3. The results for A. 
piscicola showed compatibility with genes of the species A. bestiarum (99%) and A. 
salmonicida (95%), while for A. hidrophila indicated compatibility with bacteria such 
as Edwardsella tarda (84%); Aeromonas sobria (92%); Aeromonas salmonicida 
(94%); Aeromonas trota (95%). Thus, the in silico work proved useful as a fast, 
practical and objective tool to identify genes and defining taxonomic relationships. 
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INTRODUÇÃO 

 

O gênero Aeromonas sp abrange bactérias gram-negativas, em forma de bastonete, capaz 

de utilizar diferentes carboidratos, produzindo ácido e/ou  gás. São microrganismos autóctones de 

ambientes aquáticos que podem ser transmitidos esporadicamente aos seres humanos 

(CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003). Existem atualmente, diversas espécies de bactérias do 

gênero Aeromonas, dentre as quais, as principais são: a A. hydrophila, A. bestiarum, A. 

salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii, A. jandaei, A. schubertii, A. 

trota, A. allosaccharophila, A. encheleia, A. popoffii, A. simiae, A. molluscorum, A. bivalvium, A. 

aquariorum e A. tecta. O gênero Aeromonas tem sido classificado na família Vibrionaceae e inclui 

espécies patogênicas para animais (FIGUEIREDO & LEAL, 2008) e para o homem (HUSS, 1997). 

Os membros do gênero Aeromonas possuem as enzimas oxidase e catalase positivos, na região 

intracelular, identificados como bacilos gram-negativos, com flagelo polar, anaeróbios facultativos. 

A infecção por A. hydrophila causa lesões ulcerativas e septicemia hemorrágica em peixes de 

água doce (RODRIGO & RIBEIRO, 2003; PARKER e SHAW, 2011).  

Os seres humanos adquirem A. hydrophila por meio de água ou alimentos contaminados. 

No Brasil, grande parte do pescado produzido é comercializado in natura após abate artesanal 

sem um processamento adequado. A. hydrophila pode ser veiculador de genes de resistência a 

antibióticos para bactérias patogênicas ou não patogênicas a seres humanos e principalmente os 

peixes (PEREIRA JUNIOR et al., 2005). Alimentos de origem animal, frutos do mar e vegetais têm 

sido considerados um importante veículo de infecções de Aeromonas spp. Gastrenterite é a 

infecção mais prevalente em humanos, causada por Aeromonas spp., embora outras doenças 

graves, como infecções sistêmicas, são menos frequentes e normalmente associada a pacientes 

que estejam imunossuprimidos. São considerados importantes patógenos em organismos 

aquáticos, sobretudo em peixes, causadoras de bacteremia (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003).  

A presença de Aeromonas está muito generalizada em ambientes de água doce, mas pode 

ser também isolada de água salgada estuarina. Este organismo pode ser também facilmente 

isolado da carne, peixe e produtos derivados, gelados e muitos outros alimentos. De acordo com 

os estudos de Huss (1997) este organismo tem sido identificado como o principal organismo 

responsável por deteriorar carne crua, de salmão. A microbiota gastrointestinal dos peixes 

depende da colonização bacteriana durante os estágios iniciais de desenvolvimento, das 

mudanças na dieta e das condições ambientais. Essa microbiota pode ser composta por várias 

espécies de bactérias, incluindo as do gênero Aeromonas. Os peixes podem albergar 

microrganismos patogênicos e servir como seu reservatório. Várias espécies de Aeromonas estão 

associadas a doenças de peixes, dentre elas A. hydrophila, A. veronni biovar sobria, A. 

allosaccharophila e A. salmonicida (SILVA, 2010).  

A biologia computacional está preocupada com o uso de computação para compreender 

os fenômenos biológicos e para adquirir e explorar os dados biológicos, cada vez mais, em maior 
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escala. Métodos de biologia computacional estão cada vez mais sendo usados por laboratórios de 

biologia molecular. Estes métodos tornaram-se críticos na biologia devido a recentes mudanças 

na nossa capacidade de determinação para adquirir grandes conjuntos de dados biológicos 

(EZZIANE, 2006). O presente trabalho tem a finalidade de obter a sequência de genes das 

bactérias Aeromonas piscicola e Aeromonas hydrophila, com o maior grau de compatibilidade, 

usando para isso ferramentas bioinformática online para identificar genes com possíveis 

aplicações biotecnológicas a partir de organismos cujo genoma ainda não está totalmente 

elucidado. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

  

Para a execução deste trabalho foram utilizadas diferentes ferramentas de bioinformática 

disponíveis online. Inicialmente, realizou-se uma busca no banco de dados localizado no Centro 

Nacional de Informações sobre Biotecnologia (NCBI, Genbank, database) para identificar 

sequências de genes disponíveis para as bactérias do gênero Aeromonas. Em seguida, 

selecionaram-se sequências codificadoras (CDS) pertencentes a estas famílias de genes, de 

forma aleatória. Nesta fase, foi possível analisar comparativamente a quantidade de dados 

disponíveis no banco de dados NCBI pelo número de famílias de genes e descrever o número de 

sequências codificadoras disponíveis para cada bactéria.  

As sequencias obtidas foram agrupadas usando o a Programa da Assembléia Sequence - 

CAP3 (HUANG & MADAN, 1999), o que fez a identificação do quadro de leitura aberta (ORF), 

com o programa localizador ORF identificando as regiões 5'-UTR e 3 '-UTR de cada seqüência. O 

ORFs foi submetido ao Blastn (que consiste em um programa que compara a sequência de 

nucleotídeos de entrada contra um banco de dados de sequencias de nucleotídeos) (AMARAL et 

al., 2007) para a identificação e seleção de sequencias relacionadas aos genes. Este programa é 

muitas vezes aplicado a fim de encontrar semelhanças entre seqüências de nucleotídeos e de 

proteínas em bancos de dados com grande número de seqüências de vários organismos 

(PROSDOCIMI et al., 2003). Nesta etapa, ORFs foram comparados com outras seqüências 

depositadas no banco de dados NCBI. Por último, o desenho de primers foi realizado utilizando o 

PRIMER3. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A bioinformática associa engenharia e ciência abrangendo o desenvolvimento de novos 

métodos computacionais e suas aplicações para resolução de problemas biológicos. Ele também 

tem uma grande componente de serviço em que os recursos computacionais, tais como os 

bancos de dados que são operados para o benefício da comunidade de pesquisa (GOODMAN, 

2002). Membros do gênero Aeromonas habitam ambientes aquáticos, e estão implicados em uma 
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série de infecções intestinais e extra-intestinais em seres humanos, bem como em outros animais. 

São oxidases positivos, com flagelo polar, metabolismo respiratório e fermentativo (anaeróbios 

facultativos) (PARKER e SHAW, 2011). Quatro locais foram usados para inserir os genes da 

bactéria do gênero Aeromonas. A partir do programa NCBI a seqüência em formato FASTA foi 

utilizada. Então, empregou-se o programa CAP3 software, utilizado para o agrupamento de 

seqüências similares e montagem de genômica contíguos, que foram identificados por partes 

iguais de seqüências, recebendo o gene "contig”.  

O Finder ORF (NCBI) é uma ferramenta que identifica todos os quadros de leitura abertos, 

utilizando os códigos padrão ou alternativa genética. As figuras 1 e 4 ilustram as ORF para as 

bacterias A. piscicola e para a A. hidrophila, rescpetivamente. A sequência de aminoácidos pode 

ser salva em vários formatos e procurada na sequência de banco de dados usando o servidor 

BLAST (NCBI).  

O desenho de primers é um processo que exige conhecimento prévio de alguns conceitos 

da biologia molecular, tais como "dímeros de primer", loop, grampos de cabelo (estrutura 

secundária causada por homologia de seqüência interna na fita de DNA), entre outros. 

Recomenda-se também para a construção de primers com conteúdo GC acima de 50% e um 

comprimento mínimo de 22-24 pares de bases. O que vai permitir o uso de temperaturas de 

recozimento em torno de 56 ° C (maior especificidade de amplificação). Os primers são sempre 

construídos na direção 5'-3 ', e requer dois primers para amplificação (MALONE et al., 2006).  

O número de acesso ou accession number é o identificador do registro da sequencia 

depositada no GenBank, que combina letras e números, e que pertence então à coleção de 

seqüências do banco de dados. Normalmente, este identificador compreende a combinação de 

uma letra seguida de cinco dígitos ou duas letras e seis dígitos (AMARAL et al., 2007).  

Ele representa o relatório completo da seqüência e não somente a sequencia em si. A 

tabela 1 e 2 listam os números de acessos, com suas respectivas sequências gênicas, utilizadas 

para a bactéria A. piscicola e para a A. hidrophila. Os resultados para a bactéria A. piscicola 

indicaram graus de compatibilidade com outras bactérias do gênero Aeromonas, como A. 

bestiarum (99%) e Aeromonas salmonicida (95%), descritas na figura 3. Enquanto que os 

resultados para a bactéria A. hidrophila indicaram diferentes graus de compatibilidade com 

diferentes espécies de bactérias, como Edwardsella tarda, (84%); Aeromonas sobria (92%); 

Aeromonas salmonicida (94%); Aeromonas trota (95); Aeromonas jandaei (94%); Aeromonas 

popoffii, (94%). Os resultados obtidos de semelhanças tem valor biológico, sobretudo no estudo 

da filogenia das espécies estudadas, assim como em estudos de patogenicidade daqueles 

organismos pouco elucidados. À medida que a sequência dos genes é muito grande, a melhor 

maneira de identificar novos genes rapidamente é por métodos computacionais (in silico). Há 

agora muitos exemplos em que as empresas farmacêuticas têm identificados genes de interesse 

inicialmente por análise in silico, especialmente no campo da toxicologia para desenvolvimento de 

novos fármacos. Técnicas de bioinformática são, portanto, determinadas a desempenhar um 
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papel cada vez mais importante na descoberta de drogas (DUCKWORTH e SANSEAU, 2002; 

VALERIO JR, 2009), assim como na indústria de alimentos como no caso da A. hydrophila 

encontrados na água animais domésticos e alimentos (peixes, crustáceos) (DASKALOV, 2006).  

No campo da biologia computacional existem vários bancos de dados públicos de 

periódicos e de resultados de pesquisas cientificas. A principal ferramenta da pesquisa em 

bioinformática é o próprio computador e o seu resultante disponibilizado faz com que a utilização 

dos dados possa ser aproveitada de forma rápida e fácil (SANTOS, 2004). A utilização das 

informações dos bancos de DNA e proteínas é de grande utilidade para a elucidação da função e 

expressão de novos genes. Os dados disponíveis podem ser utilizados de duas formas, direta que 

implica em identificar seqüências similares, ou com propriedades comuns, e estabelecer relações 

entre elas (por exemplo, filogenia molecular); e indireta feita através da predição de regiões e 

seqüências de genes relacionados, em espécies desconhecidas, através de alinhamento local 

(BLAST) (MALONE et al., 2006).  

 

 
Figura 1: Localização da sequência ORF correspondente >lcl|Sequence 1 ORF:9..1513 Frame +3 (em 

lilás), com 501 aminoácidos, para a bactéria Aeromonas pisciola. 
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Tabela 1: Sítios de inserção usados em bioinformática para Aeromonas piscicola. 

Número de acesso Sequência CAP3 

>gi|332272968|gb|HQ4431
04.1 

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA... 

>Contig1 

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAGGACGAGCTCTGCCGGA
TG... 

>Contig2 

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAGGAAGCCTATGAGGTCC
TGAC... 

>gi|332272966|gb|HQ4431
03.1 

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA... 

>gi|332272964|gb|HQ4431
02.1 

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA... 

>gi|332272962|gb|HQ4431
01.1 

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA... 

>gi|332272960|gb|HQ4431
00.1 

ATTACGCCATGAGCGTGATCGTAG
GA... 

>gi|332272748|gb|HQ4429
94.1 

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G... 

>gi|332272746|gb|HQ4429
93.1 

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G... 

>gi|332272744|gb|HQ4429
92.1 

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G... 

>gi|332272742|gb|HQ4429
91.1 

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G... 

>gi|332272740|gb|HQ4429
90.1 

GAAGAGAAGTTCAAAGAGGTCAAG
G... 

 
 

 
Figura 2: Sequências produzindo alinhamentos significativos para a bactéria Aeromonas piscicola. 

Ilustração das sequências encontradas no Assembled RefSeq Genomes – BLAST. 
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Tabela 2: Sítios de inserção usados em bioinformática para Aeromonas hidrophila. 

 
 

 
Figura 3: Localização da sequência ORF correspondente >lcl|Sequence 1 ORF:2..457 Frame +2 (em lilás), 

com 151 aminoácidos, para a bactéria Aeromonas hidrophila. 
 
 
 
 
 
 

 

Número de 
acesso 

 

Sequência 

 

CAP3 

 

>gi|7576373|dbj
|AB033444.1 

CCAAGAAACTCTGGAATACCACCACGGCAAGCACCACAA
CACCTACGTGGTCAACCTGAACAACCTGG… 

 

>Contig1 

TCTGCCCTATGCAATCAACGCTCTGGAACCGC
ACATCTCCCAGGAAACTCTGGAAT... 

>gi|7576371|dbj
|AB033443.1 

TCTGCCCTATGCAATCAATGCTCTGGAACCGCACATCTCC
CAGGAAACTCTGGAATACCACCACGGCAA… 

 

>gi|7576369|dbj
|AB033442.1 

TCTGCCCTATGCAATCAACGCTCTGGAACCGCACATCTCC
CAGGAAACTCTGGAATATCACCACGGCAA… 
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CONCLUSÕES 

 

Aplicando as técnica in silico obtemos a aproximação genética entre Aeromonas sp. O 

resultado da análise pelo BLASTx utilizando-se o banco  não redundante de sequência, indicou 

que a sequência em análise apresentou homologia com sequência das Aeromonas sp. 

Foi possível detectar homologia com sequências de diferentes gêneros de varias espécies 

de bactérias e as sequencias de genes similares às espécies de Aeromonas e detectado sua 

aproximação com outras espécies de bactérias como a Edwardsella tarda, resultados importantes, 

sobretudo para a indústria médica e farmacêutica.  
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