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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Sergio Mascarenhas Morgado
O género Mycobacterium é diverso e ubiquo no ambiente, com quase 200

espécies descritas. As espécies sao classificadas como de crescimento rapido ou
lento e, em ambos o0s grupos, existem espécies patogénicas e patdgenos
oportunistas. O solo da Mata Atlantica apresenta uma significativa diversidade
bacteriana e uma pequena parte dessa diversidade esta preservada na Colegcao de
Bactérias da Mata Atlantica - CBMA/FIOCRUZ, incluindo isolados do género
Mpycobacterium. Neste estudo caracterizamos a diversidade de micobactérias da
colegdo CBMA utilizando a informacéo gendmica global, tendo como objetivo sua
taxonomia e caracterizagao do resistoma. Utilizando a taxonomia genémica foram
caracterizadas cinco novas espécies de micobactérias. Estas novas espécies sao
filogeneticamente relacionadas com as espécies M. septicum, M. llatzerense e M.
abscessus. A analise das sequéncias gendmicas permitiu também a caracterizagao
do mobiloma, que compreende dois micobacteri6fagos completos e cinco
plasmideos. A maioria desses elementos estda nos genomas dos isolados CBMA
311/312/360, pertencentes a uma das novas espécies. Estes elementos sdo unicos
considerando o repertério de mobilomas das micobactérias até agora identificado.
Este estudo corrobora o solo da Mata Atlantica como um reservatorio da diversidade
de micobactérias, uma vez que, pelo menos cinco novas especies e
micobacteriéfagos deste género, foram caracterizados. As analises in silico do
resistoma identificaram de dezenas a centenas de genes/mecanismos relacionados
a resisténcia aos antibidticos, dependendo da base de dados utilizada. Para associar
gendtipo com fendtipo, genes relacionados a trés mecanismos de resisténcia foram
analisados: protecao de alvo (genes mfpA/B), modificagdo de antibidticos (gene arr)
e degradacgao (gene de beta-lactamase). As analises in vitro destes genes, em

Vi



sistema heterdlogo, mostraram que estes alelos mfpA/B conferiam uma reducéo da
sensibilidade as quinolonas; e o gene da beta-lactamase (bla326) apresentou um
espectro de atividade restrito aos beta-lactamicos; e o gene arr ndo alterou o perfil
de sensibilidade a rifampicina. Portanto, para associar um gene/mecanismo a um
perfil de resisténcia a antibidticos, € importante que a predicdo pela bioinformatica,
mesmo baseada em analises de genoma completo, seja validada com ensaios in

vitro.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY

Sergio Mascarenhas Morgado

The genus Mycobacterium, ubiquitous in the environment, presents a high
diversity, with almost 200 species described. These species are classified into fast-
and slow-growing organisms and, in both groups, there are pathogens and
opportunistic species. The Brazilian Atlantic Forest soil, a hot spot of bacteria
diversity, has part of this diversity preserved in the CBMA/FIOCRUZ collection which
includes isolates from Mycobacterium genus. Here, we characterized the diversity of
mycobacteria isolates from CBMA Collection with focus on the taxonomy and the
resistome using the whole genome information. Applying genomic taxonomy
approach five new mycobacteria species were characterized. These new species are
phylogenetically related to M. septicum, M. llatzerense and M. abscessus. The whole
genomic sequences analyses allowed also the mobilome identification. It was
characterized by two complete phages and four plasmids, most of these elements
harbored by CBMA311/312/360 that belong to one of the new species. Considering
the mycobacteria mobilome repertoire so far identified, these elements are unique.
These findings corroborated the Brazilian Atlantic Forest soil as a hot spot of bacteria
diversity whereas at least five new Mycobacterium species as well as
mycobacteriophages were characterized. The resistome in silico analyses identified
from tens to hundreds genes/mechanisms related with antibiotics resistance,
depending on the database used. In order to associate genotype with phenotype, we
analyzed genes related to three resistance mechanisms: target protection (mfpA/B
genes), antibiotic modification (arr gene) and degradation (beta-lactamase gene). in
vitro analyses of these genes using heterologous systems showed that these mfpA/B
alleles conferred a reduction of sensibility to quinolones; and the beta-lactamase
(bla326) gene presented a restricted spectrum of activity to beta-lactams and the arr
gene did not alter the sensibility profile to rifampicin. Therefore, in order to address
the role of a gene/mechanism to an antibiotic resistance profile it is important to
associate the bioinformatic prediction, based on whole genome analyses, with in vitro
assays.
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1 INTRODUGAO

1.1 Micobactéria — Caracteristicas gerais

As micobactérias sdo bacilos aerdbios obrigatérios, Gram-positivos, desprovidos
de flagelo, e que ndo formam esporos. Sua parede celular € constituida principalmente
por peptidoglicanos, que contém acido N-glicolil-murdmico, polissacarideos e acido
micélico, que caracteriza as micobactérias (Ryan & Ray 2003). Esses componentes
conferem um carater hidrofébico a parede celular e portanto uma baixa permeabilidade,
que dificulta a absor¢cdo de nutrientes e limitando o crescimento do bacilo. A baixa
permeabilidade da membrana resulta em uma resisténcia natural a varios

antimicrobianos, principalmente os hidrofilicos (Rastogi et al. 1981).

As micobactérias séo classificadas em dois grupos: as de crescimento rapido e
as de crescimento lento. As espécies de crescimento rapido produzem colbnias visiveis
em até sete dias, apds o indculo, enquanto que as espécies de crescimento lento levam
mais de sete dias para produzirem colOnias visiveis. A maioria das micobactérias
patogénicas, entre as quais Mycobacterium tuberculosis (Figura 1.1A) e Mycobacterium
leprae, sao do grupo de crescimento lento, sendo denominadas tipicas. A maioria das
especies ambientais pertencem ao grupo de crescimento rapido, como a
Mycobacterium smegmatis (Figura 1.1B) e sdo denominadas atipicas (Stahl & Urbance
1990).



Figura 1.1. Imagens de microscopia eletronica de M. tuberculosis (A) e M. smegmatis (B). Fontes:
http://williamrjacobs.org; http://media.gettyimages.com/videos/mycobacterium-smegmatis-bacteria-sem-video-
id618596807 ?s=640x640

As micobactérias atipicas sao classificadas como sapréfitas, comensais ou
simbiontes; e possuem uma diversidade metabdlica que possibilita sua sobrevivéncia e
crescimento em diferentes condi¢des como variagdo de temperatura, pH e deplecao de
nutrientes (Nyka 1974, Hall-Stoodley & Lappin-Scott 1998, Primm et al. 2004). Dentre
as espécies deste grupo, algumas sado eventuais patdégenos, como por exemplo
Mycobacterium chelonae (Umrao et al. 2016), Mycobacterium llatzerense (Cardenas et

al. 2014) e Mycobacterium smegmatis (Saffo & Ognjan 2016).

1.2 Diversidade do género Mycobacterium

Estudos de diversidade genética de bactérias, consideram inicialmente, a analise
da sequéncia do gene 16S rRNA. Valores de identidade < 98.7% deste gene, entre
isolados, seria indicativo de diferentes espécies, enquanto que valores < 95%
indicariam um novo género (Stackebrandt & Ebers 2006).

Em estudos de diversidade e evolugao de bactérias, particularmente isolados de
uma mesma espécie, a abordagem aplicada € a analise de sequéncia multilocus
(MLSA), que se baseia em varios genes intrinsecos codificantes de proteinas
(housekeeping genes) (Konstantinidis & Tiedje 2005, Glaeser & Kampfer 2015).



Muitos estudos realizavam analises filogenéticas a partir de um unico gene,
como por exemplo, o gene hsp65, que era o unico utilizado em analises filogenéticas e
até na definicdo de espécies em micobactéria (Telenti et al. 1993, Steingrube et al.
1995). Contudo, as filogenias baseadas em sequéncias de varios genes concatenados
refletiriam com mais confianga a relagéo entre os organismos. Ainda assim, a defini¢cao
dos genes para a analise multilocus deve avaliar eventos de recombinagéo, para que
genes que estejam envolvidos nestes eventos n&o sejam incorporados a analise
(Glaeser & Kampfer 2015)

O género Mycobacterium é diverso (Figura 1.2), até 2016, mais de 175 espécies

tinham sido descritas (http://www.bacterio.net/), sendo que destas, pouco mais de 100

tiveram seu genoma completo sequenciado e disponibilizado no Genbank.

Figura 1.2. Arvore filogenética baseada no gene 16S rRNA de espécies de micobactérias (Noguera-Ortega et al.
2016-modificado pelo autor).


http://www.bacterio.net/

A diversidade das espécies do género se reflete na ampla variedade de nichos,
incluindo solos, ambientes aquaticos e organismos (animais, plantas e humanos), que
sdo explorados por esses organismos. Isto pode estar relacionado tanto a uma
diversidade metabdlica, quanto a especializagdo de algumas das espécies (Honda et al.
2016; Zhou et al. 2016; Chin‘'ombe et al. 2016; Ahmed et al. 2017; Azadi et al. 2016).
Além da diversidade entre as espécies, isolados de uma mesma espécies também
apresentam variabilidade. Por exemplo, o complexo abscessus, que compreende as
espécies Mycobacterium abscessus subsp. abscessus, Mycobacterium abscessus
subsp. bolletii e Mycobacterium abscessus subsp. massiliense, apresentam diferentes
perfis de resisténcia a antibidticos (Nessar et al. 2012). As subespécies do complexo
sdo caracterizadas pelo esquema MLST (Multilocus Sequence Typing), que considera
alelos de um conjunto de genes ubiquos na espécie (Pérez-Losada et al. 2013).

A diversidade de espécies também se reflete nas associacdes a infecgdes, por
exemplo, subespécies do complexo abscessus estdo relacionadas a infeccoes em
humanos; enquanto que Mycobacterium marinum, infecta peixes (Velu et al. 2016);
Mycobacterium avium/canariense, aves (Parvandar et al. 2016); e Mycobacterium
bovis/caprae, ruminantes (Pesciaroli et al. 2014).

A diversidade metabdlica e de espécies impacta também na biotecnologia, ja que
muitas espécies, como M. smegmatis, M. neoaurum, M. gilvum e M. vanbaalenii, tem a
capacidade de biorremediagcdo de ambientes impactados por hidrocarbonetos, além de
serem utilizadas na producéo de biomoléculas (Lee et al. 2015, Fernandez-Cabezoén et
al. 2016, Galan et al. 2016, Ma et al. 2016, Muangchinda et al. 2016).

1.3 Genomas das micobactérias

Considerando as quase duas centenas de espécies do género Mycobacterium, a
maioria dos mais de 6000 genomas deste género ja disponibilizados pertence a
isolados de M. tuberculosis. Esta é a espécie do género mais estudada em funcao do
seu impacto na saude publica mundial, e em contraste com M. leprae, que também tem

enorme impacto na saude publica, é cultivavel (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Atlas genémico de diferentes espécies de micobactérias. A, M. tuberculosis (Cole et al. 1998); B, M.

marinum, com seu plasmideo (Stinear et al. 2008 - modificado pelo autor); C, M. leprae, (Cole et al. 2001); D, M.
abscessus (Ripoll et al. 2009 - modificado pelo autor).

Além dos genomas sequenciados de espécies ja descritas, ha ~162 genomas
completos sequenciados de isolados do género Mycobacterium sem designagao
taxonbmica a nivel de espécie. Isso € um indicativo tanto da diversidade do género
quanto da dificuldade da aplicagdo da abordagem de taxondémica tradicional para
caracterizacao de isolados deste género.

Os genomas das espécies deste género apresentam tamanhos que variam de
~3.20 - 8 Mb, com uma média de 6.6/6.7 Mb, e conteudo GC variando de 57 - 69%,
com uma média de 66/67%. Os menores genomas ocorrem em M. leprae e espécies

relacionadas, enquanto que os maiores em espécies atipicas. Os genomas deste



género compreendem um unico cromossomo circular, que codificam ~1600 - 7000
genes; a maioria apresenta 1 a 2 operons ribossomais; e uma média de 50 tRNAs.
Plasmideos, que fazem parte do genoma acessoério, foram descritos em poucas
espécies/linhagens do género. Plasmideos lineares e circulares, com tamanho de ~7 -
615 kb; com conteudo GC, ~64%; e raras copias de tRNAs; foram caracterizados

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/).

1.4 Taxonomia de bactérias

A taxonomia € um ramo da ciéncia que envolve a identificagao, classificacdo e a
nomenclatura de organismos. A classificagcdo em hierarquias foi proposta por Carolus
Linnaeus, sendo "espécie" a de menor grau. Diferentes definicbes de espécie procariota
tém sido propostos no decorrer dos anos, isso vem ocorrendo em funcdo do
desenvolvimento tecnolégico. Hoje os taxonomistas de procariotos concordam que uma
classificagdo confiavel deve explorar a diversidade dos taxons através de varias
abordagens, e isso € conhecido como a abordagem polifasica (Rossell6-Mora & Amann
2001). Esta abordagem integra informagdes bioquimicas, genotipicas, fenotipicas e
quimiotaxondmicas de um organismo para, a partir de um consenso dos dados, delinear
a espécie microbiana. Anadlises como hibridizagdo DNA-DNA (DDH); conteudo GC;
comparagao da sequéncia nucleotidica de marcadores taxonémicos, como 16S rRNA,;
identificacdo e caracterizacdo de acidos graxos; lipideos polares; composicdo da
parede celular; morfologia; vias metabdlicas; permitem a definicdo de espécies (Colwell
1968, Vandamme et al. 1996)

Com o desenvolvimento e disponibilidade das tecnologias de sequenciamento
gendmico, surgiram novas possibilidades para a taxonomia de bactérias. A taxonomia
genbmica compara a informag¢ao gendmica global de organismos, e ja foi aplicada para
descrever e reclassificar novas espécies dos géneros Burkholderia, Geobacter, Vibrio e
Prochlorococcus; além de auxiliar na caracterizagdo de novas subespécies de
Francisella; um novo género de Sphaerochaeta; e uma nova classe de
Dehalococcoidetes (Mikalsen et al. 2007, Thompson et al. 2009, Vanlaere et al. 2009,
Prakash et al. 2010, Loffler et al. 2012, Ritalahti et al. 2012, Thompson et al. 2013a).



1.4.1

Taxonomia genémica

A taxonomia baseada em genomas caracteriza as espécies a partir de métodos e

parametros, tais como: in silico DDH (Auch et al. 2010a), identidade média de
aminoacido (AAl) (Rohwer, Edwards 2002), identidade média de nucleotideo (ANI)
(Konstantinidis & Tiedje 2005), assinatura genémica de Karlin (Karlin & Burge 1995),

analises de super arvores (Brown et al. 2001), viés de uso de cédon (Wright 1990),

conteudos de vias metabdlicas, analises do genoma core e arvores de familias do

pangenoma (Snipen & Ussery 2010), analise in silico do proteoma e caracteristicas

metabdlicas derivadas de predigdes in silico (genotype-to-phenotype) (Dutilh et al. 2013,
2014, Amaral et al. 2014).
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A metodologia in silico DDH realiza comparagbes entre as sequéncias
nucleotidicas de pares de genomas, através de buscas por BLAST, identificando
segmentos com alta taxa de similaridade (HSPs). Os valores desses segmentos
sdo entdo convertidos em um analogo ao da DDH in vitro (Auch et al. 2010a).
Essa ferramenta apresentou resultados com alta correlagdo com os resultados in
vitro (Auch et al. 2010b). A plataforma web para esta ferramenta se encontra no

endereco: http://ggdc.dsmz.de/ .

A metodologia ANI é definida pela porcentagem média da identidade de
sequéncias nucleotidicas de genes ortélogos compartilhados por dois genomas,
e reproduz os resultados de DDH com acuracia. Valores de ANI 295%
corresponderiam a um valor de DDH 270% (Goris et al. 2007). Por sua eficacia,
ja foi sugerido que o ANI poderia substituir analises DDH no futuro (Tindall et al.
2010). Recentemente, ANI foi aprimorado, agora como gANIl (média de
identidade nucleotidica gendémica). Em conjunto com outro parametro, essa
metodologia foi nomeada MiSI (Identificador de Espécies Microbianas) (Varghese
et al. 2015). O método MiSI utiliza a identidade média nucleotidica com base no
genoma total como medida de similaridade entre dois genomas, utilizando dois
parametros, gANI e AF (Alignment Fraction). O gANI é calculado, para um par de

genomas, pela média de identidade nucleotidica de genes ortélogos identificados



de maneira bidirecional. E como medida complementar, a fragdo de genes
ortdlogos é considerada. O AF mede a fragao de genes ortélogos entre o par de
genomas, e € aplicado como um filtro inicial ao gANI, variando de 0 a 1, onde O
significa auséncia de hits bidirecionais, e 1 corresponde a completa conservagao
dos genes codificantes de proteinas. Apds esse filtro, a identificagao final se da
pelo gANI, onde s&do computados as médias de identidade de ortdlogos
identificados por hits bidirecionais derivados de alinhamentos nucleotideos que
apresentam = 70% de identidade, e pelo menos 70% de cobertura em relacéo a
menor sequéncia do par de ortdlogos. Esse parametro avalia o grau de
conservagao entre os ortélogos, e varia de 0 a 100. A determinagdo de um valor
de corte para designagao de espécie foi avaliada realizando comparagdes entre
1.1 milhdes de pares de genomas da mesma espécie, onde para 99.7% dos
casos, pelo menos 60% do conteudo génico foi identificado em pares de
ortélogos. Portanto, o valor de AF escolhido foi 2 0.6. Os genomas de 31
espécies apresentaram AF < 0.6, e em alguns casos, apresentando 23% de
pares de genes homdlogos, como para Clostridium botulinum. Considerando o
gANlI, realizando essas comparagbes entre genomas da mesma espécie que
apresentaram AF = 0.6, para 95% dos casos a identidade nucleotidica foi = 96.5.
Portanto, um par de genomas que apresente um AF = 0.6 e gANI = 96.5 é
considerado da mesma espécie. A plataforma web para esta ferramenta se

encontra no endereco: https://ani.jgi-psf.org/html/home.php .

1.5 Resistoma

O resistoma compreende o conjunto de genes/mecanismos de resisténcia aos

antibidticos presentes em um ambiente ou organismo. Seu estudo busca compreender

a origem, evolucao e emergéncia destas resisténcias (D’Costa et al. 2006).

A definicdo de resisténcia a antibiético depende do objetivo de cada estudo, e

pode ser dividida em trés tipos: clinica, epidemiolégica e operacional. A clinica é

baseada em valores de corte da concentracdo minima inibitéria (MIC) de crescimento

bacteriano, que sao avaliadas quando ha falha terapéutica em pacientes humanos. A

epidemioldgica estabelece resisténcia a antibidticos baseada no maior valor de MIC
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obtido dentre uma populacdo selvagem, de uma espécie em particular. Nessa definicéo
estdo quaisquer combinagdes de microrganismos e antibiéticos, incluindo aqueles que
nao utilizados na clinica. A definicdo operacional € baseada na atividade de algum
gene, ja que compara uma linhagem referéncia com uma linhagem mutante ou
contendo um gene adquirido por HGT (transferéncia lateral de genes). A linhagem é
considerada resistente se apresentar, para um antibidtico especifico, um valor de MIC

superior ao da linhagem selvagem (Martinez et al 2015).

Varios mecanismos estdo envolvidos com fendtipos de resisténcia aos
antibidticos (Figura 1.4). Os principais seriam (i) alteragdo na permeabilidade da parede
celular, impedindo o influxo de compostos; (i) agdo enzimatica, que degrada
compostos; (iii) bombas de efluxo, que transferem composto do meio intracelular para o
extracelular; e (iv) alteragdo do sitio de acdo, impedindo que o composto atue na

molécula (Allen et al. 2010)

Mecanismos de resisténcia bacteriana

ALTERAGAO DE [ MEcANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE

ATM » . ATM
aATh
ATM BOMBA DE EFLUXO
parede L]
bacteriana - o = i

membrana

bacteriana
genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiane ONA bacterians [aLTERAGAO DO SITIO DE AGAQ)|

Figura 1.4. Principais mecanismos de resisténcia bacteriana. Fonte:
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo1/res_principais2.htm .

Os genes/mecanismos de resisténcia presentes em um organismo podem ser (i)
aqueles que foram selecionados e evoluem em decorréncia da presengca de
antimicrobianos naturais; (ii) aqueles que sao adquiridos por transferéncia lateral de

genes. Estes geralmente codificam enzimas que degradam um determinado antibiético.



Outros genes/mecanismos que caracterizariam o resistoma contribuem com o
fendtipo de resisténcia de uma forma indireta. Por exemplo, bombas de efluxo de
multidrogas sdo ubiquas e possuem uma vasta gama de substratos, incluindo
antibioticos. Genes/mecanismos que s&o ubiquos, geralmente estdo envolvidos em
processos fisioldgicos do organismo e a resisténcia aos antibidticos poderia ou nao

estar diretamente relacionada a sua presenca.

1.5.1 Caracterizagcdo genémica do resistoma

A informagdo de genomas e metagenomas tém sido explorada no sentido de
caracterizar a presenga de genes/mecanismos relacionados a resisténcia a antibidéticos,
definido como resistoma. A caracterizagdo dos resistomas, além de acessar a
diversidade, busca caracterizar reservatérios ambientais destes elementos que podem
vir eventualmente a emergir na clinica (Duranti et al. 2016, Martinez et al. 2016,
Pawlowski et al. 2016, Boolchandani et al. 2017). Andlises computacionais para
predicdo de resistomas sao baseadas em comparacdes por similaridade de sequéncia
utilizando bases de dados especializadas (Liu & Pop 2009, McArthur et al. 2013, Gupta
et al. 2014, Gibson et al. 2015, Wallace et al. 2017). Porém, a acuracia destas bases de
dados ainda ¢é comprometida devido a diversidade de mecanismos
(intrinsecos/adquiridos), genes, alelos, regulagao, entre outros relacionados a fenoétipos
de resisténcia (Moran et al. 2016). Assim, para evitar uma superestimacao do resistoma
de um genoma/metagenoma, analises funcionais devem ser implementadas

considerando as informagdes recuperadas in silico (Martinez et al 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade de espécies e linhagens de micobactérias da Mata

Atlantica, assim como seu resistoma, a partir de analises genémicas.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a diversidade das micobactérias pela abordagem de MLSA;

e Gerar genomas completos de isolados representantes desta diversidade;
e Aplicar a taxonomia genémica nestes isolados;

o |dentificar in silico determinantes de resisténcia aos antimicrobianos;

e Determinar in vitro a funcionalidade destes genes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados e condi¢c6es de crescimento

As micobactérias (n=14) analisadas neste estudo encontram-se depositadas na
Colecdo de Bactérias do Ambiente e Saude (CBAS) — Fiocruz, especificamente na
subcolecdo CBMA (Colecao de Bactérias da Mata Atlantica), e foram obtidas a partir de
amostras do solo da Mata Atlantica. Os isolados criopreservados foram inoculados em

meio de cultura liquido TSB a temperatura ambiente por cinco dias.

3.2 Extracao de DNA total

Para o sequenciamento de alta vazdo, o DNA total foi extraido pelo método
CTAB (Petersen & Scheie 2000), com a incubacéo dos extratos bacterianos com 50 pl
de lisozima (10 mg/ml) por 4h a 37 °C. Para a realizagdo das reagdes de PCR
(Polymerase Chain Reaction), a extragao de DNA se deu por choque térmico. A massa
celular foi ressuspendida em 300 ul de agua Mili-Q estéril e incubada em banho-maria a
aproximadamente 100 °C por 20 min, seguido de congelamento a -20 °C. Além do
método CTAB, também utilizamos o kit QIAmp DNA Mini Kit - QIAGEN, de acordo com

as instrugdes do fabricante.

3.3 PCR e Sequenciamento de genes especificos

Ensaios de PCR e sequenciamento foram realizados com o objetivo de recuperar
sequéncias dos genes aplicados na analise de sequéncias multilocus (MLSA); e genes
relacionados a resisténcia aos antimicrobianos. Os iniciadores utilizados estéo listados
na Tabela 3.1. Os iniciadores relativos aos genes de resisténcia antimicrobiana foram
desenhados baseados nas sequéncias obtidas pelo sequenciamento do genoma
completo. As reagdes foram compostas por tampédo da PCR 1X (Promega), 3 mM
MgCl. (Promega), 0.2 mM dNTP, 200 ng de cada iniciador, 1,5 U de Taq polimerase
(Promega), 5 pl do DNA extraido por choque térmico, em um volume final de 50 ul. As
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reacdes foram submetidas a um passo de desnaturacio inicial a 94 °C por 5 min, e
seguida de 40 ciclos de amplificagdo (desnaturagdo a 95 °C por 30 seg, anelamento a
55 °C por 30 seq, e extensao a 72 °C de 45 seg a 150 seg, dependendo do tamanho do
fragmento); seguido por um passo de extensao final a 72 °C por 10 min. Os produtos da
PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizados em
transiluminador (KODAK Gel Logic Imaging System GL112). Os amplicons foram
purificados utilizando o kit comercial Gel Band da GE Healthcare Life Sciences, e
submetidos a reacdes de sequenciamento. Os amplicons tiveram as duas fitas
sequenciadas utilizando o kit de sequenciamento BigDye (Life Technologies) e o
sequenciador 3730XL - DNA Analyser Applied Biosystems (Plataforma de
sequenciamento Sanger-FIOCRUZ).

Tabela 3.1. Iniciadores utilizados no estudo.

Iniciadores Sequéncia (5" — 3’) Tamanho do produto PCR (pb)

16S-Pa F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1.500
16S-PH R AAGGAGGTGATCCAGCCGCA

gyB F GAGTTGGTGCGGCGTAAGAGC 218
gyB R CGGCCATCCARCACGATCTTG

rpoB F GGCAAGGTCACCCCGAAGGG 764
rpoB R AGCGGCTGCTGGGTGATCATC

sodlg F GAAGGAATCTCGTGGCTGAATAC 514
sodlg R AGTCGGCCTTGACGTTCTTGTAC

hsp65-21M13F TACCAACGATGGTGTGTCCAT 477
hsp65-M13R CCCTTGTCGAACCGCATACCCT

mfpA-MT360 F CTGTGAGGAAACCACGTCTC 789
mfpA-MT360 R CTGCCCAATGACAAGTTCTG

mfpA-MT247 F TACTCGTTGAGCACGCTCA 750
mfpA-MT247 R GCTGTCGGTGTTCTACGTCA

mfpB-MT360 F TCACGCAGGGTTATCTTCAA 788
mfpB-MT360 R ATGGCCGTGCTGTATCAGT

mfpB-MT247 F AGGGTTATCTGAGGGTGGAA 812
mfpB-MT247 R CTGAAATCGCACTCTGTGAAC

arr234 F AGCATCGCTGAGTTCAAGG 630
arr234 R TTAGCTGTTTGACCCTGCTG

arr326 F GAGATTTGTAGCGGCATGAG 650
arr326 R TGGTGATCTTCGTTGGACTC

bla326 F GATCGACAAGACCGGAATG 1.220
bla326 R TAAGCATCTGGGTCACGTTC

3.4 Analise de multilécus (MLSA)

As sequéncias parciais dos cinco genes (16S rRNA, hsp65, sodA, rpoB, gyrB),
que fazem parte do esquema MLSA do género Mycobacterium, obtidas por PCR, foram
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sequenciadas, editadas no Segman v.7.0.0, alinhadas e concatenadas no Seaview
v.4.6 (Gouy et al. 2010), e submetidas a analises genéticas com sequéncias homologas
de varias espécies de micobactérias. As analises do gene ribossomal 16S e MLSA
foram realizadas usando o método de maxima verossimilhang¢a, modelo GTR, com 100
replicatas de bootstrap. As matrizes de identidade foram geradas pelo Bioedit v.7.2.5.
A partir dessas analises, selecionamos os isolados que tiveram seu genoma

completo sequenciado.

3.5 Sequenciamento genémico por alto desempenho

Um total de sete isolados representando a diversidade de Micobactérias da
CBMA/2014 tiveram seus genomas sequenciados pelo método shotgun na plataforma
lllumina Hiseq 2500, utilizando bibliotecas gendmicas Nextera (paired-end) de 100 e
250 pb; e na plataforma de pirosequenciamento 454 GS Junior, gerando reads de 450
pb single-end (Plataforma de Sequenciamento de Alto Desempenho do Instituto
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ).

3.6 Montagem e anotagao dos genomas

As reads provenientes dos sequenciamentos foram pré-processadas para (i)
selegao de reads sem erros de sequenciamento utilizando o Quake v.0.3 (Kelley et al.
2010); (ii) filtragem de reads com Phred Score < Q20 e remocgdo de adaptadores
utilizando NGSQCToolkit v.2.3.3 (Patel, Jain 2012).

O Quake possui duas fungdes: selecionar reads sem erros de sequenciamento e
corrigir reads com erros de sequenciamento. Para isso, o software fragmenta o genoma
em k-mers (oligonucleotideos de tamanho k), e baseado na cobertura de
sequenciamento destes, seleciona aqueles com maior probabilidade de estarem
corretos ou errados. Se um k-mer possuir algum erro, este ndo ira alinhar perfeitamente
com outros que nao possuem o erro, logo, com um nivel de cobertura minima (15x), os
k-mers com erros (untrusted) apresentariam uma baixa cobertura, enquanto que os k-

mers corretos (frusted) apresentariam uma alta cobertura. Para determinar o valor de
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corte da cobertura que separa os k-mers com erros e sem erros, sao utilizados os
valores de qualidade atribuidos a cada base.

As montagens de genomas sao realizadas por programas (montadores) que
funcionam através da fragmentagdo das reads em k-mers; alinhamento e sobreposi¢ao
destas; e formagéo de sequéncias consenso (contigs).

As montagens gendmicas podem seguir duas estratégias: baseado em um
genoma referéncia ou sem referéncia (montagem de novo). As montagens que utilizam
referéncias geralmente sdo de organismos ja descritos na literatura e muito préximos
filogeneticamente ao genoma referéncia. Assim, a montagem é feita de modo a
preservar todos os elementos do genoma referéncia, o que reduz o nivel de
complexidade do processo. O resultado disso, geralmente, sdo montagens com poucos
e ordenados contigs representando os genomas. Esse tipo de estratégia enviesa a
montagem ao genoma referéncia, informagdes relativas a regides de plasticidade ou
elementos moveis, que possam estar presentes no genoma sequenciado, mas
ausentes do genoma referéncia podem nao ser utilizadas pelo montador.

As montagens de novo nao utilizam uma sequéncia referéncia, o que aumenta o
grau de complexidade do processo, principalmente por causa de regides genémicas
repetitivas e de baixa complexidade. Além disso, se nao tratados, erros de
sequenciamento podem ser incorporados na montagem. Por causa dessas questoes,
montagens de novo tendem a gerar mais contigs.

A estratégia de montagem aplicada aos genomas deste estudo foi a de novo ja
que, a principio, seriam genomas de espécies ainda nao descritas de micobactéria. As
montagens foram realizadas com varios montadores: A5 pipeline v.20150522 (Tritt et al.
2012), SPAdes v.3.7 (Bankevich et al. 2012), Edena v.3.13.1028 (Hernandez et al.
2008), Mira v.4.0.2 (Miller et al. 2010), MaSuRCA v.3.1.3 (Zimin et al. 2013), Velvet
v.1.2.10 (Zerbino et al. 2008), Abyss v.1.9.0 (Simpson et al. 2009); utilizando
subconjuntos das reads, que geraram multiplas montagens parciais. A partir destas,
realizamos sua integracao para obter uma montagem consenso utilizando CISA v.1.3
(Lin & Liao 2013).

O CISA (Contig Integrator for Sequence Assembly) foi desenvolvido com o
objetivo de integrar multiplas montagens de um mesmo genoma, realizadas por
diferentes montadores. Inicialmente, o programa identifica contigs de maior tamanho,

que sdo considerados representativos, e tenta estendé-los alinhando contigs menores
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nas suas pontas; em seguida, compara contigs que representariam uma mesma
sequéncia e remove ou fragmenta aqueles montados erroneamente; o proximo passo
envolve a fusao de contigs que tenham sobreposi¢cédo nas pontas, estimando o tamanho
de regides repetitivas.

Nesse estudo, utilizamos o CISA para integrar multiplas montagens parciais, de
um mesmo montador. Assim, a montagem final para tal montador englobaria a
totalidade de reads geradas para aquele genoma. Essa montagem consenso, foi
submetida ao Pilon v.1.14 (Walker et al. 2014), que realiza o mapeamento da
montagem em busca de erros, corrigindo-0s; e ao término, obtivemos a montagem final.

A anotac&o dos genomas foi realizada pelo Prokka v.1.11 (Seemann 2014) e no
servidor RAST (http://rast.nmpdr.org/) (Aziz et al. 2008), que identificaram e associaram

sequéncias a fungdes bioldgicas, a partir de suas base de dados.

3.7 Genomas publicos de micobactérias utilizados

Foram utilizados 94 genomas depositados no Genbank, completos ou drafts, de
diferentes espécies e subespécies do género Mycobacterium para as analises
genéticas com o0s nossos genomas (Tabela 3.2). Os genomas das micobactérias que
apresentaram relacdes mais proximas com os nossos foram considerados para nossas

analises filogenéticas.
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Tabela 3.2. Genomas utilizados no estudo obtidos a partir do Genbank.

SSSSSSSSSSSSSSSSXSSSSSSSSSSSSSXSSSRKSRSSESER

. abscessus ATCC 19977*

abscessus subsp. bolletii 50594

. africanum GMO041182

aromaticivorans JS19b1

. arupense GUC1

asiaticum DSM 44297*
austroafricanum DSM 44191*
avium ATCC 25291*

avium subsp. hominissuis A5

avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698*
avium subsp. silvaticum ATCC 49884*

bohemicum DSM 4427*
bovis AF2122/97*

canettii CIPT 140010059*
caprae MB2

celatum ATCC 51131*
chelonae ATCC 35752*
chimaera MCIMRL4
chlorophenolicum DSM 43826*
chubuense DSM 44219*
colombiense CECT 3035*
conceptionense MLE
cosmeticum DSM 44829*
crocinum JCM 16369*

. elephantis Lipa

europaeum CSUR P1344*
farcinogenes DSM 43637*
fluoranthenivorans JCM 14741*
fortuitum DSM 46621*

gastri Wayne

genavense ATCC 51234
gilvum Spyr1

goodii X7B

haemophilum ATCC 29548*

. hassiacum DSM 44199*

heckeshornense RLE

. heraklionense Davo

. hodleri JCM 12141*

. immunogenum SMUC14

. indicus pranii MTCC 9506*

5,09
5,27
4,38
6,30
4,44
5,93
6,77
4,85
4,87
4,73
4,71
5,10
4,35
4,48
4,29
4,66
4,89
6,02
7,37
5,94
5,57
7,09
6,46
5,19
5,19
6,15
6,14
5,51
6,34
6,00
4,94
5,55
7,11
4,23
5,08
5,01
5,10
3,87
5,56
5,59

64,12
64,18
65,60
66,40
67,30
66,20
67,70
69,20
69,40
69,30
69,20
68,70
65,60
65,60
65,50
66,80
63,90
67,70
68,40
69,20
68,10
66,40
68,20
65,80
67,80
68,20
66,60
66,30
66,00
66,10
66,90
67,90
67,60
63,90
69,40
65,90
67,90
66,30
64,30
68,00

NC_010397.1
NC_021282.1
NC_015758.1
NZ_JALN00000000.2
NZ_LASW00000000.2
CCBDO1 (WGS)
NZ_CCAW000000000.1
ACFI01 (WGS)
AUZQO01 (WGS)
AGARO1 (WGS)
AYOCO1 (WGS)
CSTD00000000. 1
NC_002945.3
NC_015848.1
NZ_CDHG00000000. 1
NZ_BBUN00000000. 1
NZ_CP010946.1
LJHMO1 (WGS)
JYNLO1 (WGS)
JYNX01 (WGS)
AFVW02 (WGS)
LFODO1 (WGS)
NZ_CCBB000000000. 1
BBHD00000000. 1
NZ_LBNO00000000.1
CTEC00000000.1
NZ_CCAY000000000.1
BBFT00000000.1
ALQBO1 (WGS)
NZ_AZYN00000000.1
NZ_JAGZ00000000.1
NC_014814.1
NZ_CP012150.1
NZ_CP011883.2
ARBUO1 (WGS)
LFOFO01 (WGS)
LDPOO1 (WGS)
BBGO00000000. 1
JXUUO1 (WGS)
NC_018612.1
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Tabela 3.2. Genomas utilizados no estudo obtidos a partir do Genbank (cont.).

M. intracellulare ATCC 13950* 5,40 68,10 NC_016946.1

M. iranicum UM_TJL 6,13 66,10 AUWTO1 (WGS)
M. kansasii ATCC 12478* 6,43 66,20 NC_022663.1

M. kyoriense KUM060204T 5,30 66,90 BBKAO01 (WGS)
M. lentiflavum CSUR P1491* 6,82 65,80 CTEE00000000.1
M. leprae Br4923 3,27 57,80 NC 011896.1

M. lepromatosis Mx1-22A 3,20 57,90 JRPYO01 (WGS)
M. liflandii 128FXT 4,82 65,60 NC_020133.1

M. llatzerense CLUC14 6,09 66,60 JXSTO01 (WGS)
M. mageritense DSM 44476* 7,97 67,00 NZ_CCBF000000000.1
M. marinum M* 6,64 65,70 NC 010612.1

M. abscessus subsp. massiliense GO 06 4,68 64,30 NC 018150.2

M. mucogenicum CSUR P2099* 6,21 67,20 CYSI01 (WGS)
M. nebraskense AKUC1 6,46 66,60 LASX01 (WGS)
M. neoaurum ATCC 25795* 5,46 66,70 JMDWO01 (WGS)
M. neworleansense ATCC 49404* 6,29 66,90 CWKH00000000.1
M. nonchromogenicum NCK8460 6,35 66,30 CVTCO00000000.1
M. obuense DSM 44075* 5,71 68,00 JYNUO1 (WGS)
M. orygis 112400015 4,28 65,60 NZ_APKDO00000000.1
M. pallens JCM 16370* 5,31 65,70 BBHE00000000.1
M. parascrofulaceum ATCC BAA-614* 6,56 68,50 NZ_ADNV00000000.1
M. peregrinum CSUR P2098* 7,10 66,20 CYSHO01 (WGS)
M. phlei DSM 43239* 5,32 69,40 ANBOO1 (WGS)
M. pseudoshottsii L15 5,94 65,70 BCND00000000.1
M. pyrenivorans JCM 15927* 5,13 66,30 BBHB00000000.1
M. rhodesiae NBB3 6,42 65,50 NC_016604.1

M. rufum JS14* 6,17 69,25 JROA00000000.1
M. rutilum DSM 45405* 5,99 68,40 LT629971.1

M. senegalense CK1 6,73 66,40 LDCOO01 (WGS)
M. septicum DSM 44393* 6,91 66,70 NZ_CBMO000000000.1
M. setense DSM 45070* 6,26 66,40 JTJWO1 (WGS)
M. simiae ATCC 25275* 5,78 65,80 CBMJO02 (WGS)
M. sinense JDM601 4,64 68,40 NC_015576.1

M. smegmatis MC2 155* 6,99 67,40 NC_008596.1

M. sp. 360MFTsu5 6,05 67,20 ARTKO1 (WGS)
M. sp. EPa45 6,17 66,40 NZ_CP011773.1
M. sp. HXXIII 5,72 63,90 LJYTO1 (WGS)
M. sp. JLS 6,04 68,40 NC_009077.1

M. sp. KMS 6,25 68,19 NC_008705.1

M. sp. MCS 5,92 68,43 NC_008146.1

M. sp. MOTT36Y 5,61 67,90 NC_017904.1
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Tabela 3.2. Genomas utilizados no estudo obtidos a partir do Genbank (cont.).

SSXSSISXXSKSEKERE

. sp. UNC280MFTsub
. sp. UNC410

sp. VKM ac-1817D

. thermoresistibile ATCC 19527*
. triplex DSM 44626*

tuberculosis H37Rv*

. tusciae JS617

. ulcerans Agy99

. vaccae ATCC 25954*
. vanbaalenii PYR-1

. vulneris DSM 45247*
. xenopi RIVM700367
M.

yongonense DSM 45126*

5,69
6,05
6,32
4,87
6,38
4,41
7,31
5,80
6,24
6,49
6,98
4,43
5,52

66,70
67,10
66,20
69,00
66,60
65,6

65,4

65,50
68,50
67,80
66,70
66,1

68,00

JQKUO1 (WGS)
JMLMO1 (WGS)
NZ_CP009914.1
AGVEO1 (WGS)
NZ_CCAU000000000.1
NC_000962.3
NZ_AGJJ00000000.2
CP000325.1

ALQAO1 (WGS)
NC_008726.1
CCBGO01 (WGS)
NZ_AJFI00000000.1
NC_021715.1

Rapido
Rapido
Rapido
Rapido
Lento
Lento
Lento
Lento
Rapido
Rapido
Rapido
Lento
Lento

*, genomas de isolados tipo
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3.8 Taxonomia gendémica

Para realizar as andlises de taxonomia gendmica foram utilizadas diversas
abordagens: MLSA com genes completos, core genome MLSA (cgMLSA), in silico
hibridizacdo DNA-DNA (isDDH) e Microbial Species Identifier (MiSl).

Sequéncias nucleotidicas completas dos setes genes do esquema de MLSA
estendido (16S, rpoB, gyrB, hsp65, fusA, secA e tuf) foram extraidas dos genomas
sequenciados assim como sequéncias homologas destes genes de varias espécies de
micobactérias. Estas foram concatenadas, alinhadas e submetidas a reconstrucéo
filogenética por maxima verossimilhanga (100 replicatas de bootstrap).

A abordagem cgMLSA, similar ao MLSA, mas utilizando o conjunto de genes
ortdlogos comuns a todos o0s genomas analisados, foi realizada pelo
GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira & Vinuesa 2013). Os ortélogos foram
identificados utilizando o algoritmo orthoMCL (Li et al. 2003), considerando uma
cobertura de alinhamento = 70% e identidade = 40%. Pés identificacédo, os ortdlogos
foram alinhados com MAFFT v.7.305b (Katoh et al. 2002) e concatenados por script
Perl. A reconstrucao filogenética foi realizada pelo método de maxima verossimilhanca
com 100 replicatas de bootstrap.

A abordagem isDDH foi aplicada utilizando o programa de distancia genoma-a-
genoma (Auch et al. 2010a) por interface web (http://ggdc.dsmz.de/). E a abordagem
MiSI foi aplicada utilizando o programa ANIcalculator (Varghese et al. 2015). Como este
programa recomenda o fornecimento de um arquivo com as sequéncias de tRNAs e
rRNAs, para evitar que os valores do resultado ndo sejam inflados, estas sequéncias
foram obtidas, de todos os genomas analisados, pelos softwares ARAGORN v.1.2.37
(Laslett & Canback 2004) e barrnap v.0.7.

3.9 Identificagdo do resistoma

A busca por homoélogos de genes associados a resisténcia foi realizada por perfis
Hidden Markov Models (HMM) (e-value 1e-30) utilizando a base de dados curada

Resfams (Gibson et al. 2015), que foi desenvolvida usando estudos metagendémicos
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que investigavam o resistoma de microbiota do solo (assim como os isolados CBMA), e
apresentou uma maior sensibilidade comparado a buscas por BLAST. Além deste,
também utilizamos outra base de dados curada, CARD (The Comprehensive Antibiotic
Resistance @ Database)  (McArthur et al. 2013) de interface web

(https://card.mcmaster.ca/home).

3.10 Identificagao de elementos extra-cromossémicos/mobiloma

A busca por elementos moveis presentes nos genomas foi realizada utilizando o
PHASTER (http://phaster.ca/) (Arndt et al. 2016), para bacteriéfagos; e plasmidSPAdes
(Antipov et al. 2016), juntamente com analises por BLASTn, para plasmideos. As
analises por BLASTn se basearam em genes marcadores de plasmideos em
micobactérias, como relaxase e repA (Ummels et al. 2014; Uchiya et al. 2015). Além
disso, a topologia dos plasmideos putativos foi definida baseada na informagao paired-

end das reads.

3.11 Clonagem e expressao heteréloga

Experimentos de clonagem em sistema heterélogo foram realizados para
verificar a atividade de genes preditos associados a resisténcia a antibiéticos. Os genes
considerados foram: (i) bla326, com atividade enzimatica para cefalosporinas,
penicilinas e carbapenemas (beta-lactamicos); (ii) arr, com atividade de modificagdo do
antibidtico rifampicina; e (iii) mfpA/mfpB, com atividade de protecdo ao alvo das
quinolonas. Como o sinergismo do mfpA/B levaria a uma resisténcia aumentada as
quinolonas (Tao et al. 2013), um unico fragmento de DNA contendo os dois genes foi
clonado.

Os produtos de PCR correspondendo a toda regiao codificadora, assim como a
regiao reguladora, dos genes acima foram clonados no vetor comercial pGEM-T-Easy
Vector System (Promega), de acordo com as recomendagdes do fabricante, e
posteriormente transformados em células quimicamente competentes da linhagem
DH5a (arr e bla326) e MC1061 (mfipA/mfpB) de Escherichia coli.
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Para confirmar o sucesso da clonagem, o DNA total de alguns clones foi extraido
e utilizado como molde em reag¢des de PCR, juntamente com os iniciadores M13F e
M13R, disponibilizados no kit de clonagem, nas mesmas condi¢gdes experimentais ja
citadas anteriormente. Os amplicons foram purificados e sequenciados para verificar a

orientagao do inserto em relagdo ao promotor presente no vetor.

3.12 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade dos isolados selvagens e das transformantes as
fluoroquinolonas, rifampicina e beta-lactamicos, foi determinado através da técnica de
discos de difusdo e E-test, que define a concentragdo minima inibitéria (MIC) destes
antibidticos em relacdo as amostras. Os antibidticos utilizados nos testes com os
isolados CBMA e transformantes estao listados na Tabela 3.3.

Os isolados de micobactéria da Mata Atlantica e as transformantes foram
crescidos até uma escala 0.5 de McFarland e espalhados com swab em placas
contendo Agar Mieller Hinton (MHA) na qual sdo aplicados os E-Test/Oxoid e discos

contendo antibiéticos.

Tabela 3.3. Antibioticos usados nos testes de susceptibilidade.

Classe - Antibiético Método Isolado testado

Beta-lactamicos

Amoxicilina (AMO) Disco de difusdo/E-test = CBMA/Transformante
Aztreonam (ATM) Disco de difusao CBMA/Transformante
Bacitracina (B) Disco de difusao CBMA
Cefalotina (CFL) Disco de difusdo/E-test = CBMA/Transformante
Cefepime (CPM) Disco de difusdo/E-test = CBMA/Transformante
Cefoxitina (CFO) Disco de difuséo Transformante
Ceftazidime (CAZ) Disco de difusdo/E-test = CBMA/Transformante
Cefuroxima (CXM) Disco de difuséo Transformante
Imipinem (IPM) Disco de difusdo/E-test =~ CBMA/Transformante
Meropenem (MEM) Disco de difusdo/E-test = CBMA/Transformante
Meticilina (MET) Disco de difuséo CBMA
Piperacilina (PRL) Disco de difuséo CBMA/Transformante
Quinolonas
Acido Nalidixico (NAL) Disco de difuséo CBMA/Transformante
Ciprofloxacina (CIP) Disco de difusdo/E-test =~ CBMA/Transformante
Levofloxacina (LVX) E-test CBMA
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Tabela 3.3. Antibidticos usados nos testes de susceptibilidade (cont.).

Norfloxacina (NOR) Disco de difusdo CBMA/Transformante

Lincosamidas

Clindamicina (DA) Disco de difusdo CBMA
Lincomicina (MY) Disco de difusdo CBMA
Fosfénicos
Fosfomicina (FOS) Disco de difuséo CBMA
Tetraciclina
Tetraciclina (TE) Disco de difusdo CBMA
Tigeciclina (TGC) Disco de difusdo CBMA
Macrolideo
Azitromicina (AZM) Disco de difuséo CBMA
Claritromicina (CLR) Disco de difuséo CBMA
Eritromicina (ERI) Disco de difuséo CBMA
Anfenicéis
Cloranfenicol (C) Disco de difuséo CBMA

Ansamicinas
Rifampicina (RIF) Disco de difusdo/E-test = CBMA/Transformante
Polimixinas
Colistina (CT) Disco de difusao CBMA
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4 RESULTADOS

4.1 Diversidade genética das micobactérias da Mata Atlantica

Aplicamos a analise do gene 16S rRNA para classificar os isolados da CBMA.
Esta analise definiu 14 isolados da CBMA como Mycobacterium, ja que todos eles
apresentaram no minimo 98,7% de identidade com sequéncias de bactérias do género
Mycobacterium depositadas no Ribosomal Database Project (RDP), que corresponde a
um banco de dados curado contendo espécies tipo e seus genes 16S rRNA. Nossa
classificagao se baseou nos limites definidos para os diferentes niveis taxonémicos, que
no caso de género, abaixo de 95% de identidade, excluiria a possibilidade de ser do

mesmo género.

Comparando as sequéncias do gene ribossomal 16S dos isolados CBMA entre si
encontramos cinco  sequéncias  distintas:  sequéncia 1 nos isolados
230/293/311/312/335/360; sequéncia 2 nos isolados 247/294/295/324/329; sequéncia 3

no isolado 226; sequéncia 4 no isolado 234 e sequéncia 5 no isolado 326 (Tabela 4.1).

Considerando espécies ja descritas, o grupo de isolados com as sequéncias 1, 3
e 4 estdo mais proximos da Mycobacterium anthracenicum; enquanto que os demais,
que apresentam a sequéncia tipo 2, estado proximos a Mycobacterium septicum; e o

isolado 326 (sequéncia tipo 5) com M. chelonae e M. salmoniphilum.

Com essas sequéncias realizamos uma analise genética através de uma analise

de maxima verossimilhanga, que apresentou os seguintes grupamentos (Figura 4.1).
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Tabela 4.1. Matriz de identidade das sequéncias 16S dos isolados CBMA e de sequéncias do banco de dados RDP préximas aos dos isolados
CBMA. Isolados CBMA estao marcados em vermelho.

Seg-» M.anthracenicum M.sp.Sited-B31 CBMA.226 CBMA.234 CBMA.312 CBMA.360 CBMA.311 CBMA.335 CBMA.293 CBMA.230 M.llatzerense.MG18 M.septicum.D13 CBMA.247 CBMA.294 CBMA.295 CBMA.329 CBMA.334 M.chelonae.QIA-35 M.abscessus CBMA.326

M.anthracenicum D 0,387 0%7 099 0% 0% 0% 01 091 0%l 0,389 0978 0977 09T 09T 03 0977 0,961 0361 095
M.sp.Sited-B31 0,987 D 087 0%l 092 03N 091 039 098 09% 0,885 0,338 038 0% 098 0% 098 0,966 036 0958
CBMA.226 0,387 0,387 D 0% 08 09 03 082 032 03n 0,998 0977 0% 09 09 097 0978 0,363 04 0957
CBMA.23 0,99 0,391 033 D 099 03% 099 03 099 099 039 0,382 0383 0%3 0983 0383 0% 0,363 0364 0357
CBMA312 0,991 0,392 0% 039 D 1 1 1 1 1 0,991 0,383 0383 0%3 0983 0383 0% 0,964 0365 0958
CBMA.360 0,991 0592 039 039 1 D 1 1 1 1 0,991 0,383 0383 0% 098 0% 098 0,964 0365 0958
CBMANL 0,991 039 039 089 1 1 D 1 1 1 0,991 0,383 0383 0% 0983 03 0% 0,964 0365 0958
CBMA3% 0,991 039 0 09 1 1 1 D 1 1 0,991 0,383 033 083 098 03 0% 0,964 0365 0938
CBMA.253 0,391 039 039 089 1 1 1 1 D 1 0,391 0,383 0383 0%3 0983 0383 0% 0,964 0365 038
CBMA.230 0,991 0392 0% 089 1 1 1 1 1 D 0,991 0,383 0383 0% 0983 0383 0% 0,964 0365 0958
MllatzerenseMG18 0,589 0,385 0088 099 0% 0wl 0% 0l 09 0% D 0,97 09 095 095 03B 097 0,962 0562 0957
M.septicum.D13 0978 0,388 0977 0S8 093 0% 098 0933 0983 098 0,974 D 0399 0399 099 0399 099 0,965 0366 0957
CBMA.247 0977 0,358 097 058 0983 0% 098 093 0983 098 075 0,999 D 1 1 1 1 0,966 066 0958
CBMA.2% 0977 0,388 097 033 0983 0383 0983 033 0%83 098 075 0,393 1 D 1 1 1 0,966 036 0958
CBMA.255 0977 0,388 097 033 093 0383 098 0983 0%3 0983 0.7 0,999 1 1 D 1 1 0,96 036 0958
CBMAI2 0977 0,388 09T 0S8 098 03 098 03B 0%l 098 047 0,399 1 1 1 D 1 0,966 0566 095
CBMA3N 0977 0,388 097 0583 0983 033 098 093 093 098 0575 0,599 1 1 1 1 D 0,966 066 0958
Mchelonae.QIASS 0,961 0,366 0363 0% 094 0% 098 0% 096 098 0,863 0,965 0%6 0% 096  0%6 096 D 099 097
M.abscessus 0,362 0,366 0%4 0% 095 0365 095 035 095 095 0,362 0,366 036 0% 096 036 0955 0,35 D 0,93
CBMA.326 0,35 0,85 0557 037 0%8 035 098 038 0958 038 0,957 0,357 0358  0%8 0% 038 0958 0,987 0,386 D
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CBMA.295

CBMA.329

CBMA.334

CBMA.247
M.septicum. HXN1900
M.septicum. HXN500
M.septicum
M.sp.NMR17-6
M.septicum. W6238
Streptomyces.scabrisporus. HBUM 174716
16 M.septicum.D13

M.sp.Site2-2C
M.sp.Site2-3C
76 M.setense.CIP109395
2 IM.sp.NMRI1-10
M.setense. 74023791
M.sp.Site1-9A
96 18 M.sp.Sitel-2A
- M.sp.Sitel-11A
Ra M.sp.Sitel-3A
M.sp.Site4-B15
—M. sp Sitel-8A
CBMA

Mq C10
_:M sp.Ellin182

86

M.sp.K328W
M.sp.DCY42
Uncultured.clone.G6
M.sp.M0O183
M.llatzerense. MG 14
M.llatzerense. MG12
M.llatzerense. MG15
M.llatzerense. MG 16
M.llatzerense. MG 13T
M.llatzerense. MG18
M.sp.SR33
49 Uncultured.clone. MBR-30_HF_BF33
72 — M.sp.KNUC297
5 — M.sp.S5
29 s Bacterium.2b-G5
87 ' Bacterium.2b-G6
M.sp.FXI8.190
M.anthracenicum
CBMA.226

CBMA.230
CBMA.360
CBMA.293
CBM: 5
CBMA.234
CBMA.311

CBMA.312

M.neoaurum
59 {M.salmoniphilum.6603
M.salmoniphilum.6602
M.salmoniphilum.6591
100 M.salmoniphilum.6590
M.salmoniphilum.6592
M.salmoniphilum.6593
M.salmoniphilum.6594
M.salmoniphilum.6608
M.salmoniphilum.6609
30| M.salmoniphilum. 13758
M.salmoniphilum.13533
M.salmoniphilum.MT1900
24 M.salmoniphilum.BAN
M.salmoniphilum.MON
M.salmoniphilum.SIL
M.salmoniphilum. TRA
M.salmoniphilum.ELK2
89 M.salmoniphilum.AQ
69 M.sp.SOL803

CBMA.326

| M.chelonae.QIA-55
M.abscessus

Figura 4.1. Arvore de maxima verossimilhanga de sequéncias 16S (1.185 pb) dos isolados CBMA e do banco

de dados RDP. Sequéncias dos isolados CBMA estdo marcadas em vermelho. 100 replicatas de bootstrap.

Assim, aplicamos o esquema de MLSA, considerando cinco genes concatenados
(16S rRNA, hsp65, sodA, rpoB e gyrB - 2.801 pb), para aferir a diversidade de
espécies/linhagens dentre estes isolados (Figura 4.2). Os isolados deste estudo foram
agrupados em trés clusters. Todos esses clusters estavam associados a espécies

atipicas/crescimento rapido. Sequéncias CBMA do cluster 1 estdo mais relacionadas
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com M. llatzerense; do cluster 2, com M. abscessus; e cluster 3, com M. septicum. Os

valores de identidade entre as sequéncias concatenadas dentre os isolados CBMA e

espécies proximas filogeneticamente estédo representados na Tabela 4.2.

Isolados representando os distintos clusters foram entdo selecionados para o
sequenciamento gendémico: CBMA 226, 234, 247, 312 e 326. Além destes, foram

sequenciados também CBMA 311 e 360, com finalidade de realizarmos analises intra

espécie/linhagem.
0.02
M. thermoresistibile
CBMA.293
CBMA.230
CBMA.311
CBMA.360 1
1 100 CBMA 335
87 00 CBMA.312
100 CBMA.234
30 CBMA.226
'4| M. llatzerense
M. neoaurum
e 99 M. bolletii
,30—'_—“ M. abscessus 2
M. chelonae
100 | CBMA.326
4 CBMA.295
CBMA.329
CBMA.334
100 CBMA.294 3
22 58 CBMA.247
M. septicum
94 M. sp. VKMAc-1817D
100 M. fortuitum
45 M. mageritense
M. smegmatis
ﬁ |M. sp. KMS
100 M. sp. MCS
100 |M‘ .‘ubw\:‘m’m‘ﬁ?\'
M. africanum
100 L."lf[ bovis
29 M. canettii
M. ulcerans
31 M. liflandii
63 100 IM, marinum
X M. xenopi
71 M. kansasii
81 100 M. gastri
| M. parascrofulaceum
M. leprae
96 100 M. intracellulare
97 M. indicus pranii
10 M. yongonense
M. colombiense
93 M. avium hominissuis
LLM avium paratuberculosis
100 M. avium
M. avium silvaticum
M. triplex
100 M. genavense

Figura 4.2. Arvore de maxima verossimilhanga da abordagem MLSA dos isolados de micobactéria da Mata

Atlantica. Clusters

1, 2 e 3 estdo representados em vermelho.
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Tabela 4.2. Matriz de identidade das sequéncias concatenadas de cinco genes parciais (2801 pb) dos isolados CBMA e de bancos de dados mais
préximas aos dos isolados CBMA. Isolados CBMA estdo marcados em vermelho.

Seq->  M.septicum CBMA247 CBMA294 CBMA295 CBMA329 CBMA334 CBMA226 CBMA230 CBMA293 CBMA312 CBMA335 CBMA360 CBMA311 CBMA234 M.llatzerense M.abscessus M.chelonae CBMA326

Msepticum 1D 0971 0971 0971 0971 0971 0939 0938 0938 0938 0938 0938 0938 0937 0938 0926 096 0916
(BMA247 0971 D 1 1 1 10941 0939 099 0939 0939 0939 0939 0939 0939 0922 0923 0912
(BMA294 0971 1 D 1 1 10941 0939 099 099 0939 0939 0939 0939 0939 0922 0923 0912
(BMA295 0971 1 1 D 1 10941 0939 099 099 0939 0939 0939 0939 0939 092 093 0912
(BMA329 0971 1 1 1 D 1091 0939 099 099 0939 099 0939 0939 0939 092 093 0912
(BMA334 0971 1 1 1 1 D 0941 0939 099 099 0939 0939 0939 0939 0939 0922 093 0912
(BMA226 0939 0941 0941 0941 091 091 D 0972 0972 0972 0972 0972 0972 0973 0963 0919 0918 0913
(BMA230 0938 0939 0939 0939 099 0939 0972 D 1 1 1 1 1 0989 094 0918 0917 0911
(BMA293 0938 0939 0939 0939 099 099 092 1 D 1 1 1 1 0989 0964 0918 0917 0911
(BMA312 0938 0939 0939 099 099 099 092 1 1 D 1 1 1 0989 094 0918 0917 0911
(BMA335 0938 0939 0939 0939 099 0939 0972 1 1 1 D 1 1 0989 0964 0918 0917 0911
(BMA360 0938 0939 0939 0939 099 0939 092 1 1 1 1 D 1 0989 0964 0918 0917 0911
(BMA311 0938 0939 0939 099 099 099 092 1 1 1 1 1 D 0989 0964 0918 0917 0911
(BMA234 0937 0939 0939 099 099 0939 0973 0989 0989 099 099 0989 0989 D 0,965 0916 0916 091
Mlatzerense 0,938 0939 0939 0939 0939 0939 093 0964 0964 0964 0964 0964 0964 0,965 D 0916 0917 0911
Mabscessus 0926 0922 0922 092 0922 0922 0919 0918 0918 0918 0918 0918 0918 0916 0916 D 098 0,945
Mchelonse 0926 0923 0923 0923 0923 0923 0918 0917 0917 0917 0917 0917 0917 0916 0917 0,986 D 0,949

(BMA326 0916 0912 0912 0912 0912 0912 0913 0911 0911 0911 0911 0911 0911 091 0911 0945 0949 D
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4.2 Montagem e anotacao dos genomas

Apo6s sequenciamento na plataforma lllumina 2500 dos sete isolados CBMA
selecionados, os genomas foram montados em varios programas, utilizando diferentes
parametros a fim de obter montagens otimizadas. Foram aplicadas dois tipos de
estratégia de montagem, (I) utilizando a totalidade de reads obtidas pelo
sequenciamento, e (Il) dependendo da quantidade de reads obtidos por genoma, foram
realizadas duas ou trés montagens parciais, utilizando fragdes (em torno de 1 milhdo de
reads) do total de reads sequenciados. Essas montagens parciais foram posteriormente
integradas, gerando a montagem final. Comparativamente, os resultados obtidos pela
estratégia | apresentaram métricas inferiores a estratégia I|l. Portanto, apenas
consideramos as montagens realizadas parcialmente e integradas no final.

As montagens com melhores métricas (menor numero de contigs, maior tamanho
de contig, maior N50, maior tamanho de genoma final) foram obtidas pelos montadores
A5 pipeline e SPAdes, portanto apenas esses dois foram considerados no estudo.
Inicialmente, como ambos os montadores incluiam modulos de pré-processamento, as
reads foram submetidas diretamente a montagem.

Na maioria das montagens, observamos que as métricas do A5 pipeline foram
inferiores as do SPAdes, apresentando discrepancias em relagdo ao tamanho do
genoma e elevado numero de contigs. Todas essas informagdes estdo no médulo 1 da
tabela 4.3. As montagens realizadas a partir do pré-processamento das reads
apresentaram resultados melhores para os dois montadores. Por exemplo, para o
genoma CBMA 234, os resultados dos dois montadores foram similares; para o genoma
CBMA 312, o SPAdes apresentou os melhores resultados; enquanto que para o
genoma CBMA 326, o A5 pipeline foi superior (moédulo 2 da tabela 4.3). As montagens
parciais de cada genoma foram submetidas ao CISA, que as integrou em uma
montagem unica, através da identificacdo e sobreposi¢ao de contigs representativos, e
remocgao de contigs montados erroneamente (médulo 3 da tabela 4.3).

Na Tabela 4.3 encontram-se as métricas relativas aos sequenciamentos da
CBMA 234, 312 e 326. As métricas dos demais sequenciamentos (CBMA 226, 247,
311, 360) foram comparaveis a estas.
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Tabela 4.3. Comparagdo das métricas obtidas nas montagens, utilizando reads (1) parciais nao pré-

processadas; (2) parciais pré-processadas; (3) parciais pré-processadas e unificadas pelo CISA, de trés

genomas exemplos.

234_001 312_001 326_001
A5 SPAdes A5 SPAdes A5 SPAdes
# contigs 1658 392  # contigs 594 164 # contigs 4608 2414
1 Maior contig 613071 738552 Maior contig 494912 666768 Maior contig 693164 693216
Tamanho 6896265 6262537 Tamanho 6824927 6652518 Tamanho 10071004 5744176
N50 342023 392180 N50 185320 288368 N50 6857 372399
N's 2744 0 N's 0 0 N's 24 0
234 _001_PP 312_001_PP 326_001_PP
A5 SPAdes A5 SPAdes A5 SPAdes
# contigs 55 56 # contigs 130 105 # contigs 43 74
2 Maior contig 612612 403626 Maior contig 494765 516318 Maior contig 692824 397799
Tamanho 6138847 6142073 Tamanho 6621303 6626901 Tamanho 4800537 4804806
N50 355493 247213 N50 177195 197329 N50 371836 138044
N's 50 0 N's 149 0 N's 70 0
234 _CISA 312_CISA 326_CISA
A5 SPAdes A5 SPAdes A5 SPAdes
# contigs 46 38 # contigs 77 57 # contigs 34 52
3 Maior contig 613056 550620 Maior contig 494851 1165555 Maior contig 692824 400574
Tamanho 6132866 6139450 Tamanho 6902936 6619361 Tamanho 5122613 5046008
N50 355518 254439 N50 177260 231204 N50 330797 203668
__|N's 42 0 N's 154 0 N's 56 0

As montagens

passaram por uma ultima etapa de correcao de erros utilizando o

Pilon, que analisa o alinhamento das reads com o genoma montado a procura de

inconsisténcias. Considerando os objetivos deste projeto, que sdo o estudo da

diversidade, taxonomia e analise de resistoma, a partir de informacéo genémica global,

apos a aplicagao do Pilon, chegamos, de um modo geral, a valores das métricas

adequados para nossas analises (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Métricas finais das montagens dos genomas CBMA.

226
234
247
311
312
326
360

35
38
12
32
57
52
81

6.211.632
6.139.886
6.321.839
6.426.473
6.634.577
5.046.155
6.349.136

683.952 412.807 0

550.620 254.481 30
2.332.024 1151177 0

1.132.116 526.172 10
1.168.401 231.204 180
400.574 203.668 100
437.938 236.574 187

96x
193x
80x
118x
168x
290x

11x

lllumina
lllumina
lllumina+454
lllumina
lllumina
lllumina
454

O tamanho dos genomas variou entre 5.0 - 6.6 Mb, sendo a maioria superior a

6.0 Mb. As coberturas do sequenciamento na plataforma Illumina variaram de 80 a

290x, que sao valores considerados suficientes para genomas bacterianos (Chun &
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Rainey 2014). A cobertura de 11x obtida pela plataforma 454 também é considerado
suficiente, uma vez que as reads tém em média ~450 pb, ou seja de duas a quatro

vezes maiores que as obtidas na plataforma lllumina.

Os genomas montados foram anotados no Prokka e no RAST. De um modo
geral, a anotacdo pelos dois programas foi equivalente. Aqui apresentamos os
resultados gerados pelo Prokka (Tabela 4.5). O conteudo GC variou entre 64.05 -
66.44%. Todos os genomas apresentaram um unico operon ribossomal, e um numero
variavel de copias do gene rRNA 5S). O numero de tRNAs variou entre 48 - 53, com
excecao do CBMA 247, com 75 tRNAs, e CBMA 312, com 85 tRNAs.

Tabela 4.5. Anotagéo geral a partir do Prokka.

226 5 5.874  5.950 49 66.44
234 3 5.764 5.839 50 65.63
247 5 5.923 6.022 75 66.23
311 6 6.087 6.166 51 65.47
312 3 6.374 6.477 85 65.38
326 3 4929 4.998 48 64.05
360 6 6.086 6.164 53 65.48

Como a anotacdo pelo RAST fornece também informacgdes relativas as
categorias funcionais dos genes preditos, as Figuras 5.3 - 5.9 representam
quantitativamente e qualitativamente as categorias definidas para os sete genomas. De
um modo geral, o numero de genes relacionados a algumas das categorias funcionais é
similar entre os genomas. Uma das excec¢des foi a categoria carboidrato, que para o
genoma 326, apresentou 0 menor numero de genes, quase metade em relagdo aos
demais genomas.

Apresentamos de forma estendida as categorias: viruléncia/doenca/defesa e
fagos/profagos/elementos transponiveis/plasmideos por estarem relacionados a
objetivos especificos de nosso estudo. Nestas categorias foram observados conteudos
com variagdes, tanto quantitativas (Tabela 4.6), quanto qualitativas (Figuras 4.3 a 4.9),

consideraveis entre os genomas.
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Tabela 4.6. Numero de genes de duas categorias funcionais versus genomas CBMA.

Categoria funcional/CBMA 226 234 247 311 312 326 360

Viruléncia, doenca e defesa 62 136 118 65 123 105 65
Fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos 3 0 8 22 22 1 23

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@ W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pioments (330)
@M Cell wall and Capsule (48)
=/ M Virulence, Disease and Defense (52)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0]
Bacteriocing, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
5 Resistance to antibictics and toxic compounds (40)
Copper homeogstasis (8)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (10)
Resistance to flucroguinclones (5)
Arsenic resistance (7)
Beta-lactamase (7)
Resistance to chromium compounds (2)
Mercuric reductase (1)
Wirulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
Detection (0]
Invasion and intracellular resistance (22)
@ W Potassium metabelism (19)
@ W Photosynthesis (0)
Miscellaneous (62)
@ W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (3)
Phage family-specific subsystems (0}
Transposable elements (0)
Phages, Prophages (3)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids - no subcategory (0)
Pathogenicity islands (0)
Gene Transfer Agent (GTA) (0)
Plasmid related functions (0)
Membrane Transport (64)
@ M Iron acquisition and metabolism (5)
RNA Metabolism (51)
W Mucleosides and Nucleotides (111)
Protein Metabolism {234)
@ M Cell Division and Cell Cycle (22)
Motility and Chemotaxis (4)
@ W Regulaticn and Cell signaling (51)
Secondary Metabolism (5)
DMA Metabolism (120)
W Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (329)
@ W Mitrogen Metabelism (38)
W Dormancy and Sporulation (3)
W Respiration (145)
W Stress Response (953)
Metabolism of Aromatic Compounds (69)
Amino Acids and Derivatives (523)
Sulfur Metabolism (82)
Phosphorus Metabelism (37)
Carbohydrates (395)

Figura 4.3. Categorizagao funcional dos genes do isolado CBMA 226.
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@ M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (410)
W Cell Wall and Capsule (68)
= W Virulence, Disease and Defense (136)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
@ Resistance to antibiotics and toxic compounds (44)
Copper homeostasis (8)
Bile hydrolysis (5)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (8)
Resistance to flucroguinolones (4)
Arsenic resistance (8)
Eeta-lactamase (10)

Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (D)
Detection (0)
Invasion and intracellular resistance (92)
W Fotassium metabolism (19)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (48)
m Fhages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
Membrane Transport (56)
W Ircn acguisition and metabolism (7)
RMA Metabolism (114)
W Mucleosides and Nucleotides (96)
|
|

Protein Metabolism (269)
Cell Division and Cell Cycle (21)
Motility and Chemotaxis (2)
Regulation and Cell signaling (66)
Secondary Metabolism (3)
DNA Metabolism (118)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (384)

W Nitrogen Metabolism (51)
Dormancy and Sporulation (2)

|

|

Respiration (163)

Stress Response (106)

Metabolism of Aromatic Compounds (62)
Amino Acids and Derivatives (554)
Sulfur Metabolism (74)

Phosphorus Metabolism (36)
Carbohydrates (485)

Figura 4.4. Categorizacgao funcional dos genes do isolado CBMA 234.

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (401)
| Cell wall and Capsule (61)
c/m Virulence, Disease and Defense (118)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
@ Resistance to antibictics and toxic compounds (48)
Copper homeostasis (13)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (11)
Resistance to fluoroguinolones (5)
Arsenic resistance (8)
Beta-lactamase (10)
Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
Detection (0)
Invasion and intracellular resistance (70)
Potassium metabelism (21)
W Photosynthesis (0]
Miscellaneous (41)
@ W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (8)
Phage family-specific subsystems (0]
Transposable elements (0)
Phages, Prophages (8)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids - no subcategory (0)
Pathogenicity islands (0]
Gene Transfer Agent (GTA) (0)
Plasmid related functions (0)
Membrane Transport (92)
Iron acquisition and metzbolism (14)
RMA Metabolism (84)
Nucleosides and Nuclectides (114)
Protein Metabolism (275)
Cell Division and Cell Cycle (25)
Motility and Chemotaxis {3)
Regulation and Cell signaling (67)
Secondary Metabolism (18)
DMNA Metabolism (129)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (360)
Nitrogen Metabolism (42)
Dormancy and Sporulation (2)
Respiration (193)
Gtress Response (116)
Metabolism of Aromatic Compounds (78)
Amino Acids and Derivatives (600)
Sulfur Metabolism (70)
Phosphorus Metabolism (40)
Carbohydrates (547}

Figura 4.5. Categorizagao funcional dos genes do isolado CBMA 247.
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (335)
@MW Cell Wall and Capsule (56)
=W Virulence, Disease and Defense (65)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
= Resistance te antibictics and toxic compounds (43)
Copper homeostasis (7)
Bile hydrolysis (4)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (10)
Resistance to flucroguinolones (4)
Arsenic resistance (8)
Beta-lactamase (9)

29%
‘ Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
1% Detection (0)
= Invasion and intracellular resistance (22)
W Potassium metabelism (22)
W Photosynthesis (0)
Miscellaneous (49)
© | Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (22)
Phage family-specific subsystems (0)
Transposable elements (0)
Phages, Prophages (22)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids - no subcategory (0)

Pathogenicity islands (0)
Gene Transfer Agent (GTA) (D)
Plasmid related functions (0)
Membrane Transport (59)
@ W Iron acquisition and metabelism (8)
RMA Metabolism (45)
W Nucleosides and Nuclectides (104)
Protein Metabolism (254)
@ W Cell Division and Cell Cycle (19)
Motility and Chemotaxis (2)
W Regulation and Cell signaling (59)
Secondary Metabolism (4)
DMA Metabolism (120)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids (359)
@ W Nitrogen Metabeclism (36)
m Dormancy and Sporulation (4)
Respiration (147)

W Stress Response (81)

Metabolism of Aromatic Compounds (80)
Amino Acids and Derivatives (560)
Sulfur Metabolism (81)

Phosphorus Metabolism (35)
Carbohydrates (448)

Figura 4.6. Categorizagao funcional dos genes do isolado CBMA 311.

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

W Cofacters, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (411)
Cell wall and Capsule (58)
= W Virulence, Disease and Defense (123)
1% Adhesion (0)
Toxins and superantigens (D)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
o Resistance to antibictics and toxic compeunds (45)
Copper homeostasis (8)
Bile hydrolysis (5)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (9)
Resistance to fluoroguinolones (4)
Arsenic resistance (8)
Beta-lactamase (10)
Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
. Detection (D)
69% Invasion and intracellular resistance (78)
W Potassium metabelism (21)
W Photosynthesis (0)
Miscellaneous (51)
o m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (22)
Phage family-specific subsystems (0)
Transposable elements (0)
Phages, Prophages (22)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids - no subcategory (0)
Pathogenicity islands (0)
Gene Transfer Agent (GTA) (0)

Plasmid related functions (0}
Membrane Transport (59)

Iron acquisition and metabolism (&)
RNA Metabolism (104)

Mucleosides and Nucleotides (115)
Protein Metabolism (285)

Cell Division and Cell Cycle (24)
Motility and Chemotaxis (2)
Regulation and Cell signaling (68)
Secondary Metabolism (5)

DMA Metabolism (125)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (398)
Nitrogen Metabolism (33)
Dormancy and Sporulation (3)
Respiration (162)

Stress Response (112)

Metabolism of Aromatic Compounds (80)
Amino Acids and Derivatives (570)
Sulfur Metabolism (74)

Phosphorus Metabolism (33)
Carbohydrates (480)

Figura 4.7. Categorizacéo funcional dos genes do isolado CBMA 312.
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= W Virulence, Disease and Defense (105)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
= Resistance to antibictics and toxic compounds (32)
Copper homeostasis (7)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (8)
Resistance to flucroguinelones (2)
Arsenic resistance (6)
Beta-lactamase (8)
Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
Detection (0)
Invasion and intracellular resistance (73)
Potassium metabolism (18]
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (43)
= m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (1)
Phage family-specific subsystems (D)
Transposable elements (0)
Phages, Prophages (1)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids - no subcategory (0)
Pathogenicity islands (0]
Gene Transfer Agent (GTA) (0)
Plasmid related functions (0)
Membrane Transport (50)
Iron acguisition and metabelism (10)
RMNA Metabolism (80)
MNucleosides and Nuclectides (120)
Protein Metabeolism (246)
Cell Division and Cell Cycle (20)
Motility and Chemotaxis (1)
Regulation and Cell signaling (56)
Secondary Metabolism (4)
DNA Metabolism (127)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (252)
Nitrogen Metabolism (22)
Dormancy and Sporulation (3)
Respiration {128)
Stress Response (100)
Metabolism of Aromatic Compounds (46)
Amino Acids and Derivatives (477)

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
Sulfur Metabolism (73)
Phosphorus Metabolism (39)

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (360)
34%
BB% '
Carbohydrates (282)

=
@M Cell Wall and Capsule (47)
Figura 4.8. Categorizagao funcional dos genes do isolado CBMA 326.

=

o W Virulence, Disease and Defense (65)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
5 Resistance to antibiotics and texic compounds (43)
Copper homeostasis (8)
Bile hydrolysis (4)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (10)
Resistance to fluoroguinclones (4)
Arsenic resistance (8)
Beta-lactamase (8)
Mercuric reductase (1)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
Detection (0)
Invasion and intracellular resistance (22)
Potassium metabolism (22)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (48)
o m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (23)
Phage family-specific subsystems (0)
Transposable elements (0)
Phages, Prophages (23)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids - no subcategory (0)
Pathogenicity islands (0)
Gene Transfer Agent (GTA) (0)
Plasmid related functions (0)
Membrane Transport (57)
Iren acquisition and metabolism (&)
RMA Metabolism (53)
Nucleosides and Nuclectides (108)
Protein Metabolism (250)
Cell Division and Cell Cycle (20}
Motility and Chemotaxis (2)
Regulation and Cell signaling (59)
Secondary Metabolism (4)
DMNA Metabolism (116)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (361)
Mitrogen Metabolism (32)
Dormancy and Sporulation (3)
Respiration (145)
Stress Response (76)
Metabolism of Aromatic Compounds (78)
Amine Acids and Derivatives (529)

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
Sulfur Metabelism (74)
Phosphorus Metabolism (33}

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (347)
28%
7%

Carbohydrates (448)

Cell Wall and Capsule (56)
Figura 4.9. Categorizacéo funcional dos genes do isolado CBMA 360.
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Uma categoria de genes que pode interferir na anotacdo e montagem de
genomas é a de fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos. Na anotagao
pelo RAST esta categoria apresentou a seguinte distribuicdo de genes nos distintos

genomas (Tabela 4.7):

Tabela 4.7. Numero de genes relacionados ao mobiloma versus genomas CBMA.

Categoria funcional/CBMA 226 234 247 311 312 326 360
fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos 3 0 8§ 22 22 1 23

4.3 Identificagdo do mobiloma

4.3.1 Bacteriéfagos

Uma vez que alguns genes foram categorizados na subcategoria fagos e
profagos, utilizamos uma ferramenta especifica para identificacdo e anotagao destes
elementos, PHASTER. Nos isolados 226, 234 e 326 o PHASTER nao identificou
nenhum gene com associagcdo com fago/profago. Em relagdo ao isolado 247, o
PHASTER caracterizou um genoma incompleto contendo 39,9 kb, codificando 19
proteinas, e com conteudo GC de 64.62%; com parte dos elementos que constituem
um micobacteriéfago. Da mesma forma, um genoma incompleto de micobacteriéfago foi
caracterizado no isolado 311. Este genoma seria de 8 kb, codificador de 10 proteinas,
com conteudo GC de 62,66%. Neste mesmo isolado (CBMA 311), dois bacteriéfagos
completos, compartilhados com os isolados CBMA 312 e 360, também foram
caracterizados pelo PHASTER. Um deles com genoma de 27 kb, que codifica 31
proteinas, e possui conteudo GC de 63,01%. Enquanto o outro bacteriéfago apresentou
um tamanho de 49,3 kb, codificador de 71 CDS, e conteudo GC de 64,40%.

Todos esses bacteriofagos foram caracterizados por similaridade com genes
estruturais dos actinobacteriéfagos. Além disso, estes actinobacteriéfagos
apresentaram conteudo génico unico, considerando o conteudo génico dos
actinobacteriofagos que estdo depositados no Genbank e/ou Actinobacteriophage DB

(http://phagesdb.org).
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4.3.2 Plasmideos

Como a anotacdo do RAST né&o identificou nenhum plasmideo entre os isolados
CBMA, realizamos outras analises visando confirmar esta predicdo. Buscas por
marcadores de plasmideos de micobactéria, repA e relaxase, nos genomas CBMA,
utilizando BLASTnN, identificaram a presenca destes marcadores em dois contigs
(nomeados P2 e P4). Ja buscas utilizando BLASTn versus Genbank, identificaram
sequéncias similares a de plasmideos identificados em micobactérias, em outros dois
contigs (nomeados P1 e P3). Além disso, utilizando uma ferramenta do montador
SPAdes, o plasmidSPAdes, um outro contig foi identificado como plasmideo (homeado
P5). O plasmidSPAdes também identificou os P2 e P3 previamente caracterizados pela

busca dos marcadores e BLAST geral, respectivamente (Tabela 4.8).

Tabela 4.8. Plasmideos putativos preditos nos genomas CBMA.

CBMA P1 P2 P3 P4 P5
226 - - - X -
311 - - X - X
312 X X X - X*
360 - X X - X*
Tamanho 273,030 pb 160,489 pb 21,616 pb 389,088 pb 50,173 pb
GC % 62,90 65,90 64,45 64,50 64,50
Topologia L C L C C

*, integrado no genoma; X, presencga; -, nao identificado; L, linear; C, circular

Para verificar se esses contigs ndo eram artefatos de montagem, suas
sequéncias foram mapeadas contra as reads dos respectivos genomas e remontados, e
apresentaram 100% de cobertura. Utilizando a informagédo paired-end das reads, foi
possivel determinar a topologia desses plasmideos, sendo P1 e P3 lineares, enquanto
P2, P4 e P5 circulares.

Considerando o conteudo génico geral, observamos que segmentos do
plasmideo P2, totalizando ~112 kb estao distribuidos ao longo do plasmideo P4 (~389
kb) (Figura 4.10), e apresentam ~91% de identidade. A anotagcdo desses segmentos
mostrou que estado relacionados a sistema de secrecao do tipo VII (T7SS), relaxase,

genes relacionados com conjugagao (virB4, virD4), transportadores.
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Figura 4.10. Mapa gendmico de P4. Circulo interno preto representa a sequéncia nucleotidica de P4. Em
comparagao, segmentos em verde, no circulo externo, correspondem a ~70% do genoma de P2. Imagem gerada
pelo programa BRIG v0.95 (Alikhan et al. 2011).

O genoma de 50,173 bp do P5, que foi identificado pelo plasmidSPAdes, contém
um dos bacteridéfagos identificados pelo PHASTER, o de ~49 kb, que é compartilhado
pelos isolados CBMA 311/312/360. Este elemento estava representado como um unico
contig no genoma 311, que as anadlises das informag¢des paired-end caracterizaram
como um elemento circular. Nos genomas 312 e 360, este mesmo elemento estaria
contido em contigs com tamanhos superiores a 200 kb, indicando que P5 estaria

integrado nesses genomas, enquanto que no genoma 311 estaria em forma livre.

4.4 Taxonomia gendmica das micobactérias da Mata Atlantica

Para definirmos as espécies deste conjunto de micobactérias, aplicamos a
abordagem de taxonomia gendmica, considerando as seguintes analises: MLSA
estendido, cgMLSA, in silico hibridagado DNA-DNA e MiSI (AF e gANI) e conteudo GC.
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A abordagem MLSA considerou os genes completos: 16S, rpoB, gyrB, hsp65,

fusA, secA e tuf. Estes genes concatenados totalizaram 14.196 pb. Estas sequéncias

foram submetidas a uma analise filogenética com outras 46 espécies de micobactéria.

A arvore do MLSA definiu que os isolados da CBMA estariam em trés clusters sendo

que um deles compreendia dois sub-clusters (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Arvore de maxima verossimilhanga da abordagem MLSA (14.196 pb). Sequéncias dos isolados
CBMA estdo marcadas em vermelho. 100 réplicas de bootstrap.

A analise do cgMLSA, que aplica o genoma core, se baseou 239 genes (~160 kb),

que correspondem aos genes comuns a todos 0os genomas das espécies consideradas.

Assim como no MLSA, as sequéncias do genoma core foram concatenadas, alinhadas

e submetidas a analises genét

icas.
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A topologia da arvore cgMLSA foi similar a da MLSA. Os agrupamentos onde se

encontram os isolados CBMA se mantém, assim como a distancia genética entre

especies proximas (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Arvore de maxima verossimilhanga da abordagem cgMLSA. Sequéncias dos isolados CBMA est&o
marcadas em vermelho. 100 réplicas de bootstrap.

As sequéncia genOmicas foram submetidas a analise DDH in silico. DDH <70% &

indicativo de distintas espécies. Nossos resultados, apresentados na Tabela 4.9,

indicam que os isolados dos trés clusters e dos dois subclusters corresponderiam a

distintas espécies. Ja que os valores de DDH foram inferiores a 70% quando a partir de

comparagdes com genomas completos disponiveis de espécies ja descritas, e isto se

refletiu também nas diferencas entre os conteudos GC.
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Tabela 4.9. Comparagédo de valores DDH entre genomas CBMA e espécies préximas, considerando
cgMLSA.

Query Vs Referéncia DDH (%) A GC (%)
CBMA 234 x CBMA 226 29,70 +/- 2,50 0,81
CBMA 234 x CBMA 247 20,50 +/- 2,40 0,60
CBMA 234 x CBMA 312 66,80 +/- 2,90 0,25
CBMA 234 x CBMA 311 66,80 +/- 2,80 0,15
CBMA 234 x CBMA 360 66,70 +/- 2,90 0,15
CBMA 234 x CBMA 326 19,60 +/- 2,40 1,58
CBMA 234 x M. llatzerense 30,70 +/- 2,45 0,93
CBMA 234 x M. sp.360MFTsu5 29,90 +/- 2,45 1,55
CBMA 234 x M. sp.UNC410 29,80 +/- 2,45 1,50
CBMA 234 x M. mucogenicum 29,80 +/- 2,40 1,57
CBMA 312 x CBMA 226 29,70 +/- 2,50 1,07
CBMA 312 x CBMA 234 66,80 +/- 2,90 0,25
CBMA 312 x CBMA 247 20,60 +/- 2,40 0,85
CBMA 312 x CBMA 311 99,90 +/- 0,1 0,10
CBMA 312 x CBMA 360 99,70 +/- 0,1 0,10
CBMA 312 x CBMA 326 19,50 +/- 2,40 1,33
CBMA 312 x M. llatzerense 30,50 +/- 2,45 1,18
CBMA 312 x M. sp.360MFTsub 29,70 +/- 2,45 1,80
CBMA 312 x M. sp.UNC410 29,60 +/- 2,44 1,76
CBMA 312 x M. mucogenicum 29,60 +/- 2,50 1,83
CBMA 311 x CBMA 312 99,90 +/- 0,1 0,1
CBMA 311 x CBMA 360 99,90 +/- 0,1 0,0
CBMA 360 x CBMA 311 99,90 +/- 0,1 0,0
CBMA 360 x CBMA 312 99,70 +/- 0,1 0,10
CBMA 247 x CBMA 226 20,30 +/- 2,40 0,21
CBMA 247 x CBMA 234 20,50 +/- 2,50 0,61
CBMA 247 x CBMA 312 20,60 +/- 2,40 0,86
CBMA 247 x CBMA 326 19,90 +/- 2,40 2,19
CBMA 247 x M. fortuitum 29,80 +/- 2,45 0,02
CBMA 247 x M. nonchromogenicum 29,60 +/- 2,44 0,09
CBMA 247 x M. septicum 33,20 +/- 2,47 0,49
CBMA 247 x M. setense 30,70 +/- 2,45 0,19
CBMA 247 x M. sp.VKM 29,70 +/- 2,45 0,04
CBMA 247 x M. peregrinum 31,30 +/- 2,50 0,0
CBMA 247 x M. mageritense 23,40 +/- 2,50 0,72
CBMA 326 x CBMA 226 19,40 +/- 2,40 2,40
CBMA 326 x CBMA 234 19,60 +/- 2,40 1,58
CBMA 326 x CBMA 247 19,90 +/- 2,40 2,19
CBMA 326 x CBMA 312 19,50 +/- 2,40 1,33
CBMA 326 x M. abscessus 27,70 +/- 2,40 0,09
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Tabela 4.9. Comparagéo de valores DDH entre genomas CBMA (cont.).

CBMA 326 x M. abscessus.subsp.bolletii 24,80 +/- 2,40 0,17
CBMA 326 x M. chelonae 24,70 +/- 2,40 0,02
CBMA 326 x M. immunogenum 25,20 +/- 2,40 0,22
CBMA 326 x M. massiliense 24,80 +/- 2,40 0,28
CBMA 226 x CBMA 234 29,70 +/- 2,50 0,81
CBMA 226 x CBMA 247 20,30 +/- 2,40 0,21
CBMA 226 x CBMA 312 29,70 +/- 2,50 1,07
CBMA 226 x CBMA 326 19,40 +/- 2,40 2,40
CBMA 226 x M. llatzerense 35,80 +/- 2,50 0,11
CBMA 226 x M. sp.360MFTsu5 37,40 +/- 2,50 0,73
CBMA 226 x M. sp.UNC410 37,40 +/- 2,50 0,69
CBMA 226 x M. mucogenicum 37,30 +/- 2,50 0,76

A outra abordagem foi MiSI, na qual valores = 0,6 para AF (Alignment Fraction)
indicam a possibilidade de ser a mesma espécie, o que & confirmado pelo teste final
utilizando o parametro de gANI. O valor = 96,5 seria indicativo de uma mesma espécie.

Os resultados dessa abordagem estao na Tabela 4.10

Tabela 4.10. Comparagao dos valores de AF e gANI entre genomas CBAS e espécies proximas,
considerando cgMLSA.

Query Vs Referéncia AF gANI
CBMA 234 x CBMA 226 0,72 86,39
CBMA 234 x CBMA 247 0,52 77,84
CBMA 234 x CBMA 312 0,80 96,25
CBMA 234 x CBMA 311 0,80 96,27
CBMA 234 x CBMA 360 0,80 96,23
CBMA 234 x CBMA 326 0,33 74,37
CBMA 234 x M. llatzerense 0,73 86,86
CBMA 234 x M. sp.360MFTsub 0,73 86,36
CBMA 234 x M. sp.UNC410 0,73 86,37
CBMA 234 x M. mucogenicum 0,73 86,32
CBMA 312 x CBMA 226 0,68 86,34
CBMA 312 x CBMA 234 0,76 96,24
CBMA 312 x CBMA 247 0,47 77,88
CBMA 312 x CBMA 311 0,94 99,99
CBMA 312 x CBMA 360 0,95 99,99
CBMA 312 x CBMA 326 0,31 74,49
CBMA 312 x M. llatzerense 0,66 86,78
CBMA 312 x M. sp.360MFTsu5 0,67 86,24
CBMA 312 x M. sp.UNC410 0,67 86,24
CBMA 312 x M. mucogenicum 0,72 86,17
CBMA 311 x CBMA 312 0,96 99,99
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Tabela 4.10. Comparagao dos valores de AF e gANI (cont.)

CBMA 311 x CBMA 360 0,99 99,99
CBMA 360 x CBMA 311 0,97 99,99
CBMA 360 x CBMA 312 0,99 99,99
CBMA 247 x CBMA 226 0,49 78,07
CBMA 247 x CBMA 234 0,50 77,84
CBMA 247 x CBMA 312 0,48 77,93
CBMA 247 x CBMA 326 0,33 74,89
CBMA 247 x M. fortuitum 0,69 86,47
CBMA 247 x M. nonchromogenicum 0,62 86,37
CBMA 247 x M. septicum 0,73 88,17
CBMA 247 x M. setense 0,70 87,07
CBMA 247 x M. sp.VKM 0,72 86,43
CBMA 247 x M. peregrinum 0,73 87,23
CBMA 247 x M. mageritense 0,67 81,94
CBMA 326 x CBMA 226 0,42 74,73
CBMA 326 x CBMA 234 0,43 74,38
CBMA 326 x CBMA 247 0,45 74,94
CBMA 326 x CBMA 312 0,42 74,49
CBMA 326 x M. abscessus 0,79 83,01
CBMA 326 x M. abscessus.subsp.bolletii 0,78 83,06
CBMA 326 x M. chelonae 0,80 84,14
CBMA 326 x M. immunogenum 0,79 83,10
CBMA 326 x M. massiliense 0,78 83,06
CBMA 226 x CBMA 234 0,71 86,40
CBMA 226 x CBMA 247 0,51 78,03
CBMA 226 x CBMA 312 0,72 86,34
CBMA 226 x CBMA 326 0,33 74,66
CBMA 226 x M. llatzerense 0,73 89,28
CBMA 226 x M. sp.360MFTsub 0,77 89,83
CBMA 226 x M. sp.UNC410 0,77 89,71
CBMA 226 x M. mucogenicum 0,77 89,83

Portanto, no conjunto de 14 isolados de micobactérias da Mata Atlantica haveria
cinco novas espécies deste género que nao apresentaram meétricas compativeis com
nenhuma das espécies de micobactéria até agora descritas e sequenciadas. Em
relacdo aos sete genomas avaliados, os genomas CBMA 311, 312 e 360 seriam de
uma mesma espeécie, enquanto que os demais corresponderiam a de espécies
distintas. As métricas da CBMA 234 se encontram nos limites de definicdo de espécie
quando comparadas com os genomas CBMA 311, 312 e 360, portanto poderiam ser

definidas como espécies irmas.
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As Figuras 4.13 e 4.14 (geradas no Microsoft Office Excel 2007) resumem os
resultados obtidos pelas ferramentas de taxonomia genémica, entre os genomas CBMA
e com o0s genomas proximos, respectivamente. O par de genomas que apresenta
valores abaixo das linhas de corte para AF (60%) ou gANI (96,5%), e DDH (70%),
corresponderia a diferentes espécies; enquanto que para AGC% (5%), a mesma

espéecie.

44



Figura 4.13. Resolugao taxondmica entre isolados CBMA.
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4.5 RESISTOMA

4.5.1 Predicao in silico do resistoma

A anotacdo dos genomas em categorias funcionais, utilizando o RAST,

identificou um conjunto de genes/mecanismos que estaria relacionado a resisténcia aos

antibidticos de um modo geral. Além disto, existem bases de dados especificas para

buscas de genes/mecanismos de resisténcia, como CARD e Resfams.

Em contraste com os resultados do RAST, que identificou de 32 a 46 genes nos sete

genomas analisados (Figuras 4.3 a 4.9), o Resfams identificou centenas de genes

associados a resisténcia nestes mesmos genomas, enquanto que a analise com o

CARD revelou o menor numero de genes dos trés preditores. Realizamos a mesma

busca em genomas da espécie M. tuberculosis, incluida como referéncia de espécie

patogénica de crescimento lento, e de espécies relacionadas aos isolados CBMA: M.
setense (CBMA 247), M. abscessus (CBMA 326) e M. llatzerense (CBMA 226, 234,

311, 312 e 360) (Tabela 4.11).

Tabela 4.11. Numero de genes associados a resisténcia nas diferentes bases de dados.

Genoma Resfams CARD RAST
CBMA 226 160 16 40
CBMA 234 167 20 44
CBMA 247 208 23 46
CBMA 311 169 22 43
CBMA 312 166 20 45
CBMA 326 155 13 32
CBMA 360 166 20 43
M. tuberculosis 128 16 22

M. setense 198 25 54
M. abscessus 162 15 37
M. llatzerense 158 14 52

As funcbes associadas aos genes preditos pertencem a varios dos mecanismos

de resisténcia,

incluindo tanto os mecanismos nao-especificos, como bombas de

efluxo, quanto os especificos,

como por

exemplo enzimas que modificam

(fosfotransferases e ribosiltransferases) e hidrolisam (beta-lactamases) o antibiotico e
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proteinas que protegem o alvo (pentapeptideos) (lista completa de todos os
genes/mecanismos preditos pelo ResFams e CARD relacionados a resisténcia
encontram-se nos anexos 1 e 2, respectivamente).

Além disso, as predi¢des também incluem genes e enzimas que séo alvos de

antibiodticos, como a gyrA.

4.5.2 Perfil de sensibilidade das micobactérias CBMA

Realizamos analises in vitro para avaliacdo da sensibilidade destes isolados
frente aos antimicrobianos para os quais as predi¢des realizadas in silico revelaram a
presenca de um resistoma. Desta forma, os isolados foram testados para quatro
classes de antimicrobianos: beta-lactamicos (8 antibidticos), quinolonas (3 antibiéticos),
ansamicinas (1 antibiético) e derivados de acido fosfénico (1 antibidtico).

Inicialmente realizamos os experimentos por disco difusdo, que geram resultados
qualitativos, ou seja, informa se o isolado apresenta resisténcia ou sensibilidade a um
antibiodtico em funcdo do tamanho do halo. Destacamos aqui que o isolado que
apresentou o maior conjunto de resisténcias foi a CBMA 326, ja que foi resistente a
9/13 antibidticos, contemplando todas as quatro classes de antimicrobianos.

O resistoma predito dos isolados CBMA 311, 312 e 360, que pertencem a
mesma linhagem, foi o0 mesmo. Contudo, o isolado CBMA 311 foi resistente a apenas
4/13 antibidticos testados, enquanto que as CBMA 312 e 360 apresentaram duas
resisténcias adicionais aos beta-lactamicos piperacilina e cefepime, sendo o ultimo uma
cefalosporina de 4a geracdo. Os resultados completos referente aos testes de disco-
difusdo estao detalhados na Figura 4.15.

Para alguns antibidticos realizamos também a analise quantitativa da
sensibilidade através da determinagdo da concentragdo minima inibitéria dos
antibidticos das classes de beta-lactamicos, quinolonas e ansamicinas pelo método de
E-Test. Neste ensaio verificamos que a CBMA 326, que apresenta o maior conjunto de
resisténcias, também apresentou os maiores valores de MIC. Um outro resultado que
destacamos é em relacao a rifampicina, ja que os trés isolados que possuem o gene arr

apresentaram valores de MIC entre 1 - 32 ug/ml (Tabela 4.12).

48



Tabela 4.12. E-test realizado nos isolados CBMA.

Antibiético/ CBMA 226 234 247 326
Beta-lactamicos

Amicacina (AK) >0,5 >0,5 0,5 1
Amoxicilina (AMO) 0,12 0,03 >8 256

Cefepime (CPM) 2 0,38 256 4
Ceftazidime (CAZ) 24 4 256 256
Imipinem (IPM) 0,12 >0,06 2 0,5
Meropenem (MEM) 0,25 >0,06 2 32
Quinolonas

Ciprofloxacina (CIP) 0,15 0,008 0,00 0,3

Levofloxacina (LVX) 0,06 0,06 0,02 32
Ansamicinas

Rifampicina (RIF) 1 12 - 32

Valores em pg/ml; Negrito: concentragdo maxima da fita; -, ndo realizado.

4.5.3 Associagao resistoma (predigcao in silico a partir do genétipo) versus perfil

de sensibilidade (fenétipo in vitro)

Considerando os fenoétipos de resisténcia, realizamos a associagao destes com o
resistoma predito para cada um dos isolados CBMA. Obtivemos uma correlagao direta
para quatro classes de antibidticos: beta-lactamicos (8 antibidticos), quinolonas (3
antibiéticos), ansamicinas (1 antibiético) e derivados de acido fosfénico (1 antibiético)
(Figura 4.15). A associacao detalhada do fendtipo dos isolados com os genes

identificados no resistoma esta na Tabela 4.13.
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Figura 4.15. Heatmap da associagao do resistoma versus fenétipo de resisténcia das micobactérias CBMA. Os
genes identificados in silico através do CARD, ResFams e RAST foram correlacionados ao perfil de sensibilidade
obtidos pelo teste de disco-difusdo. Na categoria fendtipo, encontram-se os antibidticos testados por disco de
difusdo; e na categoria gendtipo, os genes identificados in silico em relacdo aquela classe. Verde, resistente ou

presente; amarelo, sensivel ou ausente.
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Tabela 4.13. Fendtipo e genes de resisténcia identificados.

CBMA Fendtipo de resisténcia typA Beta-lactamase Beta- Metalo Beta- 0 mfd mdtH mfpA mfpoB rbpA P55 efflux arr iri murA
precursor lactamase lactamase pump
PRL2 CAZ2 ATM?
226 + + - + + - + + + + + - +
NAL® RIF¢ FOS¢
CFL? PRL? CAZ2 ATM?
234 + + + + + + + + + + + - +
NAL® RIF¢ FOS¢
MEM? CFL2 PRL® CAZ?
247 + + + - + - + + + + -+ +
ATM? CPM?2 NAL® FOS¢
311 CAZ2 ATM? NALP FOS¢ + - + - + + + + + + - - +
PRL2 CAZ2 ATM?
312 + - + - + + + + + + - - +
CPM? NAL® FOS¢
PRL? CAZ2 ATM?
360 + - + - + + + + + + - - +
CPM? NAL® FOS¢
MEM? CFL2 AMO? PRL?
326 CAZ2 ATM? CPM? NAL® + + - - + + + - + + + - +
RIF¢ FOS¢

a  beta-lactamico; °, quinolona; ¢, ansamicina; ¢, fosfonico.
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Em particular, uma correspondéncia entre o resistoma (gene murA) e o
fendtipo (resisténcia a fosfomicina) foi observada em todos os isolados. Por outro
lado, a resisténcia a quinolonas foi predita para todos os isolados, mas os mesmos
foram resistentes a apenas um unico antibiético da classe das quinolonas (acido
nalidixico). Similarmente, varias beta-lactamases foram identificadas como parte do
resistoma de isolados resistentes a beta-lactdmicos, indicando uma provavel
influéncia destas beta-lactamases no fendtipo de resisténcia observado.
Interessantemente, para a rifampicina, que € o antibiético de primeira linha utilizado
no tratamento de tuberculose, foi observada uma associacéo direta entre a presenca

do gene arr e o fendtipo de resisténcia a este antibiotico em 3/7 isolados CBMA.

4.5.4 Funcionalidade dos genes associados as resisténcias em sistema

heterélogo

A funcionalidade de alguns dos genes de resisténcia identificados, cuja
associacdo com o fendtipo de resisténcia foi observada, foi acessada através de

ensaios de expressao em sistema heterdlogo.

4.5.4.1 Resisténcia a rifampicina

A resisténcia a rifampicina pode emergir através da alteragdo do alvo do
antibidtico - RNA polimerase - como consequéncia de mutagdes no gene codificante
rpoB, e através da modificagado do antibiotico pela ADP-ribosiltransferase, codificada
pelo gene arr. Os isolados CBMA 226, 234 e 326, que apresentam MICs de
rifampicina distintas, carreiam o gene rpoB canbnico, ou seja, com nenhum
polimorfismo nos sitios RRDR (Rifampin Resistance Determining Region)
relacionados a resisténcia. Contudo, estes trés isolados carreiam distintos alelos do
gene arr (Figura 4.16), que se encontram em ambientes genéticos diferentes (Figura
4.17). Desta forma, o papel destes alelos arr no fenétipo de resisténcia a rifampicina

foi avaliado em sistema heterdlogo.
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Figura 4.16. Alinhamento de aminoacidos codificados pelo gene arr de M. smegmatis e isolados CBMA.
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Figura 4.17. Ambientes genéticos do gene arr nos isolados CBMA 226, 234 e 326.

Os alelos arr 234 e arr 326 nao foram determinantes para alteragdo do perfil
de sensibilidade a rifampicina no sistema heterdlogo. Portanto estes alelos de arr

nao estariam associados ao fendtipo de resisténcia das CBMA 234 e 326.

4.5.4.2 Resisténcia a quinolonas

Mantendo esta logica, fomos avaliar a associagao fenétipo/gendtipo relativo
as quinolonas. A resisténcia a quinolonas pode emergir através de diversos
mecanismos, sendo o principal deles a modificagédo do alvo do antibidtico (GyrA/B).
As quinolonas tem como alvo os produtos dos genes intrinsecos gyrA/B. A
ocorréncia de mutagdes ndo-sindnimas na regiao QRDR (Quinolone Resistance
Determining Region) destes genes levam a resisténcia aos antibidticos quinolonas.
Analisamos a sequéncia QRDR dos genes gyrA/B de todos os isolados CBMA e
verificamos que elas eram idénticas e ndo apresentavam as mutacdes associadas a

resisténcia. Dois polimorfismos, A92S e S97T (posi¢cdes 90 e 95, respectivamente,
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na numeragdao de GyrA de M. tuberculosis), foram observados na sequéncia
aminoacidica de GyrA em todos os isolados, contudo, nenhuma associacédo entre
estas alteragdes e resisténcia a quinolonas foi reportada até o momento (Avalos et
al. 2015) (Figuras 4.18 e 4.19).
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Figura 4.18. Alinhamento de aminoacidos da regiao QRDR de GyrA dos isolados CBMA.
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Figura 4.19. Alinhamento de aminoacidos da regido QRDR de GyrB dos isolados CBMA.

Como todos os isolados apresentaram resisténcia ao acido nalidixico, e
dentro dos genes identificados como parte do resistoma associados a esta classe de
antibidticos, temos os genes mfpA/B. Verificamos a presencga de cinco/quatro alelos
de mfpA/B distribuidos entre os sete isolados (Figuras 4.20 e 4.21). Representantes

dos distintos alelos foram avaliados no sistema heterélogo.
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Figura 4.20. Arvore de maxima verossimilhanga da proteina MfpA de micobactérias.
encontram-se destacados em vermelho. 100 replicatas de bootstrap.
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Foi observada uma reducdo do didmetro dos halos (diminuicdo da
sensibilidade) de acido nalidixico, norfloxacina e ciprofloxacina no ensaio com as
transformantes carreando os alelos mfpA/B 360 e mfpA/B 247 em relacdo aos halos
obtidos nos ensaios com a E. coli selvagem (Tabela 4.14). Considerando que as
micobactérias CBMA foram resistentes ao acido nalidixico (auséncia de halo -
resisténcia total), e que estes alelos de mfpA/B estao relacionados a uma diminuigao
da sensibilidade, podemos inferir que outro mecanismo de resisténcia a quinolonas

esta envolvido no fendtipo observado.

Tabela 4.14. Perfil de resisténcia a quinolonas das transformantes carreando os diferentes alelos
mipA/B.

Alelo CIP NAL NOR
(mm)
MC1061 + mfpA/B 360 44 27 36
MC1061 + mfpA/IB247 39 27 39
MC1061 52 36 44

CIP, ciprofloxacina; NAL, acido nalidixico; NOR, norfloxacina.

4.5.4.3 Resisténcia a beta-lactamicos

Varias beta-lactamases foram identificadas na predi¢ao in silico. Uma, em
especial, na CBMA 326, apresentava alta identidade (80%) e cobertura (86%) com
uma beta-lactamase de espectro estendido identificada e caracterizada em M.
abscessus (blaMab). Como, de fato, a CBMA 326 apresenta o maior espectro de
resisténcia aos beta-lactamicos (Figura 4.15), fomos avaliar a funcionalidade deste
gene (bla326) em sistema heterdlogo.

Os resultados mostram que bla326 € funcional e apresenta um espectro
restrito de atividade para os beta-lactdmicos, ja que confere resisténcia a
cefalosporinas de segunda geracdao. De fato, foi observada perda total de
sensibilidade das transformantes a cefalotina, que apresentaram uma MIC de 32

Mg/ml para cefalotina em relagdo a MIC de 1,5 ug/ml observada na E. coli selvagem.
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5 DISCUSSAO

O bioma Mata Atlantica € um dos principais concentradores da biodiversidade
no mundo. A microbiota do solo € o componente chave para a regulagédo e o
funcionamento de um bioma. No unico estudo, com abordagem genética, acerca da
diversidade microbiana do solo deste bioma, no Rio de Janeiro, os principais filos de
bactérias recuperados foram Acidobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia. Além
destes, um numero limitado de isolados pertencentes aos Actinomycetes foi
identificado, e dentre estes alguns pertenciam ao género Mycobacterium (Bruce et
al. 2010). Considerando ambientes naturais, a diversidade de microrganismos é
praticamente desconhecida. Particularmente em relagédo ao género Mycobacterium,
os poucos estudos de prevaléncia e diversidade em ambientes naturais estdo
limitados a poucas regides geograficas, a maioria delas no hemisfério norte (Khera
2012). Nestes estudos, poucas espécies ja descritas, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium senegalense, Mycobacterium chubuense, M. septicum, entre outras,
foram identificadas com base no gene 16S rRNA (Niva et al. 2006, Kopecky et al.
2011, Azadi et al. 2016).

Em nosso estudo, a partir da informagédo global do genoma core,
determinamos a taxonomia e a diversidade genética de isolados do género
Mycobacterium, provenientes do solo da Mata Atlantica. Curiosamente, nenhuma
espécie ja descrita foi identificada. Dentre os 14 isolados, todos correspondiam a
novas espécies do género Mycobacterium, em um total de cinco novas espécies.
Esta classificagao foi possivel através da taxonomia gendémica, que permite acessar
a diversidade de espécies, tanto cultivaveis, quanto nao cultivaveis, inclusive a partir
de dados metagendmicos (Thompson et al. 2013b). Até o presente, nenhum estudo
de taxonomia genémica abordou o género Mycobacterium de modo geral, contudo,
recentes estudos com isolados de micobactérias, tanto de crescimento rapido,
quanto de crescimento lento, propuseram novas espécies neste género com base
em analises genémicas (Ngeow et al. 2015, Choo et al. 2016). Atualmente, inclusive
na clinica, para a identificacdo de micobactérias, &€ necessario informacao genética,
além das fenotipicas (Forbes 2016).

Quanto a diversidade das micobactérias CBMA, os 14 isolados foram
agrupados em cinco espécies, duas delas tinham varios representantes. Uma
dessas espécies possui relagdo com o grupo M. septicum, enquanto que a outra tem

relagdo com o grupo M. llatzerense. M septicum esta presente em varios nichos,
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incluindo ambiente e pacientes com doenga pulmonar (Chin‘'ombe et al. 2016).
Enquanto que M. llatzerense tem sido identificada, eventualmente, em amostras de
solo e agua, e recentemente também de casos clinicos de abscessos em humanos
(Cardenas et al. 2014, Dziedzinska et al. 2016). Uma das novas espécies,
representada por um unico isolado, CBMA 326, esta relacionada filogeneticamente
ao grupo da M. abscessus. Dentre as micobactérias de crescimento rapido, esta
espécie € a mais prevalente em casos clinicos humanos (Lefebvre et al. 2016),
sendo considerada um patégeno emergente devido também ao amplo conjunto de
resisténcia aos antibioticos (Nessar et al. 2012).

A caracterizagdo de plasmideos e bacteriéfagos de nosso estudo, ou seja,
elementos do genoma acessério (Hacker & Kaper 2000), foi consequéncia do uso
de programas especificos, como plasmidSPAdes e PHASTER, respectivamente.
Observamos que anotadores, como o RAST, subestimaram a presenca de
plasmideos nas CBMA, o que pode ser devido a falta de referéncias para
plasmideos de micobactérias em sua base de dados. Portanto, tanto para a
montagem, quanto anotagdo, deve-se experimentar varias plataformas e/ou
programas, no caso deste género de bactéria, em particular.

Existem milhares de micobacteriéfagos descritos no género Mycobacterium,
mas a maioria absoluta deles foi identificada em M. smegmatis (http://phagesdb.org).
Portanto, os dois genomas completos de micobacteriéfagos caracterizados neste
estudo representariam os primeiros micobacteriéfagos de uma espécie relacionada
ao grupo da M. llatzerense. Além disso, quatro dos cinco plasmideos identificados,
estdo nesta nova espécie, relacionada ao grupo da M. llatzerense. O outro
plasmideo (P4), foi identificado na CBMA226, que € uma nova espécie, também
relacionada a este grupo. E interessante que até o momento, nenhum
micobacteriéfago e/ou plasmideo foi identificado em espécies deste grupo. Portanto,
nosso estudo foi o primeiro a identificar e caracterizar elementos do mobiloma
relacionado ao grupo da M. llatzerense.

Considerando a diversidade de espécies de micobactéria, um numero
reduzido (29) de plasmideos foi identificado até 2015 (Shintani et al. 2015).
Plasmideos de modo geral sdo caracterizados como lineares ou circulares;
transferiveis ou mobilizaveis; e por grupo de incompatibilidade (Smillie et. al 2010).
Em algumas das espécies de micobactéria, ja foram identificados tanto plasmideos
circulares, quanto lineares (Ventura et al. 2007, Ledo et al. 2013). Em relagédo a

caracterizacao de plasmideos transferiveis ou mobilizaveis, um dos marcadores é o
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gene da relaxase, que pertence ao conjunto de genes de mobilizagdo (MOB). Este
marcador esta presente em alguns dos plasmideos ja caracterizados em
micobactérias (Ummels et al. 2014, Wang et al. 2015), mas ndo em todos.

Apesar de ja terem sido identificados eventos de conjugagao entre diferentes
espécies de micobactéria, o conjunto de mecanismos/genes envolvido neste
processo ainda nao foi totalmente definido (Rabello et al. 2012, Ummels et al. 2014).
Em um dos plasmideos circulares (P2 - presente em CBMA 312 e 360), foi
identificado um conjunto de genes relacionados a conjugagao, semelhantes a genes
de um plasmideo de M. marinum (Ummels et al. 2014). A caracterizagdo completa
de P2 esta no manuscrito submetido a revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
(anexo 3). Interessantemente, o plasmideo P4, identificado no isolado CBMA 226,
compartilha genes com P2, o que pode ser uma evidéncia de transferéncia lateral de
genes mediada por plasmideos entre estas duas novas espécies.

A emergéncia de resisténcia a partir da transferéncia de genes identificados
em resistomas ambientais para clinica, assim como entre bactérias, € principalmente
definida pelos determinantes de resisténcia associados com atividade direta de
degradacgao ou modificagdo de antibidticos. Este novo fendtipo de resisténcia seria
consequéncia de um unico evento de transferéncia lateral de gene (Munita & Arias
2016). Assim, considerando os genes/mecanismos de resisténcia identificados nos
genomas CBMA, foi possivel analisar em detalhes, ou seja, associar gendétipo ao
fendtipo, dois mecanismos enzimaticos distintos, identificados no resistoma das
CBMA: degradacao de antibidtico (bla326) e modificagao de antibidtico (arr).

Em uma linhagem de M. abscessus foi caracterizado um gene (blaMab)
codificador de uma beta-lactamase de classe A que apresentava um espectro de
atividade estendido (Soroka et al. 2013). Por sua vez, a beta-lactamase de classe A,
bla326, identificada neste estudo, que tem identidade de 80% com blaMab,
apresentou um espectro de atividade restrito. Curiosamente, a CBMA 326 apresenta
resisténcia aos beta-lactamicos amoxicilina, cefepime, ceftzidime e meropenem.
Portanto, alguma outra beta-lactamase, dentre as demais identificadas no seu
resistoma, e/ou outros mecanismos de resisténcia seriam os determinantes deste
fendtipo.

Em um isolado do patdgeno oportunista M. smegmatis foi identificada uma
ADP-ribosiltransferase codificada pelo gene cromossomal arr. Esta ribosiltransferase
atua modificando o antibiético rifampicina, e o alelo presente neste isolado esta

associado a uma MIC de 256 ug/ml para rifampicina (Baysarowich et al. 2008). Nos
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resistomas das CBMA 226, 234 e 326 foram identificados diferentes alelos do gene
arr, e as mesmas apresentam distintos fenétipos de resisténcia para rifampicina: 1
pg/ml, 12 pg/ml e 32 pg/ml, respectivamente. Contudo, estes alelos n&o foram
associados a perda de sensibilidade/resisténcia a rifampicina, logo estes fendtipos
seriam consequéncia de outros mecanismos. De fato, mecanismos de efluxo de
drogas, como por exemplo, pstB, Rv1258c e efpA, que estdo associados a
resisténcia a rifampicina em M. tuberculosis (Louw et al. 2009), foram identificados

no resistoma destes genomas.
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6 CONCLUSOES

» Analises de sequéncias gendmicas permite acessar a diversidade de
linhagens e espécies, assim como realizar predigdes relacionadas ao

resistoma e mobiloma;

» O nicho avaliado do bioma Mata Atlantica contém novas espécies de

micobactéria;

» As métricas aplicadas foram consistentes para definir as espécies novas de

micobactérias neste conjunto de genomas;

» Ha uma diversidade de plasmideos na espécie relacionada ao grupo M.

llatzerense, no qual ainda ndo havia identificagdo destes elementos.
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