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RESUMO

ROMANO, G. E. Achados em gen6mica comparativa de Mycobacterium
caprae e seus impactos no metabolismo e crescimento in vitro. 2020. 160f
Dissertacdo (Mestrado em ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, 2020.

A tuberculose (TB), causada por bactérias do Complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC), é a maior causa de morte humana por um unico patégeno
no mundo. Um agravante subestimado desta enfermidade € a TB zoondtica
causada por membros do MTBC de importancia veterinaria, como o M. bovis e M.
caprae. Descrito primeiramente em 1999, M. caprae é encontrado principalmente
em paises europeus afetando diferentes animais, incluindo bovinos, caprinos,
cervideos, coelhos, elefantes e etc, sendo responsavel por um ter¢o dos casos de
TB zoondtica em regifes endémicas. Ao contrario de M. tuberculosis e M. bovis,
pouco se sabe sobre a biologia de M. caprae. Em nosso laboratério, observamos
um fenotipo de crescimento limitado durante o cultivo desta espécie in vitro
guando comparado a M. tuberculosis e M. bovis, sugerindo que M. caprae
apresente alteracfes metabdlicas importantes. Por possuirem uma evolucao
clonal e genomas altamente similares, com >99.95% de identidade em regides
homologas, membros do MTBC podem ser analisados por genémica comparativa
utilizando M. tuberculosis como referéncia. Assim, utilizando um banco de dados
de 72 genomas de M. caprae, avaliamos a presenca de polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs), insercdes e dele¢des (Indels) comuns aos genomas desta
espécie em relacdo a M. tuberculosis H37Rv e o impacto destas mutacdes nas
proteinas e no metabolismo de M. caprae. Por fim, propusemos hipoteses sobre
a formulacdo de um meio de cultura especifico para M. caprae. Foram detectadas
1.577 variacdes (SNPs e indels) em pelo menos 95% dos 72 genomas de M.
caprae quando comparados a M. tuberculosis H37Rv, traduzindo em um total de
731 proteinas com SNPs nédo sinbnimos ou frameshifts em regides codificadoras

com potencial de afetar a funcdo proteica. Com base no software PROVEAN e



assumindo que proteinas com frameshifts perdem sua atividade, 203 (27.77%)
dessas proteinas mostraram mutacdoes deletérias para sua funcéo. Essas
proteinas potencialmente deletérias conferem les6es metabdlicas importantes no
metabolismo central de carbono associadas a metabolizacdo do piruvato e ciclos
de Krebs e metilmalonil, influenciando diretamente na produgao de succinato e
moléculas redutoras. Importantes alteracdes foram também observadas nos
metabolismos de colesterol e nitrato, enquanto outras enzimas deletérias eram
metabolicamente redundantes. Foi possivel também observar mutacdes
deletérias em fatores de viruléncia e em proteinas relacionadas ao metabolismo
de dorméncia bacteriana. Portanto, hipotetizamos que as mutagdes descritas
neste trabalho afetam diretamente a replicac&o in vitro e in vivo, e sugerimos uma
nova formulacdo para meio de cultivo baseado em estratégias para aumentar a
producdo de succinato, e consequentemente fumarato e malato, e combater o
estresse oxidativo e o desbalanco de poder redutor. Esse € o primeiro estudo a
avaliar o metabolismo de M. caprae e esperamos que esses achados contribuam
para a compreensao do metabolismo adaptativo e para melhorar o crescimento

dessa espécie in vitro, contribuindo para pesquisas e diagnostico.

Palavras chaves: Complexo Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium

caprae; Genbmica comparativa; Metabolismo.



ABSTRACT

ROMANO, G. E. Findings from comparative genomics of Mycobacterium
caprae and their impacts on metabolism and growth in vitro. 2020. 160f.
Dissertacdo (Mestrado em ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, 2020.

Tuberculosis (TB), which is caused by bacteria of the Mycobacterium tuberculosis
Complex (MTBC), is the main cause of human deaths globally, considering a
single pathogen. An underestimated aggravation factor regarding TB is the
zoonotic TB cases, caused mt members of the MTBC of veterinary relevance, such
as Mycobacterium caprae. First described in 1999, M. caprae occurs mainly in
European countries and infect different animal species, including cattle, goats,
deer, rabbits, elephants, and so on. M. caprae alone is responsible for one third of
endemic zoonotic cases of TB. Unlike M. tuberculosis, the biology of M. caprae is
not well known or described. In our laboratory it was observed a limited growth
phenotype during its in vitro cultivation, in comparison with M. tuberculosis and M.
bovis. This finding suggests that M. caprae presents important metabolic
alterations. Since MTBC have clonally evolved from a common ancestor and have
highly similar genomes, with more than 99,95% of homolog regions identity,
member of MTBC can be analyzed by comparative genomic, using M. tuberculosis
as reference. Therefore, using a 72 M. caprae database, we evaluated the
presence of common single nucleotide polymorphisms (SNPs), insertions and
deletions, in comparison with M. tuberculosis H37Rv, and the impact of these
mutations on proteins and on the M. caprae metabolism. Finally, we have
proposed hypotheses about the formulation of a specific culture medium for M.
caprae growth. There were detected 1,577 variations (SNPs and indels) in at least
95% of the 72 M. caprae genomes, compared to M. tuberculosis H37Rv. Likewise
731 proteins with non-synonymous SPNs or frameshifts in coding regions with
potential to affect protein function. Based on the PROVEAN software and



assuming that the proteins with frameshifts have lost their activity, 203 (27.77%)
of these proteins are shown to present deleterious mutation for their functions.
These potentially deleterious proteins cause important metabolic lesions in central
carbon metabolism and the metabolization of pyruvate, the Krebs cycle, and the
methylmalonyl cycle. These alterations directly influence the production of
succinate and reducing molecules. Important changes were also observed on
cholesterol and nitrate metabolism, while other deleterious enzymes were
metabolically redundant. It was also observed some deleterious mutations in
virulence factors and in protein related to dormancy metabolism. Thus, here we
hypothesize that the mutations here described directly affect in vivo and in vitro
replication, and suggest a new formulation for culture medium, based on strategies
to enhance succinate production, and consequently fumarate and malate, avoid
oxidative stress and reducing power. This is the first study to evaluate M. caprae
metabolism and we hope to enhance the comprehension of its adaptive

metabolism and it’s in vitro growth, for research and diagnose purposes.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis Complex; Mycobacterium caprae;

Comparative genomic; Metabolism.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada por bactérias
do Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e um grave problema de saude
publica. Caracteriza-se como a maior causa de morte humana causada por um
unico patégeno no mundo, com 10 milhdes de novos casos e 1.2 milhdes de Obitos
e mais 250 mil mortes ao ano em individuos portadores do HIV (WHO, 2020). O
MTBC é composto por 11 espécies de micobactérias que apresentam sequéncias
homdlogas de seus genomas > 99,95% idénticas, sendo que a transferéncia
horizontal de genes, assim como grandes recombinacdes, sdo consideradas
ausentes. Esses micro-organismos evoluem por meio de dele¢bes (algumas
conhecidas como Regides de Diferenca — RDs - que variam de 2 a 12,7 Kb),
polimorfismos de uUnico nucleotideo (SNPs), insercdes e delecdes (Indels),
transposicdo de elementos moéveis e duplicagdo de um ndmero limitado de
familias de genes paralogos, que podem Ihes conferir caracteristicas Unicas de
cada espécie como predilecdo a hospedeiros e viruléncia (BROSCH et al., 2002;
WARREN et al., 2006; GAGNEUX; SMALL, 2007; GALAGAN, 2014;
RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014; GAGNEUX, 2018).

Membros do MTBC podem ser divididos em dois grupos: patdogenos
adaptados a humanos, representados por Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium africanum (principais causadores da TB humana), e patdgenos
adaptados a animais, representados por diversas espécies infectando mamiferos
domésticos e selvagens, sendo que Mycobacterium bovis e Mycobacterium
caprae sao aqueles de maior importancia em saude animal e publica,
principalmente por causarem a TB zoondtica (PRODINGER et al., 2014;
MALONE; GORDON, 2017; OLEA-POPELKA et al.,, 2017). Ao contrario das
estirpes adaptadas a humanos, M. bovis e possivelmente M. caprae possuem uma
predilecdo mais irrestrita por espécies hospedeiras (i.e. patdbgeno generalista),
sendo capaz de infectar diversas espécies animais, inclusive humanos (MALONE;
GORDON, 2017). Estima-se que até 2% dos casos de TB humana sejam
decorrentes destas espécies em paises desenvolvidos (MIGNARD; PICHAT,;
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CARRET, 2006), sendo que cerca de 140 mil casos e 12.500 mortes sao
estimadas anualmente por TB zoondtica no mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION; NATIONS; HEALTH, 2017).

Mycobacterium bovis e M. caprae sao importantes patdogenos veterinarios,
com impacto significativo na produgédo bovina e de pequenos ruminantes.
Mycobacterium caprae, objeto desta dissertacdo, foi isolado e descrito pela
primeira vez em lesGes disseminadas em cabras na regido da Espanha, sendo
primeiramente classificado como Mycobacterium tuberculosis subsp. caprae
(ARANAZ et al., 1999a). Esses isolados apresentavam polimorfismo no gene
pncA caracteristico de M. tuberculosis, isto €, sensivel a pirazinamida (PZA), ao
contrario da maioria de M. bovis, e sequéncias dos genes oxyR, katG e gyrA,
caracteristicas de M. bovis (ARANAZ et al., 1999a). Posteriormente, com base em
estudos em que analisaram a presenca ou auséncia de RDs (BROSCH et al.,
2002; MOSTOWY et al.,, 2002) a arvore evolutiva das espécies do MTBC foi
redesenhada, sendo sugerido entdo a nomenclatura de Mycobacterium caprae
(ARANAZ et al., 2003). Desde entdo, M. caprae vem sendo isolado de diferentes
animais (PESCIAROLI et al., 2014).

O metabolismo das micobactérias € determinante de sua relagdo com o
hospedeiro e persisténcia intracelular. Essas bactérias sdo capazes de utilizar
uma ampla variedade de moléculas a seu favor, de carboidratos a lipideos e
proteinas sob diversas situacdes de estresse, auséncia de nutrientes, baixa
tensdo de oxigénio e etc., conferindo-lhes flexibilidade metabdlica, ainda que
esses mecanismos nao estejam totalmente elucidados (BERNEY; COOK, 2010).
A maioria dos estudos metabdlicos se limitam a M. tuberculosis ou micobactérias
nao tuberculosas de crescimento rapido, possivelmente devido ao crescimento
lento das espécies do MTBC e a necessidade de laboratérios de alto nivel de
biosseguranga, tornando informacdes sobre vias metabodlicas de demais
micobactérias do MTBC escassas e fragmentadas (WHEELER; RATLEDGE,
1994).
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O advento de novas tecnologias, como o sequenciamento de genoma
completo, permitiu a obtencédo de diversas informacdes sobre a fisiologia destes
micro-organismos (BEHR, 2015). Estudos de genGmica comparativa vem sendo
cada vez mais utilizados para obter informacdes sobre o MTBC e seus diferentes
genes envolvendo o metabolismo e viruléncia (BROSCH et al., 2001; COCKLE et
al., 2002; MARRI; BANNANTINE; GOLDING, 2006; RIBEIRO-GUIMARAES:
PESSOLANI, 2007; FORRELLAD et al., 2013; XIONG et al., 2017; ZIMPEL et al.,
2017b). Para melhor conhecimento deste patdégeno, assim como outros membros
do MTBC, é imprescindivel entender seu genoma e, consequentemente, seu
metabolismo. Nosso grupo acredita que particularidades genotipicas de M.
caprae, como SNPs e Indels, sejam responsaveis por caracteristicas especificas
no metabolismo e viruléncia de M. caprae, corroborando com seu crescimento
discrepante em relacado a diferentes micobactérias do MTBC cultivadas em nosso
laboratério, assim como uma possivel dindmica de infeccdo diferenciada quando

comparado a outras espécies do complexo (AGUILAR LEON et al., 2009).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A tuberculose: um grave problema de saude humana e animal

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa, majoritariamente
pulmonar, causada por bactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) sendo a maior causa de morte humana causadas por um unico patégeno
(WHO, 2020). Em um quadro classico de TB pulmonar humana, uma vez inalado,
0 patégeno viaja até os alvéolos pulmonares, onde podem ou néo ser eliminados
pelo sistema imunoldgico. Caso o sistema imunolégico ndo consiga eliminar o
patégeno, este invade e se multiplica em macréfagos alveolares do hospedeiro,
levando a formacao de estruturas de contencdo denominadas granulomas e, uma
vez que encontram a corrente sanguinea e ou linfonodos podem eventualmente
migrar para diferentes regides do corpo hospedeiro, retratando a tuberculose
extrapulmonar (FLYNN; CHAN, 2001; PAI et al.,, 2016; GAGNEUX, 2018). A

transmissdo se da pessoa a pessoa, quando um individuo doente fala, tosse ou
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espirra e elimina goticulas e aerossois contaminados que séo inalados por outro
individuo. No caso da TB zoondtica, os patdgenos sao transmitidos a humanos
via ingestdo de alimentos in natura contaminados e, também, por contato com
animais doentes para humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION; NATIONS;
HEALTH, 2017).

Ainda que a maior parte dos casos de TB no mundo esteja em paises
populosos e em desenvolvimento, como paises da Africa e Asia, a incidéncia per
capita mundial vem aumentando cada vez mais (DYE, 2006). Esse aumento na
incidéncia global de TB é visto desde a década de 80, com a grande epidemia de
HIV, aumentando significativamente a populacdo vulneravel (DYE et al., 2005).
Apesar das taxas de TB em pacientes HIV positivos permanecerem abaixo de 1%
em paises como China, Indonésia e Paquistdo, em 2004 a OMS (2005) estimou
gue 13% dos adultos recém-diagnosticados com TB haviam sido infectados com
HIV. Atualmente sdo estimados 10 milh&es de novos casos e 1.2 milhdes de 6bitos
em pessoas HIV-negativas e mais 250 mil mortes em individuos portadores do
HIV ao ano por TB (WHO, 2020), enquanto que, anualmente, ocorram
aproximadamente 140 mil casos e 12.500 mortes por TB zoonética (OIE, 2017).
Os casos de TB zoondtica sdo possivelmente subestimados, uma vez que casos
de TB humana causadas por M. bovis ou M. tuberculosis ndo séo diferenciados
na rotina diagnostica (OLEA-POPELKA et al., 2017).

Enquanto M. tuberculosis é o principal responsavel pela TB humana, M.
bovis e M. caprae séo os principais causadores da TB bovina (bTB), em animais
selvagens e zoondtica. Ao contrario de M. tuberculosis, que é altamente adaptado
a humanos (i.e. patdgeno, especialista), M. bovis e possivelmente M. caprae
possuem uma predilecdo mais irrestrita por hospedeiros (i.e. patdégeno
generalista), sendo capaz de infectar diversas espécies animais com diferentes
graus de persisténcia populacional, incluindo o homem (MALONE; GORDON,
2017). Além da bTB possuir forte impacto para agricultores devido a restricbes
comerciais, acumulando prejuizos milionarios ao ano em diversos paises, a

doenca ainda € responsavel por importantes perdas econdmicas e ecoldgicas
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devido a reducédo da producéo leiteira e de corte, morte ou descarte de animais
domésticos e selvagens infectados. Em zoologicos, devido a falta de um
tratamento efetivo, a eutanasia das espécies doentes ocorre com frequéncia,
numa tentativa de minimizar a disseminacdo do patdogeno entre os demais
animais. Por outro lado, a prevaléncia da doenca na vida selvagem varia com a
regido e com o tipo de populacéo de vida livre afetada (FITZGERALD; KANEENE,
2012; ZIMPEL et al., 2017a), dificultando a mensuragao global do seu impacto.
Em paises onde a comercializacdo de carne € extensa, como o Brasil e Argentina,
as perdas econdmicas sao consideraveis (PARREIRAS et al., 2012), o que levou
o Brasil, em 2001, a criar o Programa Nacional de Erradicacdo e Controle da
Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT), estabelecendo medidas que incluem

a testagem de animais e saneamento de rebanhos (BRASIL, 2006).

2.2. Complexo Mycobacterium tuberculosis

O MTBC é um grupo composto por espécies de micobactérias causadoras
da TB em humanos e ou animais, como Mycobacterium tuberculosis linhagens 1
a 4, 7 e 8; Mycobacterium africanum linhagens 5 e 6; Mycobacterium bovis;
Mycobacterium caprae; Mycobacterium pinnipedii; Mycobacterium microti;
Mycobacterium orygis; Mycobacterium suricattae; Mycobacterium mungi; “dassie
bacillus” e “chimpanzee bacillus”. (GALAGAN, 2014; GAGNEUX, 2018; ORGEUR,;
BROSCH, 2018; RIOJAS et al., 2018). Os integrantes do MTBC apresentam
sequéncias homoélogas de seus genomas >99,95% idénticas, sendo que a
transferéncia horizontal de genes, assim como grandes recombinacdes, sao
consideradas ausentes. Esses micro-organismos evoluem por meio de dele¢bes
(algumas conhecidas como Regides de Diferenca — RDs - que variam de 2 a 12,7
Kb) (Tabela 1), polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs), insercdes e delecdes
(Indels), transposicéo de elementos moéveis e duplicagcdo de um namero limitado
de familias de genes paralogos, que podem lhes conferir caracteristicas Unicas de
cada espécie como predilecdo a hospedeiros e viruléncia (BROSCH et al., 2002;
WARREN et al., 2006; GAGNEUX; SMALL, 2007; GALAGAN, 2014;
RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014; GAGNEUX, 2018). Estas RDs em seus
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genomas delimitam diferencas entre os membros do MTBC, possibilitando a
diferenciacdo de espécies e que obedecem a caracteristicas fenotipicas
importantes como o grau de viruléncia do patdégeno, biossintese de lipidios,
obtencao de energia e tempo de replicacdo, por exemplo, implicando diretamente
na apresentacdo clinica e evolugdo da doenca e a predilecdo ao hospedeiro
(GALAGAN, 2014; EL-SAYED et al., 2016; RAJWANI et al., 2018).

Tabela 1. Esquema ilustrativo apontando presenca e ou auséncia das
Regibes de diferenca (RDs) 1, 4, 9 e 12 em micobactérias do Complexo
Mycobacterium tuberculosis de maior importancia humana e animal:

Espécie RD1 RD4 RD9 RD12

Mycobacterium tuberculosis Presente Presente Presente Presente

Mycobacterium africanum Presente Presente Ausente Presente
Mycobacterium bovis Presente Ausente Presente Presente
Mycobacterium bovis BCG Ausente Ausente Ausente Ausente
Mycobacterium caprae Presente Presente Ausente Ausente

Fonte: Adaptado de WARREN et al., (2006).

Em geral, o MTBC pode ser subdividido em patégenos humanos e
patdégenos animais (BRITES et al., 2018). Dentre os patégenos humanos, M.
tuberculosis se apresenta como o principal agente causador da TB em humanos,
e € classificado em 6 possiveis linhagens (L1 a L4, L7 e L8), enquanto
Mycobacterium africanum, também um patdégeno humano de importancia, pode
ser diferenciado em duas linhagens (L5 e L6) com caracteristicas geograficas
distintas. Mycobacterium tuberculosis estd amplamente distribuido pelo globo,
enquanto que M. africanum estd predominantemente concentrado no Oeste
africano, onde representa aproximadamente 50% dos casos de tuberculose nesta
regido (DE JONG; ANTONIO; GAGNEUX, 2010; RODRIGUEZ-CAMPOS et al.,
2014; GAGNEUX, 2018).
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Dentre os patdégenos animais, destacam-se M. bovis e M. caprae
(PESCIAROLI et al.,, 2014). Mycobacterium bovis é capaz de infectar tanto
animais domésticos, predominantemente bovinos, quanto selvagens e o homem,
sendo distribuido globalmente (SZEWZYK et al., 1995; ROMERO et al., 1999;
GARNIER et al., 2003; ALLIX-BEGUEC et al., 2010; O'CONNOR et al., 2019). Por
outro lado, M. caprae é extensamente relatado infectando ruminantes domésticos
e animais selvagens predominantemente na Europa (PESCIAROLI et al., 2014,
DORN-IN et al., 2020a; OZTURK-GURGEN et al., 2020), mas também relatado
como agente zoonoético (HANSEN et al., 2012; PRODINGER et al., 2014,
KOZINSKA; KRAJEWSKA-WEDZINA; AUGUSTYNOWICZ-KOPEC, 2020). Ainda
gue menos comuns, Mycobacterium microti € descrito como patégeno em
roedores (KREMER et al., 1998), Mycobacterium pinnipedii em mamiferos
marinhos, incluindo golfinhos e pinipedes (ROE et al., 2019; SILVA-PEREIRA et
al., 2019), Mycobacterium orygis em antilopes (VAN INGEN et al.,, 2012),
Mycobacterium suricattae em suricatos (DIPPENAAR et al., 2015),
Mycobacterium mungi em mangustos (ALEXANDER et al., 2010), “dassie bacillus”
infectando hirax e “chimpanzee bacillus”, infectando chimpanzé (SMITH et al.,
2006; COSCOLLA; GAGNEUX, 2014; GALAGAN, 2014; RODRIGUEZ-CAMPOS
etal., 2014; DIPPENAAR et al., 2015).

No contexto evolutivo de MTBC, inicialmente acreditava-se que M. bovis
seria uma espécie mais ancestral ao M. tuberculosis (GARNIER et al., 2003),
porém, estudos evidenciam que os integrantes do MTBC emergiram clonalmente
a partir um ancestral comum com Mycobacterium canettii (GALAGAN, 2014;
GAGNEUX, 2018; ORGEUR; BROSCH, 2018), uma outra micobactéria
tuberculosa restrita ao leste do continente africano (Figura 1), sendo M. bovis um
patdgeno evolutivamente mais recente. Apesar de ja ter sido relatado causando
TB em humanos (SOMOSKOVI et al., 2009) e ser sugerido como integrante do
MTBC, por possuir um genoma mais extenso, recombinacdes e transferéncia
horizontal de genes, M. canettii ndo se agrupa a demais caracteristicas dos
integrantes do complexo (SUPPLY et al., 2013; ZHANG et al., 2016).
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Figura 1. Representacdo ilustrativa da evolucdo dos integrantes do
Complexo Mycobacterium tuberculosis, destacando o0 patégeno humano
Mycobacterium tuberculosis e o patégeno generalista Mycobacterium caprae.

M. canettii

M. tuberculosis

M. africanum (L5) k

M. africanum (L6) k

M. suricattae ]

M. mungi _m&
Chimpanzee bacillus ﬂ
Dassie bacillus A% MTBC

M. microti __48W
M. pinnipedii wall

— M. orygis K
— M. bovis H
o M. caprae ‘H‘

Legenda: Evolucdo do Complexo Mycobacterium tuberculosis (destacado em verde) a
partir de um ancestral em comum por regides de delecdo (RDs) e Polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), evidenciando Mycobacterium canettii como ancestral comum,
Mycobacterium tuberculosis (azul) como o integrante ancestral das demais micobactérias
do complexo, e a origem evolutiva de Mycobacterium caprae (vermelho).

Fonte: adaptado de GALAGAN (2014) e BRITES et al. (2018).
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2.3. Mycobacterium caprae.

Mycobacterium caprae foi isolado pela primeira vez de lesdes disseminadas
em cabras na regido da Espanha. Os isolados apresentavam polimorfismo no
gene pncA caracteristico de M. tuberculosis, isto €, sensivel a pirazinamida (PZA),
e sequéncias dos genes oxyR, KatG e gyrA caracteristicas de M. bovis. Os
padrdes obtidos pelo elemento de insercdo 1S6110 eram diferentes dos demais
membros do MTBC, sendo primeiramente classificado como Mycobacterium
tuberculosis subsp. caprae (ARANAZ et al., 1999a). No ano seguinte, foi realizado
um estudo analisando 96 estirpes do MTBC, onde encontrou-se um grupo com
auséncia adicional de espacadores 3 ao 16 do spoligotipo e susceptibilidade a
PZA, ja descrito por Aranaz e colaboradores (1999). Devido a importancia clinica
da resisténcia a PZA, foram propostas as nomenclaturas M. bovis subsp. bovis
aos micro-organismos resistentes a PZA e M. bovis subsp. caprae aos
susceptiveis a PZA (NIEMANN; RICHTER; RUSCH-GERDES, 2000).
Posteriormente, com base em estudos em que analisaram a presenca ou
auséncia de RDs (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002) a éarvore
evolutiva das espécies do MTBC foi redesenhada, sendo sugerido entdo a

nomenclatura de Mycobacterium caprae (ARANAZ et al., 2003).

Desde entdo, M. caprae vem sendo isolado em diversos paises (Figura 2),
predominantemente na peninsula ibérica, obtido de diferentes animais, incluindo
bovinos, caprinos, cervideos, coelhos, elefantes e etc. (PATE et al.,, 2006;
CVETNIC et al., 2007; AMATO et al., 2017; YOSHIDA et al., 2018; DORN-IN et
al., 2020a; SEVILLA et al., 2020). Mesmo que infec¢cdes em animais domeésticos
e selvagens ja tenham sido documentadas, a literatura carece de uma descri¢ao
gue compare as lesdes causadas por M. caprae e lesdes por M. bovis nos animais,
ja que é subentendido que M. caprae tenha suas particularidades em viruléncia e
metabélicas (GARCIA-JIMENEZ et al., 2013; DE LA FUENTE et al., 2015).
Garcia-Jiménez e colaboradores (2013) observaram uma tendéncia em javalis
infectados com M. caprae apresentarem granulomas com células gigantes

multinucleadas, que reduz a capacidade do animal de conter a infeccgéo,
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facilitando a disseminacdo da doenca (RHYAN; SAARI, 1995; MARTIN-
HERNANDO et al., 2010). E creditado que espécies selvagens, como os veados,
sejam infectadas por spillover, mantendo o questionamento de alguns integrantes
do MTBC nao serem adaptados a apenas um hospedeiro, podendo usar diversos

animais como hospedeiros de manutencdo (PRODINGER et al., 2014).
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Figura 2. Representacao ilustrativa dos continentes Europa, Africa e Asia apresentando os paises onde o isolamento de
M. caprae ja foi descrito e seus respectivos hospedeiros.

REINO UNIDO

bovino.

56.
IRLANDA

bovino.

32.
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homem e bovino.
1; 59.
ITALIA

veado vermelho,
suino e bovino.

2; 3; 18; 46; 59.

ESPANHA

homem, bovino, caprino, |,

coelho, javali, suino, ovino
e veado vermelho.

4;5;12;13; 14; 15,17, 24;

29; 30; 33; 37; 49; 50; 51;
57, 59; 63; 64; 68.

PORTUGAL

homem, bovino, ovino, javali,
veado vermelho e caprino.
10; 21; 27; 48; 61; 66.

Fonte: Autoria Propria.
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31.
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bovino.
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bovino.

ARGELIA

bovino.
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ALEMANHA
bovino, ovino, corgo, homem,
veado vermelho, javali e biséo.

16; 25; 26; 34; 45; 47, 54; 59; 60; 62.

POLONIA

homem, bovino, alpaca,
lobo cinzento, antilope,
bisao, tapiro e javali.

6; 38; 39; 40, 41, 72.
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59.

bovino. BOSNIA
bovino.
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Legenda: Continentes Africano, Europeu, Asiatico e Oceania e seus paises (Portugal, Espanha, Franca, Alemanha, Austria, Cro4cia,
Itdlia, Poldnia, Argélia, Bdsnia e Herzegovina, Bulgaria, Irlanda, Grécia, Suica, Turquia, Hungria, Eslovaquia, Eslovénia, Republica
Tchéquia, Ucréania, Tunisia, Roménia, Albania, Escdcia, Bélgica, Reino unido, Irlanda, Sérvia, China e Japao) onde ja foram relatados
o isolamento de Mycobacterium caprae (em azul). Dados gerados até publicagbes de setembro de 2020 (referéncias disponiveis no

Anexo |).
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Somente na Alemanha, M. caprae foi responsavel por um terco dos casos
de TB zoondtica, antes associada somente a M. bovis entre os anos 1999 e 2001,
levantando a importancia da identificacdo efetiva destes patdgenos zoonéticos
(KUBICA; RUSCH-GERDES; NIEMANN, 2003). Casos de meningite humana e
TB urinaria em um idoso, TB peritoneal em homem de meia-idade e linfadenite
em uma crianca por M. caprae ja foram reportados (SINTCHENKO et al., 2006;
BAYRAKTAR et al., 2011; HANSEN et al., 2012; NEBREDA et al., 2016). Ainda
gue a incidéncia documentada de infecgcdo em humanos por M. caprae seja baixa,
devido a politicas publicas adotadas pela Europa ha décadas, a taxa de infeccao
continua sendo majoritariamente em europeus nativos (PRODINGER et al., 2005;
NEBREDA et al., 2016), ainda que ja foi descrito um caso em humano no Marrocos
(LAHLOU et al., 2012). Achados recentes, como o isolado do Japéo (YOSHIDA et
al., 2018), da China (ZENG et al., 2013) e na Tunisia (LAMINE-KHEMIRI et al.,
2014), onde a politica de contencao pode ndo ser adotada corretamente, sugerem

gue M. caprae esta se espalhando pelo continente africano e asiatico.
2.4. Metabolismo de Micobactérias.

O metabolismo bacteriano adaptativo intra-hospedeiro é crucial para
habilidade do patégeno em causar doenga e infectar novos hospedeiros. Para se
adaptarem aos diversos microambientes, micobactérias sdo capazes de utilizar
uma ampla variedade de estruturas bioquimicas a seu favor, desde carboidratos
a lipideos e proteinas sob diversas situacdes de estresse, como auséncia de
nutrientes, baixa tensdo de oxigénio e etc.,, o que lhes confere flexibilidade
metabdlica, ainda que esses mecanismos ndo estejam totalmente elucidados
(BERNEY; COOK, 2010). No geral, informacdes sobre o metabolismo de
micobactérias pode nos fornecer informacdes vitais para melhor entendimento da
doenca e, até mesmo, o desenvolvimento de uma droga especifica. Contudo,
devido a dificuldade encontrada pelos pesquisadores em trabalhar com esses
micro-organismos devido ao crescimento lento e a necessidade de laboratérios

bem-equipados com alto nivel de biosseguranca, nossas informacdes sobre vias
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metabdlicas de demais micobactérias do MTBC que ndo M. tuberculosis, sao
escassas e fragmentadas (WHEELER; RATLEDGE, 1994). Estudos mostram que,
durante infec¢do experimental, M. tuberculosis esta sob pressao seletiva em seu
metabolismo, o que pode refletir sobre todos os demais membros patdogenos
intracelulares facultativos do MTBC, ainda que claramente exista diferencas em
vias metabdlicas entre eles (COPIN et al., 2016; FIEWEGER; WILBURN;
VANDERVEN, 2019). E possivel que as variagdes em viruléncia e tropismo por
hospedeiros encontradas nos diferentes membros do MTBC estejam diretamente
relacionadas a adaptacfes metabdlicas especificas de cada espécie do complexo.
Por possuirem uma parede celular atipica, rica em lipideos complexos, o0s
requerimentos metabdlicos de micobactérias tuberculosas estdo muito
relacionados a manutencdo dessa parede, importante para viruléncia e resisténcia

ambiental.

Uma importante caracteristica das micobactérias tuberculosas é a auséncia
do mecanismo regulatério de repressdo catabdlica, permitindo que esses
patdgenos utilizem diversas fontes de carbono simultaneamente (DE CARVALHO
etal., 2010). E descrito que M. tuberculosis cataboliza diferencialmente cada fonte
de carbono através das vias de glicolise, pentose fosfato ou TCA para destinos
metabdlicos distintos (DE CARVALHO et al., 2010). Neste contexto, o
metabolismo central de carbono (MCC) é uma das mais importantes vias
metabdlicas, definida pela transformacdo enzimatica de carboidratos,
principalmente a glicose, através da glicolise, gliconeogénese, via das pentoses
fosfato e ciclo do acido tricarboxilico ou ciclo de Krebs (TCA) obtendo diversos
intermediarios importantes para outras vias metabdlicas, como acetil coenzima A
(acetil-CoA), oxalacetado, além de NADH+ e FADH:, carreadores de elétrons
importantes na fosforilagéo oxidativa (WHEELER; RATLEDGE, 1994; RHEE et al.,
2011). Ja é relatado algumas diferencas nos padroes do MCC e utilizacdo do
glicerol dentre espécies do MTBC, normalmente adicionado como fonte de
carbono nos meios de cultivo de M. tuberculosis (GOLDMAN, 1963; WINDER,;

BRENNAN, 1966), mas nao para M. africanum, M. bovis e M. microti, por serem
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incapazes de metabolizar o glicerol como Unica fonte de carbono como explicado
a seguir (KEATING et al., 2005).

Estudos baseados em gendmica comparativa e avaliagdes experimentais
mostraram uma interrupcao da glicolise em M. bovis, M. africanum e M. microti e
M. caprae devido a um SNP no gene pykA, codificante da piruvato-quinase (PK),
causando impacto direto na via das pentose fosfato e Acetil-CoA,
consequentemente, outros intermediarios do TCA por meio da inativacdo desta
enzima (KEATING et al., 2005; KAHLA et al., 2011). Por esse motivo, esses
microorganismos sao incapazes de metabolizar glicose ou glicerol como Unica
fonte de carbono, e piruvato € normalmente adicionado aos meios de cultivo
(KEATING et al., 2005; KAHLA et al., 2011). Outro ponto de diferenciacéo entre
M. tuberculosis e M. bovis € a baixa producdo de nitrito em M. bovis, devido a
baixa atividade da nitrato redutase em consequéncia de mutacdes em regides
promotoras dos seus genes (STERMANN et al., 2004). Além dessas duas lesbes
metabdlicas, muito pouco se sabe sobre diferencas no metabolismo entre M. bovis

e M. tuberculosis, e muito menos M. caprae.

Os metabolismos de &cidos graxos (AG) e de colesterol sdo muito relevantes
para micobactérias in vivo, j& que os lipideos sao a principal fonte de carbono no
hospedeiro e o colesterol parece ter papel importante na sobrevivéncia de M.
tuberculosis durante a infeccdo (AGUILAR-AYALA et al., 2017; WILBURN;
FIEWEGER; VANDERVEN, 2018; FIEWEGER; WILBURN; VANDERVEN, 2019).
Curiosamente, apesar de possuirem um genoma de tamanho similar, M.
tuberculosis parece possuir e depender mais de genes envolvidos no metabolismo
de AG que E. coli, confirmando seu amplo requerimento como fonte de energia e
para a biossintese de acidos micolicos, componentes da parede celular
importantes para a resisténcia e protecdo da micobactéria (KINSELLA et al.,
2003). Estirpes mutantes provaram que genes envolvidos na oxidacdo de AC e
metabolismo de colesterol tiveram impacto na patogenicidade deste micro-
organismo em diferentes modelos de infeccdo (GAGO; DIACOVICH; GRAMAJO,
2018).
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Acredita-se que o colesterol seja degradado com finalidade de gerar
intermediarios metabdlicos, agindo de maneira coordenada com a degradacao de
AC (WILBURN; FIEWEGER; VANDERVEN, 2018), aumentando a sintese de
Acetil-CoA e Propionil-coenzima A (Propionil-coA), um produto ja visto como
extremamente toxico para M. tuberculosis, que pode ser condensado junto a
oxalacetado, formando piruvato e succinato, intermediarios do TCA ou utilizado
na sintese de lipideos ramificados (RUSSELL et al., 2010; GAGO; DIACOVICH;
GRAMAJO, 2018; WILBURN; FIEWEGER; VANDERVEN, 2018).

Assim como o MCC e o metabolismo de lipidios, o metabolismo de
aminoacidos e de nitrogénio € extremamente importante para atividades
metabdlicas das micobactérias e suas respectivas viruléncias. Mycobacterium
tuberculosis, por exemplo, codifica varios transportadores para essas moléculas,
incluindo um transportador de amonio NHas, dois transportadores peptidicos ABC
e etc. (GOUZY; POQUET; NEYROLLES, 2014a). O nitrogénio é fundamental para
a biossintese de biomoléculas como os aminoacidos e nucleotideos, sendo sua
obtencdo demasiadamente importante para a sobrevivéncia do patdgeno durante
a infeccdo (GOUZY; POQUET; NEYROLLES, 2014b). Recentemente foi
reportado a existéncia de um transportador de arginina esta intimamente
associado a captacao de nitrogénio em M. tuberculosis e, ensaios de excluséo
genética de um Uunico grupo de transportadores, antes creditados como
importantes transportadores de aminoacidos, resultou em menor atividade em
micobactérias internalizadas in vivo. Contudo o metabolismo do MTBC e seus
integrantes ainda precisam ser bem elucidados (BESTE; MCFADDEN, 2010).

2.5. Gendbmica comparativa e predicdo metabdlica a partir de genomas: uma
ferramenta para otimizag¢do de cultivo bacteriano.

Desde o primeiro sequenciamento de um membro do MTBC em 1998 (COLE
et al., 1998), pesquisadores do mundo inteiro tentam entender melhor o genoma

e fisiologia destas micobactérias. As abordagens mais exploradas sdo a genémica

comparativa e a metaboldmica. Neste com texto, comparacdo dos genomas de
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diferentes espécies do MTBC com o genoma de referéncia Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, o qual ja possui muitas informacdes bem estabelecidas, pode
fornecer informagdes sobre genes que podem ou ndo serem essenciais para
viruléncia, metabolismo e adaptacao ao hospedeiro (BEHR, 2015). Por possuirem
genomas altamente conservados em termos de contetudo génico, sintenia génica
e identidade nucleotidica, a comparacao entre os diferentes membros do MTBC
com M. tuberculosis para descobrir diferencas que afetam metabolismo e
viruléncia é uma estratégia eficiente. Estudos desta natureza estdo sendo cada
vez mais descritos e, consequentemente, obtemos mais informacdes sobre o
MTBC e seus diferentes genes envolvendo o metabolismo de AG, viruléncia
dentre outros (BROSCH et al, 2001; COCKLE et al, 2002; MARRI;
BANNANTINE; GOLDING, 2006; RIBEIRO-GUIMARAES; PESSOLANI, 2007;
FORRELLAD et al., 2013; XIONG et al., 2017; ZIMPEL et al., 2017b).

Para melhor conhecimento do M. caprae é imprescindivel entender seu
genoma e, consequentemente, seu metabolismo e dindmica de infec¢do, Ainda
gue o modelo de infec¢do animal para M. caprae ja tenha sido descrito (BEZOS
et al., 2010; PEREZ DE VAL et al., 2011), e diversos genomas ja tenham sido
sequenciados, sabemos que M. caprae possui particularidades gendmicas em
relacdo a demais integrantes do MTBC (ARANAZ et al., 1999a, 2003). E
conhecido que M. tuberculosis possui vias catabdlicas e anabdlicas para obter
diversos precursores organicos, além de metabolizar diferentes moléculas durante
sua estadia internalizado em macrofagos e diversas outras situagdes de estresse
(BESTE et al., 2013; FIEWEGER; WILBURN; VANDERVEN, 2019), portanto é
possivel que particularidades genotipicas de M. caprae, como SNPs e Indels,
sejam responsaveis por caracteristicas especificas no metabolismo e viruléncia
de M. caprae, corroborando com um perfil de viruléncia mais variavel em casos
de tuberculose humana por este patdgeno, assim como por M. bovis (AGUILAR
LEON et al., 2009).

Ainda, além de o uso de gendmica comparativa, o uso de ferramentas de

bioinforméatica é extensamente aplicada em microbiologia, sendo para

37



investigacdo de mutagdes, interacdo entre proteinas, simulagdo de crescimento
bacteriano in silico e etc. (GIBSON; BRATCHELL; ROBERTS, 1988; MARCOTTE
et al., 1999; KARIMPOUR-FARD et al., 2008). O uso destas ferramentas permite
a otimizacao de tempo dos cientistas, minimizando a experimentagao, fornecendo
informacdes adicionais sobre o alvo a ser estudado além de outros processos
altamente custosos e trabalhosos. Ha casos onde é possivel trazer conhecimento
das particularidades dos patégenos com mais rapidez e cultivar micro-organismos
gue eram anteriormente ndo cultivaveis. A predicdo proteica é um 6timo exemplo
de analise complexa e importante que pode ser feita in silico de maneira rapida
(CHOI et al., 2012a), fornecendo informacdes que ajudam a entender a fisiologia
dos micro-organismos, incluindo o desenvolvimento de meio de cultura especifico.
O uso de andlises in silico j4 sdo descritas otimizando e desenvolvendo meio de
cultura especifico para diferentes micro-organismos (VERDUYN et al., 1992; VAN
NIEL; HAHN-HAGERDAL, 1999; RICHARDS et al., 2014). Em geral, uma vez que
de todas as bactérias, apenas 1% é cultivavel (STALEY; KONOPKA, 1985) e, isso
se deve a diversas particularidades destes micro-organismos (VARTOUKIAN;
PALMER; WADE, 2010), o uso de analises in silico trazem um novo horizonte para

a pesquisa cientifica, abrindo uma gama de possibilidades e auxilio aos cientistas.

2.6. A problematica de cultivo de Mycobacterium caprae em estudos.

O uso de estirpes de M. caprae em pesquisas ainda é escasso, sendo a
maioria estudos de identificagcdo e raros relatos literarios envolvendo ensaios de
infeccdo. Os principais estudos disponiveis que exploram metodologias de
crescimento e isolamento deste micro-organismo os fazem em meios sélidos ou
semissolidos, como Meio Coletsus, Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11,
Stonebrink e Lowenstein Jensen (CVETNIC et al., 2007; BEZOS et al., 2010;
PEREZ DE VAL etal., 2011). O meio Stonebrink, o mais utilizado para diagnostico,
€ composto por piruvato de sodio, fosfato de sddio dibasico, fosfato de potassio
monobasico, verde de malaquita, polimixina B, anfotericina B, carbenicilina,
trimetoprima, ovos inteiros e agua (LESSLIE, 1959; CORNER, 1994). Porém, a

utilizacdo de meios semissolidos dificulta diversos experimentos com essas
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bactérias, e meios liquidos sédo preferidos. Dentre os meios liquidos, o mais
comumente utilizado em pesquisas e para manutencdo de M. tuberculosis é o
Middlebrook 7H9 suplementado com 10% OADC (acido oleico, albumina, dextrose
e catalase). Esse meio pode ainda ser acrescido de glicerol, piruvato ou Tween
80 dependendo da necessidade. O meio Middlebrook 7H9 é considerado um meio
rico, contendo fosfato monopotassico, fosfato dissodico, glutamato monossadico,
citrato de sodio, citrato de amonia férrico, piridoxina, sulfato de aménio, sulfato de
magnesio, sulfato de zinco, sulfato de cobre, biotina e cloreto de calcio.

Durante ensaios rotineiros, nosso grupo identificou uma peculiaridade no
crescimento de M. caprae quando cultivado em meio liquido Middlebrook 7H9
enriquecido com 10% de OADC e 40 mM de piruvato de sddio (Middlebrook 7H9-
OADC-P). Aparentemente a espécie apresenta crescimento limitado quando
comparado com M. tuberculosis estirpe H37Rv e M. bovis SP38. Em particular,
enquanto M. tuberculosis e M. bovis atingem densidade o6ticas a 600 nm
(O.D.soonm) maximas de 1.8 e 1.0, respectivamente, a estirpe M. caprae
NLA000201913 (BEI Resources, ATCC) atinge uma O.D.soonm maxima de 0.4,
todos em aproximadamente 15-20 dias. Esse crescimento melhorou com a adicédo
de 0.05% de Tween 80 ao meio (Middlebrook 7H9-OADC-P com 0.05% Tween
80), passando para O.D.soonm de 2.0, 1.4 e 0.9 para M. tuberculosis, M. bovis e M.
caprae, respectivamente. O Tween 80 é um surfactante utilizado para diminuir a
formacao de grumos bacterianos em meio liquido, mas também serve como fonte
adicional de acido oleico. Este comportamento in vitro levantou hip6teses de que,
assim como €é observado em outras espécies do MTBC (OFORI-ANYINAM et al.,
2020), a evolucédo poderia ter proporcionado mutacdes que poderiam prejudicar
seu cultivo, ou alterando sua curva de crescimento quando comparado a demais
integrantes do MTBC. Portanto, com base nos achados em nosso laboratério e na
recente literatura (OFORI-ANYINAM et al., 2019) executamos a pesquisa de
particularidades metabdlicas de M. caprae por meio da gendmica comparativa

com M. tuberculosis estirpe de referéncia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a presenca de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs),
insercdes e delecbes (Indels) no genoma de Mycobacterium caprae em relacdo a
Mycobacterium tuberculosis usando gendmica comparativa e o impacto destas

mutacdes nas proteinas e no metabolismo de M. caprae.

3.2. Objetivos Especificos

i. Selecionar conjuntos de reads de todos os genomas de M. caprae
depositados em bancos de dados publicos;

ii. Identificar e quantificar mutagdes (SNPs e Indels) presentes em pelo
menos 95% dos genomas de M. caprae selecionados em relacéo a M. tuberculosis
H37Ruv.

iii. Predizer in silico se essas mutacdes tém efeito deletério em suas
respectivas proteinas em M. caprae, e assim inferir o efeito dessas alteracfes
proteicas no metabolismo bacteriano.

iv. Propor uma hipotese com base nos achados sobre a formulagéo de um

meio de cultura especifico para M. caprae.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Conjuntos de dados gendmicos

Foram selecionadas todos os 78 conjuntos de reads de Mycobacterium
caprae depositadas no Sequence Read Archive (SRA-NCBI) até dezembro de
2019 (Anexo Il). Esses genomas foram sequenciados por outros grupos de
pesquisa (BROECKL etal., 2017; MALM et al., 2017; PRICE-CARTER et al., 2018;
YOSHIDA et al., 2018) e sdo disponiveis publicamente. O genoma M. caprae
MCNLAO000201913 também foi incluido, sendo que a estirpe foi obtida do BEI
Resources (American Type Culture Collection, ATCC, EUA) e sequenciada pelo
nosso grupo de pesquisa (dados nao publicados). Esses conjuntos de reads foram
todos sequenciados em plataforma lllumina. O genoma completo de M.
tuberculosis H37Rv (NC_000962.3) foi também selecionado.

4.2. Controle de qualidade dos conjuntos de reads

Arquivos referentes as reads foram recuperados do European Nucleotide
Archive (ENA NUCLEOTIDE) (AMID et al., 2019), e trimadas usando o software
Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) utilizando parametros de sliding
window 5:20 e remocdo de adaptadores. Genomas foram incluidos se eles
obedeciam aos critérios de cobertura = 15x; sequenciamento paired-end;
comprimento de leitura mediana de pelo menos 70 bp; auséncia de sequéncias
de baixa qualidade e GC anémalo; e mapeamento de cobertura contra 0 genoma
referéncia (Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv) maior que 95%, usando
Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (LI; DURBIN, 2010). Dos 78 genomas, 72
(92.31%) passaram nesses parametros de qualidade. Os seis genomas excluidos
tiveram os seguintes problemas: 2 eram sequenciamento single reads, 3 tiveram
mapeamento contra o M. tuberculosis H37Rv menor que 95% e um obteve
cobertura de 10,69X ap0s trimada. Todos os genomas foram também confirmados
como sendo de M. caprae utilizando algoritmo customizado previamente descrito
(ZIMPEL et al., 2020) para identificacdo dos seguintes padrdes de RDs: presenca
de RD12 e RD13 (HUARD et al., 2003), cuja as coordenadas no genoma de M.
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tuberculosis H37Rv sdo: 3.485.555 — 3.485.958 e 1.404.563 - 1.405.018,
respectivamente (HUARD et al., 2003). O SNP no gene oxyR (G295A),
caracteristico de M. caprae (ARANAZ et al., 1999b), foi também identificado nos

arquivos vcf anotados, obtidos como descrito abaixo.

4.3. Mapeamento e deteccao de variantes de M. caprae

Ap0s tratamento, reads foram mapeadas contra o0 genoma de referéncia de
M. tuberculosis H37Rv com BWA-MEM (LI; DURBIN, 2010) utilizando parametros
padrdes. Leituras duplicadas foram removidas com Picard v2.18.23. A chamada
de SNPs e indels foi realizada por Samtools v1.9 mpileup (LI, 2011), e VarScan
v2.4.3 mpileup2cns (KOBOLDT et al., 2012), usando parametros de qualidade
minima de base e mapeamento de 20, profundidade de leitura de 7 e strand bias
(viés de fita). Arquivos foram anotados usando snpEff (CINGOLANI et al., 2012)
baseando-se no genoma de referéncia de M. tuberculosis. SNPs e indels
localizados em PE/PPE, transposase, integrasse, maturase, fago e genes
repetitivos da familia 12E12 foram removidos utilizando linguagem de

programacao awk, conforme previamente descrito (ZIMPEL et al., 2020).

4.4. Variantes core

Com o intuito de identificar quais variantes estdo presentes na maioria dos
genomas de M. caprae (core SNPs/Indels), um algoritmo customizado na
linguagem Python foi utilizado para detectar variantes presentes em mais de 95%
das estirpes de M. caprae analisadas. Brevemente, foi criado um banco de dados
nao redundantes de SNPs nao-sinbnimos e Indels presentes nas 72 estirpes
analisadas. Apés isso, cada variante do banco de dados foi buscada em cada um
dos 72 genomas, contando cada variante em cada genoma em porcentagem e
em quantos desses genomas a Vvariante estava presente, anotando sua
porcentagem de acordo com o numero de genomas. O soft-core de 95% foi
selecionado para nossas analises de predicao funcional proteica com finalidade
de impedir a falha na identificacado de alguma variante por problemas de cobertura,

sequenciamento ou falhas na chamada de SNPs/indels.
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4.4. Classificagdo em COG dos CDS carreando mutagdes em M. caprae

Os CDS (coding DNA sequence) contendo os SNPs n&o-sindnimos e Indels
presentes em pelo menos 95% das estirpes de M. caprae foram classificados
funcionalmente em COGs (clusters of orthologous groups) utilizando eggNOG
(HUERTA-CEPAS et al., 2015, 2017, 2018) com parametros padrdes. Para CDS
nao classificados com eggNOG, Mycobrowser database (KAPOPOULOU; LEW,
COLE, 2011) foi utilizado.

4.5. Predicdo de mutacOes deletérias em proteinas de M. caprae

As previsdes dos efeitos das substituicdes de aminoacidos nas proteinas
foram realizadas pela ferramenta PROVEAN protein (CHOI et al., 2012b, 2012a;
CHOI; CHAN, 2015) conforme reportado previamente (OFORI-ANYINAM et al.,
2019). Foram considerados potencialmente deletérios proteinas que

apresentaram um ou mais SNP’s onde as substituicdes obtiveram score < - 2,5.

4.6. Predicdes metabdlicas em M. caprae

Mapas de vias metabdlicas de M. tuberculosis H37Rv disponiveis na
Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) (KANEHISA; GOTO, 2000)
foram utilizados como base para predicdo dos efeitos metabdlicos das proteinas
com mutacdes deletérias preditas pelo PROVEAN protein. Quando necessario,
alinhamento entre sequéncias de Mycobacterium caprae e Mycobacterium
tuberculosis estirpe H37Rv foram realizadas utilizando Uniprot database
(PUNDIR; MARTIN; O’'DONOVAN, 2017).

4.7. Disponibilizagdo de codigos

Todos os scripts utilizados neste estudo encontram-se disponiveis nos
enderecos: https://github.com/LaPAM-USP/Romano-2020 (script de detecgéo de
RDs e variantes core) e https://github.com/LaPAM-USP/Zimpel-2019
(mapeamento e variant calling) (ZIMPEL et al., 2020).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Variantes core de estirpes de Mycobacterium caprae

Foram detectadas 1.577 variagbes presentes em pelo menos 95% dos
genomas de M. caprae em comparacao ao M. tuberculosis estirpe H37Rv. Dentre
estas variagles, observam-se 175 variagcdes em regides intergénicas (163 SNPs
e 12 indels) e 1.402 variacdes em regides codificantes (1,366 SNPs e 36 indels).
Excluindo mutacdes sinbnimas (n=513) e outras mutacdes em regides nao
codificantes, como pseudogenes e lincRNA (n=8), observamos o total de 881
variantes (Anexo Illl); 845 SNPs nao sindnimos e 36 indels em regifes
codificantes). Todos os 36 indels em CDS reportados sao anotados, pelo snpEff,

como causando frameshift (Anexo V).

As 881 variacOes estao presentes em um total de 731 proteinas, sendo que
15 proteinas apresentam mais de uma variacdo (e.g. mais de um SNP; SNP e
frameshift e etc.). Um total de 410 (56.08%) dessas 731 proteinas ndo puderam
ser classificadas em COGs pelo EggNOG, por serem proteinas hipotéticas de
funcdo desconhecida (Tabela 2). As 321 proteinas restantes foram entédo
classificadas em 13 classes funcionais de COG, possuindo ou ndo mais de uma
classificacdo (Tabela 2). Semelhante ao ja observado na literatura sobre
mutacdes em membros do MTBC (ZIMPEL et al., 2017a; SILVA-PEREIRA et al.,
2019), as classes |, Q, E, S concentram a maioria das proteinas com mutacfes
(Tabela 2), uma vez que os metabolismos de lipideos, metabdlitos secundarios e
aminoacidos sao vias metabdlicas importantes para persisténcia e viruléncia do
MTBC (QUEIROZ; RILEY, 2017).
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Tabela 2. Tabela esquematica apresentando as vias com maior quantidade
e proteinas mutadas e sua (s) respectiva (s) classe (s) e COGs.

COGs

(] B I Owm m

<X

O -

V
U
Total S/

Classificacao
Total

Definicao

Transporte e metabolismo de
lipideos
Biossintese, transporte e
catabolismo de metabdlitos
secundarios
Transporte e metabolismo de
aminoacidos
Funcao desconhecida
Producéo e conversao de energia
Replicacéo, recombinacao e reparo
Transporte e metabolismo de
coenzimas
Transporte e metabolismo de ions
inorganicos
Transporte e metabolismo de
nucleotideos
Transporte e metabolismo de
carboidratos
Traducéo, estrutura ribossémica e
biogénese
Transcricao
Parede celular / membrana /
biogénese de envelopes
Mecanismos de transducao de sinal
Modificacdo pos-traducao,
renovacao de proteinas e
chaperonas
Controle do ciclo celular, divisédo
celular, particionamento
cromossOmico
Mecanismos de defesa
Tréfico intracelular, secrecéo e
transporte vesicular
Proteinas hipotéticas

N° Proteinas
mutadas do total
38

37

28
28
26
23
23
21
19
18
18

18
17

16
9

5
4

410

731

% Proteinas
mutadas do total
5,19%

5,06%

3,83%
3,83%
3,55%
3,14%
3,14%
2,87%
2,59%
2,46%
2,46%

2,46%
2,32%

2,18%
1,23%
0,68%
0,68%
0,54%
56,08%

100%

Legenda: Tabela apresentando a quantidade de proteinas mutadas em cada

classificacdo COG diferente. Valores sdo redundantes devido a participacdo de uma
mesma proteina em mais de uma via.
Fonte: Autoria propria.
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5.2. Avaliacdo do impacto das mutacdes nas proteinas de M. caprae
utilizando PROVEAN

Em seguida nos utilizamos o software PROVEAN para predizer se 822 dos
845 SNPs nao-sinbnimos causam efeitos deletérios nas respectivas proteinas. Os
23 SNPs restantes (Tabela 3) levaram a perda de perda de c6don iniciador (n=4),
perda de cédon terminador (n=8), ao aparecimento de um cédon de parada
(n=11), ou estéo presentes simultaneamente em proteinas com frameshift (n=13).
Nestes casos, e nos casos de genes com frameshifts (n=36), todas as respectivas
proteinas foram consideradas como deletérias. Assim, dentre as 731 proteinas
mutadas descritas acima, 203 (27.77%) apresentaram mutacfes possivelmente
deletérias para a mesma. Isso inclui 180 proteinas com SNPs n&o-sindnimos
deletérios e 36 com frameshifts, sendo que 13 proteinas possuem tanto SNPs

nao-sinbnimos deletérios quanto frameshifts.

A classificacdo em COG das 203 proteinas com lesdes deletérias indica que
a classe S, proteinas com funcéo desconhecida, constitui o0 maior percentual das
proteinas (37,36%), seguida da classe funcional de biossintese, transporte e
catabolismo de metabdlitos secundérios (8,42%) e transporte e metabolismo de
lipideos (8,42%) (Tabela 4). Dentre as proteinas classificadas como funcéo
desconhecida (classe S) destacam-se alguns reguladores transcricionais e
proteinas homologas de sistema toxina-antitoxina vapC e sistema de secrecao do
tipo VII ESX, que podem ser responsaveis por variacdes em viruléncia deste
micro-organismo. Por outro lado, variacbes em classes associadas ao
metabolismo de M. caprae trazem uma nova perspectiva em relacao a capacidade
desse micro-organismo em replicar e persistir in vitro e in vivo que seréo discutidas
a seguir, uma vez que o metabolismo de lipideos, por exemplo, é amplamente
conhecido por sua extrema relevancia em micobactérias (WHEELER;
RATLEDGE, 1994), assim como o transporte e metabolismo de carboidratos,
considerado o principal e mais importante em diversas espécies, onde

observamos a presenca de proteinas deletérias (RHEE et al., 2011).
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Tabela 3. Tabela esquematica apresentando classificacdo de genes onde a
presenca de SNPs levou a um truncamento e um cédon de parada precoce, ou a
uma extensao de cauda de aminoacidos de tamanho desconhecido, ou perda de
codon de iniciagéo.

Gene ID Definicao Caracteristica da mutacao Alteracdo em
aminoécidos
Rv0197 Possivel oxiredutase Cddon de parada prematuro Tyr749*
Rv0257 Proteina hipotética conservada Cddon de parada prematuro Arg23*
Rv0325 Proteina hipotética Extensao na por¢cado C-terminal  Ter75GInext*?
de tamanho desconhecido
Rv0586  Provavel proteina reguladora da Perda de cdédon de Iniciacao Metl1?
transcricao (Mce2R)
Rv0621 Possivel proteina de membrana  Extens&o na porgdo C-terminal  Ter355Trpext*?
de tamanho desconhecido
Rv0836¢c Proteina hipotética Extensao na porgcédo C-terminal Ter218Trpext*?
de tamanho desconhecido
Rv0930 Provavel transportador ABC de Codon de parada prematuro Arg305*
membrana integral de transporte
de fosfato (PstAl)
Rv1005c Provavel para-aminobenzoato Perda de cédon de Iniciacao Leul?
sintase componente | (PABD)
Rv1180 Provavel beta-cetoacil sintase Extensao na porgcédo C-terminal Ter489Tyrext*?
(Pks3) de tamanho desconhecido
Rv1351 Proteina hipotética Cdodon de parada prematuro Leu78*
Rv1498A Proteina conservada Perda de cédon de Iniciacao Metl?
Rv1870c  Proteina hipotética conservada Extensao na porgcédo C-terminal Ter212Leuext*?
de tamanho desconhecido
Rv2286¢c  Proteina hipotética conservada Cddon de parada prematuro GIn134*
Rv2402 Proteina conservada Cddon de parada prematuro Tyr538*
Rv2690c Provavel proteina integral de Extensado na por¢cado C-terminal Ter658Argext*?
membrana rica em alanina, valina de tamanho desconhecido
e leucina
Rv2762c  Proteina hipotética conversada Cdodon de parada prematuro GIn44*
Rv2818c Proteina hipotética Cddon de parada prematuro GIn304*
Rv2958c Possivel glicosil-transferase Codon de parada prematuro Arg376*
Rv3303c NAD (P) H quinona redutase Cddon de parada prematuro Cys472*
(LpdA)
Rv3373 Provavel enoil-CoA hidratase Extensado na porcado C-terminal Ter214Glyext*?
(EchA18) de tamanho desconhecido
Rv3402c  Proteina hipotética conservada Cddon de parada prematuro Tyr351*
Rv3753c Proteina conservada Perda de cédon de Iniciacao Metl1?
Rv3898c Proteina hipotética conservada Extensao na porcédo C-terminal Terl111Glnext*?

de tamanho desconhecido

Fonte: Autoria propria. Gene ID de acordo com Mycobacterium tuberculosis H37Ruv.
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Tabela 4. Tabela esquematica apresentando quantidade e porcentagem de
todas as proteinas de Mycobacterium caprae consideradas deletérias
(substituicdo de aminoacidos e frameshifts) e sua (s) respectiva (s) classificacéo

(Ges).

COGs

Q

O I <X mr o MmO w —

o<

D
U

S/ classificacao
Total

Definicao

Biossintese, transporte e catabolismo de
metabolitos secundarios
Transporte e metabolismo de lipideos
Funcgé&o desconhecida
Producéo e conversao de energia
Transporte e metabolismo de
nucleotideos
Traducéo, estrutura ribossémica e
biogénese
Replicacéo, recombinacao e reparo
Transporte e metabolismo de
aminoacidos
Transcricao
Parede celular / membrana / biogénese
de envelopes
Transporte e metabolismo de coenzimas
Transporte e metabolismo de
carboidratos
Mecanismos de transducéo de sinal
Mecanismos de defesa
Transporte e metabolismo de ions
inorganicos
Modificacdo pés-traducéo, renovacéao de
proteinas e chaperonas
Controle do ciclo celular, diviséo celular,
particionamento cromossomico
Trafico intracelular, secrecéo e transporte
vesicular
Proteinas hipotéticas
Proteinas deletérias totais

N° Deletérias

17

13
9
8
7

(o)) e} ~

g1 o

1

104
203

%
Deletérias
8,37%

6,40%
4,43%
3,94%
3,45%
3,45%

2,96%
2,96%

2,96%
2,46%

2,46%
1,97%

1,48%
1,48%
0,98%
0,98%
0,49%
0,49%

51,23%
100%

Legenda: Tabela apresentando a quantidade de mutagfes deletérias (substituicdes de
amino4cidos e frameshifts) e suas respectivas percentagens e classificacdo COG.
Valores sdo redundantes devido a participagdo de uma mesma proteina em mais de uma

via.

Fonte: Autoria propria.
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Em alguns virus, como Varicela-Zoster, foi reportado que um SNP na regiao
codificante da proteina ORFO, uma proteina de membrana, levou a uma perda de
stop codon, gerando uma extensdo de aminoacidos. Este fenbmeno, por sua vez
é associado a atenuacdo do virus (PETERS et al., 2012). E proposto que caso a
cauda de aminoacidos na regido C-terminal for conservada em outras espécies, a
sua alteracdo ou exclusdo podem levar a um efeito deletério na funcao proteica
(CINGOLANI et al., 2012). Considerando os achados, € impossivel dizer se o
efeito de extensdes e stop codons prematuros podem ser prejudiciais ou benéficos
para M. caprae apenas por suas presenc¢as ou auséncias em determinado gene,
sendo imprescindivel o estudo individual de cada proteina mutada e sua regiéao C-
terminal deletada ou estendida. Por outro lado, em micobactérias, mais
precisamente em M. tuberculosis, é reportado que diferentes SNPs em diferentes
posices do gene pncA, por exemplo, levaram a um stop cédon prematuro e essa
mutagdo esta extensamente associada com a resisténcia a Pirazinamida (PZA)
(SREEVATSAN et al., 1997; LEE; LEE; JUNG, 2001; ZHANG et al., 2015). Por
serem bactérias clonais e evoluirem quase que exclusivamente por SNPs e indels,
a perda de genes por meio da introducdo de frameshifts e mutacbes do tipo
nonsense ocorre com frequéncia e contribuem para o remodelamento génico
dessas bactérias ao longo da evolugcéo (BOLOTIN; HERSHBERG, 2015).

5.2. Principais mutac¢des deletérias em proteinas do metabolismo central de

carbono em Mycobacterium caprae

Usando como referéncia enzimas descritas como parte do metabolismo
central de carbono em M. tuberculosis, a tabela 5 mostra as proteinas encontradas
possuindo mutacdes deletérias em M. caprae, enquanto a figura 3 mostra a
posicéo de cada uma das enzimas afetadas no metabolismo central de carbono
de M. caprae. Nossas andlises confirmaram a presenca do SNP deletério
resultando em um acido aspartico (Asp) no lugar de um acido glutamico (Glu) na
posicao 220 no gene da piruvato quinase (pykA) ja reportado em estirpes de M.
bovis (KEATING et al., 2005), corroborando o sucesso da nossa abordagem em

detectar proteinas com mutacdes deletérias. E descrito que essa mutacgéo impede
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a atividade desta enzima em M. bovis (KEATING et al., 2005; CHAVADI et al.,
2009; NOY et al.,, 2016). Também é reportado que a inatividade da piruvato
quinase, em mutantes de M. tuberculosis ApykA, resulta na inibicdo alostérica da
enzima isocitrato desidrogenase (idh) no TCA pelo fosfoenolpiruvato, devido ao
acumulo de fosfoenolpiruvato, uma vez cultivado em meio com glicose e/ou acidos
graxos (NOY et al., 2016; EHRT; SCHNAPPINGER; RHEE, 2018). Mutantes de
M. tuberculosis ApykA possuem crescimento atenuado ao utilizar glicose e acidos
graxos de cadeia impar ou par como fontes de carbono, mas também ao utilizar
somente acidos graxos como fonte de carbono. A delecdo da pykA levou ao
acumulo de fosfenolpiruvato, mas também de citrato e aconitrato, demonstrando
a inibicdo da isocitrato desidrogenase. Esse bloqueio s6 foi contornado com a
adicdo do glutamato, que é precursor de alfa-cetoglutarato (NOY et al., 2016).
Desta forma, a mutacdo em pykA é o motivo pelo qual piruvato de sédio é
adicionado ao meio Middlebrook 7H9-OADC para o crescimento de M. bovis e

outras micobactérias animais.

Tabela 5. Principais mutacdes encontradas em proteinas associadas ao
metabolismo central de carbono em Mycobacterium caprae em relacédo a
Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv e seus scores dados pelo programa
PROVEAN protein.

Gene ID Proteina afetada Mutacao PROVEAN Efeito da
score mutacao
Rv1617 Piruvato quinase Glu220Asp -2,982 Deletéria
(PykA)
Rv0951 Succinil-CoA sintetase Val261Ala -3,979 Deletéria
(sucC)
Rv0186 Provavel beta- Pro532Arg -3,789 Deletéria
glicosidase
(bglS)
Rv1844c 6-Fosfogluconato Gly405fs Frameshift Deletéria
desidrogenase (gndl)
Rv1604 Inositol-monofosfatase Pro124Gin 3,705 Neutra
(impA) Pro251Leu -7,991 Deletéria

Fonte: Autoria propria.
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Somado a isso, nossas analises mostram a presenca de um SNP com efeito
deletério resultando em uma alanina (Ala) na posicéo 261 no lugar de uma valina
(Val) na sequéncia codificante da cadeia beta da succinil-CoA sintetase (sucC)
(Tabela 5 e Figura 3). Esta proteina € responsavel pela converséao de succinil-CoA
em succinato no TCA e a sua consequente liberacao de ATP (RHEE et al., 2011)
(Figura 2). O succinato é um substrato de funcéo dupla para a enzima seguinte
no TCA, a succinato desidrogenase, presente tanto no ciclo TCA quanto na cadeia
transportadora de elétrons, combinando o fluxo de carbono com a sintese de ATP
com uma eficiéncia maior que NADH (EOH; RHEE, 2013). E reportado que o
succinato possui papel importante para M. tuberculosis, uma vez que este micro-
organismo é capaz de modular o TCA e ativar a via do glioxalato, durante baixa
tenséo de Oz, a fim de produzir mais succinato e, com isso, sustentar o potencial
de membrana, sintetizar ATP e desempenhar anaplerose, independente da fonte
de carbono (glicose ou &cidos-graxos) (WATANABE et al., 2011; EOH; RHEE,
2013). Portanto, é provavel que a mutacdo em sucC, associada a possivel inibicao
da isocitrato desidrogenase (idh) pelo acumulo de fosfenolpiruvato, possa levar a
impactos metabdlicos importantes em M. caprae, diminuindo assim a
disponibilidade de succinato. Durante seu crescimento in vitro, a interrup¢do do
TCA ou seu funcionamento limitado, devido as mutacdes relatadas acima, podem
levar a baixos saldos de ATP e baixo poder redutor, uma vez que néo ha succinato

e, consequentemente fumarato, e a producdo de FADH:2 pode acabar diminuida.

A maneira alternativa de producdo de succinato seria pelo GABA shunt, a
partir da metabolizacdo do glutamato. Porém, a producéo de glutamato podera
também diminuir devido a inibigdo da isocitrato desidrogenase pela inatividade da
piruvato quinase, o que tem sido contornado in vitro pela adi¢cdo de glutamato ao
meio de cultura Middlebrook 7H9-OADC (NOY et al.,, 2016). Por outro lado,
durante infeccdo no hospedeiro, onde 0 micro-organismo esta sobre estresse
devido baixas concentractes de Oz, limitagbes na producgao de succinato, pela via

candnica, podem influenciar o estresse metabdlico deste micro-organismo.
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Algumas micobactérias, durante o cultivo in vitro, como M. tuberculosis
estirpe H37Rv, sdo capazes de utilizar glicerol como Unica fonte de carbono, mas
ndo M. bovis, pela mutacdo no gene pykA e consequente acumulo de
fosfenolpiruvato (KEATING et al.,, 2005). Uma outra mutacdo que pode ter
contribuido para incapacidade de M. bovis metabolizar glicerol nos estudos
prévios é uma frameshift no gene glpK, codificante da glicerol quinase, enzima
gue catalisa a forsforilagdo do glicerol (KEATING et al., 2005), que né&o foi
simultaneamente analisada. Hoje sabemos que essa mutag&do ndo é presente em
todas as estirpes de M. bovis e foi recentemente associada a um mecanismo de
variagdo de fase em estirpes de M. tuberculosis devido a presenca de uma
sequéncia homopolimérica de nucleotideos (BELLEROSE et al., 2019; SAFl et al.,
2019). Apesar da proximidade filogenética entre M. bovis e M. caprae (BRITES et
al., 2018), ndo foi encontrada qualquer mutacéo no carater de frameshift na glpk
no genoma core de M. caprae, apenas um SNP A — G, resultando na substituicéo
de uma valina (Val) para Ala na posicéo 460, o que, de acordo com PROVEAN, é
uma mutacgao de carater neutro. Desta forma, assim como observado em M. bovis,
ainda que M. caprae alcancasse um crescimento sutil em caldo Middlebrook 7H9-
OADC com glicerol, a mutagdo na piruvato quinase levaria a um acumulo de
fosfoenolpiruvato e inibicdo da isocitrato desidrogenase, resultando em déficit de

carreadores de elétrons e ATP naturalmente formados no TCA e ATP sintase.
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Figura 3. Representacao ilustrativa do metabolismo central de carbono e
proteinas carreando mutacdes deletérias envolvidas no processo em
Mycobacterium caprae.

o Via Glicolitica

Inositol-monofosfatase

(impA) Glicose » Ciclo do Glioxalato
. » Metabolismo de Lipideos
Inositol * » Ciclo do Acido Tricarboxilico
. » Sintese do Inositol
6-Fosfoglucolactona Glicose-6-fosfato & Via das Pentoses Fosfato
Via das Pentoses * o Ciclo do Metilmalonil
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(fase nao-oxidativa) *

Frutose-6-bisfosfato

\
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6-Fosfogluconato

6-Fosfogluconato
desidrogenase
(gnd1)
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Legenda: Metabolismo central de carbono em Mycobacterium caprae e suas respectivas
mutacdes (destacadas com um “X” em vermelho) encontradas em gendmica comparativa
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utilizando Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv como referéncia. O metabolismo
central de carbono € composto pela via glicolitica (flechas em rosa), TCA (flechas em
verde), Ciclo de glioxalato (flechas em laranja), via das pentoses fosfato (flechas em azul
marinho), ciclo do metilcitrato (flechas em azul claro), ciclo do metilmalonil (flechas em
roxo) e suas integracdes com a beta oxidacéo de acidos graxos (em amarelo mostarda).
Outras fontes de carbono estédo representadas em flechas na cor preta. A inibicdo da
enzima isocitrato desidrogenase (idh), resultante do acumulo de fosfoenolpiruvato é
representada em flecha vermelha.

Fonte: Autoria propria.

Dentre nossos resultados, o gene bglS e impA apresentaram SNPs com
efeitos deletérios. O gene bglS é provavelmente responsavel por codificar uma
beta-glicosidase responsavel pela conversdo de Celobiose, Beta-glicosideo e
Celodextrina em glicose e considerado um alvo em potencial para drogas
antimicrobianas (ANISHETTY; PULIMI; PENNATHUR, 2005). Esse gene ja foi
visto superexpresso durante a exposicao a diferentes antimicrobianos, sinalizando
sua possivel participacdo no metabolismo dessas moléculas (WADDELL et al.,
2004). Por outro lado, o gene impA, é codificante de uma provavel inositol-
monofosfatase, envolvida no metabolismo de inositol fosfato. Estudos mostram
gue impA seria responsavel pela sintese de inositol a partir de glicose-6-fosfato.
Por sua vez, o inositol é importante para a ancoragem de lipoarabinomanana
(LAM), lipomanana (LM) e manosideos de fosfatidilinositol (PIMs) na superficie do
envelope celular e € um componente importante de um micotiol (1-D-mio-inositil-
2 [N-acetil-L-cisteinil] amido-2-desoxi-alfa-D-glucopiranosideo). Porém, existem
outros trés homologos do gene impA no genoma de M. tuberculosis e, desta
forma, a redundancia pode significar que a producéo de inositol ndo seria afetada
pela inatividade de ImpA. E importante ressaltar que é reportado que M.
smegmatis incapaz de produzir micotiol é altamente sensivel a espécies reativas
de oxigénio e apresenta dificuldades no crescimento, sendo a sintese de inositol
um provavel alvo terapéutico (MOVAHEDZADEH et al., 2010).

Identificamos ainda um importante frameshift com provavel efeito deletério
no gene gndl. Este gene codifica uma 6-fosfogluconato desidrogenase, uma
proteina da via das pentoses fosfato (PPP) que é responsavel pela converséo de

6-fosfogluconato em ribulose-5-fosfato com a liberacdo de um carreador de
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elétron (RHEE et al., 2011). Porém, existem duas isoformas dessa enzima,
codificadas pelos genes gndl e gnd2. Em Saccharomyces cerevisae, apesar de
da enzima Gnd1 corresponder por 80% da atividade enzimatica em questéo, a
Gnd2 também exerce o mesmo papel (HE et al., 2007). Assim, é possivel que o
gene gnd2 assuma a conversdo de 6-fosfogluconato em ribulose-5-fosfato na
auséncia de um gndl funcional. Interessantemente, esse gene é também
considerado um pseudogene em estirpes de M. bovis, justamente devido a esse
frameshift (dados ndo publicados). Os efeitos da possivel perda de impA e gndl
devem explorados experimentalmente em relacdo ao estresse oxidativo, como
mencionado acima para impA, e, uma vez que gndl € um importante gerador de
NADPH, contribuindo para geracdo dos antioxidantes tioredoxina e glutationa e

protegendo a célula contra estresse oxidativo.

Em geral a via PPP é primordial e amplamente conservada em seres-vivos,
importante por promover a homeostase do carbono, fornecendo precursores para
a biossintese de aminoacidos e nucleotideos, além de moléculas que combatem
0 estresse oxidativo e, como ja mencionado, moléculas redutoras (STINCONE et
al., 2015). De maneira sucinta, a PPP é requerida durante o estresse oxidativo,
onde a via glicolitica é inibida pela inatividade das enzimas piruvato quinase e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, enquanto a PPP continua ativa. A inibicdo
da via glicolitica favorece a demanda de intermediarios para a via das pentoses
fosfato (STINCONE et al.,, 2015). Curiosamente, além de o gene pykA
desempenhar papel importante na regulacdo da PPP durante a hipdxia em M.
tuberculosis (ZHONG et al., 2019), a literatura também reporta diferenca de
expressdo de gndl em diferentes linhagens e isolados M. tuberculosis in vitro,
levantando a hipotese de que a via das pentoses fosfato, mais necessariamente
a conversao de 6-gluconato em ribulose-5-fosfato, possui papel importante na
obtencdo de carreadores de elétrons nestas estirpe (MEHAFFY et al.,, 2010;
YIMER et al.,, 2017). O ramo oxidativo da via PPP desempenha um papel
primordial no fornecimento de agentes redutores, além de desempenhar papel
importante durante estresse oxidativo e hipéxia. Associado a mutacdo deletéria

na enzima piruvato quinase, importante reguladora da via PPP, podemos
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hipotetizar que M. caprae seja ligeiramente mais susceptivel ao estresse oxidativo
do que M. tuberculosis devido as mutacdes deletérias em gndl e impA, além de
apresentar menos carreadores de elétrons, imprescindiveis para a sintese de ATP
atraves da fosforilagéo oxidativa.

5.3. Principais muta¢cdes no metabolismo de lipideos em Mycobacterium

caprae

Nossos resultados indicam uma maior percentagem de proteinas com
mutacdes deletérias na classe funcional de metabolismo de lipideos (Tabela 6).
Micobactérias possuem, como caracteristica morfolégica principal, um envelope
rico em lipideos (LEE; BRENNAN; BESRA, 1996). Por esse motivo, presume-se
uma porcentagem significante de genes associados a biossintese e/ou
degradacdo de lipideos. Essas atividades tem papel importante no curso da
doenca, sendo reportado que, durante a infeccdo em camundongos, os lipideos
s&o a Unica fonte de carbono para o bacilo (MUNOZ-ELIAS; MCKINNEY, 2005;
QUEIROZ; RILEY, 2017). Assim, no genoma de Mycobacterium tuberculosis
estirpe H37Rv ja foram anotados mais de 30 genes que codificam proteinas
formadoras de Adenilato (fadD), sendo que alguns desses genes foram
encontradas carreando mutacdes deletérias em M. caprae (Tabela 5). Ainda que
a funcdo da maioria destas proteinas seja desconhecida, varias delas estao
envolvidas na sintese de lipideos essenciais para sobrevivéncia e viruléncia,
incluindo a sintese de acido micélico (DUNPHY et al., 2010; CASABON et al.,
2013a; LIU et al., 2013).
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Tabela 6. Principais muta¢cdes encontradas em proteinas associadas ao

metabolismo e transporte de lipideos em Mycobacterium caprae em relacéo a
Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv e seus scores dados pelo programa
PROVEAN protein.

Gene ID

Rv0972c

Rv0973c

Rv3280

Rv1550

Rv2187

Rv0166

Rv0860

Rv2590

Rv2724c

Rv3561

Rv0206¢

Rv3234c

Proteina afetada

Acil-CoA desidrogenase
(fadE12)
Propionil-CoA carboxilase
sub. alfa
(accA2)
Propionil-CoA carboxilase
sub. beta
(accDb)

Provavel Acido-graxo-CoA
ligase (fadD11)
Acido-graxo-CoA ligase de
cadeia longa
(fadD15)
Acido-graxo-CoA ligase
(fadD5)

Provavel proteina de
oxidacao de 4cidos graxos
(fadB)

Provavel Acido-graxo-CoA
ligase (fadD9)
Acil-CoA desidrogenase
(fadE20)
HIP-CoA ligase
(fadD3)

Proteina de transporte
transmembrana (mmpL3)
Triacilglicerol sintetase

(tgs3)

Fonte: Autoria propria.

Mutacao
GIn236His

lle220Phe

Val448Ala

Leu286Ser

Leu91fs
Thr100lle
Gly379Glu

Vall23Ala
Serl192Ala

Ala701Thr
Phe309Tyr
le127Thr
Thr404Asn
Phe384lle

Asp466Glu
Ser267fs

PROVEAN
score

-4,618

-3,821

-3,354

-3,718

Frameshift
-5.163
-1.029

2.341
-2.951

-3,557
-2,645
-4,461
-4,935
-4,785

-1,288
Frameshift

Efeito da mutacéo

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria
Deletéria
Neutra

Neutra
Deletéria

Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria

Neutra
Deletéria

Curiosamente, o gene fadD5, reportado carreando uma mutacao deletéria

em M. caprae, pertence ao operon mcel (CAMACHO et al., 1999), um possivel

transportador de moléculas hidrofébicas que foi recentemente associado com a

reciclagem de acidos micdlicos da parede celular (FORRELLAD et al., 2014;

QUEIROZ et al., 2015).

Dunphy et al, (2010) também mostraram que fadD5
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parece ter importancia in vitro e in vivo, uma vez que o mutante M. tuberculosis
AfadD5, ainda que viavel, cresce lentamente em meio minimo, contendo acido
micdlico e nenhum acido-graxo de cadeia longa, quando comparado a M.
tuberculosis selvagem. Além disso, o grupo de camundongos infectados com este
mutante teve menor taxa de mortalidade e houve uma prolongagcao do estado
latente da infeccdo. Todos estes dados levantam a hip6tese de que fadD5 é
indispensavel para a fase latente de infec¢cdo, sendo proposto desempenhar a
“reciclagem” de acidos micélicos de bacilos que morrem durante o processo de
infeccdo, enquanto fadD15 (sintetase de acidos graxos), que possui um frameshift
em M. caprae, e outras sete sintetases de acidos graxos promovem a elongacéao
de acido graxo, ao adicionar acil-CoA a cadeia de acido graxo (BESPYATYKH et
al., 2016). Esse achado pode explicar o fenétipo diferenciado de M. caprae em
relacdo a M. tuberculosis, ja que, junto com sua capacidade de alta persisténcia
no hospedeiro, € evolutivamente vantajoso para a espécie manter-se no
hospedeiro sem ser detectado pelo sistema imunoldgico. Por outro lado, durante
cultivo in vitro, essa mutacdo em fadD5 pode trazer implicagbes quando o micro-
organismo atinge fase estacionaria, prejudicando a reciclagem de acidos

micélicos da parede celular como fonte de energia.

Outras mutacdes interessantes estdo nos genes fadEl2, fadD11, fadD9,
fadE12, fadE20 e fadB. Embora o conhecimento sobre estas proteinas seja
limitado, Mycobrowser consegue predizer, via comparacdo de sequéncia de
aminoacidos (blast), que sé@o envolvidas na degradacdo de lipideos devido sua
alta similaridade com acil-CoA desidrogenase de outras espécies bacterianas. E
possivel que desempenhem importante fungcéo no metabolismo de lipideos in vivo,
Visto que estes genes parecem nao serem indispensaveis para crescimento de M.
tuberculosis in vitro (SASSETTI; RUBIN, 2003; DEJESUS et al.,, 2017). Com
excecao de fadE20, que nao foi possivel predizer (DE SOUZA et al., 2011), séo
encontradas majoritariamente na membrana celular (GU et al., 2003;
MAWUENYEGA et al., 2005). Além destas, encontramos um frameshift no gene
tgs3. Este gene codifica uma subunidade da possivel triacilglicerol sintase em M.

tuberculosis, responsavel por incorporar acetil-CoA em 1,2-diacil-sn-glicerol, que
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apesar de parecer ser dispensavel para o crescimento in vitro (GRIFFIN et al.,
2011), como as proteinas citadas acima, é descrita expressa no periodo inicial de
infeccdo em cobaias (KRUH et al., 2010). E reportado também, que M.
tuberculosis, em condi¢des hiperglicémicas, possuem crescimento favorecido em
células THP-1 hospedeiras pela superexpressao de tgs3 e sua participacdo no
metabolismo lipidico sob estresse (KUNDU et al., 2019). Esses dados sugerem
gue essas proteinas desempenham papel importante para micobactérias durante
a infeccdo e, apresentando mutacdes deletérias, M. caprae pode ndo usar a
expressdo destas como visto em M. tuberculosis, mudando o fenétipo do quadro

infeccioso entre ambas espécies.

Outra mutacéo envolvendo fadD que nos chamou a atencéo foi a mutacao
no gene fadD3. FadD3 é uma das quatro acil-CoA sintetases potencialmente
envolvidas no catabolismo do colesterol. Mais especificamente, este gene é
responsavel por codificar a enzima HIP-CoA sintetase, responsavel pelo
catabolismo dos anéis C/D do colesterol (CASABON et al., 2013b). Sua
inatividade poderia impossibilitar a converséo de HIP em HIP-CoA, assim como ja
observado em estudos utilizando mutantes de fadD3 de M. tuberculosis
(CASABON et al., 2013a). Apesar do metabolismo HIP ser pouco caracterizado,
sabemos gque essa conversao permite que HIP-CoA, produto da acédo da HIP-CoA
sintetase, alivie de maneira Unica a associagao do repressor kstR2 ao fragmento
genético responsavel por codificar diversos genes envolvidos no catabolismo e
degradacdo do colesterol, possibilitando as atividades metabdlicas a partir do
colesterol hospedeiro pela expressao destes genes (CROWE et al., 2015), um
fator crucial para M. tuberculosis durante a infeccdo da célula hospedeira
(CROWE et al., 2017). Junto a dados obtidos das mutac¢des citadas acima, nossa
hipbétese de que seu metabolismo de lipideos diferenciado €, também,
responsavel por sua atenuacdo quando comparado a M. tuberculosis, uma vez
que M. caprae seria incapaz de promover a expressao destes genes associados
ao catabolismo de colesterol a seu favor. Essa deficiéncia, porém, ndo seria
importante durante crescimento in vitro, uma vez que colesterol ndo é adicionado

ao meio Middlebrook 7H9-OADC. Porém, pode ter efeito no meio comumente
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usado em diagnéstico, Stonebrink e Lowestein Jensen, uma vez que 0S mesmos

sdo a base de ovos.

Foi possivel, também, encontrar mutacdes no gene mmpl3. Apesar de M.
tuberculosis possuir mais de 10 proteinas da familia mmpL e essas estarem
associadas com o transporte de lipideos e influenciarem na viruléncia e replicacao
de micobactérias (DOMENECH; REED; BARRY, 2005), mmpL3 parece ser
essencial para o transporte de acidos micélicos em M. tuberculosis
(BELARDINELLI et al., 2016). O transportador integral de membrana codificado
por mmpL3 (XIONG et al., 2005), devido sua alta relevancia para a micobactéria,
€ estudado como alvo de terapia antimicrobianas, sendo reportado que sua
necessidade para a replicacao in vitro e in vivo, em camundongos, durante a fase
aguda e crbnica da doenca pode ser interrompida por inibidores do transportador
mmpL3 (Ll et al., 2014; BELARDINELLI et al., 2016; ZHENG et al., 2018). A partir
da caracterizacdo deste transportador, é possivel que, apesar da presenca de
uma mutacdo deletéria no gene mmpL3, M. caprae ndo sofra alteracbes
estruturais tdo importantes a ponto de ndo possuir um transportador funcional,
visto a importancia deste transportador. Ou seja, é possivel que a mutacéo leve a
alteracbes minimas, que ndo impecam o transportador de desempenhar sua

funcdo em M. caprae.

Nossos resultados ainda mostraram SNPs com efeitos deletérios em outros
genes importantes relacionados ao metabolismo de lipideos em M. caprae: accA2
e accD5. Esses codificam subunidades alfa e beta da enzima propionil-CoA
carboxilase, respectivamente. Essa enzima € responsavel por encaminhar o
propionil-CoA, proveniente da beta-oxidacéo de acidos-graxos de cadeia impar e
do catabolismo de isoleucina, valina, metionina e treonina, para sua
metabolizacdo pelo ciclo do metilmalonil (Figura 2 e 3). A partir do ciclo de
metilcitrato e metilmalonil, assim como o ciclo de glioxalato, é possivel formar
intermediarios do TCA, como citrato, malato e succinato, mostrando a
necessidade destes para o TCA (MUNOZ-ELIAS et al., 2006) (Figura 2 e 3).

Curiosamente, uma possivel falha na propionil-CoA carboxilase poderia levar ao
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acumulo de propionato dentro da célula, uma vez que apenas o ciclo do
metilcitrato funcionaria para o redirecionamento da molécula. Porém, durante o
crescimento in vitro em meio Middlebrook 7H9-OADC com piruvato de sédio, o
acido graxo provido € um acido oleico, com 18 carbonos. Sua beta oxidagéo nao
resulta em propionil-coA. Propionil-coA duramente crescimento em 7H9-OADC s6
poderia ser produzido por meio do catabolismo dos aminoacidos listados acima
ou pela eventual reciclagem de acidos graxos de cadeia impar do envelope
celular. Assim, ndo acreditamos que exista um acumulo de propionil-coA durante
crescimento do M. caprae em meio Middlebrook 7H9-OADC com piruvato de

sodio.

Por outro lado, o efeito do possivel acumulo de propionil-coA durante a
infeccdo do macréfago por M. caprae ainda € desconhecido. Mesmo que o efeito
toxico do acumulo do propionil-CoA ainda seja pouco conhecido em
micobactérias, ele é reportado inibindo a acdo da enzima piruvato desidrogenase
em hepatdcitos de camundongos (BRASS, 1992) e em Rhodobacter sphaeroides
(MARUYAMA; KITAMURAL, 1985), ndo convertendo piruvato em acetil-CoA,
além de ser reportada, também, inibindo intensamente a atividade de outras
enzimas, como ATP citrato liase, succinil-CoA sintetase e todo o complexo
piruvato desidrogenase em Aspergillus nidulans. (BROCK; BUCKEL, 2004)
Acreditamos que, mesmo com a existéncia do ciclo do metilcitrato, o acumulo de
propionato gerado pela interrupcao inicial do ciclo do metilmalonil seria inevitavel
e, poderia prejudicar a replicacdo de M. caprae in vivo. Além disso, sem o
direcionamento de propionil-CoA para ciclo de metilmalonil, &€ possivel ainda que
exista uma baixa producdo de succinil-CoA e, posteriormente de succinato,
fumarato e malato. Esse fen6meno, juntamente com a mutag&o da succinil-CoA
sintetase, atuaria intensificando problemas no TCA, diminuindo o saldo de ATP
liberado pelo TCA. Por fim, o encaminhamento de propionil-coA pode resultar em
um acumulo de intermediarios do ciclo do metilcitrato, que tem sido descritos como

toxicos para micobactérias tuberculosas (LEE et al., 2018).
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Figura 4. Representacao ilustrativa da

integracdo da beta-oxidagdo de

acidos-graxos e seus produtos finais com o TCA.

» Via Glicolitica
& Metabolismo de Aminoacidos
o Ciclo do Glioxalato
o Metabolismo de Lipideos
» Ciclo do Acido Tricarboxilico
o Ciclo do Metilmalonil
» Ciclo do Metilcitrato i
Acido-graxo-
CoA ligase
(fadD5)

Triacilglicerol
sintetase
(tgs3)

Glicose

X
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Triacilglicerois

Biosintese de Colesterol
acidos-graxos
Acido-graxo-CoA HIP-CoA
Acido-graxo-CoA ligase ligase
ligase (fad15) (fadD3)
(mmpL3) V
Acidos-graxos  HIP-CoA

v

Fosfoenolpiruvato

Pivurato quinase

|

Degradacgdo de Colesterol
e Acidos-graxos

(fadE12; fadD11; fadD9;
fadE20 e fadB)

(pykA)
Piruvato
Acetil- CoA<
Oxalac/eti;) Citrato

Glutamina<3j

X

Glutamato

v

GABA ———————>Succinato

Glutamato
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Succinil-CoA
sintetase
(sucC)

a-cetoglutarato

Succinil-CoA <
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Isocitrato

Propionil-CoA —,

Propionil-CoA
carboxilase
(accA2; accD5)

Ciclo do
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Ciclo do

Metilcitrato

Percursores de lipidios
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Legenda: Representacdo ilustrativa do metabolismo e transporte de lipideos em
Mycobacterium caprae e suas respectivas mutagbes (destacadas com um “X’ em
vermelho) encontradas em gendmica comparativa utilizando Mycobacterium tuberculosis
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estirpe H37Rv como referéncia. Na representacéo a via glicolitica destaca-se flechas em
rosa), TCA (flechas em verde), Ciclo de glioxalato (flechas em laranja), ciclo do metilcitrato
(caixa em azul claro). Outras mutac¢des envolvendo sinese de triacilglicerdis, biossintese
de acidos-graxos e a reciclagem de acidos micélicos encontram-se em caixas no canto
esquerdo da imagem. O efeito da provavel interrupcdo do ciclo do Metilmalonil e
consequente acumulo de Propionil-CoA, levando a inatividade da enzima piruvato
desidrogenase e a diminuicdo do saldo de ATP gerado pelo TCA em Mycobacterium
caprae é representada por uma flecha em vermelho. Uma vez que intermediarios do ciclo
do Metilmalonil ndo séo formados, € esperado alteracdes na sintese de parede celular,
podendo alterar antigenos de parede.

Fonte: Autoria propria.

Acrescentando a analise metabdlica para fins de obter energia, a mutagao
na enzima propionil-CoA carboxilase, além de néo direcionar propionil-CoA para
o ciclo do metilmalonil, ndo haveria a formacdo dos intermediarios (S)-
metilmalonil-CoA e (R)-metilmalonil-CoA. Estes intermediarios sao importantes
para a micobactéria pois podem ser usados como tijolos para a construcao de
lipideos da parede celular de M. caprae, assim como ocorre em M. tuberculosis,
evitando a toxicidade do acumulo de propionil-CoA (COX et al.,, 1999). Essa
informacado pode nos levar a concluir que a demanda de propionil-CoA enviado
para a via de metilmalonil € grande a ponto de seus intermediarios possuirem
proposito antes de convertidos a succinil-CoA e, posteriormente succinato,
indispensavel para condi¢bes de hipdxia, fornecendo ATP e intermediarios do
TCA (WARNER, 2015), intensificando a hipétese de que a toxicidade causada
pelo acimulo de propionato possa limitar o crescimento de M. caprae, junto com
o acumulo de fosfoenolpiruvato e a consequente inibicdo da isocitrato
desidrogenase no TCA devido a inatividade da piruvato quinase. E possivel,
também, que a auséncia de intermediarios do ciclo de metilmalonil leve a
alteracbes na construcdo da parede celular, alterando antigenos de
reconhecimento de M. caprae, tornando-o menos virulento e apresentar
crescimento limitado naturalmente, tanto in vivo quanto in vitro, independente da
composicdo do meio de cultura. Por fim, a toxicidade por propionato poderia ser
exacerbada pela mutacdo deletéria encontrada em no gene gltD, codificador da

glutamato sintase, como descrito a seguir.
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5.4. Principais mutagdes no metabolismo de aminoacidos e de nitrogénio em

Mycobacterium caprae

A aquisicdo e o0 metabolismo de aminoacidos sdo importantes para a
patogénese de micobactérias tuberculosas. Além de usar lipideos do hospedeiro
para sintetizar compostos importantes para seu metabolismo, é creditado que M.
tuberculosis obtém a maior parte de seus aminoacidos nao pela sintese de novo,
mas pela obtencdo através do hospedeiro (BORAH et al., 2019), sendo
interessante que a célula obtenha a maioria dos seus compostos nitrogenados,
como aminoacidos através de outros compostos como hidréxido de aménio (NH3)
(WHEELER; RATLEDGE, 1994), ou acido glutamico e sulfato de aménio, no caso
do meio Middlebrook 7H9-OADC (DUBOS; MIDDLEBROOK, 1947; AGAPOVA et
al., 2019). Nossos resultados de gendmica comparativa envolvendo metabolismo
de aminoacidos e nitrogénio indicam as a existéncia de muta¢des importantes em

nove genes (Tabela 7).
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Tabela 7. Principais muta¢cdes encontradas em proteinas associadas ao
metabolismo e transporte de lipideos em Mycobacterium caprae em relacéo a
Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv e seus scores dados pelo programa
PROVEAN protein.

Gene ID

Rv1605

Rv1077

Rv2124c

Rv3858c

Rv1161

Rv1736

Rv0070c

Rv2495c

Rv2780

Proteina afetada

Imidazol glicerol-fosfato
sintase
(hisF)
Cistationa beta sintase
(cbs)
Metionina sintase
(metH)
Glutamato sintase
(gitD)
Nitrato redutase
(narG)
Nitrato redutase
(narX)

Serina hidroximetiltransferase
(9lyA2)
Cetoacido desidrogenase E2
(bkdC)
Alanina desidrogenase
(ald)

Fonte: Autoria propria.

Mutacao

Prol21Leu

Pro444Ser

lle752Val
Aspl080Tyr
Arg423His

Asp821Gly

Asp77Gly
Asp53His
GIn150fs

Glu265Gly

Arg208Trp
Thr107Ala
GIn89fs

PROVEAN

score
-9,955

-5,475

-0,985
-7,118
-4852

-4,686

6,533
-6,286
Frameshift
-3,479

-0,198
-4.203
Frameshift

Efeito da
mutacao
Deletéria

Deletéria

Neutra
Deletéria
Deletéria

Deletéria

Neutra
Deletéria
Deletéria
Deletéria

Neutra
Deletéria
Deletéria

Um SNP no gene bkdC (também chamado de PdhC), que foi originalmente

anotado como subunidade E2 do complexo piruvato desidrogenase (PHD) (RHEE

etal., 2011), mas recentemente estabelecido como um componente do complexo

de alfa-cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada (BCKADH) subunidade E2
(GIRARDIN; MCDONOUGH, 2020), foi apontado como deletério, apresentando

uma substituicdo T — C, resultando em uma Alanina (Ala) ao invés de uma

Treonina (Thr) na posicdo 107. O complexo BCKADH possibilita que M.

tuberculosis metabolize aminoacidos de cadeia ramificada na caréncia de glicose

in vivo, assim como evita o acumulo de piruvato. Metabolizar aminoacidos de

cadeia ramificada é importante para assim evitar o acumulo destes e de
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cetoacidos com acao toxica sobre M. tuberculosis. A BkdC é reportada sendo
requerida para a adaptabilidade ao hospedeiro e critica para a patogénese de M.
tuberculosis (SHI; EHRT, 2006; VENUGOPAL et al., 2011). Gene igualmente
importante em M. tuberculosis e também mutado em M. caprae, ald é codificador
da enzima alanina desidrogenase, responsavel pela conversdo de piruvato em
alanina dependente de NAD e amonio (TRIPATHI; RAMACHANDRAN, 2008).
Esta proteina é superexpressa por M. tuberculosis em condi¢cdes escassez de
nutrientes e hipdxia, sendo muito importante para a formacéo da parede celular
micobacteriana, visto que a alta concentracdo desta enzima é associada a
geracao de alanina para a sintese de peptideoglicano (BETTS et al., 2002;
STARCK et al., 2004). Porém, outra enzima foi recentemente descrita como
desempenhando papel semelhante, como uma alanina transaminase (Rv0337c,
aspC), produzindo L-alanina e alfa-cetoglutarato a partir de piruvato e L-glutamato
(JANSEN et al., 2020); podendo entdo suprir a necessidade de alanina a partir do

piruvato na auséncia de uma Ald funcional.

Estirpes de M. tuberculosis possuem dois conjuntos de genes, narGHJI e
narX do operon narK2X que possuem homologia com nitrato redutases
bacterianas(SOHASKEY; WAYNE, 2003). O gene narG do operon NarGHIJ,
mutado de maneira deletéria em M. caprae, codifica uma enzima com atividade
de nitrato redutase associada a membrana e com fungdes respiratérias (OHNO et
al., 2003). Mutantes para narG de M. tuberculosis sdo incapazes de crescerem
utilizando o nitrato e uma foi observado uma atenuacdo evidente em
camundongos infectados com M. bovis estirpe BCG mutante para 0 mesmo gene
(OHNO et al., 2003; MALM et al., 2009). Com a atividade de NarG, o nitrato é
reduzido a nitrito, que pode entdo ser convertido em amonio e servir como fonte
de nitrogénio para o metabolismo da micobactéria, como sintese de aminoacidos,
por exemplo (MALM et al., 2009). Por outro lado, para a enzima NarX, também
observada com mutacado deletéria em seu gene em M. caprae, as informacdes
sdo escassas. Essas enzima possui homologia com diferentes subunidades de
nitrato redutase multimérica NarGHIJ, aparentando ser expressa apenas em

cenarios de anaerobiose, podendo funcionar como uma nitrato redutase
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respiratdria ou com outra fungéo ainda ndo bem elucidada (HUTTER; DICK, 1999;
SHERMAN et al., 2001; OHNO et al., 2003). Aparentemente essas proteinas, que
se caracterizam como nitrato redutase, sdo importantes para a sobrevivéncia de
M. tuberculosis durante a infeccdo, uma vez visto que quando a tenséo de O:2
baixa dentro do macréfago e os niveis de éxido nitrico (NO) aumentam, ocorre
uma modulacdo da expressao genica modulada através do regulon DosR, que
leva a micobactéria ao processo de dorméncia, retardando a replicacéo e inibindo
a respiracao aerébica (VOSKUIL et al., 2003).

Por muitos anos se utilizou a producao de nitrito como uma classificacédo
fenotipica entre M. bovis e M. tuberculosis (ESCOTO; DE KANTOR, 1978).
Estirpes de M. bovis produzem baixas quantidades de nitrito, o que tem sido
atribuido expressdo génica diferenciada entre M. bovis e M. tuberculosis dos
operons nark2X e narGHJI (SOHASKEY; MODESTI, 2009). A reducao do nitrato
permite que M. tuberculosis mantenha atividade respiratéria em condi¢bes de
hipéxia e microaerofilia (SOHASKEY; WAYNE, 2003; SOHASKEY, 2008; TAN et
al., 2010). O nitrato é um eficiente receptor terminal de elétrons para esta espécie
bacteriana, sendo essencial para a rapida adaptacao a anaerobiose e ao ambiente
acido e microaerofilico intracelular (SOHASKEY; WAYNE, 2003; SOHASKEY,
2008). E possivel que a diminuicdo do pool de enzimas homologas a nitrato
redutase contribua para esse fenétipo observado em M. bovis, a estirpe mais

filogeneticamente proxima de M. caprae.

O glutamato, um dos principais aminoacidos requeridos durante o cultivo de
micobactérias (GINSBURG; DUNN, 1957; LYON; HALL; COSTAS-MARTINEZ,
1970) e um dos maiores componentes da parede celular de micobactérias
patogénicas (HARTH; HORWITZ, 1999), € obtido pela converséo da glutamina ao
glutamato pela acdo da glutamato sintetase. Ainda que sua funcdo possa ser
dispenséavel para alguns micro-organismos (BECKERS; NOLDEN; BURKOVSKI,
2001), estudos in silico mais recentes descrevem a funcdo indispensavel da
glutamato sintase para Mycobacterium tuberculosis (LAMICHHANE et al., 2003).

M. tuberculosis, como uma estratégia adaptativa, utiliza a atividade da glutamato
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sintase a fim de reduzir a toxicidade de Propionil-CoA ao utilizar o ciclo de
metilcitrato através de um cross-talking, caracterizando-se como um importante
alvo para terapia antimicobacterianas (LEE et al., 2018). Em concluséo,
provavelmente a mutacdo deletéria no gene gltD n&do apresenta alta relevancia
para M. caprae durante crescimento in vitro, uma vez que 0 glutamato é
adicionado ao meio. Na deficiéncia da producédo de succinato devido a inibicdo da
isocitrato desidrogenase pelo acumulo de fosfenolpiruvato e pela mutagéo
deletéria na succinil-CoA sintetase, o glutamato aparece como um importante
provedor de succinato via GABA shunt. E possivel que a quantidade de glutamato
adicionada ao meio nao seja suficiente para suprir toda a demanda de succinato

necessaria na presenca desses defeitos metabdlicos.

No metabolismo de metionina, a enzimas metH de M. caprae carreia uma
mutacao considerada deletéria, porém, acreditamos que a mutacdo nao afete M.
caprae de forma importante. A enzima MetH, assim como MetE, corresponde a
enzima metionina sintase, que converte homocisteina em metionina. Entretanto,
ao contrario de MetE, MetH é dependente da biodisponibilidade de vitamina B2
(Figura 4). Essa dependéncia de vitamina Bi2, apesar de ndo ser bem descrita, &
similar & observada por mutAB, metimalonil-CoA mutase, enzima responséavel por
catalisar a reacéo de converséo de (R)-metimalonil-CoA em succinil-CoA, no ciclo
do metilmalonil, critico para a diminuicdo de niveis toxicos de Propionil-CoA
(Figura 5) (GOPINATH et al., 2013). E possivel que, assim como achados em
Escherichia coli, a MetH dependente de vitamina Bi2 seja mais bioativa que MetE,
mas quando superexpressa consiga suprir a demanda metabdlica a favor do
bacilo (BANDARIAN; MATTHEWS, 2001). E provavel que, ao detectar déficit na
sintese de metionina, M. caprae siga 0 mesmo caminho reportado em E. coli e
comece a expressar metE extensivamente, uma vez que metH é mutada em M.
caprae e a vitamina Bi2 ndo faz parte do meio 7H9-OADC meio de cultura sao
escassas. Induzindo a superexpressao de metE, supriria suas necessidades
metabdlicas independente de vitamina B12. Estudos envolvendo expressédo génica

diferencial desses genes poderia elucidar essa hipétese.
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Juntamente, os genes hisF e cbs também apresentaram SNPs com
consequéncias deletérias em M. caprae. O gene hisF é responsavel pela
expressédo da enzima imidazol glicerol fosfato sintase, importante para a via de
sintese de histidina em micro-organismos (BANFIELD et al., 2001). Apesar de
analises concluirem que sua relevancia incerta, sabemos que a atividade de hisF
pode direcionar ribonucleotideo aminoimidazol carboxamida (AICAR) para o
metabolismo de nitrogénio, além de AICAR ser considerado importante para o
metabolismo de purinas, se caracterizando como um possivel alvo de terapias
antimicrobianas (LUNARDI et al., 2013). Ainda que as informacfes sobre cbs
sejam extremamente escassas, esse gene codifica a enzima cistationa beta-
sintase (TANAKA et al., 2002). Essa informacé&o nos leva a acreditarmos que a
mutacdo em hisF néo leve a impactos negativos no metabolismo de M. caprae,
assim como as mutacdes em metH. Entretanto, a mutacdes deletéria envolvendo
0 metabolismo de nitrogénio (narX e narG) e o gene cbs possa ter impacto na
utilizacdo de corpos aminados no metabolismo e na quantidade de cistationa,
respectivamente. Baixa concentragéo de cistationa pode intensificar os efeitos da
mutacado de metH, j4 que a cistationa € requerida na via de sintese de metionina,
ou seja, pensando na provavel diminui¢cdo do substrato da metionina sintase, essa
potencialmente deletéria, leva o bacilo a intensificar a expressao de metE em
compensacao a metH, a fim de compensar a baixa ou total inatividade em metH,
intensificada por baixos niveis de substrato obtidos a partir de cistationa (Figura
5).
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Figura 5. Representacao ilustrativa da integracdo da glicolise e do ciclo
tricarboxilico (TCA) e as mutacdes encontradas envolvendo o metabolismo de
aminoacidos, intensificados por mutacdes no metabolismo de nitrogénio
envolvendo o gene narG e narX.
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Legenda: Representacao ilustrativa do metabolismo de aminoacidos em Mycobacterium
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caprae e suas respectivas mutagdes (destacadas com um “X” em vermelho) encontradas
em gendmica comparativa utilizando Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv como
referéncia. Na representagcdo a via glicolitica destaca-se com flechas em rosa, TCA
(flechas em verde), Ciclo de glioxalato (flechas em laranja), metabolismo de amino&cidos
representados por flechas em marrom. A representagdo elucida o déficit de fonte o
nitrogénio utilizado o metabolismo de aminoacidos. A mutacdo em gltD pode n&o ser
significativa pela suplementacdo de glutamato exdgeno (in vitro) e demais mutacdes
podem levar a baixos niveis de aminoacidos histidina e metionina.

Fonte: Autoria prépria.

5.5. Mutagdes encontradas na cadeia carreadora de elétrons

Surpreendentemente, nossos resultados mostram a presenca de duas
mutacgdes deletérias importantes envolvidas na cadeia transportadora de elétrons
(Tabela 8). A cadeia transportadora de elétrons é o destino final de NADH" e
FADH: gerados pelo micro-organismo em diferentes reacdes enzimaticas, onde
estes agentes reduzidos sdo oxidados e os elétrons provenientes dos carreadores
passam por complexos proteicos com ajuda de citocromos, levando a formacéao
de gradiente eletroquimico. Uma vez que o proton passa pela ATP sintase, esta
consegue formar ATP unindo ADP ao fosfato inorganico (COOK et al., 2009;
SHEPHERD; POOLE, 2013).

Tabela 8. MutagBes encontradas em proteinas associadas a cadeia
transportadora de elétrons em Mycobacterium caprae em relacdo a
Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv e seus scores dados pelo programa
PROVEAN protein.

Gene ID Proteina afetada Mutacdo PROVEAN Efeito da
score mutacao
Rv1451 Fator de montagem de Ala68Thr -3,392 Deletéria
Citocromo c oxidase
(ctaB)
Rv3232c Polifosfato quinase Thr83Ala -3,433 Deletéria
(Ppk2)

Fonte: Autoria propria.

Em M. tuberculosis, a sintese de ATP ocorre tanto pela fosforilagdo em nivel
de substrato, onde a ha transferéncia de fosfato para ADP em processos
enzimaticos, quanto pela fosforilagdo oxidativa (via F1 Fo ATPsintase ligadas a

membrana) (COOK et al., 2009), sendo a cadeia respiratoria extremamente
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necessaria para as micobactérias (COOK et al., 2014), visto que a funcionalidade
da ATP sintase para M. tuberculosis e M. smegmatis se mostrou indispensavel
(SASSETTI; RUBIN, 2003; TRAN; COOK, 2005). Porém, para que ocorra a ultima
etapa da fosforilazdo oxidativa € necessario que toda a cadeira transportadora de
elétrons seja funcional. Acreditamos que mutagdo encontrada no gene ctaB de M.
caprae, codificante para fator de montagem do citocromo c oxidase, de alguma
forma, néo possui grande impacto sobre o citocromo ¢, uma vez que transtornos
neste gene estdo associados a crescimento defeituoso em M. tuberculosis
(DEJESUS et al., 2017), o que ndo é compativel com o observado durante o

cultivo de M. caprae em nosso laboratério.

Por outro lado, a mutacdo no gene da enzima polifosfato quinase,
responsavel pela metabolizacdo de polifosfato inorganico (PPPi em PPi) para
geracdo de ATP, poderia resultar em diminui¢do importante da producédo de ATP
pela ATP sintase. Mutantes de ppk2 de M. tuberculosis apresentam aumento do
pool de polifosfato (PPPi), acompanhado de reduzida capacidade de persistir em
macrofagos THP-1 e J774, reduzida viruléncia em modelos animais e aumento de
guatro vezes na concentracéo inibitéria minima (CIM) do antibiotico isoniazida em
comparacao a estirpe selvagem (CHUANG; BELCHIS; KARAKOUSIS, 2013;
SINGH et al., 2016). Levantamos entéo a hipotese de que essa mutacao faria com
gue M. caprae, ao contrario do esperado, produzisse baixas quantidades de ATP
via fosforilacdo oxidativa, potencializado pela baixa biodisponibilidade de agentes
redutores liberados em outros processos enzimaticos comentados nos tépicos
acima. Como consequéncia, M. caprae sintetizaria uma concentracdo menor de
ATP via fosforilagéo oxidativa, o que levaria a crescimento limitado devido baixas

concentracbes de ATP, a moeda energética metabdlica.

5.6. Outras mutac¢des importantes encontradas em Mycobacterium caprae

Durante nossas analises notamos mutacdes deletérias em 7 genes
importantes, alguns destes possivelmente caracterizados como fatores de
viruléncia (Tabela 9). Micobactérias sdo micro-organismos muito bem adaptados

aos hospedeiros. Além de possuirem uma ampla flexibilidade metabdlica, como
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discutido acima, um elemento importante durante o periodo de infecgdo sé@o os
fatores de viruléncia, que podem ser usados em diversos momentos, desde a
inibicdo da fusdo do fagossomos com o lisossomo, a sua capacidade de entrar
em dorméncia, mantando-se viavel e segura no interior da célula hospedeira,
sendo assim, podemos afirmar que esses fatores sdo determinantes para o
sucesso do patogeno (MISHRA et al., 2010; FORRELLAD et al., 2013; ORGEUR;
BROSCH, 2018).

Tabela 9. Outras mutacbes importantes encontradas em Mycobacterium
caprae em relacdo a Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv e seus scores

dados pelo programa PROVEAN protein.

Gene ID Proteina afetada Mutacdo PROVEAN Efeito da
score mutacao
Rv0642c  Acido metdxi-micolico Phe95Leu -3,730 Deletéria
sintase 4
(mmaA4)
Rv1009 Fator promotor de Gly282Glu -6,502 Deletéria
ressuscitagéo RpfB
(RpfB)
Rv0644c Ciclopropano sintase Arglldleu -6,616 Deletéria
(mmaA2)
Rv1037c Proteina GIn20Leu -3,618 Deletéria
similar a ESAT-6 (Mtb)
(EsxL)
Rv1198 Proteina similar a ESAT-6 Alal2Asp -2,964 Deletéria
(Mtb)
(EsxL)
Rv0005 DNA girasse sub. B Ala403Ser -2,552 Deletéria
(9yrB)

Fonte: Autoria propria.

Um importante gene com mutacéo deletéria encontrado em M. caprae foi o
rpfB, responsavel pela codificagdo do fator promotor de ressuscitagéo.
Micobactérias possuem a capacidade de sobreviver em um hospedeiro por longos
periodos de tempos devido a sua capacidade de entrar em estado de dorméncia

em situagfes de estresse celular, como a baixa tensdo de oxigénio. A TB é
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considerada ativa uma vez que o patégeno sai do seu estado de dorméncia e volta
a se replicar, levando ao quadro clinico caracteristico de TB em cada hospedeiro
(SHEPHERD; CHAPMAN, 2016; FURIN; COX; PAI, 2019; PETERSEN et al.,
2019; LONG et al., 2020). Os fatores promotores de ressuscitacao (Rfps) séo
proteinas que, além de apresentam homologia com lisozimas (COHEN-
GONSAUD et al., 2005), sdo extensamente associados com a capacidade de
diferentes micro-organismos sairem de seu estado de laténcia e voltar a seu
estado replicativo (MUKAMOLOVA et al., 1998). Estirpes de M. tuberculosis
possuem 5 genes homélogos a Rfps, possuindo uma regido de 70 aminoacidos
conservados em relagcédo a Micrococcus luteos. Tufariello et al., (2004), durante o
estudo de Rfps, notou que ambos mutantes de M. tuberculosis para Rfps
individuais nao diferem em imunopatologia ou crescimento em relagéo a estirpe
selvagem durante infec¢cdo pulmonar em camundongos e que todos 0S cinco
homdlogos de Rfps s@o expressos em M. tuberculosis obtidos de culturas em fase
estacionaria estendida, sugerindo a possiblidade de que Rpfs pode desempenhar
um papel na reativagéo dos bacilos em dorméncia. Dois anos depois documentou
gue knockout de M. tuberculosis para rpfB (Rv1009) em modelo murino foi incapaz
de reativar-se. Esse efeito prolongou a sobrevida dos camundongos infectados e
uma baixa carga bacteriana no organismo destes animais em relacéo a estirpe
selvagem, estendendo a fase de laténcia da infeccado (TUFARIELLO et al., 2006).
Além disso, mutantes em estado néo cultivavel podem voltar a crescer pela adicéo
de filtrado de culturas de bactérias selvagens, mostrando que ainda que viaveis,
bactérias mutantes para Rfps sé@o incapazes de replicar (KANA et al., 2008). Ainda
gue néo seja reportado os efeitos de RpfB em M. caprae, os dados da literatura
sugerem que a persisténcia de M. caprae em hospedeiros pode ser devido a
mutacdes em rpfB, retardando a ativacao da TB, porém se mantendo viavel, o que

caracterizaria uma vantagem evolutiva para a espécie.

O grupo de genes mma € composto por mmaAl, mmaA2 (anteriormente
denominada cmaA2); mmaA3 e mmaA4 (GOUDE; PARISH, 2008). Destes, M.
caprae apresenta mutacbes em mmaA2 e mmaA4 que codificam uma

ciclopropano distal sintase de alfa micolatos e acido metdxi-micolico sintase 4,
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respectivamente (GLICKMAN, 2003; ALAHARI et al.,, 2009). Ambas estao
associadas com a homeostase e manutencdo de parede celular, mais
especificamente com a sintese de acidos micélicos. E reportado na literatura que
a funcionalidade destas enzimas para a patogénese de M. tuberculosis apresenta
um papel significativo. M. tuberculosis mutantes para o gene mmaA4 estimulam
macroéfagos infectados a produzirem niveis altos de Interleucina (IL) 12p40 e Fator
de necrose Tumoral alfa (TNF-alfa), além de apresentar fen6tipo menos virulento,
0 que o caracteriza como um importante gene de evasao do sistema imunoldgico
(DAO et al., 2008). Por outro lado, a perda de mmaA2 leva M. tuberculosis a
hiperviruléncia com uma resposta inflamatoria (RAO et al., 2006). Com base na
literatura, acreditamos que a auséncia de enzimas funcionais relacionadas ao
grupo de genes mma seja responsavel por peculiaridades nos acidos micdlicos
da parede celular de M. caprae, um dos mais importantes antigenos das
micobactérias. A mutacdo deletéria pode estar associada a formacdo de
estruturas diferentes, ou a auséncia delas, resultando em antigenos diferentes e,
portanto, diferentes respostas ao seu reconhecimento (Figura 5). Além do mais,
ambas enzimas sdo potenciais alvos para terapias em estudo, fortificando a
hipétese da importancia destas em M. caprae, assim como em micobactérias
patogénicas (BARKAN et al., 2009).

Um dos mecanismos de viruléncia mais estudados em M. tuberculosis séo
os sistemas de secrecdo do tipo VII, também conhecidos como ESX-1 a 5
(MISHRA et al., 2010; JIA et al., 2017; YIMER et al., 2017; BUTLER et al., 2020).
Este sistema de secrecdo é responsavel pela liberacdo de um antigeno de 6 kDa
denominado ESAT-6, dentre outros, que é essencial para o sucesso da infegao
(HSU et al., 2003). A secrecédo do ESAT-6 é um dos principais fatores que levam
a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em macrofagos infectados por M.
tuberculosis, podendo levar a célula a piroptose (MISHRA et al., 2010; BECKWITH
et al., 2020). Operons ESX sao reportados em M. bovis como fator crucial para
escape celular (BUTLER et al., 2020), sendo que auséncia de um desses operons
(ESX-1) em M. bovis estirpe vacinal BCG é o principal fator de atenuacao e

principal caracteristica de diferenciacédo de micobactérias patogénicas (HARBOE
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et al., 1996; GROSCHEL et al., 2016). Hipotetizamos que, assim como é
encontrado em M. bovis (POLLOCK; ANDERSEN, 1997) e outras micobactérias,
M. caprae tenha o sistema de secregcdo, porém, devido a particularidades
gendmicas adquiridas durante a evolugéo, esse sistema se secrecao nao secrete
0S mesmos produtos, ou similares aos observados em M. tuberculosis. Alteracdes
em fatores de viruléncia secretados, concomitante a todos os outros achados
reportados neste trabalho poderiam indicar um perfil imunogénico diferente em M.

caprae em relagdo a M. tuberculosis.

Nossos achados ainda mostram mutacdes associadas a replicacdo celular.
A mutacdo em gyrB, gene responsavel pela expressdo da subunidade B da
enzima girase, foi reportada previamente (ARANAZ et al., 2003) e utilizada como
diferencial entre espécies do MTBC (RICHTER et al., 2003). A girase € a Unica
enzima capaz de introduzir o superenrolamento negativo na fita de DNA e possui
papel relevante na replicacdo em Escherichia coli (GROMPONE; EHRLICH,;
MICHEL, 2003), inclusive ja sendo reportado que mutacfes em girase levam ao
acumulo de superenrolamentos proximos a forquilha de replicagéo, protelando a
replicacdo em relacéo a estirpe selvagem (KHODURSKY et al., 2000). Entretanto,
Grampone et al., (2003) mostraram que, ao menos que mutagdes em gyrB sejam
acompanhadas da inativacao de PriA, E. coli permanece viavel. Com base nos
estudos em E. coli, em nossos resultados ndo foi encontrado mutacgéo (deletéria
ou neutra) em PriA (Rv1402), levando-nos a concluir que, ainda que a mutagao
em gyrB possa levar ao processo lento de replicacdo, e mutagées no gene gyrB
estejam relacionados com resisténcia a drogas antimicrobianas em micobactérias
(DISRATTHAKIT et al., 2016), ndo afetaria a viabilidade de M. caprae.
Acreditamos também, que genes de relevancia para atividades basicas celulares
como transcricdo e traducdo seriam incompativeis com a vida destes micro-
organismos, visto a alta adaptabilidade que possuem e a complexidade de
expresséo de diversos genes in vitro e principalmente in vivos importantes para a

sobrevivéncia das micobactérias, incluindo M. caprae.
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5.7. HipoGteses para desenvolvimento de meios de cultivo para M. caprae

A fim de elucidar nossos resultados criamos uma imagem apontando 0s
principais achados de forma sistémica e conjunta, mostrando o impacto de cada
mutacdo em conjunto e seu consequente efeito e limitagbes sobre o metabolismo

de Mycobacterium caprae (Figura 6).
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Figura 6. Representagao ilustrativa da integragcdo do metabolismo de
Mycobacterium caprae apresentando as principais mutagdes encontradas em
gendmica comparativa e suas implicacdes e limitagdes metabdlicas.
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Legenda: Representacéo ilustrativa do metabolismo Mycobacterium caprae em cross-
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talking com as respectivas mutacdes deletérias (destacadas com um “X” em vermelho)
encontradas em gendmica comparativa utilizando Mycobacterium tuberculosis estirpe
H37Rv como referéncia. Na representacao a interacdo entre a via glicolitica (flechas em
rosa), TCA (flechas em verde), Ciclo de glioxalato (flechas em laranja), ciclo do
metilmalonil (caixa em roxo), metabolismo de aminoacidos (flechas em marrom), via das
pentoses fosfato (flechas em azul marinho), além de outros processos celular importantes
para M. caprae. Efeitos do acumulo de propionil-CoA e fosfoenolpiruvato estéo
representados com flechas em vermelho. O efeito destas provaveis mutacbes pode
acarretar uma interrupc¢ao do ciclo do Metilmalonil e consequente acumulo de Propionil-
CoA, levando a inatividade da enzima piruvato desidrogenase e a diminui¢do do saldo de
ATP gerado pelo TCA em Mycobacterium caprae. Além das muta¢gdes comentadas, a
diminuicdo de agentes redutores, devidos mutagbes encontradas, pode levar a uma
limitacdo de quantidade de ATP liberado durante a fosforilagdo oxidativa. Uma vez que
intermediarios do ciclo do Metilmalonil ndo sdo formados, junto a demais mutacdes
reportadas, € esperado alteracBes na sintese de parede celular, podendo alterar
antigenos de parede.

Fonte: Autoria prépria.

5.7.2. Hipotese do Propionil-CoA e seus efeitos in vivo

Hipotetizamos que durante o crescimento in vivo e in vitro (para meios a base
de ovos, como Stonebrink), onde ha metabolizacdo de colesterol, acidos graxos
de cadeia impar e aminoacidos de cadeia ramificada, M. caprae pode sofrer
acumulo de propionil-CoA, que ndo conseguiria ser metabolizado pelo ciclo do
metilmalonil, fornecendo intermediarios para a sintese de parede celular e
succinil-CoA, alimentando o TCA. Mesmo que o propionil-CoA seja direcionado
para ciclo do metilcitrato, a fim de formar acetil-CoA, o TCA ainda sofreria devido
as mutacgdes reportadas acima, o acumulo de propionil-CoA e a baixa atividade
da isocitrato desidrogenase. Como reportado, sem o direcionamento de propionil-
CoA para ciclo de metilmalonil, € possivel ainda que exista uma baixa produgéo
de succinil-CoA, que juntamente com a mutacao da succinil-CoA sintetase, atuaria
intensificando problemas no TCA, diminuindo o saldo de ATP liberado pelo TCA,
resultando em acumulo de intermediarios do ciclo do metilcitrato descritos como
toxicos para micobactérias tuberculosas. Esse estresse levaria M. caprae a entrar
em fase ndo-replicativa, que seria irreversivel por sua mutacédo em Rpfb, alterando
sua dinamica de infeccdo em comparacdo com demais espécies do complexo

MTBC, mesmo outras micobactérias animais, como M. bovis.
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Por outro lado, acreditamos que algumas mutacdes trariam ganhos
evolutivos para M. caprae, como sua mutacdo em FadD3, que poderia funcionar
de maneira protetora ao acumulo de propionil-CoA gerado pela metabolizacéo de
colesterol hospedeiro, uma vez que M. caprae poderia ser incapaz de metaboliza-
lo. Além desta, é possivel que outras mutacdes descritas acima afetem
caracteristicas estruturais de parede, como a mutagdo em enzimas precursoras e
acidos micdlicos e intermediarios sintetizados durante o ciclo do metilmalonil,
podendo trazer vantagens evolutivas durante a infec¢do de células hospedeiras,

promovendo persisténcia e diminuindo o perfil imunogénico de M. caprae.

5.7.2. Um meio de cultura espécie-especifico para Mycobacterium caprae a

base de Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC e piruvato de sodio

Com base em nossos achados, hipotetizamos que durante o crescimento in
vitro utilizando meio Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC e piruvato de sadio,
M. caprae utilize o acido oleico e o piruvato como principais fontes de carbono.
Entretanto, sua mutacdo na piruvato quinase leva a um acumulo de
fosfoenolpiruvato, tanto por glicélise (devido a presenca de dextrose) quanto por
gluconeogénese. Como ja descrito acima, o fosfoenolpiruvato leva a uma inibicéo
alostérica da enzima isocitrato desidrogenase, interrompendo, assim, a via
glicolitica e o TCA em mais um ponto assim que esse acumulo ocorre. A presenca
da enzima succinil-CoA sintetase mutada intensificaria ainda mais as falhas no
TCA. Neste cenario, M. caprae teria se adaptado evolutivamente em eleger o ciclo
do glioxalato e o GABA shunt como principais fontes de succinato e,
consequentemente fumarato e malato. Entretanto, vimos que M. caprae apresenta
mutacdes potencialmente importantes na cadeia transportadora de elétrons, que
podem comprometer sistematicamente seu funcionamento, podendo ser a
fosforilacdo a nivel de substrato uma importante fonte de ATP para M. caprae.
N&o o suficiente, com mais de um ponto do TCA sendo prejudicado e a mutacao
na fosfogluconato desidrogenase (gndl), a quantidade de agentes redutores
formados durante o metabolismo seria insuficiente para conter o estresse

oxidativo em M. caprae.
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Acreditamos que apesar de seu crescimento particularmente limitado devido
suas particularidades no TCA e na cadeia transportadora de elétrons, a
formulacéo de um meio de cultura contendo concentracao superior de glutamato
(maior do ja estabelecido em caldo Middlebrook 7H9), possa incorrer na maior
sintese de alfa-cetoglutarato, facilitando M. caprae a obter mais succinato através
do ciclo do glioxalato e do GABA shunt. A adicao de succinato ao meio também é
uma opc¢ao. Complementando nossa hipotese, o estresse oxidativo de M. caprae
devido a mutacdo em PPP, juntamente com o baixo poder redutor, seja
contornado com a adicdo de concentracdes superiores de agentes protetores
antioxidantes, como catalase (ja presente no suplemento OADC) ou tiouréia, e
também de NAD. Por fim, é necesséario também avaliar se em condi¢cbes de
microaerofilia existe uma maior ativacdo do ciclo do glioxalato (WAYNE; LIN,
1982) e, consequentemente o0 GABA shunt para facilitar a utilizacdo dessas fontes
de carbono. Acreditamos que essas alteragbes sejam suficientes para
aumentarmos a fase logaritmica de M. caprae durante o cultivo in vitro utilizando
meio base Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC e piruvato de sédio, sendo

gue esses testes estdo em curso no laboratorio.

6. CONCLUSAO

Esse € o primeiro estudo a avaliar mutacdes em genes relacionados ao
metabolismo de M. caprae em comparacao a M. tuberculosis, trazendo importante
informacdes geradoras de hipoteses para compreensdo das alteracdes
metabdlicas encontradas nessa espécie bacteriana. A gendmica comparativa
trouxe a possibilidade de analisar genes e genomas de diferentes patdégenos
humanos e animais de maneira global, minimizando tentativas e erros de ensaios
fenotipicos em laboratério. O tipo de analise realizada neste estudo, por meio de
da identificacdo de SNPs e indels ao invés de diversidade genética, so € possivel
porque membros do MTBC possuem evolucao clonal, alta similaridade genémica
e nao sofrem transferéncia horizontal de genes. Juntos, nossos achados auxiliam
a enxergar um novo cenario, onde uma série de mutacdes consideradas deletérias

podem explicar a limitacdo do cultivo de M. caprae em meio Middlebrook 7H9-
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OADC com piruvato de sodio em comparagdo com M. tuberculosis e o

filogeneticamente mais proximo, M. bovis.

Portanto, de acordo com nossos achados, hipotetizamos que as mutacdes
descritas neste trabalho afetam diretamente a replicagéo in vitro e in vivo, onde
M. caprae, durante a infec¢do, entre em estado nao replicativo irreversivel, devido
sua mutacado em RpfB e seu funcionamento anormal do TCA. Apesar de limitarem
0 crescimento de M. caprae in vivo, as mutagdes, principalmente mutagdes que
estdo extensamente associadas a fatores de viruléncia, reciclagem de acidos
micolicos e sintese de parede celular, podem ser uma grande vantagem evolutiva,
permitindo que este patdgeno, de perfil generalista, se mantenha em hospedeiros
de maneira abdita do sistema imunoldgico. Nossos achados também sugerem que
o crescimento reduzido desta microbactéria pode ser limitante para seu uso em
alguns ensaios laboratoriais, devido mutacfes e sua tendéncia ao estresse
oxidativo. Sugerimos, entdo, a formulagdo de um meio de cultura suplementado
com maiores concentracdes de catalase e glutamato, possivelmente succinato e
NAD, aumentando o de M. caprae crescimento in vitro em caldo Middlebrook 7H9
com OADC e piruvato de sédio. E necessario também avaliar se em condicdes de
microaerofilia existe uma maior ativacao do ciclo do glioxalato em conjunto com o

GABA shunt para facilitar a utilizacdo dessas fontes de carbono.
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ANEXOS

Anexo |. Lista de todas as referéncias numeradas, onde é descrito o isolamento

de Mycobacterium caprae nos continentes Europa, Asia e Africa até setembro de

2020 (As numeragfes sdo correspondentes as presentes na Figura 1).
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Anexo Il. Lista de todas as 78 reads utilizadas na analise com seus respectivos

numeros de acesso, origem dos isolados e data de publicacéo.

Reads de M. caprae N° de acesso Local Publicado Referéncias Parametros de
qualidade
M. caprae EPDCO1 DRR120408 Japao 15/02/2018 (YOSHIDA et al., 2018) Aceito
M. caprae EPDCO02 DRR120409 Japéo 15/02/2018 (YOSHIDA et al., 2018) Aceito
M. caprae 1694-00 ERR551023 Republica Democratica do | 05/08/2015 (MALM et al., 2017) Aceito
Congo
M. caprae 9577-99 ERR551704 Republica Democratica do 05/08/2015 (MALM et al., 2017) Aceito
Congo
M. caprae 8986-99 ERR552526 Republica Democratica do 05/08/2015 (MALM et al., 2017) Aceito
Congo
M. caprae 1_01 ERR1462574 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 1_02 ERR1462575 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 1_03 ERR1462576 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 1_04 ERR1462577 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 1_05 ERR1462578 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 2_01 ERR1462579 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 2_02 ERR1462580 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 2_03 ERR1462581 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 2_04 ERR1462582 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 2_05 ERR1462583 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 3_01 ERR1462584 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 3_02 ERR1462585 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 3_03 ERR1462586 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 3_04 ERR1462587 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_01 ERR1462588 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_02 ERR1462589 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_03 ERR1462590 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_04 ERR1462591 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_05 ERR1462592 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_06 ERR1462593 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_07 ERR1462594 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_08 ERR1462595 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_09 ERR1462596 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_10 ERR1462597 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 4_11 ERR1462598 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_01 ERR1462599 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
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M. caprae 5_02 ERR1462600 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_03 ERR1462601 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_04 ERR1462602 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_05 ERR1462603 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_06 ERR1462604 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_07 ERR1462605 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_08 ERR1462606 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_09 ERR1462607 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 5_10 ERR1462608 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 6_01 ERR1462609 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 6_02 ERR1462610 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 6_03 ERR1462611 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 6_04 ERR1462612 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 6_05 ERR1462613 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_01 ERR1462614 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_02 ERR1462615 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_03 ERR1462616 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_04 ERR1462617 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_05 ERR1462618 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_06 ERR1462619 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_07 ERR1462620 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 7_08 ERR1462621 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_01 ERR1462622 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_02 ERR1462623 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_03 ERR1462624 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_04 ERR1462625 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_05 ERR1462626 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_06 ERR1462627 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_07 ERR1462628 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_08 ERR1462629 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_09 ERR1462630 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_10 ERR1462631 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae 8_11 ERR1462632 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae C1_5 04 ERR1462633 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae C2_5 06 ERR1462634 Alemanha 31/12/2016 (BROECKL et al., 2017) Aceito
M. caprae MCNLA000201913 SRR12404592 Brasil 06/08/2020 Dados néo publicados Aceito
M. caprae 09-0454 SRR1792164 China 11/03/2015 (PRICE-CARTER et al., 2018) Aceito
M. caprae 09-0455 SRR1792165 China 11/03/2015 (PRICE-CARTER et al., 2018) Aceito
M. caprae 01-0490 SRR3135068 Nova Zelandia 03/02/2016 (PRICE-CARTER et al., 2018) Aceito
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M. caprae AgR600 SRR7617662 China 01/11/2018 | (PRICE-CARTER et al., 2018) Aceito

M. caprae 09-0453 SRR3135069 Nova Zelandia 03/02/2016 | (PRICE-CARTER et al., 2018) Aceito
M. caprae G00247 ERR2642516 Suica 25/10/2018 (GAGNEUX, 2018) Excluido
Single End
M. caprae 7140_99 ERR841382 Suica 31/07/2013 (GAGNEUX, 2018) Excluido
Single End
M. caprae RW044 SRR650219 Alemanha 23/01/2013 (DORN:-IN et al., 2020b) Excluido

Baixa cobertura
(10,69%) depois
de trimmada.
M. caprae RW079 SRR650221 Alemanha 23/01/2013 Excluido
(DORN:-IN et al., 2020b) Cobertura de
mapeamento <
95%
M. caprae D102 SRR650226 Alemanha 23/01/2013 (DORN-IN et al., 2020b) Excluido
Cobertura de
mapeamento <
95%
M. caprae D028 SRR650227 Alemanha 23/01/2013 (DORN:-IN et al., 2020b) Excluido
Cobertura de
mapeamento <
95%
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Anexo

Lista de todas variantes (excluindo sindénimas e intergénicas)

encontradas em genb6mica comparativa entre Mycobacterium caprae e

Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Ruv.

POSITION | REF | ALT FORMATO GENE GENE ID MUTACAO
467 A G missense_variant dnaA Rv0001 His156Arg
3751 T G missense_variant recF Rv0003 Leul58Val
3943 G A missense_variant reck Rv0003 Glu222Lys
4013 T C missense_variant reck Rv0003 le245Thr
6446 G T missense_variant gyrB Rv0005 Ala403Ser
7362 G C missense_variant gyrA Rv0006 Glu21GIn
7585 G C missense_variant gyrA Rv0006 Ser95Thr
9304 G A missense_variant gyrA Rv0006 Gly668Asp
11879 A G missense_variant Rv0008c | Rv0008c Serl45Pro
13197 G C missense_variant Rv0010c | Rv0010c Thri21Ser
14401 A G missense_variant Rv0012 Rv0012 Lys105Glu
14785 T C missense_variant Rv0012 Rv0012 Cys233Arg
15117 C G missense_variant trpG Rv0013 lle68Met
21819 A C missense_variant pstP Rv0018c Ser455Ala
23174 C A missense_variant pstP Rv0018c¢ Arg3Leu
24421 G A missense_variant fhaA Rv0020c Pro342Ser
24534 T C missense_variant fhaA Rv0020c Tyr304Cys
24780 T C missense_variant fhaA Rv0020c Asp222Gly
26053 C G missense_variant Rv0021c | Rv0021c Ala277Pro
28934 GC G frameshift_variant Rv0024 Rv0024 Asn193fs
42281 C A missense_variant Rv0039c | Rv0039c Cys24Phe
44823 A C missense_variant leus Rv0041 Glu421Ala
47976 C T missense_variant Rv0043c | Rv0043c Gly42Glu
50557 T C missense_variant inol Rv0046¢ Arg190Gly
51949 A G missense_variant Rv0048c | Rv0048c Val250Ala
52028 C T missense_variant Rv0048c | Rv0048c Gly224Ser
62049 A G missense_variant dnaB Rv0058 Arg552Gly
69989 G A missense_variant Rv0064 Rv0064 Gly457Asp
70267 G T missense_variant Rv0064 Rv0064 Val550Phe
71731 C T missense_variant vapB1l Rv0064A Ala48Val
74161 C G missense_variant icd2 Rv0066¢ Lys117Asn
75940 G C missense_variant Rv0068 Rv0068 Val214lLeu
78103 T C missense_variant glyA2 Rv0070c Glu265Gly
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89200 G T missense_variant Rv0080 Rv0080 Gly60Val
94303 T C missense_variant hycQ Rv0086 Met118Thr
96101 G A missense_variant hycE Rv0087 Val230lle
100589 A G missense_variant CtpA Rv0092 Thr3Ala
103600 A G missense_variant Rv0093c | Rv0093c Cys22Arg
103778 G A missense_variant Rv0094c¢ | Rv0094c Arg296Cys
103836 G T missense_variant Rv0094c | Rv0094c Asn276Lys
122109 A G missense_variant ctpB Rv0103c Leu22Ser
123520 T C missense_variant Rv0104 Rv0104 Tyr402His
126563 C A missense_variant ctpl Rv0107c Alal327Ser
126803 A G missense_variant ctpl Rv0107c Serl247Pro
130135 G A missense_variant ctpl Rv0107c Alal36Val
138301 G A missense_variant gmhB Rv0114 Gly121Arg
143207 T C missense_variant OXCA Rv0118c Ser224Gly
146087 T C missense_variant fusA2 Rv0120c Asn562Ser
4147456 G A missense_variant gshA Rv3704c Pro244Leu
154283 T C missense_variant mak Rv0127 Serl8Pro
160953 G T missense_variant Rv0133 Rv0133 Val29Phe
170083 A G missense_variant Rv0143c | Rv0143c Phe34Leu
181672 T C missense_variant ptbB Rv0153c Aspl05Gly
194305 C | CGG frameshift_variant mcelR Rv0165c¢ Glyl71fs
195360 T C missense_variant fadD5 Rv0166 Vall23Ala
195566 T G missense_variant fadD5 Rv0166 Serl92Ala
199470 T G missense_variant mcelA Rv0169 Ser313Ala
200430 T C missense_variant mcelB Rv0170 lel79Thr
201567 G C missense_variant mcelC Rv0171 Glu212Asp
206339 T C missense_variant mcelF Rv0174 Leu370Pro
210442 C T missense_variant IprO Rv0179c Argl24His
217863 C G missense_variant bglS Rv0186 Pro532Arg
223942 T C missense_variant Rv0192 Rv0192 Serl27Pro
225323 T C missense_variant Rv0193c | Rv0193c Lys417Glu
225668 C T missense_variant Rv0193c | Rv0193c Gly302Ser
227098 T C missense_variant Rv0194 Rv0194 Met74Thr
227860 C T missense_variant Rv0194 Rv0194 Pro328Leu
233364 G C missense_variant Rv0197 Rv0197 Arg378Ser
234477 T G stop_gained Rv0197 Rv0197 Tyr749*
234496 C CGT frameshift_variant Rv0197 Rv0197 Pro756fs
243598 A G missense_variant Rv0205 Rv0205 His72Arg
244393 T C missense_variant Rv0205 Rv0205 Val337Ala
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245921 G C missense_variant mmpL3 | Rv0206c Asp466Glu
246169 A T missense_variant mmpL3 | Rv0206¢ Phe384lle
249146 C T missense_variant Rv0209 Rv0209 Arg37Cys
249522 T C missense_variant Rv0209 Rv0209 Vall62Ala
251575 G A missense_variant Rv0210 Rv0210 Ala486Thr
256182 G C missense_variant fadD4 Rv0214 Gly40Ala
260282 G T missense_variant lipw Rv0217c Pro184Thr
261869 T C missense_variant Rv0218 Rv0218 Cys316Arg
275367 G T missense_variant php Rv0230c Aspl199Glu
278681 C G missense_variant nrdB Rv0233 His33Asp
283614 T C missense_variant aftD Rv0236¢ Serl080Gly
283884 T C missense_variant aftD Rv0236¢ Thr990Ala
285618 T C missense_variant aftD Rv0236¢c Met412Val
289435 G T missense_variant vapC24 Rv0240 Ala31Ser
300317 C G missense_variant Rv0248c | Rv0248c Glul63GIn
309765 C T stop_gained Rv0257 Rv0257 Arg23*
310973 G A missense_variant Rv0259c | Rv0259c Alal82Val
331588 G A missense_variant Rv0275c | Rv0275c Ser24lLeu
342146 A C missense_variant eccA3 Rv0282 Glu6Ala
346275 C G missense_variant eccC3 Rv0284 Pro214Arg
354280 G A missense_variant eccD3 Rv0290 Ala400Thr
356528 A G missense_variant eccE3 Rv0292 Asn217Asp
381030 A G missense_variant Rv0312 Rv0312 Serl59Gly
382243 C T missense_variant Rv0312 Rv0312 Pro563Leu
384380 A C missense_variant Rv0315 Rv0315 Lys260Thr
386432 C G missense_variant Rv0318c | Rv0318c Gly223Ala
386574 C T missense_variant Rv0318c | Rv0318c Glyl76Ser
389129 A G missense_variant dcd Rv0321 Tyrl83Cys
390828 T C missense_variant Rv0323c | Rv0323c Serl42Gly
391853 A G missense_variant Rv0324 Rv0324 Thrl68Ala
392261 T C stop_lost&splice_region_variant | Rv0325 Rv0325 | Ter75GInext*?
394935 C G missense_variant Rv0329¢ | Rv0329c Trpl29Ser
403980 G A missense_variant Rv0338c | Rv0338c Ala621Val
404326 T C missense_variant Rv0338c | Rv0338c Arg506Gly
411100 A G missense_variant iniA Rv0342 Asn88Ser
412280 T G missense_variant iniA Rv0342 His481GIn
422379 C T missense_variant grpE Rv0351 Ser224leu
438271 G A missense_variant Rv0359 Rv0359 Ala252Thr
442971 A C missense_variant Rv0364 Rv0364 lle193Leu
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445780 C T missense_variant Rv0368c | Rv0368c Arg249His
447442 C T missense_variant Rv0370c | Rv0370c Gly201Glu
451439 A G missense_variant Rv0373c | Rv0373c Phel22Ser
455325 Cc G missense_variant Rv0377 Rv0377 Pro302Arg
468357 A G missense_variant purT Rv0389 Glu8Gly
469329 T C missense_variant purT Rv0389 1e332Thr
475178 T C missense_variant Rv0395 Rv0395 Val80Ala
489935 G C missense_variant pks6 Rv0405 Arg1402Pro
492150 G C missense_variant pta Rv0408 Gly122Ala
502589 C G missense_variant thiG Rv0417 Ser75Cys
505974 G A missense_variant lpgM Rv0419 Ala297Thr
506553 G T missense_variant IpgM Rv0419 Asp490Tyr
513257 T C missense_variant ctpH Rv0425c Met689Val
514657 T G missense_variant ctpH Rv0425c Glu222Ala
517358 T C missense_variant Rv0428c | Rv0428c Aspl49Gly
519185 T G missense_variant Rv0431 Rv0431 Val38Gly
519331 A G missense_variant Rv0431 Rv0431 Thr87Ala
522081 A G missense_variant Rv0434 Rv0434 Thr190Ala
524891 C A missense_variant pssA Rv0436¢ Glyl67Vval
527316 C G missense_variant moeA2 Rv0438c Met15lle
533239 C T missense_variant rskA Rv0444c Gly184Glu
533470 C T missense_variant rskA Rv0444c Gly107Asp
555991 A G missense_variant Rv0465c | Rv0465c Cys106Arg
556201 T C missense_variant Rv0465¢c | Rv0465c Asn36Asp
573384 T G missense_variant Rv0484c | Rv0484c llel40Leu
581821 G A missense_variant Rv0492c | Rv0492c Leu520Phe
584171 T C missense_variant Rv0493c | Rv0493c Serl74Gly
590763 G C missense_variant proC Rv0500 Glu227Asp
598475 G A missense_variant mmpL2 Rv0507 Arg426His
598723 G T missense_variant mmpL2 Rv0507 Asp509Tyr
599363 C G missense_variant mmpL2 Rv0507 Ser722Cys
605338 A G missense_variant hemB Rv0512 Glu246Gly
630722 G C missense_variant Rv0538 Rv0538 Arg228Pro
637319 G A missense_variant pitA Rv0545¢ Pro49Ser
640365 CA C frameshift_variant vapC3 Rv0549c Gly93fs
642005 GA G frameshift_variant fadD8 Rv0551c Phe269fs
648002 T G missense_variant Rv0556 Rv0556 Leul5Arg
658923 C G missense_variant Rv0567 Rv0567 Phe201Leu
665293 A G missense_variant Rv0572c | Rv0572c Phe3lLeu
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668383 A C missense_variant Rv0574c | Rv0574c AsndLys
668707 C CG frameshift_variant Rv0575¢ | Rv0575¢ Ala347fs
670545 G A missense_variant Rv0576 Rv0576 Arg233His
679497 A G missense_variant Rv0584 Rv0584 Asp90Gly
684411 T C start_lost mce2R Rv0586 Metl?
686972 T C missense_variant mce2A Rv0589 Phe51Ser
687353 T C missense_variant mce2A Rv0589 Leul78Pro
689204 C T missense_variant mce2C Rv0591 Thr49Met
690248 C A missense_variant mce2C Rv0591 Thr397Asn
699718 C T missense_variant tcrA Rv0602c Val28lle
700776 T C missense_variant IpgO Rv0604 Serl180Pro
705602 T C missense_variant Rv0610c | Rv0610c Asn103Ser
712192 G GA frameshift_variant galTa Rv0618 Pro220fs
712693 A G missense_variant galTb Rv0619 Thrl74Ala
713310 T C missense_variant galK Rv0620 Cys199Arg
713802 C T missense_variant galK Rv0620 Arg363Cys
715266 A G stop_lost&splice_region_variant | Rv0621 Rv0621 | Ter355Trpext*?
722434 GC G frameshift_variant recB Rv0630c Arg860fs
722583 C A missense_variant recB Rv0630c Val811Phe
727321 C T missense_variant recC Rv0631c Gly329Glu
734759 C T missense_variant nusG Rv0639 Alal69Vval
735865 A G missense_variant rplA Rv0641 Thrll7Ala
736919 G T missense_variant mmaA4 | Rv0642c Phe95Leu
738820 C A missense_variant mmaA2 | Rv0644c Argll4leu
741741 C T missense_variant Rv0647c | Rv0647c Ala293Thr
743317 C T missense_variant Rv0648 Rv0648 Ser200Leu
754186 A G missense_variant Rv0658c | Rv0658c Leu75Pro
775639 T C missense_variant mmpL5 | Rv0676¢ lle948Val
776100 G A missense_variant mmpL5 | Rv0676¢ Thr794lle
793082 C G missense_variant pqqE Rv0693 Ala309Gly
815236 T C missense_variant rplO Rv0723 llel6Thr
820483 G T missense_variant fucA Rv0727c¢ Ala6Asp
820752 C T missense_variant serA2 Rv0728¢ Arg242His
821907 T C missense_variant xylB Rv0729 Leul34Pro
831566 A G missense_variant Rv0739 Rv0739 Met238Val
844209 A G missense_variant fadE9 Rv0752c¢ Val69Ala
852606 G A missense_variant phoR Rv0758 Gly71Ser
852607 G T missense_variant phoR Rv0758 Gly71Val
852910 C T missense_variant phoR Rv0758 Prol72Leu
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867697 A C missense_variant Rv0774c | Rv0O774c Ser219Ala
871271 A C missense_variant purB RvO777 Thr422Pro
880562 G T missense_variant Rv0785 Rv0785 Cys408Phe
882257 T C missense_variant Rv0787 Rv0787 Tyr267His
887846 GT G frameshift_variant Rv0794c | Rv0794c Thr264fs
893733 T G missense_variant pepC Rv0800 Leul39Arg
906857 A G missense_variant Rv0812 Rv0812 llel45Met
911261 T C missense_variant Rv0818 Rv0818 Leu97Pro
912830 C G missense_variant phoT Rv0820 Phe35Leu
916046 T G missense_variant Rv0822¢ | Rv0822c His89Pro
917259 C A missense_variant Rv0823c | Rv0823c Gly130Cys
920514 G A missense_variant Rv0826 Rv0826 Arg294Gin
921813 C G missense_variant Rv0829 Rv0829 Ala80Gly
931437 A G missense_variant IpgQ Rv0835 Aspl62Gly
932280 T C stop_lost&splice_region_variant | Rv0836¢ | Rv0836¢c | Ter218Trpext*?
937677 G T missense_variant Rv0841 Rv0841 Val29Phe
941845 C A missense_variant Rv0845 Rv0845 Ala219Glu
944725 C T missense_variant IpgS Rv0847 Alal28Val
945214 G A missense_variant cysK2 Rv0848 Gly93Ser
948294 T C missense_variant Rv0851c | Rv0851c Ser59Gly
955524 A G missense_variant fadA Rv0859 Serl50Gly
958393 G A missense_variant fadB Rv0860 Ala701Thr
959379 A G missense_variant ercc3 Rv0861c Val258Ala
960367 A G missense_variant Rv0862c | Rv0862c Leu749Ser
979704 G C missense_variant Rv0881 Rv0881 Gly115Arg
990001 G C missense_variant Rv0890c | Rv0890c Pro866Ala
993346 A C missense_variant Rv0891c | Rv0891c Val37Gly
1000732 A G missense_variant gltA2 Rv0896 Thr421Ala
1010204 C CG frameshift_variant Rv0907 Rv0907 Cys25fs
1011100 C T missense_variant Rv0907 Rv0907 Pro322Leu
1014815 T G missense_variant Rv0909 Rv0909 His45GIn
1024346 A G missense_variant Rv0918 Rv0918 Ser46Gly
1026070 G T missense_variant Rv0920c | Rv0920c Asp249Glu
1037012 T C missense_variant pstAl Rv0930 Met5Thr
1037911 C T stop_gained pstAl Rv0930 Arg305*
1040706 A C missense_variant pstS2 Rv0932c Serl15Ala
1043169 T C missense_variant pstS1 Rv0934 Val352Ala
1047165 T C missense_variant ligD Rv0938 Cys344Arg
1054784 C G missense_variant Rv0945 Rv0945 Arg180Gly
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1062745 T C missense_variant sucC Rv0951 Val261Ala
1063765 G A missense_variant such Rv0952 Arg209Lys
1070702 T C missense_variant Rv0958 Rv0958 Ser274Pro
1074558 G A missense_variant lprP Rv0962c Prol86Leu
1076309 G T missense_variant Rv0964c | Rv0964c Prol124Thr
1077280 A C missense_variant Rv0966¢ | Rv0966¢ Trpl86Gly
1077312 A G missense_variant Rv0966¢c | Rv0966¢ Vall75Ala
1080192 G A missense_variant ctpVv Rv0969 Asp484Asn
1083043 C A missense_variant fade12 Rv0972c GIn236His
1085093 T A missense_variant accA2 Rv0973c lle220Phe
1087193 G C missense_variant accD2 Rv0974c Asn51Lys
1097023 G A missense_variant mprA Rv0981 Gly68Ser
1098523 T A missense_variant mprB Rv0982 Leu339His
1100234 T C missense_variant pepD Rv0983 Leu390Pro
1102484 G T missense_variant Rv0986 Rv0986 Val228Leu
1104690 T G missense_variant Rv0987 Rv0987 Phe717Val
1105284 G A missense_variant Rv0988 Rv0988 Val57lle
1105518 T G missense_variant Rv0988 Rv0988 Tyr135Asp
1106422 T C missense_variant grcC2 Rv0989c lle321Val
1107940 A C missense_variant Rv0990c | Rv0990c Ser54Ala
1109163 C G missense_variant Rv0992c | Rv0992c Met3lle
1109975 A G missense_variant galu Rv0993 GIn235Arg
1110956 T G missense_variant moeAl Rv0994 Cys230Gly
1113267 T A missense_variant Rv0996 Rv0996 lle295Asn
1113290 G C missense_variant Rv0996 Rv0996 Glu303GIn
1119597 C G missense_variant Rv1002c | Rv1002c Valll5Leu
1123597 A G start_lost pabB Rv1005c Leul?
1125316 C T missense_variant Rv1006 Rv1006 Pro535Ser
1126889 G C missense_variant metS Rv1007¢ Arg39Gly
1127648 C A missense_variant tatD Rv1008 Thr187Asn
1128935 G A missense_variant rpfB Rv1009 Gly282Glu
1131229 C CG frameshift_variant Rv1012 Rv1012 Glu35fs
1131300 G A missense_variant Rv1012 Rv1012 Ser58Asn
1143832 A C missense_variant IpquU Rv1022 Thr33Pro
1144585 A G missense_variant eno Rv1023 Arg8Gly
1150585 G A missense_variant kdpD Rv1028c Pro368Ser
1150803 C T missense_variant kdpD Rv1028c Gly295Asp
1160770 T A missense_variant esxl| Rv1037c GIn20Leu
1203046 C T missense_variant cbs Rv1077 Pro444Ser
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1203824 T C missense_variant pra Rv1078 llel71Thr
1205308 G C missense_variant greA Rv1080c Serl64Cys
1211369 A C missense_variant Rv1086 Rv1086 Ser259Arg
1220680 T C missense_variant glyAl Rv1093 Val36Ala
1225198 C T missense_variant Rv1096 Rv1096 Pro272Ser
1226077 G A missense_variant Rv1097¢ | Rv1097c Pro23Leu
1230778 G A missense_variant mazF3 Rv1102c Thre5lle
1238483 G A missense_variant Rv1112 Rv1112 Val77lle
1240241 T C missense_variant Rv1115 Rv1115 Serl9Pro
1248382 A G missense_variant Rv1125 Rv1125 Serl01Gly
1250357 T G missense_variant ppdK Rv1127c Thr350Pro
1251199 C T missense_variant ppdK Rv1127c Gly69Glu
1252164 T C missense_variant Rv1128c | Rv1128c Glu270Gly
1273250 G GA frameshift_variant mmpL13a | Rv1145 Leu277fs
1280689 T C missense_variant omt Rv1153c Asp53Gly
1280741 C T missense_variant omt Rv1153c Ala36Thr
1281118 T C missense_variant Rv1154c | Rv1154c Thr123Ala
1281771 T C missense_variant Rv1155 Rv1155 Serl15Pro
1289789 A G missense_variant narG Rv1161 Asp821Gly
1306281 A C missense_variant fadH Rv1175c¢ lle649Ser
1307598 C G missense_variant fadH Rv1175c¢ Cys210Ser
1307958 G T missense_variant fadH Rv1175c Thro90Asn
1310316 C T missense_variant Rv1178 Rv1178 Ala318Val
1315191 A C stop_lost&splice_region_variant pks3 Rv1180 | Ter489Tyrext*?
1316927 A C missense_variant pks4 Rv1181 Asp565Ala
1328687 G C missense_variant Rv1186¢c | Rv1186¢ Pro207Ala
1341040 C A missense_variant esxL Rv1198 Alal2Asp
1352604 C T missense_variant gpgsS Rv1208 Thrl54lle
1355349 C T missense_variant glgA Rv1212c Vall05lle
1358940 C A missense_variant Rv1215c | Rv1215c Alal69Ser
1362006 T C missense_variant Rv1218c | Rv1218c GIn243Arg
1366736 T C missense_variant htrA Rv1223 Phe288Leu
1367208 G A missense_variant htrA Rv1223 Serd445Asn
1367484 T G missense_variant tatB Rv1224 Trp8Gly
1368947 A G missense_variant Rv1226¢ | Rv1226¢ Val450Ala
1373909 A G missense_variant Rv1230c | Rv1230c Ser97Pro
1374065 T C missense_variant Rv1230c | Rv1230c Ser45Gly
1375724 A C missense_variant Rv1232c | Rv1232c Cys149Gly
1382628 T C missense_variant COrA Rv1239c Lys139Glu
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1387580 C A missense_variant Ipgz Rv1244 GIn242Lys
1390763 C T missense_variant Rv1248c | Rv1248c Val764Met
1393003 T G missense_variant Rv1248c | Rv1248c Glul7Ala
1393700 C T missense_variant Rv1249c | Rv1249c Ala95Thr
1395010 A G missense_variant Rv1250 Rv1250 Arg278Gly
1400396 A G missense_variant deaD Rv1253 Met143Val
1409018 TG T frameshift_variant Rv1260 Rv1260 Met260fs
1410062 G C missense_variant Rv1262c | Rv1262c Pro104Arg
1414021 C T missense_variant pknH Rv1266¢ Arg607GIn
1424699 T C missense_variant IprB Rv1274 Leul68Pro
1425641 T A missense_variant Rv1276¢ | Rv1276¢ Thr92Ser
1457144 C T missense_variant hemK Rv1300 Argl194Cys
1458144 C A missense_variant Rv1301 Rv1301 Pro196Gin
1459364 T G missense_variant rfe Rv1302 Val357Gly
1478850 A G missense_variant alkA Rv1317c Met90Thr
1479085 T C missense_variant alkA Rv1317c llel2Val
1482627 T C missense_variant Rv1320c | Rv1320c Thr531Ala
1484708 A C missense_variant Rv1321 Rv1321 Serl44Arg
1490905 A G missense_variant glgB Rv1326¢ Ser470Pro
1490911 G A missense_variant glgB Rv1326¢ Pro468Ser
1492194 T C missense_variant glgB Rv1326¢ Asp40Gly
1496964 G T missense_variant glgP Rv1328 Ala801Ser
1499274 C G missense_variant pncB1 Rv1330c Gly429Ala
1508682 T G missense_variant IprD Rv1343c Glu81Ala
1518463 T A stop_gained Rv1351 Rv1351 Leu78*
1523791 A G missense_variant moeY Rv1355c Leu81Pro
1534303 A C missense_variant Rv1362c | Rv1362c Vall03Gly
1536251 G T missense_variant Rv1364c | Rv1364c Ala465Glu
1537926 C T missense_variant rsfA Rv1365c¢ Glu82Lys
1538651 C G missense_variant Rv1366 Rv1366 Leu88Val
1540141 T C missense_variant Rv1367c | Rv1367c llel169Val
1543806 T TA frameshift_variant Rv1371 Rv1371 Phel50fs
1546703 C T missense_variant Rv1373 Rv1373 Pro231Leu
1547125 T C missense_variant Rv1374c | Rv1374c Thrl36Ala
1548087 G A missense_variant Rv1375 Rv1375 Gly86Arg
1550755 G A missense_variant Rv1377c¢ | Rv1377c Prol55Ser
1552547 G A missense_variant Rv1378c | Rv1378c Arg37Trp
1554752 G T missense_variant pyrC Rv1381 Vall89Phe
1556323 C G missense_variant carA Rv1383 Alal18Gly
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1559562 C A missense_variant carB Rv1384 Ala821Glu
1570566 C A missense_variant cypl32 Rv1394c Argl35Leu
1574206 T C missense_variant vapC10 | Rv1397c Aspl03Gly
1577083 G A missense_variant Rv1401 Rv1401 Ala52Thr
1584379 A C missense_variant fmu Rv1407 lle427Leu
1585283 A C missense_variant ribG Rv1409 Lys30Asn
1585404 G A missense_variant rbG Rv1409 Ala71Thr
1600685 C T missense_variant Rv1425 Rv1425 Pro343Leu
1608276 A C missense_variant Rv1431 Rv1431 Asn65Thr
1609445 A C missense_variant Rv1431 Rv1431 Lys455GIn
1624791 C G missense_variant OpcA Rv1446¢ Arg192Pro
1627351 T C missense_variant tal Rv1448c Thr244Ala
1630148 A C missense_variant tkt Rv1449c Tyrl18Asp
1635230 G A missense_variant ctaB Rv1451 Ala68Thr
1639594 C A missense_variant Rv1453 Rv1453 Pro405Gin
1645802 T C missense_variant Rv1459c | Rv1459c Lys113Glu
1646982 C T missense_variant Rv1460 Rv1460 Ala266Val
1650072 A G missense_variant Rv1462 Rv1462 Asn183Asp
1659994 C T missense_variant echAl12 Rv1472 Pro78Ser
1676290 C A missense_variant Rv1486¢ | Rv1486¢ Lys198Asn
1689349 C T missense_variant Rv1498c | Rv1498c Arg191His
1690345 A G start_lost Rv1498A | Rv1498A Metl1?
1693561 A G missense_variant Rv1502 Rv1502 Tyr213Cys
1694199 C T missense_variant Rv1503c | Rv1503c Glull6Lys
1754572 T C missense_variant fadD11 Rv1550 Leu286Ser
1760292 A G missense_variant frdC Rv1554 Met40Val
1766620 C T missense_variant treZ Rv1562c Alal75Thr
1778430 T C missense_variant bioD Rv1570 Met191Thr
1792777 T C missense_variant Rv1592c | Rv1592c lle322Val
1797577 A G missense_variant nadC Rv1596 Asn64Asp
1798355 G A missense_variant Rv1597 Rv1597 Gly21Asp
1803265 G A missense_variant hisH Rv1602 Ser201Asn
1804409 C A missense_variant impA Rv1604 Pro124Gin
1804790 C T missense_variant impA Rv1604 Pro251Leu
1805214 C T missense_variant hisF Rv1605 Prol21Leu
1816848 G T missense_variant pykA Rv1617 Glu220Asp
1817976 A T missense_variant tesB1 Rv1618 His121Leu
1826054 T C missense_variant Rv1624c | Rv1624c Thrl78Ala
1834859 G A missense_variant rpsA Rv1630 Ala440Thr
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1839759 G C missense_variant Rv1634 Rv1634 Gly198Arg
1849205 T C missense_variant lysX Rv1640c Asp944Gly
1854300 T C missense_variant tsnR Rv1644 Leu232Pro
1856777 G C missense_variant Rv1647 Rv1647 Ala2Pro
1859559 C A missense_variant pheS Rv1649 Ala276Asp
1860392 C T missense_variant pheT Rv1650 Ala212Vval
1878829 T C missense_variant pks7 Rv1661 Serl176Pro
1885481 C G missense_variant pks8 Rv1662 Arg1260Gly
1885772 G A missense_variant pks8 Rv1662 Alal357Thr
1888128 G A missense_variant pks9 Rv1664 Ala35Thr
1888893 A C missense_variant pks9 Rv1664 lle290Leu
1889073 G C missense_variant pks9 Rv1664 Ala350Pro
1900800 A G missense_variant cmr Rv1675c Val59Ala
1908084 G A missense_variant Rv1683 Rv1683 Argl64His
1912024 C A missense_variant Rv1686¢ | Rv1686¢ Val20Phe
1931179 C A missense_variant CycA Rv1704c Arg93Leu
1935695 T G missense_variant Rv1707 Rv1707 Ser272Ala
1936194 G A missense_variant Rv1707 Rv1707 Arg438GiIn
1936525 G A missense_variant Rv1708 Rv1708 Ala56Thr
1944107 A G missense_variant Rv1716 Rv1716 Serl78Gly
1944402 T C missense_variant Rv1716 Rv1716 Val276Ala
1945801 A G missense_variant Rv1719 Rv1719 Asn54Ser
1952827 C T missense_variant Rv1726 Rv1726 His326Tyr
1960284 C A missense_variant Rv1733c | Rv1733c GIn68His
1963738 TG T frameshift_variant narx Rv1736¢ GIn150fs
1963957 T C missense_variant narX Rv1736¢ Asp77Gly
1964030 C G missense_variant narX Rv1736¢ Asp53His
1967237 C A missense_variant Rv1739c¢ | Rv1739c Argl34Leu
1968116 A C missense_variant vapC34 Rv1741 Lys67Thr
1973110 G A missense_variant pknF Rv1746 Ala325Thr
1980552 T C missense_variant Rv1751 Rv1751 Met311Thr
1993808 A T missense_variant Rv1760 Rv1760 Glu219val
2011627 C G missense_variant cyplasd Rv1777 His324GlIn
2017861 G A missense_variant eccB5 Rv1782 Arg41His
2021564 G A missense_variant eccCh Rv1783 Val770Met
2033021 G A missense_variant eccD5 Rv1795 Gly261Asp
2055271 A G missense_variant Rv1812c¢ | Rv1812c Leu30Pro
2057774 A T missense_variant Rv1815 Rv1815 lle83Phe
2062922 T C missense_variant bacA Rv1819c lle603Val
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2072190 A C missense_variant gcvH Rv1826 Glu80Ala
2077218 A G missense_variant gcvB Rv1832 Thr448Ala
2090776 A G missense_variant Rv1842c | Rv1842c Leud437Ser
2093974 GC G frameshift_variant gndl Rv1844c Gly405fs
2097144 G C missense_variant Rv1847 Rv1847 Val90Leu
2099793 A T missense_variant ureF Rv1851 Met34Leu
2107511 C T missense_variant modC Rv1859 Thr313Met
2108141 T C missense_variant apa Rv1860 Phel36Leu
2120796 T A stop_lost&splice_region_variant | Rv1870c | Rv1870c | Ter212Leuext*?
2122625 A G missense_variant lIdD2 Rv1872c Vall76Ala
2122976 C G missense_variant lIdD2 Rv1872c Gly59Ala
2140920 GC G frameshift_variant Rv1894c | Rv1894c Ala317fs
2143328 G C missense_variant Rv1895 Rv1895 Val270Leu
2143523 C CT frameshift_variant Rv1895 Rv1895 Arg336fs
2145878 A G missense_variant lppD Rv1899c Leul23Pro
2147022 A C missense_variant lipd Rv1900c lle204Met
2151345 C T missense_variant Rv1904 Rv1904 Thr131Met
2151678 G T missense_variant aao Rv1905c Pro240Thr
2154724 C A missense_variant katG Rv1908c Arg463Leu
2160998 G A missense_variant aceAa Rv1915 Gly179Asp
2172012 G C missense_variant Rv1920 Rv1920 Met130lle
2175390 G A missense_variant lipD Rv1923 Gly73Asp
2180535 C T missense_variant Rv1928c | Rv1928c Gly228Asp
2181558 C A missense_variant Rv1929c¢ | Rv1929c Alall7Ser
2194204 A G missense_variant Rv1941 Rv1941 Thrl81Ala
2199052 C G missense_variant Rv1948c | Rv1948c Gly5Arg
2199416 A G missense_variant Rv1949c | Rv1949c Phe207Leu
2222308 T C missense_variant Rv1979c¢ | Rv1979c Asp286Gly
2225175 A C missense_variant nrdF1 Rv1981c Leu5Arg
2243034 T G missense_variant Rv1998c | Rv1998c Ser230Arg
2247169 G A missense_variant Rv2001 Rv2001 Argl13His
2258216 A G missense_variant vapB15 Rv2009 Asn63Asp
2264782 C A missense_variant Rv2017 Rv2017 Ala262Glu
2269376 G A missense_variant Rv2024c | Rv2024c Arg289Cys
2269780 T C missense_variant Rv2024c | Rv2024c Aspl54Gly
2270102 A G missense_variant Rv2024c | Rv2024c Trp47Arg
2271939 C T missense_variant Rv2026¢ | Rv2026¢ Gly270Asp
2274463 A C missense_variant dosT Rv2027c Leul6Val
2280081 C T missense_variant acg Rv2032 Pro318Leu
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2282376 C T missense_variant Rv2036 Rv2036 Ala93Vval
2282787 C T missense_variant Rv2037c¢ | Rv2037c Cys312Tyr
2285251 C A missense_variant Rv2039c | Rv2039c Vall31Phe
2294848 Cc A missense_variant pks12 Rv2048c Ala4047Ser
2295304 C T missense_variant pks12 Rv2048c Gly3895Ser
2295943 A G missense_variant pks12 Rv2048¢ Cys3682Arg
2296042 G C missense_variant pks12 Rv2048c Pro3649Ala
2328163 G GT frameshift_variant cobK Rv2070c His21fs
2328543 T C missense_variant cobM Rv2071c llel45Met
2329533 A G missense_variant cobL Rv2072c Leu205Pro
2335075 A G missense_variant Rv2078 Rv2078 Glu6Gly
2335494 A G missense_variant Rv2079 Rv2079 Tyrd7Cys
2336001 C T missense_variant Rv2079 Rv2079 Pro216Leu
2337373 T C missense_variant lppJd Rv2080 Val23Ala
2338811 A G missense_variant Rv2082 Rv2082 Lys35Glu
2338866 T G missense_variant Rv2082 Rv2082 Leu53Arg
2338961 G A missense_variant Rv2082 Rv2082 Val85lle
2338994 G A missense_variant Rv2082 Rv2082 Ala96Thr
2339255 A G missense_variant Rv2082 Rv2082 Thr183Ala
2341030 G A missense_variant Rv2083 Rv2083 Ala54Thr
2341636 C G missense_variant Rv2083 Rv2083 Leu256Val
2348446 C G missense_variant Rv2090 Rv2090 Phe358Leu
2351522 G A missense_variant helY Rv2092c Thr178Met
2369186 G C missense_variant prcA Rv2109c Arg182Gly
2369326 C G missense_variant prcA Rv2109c Arg135Pro
2372550 G C missense_variant dop Rv2112c Pro7Arg
2373248 A C missense_variant Rv2113 Rv2113 Thr207Pro
2382830 C A missense_variant metH Rv2124c Aspl080Tyr
2383814 T C missense_variant metH Rv2124c lle752Val
2386389 G A missense_variant Rv2125 Rv2125 Gly33Ser
2388641 G A missense_variant ansP1 Rv2127 Gly9Asp
2388745 G A missense_variant ansP1 Rv2127 Gly44Ser
2392387 C T missense_variant mshC Rv2130c Ala25Thr
2413131 A G missense_variant murG Rv2153c Leu74Pro
2413246 C A missense_variant murG Rv2153c Val36Leu
2415656 G C missense_variant murD Rv2155¢ Arg247Gly
2421816 A G missense_variant Rv2160A | Rv2160A Cys155Arg
2437259 G T missense_variant mptA Rv2174 Ala451Ser
2437837 G A missense_variant Rv2175c | Rv2175c Prol7Leu
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2438094 T G missense_variant pknL Rv2176 Ser52Ala
2440926 G T missense_variant aroG Rv2178c Asp265Glu
2448430 CT C frameshift_variant fadD15 Rv2187 Leu91lfs
2448458 C T missense_variant fadD15 Rv2187 Thr100lle
2449295 G A missense_variant fadD15 Rv2187 Gly379Glu
2454932 G A missense_variant Rv2191 Rv2191 Ala372Thr
2459234 G C missense_variant qcrA Rv2195 Met281lle
2461545 C A missense_variant Rv2197c | Rv2197c Ala202Ser
2472956 T C missense_variant cobS Rv2208 Leul55Ser
2478967 C G missense_variant pepB Rv2213 Phe210Leu
2499726 G A missense_variant Rv2226 Rv2226 Asp299Asn
2502757 C T missense_variant Rv2229c | Rv2229c Arg239Gin
2509140 G C missense_variant cobD Rv2236¢ Ser79Cys
2509362 G A missense_variant cobD Rv2236¢ Thr5lle
2511712 G T missense_variant Rv2240c | Rv2240c Thr190Lys
2525722 CG C frameshift_variant Rv2250A | Rv2250A Gly109fs
2529798 G C missense_variant Rv2256¢ | Rv2256¢ Ala26Gly
2546707 T C missense_variant mazF8 Rv2274c lle33Met
2559170 G A stop_gained Rv2286¢ | Rv2286¢ GIn134*
2562783 T C missense_variant IppO Rv2290 Val62Ala
2563958 A C missense_variant sseB Rv2291 Glu262Ala
2576251 G A missense_variant Rv2305 Rv2305 Gly148Asp
2577246 A G missense_variant Rv2306A | Rv2306A lle47Val
2577994 G A missense_variant Rv2307c¢ | Rv2307c Arg235Trp
2578626 A G missense_variant Rv2307c | Rv2307c Met24Thr
2589216 G C missense_variant UspA Rv2316 Vall27Leu
2591577 C G missense_variant uspC Rv2318 Leu354Val
2593028 TC T frameshift_variant rock Rv2320c Thr376fs
2595933 C T missense_variant Rv2323c | Rv2323c Alall13Thr
2604875 A C missense_variant Rv2331A | Rv2331A lle46Leu
2605293 G T missense_variant mez Rv2332 Glu62Asp
2606092 A C missense_variant mez Rv2332 lle329Leu
2606797 G GC frameshift_variant stp Rv2333c Leu509fs
2606813 G T missense_variant stp Rv2333c His503GIn
2608117 C A missense_variant stp Rv2333c Asp69Tyr
2612632 C A missense_variant Rv2337¢ | Rv2337c Glyl19val
2614823 C T missense_variant mmpL9 Rv2339 Ala44Val
2631840 A T missense_variant plcA Rv2351c Met79Lys
2641840 A G missense_variant zur Rv2359 His64Arg
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2642383 C T missense_variant Rv2360c | Rv2360c Ala66Thr
2656225 A G missense_variant mbtH Rv2377c Val69Ala
2660319 C G missense_variant mbtF Rv2379c GIlu589Asp
2675050 C T missense_variant mbtB Rv2383c Arg263Gin
2689193 G A missense_variant gotB Rv2394 Arg395Gin
2690202 C CT frameshift_variant Rv2395 Rv2395 lle45fs
2691713 T C missense_variant Rv2395 Rv2395 Ser548Pro
2695378 C G missense_variant cysW Rv2398c Glyl41Ala
2700142 C A stop_gained Rv2402 Rv2402 Tyr538*
2700912 C G missense_variant IppR Rv2403c Vall27Leu
2701538 G A missense_variant lepA Rv2404c Arg571Cys
2712913 C A missense_variant Rv2415c | Rv2415c Arg291Leu
2713270 T C missense_variant Rv2415c | Rv2415c Aspl72Gly
2731555 A C missense_variant Rv2435c | Rv2435c Ser399Ala
2734074 T C missense_variant rbskK Rv2436 Val282Ala
2737572 C A missense_variant proB Rv2439c Ala226Ser
2751804 C T missense_variant rpfE Rv2450c Arg126Gin
2752448 A G missense_variant Rv2451 Rv2451 Asn63Asp
2760152 A G missense_variant mmuM Rv2458 Tyrl25Cys
2764939 G A missense_variant tig Rv2462c Prol18Leu
2772954 T C missense_variant Rv2469c | Rv2469c Ser28Gly
2779136 T C missense_variant gdh Rv2476c¢ Serl043Gly
2786952 A G missense_variant plsB2 Rv2482c Cys778Arg
2790458 A C missense_variant plsC Rv2483c Cys189Gly
2791098 C T missense_variant Rv2484c | Rv2484c Gly466Asp
2807486 C A missense_variant Rv2492 Rv2492 Ala70Asp
2809318 G A missense_variant bkdC Rv2495c Arg208Trp
2809621 T C missense_variant bkdC Rv2495¢ Thr107Ala
2810382 C T missense_variant bkdB Rv2496¢ Gly201Ser
2818246 C T missense_variant accD1 Rv2502c Gly77Ser
2830525 C A missense_variant Rv2513 Rv2513 Thr122Lys
2841022 A G missense_variant fas Rv2524c Cys2771Arg
2853913 GC G frameshift_variant Rv2529 Rv2529 Val348fs
2858669 G T missense_variant nusB Rv2533c Alal9Asp
2865760 A G missense_variant Rv2542 Rv2542 Thr211Ala
2875808 C G missense_variant alaS Rv2555¢ Lys226Asn
2878980 C T missense_variant Rv2559¢ | Rv2559c Gly317Asp
2880702 G C missense_variant Rv2560 Rv2560 Val210Leu
2886400 G A missense_variant Rv2566 Rv2566 Glyl0Ser
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2887180 G T missense_variant Rv2566 Rv2566 Ala270Ser
2888201 T C missense_variant Rv2566 Rv2566 Leu610Pro
2891728 A G missense_variant Rv2567 Rv2567 GIn645Arg
2896019 CT C frameshift_variant aspS Rv2572c GIn595fs
2896260 G A missense_variant asps Rv2572c Ala515Vval
2907009 G T missense_variant ppiB Rv2582 Val66Phe
2910461 G T missense_variant apt Rv2584c Alal47Glu
2911293 C G missense_variant Rv2585¢ | Rv2585c¢ Cys462Ser
2913087 C T missense_variant secF Rv2586¢ Ala309Thr
2918796 T A missense_variant fadD9 Rv2590 Phe309Tyr
2925962 T C missense_variant vapC40 Rv2596 Cys77Arg
2927511 G T missense_variant Rv2599 Rv2599 Serl2lle
2932890 A G missense_variant tesB2 Rv2605c¢ Phe85Leu
2939373 G C missense_variant Rv2611c | Rv2611c Ser197Cys
2939657 T C missense_variant Rv2611c | Rv261i1c llel02Met
2954118 T TG frameshift_variant Rv2627c | Rv2627c Met211fs
2954439 T C missense_variant Rv2627c | Rv2627c Arg104Gly
2955233 C T missense_variant Rv2628 Rv2628 Ser59Leu
2984740 A G missense_variant Rv2668 Rv2668 His3Arg
2984932 G C missense_variant Rv2668 Rv2668 Gly67Ala
2985216 G A missense_variant Rv2668 Rv2668 Glul62Lys
2988630 C G missense_variant Rv2672 Rv2672 His317Asp
2997325 C T missense_variant Rv2681 Rv2681 Alal96Val
3000362 T C missense_variant Rv2683 Rv2683 Leu84Ser
3003115 C G missense_variant arsB1 Rv2685 Ala378Gly
3005185 G T missense_variant Rv2688c | Rv2688c Prol156Thr
3007238 A G stop_lost&splice_region_variant | Rv2690c | Rv2690c | Ter658Argext*?
3009692 A G missense_variant ceoB Rv2691 Thrll7Ala
3010420 A G missense_variant ceoC Rv2692 llel33Val
3011566 G T missense_variant Rv2694c | Rv2694c Arg68Ser
3013119 C T missense_variant Rv2696¢c | Rv2696¢ Aspl64Asn
3017465 T C missense_variant ppgK Rv2702 le203Thr
3021942 C G missense_variant Rv2709 Rv2709 Thr35Ser
3027606 C G missense_variant Rv2714 Rv2714 Serl81Trp
3027798 T C missense_variant Rv2714 Rv2714 Val245Ala
3031168 A G missense_variant Rv2719c | Rv2719c Tyrl24His
3032137 T C missense_variant lexA Rv2720 Valll7Ala
3036912 A G missense_variant fade20 Rv2724c llel27Thr
3041679 G A missense_variant Rv2729c | Rv2729c Ala266Val
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3041871 G T missense_variant Rv2729c | Rv2729c Ala202Glu
3069167 A G missense_variant hsdM Rv2756¢ Leu306Pro
3072927 G A stop_gained Rv2762c | Rv2762c Gln44*
3080795 A G missense_variant Rv2771c | Rv2771c Leu80Pro
3086728 C T missense_variant Rv2779c | Rv2779c Met9lle
3087084 CA C frameshift_variant ald Rv2780 GIn89fs
3097368 A C missense_variant SirR Rv2788 Aspl37Ala
3103682 T C missense_variant pptT Rv2794c Met87Val
3105144 C A missense_variant lppV Rv2796¢ Cys159Phe
3112877 G A missense_variant Rv2804c | Rv2804c Ala73Vval
3112923 C T missense_variant Rv2804c | Rv2804c Ala58Thr
3113872 A T missense_variant Rv2807 Rv2807 Glu72val
3118000 A G missense_variant Rv2812 Rv2812 Arg395Gly
3118449 A G missense_variant Rv2813 Rv2813 lle76Val
3125235 G A stop_gained Rv2818c | Rv2818c GIn304*
3133536 T C missense_variant Rv2825c | Rv2825c Lys2Glu
3137058 G A missense_variant vapB22 | Rv2830c Ala56Val
3139964 G A missense_variant ugpB Rv2833c Prol74Leu
3142580 G A missense_variant dinF Rv2836¢ Pro350Leu
3152257 C T missense_variant proS Rv2845c Ala232Thr
3154588 G C missense_variant efpA Rv2846¢ Thrl5Arg
3157785 C G missense_variant cobO Rv2849c Trp120Cys
3159237 C T missense_variant Rv2850c | Rv2850c Arg273GIn
3174496 A G missense_variant Rv2862c | Rv2862c Cys50Arg
3174591 C G missense_variant Rv2862c | Rv2862c Arg18Pro
3180988 C A missense_variant rip Rv2869c Val259Phe
3186860 T G missense_variant dipzZ Rv2874 Tyr672Asp
3187792 T C missense_variant Rv2876 Rv2876 Trp44Arg
3188769 A G missense_variant Rv2877c | Rv2877c Tyr35His
3194241 C CG frameshift_variant Rv2885c | Rv2885c Gly438fs
3194392 T A missense_variant Rv2885c | Rv2885c Lys386lle
3198332 G A missense_variant tsf Rv2889c Thr259Met
3206759 G A missense_variant Rv2897¢ | Rv2897c Ala395Val
3213089 C T missense_variant lepB Rv2903c Asp256Asn
3228143 G T missense_variant Rv2917 Rv2917 Arg594Leu
3236716 A C missense_variant smc Rv2922c Leu364Arg
3244414 A G missense_variant fadD26 Rv2930 Met240Val
3246547 A C missense_variant ppsA Rv2931 Asn368Thr
3247316 C G missense_variant ppsA Rv2931 Asp624Glu
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3247579 G A missense_variant ppsA Rv2931 Arg712Gin
3247851 G A missense_variant ppsA Rv2931 Ala803Thr
3248074 G A missense_variant ppsA Rv2931 Arg877His
3254880 G T missense_variant ppsB Rv2932 Argl270Leu
3262628 G A missense_variant ppsD Rv2934 Met1271le
3267715 A C missense_variant ppsD Rv2934 Glul823Ala
3271037 A G missense_variant ppsE Rv2935 Asnl1101Asp
3273138 C G missense_variant drrA Rv2936 His309Asp
3282079 T A missense_variant mas Rv2940c Ser213Cys
3283492 A G missense_variant fadD28 Rv2941 GIn53Arg
3292275 G A missense_variant pksl Rv2946¢ Alal360Val
3292506 A C missense_variant pksl Rv2946¢ Val1283Gly
3296721 C G missense_variant pks15 Rv2947c Gly374Arg
3296843 A G missense_variant pks15 Rv2947c Val333Ala
3301252 C T missense_variant fadD29 Rv2950c¢ Ala402Thr
3308466 C T missense_variant Rv2955¢c | Rv2955c¢ Arg27His
3309377 T C missense_variant Rv2956 Rv2956 le237Thr
3310875 G A stop_gained Rv2958c | Rv2958c Arg376*
3326554 A C missense_variant Rv2971 Rv2971 Asnl152His
3335297 T C missense_variant Rv2979c | Rv2979c Aspl51Gly
3335708 G C missense_variant Rv2979c | Rv2979c Prol4Arg
3336825 T C missense_variant ddlA Rv2981c Thr365Ala
3338603 G C missense_variant gpdA2 Rv2982c Prol33Ala
3348258 G A missense_variant Rv2991 Rv2991 Ala93Thr
3352919 A G missense_variant leuB Rv2995¢ Phel84Leu
3358235 A T missense_variant IppY Rv2999 Met212Leu
3371260 T C missense_variant gatA Rv3011c lle59Vval
3398271 T G missense_variant Rv3037¢ | Rv3037c Asp7Ala
3402816 C T missense_variant serB2 Rv3042c Gly116Glu
3402955 C A missense_variant serB2 Rv3042c Ala70Ser
3420825 A G missense_variant cypl36 Rv3059 Asp445Gly
3425854 C T missense_variant ligB Rv3062 Pro91Ser
3428446 G T missense_variant CStA Rv3063 Gly402Cys
3428917 C A missense_variant CStA Rv3063 Arg559Ser
3429041 T C missense_variant CStA Rv3063 Leu600Pro
3440468 G C missense_variant Rv3077 Rv3077 Gly310Arg
3445339 G A missense_variant pknK Rv3080c Ala217Val
3448783 G A missense_variant Rv3083 Rv3083 Val94lle
3454263 C G missense_variant Rv3087 Rv3087 Leud47Vval
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3462135 G C missense_variant Rv3093c | Rv3093c Cys210Trp
3464629 A G missense_variant Rv3096 Rv3096 Glu28Gly
3466919 C G missense_variant lipY Rv3097c Gly58Ala
3470168 T C missense_variant ftsX Rv3101c Asnl71Ser
3474427 G A missense_variant fprA Rv3106 Vall4llle
3475159 A G missense_variant fprA Rv3106 Asn385Asp
3480474 G A missense_variant Rv3113 Rv3113 Gly134Glu
3480645 T G missense_variant Rv3113 Rv3113 Leul91Arg
3480789 T C missense_variant Rv3114 Rv3114 SerllPro
3488556 G T missense_variant Rv3122 Rv3122 Argl56Ser
3488687 G A missense_variant Rv3123 Rv3123 Arg40GiIn
3498418 A G missense_variant devsS Rv3132c le283Thr
3503895 C T missense_variant Rv3137 Rv3137 Prol68Leu
3518167 A G missense_variant nuoG Rv3151 lle474Met
3518555 A G missense_variant nuoG Rv3151 Thr604Ala
3521044 A G missense_variant nuol Rv3153 Thr180Ala
3525557 G A missense_variant nuoM Rv3157 Val476lle
3530955 C G missense_variant Rv3161c | Rv3161c Val62Leu
3540144 G A missense_variant hpx Rv3171c Thr201Met
3542163 T C missense_variant Rv3174 Rv3174 Val9Ala
3544697 CG C frameshift_variant mesT Rv3176¢ Val202fs
3555699 A G missense_variant Rv3190c | Rv3190c Val330Ala
3556275 A G missense_variant Rv3190c | Rv3190c Leul38Pro
3560645 C T missense_variant Rv3193c | Rv3193c Arg843Gin
3571834 T G missense_variant nudC Rv3199c GIn237Pro
3573636 T C missense_variant Rv3200c | Rv3200c Asnl12Asp
3577958 A G missense_variant Rv3202c | Rv3202c Val748Ala
3581414 A G missense_variant Rv3204 Rv3204 Thr34Ala
3591063 T C missense_variant Rv3213c | Rv3213c Lys144Glu
3597396 C T missense_variant Rv3220c | Rv3220c Asp47Asn
3601528 C T missense_variant Rv3225c | Rv3225c Ala305Thr
3609511 T C missense_variant ppk2 Rv3232c Thr83Ala
3610391 A AC frameshift_variant tgs3 Rv3234c Ser267fs
3623730 G A missense_variant IpgB Rv3244c Ser394Leu
3624486 T C missense_variant IpgB Rv3244c Aspl42Gly
3625065 T G missense_variant mtrB Rv3245¢ Met517Leu
3636471 C T missense_variant Rv3256¢ | Rv3256¢ Arg282Gin
3638093 G A missense_variant pmmA Rv3257c¢ Ser206Leu
3647041 A G missense_variant rmiD Rv3266¢ Ser257Pro
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3654487 A G missense_variant Rv3272 Rv3272 Asn347Ser
3658266 C G missense_variant purk Rv3275¢ Gly125Arg
3660692 C T missense_variant Rv3277 Rv3277 Ser272Leu
3661382 Cc T missense_variant birA Rv3279c Asp211Asn
3663404 T C missense_variant accD5 Rv3280 Val448Ala
3664615 G T missense_variant Rv3282 Rv3282 Alal33Ser
3674418 G T missense_variant pcd Rv3293 Gly273Cys
3679949 A G missense_variant Ihr Rv3296 Lys1059Glu
3685354 C T missense_variant atsB Rv3299c Gly204Ser
3689523 G T stop_gained IpdA Rv3303c Cys472*
3690016 A G missense_variant IpdA Rv3303c Leu308Ser
3690854 T C missense_variant IpdA Rv3303c Thr29Ala
3697708 A G missense_variant sapM Rv3310 Thrl71Ala
3702543 G A missense_variant deoA Rv3314c Arg309Trp
3702606 C T missense_variant deoA Rv3314c Gly288Arg
3704596 G C missense_variant sdhD Rv3317 Val54Leu
3714211 G T missense_variant sigJ Rv3328c Pro41GIn
3714757 A C missense_variant Rv3329 Rv3329 GIn122His
3718357 C T missense_variant sugl Rv3331 Pro423Leu
3769445 T C missense_variant Rv3354 Rv3354 Valll2Ala
3770588 T G missense_variant folD Rv3356¢ GIn21Pro
3785946 A G missense_variant Rv3371 Rv3371 Arg339Gly
3786033 A G missense_variant Rv3371 Rv3371 lle368Val
3788365 T G stop_lost&splice_region_variant | echAl8 Rv3373 | Ter214Glyext*?
3791135 T C missense_variant Rv3377c | Rv3377c lle407Val
3794281 C T missense_variant dxs2 Rv3379c Cys196Tyr
3798095 A C missense_variant idsB Rv3383c Vall32Gly
3808103 T C missense_variant cmaAl Rv3392c Asnll2Ser
3811327 C T missense_variant Rv3395¢c | Rv3395c Vall04Met
3811629 G A missense_variant Rv3395c | Rv3395c Ala3Val
3817117 C A missense_variant Rv3399 Rv3399 Ala330Glu
3820839 G C stop_gained Rv3402c | Rv3402c Tyr351*
3826684 C T missense_variant vapC47 Rv3408 Ser46lLeu
3844992 T A missense_variant Rv3428c | Rv3428c Ser327Cys
3845328 T C missense_variant Rv3428c | Rv3428c Met215Val
3851887 A C missense_variant Rv3433c | Rv3433c Ser443Ala
3857161 T C missense_variant Rv3437 Rv3437 Leu84Pro
3864995 T C missense_variant eccC4 Rv3447c Serl082Gly
3874722 AT A frameshift_variant Rv3453 Rv3453 Tyrl08fs
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3879288 C A missense_variant rpskK Rv3459c Lys135Asn
3885886 T C missense_variant Rv3468c | Rv3468c lle62Val
3893290 G A missense_variant kgtP Rv3476¢ Alal44val
3893480 G A missense_variant kgtP Rv3476¢ Leu81Phe
3896340 T G missense_variant Rv3479 Rv3479 Leul74Arg
3898869 C A missense_variant Rv3479 Rv3479 Thr1017Asn
3909235 G C missense_variant OtsA Rv3490 Val334Leu
3912636 T C missense_variant mce4dF Rv3494c Asp245Gly
3924350 C T missense_variant fade27 Rv3505 Ala218Val
3952800 G A missense_variant echA19 Rv3516 Gly86Asp
3954930 TG T frameshift_variant cypla2 Rv3518¢ Thr198fs
3958403 A G missense_variant Rv3521 Rv3521 Asn295Asp
3959418 C T missense_variant ltp4 Rv3522 Thr324lle
3989914 G T missense_variant Rv3551 Rv3551 Ala7Ser
3994898 A G missense_variant Rv3555¢ | Rv3555¢ Trp268Arg
3999774 G A missense_variant Rv3559¢ | Rv3559c Ala221Val
4002847 C A missense_variant fadD3 Rv3561 Thr404Asn
4005114 G C missense_variant fadeE32 Rv3563 Trp275Ser
4008747 A G missense_variant hsaB Rv3567¢ lel79Thr
4012219 T C missense_variant hsaA Rv3570c Asn18Asp
4018709 G A missense_variant IppH Rv3576 Aspl18Asn
4021489 T G missense_variant Rv3579c | Rv3579c Glu302Ala
4028752 A G missense_variant Rv3586 Rv3586 Thr288Ala
4034827 C T missense_variant IpgF Rv3593 Alal59Vval
4034908 A G missense_variant lpgF Rv3593 Asn186Ser
4047039 A C missense_variant Rv3604c | Rv3604c Val153Gly
4055801 G A missense_variant espA Rv3616¢ Thr192lle
4067044 G A missense_variant Rv3627¢ | Rv3627c Ala81Val
4067152 G A missense_variant Rv3627c | Rv3627c Ala45Val
4069292 G A missense_variant Rv3630 Rv3630 Ala40Thr
4078292 T G missense_variant Rv3639c | Rv3639c Lys53Asn
4078863 C T missense_variant Rv3640c | Rv3640c Gly296Glu
4089058 T C missense_variant Rv3649 Rv3649 Leu93Pro
4095001 CG C frameshift_variant Rv3655¢c | Rv3655¢ Serl00fs
4099060 G A missense_variant Rv3660c | Rv3660c Pro30Leu
4099764 T C missense_variant Rv3661 Rv3661 Ser40Pro
4101936 C T missense_variant Rv3662c | Rv3662c Ala34Thr
4105757 C T missense_variant dppA Rv3666¢ Arg443Gin
4107074 T C missense_variant dppA Rv3666¢ GIndArg
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4112429 T C missense_variant Rv3671c | Rv3671c lle363Val
4138377 A G missense_variant glpK Rv3696¢ Val460Ala
4140143 C T missense_variant vapC48 | Rv3697c Gly34Arg
4140690 G C missense_variant Rv3698 Rv3698 Met66lle
4141190 C G missense_variant Rv3698 Rv3698 Pro233Arg
4154224 C A missense_variant leuA Rv3710 Prol62His
4156099 C A missense_variant dnaQ Rv3711c Val2llleu
4156239 A G missense_variant dnaQ Rv3711c Vall64Ala
4156503 C T missense_variant dnaQ Rv3711c Gly76Asp
4158032 A C missense_variant Rv3712 Rv3712 Lys351Thr
4162339 A G missense_variant Rv3719 Rv3719 Thri12Ala
4170964 G GA frameshift_variant Rv3725 Rv3725 Gly251fs
4172173 A C missense_variant Rv3726 Rv3726 Arg251Ser
4176262 G A missense_variant Rv3728 Rv3728 Gly464Arg
4182695 G A missense_variant ligC Rv3731 Arg313His
4197555 G A missense_variant Rv3748 Rv3748 Gly107Asp
4200220 A G start_lost Rv3753c | Rv3753c Metl?
4200868 A C missense_variant tyrA Rv3754 Met150Leu
4204847 G A missense_variant proX Rv3759c¢ Alal76Val
4205120 A G missense_variant proX Rv3759c Leu85Pro
4207844 A G missense_variant Rv3762c | Rv3762c Tyr345His
4210274 A G missense_variant tery Rv3764c Cys246Arg
4210876 T C missense_variant terY Rv3764c His45Arg
4215484 G C missense_variant Rv3770c | Rv3770c Pro98Ala
4217557 A G missense_variant hisC2 Rv3772 Thrl42Ala
4222073 A G missense_variant Rv3776 Rv3776 Met329Val
4223172 T C missense_variant Rv3777 Rv3777 Vall60Ala
4247646 A C missense_variant embB Rv3795 Glu378Ala
4250836 C T missense_variant Rv3796 Rv3796 Thr320lle
4259579 G C missense_variant pks13 Rv3800c Ala523Gly
4261499 G A missense_variant fadD32 Rv3801c Ala523Val
4267858 T C missense_variant aftB Rv3805¢ lle327Val
4269387 T G missense_variant ubiA Rv3806¢ Glul49Asp
4278968 A G missense_variant Rv3813c | Rv3813c Met83Thr
4287361 C T missense_variant Rv3822 Rv3822 Ala214Val
4289953 A G missense_variant mmpL8 | Rv3823c Val526Ala
4290827 C G missense_variant mmpL8 | Rv3823c Gly235Arg
4302036 T C missense_variant Rv3827c¢ | Rv3827c Thr252Ala
4304847 C A missense_variant Rv3829c | Rv3829c Glu54Asp
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4307179 G A missense_variant Rv3833 Rv3833 Vall05lle
4313128 C T missense_variant Rv3839 Rv3839 Prol22Ser
4316322 C T missense_variant Rv3843c | Rv3843c Arg92His
4316566 C G missense_variant Rv3843c | Rv3843c Glyl1Arg
4321317 T C missense_variant sodA Rv3846 1le205Thr
4330238 C T missense_variant gltD Rv3858¢ Arg423His
4334425 G C missense_variant gltB Rv3859c GIn553Glu
4337468 T C missense_variant Rv3860 Rv3860 Val231Ala
4344041 C T missense_variant eccAl Rv3868 Ala243Val
4357597 C G missense_variant espK Rv3879c Cys729Ser
4365743 T G missense_variant eccA2 Rv3884c Thr366Pro
4366195 T C missense_variant eccA2 Rv3884c Glu215Gly
4379680 C G missense_variant eccC2 Rv3894c Arg258Pro
4382103 TA T frameshift_variant Rv3896¢c | Rv3896¢ Tyr250fs
4382275 G T missense_variant Rv3896¢ | Rv3896¢ GIn193Lys
4382296 T C missense_variant Rv3896¢ | Rv3896¢ llel86Val
4382604 T C missense_variant Rv3896¢c | Rv3896¢ Asp83Gly
4383655 A G stop_lost&splice_region_variant | Rv3898c | Rv3898c | Terl11Glnext*?
4386257 G C missense_variant Rv3900c | Rv3900c Prol8Ala
4390466 T C missense_variant esxE Rv3904c Met82Val
4394210 G C missense_variant Rv3909 Rv3909 Gly7Arg
4395387 A G missense_variant Rv3909 Rv3909 Asn399Ser
4395804 C T missense_variant Rv3909 Rv3909 Alab538Val
4398035 T C missense_variant Rv3910 Rv3910 Val480Ala
4401897 A G missense_variant trxB2 Rv3913 Asp57Gly
4408570 G A missense_variant Rv3920c | Rv3920c Arg110Trp
4408985 T C missense_variant Rv3921c | Rv392ic Lys362Arg
2772741 C A missense_variant Rv2469c | Rv2469c Ala99Ser
2896260 G A missense_variant aspS Rv2572c Ala515Val

158




Anexo IV. Lista de todas frameshifts encontradas em genémica comparativa entre

Mycobacterium caprae e Mycobacterium tuberculosis estirpe H37Rv.

Posicao Sequéncia Indel Gene/Gene ID = frameshift
Genbmica original
28934 GC G Rv0024 Asn193fs
194305 C CGG mcelR Glyl171fs
234496 C CGT Rv0197 Pro756fs
640365 CA C vapC3 Gly93fs
642005 GA G fadD8 Phe269fs
668707 C CG Rv0575¢ Ala347fs
712192 G GA galTa Pro220fs
722434 GC G recB Arg860fs
887846 GT G Rv0794c Thr264fs
1010204 C CG Rv0907 Cys25fs
1131229 C CG Rv1012 Glu35fs
1273250 G GA mmpL13a Leu277fs
1409018 TG T Rv1260 Met260fs
1543806 T TA Rv1371 Phel50fs
1963738 TG T narX GIn150fs
2093974 GC G gndl Gly405fs
2140920 GC G Rv1894c Ala317fs
2143523 C CT Rv1895 Arg336fs
2328163 G GT cobK His21fs
2448430 CT C fadD15 Leu91fs
2525722 CG C Rv2250A Gly109fs
2593028 TC T rock Thr376fs
2606797 G GC stp Leu509fs
2690202 C CT Rv2395 lle45fs
2853913 GC G Rv2529 Val348fs
2896019 CT C aspS GIn595fs
2954118 T TG Rv2627c Met211fs
3087084 CA C ald GIn89fs
3194241 C CG Rv2885c Gly438fs
3544697 CG C mesT Val202fs
3610391 A AC tgs3 Ser267fs
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3874722
3954930
4095001
4170964
4382103

AT
TG
CG

TA

—

GA

Rv3453
cypl42
Rv3655c
Rv3725
Rv3896¢

Tyr108fs
Thr198fs
Ser100fs
Gly251fs
Tyr250fs
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