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RESUMO 

CASTELÃO, A. B. C. Contribuições da análise genômica para o controle da tuberculose 
bovina. 2016. 142f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Programa de Pós Graduação em Ciência Animal, Universidade Federal de Mato 
Grosso do Sul, Campo Grande, 2016. 

 Mycobacterium bovis é o agente causador da tuberculose bovina, responsável por 
uma doença com perdas anuais para a agropecuária global de 3 bilhões de dólares além de 
sérias repercussões na saúde pública e saúde animal. O sequenciamento genômico e avanços 
nas técnicas de tipagem molecular têm contribuído para o estudo epidemiológico da 
tuberculose bovina, por meio da identificação e caracterização de isolados de M. bovis. O 
genoma de M. bovis é 99,95% idêntico em sequência de nucleotídeos ao genoma de 
Mycobacterium tuberculosis. Apesar da elevada relação genética global, essas espécies 
exibem uma grande variedade de fenótipos; a deleção da informação genética, juntamente com 
a presença de polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) ao longo do cromossoma das 
espécies provavelmente explica a diferença na gama de hospedeiros, virulência e 
imunopatologia encontrada entre estas espécies. O objetivo deste trabalho foi sequenciar, 
montar, analisar e caracterizar geneticamente genomas micobacterianos, bem como analisá-
los filogeneticamente, estabelecendo relações entre os mesmos e comparar um repertório de 
genes de virulência presentes nos genomas dos isolados M. bovis 04-303 e 534 que 
apresentam perfis patogênicos contrastantes. A sequência do genoma de AN5 foi obtidas 
utilizando a tecnologia MiSeq e a montagem do genoma assistida pelo genoma referência: M. 
bovis AF2122/97. A montagem contém 70 contigs e N50 150.219. O genoma compreende 
3.938 sequências codificadoras (CDs) e 48 genes de RNA (3 rRNAs e 45 tRNAs). Nenhuma 
deleção ou variação genética no isolado M. bovis AN5 utilizado para produção do PPDBR 
apoia a diferença proteômica encontrada quando comparado ao PPDUK. As sequências dos 
genomas de M. bovis 04-303 e 534 foram também obtidas utilizando a tecnologia MiSeq. Todos 
os genes de ambos genomas foram analizados, utilizando M. bovis AF2122/97 como 
referência. Mutações nucleotídicas foram encontradas em 31 genes de virulência no isolado 
04-303: 21 mutações não sinônimas missense (substituição de aminoácidos), 9 mutações de 
deleção (supressão de aminoácidos) e uma mutação de inserção (inserção de aminoácido). Em 
relação ao isolado 534, mutações nucleotídicas foram encontradas em 47 genes de virulência: 
24 mutações não sinônimas missense, 20 mutações de deleção e 3 mutações de inserção. 
Dezoito dessas mutações foram comuns em ambos os genomas. As mutações encontradas em 
genes de virulência estão em concordância com o fenótipo atenuado do isolado M. bovis 534. 
Estas mutações estão apenas parcialmente em consonância com o fenótipo virulento do 
isolado M. bovis 04-303. Análises filogenéticas e de processos evolutivos de 38 genomas 
sequenciados de M. bovis das Américas, Europa, Ásia e África apontaram que isolados norte-
americanos estão evoluindo distintamente da maioria dos isolados sul-americanos, além de 
apresentarem menor pressão de seleção. Através de datação de divergência e da posição 
basal apresentada por isolados humanos nas árvores filogenéticas evidenciando a origem de 
M. bovis há aproximadamente 10.000 anos atrás, além de corroborar com a afirmativa de 
Mycobacterium tuberculosis como progenitor de M. bovis. 
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ABSTRACT 

CASTELÃO, A. B. C. Contributions of genomic analysis for the control of bovine 
tuberculosis control. 2016. 142f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia, Programa de Pós Graduação em Ciência Animal, Universidade Federal de 
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, 2016. 

Mycobacterium bovis is the causative agent of bovine tuberculosis, a disease 
responsible for annual losses to global agriculture of $3 billion and with serious repercussions 
for public health and animal welfare. The genome sequencing and advances in molecular typing 
techniques have contributed to the epidemiological study of bovine tuberculosis, through the 
identification and characterization of M. bovis isolates. M. bovis genome is 99,95% identical in 
nucleotide sequence to Mycobacterium tuberculosis. Despite their high overall genetic 
relationship, this species exhibit a wide variety of phenotypes; the deletion of genetic 
information, together with the presence of a single nucleotide polymorphism (SNP) along 
chromosomes of the species, probably explain the different host ranges, virulence and 
immunopathology found among these species. The aim of this study was to sequence, 
assemble, analyze and characterize genetically mycobacterial genomes and analyze them 
phylogenetically, establishing relationships between them and compare a repertoire of virulence 
genes present in the genomes of M. bovis isolates 04-303 and 534 with contrasting pathogenic 
profiles.The genome sequence of AN5 was obtained using MiSeq technology and the assembly 
was performed with a reference-assisted genome: M. bovis AF2122/97 strain. The assembly 
contains 70 contigs and an N50 of 150,219. The M. bovis AN5 genome comprises 3,938 coding 
sequences (CDSs) and 48 RNA genes (3 rRNAs and 45 tRNAs). Neither gene deletion nor 
gene variation in M. bovis AN5 strains used for production of PPDBR supports the proteomic 
differences compared with PPDUK. The genome sequence of 04-303 and 534 were also 
obtained using MiSeq technology. All genes of both M. bovis genome were analyzed using 
AF2122/97 as a reference genome. Nucleotide mutations were found in 31 virulence genes of 
04-303: 21 missense mutations (amino acid replacement), 9 deletion mutations (deletion of 
amino acid) and 1 insertion mutation (insertion of amino acid). Concerning the 534 strain, 
nucleotide mutations were found in 47 virulence genes: 24 missense mutations, 20 deletion 
mutations and 3 insertion mutations. Eighteen of these mutations were common in both 
genomes. Mutations found in virulence genes are in concordance with the attenuated 
phenotype of the M. bovis strain 534. These mutations are only partially in consonance with the 
hyper-virulent phenotype of the M. bovis 04-303 strain. Filogenetic analyses and evolutionary 
patterns in 38 sequenced genomes of M. bovis from the Americas, Europe, Asia, and Africa 
pointed that US strains are evolving distinctly from most South American lineages, besides 
presented lower selection pressure. Across divergence time and basal position of human 
isolates in filogenetic trees evidencing the M. bovis origin approximately of 10.000 years, and 
corroborate with the affirmative of Mycobacterium tuberculosis as the progenitor of M. bovis. 
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INTRODUÇÃO 

A tuberculose, considerada um dos maiores problemas de saúde pública no 

mundo, é uma doença infecto-contagiosa causada por micobactérias. As micobactérias 

pertencem à Classe Actinobacteria, Ordem Actinomycetales, Família 

Mycobacteriaceae, Gênero Mycobacterium e fazem parte do complexo Mycobacterium 

tuberculosis (CMT), um grupo de espécies relacionadas constituído, atualmente, por 

nove espécies – Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium 

microti, Mycobacterium africanum, Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii – 

e, recentemente, três novas espécies foram incluídas ao complexo - Mycobacterium 

mungi, Mycobacterium suricattae e Mycobacterium orygis (FABRE et al., 2004; SMITH 

et al., 2006; ALEXANDER et al., 2010; Van INGEN et al., 2012). 

A tuberculose bovina é uma zoonose, doença naturalmente transmissível 

entre os animais vertebrados e o homem, causada por Mycobacterium bovis, cujo 

hospedeiro primário é o bovino. Entretanto diversas espécies de mamíferos domésticos 

e silvestres, inclusive o homem, são também susceptíveis ao bacilo (BIET et al., 2005; 

CORNER, 2006). A tuberculose é uma doença de elevada importância econômica para 

a criação de bovinos uma vez que afeta diretamente a produtividade além de 

influenciar o comércio internacional dos animais e seus subprodutos (MICHEL et al., 

2010). Estima-se que os prejuízos anuais com a tuberculose bovina são da ordem de 

três bilhões de dólares (GARNIER et al., 2003). 

Em bovinos, M. bovis é transmitido principalmente por via respiratória, através 

da inalação de aerossóis contaminados pelo bacilo. Entretanto, além de aerossóis, o 

animal pode disseminar o agente por descarga nasal, leite, fezes, urina, secreções 

vaginais e uterinas, e pelo sêmen. O trato digestório também é porta de entrada de M. 

bovis, principalmente em bezerros alimentados com leite proveniente de vacas com 

mastite tuberculosa e em animais que ingerem água ou forragens contaminadas 

(POLLOCK et al., 2006). É uma das mais graves e antigas enfermidades infecto-
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contagiosas conhecidas e caracteriza-se pela evolução geralmente crônica, 

inicialmente subclínica e desenvolvimento progressivo de lesões nodulares 

denominadas tubérculos (GUTIÉRREZ et al., 1998). 

As lesões sugestivas de tuberculose bovina são frequentemente encontradas 

nos pulmões e em linfonodos adjacentes, e são visualizadas durante a necropsia ou 

durante a inspeção de carcaças em matadouros frigoríficos. Caracterizam-se por 

nódulos de diâmetro variável entre 1,0 a 3,0 cm ou mais, podendo ser confluente, de 

aspecto purulento ou caseoso, de cor branca, cinza ou amarelado, de consistência 

firme e inodoro (BRASIL, 2006; OIE, 2009). A partir dessas lesões é realizado o 

isolamento micobacteriano em meio de cultura Stonebrink. O modelo característico de 

crescimento, a morfologia colonial em meios de cultura e a presença de bacilos álcool 

ácido resistente (BAAR) podem formular o diagnóstico preliminar da infecção por M. 

bovis. Tais colônias podem ser identificadas por meio de provas bioquímicas ou por 

técnicas de biologia molecular (OIE, 2009). 

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e 

Tuberculose Animal (PNCEBT) foi instituído em 2001 com o propósito de diminuir o 

impacto negativo dessas zoonoses na saúde humana e animal e aumentar a 

competitividade da pecuária nacional (BRASIL, 2001). O controle da enfermidade é 

baseado na identificação e eliminação dos animais infectados (teste-abate) (BRASIL, 

2001), tomando como base testes alérgicos de tuberculinização intradérmica em 

bovinos e bubalinos utilizando-se tuberculinas PPD (Derivado Protéico Purificado) 

(MONAGHAN et al., 1994). O diagnóstico confirmatório é realizado após a morte do 

animal e requer o isolamento e a identificação do agente etiológico (CORNER, 1994).  

As diferenças bioquímicas existentes entre as espécies de micobactérias 

podem ser utilizadas para confirmar o agente causal da doença. Essas provas 

bioquímicas apresentam alta especificidade, porém são trabalhosas, requerem culturas 

novas, puras e abundantes, condições só alcançadas após sucessivos repiques a partir 

do primo isolamento, que pode se estender por vários meses até a confirmação da 

espécie (MICHEL; MULLER; van HELDEN, 2010). As técnicas de tipagem molecular 
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ajudam a estratificar e refinar dados, fornecendo informações mais sensíveis e 

específicas, que facilitam as atividades epidemiológicas, incluindo a vigilância de 

doenças, investigações de surtos, identificando padrões de transmissão e fatores de 

risco entre casos aparentemente díspares, bem como pode revelar a presença de 

focos provocados por mais de uma cepa (FOXMAN; RILEY, 1998). 

 Com a globalização da economia, as barreiras à comercialização de produtos 

de origem animal, antes alfandegárias, são hoje de natureza sanitária. A cada dia, 

crescem as exigências dos mercados internacionais. No contexto da tuberculose 

bovina, diversos países já adotam a obrigatoriedade da identificação etiológica de 

lesões sugestivas da enfermidade detectadas em abatedouros (RADUNZ, 2006; 

KANEENE et al., 2006).  

Nos últimos anos, os avanços da biologia molecular vêm contribuindo com 

êxito no diagnóstico de enfermidades animais. O sequenciamento de DNA e a 

identificação de marcadores moleculares têm sido o foco deste desenvolvimento, 

possibilitando a padronização de técnicas moleculares, que permitem distinguir 

rapidamente espécies e também cepas da mesma espécie. 

1.1 AGENTE ETIOLÓGICO 

A tuberculose em bovinos tem como agente etiológico o bacilo Mycobacterium 

bovis, pertencente ao CMT. Estes bacilos são pequenos (0,3 a 0,6 μm de largura por 1 

a 4 μm de comprimento), intracelulares facultativos, microaerófilos, imóveis, não 

esporulados, não flagelados e se apresentam na forma de bastonetes reto ou 

encurvado. São BAAR, ou seja, uma vez corados pela fucsina a quente não se 

descoram na presença de uma mistura álcool-ácido em uma técnica denominada de 

Ziehl-Neelsen. Crescem em meios especiais a base de ovos e amido, enriquecidos 

com asparagina e contendo verde malaquita para inibir contaminantes. Mycobacterium 

bovis não é capaz de metabolizar glicerol em piruvato como fazem as outras espécies 

do CMT. A análise da sequência genômica dessa espécie confirmou que todos os 
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genes requeridos para a formação do piruvato não são funcionais. Desse modo, M. 

bovis cresce melhor na presença de piruvato como fonte de carbono e encontram 

condições ideais de crescimento à temperatura de 37°C e pH neutro (BARRERA, 

2007). 

Mycobacterium bovis é um patógeno que habita preferencialmente o meio 

intracelular de fagócitos mononucleares e, como as demais micobactérias do CMT, é 

hospedeiro-dependente e não pode multiplicar-se no meio ambiente. Porém, são 

capazes de se reproduzir in vitro. Em meios de cultura à base de ovo é típico o 

crescimento de colônias pequenas, arredondadas, de coloração amarelo-pálida, com 

borda irregular e superfície granular (BARRERA, 2007). Na baciloscopia, M. bovis 

aparece como cocobacilos de coloração vermelho intensa (CORNER, 1994). 

O bacilo da tuberculose bovina apresenta um envelope celular altamente 

impermeável, contendo elevado conteúdo lipídico (50 a 60%) o que confere um caráter 

hidrofóbico e o torna refratário à atividade enzimática. A parede celular bem 

desenvolvida contém moléculas de peptideoglicano covalentemente ligados a 

polissacarídeos ramificados, arabinogalactano, cujas extremidades são esterificadas 

com ácidos graxos de alto peso molecular, os ácidos micólicos, que representam uma 

importante barreira lipídica. A composição e a quantidade dos componentes da parede 

celular afetam as taxas de crescimento e a virulência da bactéria (BARRERA, 2007).   

Mycobacterium bovis é moderadamente resistente ao calor, permanecendo 

viável em pastos e esterco por até dois anos, em água por até um ano e até dez meses 

em produtos de origem animal contaminados. O bacilo também apresenta resistência a 

desinfetantes compostos por amônia quaternária e clorexidine. Entretanto, é sensível à 

exposição solar direta em ambiente seco, combatido pela pasteurização do leite e por 

produtos como hipoclorito de sódio, desinfetantes fenólicos, formólicos e álcool, 

observando a concentração do produto, tempo de exposição, temperatura e presença 

de matéria orgânica (ROXO, 1996). 
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1.2 GENOMA 

O sequenciamento do genoma completo de M. bovis ocorreu em 2003 por 

Garnier et al.(2003) e abriu portas para a obtenção de informações genéticas antes não 

disponíveis. A cepa sequenciada foi Mycobacterium bovis AF2122/97, uma cepa 

virulenta que foi isolada na Grã-Bretanha em 1997 (GORDON et al., 1999).  Este 

isolado de M. bovis possui 4.345.492 pb (pares de base) em seu genoma, organizado 

em um único cromossomo circular com conteúdo médio de guanina e citosina de 65%. 

Contém 3.952 genes, incluindo um profago e 42 elementos de inserção (insertion 

sequence -IS) (GARNIER et al., 2003).  

O genoma de M. bovis é 99,95% geneticamente idêntico ao de M. 

tuberculosis, mostrando colinearidade e nenhuma evidência de grandes translocações, 

duplicações ou inversões. As diferenças são observadas na variação das redes de 

expressão gênica. O maior grau de variação entre as sequências dos bacilos bovino e 

humano é encontrado em genes que codificam proteínas da parede celular e proteínas 

secretoras (GARNIER et al., 2003). Apesar da similaridade genética com M. 

tuberculosis, o genoma de M. bovis apresenta-se reduzido devido a deleções, eventos 

considerados únicos e unidirecionais nessas bactérias. Essas deleções no DNA de M. 

bovis são as principais responsáveis pela diferenciação e afetam genes envolvidos no 

transporte, nas estruturas de superfície celular e no metabolismo intermediário; 

podendo remover genes que são dispensáveis para a adaptação em um determinado 

hospedeiro e conduzir para uma gama de hospedeiros diferentes. Mutações pontuais, 

também desempenham papel na definição do fenótipo, como é o caso da resistência a 

pirazinamida de M. bovis ou da mutação presente no gene da piruvato quinase que 

torna M. bovis incapaz de utilizar glicerol como fonte de energia (KEATING et al., 

2005). 
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1.3 EVOLUÇÃO E FILOGENIA 

Estudos genéticos recentes propõem uma via evolutiva para micobactérias do 

CMT, baseada em pequenas regiões do cromossomo e em sequências polimórficas de 

genes selecionados. Por muitos anos acreditava-se que M. bovis poderia ser o 

progenitor de M. tuberculosis. Porém análises de regiões do genoma micobacteriano 

denominadas regiões de diferenciação (RD) indicam que M. bovis não seja o progenitor 

de M. tuberculosis, uma vez que foi encontrada uma ampla linhagem de M. tuberculosis 

que antecedia as linhagens de M. bovis (GORDON et al. 2009). Os primeiros estudos 

filogenéticos das micobactérias foram realizados inicialmente com base em 

similaridades fenotípicas (BERGEY et al., 1923, citado por TORTOLI, 2011). O gene 

16S RNA foi o primeiro, e durante muitos anos, o único alvo de sequenciamento 

genético em bactérias. Sua função essencial na síntese de proteínas e o fato de estar 

presente em todos os organismos desde o início da evolução contribuíram para que os 

estudos de sequenciamento se voltassem para este gene (PEIX et al., 2009).  

Em 1963, Schuitemaker desenvolveu uma técnica de diferenciação de 

isolados do CMT pela exposição a uma seleção predefinida de vírus que podiam lisar 

bactérias (bacteriófagos). Apesar de apresentar baixo poder discriminatório, esta 

técnica revelou-se útil para diferenciar surtos específicos (SCHUITEMAKER, 1968 

citado por SCHÜRCH; van SOOLINGEN, 2012). Outro método para diferenciação 

fenotípica de cepas por muito tempo utilizado foi o perfil de susceptibilidade a drogas 

anti-tuberculose que em combinação a características bioquímicas permite uma 

limitada subdivisão de isolados (COLLINS; YATES; GRANGE, 1982). 

Um enorme salto qualitativo ocorreu a partir da década de 1960, com o 

progresso do conhecimento genético e mais recentemente com a criação de bancos de 

dados de domínio público que armazenam, em tempo real, sequências genéticas em 

toda parte do globo (TORTOLI, 2011). Nas décadas de 1980 e 1990, sob a influência 

dos avanços na biologia molecular, os métodos de tipagem molecular baseados no 

DNA foram desenvolvidos com melhor poder discriminatório em relação aos métodos 
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fenotípicos. No entanto, um elevado poder de discriminação não é a única 

característica de um sistema de tipagem ideal, características como: padronização, 

reprodutibilidade, tempo de execução e custo também devem ser consideradas 

(SCHÜRCH; van SOOLINGEN, 2012). 

Após a conclusão do sequenciamento do genoma completo da cepa H37Rv 

de M. tuberculosis (COLE et al., 1998), foi possível realizar comparações in silico dos 

genomas, e a partir daí identificar diversos marcadores genômicos que pudessem 

contribuir com a análise evolutiva e com estudos epidemiológicos acerca dos membros 

do CMT. Estudos de genômica comparativa entre estirpes de M. tuberculosis e M. 

bovis identificaram mais de 140 genes cuja presença é facultativa e que estão 

relacionados com diferenças em nível de fenótipo, hospedeiro preferencial e virulência. 

Muitos desses genes ocorrem em RDs que não estão presentes em determinadas 

espécies (PYM et al., 2002).  

Foi com base no estudo de deleções sucessivas de determinadas RD, que 

Brosch et al. (2002) traçaram um novo cenário evolutivo para o CMT. Segundo esses 

autores, o ancestral comum ao M. bovis e ao M. caprae teria perdido ao longo da 

evolução as regiões RD9, numa fase seguinte RD7, RD8 e RD10 e por fim RD12 e 

RD13 (figura 1). Ao contrário das cepas de amostras clínicas, as cepas vacinais de M. 

bovis bacilo Calmette-Guérin (BCG) apresentam a deleção da RD1, sugerindo um 

papel importante desta região na virulência das cepas patogênicas do CMT (PYM et al., 

2002).  

Baseado em 24 loci de unidades repetitivas de interespaçadores 

micobacterianos (MIRU), Wirth et al. (2008) propuseram que o CMT é composto de 

duas linhagens principais, sendo a linhagem 1 composta exclusivamente de isolados 

M. tuberculosis stricto sensu (todos de pacientes humanos) exceto o grupo do Leste 

Africano-Indiana (EAI) e a linhagem 2 composta principalmente de isolados animais (M. 

microti, M. bovis, M. caprae e M. pinipedii) e isolados do Leste Africano (M. africanum 

West African 1 e 2) (WIRTH et al., 2008). Essas duas linhagens são clones do 

progenitor M. prototuberculosis que emergiu aproximadamente há 40.000 anos. Este 
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progenitor acompanhou a migração dos humanos modernos para fora da África e 

sofreu alterações que levaram a sua diferenciação.  

Acredita-se que as duas principais linhagens surgiram mais tarde cerca de 

20.000 a 30.000 anos atrás. A linhagem 1 se espalhou exclusivamente entre os seres 

humanos, com ondas subsequentes de migração para Ásia, Europa e África 

continental. A linhagem 2 surgiu a partir da população M. tuberculosis e é a provável 

fonte de tuberculose animal (BROSCH et al., 2002; GARNIER et al., 2003). Assim, é 

provável que os seres humanos infectaram seus animais e não o contrário. A transição 

de humanos para os hospedeiros animais pode, assim, estar ligada à domesticação de 

animais, que ocorreu cerca de 13.000 anos atrás. (WIRTH; MEYER; ACHTMAN, 2005; 

WIRTH et al., 2008).   

1.4 REGIÕES DE DIFERENÇIAÇÃO E COMPLEXOS CLONAIS 

Em 2002, um trabalho com base em deleções sucessivas desenvolvido por 

Brosch et al. revelou 20 regiões de diferença no genoma das espécies do CMT. 

Catorze delas denominadas RD1-RD14 apresentaram uma variação de tamanho de 2 a 

12,7 kb e se mostraram ausentes no BCG Pasteur quando comparadas com a cepa 

H37Rv de M. tuberculosis. Seis delas denominadas RvD1-RvD5 e TbD1 se mostraram 

ausentes na cepa H37Rv quando comparadas com outros membros do CMT.O ensaio 

foi realizado pela técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando 100 

cepas e contou com amostras representativas de M. africanum, M. microti, M. bovis, M. 

cannetti, o bacilo Calmette-guérin (BCG) e M. tuberculosis. Três tipos de deleções 

entre as 20 regiões reveladas foram determinadas e apresentaram sua importância 

como marcadores evolutivos (BROSCH et al., 2002). O primeiro marcador evolutivo, 

inclui elementos genéticos móveis como profagos phiRv1 (RD3) e phiRv2 (RD11) e 

sequências de inserção IS1532 (RD6) e IS6110 (RD5), cuja distribuição no bacilo da 

tuberculose foi altamente divergente.  
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O segundo tipo de deleção é mediado por recombinação homóloga entre 

elementos de inserção IS6110 adjacentes resultando na perda do segmento de DNA 

interveniente (RvD2, RvD3, RvD4 e RvD5), sendo variável de cepa para cepa. O 

terceiro e último tipo inclui exclusões cuja fronteira com as regiões genômicas 

normalmente não apresentam sequências repetitivas. Muitas vezes essas deleções 

ocorrem em regiões codificadoras, resultando no truncamento de genes que ainda 

estão intactos em outros membros do complexo. As regiões RD1, RD2, RD4, RD7, 

RD8, RD9, RD10, RD12, RD14 e TbD1 são representantes deste terceiro grupo 

(BROSCH et al., 2002). 

Os resultados encontrados para M. tuberculosis mostraram que as RD citadas 

no terceiro grupo são altamente conservadas, e que essas RD podem ser utilizadas 

para diferenciar o bacilo humano independente da sua origem geográfica além de 

sugerir que essas regiões podem estar envolvidas na especificidade do seu 

hospedeiro. Os resultados apresentados para M. bovis indicaram uma variabilidade das 

regiões RD suprimidas em função dos diferentes hospedeiros que são susceptíveis ao 

bacilo bovino. Com exceção dos profagos, a cepa clássica de M. bovis ficou 

caracterizada pela deleção de oito RD (RD4, RD5, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12 e 

RD13). Em contrapartida, as regiões RvDs se mostraram altamente conservadas e o 

TbD1 se mostrou presente em todos os isolados de M. bovis (BROSCH et al., 2002). 

Mycobacterium bovis fica classificado como o último membro de uma 

linhagem separada representada por M. africanum (RD9) e M. microti (RD7, RD8, RD9 

e RD10) e teria se ramificado do progenitor M. tuberculosis, representante exclusivo da 

RD9. As deleções observadas características de cada espécie podem ter contribuído 

para a expansão clonal e o aparecimento de patógenos melhores sucedidos em novos 

hospedeiros. Os resultados levaram a proposta de um novo cenário evolutivo para os 

membros do complexo e identificou M. tuberculosis como a espécie mais estreitamente 

relacionada com o ancestral comum do bacilo da tuberculose (BROSCH et al., 2002).  
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     Figura 1. Filogenia e Complexos Clonais do Complexo Mycobacterium tuberculosis. 

Via evolutiva proposta para as micobactérias baseada em regiões de diferenciação. 

Fonte: Brosch et al. 2012. 

Embora a tuberculose bovina tenha sido relatada em todos os continentes 

onde há bovinocultura, ficou assumido que este patógeno se originou em um único 

lugar, de uma só vez, e desde então tem sido distribuído em todo o mundo. Complexos 

clonais são definidos como grupos de cepas descendentes de uma única célula que foi 

o ancestral comum mais recente deste complexo clonal, e que apresenta todas as 

características derivadas deste ancestral comum (SMITH et al., 2011). Smith et al. 

(2003) descreveram a população de M. bovis como sendo uma população de estrutura 
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irregular e não uniforme, que consiste em uma série de grandes e pequenos complexos 

clonais. 

Para bactérias que não apresentam a sua diversidade limitada pela 

reprodução sexuada, a diversidade genética pode ser decorrente de eventos como a 

recombinação genética, translocações, duplicações ou inversões no DNA. Entretanto, 

foi observado que nos membros do CMT não há troca de material genético entre 

linhagens (SMITH et al., 2011). As baixas taxas de homoplasia (quando duas linhagens 

desenvolvem independentemente a mesma característica) e a congruência entre os 

diferentes marcadores moleculares encontrados a partir de reconstruções filogenéticas 

dos membros do CMT foram observadas como uma consequência de clonalidade 

(COMAS; GAGNEUX, 2009). 

Alguns complexos clonais de M. bovis foram definidos pela presença de 

deleções específicas, cada uma com o seu padrão específico de espoligotipo. Dois 

estão geograficamente localizados na África (RDAf1 e RDAf2), um terceiro apresenta 

distribuição global (RDEu1) e um quarto localizado principalmente na Península Ibérica 

(RDEu2). Em todos os estudos realizados, o spoligotyping foi realizado inicialmente 

como um scanner para identificar os membros de cada complexo clonal.  

O complexo clonal Africa 1 (Af1) é dominante em Camarões, Nigéria, Mali e 

Chade e foram identificados pela deleção cromossômica específica de RDAf1 e pela 

ausência do espaçador 30 no spoligotyping (MULLER et al., 2009). Já o complexo 

clonal África 2 (Af2) foi definido pela deleção cromossômica RDAf2 e pela associação 

com a ausência dos espaçadores 3-7 no padrão de spoligotyping. O Af2 foi observado 

com alta frequência em isolados de M. bovis em Uganda, Burundi, Tanzânia e Etiópia. 

Um dado interessante observado foi que os membros do Af2 de M. bovis apresentaram 

em sua maioria quatro ou mais cópias da IS6110, em contraste com a maioria das 

outras cepas que possuem apenas uma ou poucas cópias. A deleção RDAf2 se 

mostrou intacta nas cepas do complexo clonal Af1, assim como a deleção de RDAf1 se 

mostrou intacta para as linhagens Af2, permitindo concluir que as cepas dos complexos 

clonais Af1 e Af2 são mutuamente exclusivas e não compartilham qualquer história 



 

 

24 

 

filogenética com o ancestral comum mais recente de cada complexo clonal, sugerindo 

que a mistura entre as populações de bovinos nesses países é pouco frequente (BERG 

et al., 2011 e SMITH et al., 2011).  

O terceiro complexo clonal, identificado por Smith et al. (2011), apresenta 

distribuição global e é nomeado Europa 1 (Eu1). Este complexo é marcado pela 

exclusão da região cromossômica RDEu1. Cepas do complexo clonal Eu1 podem ser 

identificadas pela perda do espaçador 11 no padrão spoligotyping, embora esta 

característica não seja necessariamente específica para este complexo clonal. Dados 

mostram que cepas desse complexo são altamente observadas em isolados da 

República da Irlanda, Reino Unido, Estados Unidos, África do Sul, Nova Zelândia, 

Austrália, Canadá, Argentina, Chile, Equador, México, Coréia e do Cazaquistão e 

pouco observados no Brasil, França, Espanha, Portugal, Irã e Taiwan além de ser raro 

em outros países da comunidade européia. A explicação mais simples para a 

distribuição desse complexo clonal é que ele foi disseminado por bovinos infectados do 

Reino Unido a bovinos de antigos parceiros comerciais (SMITH et al., 2011).  

Um quarto complexo clonal Europa 2 (Eu2) também foi identificado. Ao 

contrário dos outros já mencionados, este complexo foi definido pela ausência do 

espaçador 21 associado a um SNP no gene guaA. Os isolados de M. bovis membros 

do Eu2 são provenientes da Península Ibérica onde são encontrados com alta 

frequência, enquanto na França, Itália e Ilhas Britânicas eles existem, mas em uma 

frequência muito baixa. A mutação no gene guaA não foi observada nas cepas de 

referência dos três complexos clonais descritos anteriormente (Af1, Af2 e Eu1), 

sugerindo que o Eu2 identifica um quarto complexo clonal de importância global 

(RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2001).  

Em resumo, o CMT é um grupo altamente clonal de cepas (SMITH et al., 

2006) e a diversidade genética entre os seus membros pode ser explicada em parte 

por exclusões decorrentes de eventos genéticos (GORDON et al., 1999). Essas 

exclusões denominadas polimorfismos de sequências longas têm sido exploradas com 

o objetivo de criar um novo cenário evolutivo para este complexo, baseado em regiões 

de diferençiação (BROSCH et al., 2002). Os SNPs também têm sido utilizados, porém 
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com uma aplicação mais direcionada para estudos de filogenia (GUTIERREZ et al., 

2005 e SMITH et al., 2006). Análises acerca dos complexos clonais de M. bovis 

representam atualmente, uma nova ferramenta para a interpretação e exploração em 

massa de dados gerados constantemente na rotina de epidemiologistas moleculares, e 

ainda permite criar hipóteses para investigar a distribuição demográfica e a 

patogenicidade deste importante patógeno veterinário de importância global (SMITH et 

al., 2006). 

 

1.5 VIRULÊNCIA  

O que torna M. bovis virulento? Infelizmente, esta não é uma pergunta fácil de 

se responder. A definição de fatores de virulência, no geral, depende do tipo de 

abordagem utilizada. Do ponto de vista do patógeno a virulência pode ser determinada 

pelo número de organismos requeridos para estabelecer uma infecção, taxa de 

crescimento bacteriano, disseminação, persistência crônica e transmissibilidade. Do 

ponto de vista do hospedeiro a virulência pode ser verificada pela suscetibilidade a 

infecção, patologia tecidual, severidade dos sintomas da doença e frequência de 

mortalidade (COSMA et al., 2003). Em uma abordagem direta, Collins (2001) definiu 

para M. bovis fatores de virulência como propriedades especiais que permitem a 

micobactéria infectar, sobreviver, multiplicar e causar doença em um hospedeiro 

animal.  

Entretanto, segundo Falkow (1998) a demonstração formal de que um gene 

específico é um gene de virulência exige o cumprimento dos Postulados Moleculares 

de Koch, que podem ser resumidos em três etapas. Primeiro, é necessário demonstrar 

que o referido gene codifica um fator de virulência ou controla a sua produção ou 

ainda promove a sua exportação ativa em cepas virulentas. Segundo, o organismo 

deve se tornar avirulento quando esse gene é interrompido. E terceiro, a 

complementação do gene inativado com um gene ativo deve restaurar a virulência. 
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Não é fácil satisfazer completamente todos estes requisitos, em alguns casos e, na 

prática, um padrão um pouco mais flexível de evidências é muitas vezes apresentada. 

E há ainda um outro fator a ser considerado: o período de tempo necessário para os 

estudos de virulência em M. bovis, uma vez que as micobactérias apresentam um 

tempo de crescimento muito maior do que o tempo requerido para bactérias 

patogênicas de crecimento rápido, como por exemplo, Salmonella sp (COLLINS, 

2001). 

Devido à elevada homologia entre os genomas de M. bovis e M. tuberculosis 

(COLE et al., 1998; GARNIER et al., 2003) esperava-se que os genes de virulência 

fossem em grande parte idênticos em ambas as espécies. Na prática, M. bovis causa 

doença em uma ampla gama de mamíferos, enquanto que a infecção por M. 

tuberculosis encontra-se quase que exclusivamente em seres humanos. Assim esta 

variação de especificidade do hospedeiro é contabilizada em grande parte por razões 

epidemiológicas. Entretanto há a hipótese de que parte da diferença genética entre 

estas duas espécies micobacterianas estaria envolvida nas propriedades de virulência 

de M. bovis e seria então considerada como genes de virulência específicos do 

hospedeiro (COLLINS & GICQUEL, 2000). 

Até 1990, houve muitas sugestões de possíveis fatores de virulência para M. 

bovis e M. tuberculosis. Entretanto, as técnicas moleculares para investigar estas 

alegações não estavam disponíveis. Com o desenvolvimento há 25 anos de vetores 

que poderiam transportar genes entre Escherichia coli e micobactérias (JACOBS & 

BLOOM, 1994) tornando possível a busca por genes de virulência. Desde os primeiros 

protótipos e com o advento dos métodos biológicos moleculares tornou-se possível a 

construção dos primeiros mutantes de M. bovis o que facilitou os estudos de virulência 

(CALMETTE & GUERRIN, 1911, BERTHET et al., 1998; WILSON et al., 1996). A 

possibilidade de desativar genes específicos em M. bovis e M. tuberculosis utilizando 

micobacteriófagos recombinantes sensíveis à temperatura ou plasmídeos suícidas 

(PARISH & STOKER, 2000) também contribuíu no avanço do conhecimento de 
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virulência e assim uma gama completa de técnicas exigidas para experimentos de 

genes de virulência está disponível. 

Os modelos utilizados para o estudo de virulência em M. bovis e M. 

tuberculosis são a cultura de tecidos, utilizando principalmente macrófagos, células 

dendríticas (BODNAR et al., 2001; HICKMAN et al., 2002) e pneumócitos 

(BERMUDEZ & GOODMAN, 1996) e modelos animais. Embora os modelos de cultura 

de tecidos sejam mais fáceis de trabalhar e deem resultados mais rápidos, eles são 

limitados para as fases iniciais de infecção. Assim, os modelos animais são melhores 

pois todas as fases da tuberculose podem ser estudadas. A escolha de modelos 

animais para estudos de virulência é importante, e os três principais modelos 

utilizados são camundongos, cobaios e coelhos (SMITH, 2003). 

Estudos genômicos foram fundamentais para identificação e caracterização 

das regiões de diferençiação dos genomas micobacterianos. A RD1 é uma região do 

genoma micobacteriano responsável por codificar fatores intrínsecos à virulência. 

Análises comparativas do genoma de M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis cepas 

H37Ra virulenta e avirulenta e M. bovis atenuada (BCG), possibilitaram constatar a 

importância desta região para a manutenção da virulência ao longo da evolução. Esta 

região é responsável por codificar as proteínas ESAT-6 e CFP10 (do inglês, 10 kDa 

Culture Filtrate Protein), consideradas de alta imunogenicidade (GANGULY et al. 

2008). 

Assim a combinação dos métodos elencados acima permitiram pequisas que 

identificaram vários genes importantes em diversos aspectos de patogenicidade de M. 

bovis e consequentemente envolvidos na virulência desta micobactéria. A maioria 

desses genes de virulência codificam enzimas de diversas vias lipídicas, proteínas de 

superfície celular, reguladores e proteínas dos sistemas de sinais de transdução. 

Outro grupo de relevância é aquele envolvido na sobrevivência das micobactérias no 

interior do microambiente agressivo dos macrófagos do hospedeiro (FORRELLAD et 

al., 2013). Um outro ponto importante em relação a virulência de M. bovis é que M. 
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bovis, assim como M. tuberculosis, não apresenta clássicos fatores de virulência como 

aqueles que são as principais causas de doenças por outros agentes patogênicos 

bacterianos, como por exemplo, as toxinas produzidas por Corynebacterium 

diphteriae, Escherichia coli O157: H7, Shigella dysenteriae and Vibrio cholerae 

(SMITH, 2003). Além disso, muitos dos genes de virulência das espécies do CMT são 

também conservados em micobactérias não-patogênicas. Estes resultados sugerem 

que espécies patogênicas adaptaram seus genomas de um estilo de vida livre para o 

ambiente intracelular com aquisição mínima de genes exclusivos de virulência 

(FORRELLAD et al., 2013). 

Entender mecanismos de regulação da expressão gênica também é crucial 

para determinar a manutenção da virulência micobacteriana. A expressão gênica na 

bactéria é regulada primariamente ao nível da iniciação transcricional conferida por 

holoenzimas RNA polimerase (RNAp). Esta holoenzima é formada por cinco 

subunidades fixas e uma subunidade dissociável denominada subunidade sigma (σ). 

O fator σ é responsável por muitos dos determinantes da especificidade promotora da 

RNAp (SACHDEVA et al., 2009). 

Para M. tuberculosis foi descrito que a expressão diferencial e temporal de 

reguladores controlados pela indução de um ou mais fatores σ permitem a este 

microrganismo manter-se por múltiplos estágios de interação com o hospedeiro, 

incluindo adesão, invasão, replicação intracelular e disseminação para outros órgãos 

(SMITH, 2003). Mycobacterium tuberculosis possui 13 fatores σ, sendo o fator sigma A 

(SigA ou σA) o mais importante, uma vez que este fator é indispensável ao crescimento 

bacteriano. Por meio da utilização de mutantes verificou-se que bacilos deficientes 

para o fator σA apresentavam atenuação da virulência, sendo o fator σA incapaz de 

interagir com o fator de transcrição acessório WhiB3. A inativação do fator WhiB3 leva 

à perda da virulência em modelos animais sem afetar o crescimento bacteriano. (WU 

et al., 2004).  
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Diante da existência de poucos trabalhos ou mesmo da não abrangência de 

todos os fatores de virulência e de resultados previamente obtidos, a compreensão 

destes fatores irá levar a avaliação do impacto da virulência e da patogenia da 

tuberculose bovina ao desenvolvimento de novas estratégias, bem como uma possível 

vacina efetiva para controle desta enfermidade. 

1.6 DIAGNÓSTICO 

O diagnóstico da tuberculose bovina pode ser realizado por meio dos métodos 

clínicos, alérgicos, bacteriológicos, sorológicos e/ou anatomopatológicos e moleculares.  

O método diagnóstico in vivo preconizado para bovinos e prescrito para o 

comércio internacional é o teste alérgico de tuberculinização intradérmico (BRASIL, 

2006). O teste consiste em uma prova cutânea indireta realizada pela inoculação 

intradérmica do PPD, um extrato de antígenos de M. bovis, com detecção do 

espessamento cutâneo local causado por uma reação de hipersensibilidade tardia após 

72 horas da inoculação (TSCHOPP et al., 2011).  

No Brasil os testes alérgicos de tuberculinização intradérmico utilizando 

tuberculina para o diagnóstico de tuberculose bovina podem ser de três tipos. O teste 

da prega caudal (TPC) utiliza tuberculina bovina e é utilizado como prova de triagem 

exclusivamente em gado de corte; o teste cervical simples (TCS) também utiliza 

tuberculina bovina e é a prova de rotina em gado de leite devido à sua boa 

sensibilidade; e o teste cervical comparativo (TCC) utiliza tuberculina bovina e aviária e 

é a prova confirmatória para animais reagentes ao TPC ou ao TCS. Todavia, o TCC 

também pode ser empregado como única prova diagnóstica em rebanhos com histórico 

de reações inespecíficas (BRASIL, 2006). 

 No exame post mortem, estudos bacteriológicos e histopatológicos das 

lesões macroscópicas encontradas em abatedouros-frigoríficos permitem controlar o 

diagnóstico realizado a campo e avaliar a eficácia das provas tuberculínicas (BRASIL, 

2006). O exame histopatológico pode aumentar a confiança do diagnóstico, mas 

apenas o isolamento bacteriológico de M. bovis fornece um diagnóstico definitivo. A 
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bacteriologia clássica é considerada padrão-ouro no diagnóstico de M. bovis.  

Entretanto, as micobactérias patogênicas crescem lentamente (cerca de 90 dias, ou 

mais) sendo que 10% das amostras de M. bovis somente apresentam colônias visíveis 

após 60 dias de cultivo. A qualidade do meio de cultura, da descontaminação da 

amostra e das condições de incubação aliados ao fato de algumas amostras conterem 

apenas um pequeno número de bacilos vivos também podem comprometer o sucesso 

do isolamento. Além disso, a identificação da espécie por meio de provas bioquímicas 

é trabalhosa, requer cultura nova, pura e abundante, condição alcançada somente 

após sucessivos repiques a partir do primo isolamento (ZANINI et al., 2001; HADDAD 

et al., 2004).  

O diagnóstico precoce é essencial para o controle da doença. Métodos de 

biologia molecular estão sendo desenvolvidos para detectar o agente diretamente em 

amostras clínicas e avaliar a variação genética dentro de espécies de micobactérias 

(BRASIL, 2006). A tuberculose bovina é um exemplo de doença infecciosa em que as 

técnicas de biologia molecular permitiram a obtenção de informações que seriam 

difíceis ou até mesmo impossíveis de serem obtidas através de métodos laboratoriais 

convencionais. A diferenciação das espécies do CMT depende de características 

fenotípicas, porém devido à elevada homologia do genoma, a identificação precisa de 

certas espécies se torna difícil e trabalhosa (SUPPLY et al., 2001). 

1.7 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR 

O aprimoramento da engenharia genética tem fornecido recursos baseados 

no DNA com grande potencial para elucidar os problemas relacionados à identificação 

das micobactérias. Os sistemas de tipagem molecular possuem a capacidade de 

distinguir entre isolados em decorrência da variação genética no DNA cromossômico 

de uma espécie bacteriana. Comumente, os métodos de genotipagem molecular 

recorrem à amplificação por PCR de regiões do genoma suficientemente estáveis que 

servem então como marcadores epidemiológicos, e que também apresentam potencial 
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polimórfico para diferenciação de cepas sem relação epidemiológica entre si (DUARTE 

et al., 2007).  

A maioria das técnicas de genotipagem utilizadas para diferenciação de cepas 

do CMT são classificadas em duas categorias: técnicas baseadas no genoma completo 

e técnicas baseadas em sequências específicas do genoma (DURR; HEWINSON; 

CLIFTON-HADLEY, 2000). As técnicas que envolvem o genoma completo foram as 

primeiras técnicas descritas e possuem a vantagem da obtenção de todas as 

potenciais informações genéticas. No entanto, esses métodos (incluindo a análise de 

restrição de endonucleases e a eletroforese em campo pulsado) são tecnicamente 

exigentes e de difícil automação, portanto, não utilizadas frequentemente nas rotinas 

laboratoriais. As técnicas baseadas em sequências do genoma incluem técnicas de 

sequências repetidas específicas encontradas ao longo do genoma, que compreendem 

as sequências de inserção, as regiões de repetições diretas e os loci de repetições em 

sequência (RODRÍGUEZ-CAMPOS, 2012).  

As técnicas mais utilizadas para tipagem molecular de membros do CMT são 

Restriction Fragment Lenght Polymorfism — RFLP-IS6110, Spoligotyping e 

Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — MIRU-Variable Number Tandem 

Repeats — VNTR (HADDAD; MASSELOT; DURAND, 2004, DUARTE et al., 2007, 

COLLINS, 2011). 

1.7.1 RFLP-IS6110 

A análise de Polimorfismos dos Tamanhos de Fragmentos de Restrição 

(RFLP) é uma técnica que tem sido bastante utilizada para o CMT, sendo considerada 

padrão-ouro para diferenciação de cepas de M. tuberculosis (VAN SOOLINGEN et al., 

1994). Este método utiliza endonucleases de restrição, enzimas que reconhecem 

sequências específicas de DNA, cortando-o em fragmentos de restrição específicos 

pela hibridação com sondas de DNA marcadas. Dependendo do grau de mobilidade e 

número de cópias destas sequências, são obtidos perfis de DNA (“DNA fingerprints”) 

que podem ser utilizadas para inferir relação entre cepas e traçar relação 
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epidemiológica (KAMERBEEK et al., 1997, COLLINS et al., 2011). A sonda 

tradicionalmente utilizada para diferenciar cepas de M. tuberculosis tem sido a IS6110, 

fragmento este que se apresenta com até 20 cópias no genoma desta micobactéria, 

entretanto o mesmo não ocorre para M. bovis, uma vez que este apresenta apenas 

uma ou duas cópias de IS6110, sendo o máximo de oito cópias encontradas em 

isolados desta espécie (NIEMANN et al., 1999, COLLINS et al., 2011). 

1.7.2 Spoligotyping 

A tipagem pelo spoligotyping baseia-se na amplificação por PCR do DNA 

presente no lócus da região de repetição direta (DR), presente exclusivamente no 

genoma de micobactérias do CMT (KAMERBEEK et al., 1997). O locus DR, que 

caracteriza a técnica do spoligotyping, é composto de pequenas sequências repetidas 

de 36 pb que se intercalam com pequenas sequências espaçadoras variadas, que 

podem conter de 34 a 41 pb. A ordem dos espaçadores é aproximadamente a mesma 

em todos os isolados, a diferença está na ocorrência de inserções e deleções de 

espaçadores, de modo que o polimorfismo de vários isolados pode ser comprovado 

com base na presença ou ausência de um ou mais espaçadores (ARANAZ et al., 

1996). O número de DRs varia entre as espécies do CMT. Mycobacterium bovis 

caracteriza-se pela ausência das sequências espaçadoras 3, 9, 16 e 39 a 43 

(KAMERBEEK et al., 1997).  

A técnica de spoligotyping é uma técnica de hibridação de linha reversa em 

blot (HADDAD et al., 2004) e envolve duas etapas. A primeira consiste na amplificação, 

por PCR, dos espaçadores presentes entre as regiões DR. Somente um par de 

iniciadores, a e b, específico às duas extremidades das sequências DR, é necessário 

para amplificar todos os espaçadores presentes. O iniciador a está ligado a uma 

enzima, a fim de permitir a detecção dos produtos amplificados. A segunda etapa tem 

como objetivo revelar quais espaçadores foram amplificados nos isolados que estão 

sendo analisados e é realizada através da hibridação dos espaçadores a uma 

membrana usando um miniblotter. Nesta membrana, oligonucleotídeos 
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correspondentes aos diferentes espaçadores estão covalentemente ligados. Os 

produtos amplificados são depositados e a presença de um espaçador é revelada por 

um ponto de inserção dos oligonucleotídeos às linhas de amplificação utilizando um 

método químico. (ARANAZ et al., 1996; HADDAD et al., 2004).  

O spoligotyping fornece um sistema de tipificação que pode ser utilizado em 

um grande número de isolados e os resultados podem ser apresentados de uma forma 

binária padronizada, o que foi uma grande vantagem sobre as outras técnicas, uma vez 

que permitiu pela primeira vez a comparação de resultados entre laboratórios (SMITH, 

2011). A criação de bancos de dados com perfis genotípicos dos membros do CMT 

denominados espoligotipos tem facilitado a comparação dos perfis genotípicos 

encontrados nas diferentes regiões do mundo, permitindo uma melhor compreensão da 

dinâmica da doença (FILLIOL et al., 2002).  

1.7.3 MIRU-VNTR 

Muitos loci possuem hipervariabilidade em seus números de repetições e são 

denominados de loci de repetições sucessivas de número variável (VNTR) 

(NAKAMURA et al., 1988). Os VNRT são encontrados nas regiões intergênicas e não 

intergênicas no genoma, interferindo nos processos de regulação da célula (transcrição 

e tradução) e nas trocas moleculares dos microrganismos (EPPLEN et al., 1997).  

O primeiro locus VNTR identificado no genoma de M. tuberculosis consistiu de 

uma repetição em tandem de 75 pb localizada no gene katG (GOYAL et al., 1994). 

Outros loci foram encontrados dispersos no genoma de micobactérias, sendo que, 

Supply et al. (1997) denominaram estes loci de unidades micobacterianas repetitivas 

(MIRU), que variam em tamanho de 46-101 pb (RODRÍGUEZ-CAMPOS, 2012). 

Estudos posteriores de tipagem utilizando VNTR de isolados do CMT reconheceram 

diversas outras regiões, tais como: as repetições exatas em tandem (ETR) A a F, 

variando de tamanho de 53 e 79 pb (FROTHINGHAM; MEEKER-O'CONNELL, 1998), 

SenX3-RegX3 (MAGDALENA et al., 1998), QUB11a, QUB11b, QUB18, QUB23, 

QUB26 (SKUCE et al., 2002). Segundo Price-Carter et al. (2011) o número de 
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marcadores utilizados pela técnica VNTR atualmente dispõe de 45 loci VNTR; sendo 

que o polimorfismo nos loci pode ocorrer tanto como mudança na sequência dos 

nucleotídeos, como na variação no número de unidades repetidas, consequentemente 

ambas criando uma variação alélica (van BELKUM et al., 1998). 

Para revelar o número de repetições em sequência, a PCR é realizada com 

oligonucleotídeos iniciadores destinados a amplificar individualmente os loci de 

repetição em sequência selecionados (COWAN et al., 2002). Primeiramente são 

realizadas PCRs utilizando diferentes pares de iniciadores (um para cada MIRU-

VNTR), para a determinação do número de repetições em cada locus. Após a 

amplificação de um dado locus, é determinado o tamanho (peso molecular em pares de 

bases) do amplificado por eletroforese em gel de agarose, em comparação com 

marcadores de tamanho molecular para deduzir o número de repetição em sequência 

presentes em cada locus. Para a interpretação dos resultados é utilizada uma tabela de 

alelos que relaciona o peso molecular obtido com o número de alelos repetidos em 

cada locus. O resultado final da tipagem MIRU-VNTR é um código numérico, que 

corresponde ao número de repetições do locus alvo e serve como uma impressão 

digital do respectivo isolado (RODRÍGUEZ-CAMPOS, 2012). Uma vez determinado o 

perfil de alelos para cada cepa, os dados são analisados empregando um aplicativo 

web MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org). 

1.8 SEQUENCIAMENTO GENÔMICO 

Nos últimos anos, um progresso notável ocorreu na compreensão dos 

mecanismos de virulência e na patogênese de infecções micobacterianas 

particularmente pela aplicação do sequenciamento genômico e análise genômica 

comparativa. A ciência genômica tornou possível a elucidação do modelo genético 

completo de várias espécies de micobactérias de importância em medicina humana e 

veterinária, bem como espécies ambientais (OLSEN; BARLETTA; THOEN, 2010). 

O sequenciamento genômico teve início em meados da década de 70, 

primeiramente com a elaboração da metodologia descrita por Frederich Sanger e 
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colaboradores em 1975, a qual ficou conhecida por método de Sanger, método do 

didesoxi ou terminação de cadeia (SANGER; COULSON, 1975). De forma 

independente, Maxam e Gilbert desenvolveram, em 1976, a técnica de 

sequenciamento químico, a qual foi preterida devido à maior dificuldade técnica para 

automatização (MAXAM; GILBERT, 1977). A metodologia de Sanger é fundamentada 

no princípio da terminação controlada da polimerização pela utilização de 

didesoxinucleotídeos marcados (modificados), que impedem a extensão de um 

fragmento de DNA em replicação pela DNA polimerase após sua incorporação, 

possibilitando assim determinar a ordem sequencial dos nucleotídeos que compõem 

fragmentos da molécula do DNA (SANGER; COULSON, 1975).  

O sequenciamento do genoma humano pela técnica de Sanger demonstrou 

claramente a necessidade do desenvolvimento de novas metodologias capazes de 

gerar uma quantidade imensa de dados a baixo custo (VENTER et al., 2001). A partir 

de então a geração de dados genômicos tem crescido expressivamente devido ao 

desenvolvimento de novos processos de sequencimento de DNA. O sequenciamento 

de nova geração – Next Generation Sequencing, ou simplemente NGS – são 

processos de sequenciamento de DNA que utilizam metodologias diferentes da de 

Sanger, com o objetivo de acelerar e baixar o custo do processo de sequenciamento. 

Apesar de se diferenciarem consideravelmente entre sí todos os sequenciadores de 

NGS se baseiam no processamento paralelo massivo de fragmentos de DNA. 

Os sequenciadores de nova geração começaram a ser comercializados a 

partir de 2005, com o lançamento do equipamento 454 FLX pela Roche. A plataforma 

454 realiza o sequenciamento baseado em síntese, o pirosequenciamento (RONAGHI 

et al., 1998). A leitura da sequência nesse sistema é realizada a partir de uma 

combinação de reações enzimáticas que se inicia com a liberação de um pirofosfato, 

oriundo da adição de um desoxinucleotídeo à cadeia. Em seguida, esse pirofosfato é 

convertido em ATP, pela ATP sulfurilase, sendo este utilizado pela luciferase para 

oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz capturado por uma câmera CCD 

(charge-coupled device) acoplada ao sistema. 
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A partir de então, novas técnicas de sequenciamento evoluíram rapidamente. 

Em 2007, a empresa Illumina lançou a plataforma Solexa GA, seguido pela plataforma 

SOLiD (Applied Biosystems) e Heliscope (Helicos). Essas tecnologias promovem o 

sequenciamento de milhares de pares de bases em uma única corrida (CARVALHO; 

SILVA, 2010). O sequenciamento realizado pela plataforma Illumina difere da estratégia 

utilizada no equipamento 454 e SOLiD especialmente por realizar a amplificação dos 

fragmentos in situ, ou seja, na própria superfície de clonagem (flow cell), também 

conhecida de PCR de fase sólida (ANDERSON; SCHRIJVER, 2010). Entretanto, assim 

como o sequenciamento de Sanger, o sequenciamento é realizado pela ação da 

enzima DNA polimerase capaz de incorporar nucleotídeos marcados por diferentes 

fluoróforos (ANSORGE, 2009). 

Na flow cell adaptadores são fixados à superfície pela extremidade 5’, 

deixando a extremidade 3’ livre para servir na iniciação da reação de sequenciamento 

dos fragmentos imobilizados. Uma vez que os fragmentos de DNA da amostra também 

são ligados a adaptadores em ambas as extremidades durante o preparo da biblioteca 

genômica, é possível fixá-la a flow cell por hibridação a um dos adaptadores fixados. 

No primeiro ciclo de amplificação, nucleotídeos não marcados são fornecidos 

para que ocorra a síntese da segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. A alta 

densidade de adaptadores no suporte facilita a hibridação do adaptador livre dos 

fragmentos imobilizados à sua sequência complementar fixa perto do clone inicial 

durante o ciclo de anelamento. Após o ciclo de anelamento, o fragmento forma uma 

estrutura em forma de “ponte” na superfície de sequenciamento, e a extensão ocorre, 

formando a fita complementar também em “ponte”. No ciclo de desnaturação, as fitas 

são separadas e linearizadas. Eses ciclos são repetidos 35 vezes, e assim, obtem-se 

um cluster de sequenciamento com milhares de cópias geradas dos fragmentos 

(SHENDURE; JI, 2008). 

Após os ciclos de desnaturação, nucleotídeos terminadores marcados são 

fornecidos para as reações de sequenciamento que ocorrem dentro de cada cluster. A 

alta densidade dos clusters de sequenciamento permite que o sinal de fluorescência, 

gerado com a incorporação de cada um dos nucleotídeos terminadores, tenha uma 
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intensidade suficiente para garantir sua detecção exata. Assim a leitura do sinal de 

fluorescência é realizada. A leitura das bases é feita pela análise sequencial das 

imagens capturadas em cada ciclo de sequenciamento (ANDERSON; SCHRIJVER, 

2010). 

No sistema SOLiD (do inglês, Sequencing by Oligo Ligation and Detection), 

lançado em 2007, diferentemente dos demais processos, a reação de sequenciamento 

é catalisada por uma DNA ligase, e não uma polimerase. Essa plataforma utiliza a 

incorporação de dinucleotídeos marcados por meio da DNA ligase, seguido da 

excitação do fluoróforo (sinal emitido é capturado por sensores) e a incorporação dos 

dinucleotídeos seguintes. Essa leitura gera um código de cores que é analisado por 

ferramenta de bioinformática e convertida a sequência de letras. Cada corrida na 

plataforma SOLiD leva aproximadamente cinco dias e produz de 3 a 4 Gb de 

sequências com o comprimento variando de 50 a 75 pb (MARDIS, 2008). 

Em 2011, a Applied Biosystems lançou a plataforma Ion Torrent. Esta 

plataforma utiliza mecanismo semelhante ao 454 da Roche, no entanto, ao invés de 

usar o pirofosfato, utiliza o íon de hidrogênio que é liberado ao ser incorporado um 

novo nucleotídeo. Essa plataforma gera leituras de tamanho médio de até 200 pb, e 

apresenta ainda como principal limitação a significativa taxa de erro (1,5%) em 

homopolímeros (LOMAN et al., 2012). 

Essas plataformas de nova geração vêm sendo amplamente empregadas no 

sequenciamento genômico de várias espécies bacterianas, incluindo Mycobacterium 

tuberculosis (COLE et al. 1998) e Mycobacterium bovis (GARNIER et al., 2003). 

1.9 OBJETIVOS 

1.9.1 Objetivo geral 

Sequenciamento genômico de isolados de Mycobacterium bovis e realização 

de análises de virulência e filogenética. 
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1.9.2 Objetivos específicos 

Sequenciar, montar e depositar genomas de isolados de M. bovis; 

Caracterizar geneticamente por Spoligotyping e MIRU-VNTR isolados de M. 

bovis anteriormente sequenciados; 

Realizar análises filogenéticas dos isolados de M. bovis sequenciados 

estabelecendo relações entre as mesmas; 

Realizar análise de genes de virulência em isolados de M. bovis previamente 

selecionados; 
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A cepa Mycobacterium bovis AN5 tem sido utilizada na produção de derivado 

proteico purificado (PPD) para o teste intradérmico da tuberculose bovina desde 

que foi introduzido em 1948. Este trabalho reporta o sequenciamento genômico 

de M. bovis cepa AN5, que é utilizado para a produção de PPD bovino no Brasil, 

bem como comparações com outras cepas de M. bovis e M. tuberculosis. 

 

 Mycobacterium bovis é o agente causador da tuberculose bovina, uma doença 

que ocasiona perdas anuais de U$3 bilhões de dólares (1) e que representa uma 

ameaça para a saúde pública e bem estar animal (2,3). No Brasil e em muitos outros 

países, o programa de controle da tuberculose bovina envolve o teste intradérmico em 

bovinos com um antígeno preparado a partir da cepa M. bovis AN5, denominado de 

derivado protéico purificado (PPD), seguido do sacrifício dos animais reagentes. Essa 

cepa produz um elevado rendimento de massa celular em meio glicerinado, um 

fenótipo desejável que foi selecionado a partir de repetidas culturas do bacilo em meio 

laboratorial (4). O sequenciamento genômico da cepa M. bovis AN5 utilizada no Brasil 

na produção do PPD é relatada neste artigo. Comparações de genes que codificam 

proteinas que constituem o PPD em outras cepas de M. bovis (AF2122/97 e 04-303) e 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv também são descritas. 
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 A sequência do genoma foi obtida utilizando a tecnologia MiSeq 

(5), produzindo um total de 3.240.633 paired-end reads. Após filtragem dos dados, 

2.269.762 paired-end reads e 372.399 single-end reads foram utilizados na montagem. 

Realizamos a montagem do genoma assistida por um genoma referência: M. bovis 

AF2122/97 (GenBank número de acesso NC_002945) utilizando os dados filtrados de 

M. bovis cepa AN5 utilizando o programa Bowtie. A montagem contém 70 contigs (de 

tamanhos maiores de 500 pb) e N50 150.219. A anotação do genoma da cepa M. bovis 

AN5 foi obtida através da utilização do NCBI Prokariotic Genome Annotation Pipeline 

(7) e compreende 3.938 sequências codificadoras de proteínas (CDs) e 48 genes 

codificadores de RNA (3 rRNAs e 45 tRNAs). Fora das 3.938 CDs, 2.830 (72%) 

possuem uma atribuição funcional. 

 Uma comparação dos genes que codificam proteínas encontradas no PPD 

bovino produzido no Reino Unido (PPDUK) e no PPD produzido no Brasil (PPDBR) por 

espectrometria de massa em cromatografia líquida revelou um total de 116 proteínas. 

Destas proteínas, 67 foram encontradas somente no PPDUK, 12 foram encontradas 

somente no PPDBR e 37 foram identificados em ambos PPDs (8). Este fato sugere que 

o isolado brasileiro M. bovis AN5 pode ter perdido alguns genes que codificavam 

proteínas do PPD ou que estes genes apresentam um elevado grau de variação. Os 

genes que codificam para todas as 116 proteínas encontrado em ambos os PPDs 

foram comparados com seus ortólogos em M. bovis AF2122/97 (1), M. bovis 04-303 

(9), e M. tuberculosis H37Rv (10) e apresentaram um elevado grau de conservação, 

com identidades variando de 98 a 100%. Além disso não foram detectadas frameshifts. 

Os genes que codificam as proteínas imunodominantes MPB64, MPB70, MPB83, 

GroEL, GroES, HspX, CFP-10 e CFP-21 são 100% conservadas entre os ortólogos. O 

gene que codifica para ESAT-6 mostrou 100% de identidade com seus ortólogos em M. 

tuberculosis H37Rv e M. bovis AF2122/97 e 99% de identidade com o ortólogo em M. 

bovis 04-303. O gene que codifica para MPB53 mostrou 100% de identidade com 

ortólogos em M. bovis 04-303 e M.bovis AF2122/97 e 99% de identidade com M. 

tuberculosis H37Rv. Em conclusão, nenhuma deleção ou variação genética no isolado 
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M. bovis AN5 utilizada no PPDBR apoia a diferença proteômica encontrada quando 

comparado-o com o PPDUK. 

 

Número de acesso da sequência nucleotídica: Este projeto de sequenciamento do 

genoma completo foi depositado no DDBJ/EMBL/GenBank acesso no. 

AWPL00000000. A versão descrita neste trabalho é a versão AWPL01000000. 
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Mycobacterium bovis cepa 04-303 foi isolado de um javali selvagem vivendo em 

campo livre na Argentina. Este trabalho relata o sequenciamento genômico deste 

isolado altamente virulento e a comparação genômica de seus principais genes 

relacionados à virulência com aqueles de M. bovis cepa AF2122/97 e 

Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv. 

 

A tuberculose bovina (TB) é uma doença infecciosa crônica causada 

por Mycobacterium bovis, afetando bovinos (1), outras espécies de animais 

domésticos, animais selvagens e seres humanos, (2,3), ocasionando perdas 

agropecuárias mundias na ordem de 3 bilhões de dólares por ano (4). A TB também é 

uma zoonose, sendo uma problema de saúde pública, especialmente em países em 

desenvolvimento onde a interação homem-animal e a prevalência do HIV 

são elevadas (5). Os animais selvagens representam um sério entrave para o 

controle e a erradicação da TB e contribuem para a manutenção da 

infecção uma vez que atuam como hospedeiros reservatórios da doença (6). 

 Este trabalho apresenta o sequenciamento genômico da cepa M. bovis 04-303, 

isolado a partir de um javali em um campo livre em La Pampa, Argentina, em 2004. Em 

modelo murino este isolado induziu desenvolvimento de súbita pneumonia, áreas de 
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necrose massiva pulmonar, e morte após 6 semanas de infecção, com mais de duas 

unidades formadoras de colônias pulmonar do que camundongos infectados com o 

isolado controle M. bovis isolado AN5. Este isolado é caracterizado por apresentar o 

espoligotipo SB0140 e MIRU 232224263322 (7,8). 

O sequenciamento genômico foi realizado utilizando as plataformas MiSeq (9) 

e Ion Torrent (10), produzindo 521.134 paired-end reads e 651.617 reads após a 

filtragem dos dados, totalizando 118 Mpb. O genoma foi montado tendo como 

referência o genoma M. bovis AF2122/97 (acesso. NC_002945) utilizando o programa 

Bowtie (11). Apresenta 169 contigs (o maior contendo 329.090 pb), com um N50 de 

85.558 pb, conteúdo de CG de 63% e cobertura média de 27,3 x. 

Anotação realizada com o NCBI POC (12) identificou um total de 3.988 

sequências codificadoras de proteínas e 49 genes codificadores de RNA. Análises 

filogenética e comparativa do genoma de 04-303 a quatro outros genomas (M. bovis 

AF2122/97, M. bovis BCG, Mycobacterium tuberculosis H37Rv, e Mycobacterium 

africanum GM041182) apontou que M. bovis AF2122/97 é o isolado mais próximo de 

04-303, compartilhando 99,4% dos seus genes codificadores de proteínas. 

Comparações foram realizadas entre os isolados M. bovis 04-303, M. bovis 

AF2122/97, e M. tuberculosis H37Rv (13). Os genes ortólogos a rv1759c de H37Rv 

em 04-303 e AF2122/97 são pseudogenes. Este gene codifica uma proteína PE que 

apresenta sequências polimórficas rica em CG (PGRS) que se liga a fibronectina, 

e sabe-se que alterações nesta família de proteínas pode influenciar no hospedeiro 

preferencial ou no tropismo de tecidos. O gene rpfA, está associado ao retorno do 

período de dormência e da replicação do bacilo, apresentou uma deleção de 

240 pb nos isolados 04-303 e AF2122/97, que consequentemente ocasiona à síntese 

de uma proteína menor quando comparada a proteína codificada pelo mesmo gene no 

isolado H37Rv. O gene pks6, envolvido com síntese de policetídeos, é interrompido em  

nos isolados 04-303 e AF2122/97. A inativação deste gene mostrou atenuar M. 

tuberculosis em modelo murino (14). O  gene mce3 está presente em H37Rv e ausente 

em 04-303 e AF2122/97. Curiosamente, isolados de M. tuberculosis que apresentam  o 
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operon mce3 interrompido são atenuados em modelo murino (15). O gene esxA 

(ESAT6), que codifica um fator de virulência em M. tuberculosis, é conservado em 

AF2122/97, porém detectamos uma mutação única (A por G) em 04-303, resultando na 

substituição preditiva desfavorável de uma treonina por uma alanina 

(16). 

Número de acesso da sequência nucleotídica: Este projeto de 

sequenciamento do genoma completo foi depositado na DDBJ/EMBL/GenBank acesso 

no. AVSW00000000. A versão descrita neste trabalho é a versão AVSW01000000. 
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Abstract: Mycobacterium bovis é o agente causador da tuberculose bovina, uma 

doença infecciosa crônica que pode afetar gado, outras espécies domésticas, animais 

selvagens e seres humanos, com prejuízos econômicos expressivos em escala 

mundial. Duas cepas de M. bovis foram sequenciadas recentemente. Uma das cepas 

foi isolada a partir de um javali (04- 303) e a outra cepa foi isolada a partir de um bovino 

de leite (534), ambas na Argentina. Estudos anteriores demonstraram que o isolado 04-

303 induziu 100% de mortalidade em camundongos 6 semanas após a infecção, ao 

passo que o isolado 534 não induziu alto percentual de mortalidade mesmo após 4 

meses de infecção, com danos teciduais limitados. Objetivou-se neste trabalho 

comparar um repertório de genes de virulência presentes nesses genomas. Todos os 

genes de ambos genomas foram analisados, utilizando M. bovis AF2122/97 como 

genoma de referência. Mutações nucleotídicas foram encontradas em 30 genes de 

virulência no isolado 04-303: 21 mutações non-synonymous missense (troca de 

aminoácidos), 9 deleções (deleção de um ou mais nucleotídeos) e 1 inserção (inserção 

de um ou mais nucleotídeos). Em relação ao isolado 534, mutações nucleotídicas 

foram encontradas em 44 genes de virulência: 24 mutações non-synonymous 

missense, 20 deleções e 2 inserções. Dezoito destas mutações foram comuns em 
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ambos os genomas. As mutações encontradas nos genes de virulência estão em 

concordância com o fenótipo atenuado do isolado M. bovis 534, enquanto que as 

mutações encontradas nos genes de virulência estão apenas parcialmente em 

concordância com o fenótipo virulento do isolado 04-303. A comparação deste 

importante conjunto de genes relacionados à virulência nos levará a uma melhor 

compreensão dos aspectos de patogenicidade e virulência de M. bovis, essenciais para 

futuros estudos que visem o desenvolvimento de novas vacinas e técnicas de 

diagnóstico para tuberculose bovina. 

Palavras chave: Mycobacterium bovis; genes de virulência; genoma.  

Introdução 

Mycobacterium bovis (M. bovis) é o agente causador da tuberculose bovina 

(TB), uma doença infecciosa crônica que está disseminada em todo o mundo e que 

infecta principalmente bovinos, embora possa afetar também outras espécies 

domésticas, animais selvagens e seres humanos (GUTIÉRREZ et al., 1998; 

WOBESER, 2009; MICHEL et al., 2011). M. bovis pertence ao Complexo 

Mycobacterium tuberculosis (CMT), tradicionalmente composto por M. tuberculosis, o 

principal agente da tuberculose humana, Mycobacterium africanum, Mycobacterium 

microti, Mycobacterium canettii, M. bovis, Mycobacterium caprae, Mycobacterium 

pinnipedii, e recentemente incorporado ás espécies Mycobacterium suricattae, 

Mycobacterium mungi e Mycobacterium orygis (FABRE et al., 2004; SMITH et al., 2006; 

ALEXANDER et al., 2010, VAN INGEN et al., 2012; PARSONS et al., 2013). Todas 

estas espécies são geneticamente muito semelhantes (FORRELLAD et al., 2013). Tem 

sido sugerido que os membros do CMT evoluíram a partir de um ancestral comum por 

meio de sucessivas deleções/inserções de DNA, resultando na presente especiação e 

em suas diferenças de patogenicidade (FABRE et al., 2004).  

Apesar da elevada relação genética global, as espécies do CMT exibem uma 

grande variedade de fenótipos e gama de hospedeiros. A deleção da informação 
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genética, juntamente com a presença de polimorfismos de um único nucleotídeo 

(SNPs) ao longo do cromossoma das espécies do CMT, provavelmente explica a 

diferença na gama de hospedeiros, virulência e imunopatologia encontrados entre 

estas espécies. 

A cepa M. bovis 04-303 foi isolada de um javali na província de La Pampa, 

Argentina em 2004. Esta cepa foi caracterizada com o espoligotipo SB0140 e padrão 

de MIRU 232224263322. A cepa M. bovis 534 foi isolada de um bovino de leite na 

província de Santa Fé, Argentina em 1997 e foi caracterizada com o espoligotipo 

SB0140, e padrão de MIRU 232224163322. Estas cepas foram utilizadas no modelo 

murino experimental BALB/c de tuberculose pulmonar progressiva, tal como descrito 

por Aguilar León et al. (2009). Neste estudo, os camundongos infectados com o isolado 

04-303 apresentaram mortalidade elevada. Esses animais desenvolveram uma res-

posta inflamatória leve seguida de pneumonia súbita, com extensa necrose pulmonar. 

Camundongos infectados com o isolado 534 apresentaram taxa de sobrevivência 

elevada e dano tecidual limitado. Este isolado induziu expressão progressiva de INF-γ, 

bem como elevada expressão de IL-4, TNF-α e iNOS. Por outro lado, o isolado 04-303 

induziu uma expressão significativamente mais baixa e estável destas citocinas. Com 

base nestes resultados, o isolado M. bovis 04-303 foi caracterizado como um isolado 

virulento enquanto o isolado 534 foi caracterizado como um isolado atenuado.  

Blanco et al. (2009) definiram as diferenças de transcriptoma entre M. bovis 

04-303 e M. bovis 534. Um total de 49 genes foram diferencialmente expressos entre 

ambas os isolados, 35 genes em níveis mais elevados em M. bovis 04-303, enquanto 

que 14 genes tiveram uma expressão mais elevada em M. bovis 534. Resultados de 

microarray e RT-qPCR mostraram a expressão acentuada dos genes mce4D, 

Mb2607/Mb2608 no isolado virulento 04-303 enquanto alkB, Mb3277c e Mb1077 foram 

expressos em níveis mais elevados no isolado atenuado 534. Em relação aos 35 genes 

diferencialmente expressos, a expressão desses mudou drasticamente entre ambos 

isolados durante o cultivo in vitro, exibindo um comportamento semelhante aos 

macrófagos em bovinos. A análise em nível de nucleotídeos revelou que estes genes 
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foram conservados em ambos isolados, sugerindo que as diferenças de expressão 

podem ser atribuídas a alterações tais como deleções ou a mutações em regiões de 

regulação da expressão gênica. 

Um conhecimento mais aprofundado acerca dos fatores de virulência pode ser 

essencial para o desenvolvimento de novas vacinas e medicamentos para ajudar a 

controlar a doença e avançar para um mundo livre de tuberculose. Tendo em conta os 

fenótipos extremos patogênicos atribuídos aos isolados M. bovis 04-303 e M. bovis 

534, lançamos a hipótese de que as diferenças de virulência entre esses isolados 

podem ser atribuídas a mutações nos genes de virulência. Com base nos diferentes 

fenótipos de expressão gênica e de virulência observados, a análise genômica 

comparativa foi realizada a fim de identificar um repertório de genes que podem 

desempenhar papel na virulência. A análise comparativa foi realizada utilizando o 

genoma M. bovis AF2122/97 (Garnier et al. 2003) como referência. 

 

Resultados  

Mutações nucleotídicas foram encontradas em 30 genes relacionados a 

virulência no genoma do isolado M. bovis 04-303 (Tabela 1), quando comparado ao 

genoma AF2122/97. Mutações non-synonymous missense foram encontradas em 21 

genes: dnaA (Mb0001), fgd2 (Mb0137c), TetR (Mb0310), def (Mb0437c), MmcO 

(Mb0869c), mb1393 (Mb1393), ansA (Mb1565c) pknE (Mb1772), eccD5 (Mb1823), 

PPE32 (Mb1837), PPE34 (Mb1951c), ppsA (Mb2074c), uppP (Mb2160c), LppN 

(Mb2293),  hrcA (Mb2395c), hpx (Mb3196c), mb3436c (Mb3436c), bphC (Mb3599c), 

mmpL8 (Mb3853c), esat6 (Mb3905) e sigM (Mb3941). Além disso, nove genes exibiram 

deleções: LuxR (Mb0201), mb0637 (Mb0637), pstS1 (Mb0959), mb1029c (Mb1029c), 

mb1393 (Mb1393), pks10 (Mb1688), ilvG (Mb1851), mb2608 (Mb2608), mb3692c 

(Mb3692c) e um gene exibiu uma inserção: mb2056c (Mb2056c). 



 

 

65 

 

O genoma do isolado M. bovis 534 exibiu mutaçãoes nucleotídicas em 44 

genes relacionados à virulência (Tabela 1), quando comparado ao genoma AF2122/97. 

Mutações non-synonymous missense foram encontradas em 24 genes: dnaA, fgd2, 

TetR, pknG (Mb0418c), def, vapC29 (Mb0634), MmcO, glgP (Mb1363), irtA (Mb1383), 

mb1393, pks10 (Mb1688), narX (Mb1765c), pknE, eccD5, mb1843c (Mb1843c), ppsA, 

uppP, LppN, clgR (Mb2765), PPE46 (Mb3043c), tetR (Mb3277c), mb3436c, bphc and 

sigM. Deleções em 22 genes: mce1R (Mb0170c), ilvD (Mb0195c), rslA (Mb0757), CpdA 

(Mb0828), vapC9 (Mb0985), irtB (Mb1384), mb1393, pks10, mb1762c, ilvG, mb1966c 

(Mb1966c), pknJ (Mb2115), mbtE (Mb2401c), cysH (Mb2413), mb2608, pimA 

(Mb2642c), recA (Mb2756c), IpdA (Mb3331c), cut4 (Mb3482), eccA1 (Mb3898) e 

inserções em dois genes: mb1295 (Mb1295) and mb2056c (Mb2056c). 

 Dezoito mutações foram idênticas em ambos isolados, M. bovis 04-303 e 

534, localizadas nos genes dnaA, fgd2, TetR, def, MmcO, mb1393, pknE, eccD5, ilvG, 

mb1056c, ppsA, uppP, mb2608, mb3436c, bphc, sigM, LppN e pks10 (Figura 1). 

 *Todas as mutações (synonymous, non-synonymous, deleções e 

inserções) encontradas estão listadas no arquivo adicional. 

 

Discussão 

Recentemente, avanços consideráveis na compreensão de bases moleculares 

de patogenicidade, virulência e persistência de micobactérias foram alcançados. Uma 

contribuição significativa foi a identificação de genes essenciais relacionados à 

virulência micobacteriana. A maioria dos genes relacionados à virulência codificam 

enzimas de várias vias lipídicas, proteínas de superfície celular, reguladores e 

proteínas sinalizadoras da transdução. Estes resultados sugerem que as espécies 

patogênicas têm adaptado seus genomas de um estilo de vida livre para o meio 

intracelular com a aquisição mínima de genes exclusivos a virulência. 

De acordo com Collins (2001) fatores de virulência de M. bovis são 

propriedades especiais que permitem a micobactéria infectar, sobreviver, multiplicar e 
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causar doença em um hospedeiro animal. No entanto, esta definição não é tão simples. 

A demonstração formal da propriedade de virulência de um gene requer o cumprimento 

dos postulados moleculares de Koch que podem ser resumidos nas três etapas 

seguintes. Primeiro, é necessário que o referido gene codifique o determinado fator de 

virulência ou controle a sua produção ou exportação em isolados virulentos. Em 

segundo, o organismo tem de se tornar avirulento quando esse gene é interrompido. E 

em terceiro, a complementação do gene inativo por um gene ativo deve restaurar a 

virulência do organismo (Falkow, 1998). 

Como demonstrado anteriormente, 04-303 é uma cepa virulenta de M. bovis, 

enquanto 534 é uma cepa atenuada (Aguilar Leon et al., 2009, Blanco et al., 2009). 

Considerando estes fenótipos extremos, hipotetisamos que a diferença de virulência 

entre eles pode ser atribuída a mutações em genes relacionados à virulência. Neste 

contexto, a discussão é focada em genes que apresentaram mutações non-

synonymous, deleções ou inserções nos genomas dos isolados 04-303 e 534, quando 

comparados ao genoma referência M. bovis (AF2122/97). No presente estudo, os 

determinantes de virulência foram agrupados de acordo com sua função, anotação  da 

sequência de DNA, características moleculares e/ou localização celular em: (1) 

proteínas do envelope celular, (2) metabolismo de lipídeos e ácidos graxos, (3) 

proteína-quinases, (4) proteases, (5) proteínas transportadoras de metais, (6) 

reguladores da expressão gênica, (7) proteínas de função desconhecida e (8) outros 

fatores de virulência. Um resumo, de todos os genes relacionados à virulência aqui 

descritos, é apresentado na Tabela 1.  

(1) Proteínas do envelope cellular 

 A estrutura da parede celular das micobactérias é extremamente complexa, 

composta por uma estrutura de lipídeos e proteínas. O seu "núcleo" é constituída por 

peptidioglicanos ligados covalentemente a galactofuranos lineares, por sua vez ligados 

a vários cordões de arabinofurano altamente ramificados unidos a ácidos micólicos que 

são longas cadeias de α-alquil β-hidroxi ácidos graxos. Intercalados a este "núcleo" 

estão o dimicocerosate fitiocerol (PDIM), trealose 6,6'-dimicolato (TDM), sulfolipídeos e 



 

 

67 

 

fosfatilinositol manosídeo (PIMs). Fosfatilinositol manosídeo, lipomanana e 

lipoarabinomanana estão ancorados à membrana plasmática e se estendem para o 

exterior da parede celular. Estudos proteômicos da parede celular micobacteriana 

identificaram mais de quinhentas proteínas nesta estrutura celular e algumas delas são 

exclusivas a patogenicidade micobacteriana e, portanto, espera-se que sejam 

excelentes alvos para maiores investigações acerca da virulência de M. bovis (Corner, 

1994; Smith, 2003; Forrellad et al., 2013). 

(i) Esat6: ESAT-6 (do inglês, 6-kDa early secretory antigenic target) faz 

parte de uma família de proteínas denominada Esx que compreende 23 proteínas 

pequenas (cerca de 100 aminoácidos). Os primeiros membros desta família a serem 

descritos são codificados pelos genes adjacentes esxA e esxB, que estão localizados 

no lócus esx-1 (Sorensen et al., 1995). ESAT-6 de M. bovis tem sido descrita contígua 

a outras pequenas proteínas denominadas CFP-10 (do inglês, culture filtrate antigen) 

(Mb3904) como forte estimuladores da imunidade mediada por células (Jones et al., 

2010) e, uma vez que não estão presentes em micobactérias não patogênicas, 

incluindo a cepa vacinal M. bovis BCG (Bacilo Calmette-Guerin) (Waters et al., 2004), 

elas são consideradas antígenos específicos para o diagnóstico da tuberculose bovina 

e proteínas relevantes associadas à virulência no CMT (Pollock et al, 1997; 

Vordermeier et al, 2001). 

Recentemente, a regulação da resposta imune foi descrita em M. tuberculosis 

com a participação de ESAT-6, isolada ou no complexo com a proteína chaperona 

CFP-10 (ESAT-6:CFP-10). Verificou-se que ESAT-6 e ESAT-6:CFP-10 podem 

sequestrar a proteína do hospedeiro beta-2-microglobulina (b2M) inibindo a expressão 

na superfície celular do complexo MHC-I-b2M, prejudicando assim a reposta imune 

adaptativa do hospedeiro e consequentemente favorecendo o estabelecimento de uma 

infecção bem sucedida (SREEJIT et al., 2014). Foi também demonstrado que ESAT-6 

provoca lise celular através da formação de poros na membrana celular (SMITH et al., 

2008).  
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No presente estudo, uma única mutação (A para G) foi encontrada no gene 

esat6 (esxA) no genoma do isolado M. bovis 04-303 quando comparado ao gene 

ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb3905), resultando na substituição 

preditiva de uma treonina, um aminoácido polar com cadeias laterais neutras, por uma 

alanina, um aminoácido com cadeias laterais apolares. Uma vez que o papel de ESAT-

6 na interação patógeno-hospedeiro durante a infecção por M. tuberculosis foi 

claramente estabelecida, é possível que as alterações em determinados domínios da 

proteína ESAT-6 possam aumentar sua propriedade de virulência. Na verdade, a 

principal causa da atenuação da cepa BCG é a ausência dos genes codificadores de 

CFP10 e ESAT6. Assim, dada a relevância de ESAT-6 na patogênese da infecção, 

uma mutação desfavorável como esta que foi descrita no genoma do isolado 04-303 

poderia ter implicações para o fenótipo virulento. 

(ii) Mce1R: As proteínas MCE (do inglês, mammalian cell entry) são um 

grande grupo de proteínas secretadas ou expostas à superfície da célula, organizadas 

em um grande operon, que recebem este nome por causa da relação demonstrada 

entre Mce1 e a capacidade das micobactérias de entrar em células de mamíferos e 

sobreviver no interior de macrófagos (Arruda et al., 1993). Shimono et al. (2003) 

demonstraram que cepas de M. tuberculosis com interrupção no operon mce1 

ocasionaram granulomas mal organizados nos pulmões de camundongos, e reduzida 

capacidade de estimulação de resposta imune do tipo Th1; além disso, os mutantes 

foram incapazes de estabelecer um estágio estabilizado de infecção pulmonar nos 

camundongos do referido estudo. Este operon é regulado negativamente pelo gene 

mce1R (rv0165c em M. tuberculosis) (Cole et al., 1998). Experimentos com M. 

tuberculosis H37Rv mutantes para o gene mce1R sugeriram que a expressão 

desregulada de produtos do operon mce1 determinam resposta granulomatosa tecidual 

tardia (Casali et ai., 2006). Assim o operon mce1 pode homeostaticamente regular a 

arquitetura da parede celular in vivo e provocar resposta tecidual granulomatosa 

organizada permitindo a M. tuberculosis estabelecer infecção a longo prazo. Neste 

trabalho foi detectada uma única mutação no gene mce1R no genoma do isolado 534 
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(G para ., posição 194.983, deleção), quando comparado ao gene ortólogo no genoma 

referência AF2122/97 (mb0170c). A deleção de um nucleotídeo produz frameshift. 

Assim, uma possível falha na tradução desta proteína parece ser compatível ao 

fenótipo atenuado do isolado 534. 

(iii) PstS-1: PstS-1 (do inglês, periplasmic phosphate-binding lipoprotein-1), 

pertence à família de transportadores de fosfato ABC, caracterizada como uma 

glicoproteína de adesão com diversas atividades biológicas (Andersen & Hansen, 1989; 

Sanchez et al., 2009 ), sendo uma delas a interação com receptores de manose de 

macrófagos e mediação de fagocitose (Esparza et al., 2015). A adesão a células 

hospedeiras é um ponto crítico e fator de virulência essencial de bactérias patogênicas, 

especialmente bactérias intracelulares (Klemm & Schembri, 2000). Além disso, a 

proteína PstS-1 está envolvida na importação de fosfato durante períodos de restrição 

de energia, garantindo a micobactéria permanência no interior do fagossoma 

(Rengarajan et al., 2005). Foi demonstrado ainda que esta proteína possui motivos 

estruturais capazes de interagir com Toll-like receptors (TLR) 2 e TLR 4, e assim, 

induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e interleucina (IL) 6 por monócitos humanos (Espitia et al., 1992). 

Mycobacterium tuberculosis nocauteado para os genes pstS-1 e pstS-2 apresentaram 

uma taxa de multiplicação significativamente reduzida no interior de macrófagos 

peritoneais de camundongos e apresentaram-se atenuados em modelo de infecção in 

vivo (Peirs et al., 2005). Neste estudo foi detectada uma única mutação no gene pstS-1 

no genoma do isolado 04-303 (G para ., posição 1.043.504, deleção), quando 

comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0959). A mutação 

descrita aqui para o gene pstS-1 pode contribuir para a virulência do isolado 04-303 por 

ocasionar alterações na interação de M. bovis com o sistema imune do hospedeiro, em 

favor dos bacilos.  

(iv) Mb1029c: Mb1029c (Rv1002c em M. tuberculosis) é uma dolichyl 

fosfatomanose manosiltransferase, enzima esta que atua no transporte de resíduos de 

manose de carreadores lipídicos a proteínas (Strahl-Bolsinger, Gentzsch & Tanner, 
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1999). A expressão ectópica de Rv1002c em M. smegmatis demonstrou que esta 

proteína de membrana está acoplada ao sistema de exportação de proteínas Sec-

dependente, interferindo no transporte apenas de proteínas extracitoplasmáticas 

(VanderVen et al., 2005). Rv1002c é caracterizado como um gene essencial para o 

ótimo crescimento de M. tuberculosis in vitro, e M. tuberculosis mutantes para o gene 

rv1002c apresentaram crescimento severamente impactado in vitro e in cellulo 

associado a atenuação de sua patogenicidade em camundongos imunocomprometidos 

(Liu et al., 2013 ). Neste trabalho foi detectada uma única mutação no gene mb1029c 

no genoma do isolado 04-303 (G para ., posição 1.120.062, deleção), quando 

comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1029c). Sabe-se 

que a ausência de atividade da enzima manosil transferase ou a alteração desta 

atividade pode modificar as propriedades imunogênicas de determinadas proteínas e, 

assim, alterar a interação de M. bovis com o sistema imune do hospedeiro. Assim, 

supomos que esta mutação pode ocasionar em, pelo menos, estratégia de evasão ao 

sistema imune do hospedeiro e desta forma contribuir para a virulência do isolado M. 

bovis 04-303.  

(v) Mb1762c: Mb1762c (Rv1733c em M. tuberculosis) é uma proteína 

transmembrana caracterizada como antígeno altamente expresso por M. tuberculosis 

em estágio de latência e bem reconhecida pelas células T a partir de indivíduos 

infectados por M. tuberculosis em estágio de latência (Zhang et al., 2014). Neste 

estudo foi detectada uma única mutação no gene mb1762c no genoma do isolado 534 

(G para ., posição 1.945.541, deleção), quando comparado ao gene ortólogo no 

genoma referência AF2122/97 (mb1762c). Células de camundongos imunizadas com 

peptídeos Rv1733c produziram IFN-γ/TNFα, IFNγ/CD4+ e anticorpos específicos a 

Rv1733c e apresentaram uma redução significativa da carga bacteriana nos pulmões 

de camundongos desafiados com M. tuberculosis (Coppola et al., 2015). Assim, os 

dados expostos confirmam a imunogenicidade desta proteína, a mutação aqui descrita 

pode ter contribuído para a atenuação do fenótipo 534, estudos adicionais são 

necessários para vincular estas informações.  
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(vi) PimA: PIMs são os fosfolipídeos mais proeminentes e distinguíveis de 

micobactérias. Em M. bovis BCG, fosfatidilinositol e PIMs representam mais de 56% de 

todos os fosfolipídeos da parede celular e 37% da membrana citoplasmática e são, 

assim, considerados importantes componentes estruturais que atuam como "cimento" 

do esqueleto da parede celular (Jackson et al., 2000). PimA (do inglês, alpha-(1-2)-

phosphatidylinositol manosiltransferase) está localizada nas proximidades do gene 

responsável pela síntese de fosfatidilinositol e codifica uma manosil transferase 

envolvida nos primeiros passos da síntese de fosfatidilinositol manosil. Além disso 

PimA é uma importante proteína moduladora da resposta imune durante a infeção de 

tuberculose e lepra (Nigou et al., 2002), bem como chave de ligação nas interações 

entre M. tuberculosis e as células fagocíticas do hospedeiro (Gilléron et al., 2001). 

Para determinar se PimA é uma enzima essencial às micobactérias, 

Kordulakova et al. (2002) construíram M. smegmatis mutantes para o gene pimA. A 

capacidade destes mutantes de síntese da enzima manosil-transferase foi dependente 

a presença de uma cópia funcional do gene pimA transportado em um plasmídeo de 

resgate sensível à temperatura. Eles demonstraram que os mutantes para o gene pimA 

são incapazes de crescer a uma temperatura mais elevada do que a temperatura limite 

do plasmídeo. Assim, a síntese de fosfatidilinositol manosil e de seus derivados em M. 

smegmatis parece ser dependente da presença do gene pimA e essencial para o 

crescimento. Pirson et al. (2015) isolaram moléculas puras de PIM (do inglês, 

phosphatidylinositol dimannoside [PIM2], acylphosphatidylinositol dimannoside 

[AcPIM2], diacyl-phosphatidylinositol dimannoside [Ac2PIM2], acylphosphatidylinositol 

hexamannoside [AcPIM6], e diacylphosphatidylinositol hexamannoside [Ac2PIM6]) a 

partir de isolados virulentos de M. tuberculosis a fim de avaliar o potencial destas 

moléculas para estimular resposta de células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) de bovinos infectados por M. bovis. Destas moléculas, AcPIM6 induziu níveis 

significativos de IFN-γ em PBMC, enquanto, AcPIM6, Ac2PIM2 e Ac2PIM6 conduziram 

proliferação significativa em PBMC. AcPIM6 foi subsequentemente utilizado em ensaio 

de proliferação celular por citometria de fluxo. Esta análise demonstrou que AcPIM6 foi 

predominantemente reconhecidos por células CD3+, CD335+ e células NKT. 
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Neste estudo, uma única mutação no gene pimA (G para ., posição 2.905.671, 

deleção) foi detectada no genoma do isolado 534, quando comparado ao gene ortólogo 

no genoma referência AF2122/97 (mb2642c). Devido à elevada homologia entre os 

genomas de M. tuberculosis e M. bovis especula-se que este gene desempenhe a 

mesma função em ambas espécies. Considerando a capacidade destas moléculas de 

lipídeos em interagir com populações de linfócitos de bovinos, e ativar específicamente 

células NKT em bovinos e provável função desta proteína, é possível especular que a 

mutação aqui descrita para o gene pimA pode ter contribuído para a atenuação do 

isolado M. bovis 534. 

(vii) Mb0637: Mb0637 (Rv0621 em M. tuberculosis) é uma proteína de 

membrana. Neste estudo foi detectada uma única mutação do gene mb0637 no 

genoma do isolado 04-303 (G para ., posição 716.130, deleção), quando comparado ao 

gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0637). Dan et al. (2009) sugeriram 

que Rv0621 pode estar envolvido na regulação da síntese de ácidos graxos e na 

resistência de M. tuberculosis a defesa ao surfactante do hospedeiro. A relevância 

desta mutação no fenótipo do isolado 04-303 ainda não está clara e estudos adicionais 

são necessários. 

 

(2) Metabolismo de lipídeos e ácidos graxos 

 Micobactérias são únicas entre os patógenos bacterianos que exibem uma 

grande variedade de lipídeos complexos e lipoglicanos em sua superfície celular. Estes 

lipídeos exclusivos de parede celular são conhecidos por desempenhar um papel 

importante na patogênese, por conseguinte, os genes responsáveis pela sua 

biossíntese, transporte e degradação são potenciais fatores de virulência (Forrellad et 

al., 2013, Székely & Cole, 2016). 

(i) Pks10: O genoma de M. bovis revelou uma notável variedade de 

poliketide sintases (PKS). A maioria dos genes codificantes de PKS estão implicados 

na biossíntese de lipídeos complexos, especialmente do ácido micocerosídeo, 

encontrado no envelope de M. bovis (Rousseau et al., 2003). No presente estudo, o 
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gene pks10 exibiu uma dupla mutação (A para G, posição 1.860.533, non-synonymous 

missense e G para ., posição 1.859.643, deleção) no genoma do isolado M. bovis 534, 

quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1688). A 

primeira mutação descrita resultou na substituição preditiva desfavorável de uma serina 

(aminoácido polar com cadeias laterais neutras) por uma glicina (aminoácido apolar, 

alifático). Mycobacterium tuberculosis mutantes para o gene pks10 foram descritos 

apresentando síntese defeituosa de PDIM, um importante lipídeo de superfície de 

micobactérias patogênicas. Estes mutantes pks10 também apresentaram-se 

significativamente atenuados para o crescimento em modelo experimental murino 

(Sirakova et al., 2003). Assim, as enzimas envolvidas na biossíntese de PDIM 

representam alvos potenciais que podem afetar a patogênese de micobactérias e o 

fenótipo de virulência, parecendo ser compatível com o fenótipo atenuado do isolado 

534. 

(ii) MmpL8: Mmpl8, membro de uma família de proteínas de membrana 

potencialmente envolvidas com transporte de lipídeos e requerida para a síntese de 

sulfolipídeos (SL-1) (Domenech, Reed & Barry, 2005). Além disso, esta proteína é 

fundamental para a montagem completa de sulfoglicolipídeos tetracilados (Ac4SGL) 

(Layre 2011), que compoem grande parte dos lipídeos de parede celular de 

micobactérias patogênicas. Brodin et al. (2010) sugeriram que Ac4SGL aceleram a 

maturação do fagossoma, favorecendo o tráfego de fagossomas contendo M. 

tuberculosis para compartimentos mais acidificados. Foi reportado que a formação de 

fagolisossomas ácidos favorece a apresentação de antígenos de M. tuberculosis e 

consequente eliminação da bactéria. Assim, especulamos que a mutação aqui descrita 

no gene mmpl8 afeta negativamente a produção de Ac4SGL no isolado M. bovis 04-

303 e consequentemente aumenta a persistência do isolado no interior de macrófagos 

e evita a exposição do antígeno ao sitema imune do hospedeiro. Por outro lado, 

Domenech et al. (2004) demonstraram que mutantes para o gene MmpL8 foram 

capazes de estabelecer infecção normalmente porém apresentaram-se significamente 
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atenuados. Assim, estudos complementares são necessários para relacionar esta 

mutação com a virulência de M. bovis. 

(iii) EccA1: EccA1 é uma ATPase que pertence ao sistema de exportação 

ESX-1 (Abdallah et al., 2007) requerido para a secreção de proteínas cruciais a 

virulência e patogenia de micobactérias, incluindo M. tuberculosis (Rv3868) e M. bovis 

(Bitter et al., 2009). Este sistema inclui três ATPases: EccCa1/EccCb1, cuja função 

está relacionada ao transporte de proteínas através da membrane citoplasmática 

(Abdallah et al., 2007) e EccA1 uma proteína essencial ao sistema ESX-1 (Gao et al., 

2004) além de fator de virulência, uma vez que participa da secreção e regulação da 

síntese de lipídeos e ácidos micólicos (Bitter et al., 2009). Joshi et al. (2012) relataram 

síntese defeituosa de ácido micólico em mutantes para o gene codificador da enzima 

EccA1-ATPase, correlacionado a diminuição da virulência e do crescimento intracelular 

in vivo. Neste estudo, o genoma do isolado M. bovis 534 exibiu uma deleção de um 

nucleotídeo no gene eccA1 (C para ., posição 4.279.990), quando comparado ao gene 

ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb3898). Considerando que a maioria dos 

lipídeos de superfície, assim como TDM, PDIM e glicolipídeos fenólicos, estão 

implicados na virulência micobacteriana (Chopra and Gokhale, 2009; Minnikin et al., 

2002), nosso resultado é compatível com o perfil atenuado do isolado M. bovis 534. 

(iv) Hpx: O gene hpx gene é uma possível não heme haloperoxidase 

requerida ao crescimento da micobactéria no colesterol (Griffin et al., 2011). No gene 

hpx, uma única mutação (A para G, posição 3.497.977, non-synonymous missense) foi 

detectada no genoma do isolado M. bovis 04-303, quando comparado ao gene ortólogo 

no genoma referência AF2122/97 (mb3196c). Esta mutação resulta na substituição 

preditiva desfavorável de uma aspartato (aminoácido polar com cadeias laterais 

carregadas negativamente) por uma glicina. Estudos são necessários para entender a 

relevância desta mutação, uma vez que não há estudos na literatura descrevendo o 

papel do gene hpx na virulência micobacteriana. 

(3) Proteínas quinases 
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 A fosforilação de proteínas é o principal mecanismo pelo qual os sinais 

extracelulares são traduzidos em respostas celulares. Estas reações são efetuadas por 

proteínas quinases específicas e fazem par a reações de desfosforilação realizadas por 

fosfatases (PPases). 

(i) PknG: PknG é uma quinase funcional capaz de fosforilar o seu domínio 

quinase, bem como o seu próprio domínio tetratricopeptídeo. Este gene está localizado 

em um operon que contem glnH, um gene que codifica uma proteína potencialmente 

envolvida na captação de glutamina. No entanto, a participação de PknG na regulação 

do metabolismo do glutamato é controversa (Forrellad et al., 2013). Enquanto, M. 

tuberculosis mutantes para o gene pknG apresentaram redução de sobrevivência in 

vitro e in vivo, acúmulo de glutamato e glutamina e redução de 50% na síntese de 

glutamina apoiando a hipótese de que PknG medeia a transferência de sinais de 

detecção de defasagem nutricional em M. tuberculosis e as traduzem em adaptação 

metabólica (Cowley et al., 2004); Nguyen et al. (2005) relataram que M. bovis BCG 

mutantes para o gene pknG não apresentaram diferenças no nível intracelular de 

glutamina quanto na captação deste aminoácido. Estudos de infecção de macrófagos 

por M. tuberculosis revelam que os primeiros 73 resíduos de aminoácidos desta 

proteína, o motivo Trx, e o resíduo de treonina 63 são independentemente essenciais 

para modulação de PknG e mediação da sobrevivência das micobactérias no seu 

hospedeiro (Tiwari et al. 2009). Foi relatado que PknG é a única enzima que de fato 

sofre autofosforilação sobre resíduos de triptofano situados na porção N terminal, 

embora esta função não pareça estar relacionada com a regulação de sua atividade 

quinase, é essencial para impedir o tráfego de M. bovis BCG para o interior de 

lisossomas e para a sobrevivência das micobactérias em macrófagos derivados de 

medula óssea em modelo murino (Scherr et al., 2009). Neste trabalho, foi detectada 

uma única mutação no gene pknG (C para T, posição 497.411, non-synonymous 

missense) no genoma do isolado M. bovis 04-303, quando comparado ao gene 

ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0418c). Esta mutação resulta na 

substituição preditiva desfavorável de uma glicina por um glutamato (aminoácido polar 

com cadeias laterais carregadas negativamente). Análises confirmativas devem ser 
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realizadas a fim de compreender a verdadeira função deste gene na virulência de 

micobactérias bem como correlacionar a mutação aqui descrita ao perfil virulento do 

isolado M. bovis 04-303. 

(ii) PknJ: PknJ é uma quinase funcional que não possui ortólogo detectável 

em micobactérias que não pertençam ao CMT, sugerindo possível adaptação das 

espécies do CMT à vida intracelular (Narayan et ai., 2007). Sobre sua função, estudos 

recentes sugerem que a enzima glicolítica piruvato quinase A seja substrato potencial 

de pknJ (Cohen-Gonsaud et al., 2009). Singh et al. (2014) estabeleceram papel 

importante de pknJ no crescimento de micobactérias, descreveram aumento da 

sobrevivência de M. tuberculosis em linhagem celular THP-1 e definiram que esta 

resposta é regulada pela fosforilação de piruvato quinases. Em nosso estudo, uma 

única mutação no gene pknJ (C para ., posição 2.327.145, deleção) foi detectado no 

genoma do isolado 534, quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência 

AF2122/97 (mb2115), o que sugere que esta mutação pode ter contribuído com o 

fenótipo atenuado 534.  

(4) Proteases 

 Proteases desempenham papel crucial na homeostase celular, controlando 

proteínas envolvidas na transcrição, regulação, metabolismo e virulência. Os agentes 

patogênicos microbianos frequentemente utilizam proteases extracelulares como 

fatores de virulência que podem desempenhar diferentes funções na destruição de 

tecidos ou na modulação da resposta imune através da inativação de moléculas de 

defesa do hospedeiro, tais como imunoglobulinas e componentes do complemento. 

Elas também podem ativar proteínas ou peptídeos reguladores chave e adquirir 

nutrientes que regulam a expressão gênica (Zhao & Xie, 2011). 

(i) CpdA: o gene mb0828 em M. bovis (Rv0805 em M. tuberculosis) codifica 

uma metalofosfoesterase que apresenta atividade hidrolítica à cAMP. Adenosina 

monofosfato cíclico (cAMP) é um modulador chave da fisiologia bacteriana regulando 
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uma variedade de processos que vão desde o metabolismo do carbono até 

mecanismos de virulência (Gazdik et al., 2009). Neste trabalho foi detectada uma única 

mutação no gene CpdA no genoma do isolado 534 (G para ., posição 900.385, 

deleção), quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 

(mb0828). A super expressão de Rv0805 tem sido usada como ferramenta de redução 

de níveis intracelulares de cAMP para assim elucidar as funções de cAMP em 

micobactérias. Níveis de cAMP em M. tuberculosis foram reduzidos em 

aproximadamente 30% após a super expressão de Rv0805, e níveis de transcrição de 

determinado número de genes, incluindo genes relacionados a virulência, e o ciclo de 

metil citrato foram alterados. Mutantes para o gene rv0805 demonstraram que a 

assinatura transcricional da super expressão de Rv0805 é uma combinação de efeitos 

dependentes e independentes de catalisação, e que a estrutura flexível da porção C-

terminal de Rv0805 é crucial para o efeito independente de catalisação da proteína 

(Mantage et al., 2013). Assim, a mutação aqui descrita no gene CpdA pode ter 

contribuído para o fenótipo atenuado do isolado M. bovis 534.  

(ii) ClgR: O gene clgR codifica uma proteína que desempenha importante 

papel na resposta ao stress redox, e é um dos aproximadamente 100 genes que 

participam da resposta de reaeração, mecanismos pelos quais as micobactérias 

retornam a um estado de replicação após re-exposição a condições favoráveis (Sherrid 

et al., de 2010, McGillivray et al., 2014). Uma única mutação no gene clgR foi descrita 

no genoma do isolado 534 (C para A, posição 3.014.181, nonsynonymous missense) 

quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb2765), 

conduzindo à substituição preditiva desfavorável de uma asparagina (aminoácido polar 

com cadeias laterais não carregadas) por aspartato. Sherrid et al. (2010) induziram um 

modelo experimental in vitro para avaliar mecanismos envolvidos com a resposta de 

reativação de M. tuberculosis. O estudo demonstrou que a protease ClgR é regulada 

positivamente durante a transição de M. tuberculosis da bacteriostase para o 

crescimento. Além disso, como demonstrado por McGillivray et al. (2014), mutantes 

isogênicos de M. tuberculosis para o gene rv2745c são mais sensíveis a alterações do 
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stress redox in vitro gerados por diamida. Assim, a mutação detectada no gene clgR 

também pode ter contribuído para atenuação do isolado 534. 

(iii) Mb3692c: Mb3992c (Rv3668c em M. tuberculosis) é uma serina protease 

que poderia interromper a produção de citocinas dos macrófagos e implicar na ação de 

fármacos e dormência (Cerda-Maira & Darwin 2009). A localização na parede celular 

da micobactéria desta protease suporta seu papel na interação com o hospedeiro 

(Armstrong 2006). Mycobacterium smegmatis recombinantes-Rv3668c induziram 

positivamente a secreção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1 e IL-6 e 

negativamente a secreção de citocinas anti-inflamatórias e IL-10 por células U937. 

Peptídeos Rv3668c ocasionaram a sobrevivência prolongada de células U937 e 

aceleraram a morte de células do hospedeiro. Experimentos inibitórios mostraram que 

quinases reguladas por sinais extracelulares de fatores nucleares do eixo kB (ERK-NF-

kB) resultaram no desencadeamento de alterações em Rv3668c, TNF-α e IL-1. Assim, 

Zhao et al. (2014) forneceram evidências que comprovam o envolvimento de Rv3668c 

na interação entre Mycobacterium e hospedeiro. Neste estudo foi detectada uma única 

mutação no gene mb3992c no genoma do isolado 04-303 (G para ., posição 4.047.766, 

deleção), quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 

(mb3692c). Portanto, a mutação no gene mb3992c pode ter interferido na modulação 

da resposta imune do hospedeiro a favor do patógeno.  

(5) Proteínas transportadoras de metais 

 Os metais fazem parte de grupos protéticos ou são co-factores de determinadas 

enzimas e são essenciais para a sobrevivência de procariotos e eucariotos, tanto no 

ambiente como no interior da célula. Entretanto estas proteínas não são fatores de 

virulência reais que proporcionam às bactérias vantagens significativas para adaptação 

e sobrevivência em células hospedeiras. 

(i) IrtA/IrtB: Um dos principais mecanismos através dos quais as bactérias 

obtêm nutrientes essenciais a partir do hospedeiro é a aquisição de ferro. O ferro pode 
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ser adquirido pelo contato direto entre as bactérias e as moléculas carreadoras deste 

metal do hospedeiro, seguida por sua remoção por redução e subsequente absorção. 

Alternativamente, as micobactérias utilizam moléculas, de baixo peso molecular, 

sequestrantes de ferro chamadas sideróforos. Neste método alternativo, três proteínas 

estão envolvidas na importação e exportação de ferro através da membrana e 

consequente absorção. IrtA é um sideróforo exportador e ambas as proteínas do 

sistema IrtB são importantes sideróforos importadores de ferro (Farhana et al., 2008). 

Uma única mutação no gene irtA (G para T, posição 1.512.766, non synonymous 

missense) foi detectada no genoma do isolado M. bovis 534, quando comparado ao 

gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1383), conduzindo à substituição 

preditiva desfavorável de uma arginina (aminoácido polar com cadeias laterais 

carregadas positivamente) por uma leucina (aminoácido não polar, alifático), enquanto 

uma deleção de um nucleotídeo no gene irtB (C para ., posição 1.515.055) foi 

detectada no genoma do isolado M. bovis 534, quando comparado ao gene ortólogo no 

genoma referência AF2122/97 (mb1384). Farhana et al. (2008) demonstraram que M. 

smegmatis nocauteados para os genes irtA e irtB exibiram crescimento extremamente 

reduzido devido à absorção incompleta de ferro. Sabe-se que para patógenos 

intracelulares a assimilação de ferro é essencial para contornar a escassez de 

produção além de determinante de virulência. Assim, é possível especular que as 

mutações aqui encontradas nos genes irtA/irtB são parcialmente responsáveis pelo 

fenótipo atenuada do isolado M. bovis 534.  

(ii) MbtE: MbtE (Rv2380c em M. tuberculosis) é codificada pelo cluster mbt 

predicto como um peptídeo não-ribossomal sintetase. Sabe-se que mutação em 

qualquer gene mbt interrompe a síntese de algum determinado sideróforos, os quais, 

por sua vez, capacitam a bactéria em adquirir determinado metal a partir do meio. 

Consequentemente, as bactérias não conseguem sobreviver na célula hospedeira 

(Voss et al., 2000). Reddy et al. (2003) relataram que a interrupção da biossíntese de 

micobactina ocasiona a atenuação de M. tuberculosis para crescimento e virulência. 

Este grupo demonstrou também que M. tuberculosis mutantes para o gene mbtE foram 
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incapazes de sintetizar micobactinas, exibiram colônias com morfologia alterada e 

apresentaram-se atenuados para crescimento em meio de cultura e em macrófagos. 

Microscopia eletrônica de transmissão revelou que M. tuberculosis mutantes para o 

gene mbtE exibiram alterações na permeabilidade da parede celular. Além disso, 

cobaias infectados com M. tuberculosis mutantes para o gene mbtE exibiram redução 

significativa na carga bacilar e em danos histopatológicos nos órgãos, quando 

comparados com animais infectados com M. tuberculosis. Neste estudo, identificamos 

dupla mutação no gene mbtE no genoma do isolado 534 (G para ., C para ., posições 

2.630.194, 2.634.471, deleção) quando comparado ao gene ortólogo no genoma 

referência AF2122/97 (mb2401c). Assim, frente a importância deste gene na virulência 

das micobactérias e fenótipo atenuado de mutantes para este gene descritos na 

literatura, as mutações aqui descritas parecem ser compatíveis com o fenótipo 

atenuado do isolado M. bovis 534.  

(6) Reguladores da expressão gênica 

(i) HrcA: Um importante conjunto de proteínas que tem sido classificado 

entre os membros do CMT é a família de proteínas de choque térmico (do inglês, heat 

shock). Estes fatores altamente conservados são induzidos tanto no patógeno como no 

hospedeiro durante o processo de infecção, auxiliando na manutenção da integridade 

celular, contribuindo com a sinalização imune (Asea et al., 2000) e reconhecimento do 

patógeno (Castellino et ai., 2000). HrcA (Rv2374c em M. tuberculosis) é uma proteína 

de choque térmico que atua como repressor transcricional na resposta Hsp60 (GroE) 

em M. tuberculosis (Stewart et al., 2002). 

Stewart et al. (2001) demonstraram que a ruptura parcial da regulação da 

resposta de choque térmico em M. tuberculosis tem impacto importante sobre a 

virulência micobacteriana, prejudicando a capacidade da bactéria em persistir durante a 

fase crônica da infecção. Além disso, as proteínas de choque térmico desempenham 

papel importante na apoptose (Stuart et al., 1998; Lang et al., 2000; Wang et al., 2002) 

e no mecanismo implicado na patogênese de granulomas (Rutherford et al., 2001; 
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Stridh et al., 2002; Xaus et al., 2003). Postulou-se que o equilíbrio entre fatores pró-

apoptóticos e anti-apoptóticos influencia a resolução do processo inflamatório ou o 

desenvolvimento da enfermidade (Dubaniewicz et al., 2006). No presente estudo, o 

isolado virulento M. bovis 04-303 exibiu uma mutação non-synonymous missense no 

gene hrcA (G para A, posição 2.622.933) quando comparado ao gene ortólogo no 

genoma referência AF2122/97 (mb2395c), ocasionando a substituição preditiva 

desfavorável de um aspartato para uma asparagina (aminoácido polar de cadeias 

laterais não carregadas). A mutação aqui descrita no gene hrcA no genoma do isolado 

M. bovis 04-303, um repressor da transcrição de proteínas de choque térmico, pode 

ocasionar uma super expressão destas proteínas associadas a virulência. 

(ii) TetR: TetR é membro de uma família de reguladores da transcrição que 

atuam frequentemente como repressores e são amplamente distribuídos entre as 

bactérias (Yang et al., 2012). Em M. tuberculosis, EthR (Rv3855) regula a expressão de 

um gene mono-oxigenase que catalisa a ativação de etionamida, um antibiótico 

utilizado no tratamento da tuberculose e repressor da família TetR/CamR (Dover et al., 

2004). Em M. bovis, a proteína TetR é um regulador transcricional codificada pelo 

operon Mb3277c/Mb3280c (Blanco et al., 2009; Liu et al., 2014). No genoma do isolado 

M. bovis 534 foi detectada uma mutação no gene TetR (T para C, posição 3.584.552, 

non-synonymous missense), quando comparado ao gene ortólogo no genoma 

referência AF2122/97 (mb3277c), resultando na substituição preditiva desfavorável de 

uma serina, por uma prolina (aminoácido apolar, alifático). Blanco et al. (2009) 

demonstraram que os genes mb1077c e mb3277c, codificadores de fatores 

regulatórios, foram regulados negativamente no isolado virulento 04-303. Fato este que 

sugere que estes reguladores podem controlar negativamente a expressão de 

relevantes proteínas durante a infecção de M. bovis em modelo murino. Portanto, é 

possível especular que a mutação aqui descrita no gene TetR pode alterar a expressão 

deste gene, contribuindo assim para a atenuação do isolado M. bovis 534.  

(iii) LuxR: LuxR pertence a uma família de fatores de transcrição. Neste 

estudo, o genoma do isolado virulento M. bovis 04-303 exibiu uma deleção de um 
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nucleotídeo no gene luxR (G para ., posição 231.486), quando comparado ao gene 

ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0201). Fang et al. (2013) demonstraram 

que a proteína Rv0195 desempenha papel fundamental na dormência de M. 

tuberculosis além de ser importante para a virulência micobacteriana em células THP-1 

em modelo murino. A exclusão do gene rv0195 em M. tuberculosis não afetou o 

crescimento bacteriano e a sobrevivência a longo prazo em condições de aerobiose 

porém, diminuiu a sobrevivência das células, a capacidade de recuperação do estágio 

de dormência em modelo in vitro de anaerobiose e a capacidade de sobrevivência 

intracelular em condições de hipóxia e estresse. Além disso, a exclusão do gene 

rv0195 diminuiu a virulência micobacteriana em macrófagos humanos e resultou em 

redução da sobrevivência bacteriana e patogenicidade em modelo murino (C57BL/6)  

de infecção (Canino et al., 2013). Portanto, podemos inferir que a mutação aqui 

descrita no gene luxR interfere na tradução desta proteína (frameshift) contribuindo 

com a virulência do isolado M. bovis 04-303.  

(iv) RslA: O genoma de M. bovis codifica alguns fatores sigma dos quais a 

grande maioria se enquadra na subfamília de função extracitoplasmática (ECF). Um 

destes fatores sigma é o fator Sigl que está codificado adjacente a um gene codificador 

de uma proteína de membrana (mb0757 em M. bovis e rv0736 em M. tuberculosis) e 

apresenta a sequência conservada HXXXCXXC. Este motivo é encontrado em fatores 

anti-sigma que regulam vários fatores sigma ECF, incluindo aqueles que controlam as 

respostas ao estresse oxidativo (Song et al., 2003). Sigl e Rv0736 foram descritos 

cotranscritos, e o domínio intracelular de Rv0736 foi capaz de interagir especificamente 

com SigL sugerindo assim que rv0736 codifique um fator anti-sigma Sigl (rslA). Este 

fator sigma ECF (rslA) parece regular a síntese de lipídeos do envelope celular e 

controlar a secreção de proteínas modificadas. Hahn et al. (2005) demonstraram 

também que M. tuberculosis mutantes para o gene rslA são severamente atenuados 

em modelo murino de infecção. Sigl e RslA interagem e RslA parece funcionar como 

regulador negativo de Sigl. Em conjunto, estes resultados sugerem um modelo no qual 

RslA pode detetar sinais extracelulares deste fator  e assim diminuir sua ligação a Sigl. 
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O aumento da atividade dos genes regulados por Sigl alteram as características da 

superfície de Mycobacterium. Neste estudo, o genoma do isolado M. bovis 534 exibiu 

deleção de um nucleotídeo no gene rslA (C para ., posição 830.473), quando 

comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0757). Frente ao 

exposto, é possível especular que a deleção de um nucleotídeo no gene rslA descrita 

aqui pode ter interferido com a regulação e expressão de Sigl, contribuindo para a 

atenuação do isolado M. bovis 534.  

(v) Mb1966c: A proteína Mb1966c (Rv1931c em M. tuberculosis) é anotada 

como provável regulador de transcrição que pertence à família AraC, estima-se que 

sua função seja regular genes de funções diversas, variando desde o metabolismo do 

carbono até virulência micobacteriana (Martin & Rosner 2001). Frota et al. (2004) 

demonstraram que M. tuberculosis mutante para o gene rv1931c apresentaram 

diminuição da sobrevivência tanto em macrófagos como em modelo murino, com 

estabelecimento da sobrevivência com a complementação do gene rv1931c ativo. 

Estes resultados sugerem que Rv1931c regula genes importantes relacionados a 

virulência de M. tuberculosis. Neste estudo, uma única mutação no gene mb1966c (C 

para ., posição 2.174.242, deleção) foi detectada no genoma do isolado 534, quando 

comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1966c). Assim esta 

mutação neste proteína reguladora pode alterar o perfil de seus reguladores de 

expressão, resultando em atenuação do isolado 534. 

 (7) Proteínas de função desconhecida  

 O advento da genômica permitiu sequenciar o genoma de muitas espécies de 

Mycobacterium. Fato este, somado a estudos de proteômica, transcriptômica, 

metabólicos e análises de bioinformática permitiram definir ou inferir a função biológica 

de muitas ORFs. Apesar disso, a função fisiológica de muitas proteínas relacionadas a 

virulência de Mycobacterium permanece desconhecida.  
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Família PE/PPE: As famílias PE/PPE foram descritas apenas em micobactérias e 

consistem em duas grandes famílias distintas de proteínas com domínios ácidos e ricas 

em glicina cujos genes estão agrupados (Cole et al., 1998). Muitos destes genes estão 

localizados ao redor ou fazem parte do operon ESX. O nome PE deriva do motivo Pro-

Glu, nos resíduos 8 e 9 na extremidade N-terminal, ao passo que PPE representa o 

motivo Pro-Pro-Glu. A maioria destas proteínas estão localizadas na superfície da 

célula e/ou são secretadas, e induzem forte resposta imune no hospedeiro (Forrellad et 

al., 2013). A função da maioria das proteínas PE/PPE é desconhecida, porém as 

propriedades de algumas delas incluem associações com o envelope celular (Bani et 

al., 2002), exposição na superfície da célula micobacteriana, efeitos sobre a agregação 

bacteriana e interações com células do hospedeiro e/ou sistema imune (Brennan et al., 

2001). O elevado grau de polimorfismo entre os membros destas famílias de proteínas 

sugere papel relacionado ao mecanismo de evasão da reposta imune do hospedeiro, 

embora uma ampla variedade de funções, também foram atribuídas a elas 

(Mukhopadhyay & Balaji, 2011). No entanto, ainda é incerto se as proteínas PE/PPE 

modulam o sistema imune do hospedeiro em favor dos bacilos, uma vez que somente 

algumas proteínas PE/PPE têm mostrado estar, certamente, relacionada a virulência 

do CMT (Forrellad et al., 2013). 

 Neste estudo uma única mutação no gene ppe32 (G para A, posição 2.041.061, 

non-synonymous missense, conduzindo à substituição de um triptofano a um stop 

codon) e uma única mutação no gene ppe34 (C para T, posição 2154292, non-

synonymous missense, conduzindo à substituição preditivo desfavorável de uma glicina 

por uma arginina) foram detectados no genoma do isolado M. bovis 04-303, quando 

comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1837, mb1951c, 

respectivamente). No genoma do isolado M. bovis 534 uma única mutação foi 

detectada no gene ppe46 (C para G, posição 3.333.886, non-synonymous missense 

conduzindo à substituição preditivo de uma valina [aminoácido apolar, alifático]  por 

uma leucina), quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 

(mb3043c). Estes genes estão localizados em uma região com elevado grau de 
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variação por isso não podemos fazer nenhuma inferência sobre essas mutações e suas 

consequências na virulência destes isolados. 

 

(i) NarX: NarX (Mb1765c; Rv1736c em M. tuberculosis) é uma proteína de 

função desconhecida embora tenha sido anotada como "redutase de nitrato" devido à 

sua homologia com genes de redução de nitrato em outros organismos. Entretanto, um 

estudo demonstrou que a capacidade de redução de nitrato em aerobiose e 

anaerobiose em M. tuberculosis não é afetada pela ausência de NarX (Cole et al., 

1998). Por outro lado, outro estudo com M. bovis BCG demonstrou relação entre o 

gene NarX e a capacidade de redução de nitrato e sobrevivência durante período de 

dormência em condições de anaerobiose (Honaker et al., 2008). No presente estudo, o 

gene NarX apresentou uma única mutação (C para T, posição 1.949.403, non-

synonymous missense) no genoma do isolado M. bovis 534, quando comparado ao 

gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1765c). A mutação descrita 

resultou na substituição preditiva desfavorável de uma glicina por uma arginina. Assim, 

mesmo com a função obscura de NarX hipotetisamos que a mutação aqui descrita 

parece ser compatível com o fenótipo atenuado do isolado M. bovis 534. 

(ii) Mb1843c: Mb1843c (Rv1813c em M. tuberculosis) codifica uma proteína 

hipotética conservada com função desconhecida. Bretl et al. (2012) realizaram uma 

caracterização inicial de Rv1813c em M. tuberculosis, incluindo sua regulação por 

MprAB e DosRST. Os resultados destes estudos indicaram que Rv1813c e Rv1812c 

são cotranscritos e ambos regulados por MprAB e DosRST. Mycobacterium 

tuberculosis mutantes para o gene rv1813c apresentaram-se atenuados em modelo 

murino de aerossol de baixa dose de tuberculose, carga bacteriana reduzida, redução 

na sobrevivência e diminuição na capacidade de estimular citocinas pró-inflamatórias 

IL-1 e IL-12. No presente estudo, uma única mutação (C para T) foi descrita no gene 

mb1843c no genoma do isolado M. bovis 534, resultando na substituição preditiva 

desfavorável de uma alanina por uma treonina. Portanto, uma mutação no gene 

mb1843c poderia ter contribuído para o fenótipo atenuado do isolado M. bovis 534. 
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Outras proteínas relacionadas a virulência 

(i) VapC29 and VapC9: VapC é uma proteína toxina-antitoxina (TA) que 

está disposta em um operon bicistrônico (Anantharaman e Aravind, 2003) e codifica 

uma toxina estável e uma antitoxina lábil: a toxina atua em diversos processos 

celulares enquanto a antitoxina restringe a ação da toxina (Gerdes, 2000). A toxina 

VapC atua como ribonuclease inibindo o processo de tradução (Zhang et al., 2003). Em 

tempos de estresse e privação de nutrientes, proteases celulares degradam as 

antitoxinas e, assim, permitem que as toxinas livres, retardem o crescimento da célula 

ou mesmo matem a célula (Hayes, 2003). 

Mb0634 ou vapC29 (Rv0617 em M. tuberculosis) apresenta um domínio PIM 

ribonuclease (Ahidjo et al., 2011). Em vapC29, uma única mutação (T para C, posição 

712.319, non-synonymous missense) foi detectada no genoma do isolado M. bovis 534, 

quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0634). Esta 

mutação resulta na substituição preditiva desfavorável de uma valina por uma 

metionina (aminoácido apolar e alifático). 

Mb0985 ou vapC9 (Rv0960 em M. tuberculosis) também é uma ribonuclease. 

Em vapC9, uma única mutação (C para ., posição 1.074.361, deleção) foi detectada no 

genoma do isolado M. bovis 534, quando comparado ao gene ortólogo no genoma 

referência AF2122/97 (mb0985). Atráves de análises de perfil de expressão em 

microarranjos, Jain et al. (2006) encontraram 33 genes em M. tuberculosis regulados 

positivamente durante as fases iniciais da invasão da barreira hematoencefálica por M. 

tuberculosis, sendo que 18 deles pertencem a uma ilha genômica descrita 

anteriormente (Rv0960-Rv1001). Além disso, foi demonstrado que a supressão das 

ribonucleases MazF, membro do complexo TA, reduz a virulência (Tiwari et al., 2015). 

O papel de vapC29 e vapC9 no complexo M. tuberculosis não é bem definido e o 

impacto das mutação aqui descritas nos genes vapC29 e vapC9 no genoma do isolado 

M. bovis 534 merece investigação adicional. 

(ii) IIvD: Dihidroxiácido desidratase, enzima chave envolvida na biossíntese 

de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA), catalisa a síntese de cetoácidos a partir 
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de dihidroxiácidos. Esta enzima é codificado em M. tuberculosis pelo gene rv0189c, 

enquanto que em M. bovis pelo gene mb0195c. Estudos apontaram Rv0189c como 

gene essencial para o crescimento de M. tuberculosis in vitro. Rv0189c, provavelmente, 

seja necessária para o crescimento intracelular, como é evidente pela sua regulação 

positiva ex vivo e in vivo, e pela sua capacidade de lidar com as condições de estresse 

(Singh et al., 2011). Neste estudo, foi detectada uma única mutação do gene ilvD no 

genoma do isolado 534 (C para ., posição 221.361, deleção), quando comparado ao 

gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb0195c). Esta deleção produz uma 

frameshift, e consequentemente ocasiona falha na tradução desta proteína, sendo 

compatível com o fenótipo atenuado do isolado 534. 

(iii) Mb1295: Mb1295 (Rv1264 em M. tuberculosis) é uma adenil ciclase 

envolvida no metabolismo energético. Esta enzima atua em pH ácido (6,0), ou seja, pH 

o qual M. tuberculosis encontra no interior do fagossoma. Consequentemente Rv1264 

tem sido apontado como detector do meio fagossomal resultando em adaptação de M. 

tuberculosis no ambiente intracelular. M. tuberculosis mutantes para o gene rv1264, no 

entanto, apresentaram fenótipo selvagem de virulência (Dittrich et al., 2006). Neste 

estudo, uma única mutação no gene mb1295 no genoma do isolado 534 (. para AG, 

posição 1.411.239, inserção) foi detectado, quando comparado ao gene ortólogo no 

genoma referência AF2122/97 (mb1295). Deste modo, esta inserção deve alterar a 

estrutura da proteína expressa (frameshift) e contribuir para o fenótipo atenuado 

apresentado pelo isolado 534. 

(iv) AnsA: AnsA (Rv1538c em M. tuberculosis) é uma asparaginase que atua 

em conjunto com os transportadores AnsP1/AnsP2 permitindo a absorção de 

asparagina e a desaminação. Gouzy et al. (2014) forneceram evidências de que AnsA 

é liberada para o meio de cultura celular de M. tuberculosis in vitro e para o interior do 

fagossoma das micobactérias. Assim AnsA é importante para a migração da bactéria 

para o interior de fagossomos ácidos e sobrevivência em macrófagos, atuando então 

como fator de virulência. No presente estudo, uma única mutação (T para C) foi 

encontrada no gene ansA no genoma do isolado M. bovis 04-303, quando comparado 

ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb1565c), resultando na 
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substituição preditiva de uma metionina por uma valina. Além de AnsA ser crucial na 

migração da micobactéria para fagossomos ácidos e replicação intracelular, M. 

tuberculosis com supressão de asparaginase apresentou fenótipo atenuado em 

macrófagos em modelo murino. Estudos adicionais são necessários para compreender 

a relevância desta mutação e relaciona-la com a virulência micobacteriana. 

(v) CysH: 5 ¢-adenosinofosfosulfato redutase (CysH), enzima essencial para 

a produção de metabólitos contendo enxofre reduzido e crítica a sobrevivência de M. 

tuberculosis em fase de infecção crônica em camundongos (Loiseau et al., 2003). 

Disrupção do gene cysH gerou M. tuberculosis auxotróficos para cisteína e metionina, e 

virulência atenuada em camundongos BALB/c e C57BL/6 imunocompetentes. 

Mycobacterium tuberculosis mutantes e selvagens replicaram de forma semelhante 

durante a fase aguda de infecção, porém os mutantes apresentaram diminuição da 

viabilidade durante a fase de infecção persistente. Os mutantes também apresentaram-

se susceptíveis a peroxinitrito e peróxido de hidrogênio in vitro. Estes resultados 

demonstraram que CysH é importante para a proteção de M. tuberculosis durante a 

fase crônica de infecção, a resistência à nitrosativos e ao estresse oxidativo podendo 

ser um mecanismo de proteção micobacteriano (Senaratne et al., 2006). Neste trabalho 

foi detectada uma única mutação do gene mb2413 no genoma do isolado 534 (G para 

., posição 2.654.933, deleção), quando comparado ao gene ortólogo no genoma 

referência AF2122/97 (mb2413). A literatura citada suporta a associação desta 

mutação com o fenótipo atenuado do isolado 534, entretanto novos estudos são 

necessários para comprovar esta relação.  

(vi) RecA: RecA (recombinase A) é uma enzima chave para o reinício da 

replicação (HR, do inglês, restart replication), que promove a troca de cadeias entre as 

moléculas de DNA. Durante o RH, um complexo de DNAcs (DNA de cadeia simples) 

revestido por RecA reconhece homologia em DNAds (DNA de cadeia dupla),as 

“invadem”, e, como consequência, catalisam a troca de cadeias (Kowalczykowski, 

1994; Sassetti & Rubin, 2003). Szulc-Kielbik et al. (2015) relataram que em M. 

tuberculosis RecA é indispensável a inibição da ativação do mitógeno de proteína 

quinase com atividade bactericida dependente de macrófagos THP-1 in vitro e 
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sugeriram que RecA contribua para a virulência de M. tuberculosis. Observaram 

também uma diminuição na ativação de ERK1/2 em macrófagos infectados por M. 

tuberculosis enfatizando que recA represente um importante mecanismo para que as 

cepas selvagens escapem da morte intracelular. Neste trabalho, foi descrita a deleção 

de dois nucleotídeos no gene recA no genoma do isolado 534 (GG para .., posição 

3.007.225), quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 

(mb2765c). Pouco se sabe sobre a função deste gene em M. bovis e seu impacto na 

virulência, e assim novos estudos são necessários para determinar esta relação. No 

entanto, a mutação descrita aqui parece ser compatível com o fenótipo atenuado do 

isolado M. bovis 534. 

(vii) LpdA: LpdA é anotada como uma provável lipoamido desidrogenase e 

recentemente foi relatado que os genes mb3331c/rv3303c codificam um nova 

variedade de flavoproteína dissulfureto redutase que catalisa a redução de fosfato 

NADH ou NAD(P)H (Argyrou et al., 2004). A capacidade de micobactérias em 

sobreviver sobre condições de estresse oxidativo in vivo é um aspecto importante da 

patogênese. Tem sido demonstrado que NAD(P)H redutase administra o estresse 

oxidativo em outras bactérias patogênicas. Akhtar et al. (2006) relataram que peptídeos 

Rv3303c de M. tuberculosis possuem a capacidade de proteger contra o estresse 

oxidativo in vivo e contribuir para a virulência em modelo murino. Neste estudo, uma 

única mutação no gene mb3331c (C para ., posição 3.645.254, deleção) foi detectado 

no genoma do isolado 534, quando comparado ao gene ortólogo no genoma referência 

AF2122/97 (mb3331c). Dada a provável importância deste gene na virulência de M. 

bovis e a deleção de nucleotídeos aqui descrita, estudos adicionais devem ser 

desenvolvidos, a fim de confirmar a associação desta mutação e o perfil atenuado do 

isolado M. bovis 534.  

(viii) Cut4: As enzimas que pertencem à família de cutinase são serinas ativas 

e apresentam um amplo painel de substratos tais como a cutina, os triacilgliceróis e os 

fosfolipídeos (Shue et al., 2010). As cutinases são enzimas extracelulares ECT 

envolvidas na virulência de bactérias e fungos fitopatogênicos uma vez que hidrolisam 

cutina, um poliéster de plantas responsável pela proteção, limitando a evaporação e 
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protegendo-a de várias agressões (Kolattukudy, 2001). No genoma de M. tuberculosis 

H37Rv sete genes que codificam para cutinases semelhantes foram identificados com 

propriedades imunogênicas, sugerindo um potencial papel como candidatas vacinais. 

Foi demonstrado que estas enzimas apresentam várias funções fisiológicas, desde a 

formação da parede celular até efeitos citotóxicos sobre as células hospedeiras (Cole 

et al., 1998). Uma delas, a cutinase 4 é uma fosfolipase A2, que apresenta efeitos 

citotóxicos sobre macrófagos. No gene cut4, uma única mutação (G para ., posição 

3.821.778, deleção) foi detectada no genoma do isolado M. bovis 534, quando 

comparado ao gene ortólogo no genoma referência AF2122/97 (mb3482). Muitas 

enzimas, tais como fosfolipase C e fosfolipase A2, estão envolvidos na virulência em 

muitas espécies bacterianas (Titball 1998; Istivan & Coloe 2006). O papel de Cut4 no 

CMT não é claro e o impacto dessa deleção no isolado atenuado M. bovis 534 merece 

mais investigações. 

(ix) GlgP: Mb1363 (Rv1328 em M. tuberculosis) codifica a enzima GlgP, uma 

fosforilase catabólica de glicogênio (Schneider et al., 2000). Esta enzima pertence a um 

grupo estruturalmente relacionado e onipresente de proteínas que são geralmente 

consideradas como enzimas degradadoras de glucano que catalisam a produção de 

glucose-1-fosfato pela clivagem reversível nas extremidades não poliglucanos, tais 

como maltodextrinas, amido e glicogênio (Buchbinder et al., 2001; Chia et al., 2004). 

Para compreender a função biológica bacteriana de GlgP Casajús Alonso et al. (2006) 

produziram e caracterizaram células de E. coli com expressão nula de glgP ou  

expressão alterada. GlgP mutantes não apresentaram atividade de fosforilase de 

glicogênio, indicando que toda a atividade enzimática é dependente do produto glgP. 

Os resultados globais assim demonstrados comprovam a participação de GlgP na 

catalisação da quebra de glicogênio e consequente alteração na estrutura do glicogênio 

através da remoção de unidades de glicose das cadeias de polissacarídeos externos 

em E. coli. No genoma do isolado M. bovis 534, uma mutação no gen glgP (A para C, 

posição 1.495.014, non-synonymous missense) foi detectada, em comparação ao gene 

ortólogo no genoma referência AF2122/97, resultando na substituição preditiva de uma 

metionina por uma leucina. Outros estudos são necessários para compreender a 
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relevância desta mutação, bem como a função desta enzima no metabolismo de M. 

bovis. 

Diferentes tipos de mutações foram identificados nos genomas dos isolados de 

perfis patogênicos contrastantes. Todas as mutações aqui descritas codificam 

proteínas relacionadas à patogênese de M. tuberculosis ou M. bovis. Entretanto, o 

impacto desses polimorfismos na virulência dos fenótipos micobacterianos ainda 

necessita de uma análise tridimensional in silico destas proteínas e de demonstrações 

experimentais.  

Materiais e Métodos 

Isolados bacterianos 

M. bovis 04-303 e M. bovis 534 foram isolados de um javali em um campo 

aberto e de um bovino leiteiro na região úmida dos Pampas, respectivamente, ambos 

na Argentina. O DNA dos isolados foi extraído e purificado como descrito por Van 

Embden et al., (1992).  

Sequenciamento genômico e anotação 

Ambos genomas, M. bovis 04-303 (Nishibe et al. 2013) e 534, foram 

depositadas no DDBJ/EMBL/GenBank, sob os números de acesso GenBank: 

AVSW01000000 e GenBank: JQEM00000000, respectivamente. A montagem do 

genoma foi realizada com um total de 169 contigs (cobertura média de 27,3 x) para o 

isolado M. bovis 04-303 e com 72 contigs (cobertura média de 50,5 x) para o isolado M. 

bovis 534.  

A fim de avaliar a qualidade da montagem dos genomas, realizamos uma série 

de análises com o programa CheckM (Parks et ai. 2014), um método automatizado que 

utiliza um conjunto mais amplo de marcadores de genes específicos para a posição de 

um genoma dentro de uma árvore de genomas referência e também informações sobre 

a colocação destes genes. De acordo com limites padrão CheckM, ambas montagens 
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apresentam boa qualidade. A densidades de codificação de ambos os genomas estão 

dentro do intervalo esperado em genomas bacterianos. A Tabela 2 apresenta os 

principais resultados obtidos através do programa CheckM para ambas montagem. 

 

Análise de genes relacionados à virulência  

Todos os genes de ambos os genomas foram analisados, tendo como base a 

revisão de Forrellad et al., (2013) e genes listados na base de dados do servidor 

TubercuList (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList). 

Polimorfismos de único nucleotídeo 

Todos os SNPs encontrados nos genomas dos isolados 04-303 e 534, quando 

comparados ao genoma AF2122/97 (acesso NC_002945), e posicionados em qualquer 

gene relacionado a virulência foram analisados. Os SNPs foram encontrados utilizando  

a ferramenta SAMtools Versão 1.2 (Li et al. 2009) e depois convertidos para um 

formato vcf através de BCFtools Versão 1.2 (Danecek et al., 2011), estas ferramentas 

são conhecidas e largamente empregadas para identificar e manipular “chamada de 

variantes” (variant calls) em genomas. Os SNPs foram classificados mutações 

synonymous (sinônimas ou silenciosas), non-synonymous (não sinônimas)(missense 

ou nonsense), deleção ou inserção. Concentramos nossa atenção em mutações non-

synonymous, deleções e inserções, uma vez que as mesmas alteram a sequência 

primária de aminoácidos de proteínas “mutantes”. No entanto, as mutações 

synonymous podem gerar códons raros e assim conduzir a uma tradução ocasional de 

genes mutantes (arquivo adicional 1). Além disso, os codons raros podem ser 

convertidos em codons mais frequentes, favorecendo assim a tradução. 

Em ordem de determinar um threshold (limite) para a qualidade dos SNPs, 

calculamos, para cada isolado, a taxa de transições por transversões de todos os 

escores de qualidade gerados na chamada de variantes. O valor esperado para esta 

taxa é de entre 2,0 a 2,1 para as análises de genoma (DePristo et al.2011). Além disso, 
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Liu e colaboradores (Liu et al., 2006) relataram uma razão igual a 2,06 para M. 

tuberculosis. Assim determinamos o valor desta taxa como 2,0, resultando no threshold  

de escore de qualidade de 98 para 04-303 e 43 para 534, como indicado na Figura 2. 

Assim, todos os SNPs cujo índice de qualidade foram inferiores aos limites 

correspondentes foram descartados. 

Arquivo adicional: 

Arquivo adicional 1: Lista de todos os genes relacionados a virulência de 

Mycobacterium bovis, assim como revisado por Forrellad et al., (2013) e/ou listados na 

base de dados do servidor TubercuList, analisados para os genomas dos isolados M. 

bovis 04-303 e 534, utilizando AF2122/97 como genoma referência. 

Financiamento 

Este projeto foi financiado pela Embrapa (03.14.00.054.00.00, 02.13.16.002.00.00), 

Fundect (TO0096/2012; 23/200.656/2013) e CNPq (443235/2014-7; 305857/2013-4). 
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Genoma Bases 

Ambíguas 

Contigs Genes 

Preditos 

Scaffolds Coding 

Density 

CG Tamanho do 

Genoma 

 Contig mais 

longo 

Média do 

tamanho dos 

Contigs 

N50 

M.bovis 

ARG_04-303 

0 169 4,158 169 0.905 0.655 4,313,075 329,090 25,521.15 85,558 

M.bovis 

ARG_534 

0 72 4,083 72 0.905 0.655 4,325,986 333,163 60,083.13 178,004 

Tabela 2. Dados do sequenciamento genômico dos isolados M. bovis 04-303 e M. bovis 534 utilizando o programa CheckM. 

 

Figura 2. Relação de transições por transversões para todas as qualidades de escores gerados na variante chamando para ambos genomas 

04-303 e 534. Para cada conjunto, o ponto corresponde ao valor da relação mais próximo de 2,0 (eixo Y), que determina o limite da 

pontuação de qualidade (eixo X). 
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Figura 1. Diagrama de Venn ilustrando genes relacionados à virulência que apresentaram mutações (idênticas ou específicas) nos 

genomas dos isolados M. bovis 04-303 e 534 utilizando AF2122/97 como genoma referência.  
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Gene

H37Rv AF2122/97 Proteína Função Posição Mutação AA Tipo Posição Mutação AA Tipo Referência

Rv0001 Mb0001 dnaA chromosome replication initiator DnaA 1057 A-G Ile-Val NSMS 1057 A-G Ile-Val NSMS Masiewicz et al. 2014

Rv0132c Mb0137c fgd2 F420-dependent glucose-6-phosphate dehydrogenase 160535 T-C Lys-Glu NSMS 160535 T-C Lys-Glu NSMS Purwantini et al. 2013

Rv0165c Mb0170c mce1R transcriptional regulator Mce1R - - - - 194983 G-. NE DEL Uchida et al. 2007

Rv0189c Mb0195c ilvD dihydroxy-acid dehydratase - - - - 221361 C-. NE DEL Singh et al. 2011

Rv0195 Mb0201 LuxR LuxR family transcriptional regulator 231486 G-. NE DEL - - - - Fang et al. 2013

Rv0302 Mb0310 TetR TetR/ACRR family transcriptional regulator 366022 T-C Val-Ala NSMS 366022 T-C Val-Ala NSMS Chou et al. 2015

Rv0410c Mb0418c pknG serine/threonine-protein kinase G 497411 C-T Gly-Glu NSMS Kirksey et al. 2011

Rv0429c Mb0437c def peptide deformylase 519412 T-C Thr-Ala NSMS 519412 T-C Thr-Ala NSMS Narayanan et al. 2011

Rv0617 Mb0634 vapC29 ribonuclease VapC29 - - - - 712319 T-C Val-Met NSMS Ahidjo et al. 2011

Rv0621 Mb0637 mb0637 membrane protein 716130 G-. NE DEL - - - - Dan et al. 2008

Rv0736 Mb0757 rslA anti-sigma-L factor RslA - - - - 830473 C-. NE DEL Hahn et al. 2005

Rv0805 Mb0828 CpdA 3',5'-cyclic adenosine monophosphate phosphodiesterase CpdA- - - - 900385 G-. NE DEL Matange et al. 2014

Rv0846c Mb0869c MmcO multicopper oxidase 943719 G-A His-Tyr NSMS 943719 G-A His-Tyr NSMS Rowland et al. 2013

Rv0934 Mb0959 pstS1 periplasmic phosphate-binding lipoprotein PSTS1 1043504 G-. NE DEL - - - - Esparza et al. 2015

Rv0960 Mb0985 vapC9 ribonuclease VapC9 - - - - 1074361 C-. NE DEL Jain et al. 2006

Rv1002c Mb1029c mb1029c dolichyl-phosphate-mannose protein mannosyltransferase1120062 G-. NE DEL - - - - Liu et al. 2003

Rv1264 Mb1295 mb1295 adenylyl cyclase - - - - 1411239 .-AG NE INS Dittrich et al. 2006

Rv1328 Mb1363 glgP glycogen phosphorylase GlgP - - - - 1495014 A-C Met-Leu NSMS Ryoo et al. 2007

Rv1348 Mb1383 irtA Drugs-transport transmembrane ATP-binding protein ABC transporter- - - - 1512766 G-T Arg-Leu NSMS Rodriguez et al. 2006

Rv1349 Mb1384 irtB drugs-transport transmembrane ATP-binding protein ABC transporter- - - - 1515055 C-. NE DEL Farhana et al. 2008

Rv1358 Mb1393 mb1393 transcriptional regulator 1524738 T-G Val-Gly NSMS 1524738 T-G Val-Gly NSMS Santos et al. 2015

Rv1358 Mb1393 mb1393 transcriptional regulator 1526476 G-. NE DEL 1526476 G-. NE DEL Santos et al. 2015

Rv1538c Mb1565c ansA L-aparaginase ansA 1725323 T-C Met-Val NSMS - - - - Cai et al. 2012

Rv1660 Mb1688 pks10 Chalcone SMthase 1860533 A-G Ser-Gly NSMS Sirakova et al.2003

Rv1660 Mb1688 pks10 Chalcone SMthase 1859643 G-. NE DEL Sirakova et al.2003

Rv1660 Mb1688 pks10 Chalcone SMthase 1859795 C-. NE DEL 1859795  C-.  NE DEL Sirakova et al.2003

Rv1733c Mb1762c mb1762c transmembrane protein - - - - 1945541 G-. NE DEL Coppola et al. 2015

Rv1736c Mb1765c narX nitrate reductase-like protein NarX - - - - 1949403 C-T Gly-Arg NSMS Honaker et al. 2008

M. bovis  04-303 M. bovis  534

 

Tabela 1. (parte 1). Genes relacionados à virulência de M. bovis que apresentaram mutações nos genomas dos isolados M. bovis 

04-303 e 534 utilizando AF2122/97 como genoma referência (NSMS – non-synonymous missense, DEL – deleção, INS – inserção, 

NE – não se aplica).  
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Gene

H37Rv AF2122/97 Proteína Função Posição Mutação AA Tipo Posição Mutação AA Tipo Referência

Rv1743 Mb1772 pknE Ser/Thr protein kinase 1954568 A-T Asp-Val NSMS 1954568 A-T Asp-Val NSMS Jayakumar et al. 2008

Rv1795 Mb1823 eccD5 ESX conserved component EccD5. ESX-5 type VII secretion system protein. Probable membrane protein 2023460 G-A Ala-Thr NSMS 2023460 G-A Ala-Thr NSMS Bottai et al. 2012

Rv1808 Mb1837 PPE32 PPE family protein 2041061 G-A Trp-. NSMS - - - - Deng et al. 2014

Rv1813c Mb1843c mb1843c hypothetical protein - - - - 2046255 C-T Ala-Thr NSMS Bretl et al. 2012

Rv1820 Mb1851 ilvG acetolactate synthase large subunit IlvG 2056269 G-. NE DEL 2056269 G-. NE DEL Singh et al. 2011

Rv1917c Mb1951c PPE34 PPE family protein 2154292 C-T Gly-Arg NSMS - - - - Bansal et al. 2010

Rv1931c Mb1966c mb1966c transcriptional regulator - - - - 2174242 C-. NE DEL Frota et al. 2004

Rv2030c Mb2056c mb2056c hypothetical protein 2260638 .-C NE INS 2260638 .-C NE INS Wieczorek et al. 2014

Rv2931 Mb2074c ppsA phthiocerol synthesis polyketide synthase type I2278807, 2278816, 2278825, 2278942, 2278944, 2278951C-G, A-C, G-C, G-T, G-C, A-TLeu-Phe, Phe-Leu, Asp-Glu, His-Gln, His-Asp, His-GlnNSMS2278807, 2278816, 2278825, 2278942, 2278944, 2278951C-G, A-C, G-C, G-T, G-C, A-TLeu-Phe, Phe-Leu, Asp-Glu, His-Gln, His-Asp, His-GlnNSMS Bisson et al. 2012

Rv2088 Mb2115 pknJ transmembrane serine/threonine-protein kinase PknJ - - - - 2327145 C-. NE DEL Singh et al. 2014

Rv2136c Mb2160c uppP Undecaprenyl pyrophosphate phosphatase 2377026 G-T Val-Leu NSMS 2377026 G-T Val-Leu NSMS Vandal et al. 2009

Rv2270 Mb2293 LppN lipoprotein LppN 2524106 T-C Leu-Pro NSMS 2524106 T-C Leu-Pro NSMS Ocampo et al. 2014

Rv2374c Mb2395c hrcA Probable heat shock protein transcriptional repressor HrcA2622933 G-A Asp-Asn NSMS - - - - Stewart et al. 2002

Rv2380c Mb2401c mbtE peptide synthetase - - - - 2630194 G-. NE DEL Reddy et al. 2013

Rv2380c Mb2401c mbtE peptide synthetase - - - - 2634471 C-. NE DEL Reddy et al. 2013

Rv2392 Mb2413 cysH phosphoadenosine phosphosulfate reductase - - - - 2654933 G-. NE DEL Senaratne et al. 2006

Rv2577 Mb2608 mb2608 hypothetical protein 2869753 C-. NE DEL 2869753 C-. NE DEL Blanco et al. 2009

Rv2610c Mb2642c pimA alpha-(1-2)-phosphatidylinositol mannosyltransferase - - - - 2905671 G-. NE DEL Kordula´kova´ et al. 2002

Rv2737c Mb2756c recA recombinase A - - - - 3007225 GG-.. NE DEL Szulc-Kielbik et al. 2015

Rv2745c Mb2765 clgR Transcriptional regulatory protein ClgR - - - - 3014181 C-A Gln-Lys NSMS Cox et al. 1999

Rv3018c Mb3043c PPE46 PPE family protein - - - - 3333886 C-G Val-Leu NSMS Chaitra et al. 2008

Rv3171c Mb3196c hpx Possible non-heme haloperoxidase Hpx 3497977 A-G Asp-Gly NSMS - - - - Murphy et al. 2005

Rv3249c Mb3277c TetR Possible transcriptional regulatory protein (probably TetR-family)- - - - 3584552 T-C Ser-Pro NSMS Griffin et al. 2011

Rv3303c Mb3331c lpdA NAD(P)H quinone reductase LpdA - - - - 3645254 C-. NE DEL Akhtar et al. 2006

Rv3402c Mb3436c mb3436c hypothetical protein 3774060 A_G Cys-Arg NSMS 3774060 A_G Cys-Arg NSMS Li et al. 2014

Rv3452 Mb3482 cut4 cutinase - - - - 3821778 G-. NE DEL Dedieu et al. 2013

Rv3568c Mb3599c bphC Biphenyl-2,3-diol 1,2-dioxygenase BPHC 3952885 G-A Arg-Gln NSMM 3952885 G-A Arg-Gln NSMS Flores-Valdez et al. 2009

Rv3668c Mb3692c mb3692c protease 4047766 G-. NE DEL - - - - Quanju Zhao et al. 2014

Rv3823c Mb3853c mmpL8 Conserved integral membrane transport protein MmpL8 4226452 C-G Leu-Val NSMS - - - - Wards et al 2000

Rv3868 Mb3898 eccA1 ESX-1 secretion system protein EccA1 - - - - 4279990 C-. NE DEL Joshi et al. 2012

Rv3875 Mb3905 esat-6 6 kDa early secretory antigenic target EsxA (ESAT-6) 4289115 A-G Thr-Ala NSMS - - - - de Jonge et al. 2007

Rv3911 Mb3941 sigM RNA polymerase sigma factor SigM 4334315, 4334624A-G, T-GThr-Ala, Ser-AlaNSMS 4334624 T-G Ser-Ala NSMS Sahadevan Raman et al. 2006

M. bovis  04-303 M. bovis  534

 

Tabela 1. (parte 2). Genes relacionados à virulência que apresentaram mutações no genoma dos isolados M. bovis 04-303 e 534 

utilizando AF2122/97 como genoma referência (NSMS – non-synonymous missense, DEL – deleção, INS – inserção, NE – não se 

aplica).  
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Resumo: Mycobacterium bovis é um importante agente patogênico animal em escala 

global, infectando animais vertebrados domésticos e selvagens, bem como os seres 

humanos. Neste trabalho investigamos os padrões e processos evolutivos de 38 

genomas sequenciados de M. bovis das Américas, Europa, Ásia e África. Observamos 

que os isolados americanos estão evoluindo distintamente (embora com baixa 

magnitude) da maioria das linhagens da América do Sul em relação ao tamanho do 

core coding, conteúdo CG, e codon usage bias, e empregamos uma nova definição de 

acordo com esse padrão, como proxy para confiabilidade filogenética. Três tipos de 

dados foram utilizados para inferência desta árvore: 1. cópia única de genes do core 

coding; 2. blocos INDEL codificados como caracteres numéricos (Indels); 3. 

presença/ausência de genes codificados semelhantemente (pan-genoma). O 

desempenho do core coding foi abaixo do esperado considerando que usamos mais de 

2.000 genes, porém indels e pan-genoma estimaram individualmente árvores razoáveis, 

com taxas de transferência horizontal de genes elevadas, como 200x a taxa de 

substituição de DNA. Ao questionarmos o porque do fraco desempenho do core coding, 

excluímos viéses de metodologia filogenética, recombinação homóloga e seleção 

positiva e purificadora como possíveis causas, enquanto consideramos retenção 

transitória de mutações deletérias levemente aleatórias devido à diversificação recente, 

e também pseudogeneização em curso, ambas podendo ser plausíveis. Embora o 

índice de retenção tenha sido tão bom quanto os dados de presença/ausência 

individualmente identificados nas amostras dos EUA, adicionalmente identificamos um 
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clado sul-americano com a maioria das linhagens excluindo apenas duas amostras 

brasileiras. Inferimos datação de divergência utilizando indels associado com pan-

genoma devido à falta de informações do core coding, recuperando estimativas de 

dados empregados em estudos anteriores sobre a origem de M. bovis 

(aproximadamente 10.000 anos), independentemente de outros dados (tempo estrito 

vs. tempo não correlacionado, uniforme vs. exponencial, diferença de idade/taxa padrão 

de desvio), evidenciando a adequação e robustez insuspeita de utilizar estritamente 

dados genômicos/ausência de marcação de tempo, enquanto ao mesmo tempo, 

decisivamente rejeitar um rigído marco para nosso conjunto de dados. Todas as árvores 

suportam uma posição relativamente basal de linhagens africanas, isoladas de Homo 

sapiens, sugerindo que esta foi uma importante região para a diversificação e 

confirmando que fomos um dos primeiros anfitriões desta espécie. A evolução de 

isolados dos EUA foi afetada pela aquisição lateral de 57 genes exclusivos, incluindo 

genes importantes para a virulência. Um clado de três localidades dos EUA, 

geograficamente distantes, está sob influência de taxas ainda mais rápidas evolutivas 

suportados pelo core coding, indels e pan-genoma. 

 

Introdução 

  

 A tuberculose bovina é uma doença significativa mundial de bovinos. 

Mycobacterium bovis, o agente causador, é também um organismo patogênico para 

seres humanos e vários outros animais domésticos e selvagens (Thoen et al., 2006). M. 

bovis pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), que consiste, 

tradicionalmente, de M. tuberculosis, o principal agente da tuberculose humana, M. 

africanum, M. canettii, M. microti, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi, M. 

suricatte e M. orygis (Fabre et al., 2004; Smith et al., 2006; Alexander et al., 2010; Van 

Ingen et al., 2012). Todas estas espécies são geneticamente muito semelhantes 

(Forrellad et al., 2013). Tem sido sugerido que os membros do CMT evoluíram a partir 

de um ancestral comum através de sucessivas deleções/inserções resultantes na 
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presente especiação de Mycobacterium e suas diferenças de patogenicidade (Fabre et 

al., 2004). 

 A fim de analisar a evolução da infecção por M. bovis no espaço e no tempo, é 

essencial estudar a diferenciação genética de isolados e suas relações filogenéticas, 

em conjunto com o movimento do rebanho e ecologia dos animais selvagens. Uma 

compreensão mais clara da epidemiologia de M. bovis pode contribuir para um controle 

mais efetivo ou para a erradicação da doença. Dados epidemiológicos de alta qualidade 

aumentam a eficiência dos programas de controle da tuberculose bovina. Com novas 

ferramentas disponíveis de epidemiologia molecular, há a crescente possibilidade de se 

encontrar respostas para questões importantes como a transmissão desta 

enfermidades entre animais e fatores de risco associados, bem como o papel de 

animais silvestres como reservatórios desta doença (Hilty et al., 2005). 

 O uso de tecnologias de sequenciamento de genoma total (do inglês, whole 

genome sequencing - WGS) para estudar doenças infecciosas bacterianas resultou em 

avanços sem precedentes na capacidade de resolução de dados epidemiológicos em 

escala global (Harris et al. 2010), além de proporcionar novas perspectivas sobre os 

processos de replicação da micobactéria no interior do hospedeiro (Ford et al., 2011), e 

corroborar com importante identificação das cadeias de transmissão (Gardy et al., 

2011). O WGS de muitos isolados da mesma espécie pode fornecer a potente 

estatística necessária para definir associações entre genótipos e fenótipos, virulência, 

patogênese, gama de hospedeiros e variabilidade antigênica.  

A fim de correlacionar as bases genéticas e ambientais da tuberculose bovina, 

realizamos uma análise de genomas de 38 isolados de M. bovis, de diferentes 

hospedeiros (bovinos, javalis, alces e veados) de diferentes lugares do mundo, 

combinado com metadados clínicos (epidemiologia, spoligotyping e MIRU [unidades 

repetitivas de interespaçadores micobacterianos]) de alta qualidade. Assim, realizamos 

o primeiro estudo abordando aspectos da evolução do genoma de M. bovis em quatro 

continentes (África, Américas, Ásia, Europa). Objetivamos examinar a adequação de 

diferentes tipos de dados na reconstrução da filogenia de M. bovis, definir o tipo de 
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recombinação (homóloga ou HGT [transferência horizontal de genes]) presente e seus 

impactos, inferir a origem de M. bovis e discutir acerca de processos associados com a 

evolução de M. bovis. 

Materiais e Métodos 

Isolados bacterianos 

Vinte e oito isolados de M. bovis foram sequenciados e incluídos neste estudo: 

07 da Argentina, 10 do Brasil e 11 dos Estados Unidos (Tabela 1), isolados de bovinos 

e animais silvestres de diferentes estados destes três países, tentando ser 

representativos de diferentes localizações geográficas. As amostras foram 

descontaminadas e cultivadas em meios de cultura Stonebrink e incubadas a 37°C. A 

partir das colônias, 2 ug de DNA de cada isolado foram suspendidos em 150 µl de água 

destilada e fervidos (100°C) durante 15 mim. 

Outros dez isolados sequenciados anteriormente e encontrados depositados no 

GenBank foram utilizados neste trabalho para efeito de comparações filogenéticas. 

Nove isolados de M. bovis dos seguintes países: Coréia do Norte (1), Coréia do Sul (1), 

Reino Unido (3), Uruguai (1), Uganda (2) e Mali (1) e um isolado de Mycobacterium 

tuberculosis (1) (Tabela 2). 

Sequenciamento genômico 

Todos os isolados de M. bovis neste estudo foram sequenciados utilizando 

plataforma Illumina (MiSeq), de acordo com orientações do fabricante. A qualidade dos 

reads foi avaliada utilizando o programa FastQC (versão 0.10.1) {disponível em: 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/}, e a triagem efetuada 

utilizando o programa prinseq-lite (versão 0.20.3) {disponível em: 

http://prinseq.sourceforge.net/}. Os genomas foram montados tendo como referência o 

genoma M. bovis AF2122/97 (acesso. NC_002945) utilizando o programa Bowtie 

(disponível em: http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) e anotados utilizando o 

programa NCBI POC (Boldt, 2003). Os genomas brasileiros e argentinos já encontram-
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se depositados no GenBank. A genotipagem dos isolados foi realizada por 

Spoligotyping segundo Kamerbeek et al. (1997) e MIRU segundo Supply et al. (2006). 

Inferência de ortólogos 

A inferência das famílias dos homólogos foi realizada por meio do programa 

Get_Homologues v2.0 (Contreras-Moreira & Vinuesa 2013), utilizando o script 

get_homologues.pl ('-m') ativando o agrupamento OrthoMCL (Li et al., 2003) com 

valores padrão. Subsequentemente, genes estritamente ortólogos, cópias únicas dos 

genes do core-genoma (core-coding) foram estimadas pelo mesmo programa com o 

script compare_clusters.pl. 

Alinhamento múltiplo 

 Alinhamentos individuais de genes do core coding foram realizados utilizando 

Guidance v2.0 (Sela et al. 2015) ancorado por códons usando MAFFT v7.0 (Katoh & 

Standley 2013) com guia de 100 árvores pseudoreplicativas. A concatenação do 

alinhamento múltiplo foi realizada por meio do programa FasConCat (Kück & 

Meusemann 2010). A correção manual foi então realizada em Aliview (Larsson 2014), e 

sempre que regiões locais foram desalinhadas usamos a opção "realinhar bloco 

selecionado" e atualizávamos as informações sobre início e fim de cada gene. 

Informações sobre a quantidade de variáveis locais e parcimônias foram obtidas em 

Mega (Tamura et al., 2013). A fração de substituições não sinônimas relativa ao número 

total de substituições foi calculada como a razão entre o número de sítios de 

aminoácidos (AA) variáveis pelo número de sítios variáveis no DNA. 

Padrões genômicos  

Verificamos ao longo de todo genoma entre os diferentes indivíduos que alguns 

padrões poderiam servir como proxy para a confiabilidade filogenética. O primeiro 

parâmetro que consideramos foi o tamanho do genoma, uma vez que alguns genomas 

não estão 100% fechados, o que pode ocasionar artefatos. Para superar isso, 

utilizamos o alinhamento concatenado do core coding, assumindo que este é menos 
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sujeito a artefatos pela variação do número de contigs. Estimamos também dois outros 

parâmetros relacionados ao tamanho do core coding: conteúdo de CG e número efetivo 

de códons (Nc), utilizando o programa Dambe v5.0 (Xia 2013). 

Indels e Pan-genoma 

Baseando-se na importância de dados de presença/ausência de M. bovis, 

utilizamos-os como um conjunto de dados complementares aos polimorfismos de DNA. 

A matriz de indels foi obtida a partir de genes do core coding pela aplicação de códigos 

complexos disponíveis em SeqState (Muller 2005), que gera como resultado uma matriz 

de multi-estado de presença/ausência de blocos de indels contíguos. A matriz de 

presença/ausência do conjunto de genes do pan-genoma foi obtida executando 

novamente o script compare_clusters.pl adicionando a opção '-t 0', que inclui todas as 

famílias de genes; se um gene está presente em um dado genoma, mais de uma cópia 

pode estar presente (duplicações), e nestes casos estados > 1 foram investigados. 

Inferências filogenômicas  

Foram realizadas análises filogenéticas por máxima verossimilhança (ML), 

IQTree v1.3.12 (Nguyen et al. 2015), fixando M. tuberculosis H37Rv como outgroup. 

Cada conjunto de dados foi utilizado separadamente bem como em conjunto (core 

coding, indels, pan-genoma). Para testar o melhor esquema de particionamento para o 

core-coding, utilizamos subconjuntos das três posições dos códons, e em seguida 

estimamos o melhor esquema de particionamento entre eles e o respectivo modelo para 

cada partição em IQTree. Para testar a variabilidade de taxas ao longo do genoma, 

além de usar a distribuição típica gama (+G) e a probabilidade de sítios invariáveis (+I), 

também utilizamos modelos GTR com distribuições mistas para cada análise, de duas a 

cinco variáveis por modelo (+MM). Indels e pan-genoma também foram testadas para o 

melhor modelo multi-estado, incluindo as possibilidades de +G, +I, e +MM. Para testar 

os viéses do método filogenético, também inferimos a topologia do core coding sobre 

máxima parcimônia (MP) em Mega (Kumar et al., 2004). 
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 A filogenia empregando os três conjuntos de dados em conjunto foi reconstruída, 

uma vez que supostamente tal análise poderia ser mais esclarecedora e robusta. A 

análise foi composta por cinco partidas (três por códon, indels e pan-genoma), a partir 

do melhor modelo anteriormente sugerido para cada uma. IQTree também definiu as 

taxas relativas entre as partições. Suporte para cada análise filogenética foi calculada a 

partir de 1000 UFBoot pseudo-replicativas (Minh et al., 2013). A fim de testarmos a 

concordância entre os dados filogenéticos e geográficos, primeiramente definimos o 

caráter "localização geográfica" atribuindo uma entre cinco opções para cada genoma 

analisado (América do Sul, América do Norte, Europa, Ásia e África). Posteriormente, 

calculamos o índice de retenção (RI)(PAUP v4b10 [Swofford 2013]) para este caráter 

em cada topologia estimada, com valores mais elevados indicando melhor correlação 

desta árvore com a localização geográfica.  

Recombinação homóloga 

  Os dez maiores blocos colineares locais (LCBs) entre genomas foram obtidos 

pelo algoritmo Progressive Mauve (Darling et al., 2010). Foram utilizados os três testes 

disponíveis no pacote PHIPHACK (PHI, NSS, e MaxChi) para determinar a 

recombinação em cada um destes blocos (Bruen & Bruen 2005). Para sermos 

conservadores, assumiu-se um LCB livre de recombinação se nenhum dos três testes 

fossem significativos (p=0,1). Blocos em que recombinação não foi detectado foram 

concatenados e ML estimada em IQTree como descrito acima. Assumimos esta 

prerrogativa a fim de avaliar se a recombinação estava ou não influenciando as 

estimativas de ML do core coding, e para verificar se havia algum bloco com sinais de 

recombinação; embora LCBs não correspondam aos genes isolados do core coding. 

Como outra forma de avaliar o efeito da recombinação, executamos ClonalFrame ML 

(Didelot & Wilson 2015) com os LCBs fixando a combinação da topologia de evidência. 

Estimamos assim contribuições relativas entre recombinação homóloga e mutações 

pontuais entre os LCBs em todos os ramos da árvore. 
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Seleção positiva e Seleção purificadora 

 Utilizamos genes do core coding para testar seleção positiva. Pretendíamos 

utilizar FUBAR (Murrell et al., 2013) pacote Hyphy (Pond & Muse 2005) para estimar 

taxas de mutações não sinônimas por sinônimas (dN/dS), mas devido à pequena 

variabilidade existente entre os genomas de M. bovis, decidimos realizar esta análise a 

partir dos genes do core coding como um todo, para darmos maior sustentação ao 

teste; no entanto, mesmo assim, este software interrompia as análises. Assim, 

utilizamos o método de FEL (Pond & Geada 2005) em Hyphy, assumindo três classes 

de taxas diferentes para dN e outras três para dS, a fim de identificar e remover ainda 

mais genes selecionados positivamente que poderiam causar viéses filogenéticos. 

Também calculamos a topologia do core coding assumindo um modelo de códon no 

IQTree, avaliando o melhor modelo antes de realizar a estimativa ML e o suporte das 

ramificações, sendo uma segunda estratégia para superar os efeitos de seleção sem ter 

que remover genes selecionados de forma positiva.  

Transferência horizontal de genes (HGT) 

 A fim de testar a HGT, avaliamos como taxas mais rápidas/mais lentas de indels 

e pan-genoma estão em M. bovis em comparação a substituições nucleotídicas. Além 

disso, avaliamos presença/ausência de sinapomórficos em clados relevantes e 

observamos se estes estariam agrupados ou espalhados ao longo dos genomas. 

Datação de divergência 

 Tentamos estimar datação de divergência dos genes do core coding, porém três 

ensaios distintos não convergiram mesmo depois da geração de 1x109 MCMC em 

BEAST v1.8.2 (Drummond et al., 2012), independentemente dos dados ou taxas 

utilizados. No entanto, a datação de divergência baseada em indels + pan-genoma 

apresentou boa convergência em um ensaio piloto com taxa de tempo fixo em 1,0 

(parâmetro strict.clock). As duas partidas apresentam cada uma (proporcionalmente) 

taxa relativa ponderada pelo número de colunas em cada conjunto de dados, como é 
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comumente efetuado para os dados de DNA regulares. Primeiramente 

conservadamente determinamos que a prévia deveria atingir taxas das mais diferentes 

magnitudes. Decidindo assim por taxas que abrangem 0,001-100 state 

changes/site/branch/My (sc/s/b/My) em seis ordens de magnitude, desde taxas de 

nucleotídeos mais lentos, até 100x as maiores taxas de nucleotídeos. Para uma idade 

máxima prévia sobre a origem de M. bovis utilizamos 10.000 anos (0,01 Mya), de 

acordo com Wirth et al. (2008), e um mínimo de 0,0 y.  

 Depois de decidir sobre estes intervalos de tempo e taxas, uma distribuição 

prévia específicas foi assumida. Iniciamos com uma corrida de tempo fixo (dois MCMC 

executados para cada prévia) assumindo para as taxas de tempo fixo=Uniform[0.001, 

100.0]sc/s/b/My e Lognormal (0,00404; 0,7) e para hora de origem (95% máximo 

flexível = 10000 y) que é um lognormal enviesada, com média no espaço real. Também 

testamos prévia taxas exponenciais dentro deste mesmo intervalo, uma vez que as 

prévias uniformes em geral apresentam média perto de metade da largura, o que, 

portanto, pode inclinar para a direita e não provar adequadamente baixas taxas. Então 

também implementamos uma lognormal não correlacionada prévia da taxa de 

distribuição para avaliar a variabilidade da frequência da taxa de variabilidade de 

ramificação através da própria ramificação (distribuição ucld), com média ucld uniforme 

[0.001, 100.0] ou exponencial (espelhamento da análise de tempo fixo) e ucld.stdev 

seguindo BEASTv1.8.2 padrão anterior. Testamos ainda uma média ucld uniforme com 

Lognormal de (0.006387; 0,3) para o tempo, com o mesmo limite superior, porém com 

uma distribuição lognormal menos assimétrica. Finalmente avaliamos uma média ucld 

uniforme com exponencial (10,0) para ucld.stdev ao invés do padrão BEAST antes 

aplicado. Corridas com diferentes antecedentes foram comparados pelo critério AICM e 

verificando também se houve ou não sobreposição entre os diferentes parâmetros 

(distribuições não-sobrepostas podem ser interpretada como sendo significativamente 

diferentes em probabilidade). O cronograma final foi obtido pelo log de combinação de 

corridas com menor AICM em LogCombiner com remoção de burner, e a árvore final 

calculada pelo TreeAnnotator. A convergência das corridas, tamanhos efetivo das 
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amostras (ESSS), e 95% HPD (maior densidade posterior) dos parâmetros foram 

avaliados em v1.6 Tracer. 

Resultados e Discussão 

Core-genoma e Pan-genoma 

 Um total de 6.189 famílias de homólogos (pan-genoma) foi obtido por Get_ 

Homologues. Entre esses, 2.550 foram inferidas como genes de única cópia do core-

coding e, posteriormente, alinhados multiplamente (sequências de nucleotídeos) por 

Guidance (usando Mafft), que descartou 67 delas por problemas de alinhamento e/ou 

por conter sequências que não eram múltiplas de três. E assim, um total de 2.483 

grupos de core coding foram validados para análises subsequentes. 

Alinhamento múltiplo 

 O alinhamento múltiplo final dos genes do core coding apresentou 2.491.902 pb, 

com 6.707 sítios variáveis (0,2%) e 1.761 sítios informativos parcimôniais (0,07%). 

Quando o alinhamento foi traduzido para aminoácidos, 3.847 sítios variáveis (0,46%) e 

1.134 sítios informativos parcimôniais (0,14%) foram detectados. A proporção de sítios 

variáveis de aminoácidos por sítios variáveis de DNA foi de 0,57 (ou seja, 57% dos 

sítios variáveis de DNA incluem substituições não sinônimas, uma taxa relativamente 

elevada de acumulação não sinônima). 

Tendências genômicas  

Foi observada em baixa magnitude, entretanto ainda significativa, diferenças no 

tamanho do core, conteúdo de CG e Nc (inversamente proporcional ao codon usage 

bias) entre as amostras dos EUA quando comparadas a amostras de outras regiões do 

mundo (Figura 1). A correlação positiva entre o conteúdo CG e a polarização do codon 

usage bias (portanto correlação inversa ao Nc; Figura 1) é comumente observada em 

muitas bactérias (Chen et al., 2004; Li et al., 2015.). Contrariamente, a relação inversa 

entre o tamanho do core coding e o conteúdo CG seguiu o padrão oposto típico de 



 

 

123 

 

Actinobactérias (filo ao qual pertence as micobactérias, e consequentemente M. bovis), 

que geralmente apresenta correlação positiva entre estes dois parâmetros (Li & Du 

2014).  

Uma possível explicação, embora com pouca evidência em bactérias (Venton 

2013), seria um provável diferencial na velocidade de seleção de replicação: por algum 

motivo, as amostras não-EUA podem estar em um processo de seleção mais intenso, o 

que pode resultar em menores traduções, e assim, em genomas replicantes mais 

rápidos e melhores adaptados, os quais devem beneficiar o acoplamento rigoroso entre 

o códon mais comum para cada um dos aminoácidos e o seu respectivo RNAt para 

taxas mais rápidas (como descrito por Sharp et al., 2010). No outro extremo, os 

isolados dos EUA podem apresentar um processo de seleção menos intenso, ou seja 

menor pressão para ambas viéses dos códons (ou seja, utilizando, em média, mais 

códons por aminoácido do que o tolerado), e menor necessidade de ir contra a 

decadência de CG devido à impulsão bioquímica da pressão de mutação AT 

(Hildebrand et al., 2010) (novamente, não sem exceções). 

Assim estes padrões indicam que as características genômicas estão 

correlacionados com a amostragem geográfica, tornando-se razoável assumir que os 

“padrões” são resultados de uma história evolutiva comum (como em: Mostowy et al., 

2005). Por isso, foi utilizado o local de amostragem como critério de confiabilidade  na 

inferência da árvore de M. bovis. Para quantificar a concordância foi utilizado o índice 

de retenção, que avalia o quanto informativo é um padrão específico (continente de 

origem, no nosso caso) no suporte aos clados inferidos filogeneticamente. Valores 

próximos a 1,0 indicaram uma boa concordância filogenética, enquanto valores 

próximos de zero podem indicar algum tipo de viés na análise. Os cálculos foram 

realizados com PAUP v4b10. 

Filogenômica 

 Teste para o melhor esquema de particão foi efetuado para os cinco 

subconjuntos assumido a priori (três posições de códons, indels, pan-genoma). O 
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particionamento escolhido foi uma das cinco partições diferentes, com o melhor modelo 

para cada calculado concomitantemente por IQTree: K3Pu + I + G4 (1º códon), TVM + I 

+ G4 (2º códon), TVM + I (3º códon) , ordenados + FQ + ASC + R4 (indels), GTR2 + FO 

+ R2 (pan-genoma), e as taxas relativas entre as cinco partições foram, 

respectivamente, 0,439, 0,471, 0,585, 122,196, 160,847. Portanto, a taxa média de 

dados de presença/ausência da taxa evolutiva de nucleotídeos foi de 189,33, quase 

que duas ordens de magnitude maior do que a taxa de substituições de DNA. Estes 

dados suportam dados de estudos prévios que sugerem a perda de muitas regiões 

genômicas típicas de M. bovis em relação a outros isolados do CMT (Mostowy et al., 

2005). 

Entre os parâmetros core coding, indels, e pan-genoma, o primeiro apresentou 

pior desempenho filogenético (Tabela 2; Figura 2), ainda que reuniu amostras da Coréia 

e do Reino Unido, este padrão não foi recuperado pelo restante das análises 

filogenéticas. A árvore filogenética baseada na evidência total (core-coding + indels + 

pan-genoma) obteve resultados semelhantes às árvores apresentadas pelos dados de 

indels e pan-genoma separadamente, de acordo com RI. No entanto, percebe-se que a 

árvore de evidência total resgata tanto um clado dos Estados Unidos como um clado 

mais inclusivo da América do Sul que não está presente nas árvores remanescentes 

(com a exceção de dois isolados brasileiros e um isolado uruguaio). E assim, mais uma 

vez destacamos a importância da utilização de diferentes fontes de dados para 

inferências de relações filogenéticas. O pior desempenho do core coding é um 

fenômeno bastante interessante, uma vez que analisamos genomas completos (o que 

supostamente, permitiria que mesmo baixas taxas de mutações poderiam, em princípio, 

ser suficientes para estimar árvores de boa qualidade), e o porque de análises 

filogenética anteriores utilizando conjuntos restritos de loci identificaram diferentes 

grupos de isolados divergentes dentro de uma escala excelente com um bom suporte 

de dados (por exemplo, spoligotyping, MIRU) (Allix et al., 2006). 

E então, será este desempenho evidência de algum tipo de viés filogenético, ou 

ele está associado a uma verdadeira falta de informatividade dos dados de DNA? 
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Responder a esta pergunta é importante não só para lidar com a evolução de M. bovis, 

mas também para suportar elevadas ramificações, que geralmente são consideradas 

boa evidência para a existência de ramos reais e são bastante comuns em análises  de 

genomas completos e ainda enganosa, em muitos casos, como a inferência de core 

coding (Figura 2). Inconsistência filogenética foi relatada em outros lugares e em muitos 

estudos, e pode ser grosseiramente subdividida em duas categorias principais: 1) viés 

de metodologia, tais como zonas de inconsistência filogenética associadas a escolha do 

método e 2) tendência inerente às peculiaridades evolutivas do conjunto de dados, 

incluindo efeitos de seleção positiva, seleção negativa, recombinação e outras forças.  

Desempenho do DNA 

Comparamos a árvore filogenética do core coding com a árvore filogenética de 

MP utilizando o mesmo conjunto de dados para testar viéses metodológicas. Optamos 

pelo modelo de ML após estudos dirrigidos e o particionamento dos dados, porém 

sempre há a possibilidade de que o modelo escolhido (a melhor opção) seja contudo, 

ainda longe de ser representativo do processo evolutivo real. O modelo MP geral 

necessita de caracteres de ponderação e taxas completas (assim de modo implícito 

assumi-se que ambas são iguais em todo alinhamento, o que normalmente é pouco 

provável em cenários evolutivos moleculares realistas) e implica em uma comparação 

mais adequada do que uma árvore Bayesiana, mesmo esta sendo correlacionada com 

ML uma vez que também é uma metodologia paramétrica. A árvore MP do core coding 

apresentou 7.108 passos, e precisão semelhante a ML utilizando o mesmo conjunto de 

dados (mesmo RI), sugerindo assim que o viés identificado não está relacionado a 

metodologia empregada. 

A recombinação homóloga é conhecida por ser um fenômeno de forças invasivas 

em bactérias. Para testar se este fenômeno está causando qualquer viés filogenético, 

utilizamos o conjunto de dados LCBs para estimar a recombinação homóloga por 

quatro métodos diferentes. Os três primeiros métodos (PHI, NSS, MaxChi) avaliaram se 

cada bloco (individualmente) apresentava sinais de recombinação e, em seguida, 
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adotando uma abordagem conservadora, excluímos os que apresentaram sinais leves 

de recombinação. Três dos LCBs (blocos 1, 5 e 10) não apresentaram sinais de 

recombinação, por isso, concatenamo-os e executamos a estimativa ML, para um total 

de 174.900 pb, com apenas 350 sítios polimórficos (0,2% sítios variáveis, 0,07% sítios 

informativos parcimôniais, espelhando o alinhamento do core coding). A árvore (Figura 

2) apresentou RI ainda menor do que a árvore original do core coding (Tabela 3).  

O quarto método de detecção de recombinação (ClonalFrameML) avaliou o 

percentual de recombinação em relação à mutações na topologia de evidência total 

utilizando os 10 LCBs concatenados (550.634 pb). Rho/theta (razão entre a taxa de 

recombinação e a taxa de mutação) e r/m (razão entre a quantidade estimada de 

polimorfismos interpostos por um evento de recombinação em relação a um evento de 

mutação) apresentam valores médios através de ramos semelhantes em magnitude, 

com Rho/theta=0,92 e r/m=0,82, evidenciando a taxa relativamente baixa de 

recombinação, e, além disso, os parâmetros delta (comprimento do trato média de um 

evento de recombinação) e nu (taxa de novas substituições devido à recombinação) 

estão abaixo de 1,0, sugerindo baixo impacto da recombinação em valores absolutos. 

No geral, as análises que enfocam a influência da recombinação na evolução de M. 

bovis indicam baixa magnitude; no entanto, não esperamos que a remoção das regiões 

supostamente recombinadas agravaria esta topologia, porém pode ser uma questão de 

falta de poder da análise devido ao número relativamente pequeno de sítios 

concatenados (apenas 123 sítios informativos parcimôniais em um total de 174.900 pb). 

Portanto, não podemos atribuir o baixo RI do core coding em relação aos dados de 

presença/ausência aos efeitos de recombinação. 

A avaliação de seleção positiva indicou que 114 do 2483 (4%) genes estão sob 

seleção positiva. Para testar se é um fator afeta a filogenia do core coding, removemos 

em primeiro lugar estes 114 genes do alinhamento e reestimamos a topologia. Essa 

manobra não mostrou nenhum efeito, a topologia apresentou um novo RI similar ao 

anterior. O segundo teste manteve os 114 genes sob seleção positiva, porém estimou 

uma otimização na filogenia na relação dN/dS (ômega) em códons ao longo dos braços 
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da árvore, portanto, foi capaz (pelo menos em teoria) de superar preceitos filogenéticos 

uma vez que corrigiu a pressão de seleção durante a análise. No entanto, a topologia 

dos códons continuou a apresentar o mesmo IR baixo para o core coding, e assim a 

seleção positiva também não interferiu com a reconstrução filogenética. 

A seleção purificadora poderia explicar a baixa variabilidade global de dados de 

DNA, e neste caso uma filogenia “ruim” pode ser reflexo da falta de poder de dados 

com poucos sítios informativos (taxas de recombinação, como já foi discutido acima). 

No entanto, isso tenderia a manter a relação dN/dS global relativamente perto de 0,0 

uma vez que substituições não sinônimas iriam acumular muito menos do que as 

substituições sinônimas. No entanto, a relação omega obtida pela análise anterior 

(aproximadamente 0,6) é demasiadamente elevada para ser explicada pela seleção 

purificadora em bactérias (Ran et al., 2014.). Além disso, estes dados tenderiam a 

manter a ordem típica das taxas de substituições relativas entre as três partições de 

códons, 3> 1> 2, mas ao invés disso, nossos dados revelaram 3> 2> 1, de modo que 

esta possibilidade também pode ser descartada. 

Aparentemente, após discartarmos os viéses metodológicos, a recombinação 

homóloga, a seleção positiva e a seleção purificadora como fatores que influenciam o 

comportamento filogenética do core coding, algumas outras opções permanecem, como 

a pseudogeneização, a fim de contribuir com contínuas novas taxas de substituições, 

aparentemente aleatórias. Outra possibilidade, mais parcimoniosa, é que a seleção 

purificadora ainda não teve tempo suficiente para eliminar as substituições 

moderadamente deletérias (Rocha et al., 2006) que ainda ocorrem ao longo dos 

genomas (em taxas de mutação baixas, dada a escassez de sítios informativos), então 

elas estão se acumulando lentamente em um padrão aparentemente aleatória desde o 

surgimento de M. bovis até os dias atuais, e assim não contribuindo filogeneticamente. 

A HGT, por outro lado (aqui observada pelas análises de indels e pan-genoma) 

apresentou-se mais informativa em relação as localizações geográficas. 
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Estimativas de datação de divergência utilizando indels e pan-genoma 

Avaliações de divergência são comumente realizadas utilizando dados de DNA. 

No entanto, neste estudo, não poderíamos confiar em dados de DNA genômico 

isolados devido ao desempenho filogenético tendencioso, então recorremos a 

diferentes testes modelos de datação com dados de presença/ausência em BEAST 

(indels + pan-genoma). Para nossa surpresa, os resultados de todos os testes 

realizados convergiram embora tenhamos usado uma taxa bem conservadora 

abrangendo seis ordens de magnitude. Este fato pode ser possivelmente explicado pela 

informatividade na presença/ausência como evidenciado pela sua melhor eficácia 

filogenética, associado aos menores conjuntos de dados quando comparado com ao 

tamanho do DNA genômico nos alinhamentos, o que permite economia de tempo 

computacional. Estes resultados ainda informaram a hipótese de rejeição de dados 

específicos (Tabela 4), tal como menor probabilidade de modelos de tempo fixo. Além 

disso, a origem de M. bovis aqui estimada baseada em um estudo anterior, localiza-se a 

sua origem, no máximo, há 10.000 anos (Wirth et al., 2008). Embora nenhuma dessas 

observações forneçam garantias em relação ao fato dos dados de presença/ausência 

calcularem com precisão eventos antigos de M. bovis, este tipo de análise foi útil para a 

exploração dos dados, tanto filogeneticamente (RI) como também pela estimativa 

robusta de divergência, que pode representar uma força especial nos casos em que a 

datação da divergência é relativamente recente para informar, como parece ser o caso 

aqui descrito. 

Evolução de M. bovis e o impacto da HGT 

Todas as árvores da figura 2 concordam no posicionamento mais estreito das 

amostras africanas nas ramificações basais. Essas são amostras isoladas de seres 

humanos, sugerindo um importante início de diversificação e ao mesmo tempo, 

corroborando evidências de que M. bovis tenha evoluído a partir de M. tuberculosis ao 

invés do contrário (Wirth et al., 2008). Aspectos interessantes foram observados a partir 

de análises do clado dos EUA, uma vez que HGT afetou fortemente a evolução deste 



 

 

129 

 

grupo, levando a um grande número de ramificações destes isolados (Figura 2). Para 

melhor inferirmos sobre este aparente impacto da HGT no clado norte-americano, 

buscamos por ganhos ou perdas sinapomórficas neste grupo. Observamos que os 

ganhos e perdas deste grupo de genes estão espalhados por todo o genoma, sem um 

padrão claro. Através da realização de busca de sequências por BLASTn nos 57 

ganhos sinapomórficos em linhagens dos EUA, descobrimos que esses encontros eram 

de isolados da Rússia, Cazaquistão, China, Coréia do Sul, derivados de BCG (vacina 

de tuberculose baseados em M. bovis) ou de cepas multirresistentes, evidenciando 

locais da Ásia, como origem dos genes específicos dos isolados dos EUA e levantando 

alguma preocupação sobre a possibilidade de novos surtos da doença no território 

americano. Além disso, muitos destes genes pertencem a família PE/PPE, os quais são 

fatores genéticos conhecidos associados a virulência da espécie. Tais aquisições 

podem ter favorecido as micobactérias nas relações com seu hospedeiro.  

Há também um sub-clado dentro dos isolados norte-americanos com taxas 

evolutivas aparentemente mais elevadas, de acordo com os comprimentos dos ramos 

de todos os três tipos de dados (DNA, indels e pan-genoma)(Figura 2). Uma vez que 

estes isolados estão localizados em estados distantes (NM, PA e MN), este fato sugere 

que há risco de surtos epidêmicos nos EUA, caso as medidas de controle não sejam 

continuamente mantidas. Um fator que pode ser associado com tais potenciais de 

disseminação aparentes nos EUA é a ampla presença de reservatórios sinantrópicos, 

como pode ser visto através de nossas amostras, bovinos, veados e alces em convívio 

por exemplo (Figuras 2 e 3). Evidências semelhantes de contaminação cruzada pode 

ser observado em outras partes da árvore filogenética de evidência total (Figuras 2 e 3), 

por exemplo, clados bovino na América do Sul e ovelhas do Brasil evolutivamente perto  

de clados bovinos do Reino Unido e isolado de javali da Coréia. 
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Figura 1. Box-plots de quantidades estimadas a partir dos 28 genomas analisados. 

(A) Padrão geral do tamanho do core coding, conteúdo CG e do número efetivo de 

códons em todos os 28 genomas (os últimos 11 da direita são amostras dos EUA). 

(B) Box-plots ilustrando a distribuição de valores dos tamanhos do core coding, 

conteúdo CG e número efetivo de códons respectivamente. 
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Figura 2. Árvores filogenéticas construídas com metodologia de máxima parcimônia 

(MP) para diferentes parâmetros com diferentes conjuntos de dados. 
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Figura 3. Cronograma Bayesiano de acordo com análise MCMC assumindo o modelo de 

divergência de dados (não correlação da distribuição lognormal das taxas através dos 

ramos,), com base em indels + pan-genoma e topologia de evidência total ML fixa. Ramos 

coloridos refletem taxa evolutiva média dos ramos (verde=inferior, vermelho=superior), 

com um aumento significativo na ramificação referente ao clado EUA e também em alguns 

outros ramos. 95% HPD, barras mostradas em azul, indicando que M. bovis pode ter se 

originado no passado há aproximadamente 10.000 anos. 
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Sample Country State Isolate Species Year of 
Isolation 

Spoligotype VNTR 

ARG_91191 Argentina Buenos Aires  91191 Cattle 2009 SB0140 232224253322 
ARG_V2D Argentina Buenos Aires V2D Cattle 2000 SB0140 232224253322 
ARG_V2A Argentina Buenos Aires V2A Cattle 2000 SB0140 232224253322 
ARG_4303 Argentina La Pampa 04-303 Boar 2004 SB0140 232224263322 
ARG_534 Argentina Santa Fé  534 Cattle 1994 SB0140 232224163322 
ARG_91193 Argentina Buenos Aires 91193 Cattle 2009 SB0140 232324253322 
ARG_91192 Argentina Buenos Aires  91192 Cattle 2009 SB0140 232324253322 
BRA_45-08B Brazil Minas Gerais  45-08B Cattle 2008 SB1050 unavailable 
BRA_18-08C Brazil Paraná  18-08C Cattle 2008 SB0121 unavailable 
BRA_61-09 Brazil São Paulo  61-09 Cattle 2009 SB1869 unavailable 
BRA_32-08 Brazil Minas Gerais  32-08 Cattle 2008 SB0140 unavailable 
BRA_49-09 Brazil São Paulo  49-09 Cattle 2009 SB0120 unavailable 
BRA_08-
08BF2 

Brazil 
São Paulo 

08-08BF2 
Cattle 2008 SB1328 unavailable 

BRA_50 Brazil Acre  50 Cattle 2009 SB1137 unavailable 
BRA_35 Brazil Mato Grosso 

do Sul  
35 

Cattle 2003 SB0881 unavailable 
BRA_AN5 Brazil PPD lab 

strain 
AN5 

Cattle unavailable SB0268 unavailable 
BRA_0822-11 Brazil São Paulo 0822-11 Cattle 2012 unavailable unavailable 
USA_02-6316 United 

States Colorado 
02-
6316_S6 Elk 2002 SB0265 23335432534 

USA_04-1858 United 
States Michigan 

04-
1858_S3 Cattle 2003 SB0292 23237552533 

USA_08-1086 United 
States Michigan 

08-
1086_S8 Cattle 2007 SB0145 3237552533 

USA_08-1930 United 
States New Mexico 08 1930 Cattle 2007 SB0673 25237452534 

USA_08-4364 United 
States Minnisota 08 4364 Deer 2008 SB0271 25237452534 

USA_10-1862 United 
States Texas 

10-
1862_S5 Cattle 2009 SB0121 23336442535 

USA_10-7911 United 
States Colorado 

10-
7911_S8 Cattle 2010 SB0211 25147452323 

USA_10-7070 United 
States Pennsylvania 10 7070 Cattle 2010 SB0265 23335432534 

USA_12-5092 United 
States Texas 

12-
5092_S3 Cattle 2012 SB0271 253473453214 

USA_95-
01315 

United 
States Michigan 

95-
01315_S6 Deer 1994 SB0145 23237552533 

USA_08-0251 United 
States Michigan 98-0251 Deer 1997 SB0145 2334755113 

 

Tabela 1. Amostras utilizadas neste estudo, informações de país de origem, isolamento 

(local e ano) e dados de Spoligotyping e MIRU disponíveis. 
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SeqName  Core-coding  Nc  GC content  Total bases sequenced   Contigs  

Argentina_BA_Cattle_05_566  2455143 43.1614 0.657563735 4308143 89 

Argentina_BA_Cattle_05_567  2455143 43.1615 0.65756292 4328889 69 

Argentina_BA_Cattle_09_1191  2455158 43.1614 0.657560532 4327459 86 

Argentina_BA_Cattle_09_1192  2448051 43.1222 0.657655008 4334537 56 

Argentina_BA_Cattle_09_1193  2448051 43.1219 0.657657867 4308937 89 

Argentina_LP_Boar_04_303  2465685 43.1849 0.657489095 4313075 169 

Argentina_SF_Cattle_534  2447877 43.1214 0.657657227 4325986 72 

Brazil_AC_Cattle_50  2447661 43.1202 0.657651938 4320450 84 

Brazil_MG_Cattle_32_08  2447979 43.1202 0.657660053 4314192 83 

Brazil_MG_Cattle_45_08B  2447916 43.1206 0.657666358 4320055 72 

Brazil_MS_Cattle_35  2447568 43.1219 0.657634844 4275484 94 

Brazil_PR_Cattle_18_08C  2448102 43.1219 0.657667042 4329318 63 

Brazil_SP_Cattle_08_08BF2  2447727 43.1219 0.65764401 4311106 108 

Brazil_SP_Cattle_0822_11  2448000 43.1219 0.657655637 4301774 85 

Brazil_SP_Cattle_49_09  2447925 43.1219 0.657664348 4333756 61 

Brazil_SP_Cattle_SP38  2445258 43.1219 0.657670479 4370360 36 

Brazil_SP_Sheep_61_09  2448099 43.1219 0.657666214 4332493 68 

Korea_Cattle_1595  2454768 43.1219 0.657540346 4351712 1 

M_tuber_H37Rv  2451837 43.1219 0.657556763 4411532 1 

Mali_Homo_sapiens_MAL010093  2450121 43.1219 0.657509976 4381900 4 

SouthKorea_Po_Boar_W_1171  2445051 43.1219 0.657676261 4304865 50 

Uganda_Homo_sapiens_B2_7505  2445030 43.1219 0.657515041 4166298 243 
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Uganda_Homo_sapiens_Bz_31150  2451225 43.1219 0.657563463 4271367 136 

UK_Cattle_AF2122_97  2453499 43.1219 0.65753318 4345492 1 

UK_Cattle_AN5  2465802 43.1219 0.657499669 4325667 70 

UK_Surrey_Cattle_ATCC_BAA_935  2447790 43.1219 0.657696943 4358088 1 

Uruguay_SJ_Cattle_MbURU_001  2448981 43.1219 0.657637605 4295606 100 

USA_CO_Cattle_10_7911_S8  2474358 43.1219 0.657288072 4345492 1 

USA_CO_Elk_02_6316_S6  2474379 43.1219 0.657285727 4345492 1 

USA_MI_Cattle_04_1858_S3  2474379 43.1219 0.657290173 4345492 1 

USA_MI_Cattle_08_1086_S8  2474379 43.1219 0.657286131 4345492 1 

USA_MI_Deer_95_01315_S6  2474379 43.1219 0.657290173 4345492 1 

USA_MI_Deer_98_0251  2473992 43.1219 0.657287089 4345492 1 

USA_MN_Deer_08_4364  2472948 43.1219 0.657315884 4345492 1 

USA_NM_Cattle_08_1930  2472507 43.1219 0.657327563 4345492 1 

USA_PA_Cattle_10_7070  2471358 43.1219 0.657328076 4345492 1 

USA_TX_Cattle_10_1862_S5  2474376 43.1219 0.657286928 4345492 1 

USA_TX_Cattle_12_5092_S3  2474343 43.1219 0.657286399 4345492 1 

 

Tabela 2. Número de genes do core coding, número efetivo de códons (NC), proporção 

do conteúdo CG, número total de bases sequenciadas e número de contigs obtidos 

(quantidades estimadas para cada um dos genomas). 
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Tree RI 

DNA 0.6875 

Indels  0.75 

Pan-genoma 0.75 

DNA (maximum parsimony) 0.6875 

DNA Omega (dN/dS) 0.6875 

DNA (no rec/sel) 0.6875 

DNA Blocks 0.5625 

DNA + Indels + Pan-genoma 0.75 

Pan-genoma (no US-HGT block) 0.75 

 

Tabela 3. Índice de retenção (RI) das reconstruções filogenéticas com base em 

diferentes conjuntos de dados. (DNA: genes do core coding; Omega: estimativa média 

de ramo global das mutações não sinônimas por mutações sinônimas [DN/DS]; Blocos: 

blocos localmente colineares; Rec: recombinação homóloga; Sel: genes selecionados 

de forma positiva; bloco US-HGT: região genômica única contendo apenas genes dos 

isolados dos EUA). 
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Test  AICm   

   Test 1: clock type and different clock priors 

  ucld.mean - Uniform [0, 100] (b) 83004.79 

 ucld.mean - Exponential [0, 100] (b) 83004.87 

 ucld.mean - Uniform [0, 100] (a) 83005.35 

 ucld.mean - Exponential [0, 100] (a) 83007.93 

 clock.rate - Uniform [0, 100] (a) 85661.31 

 clock.rate - Exponential [0, 100] (a) 85661.57 

 clock.rate - Uniform [0, 100] (b) 85663.07 

 clock.rate - Exponential [0, 100] (b) 85669.61 

 

   Test 2: Age prior (larger vs. smaller log stdv) 

  ucld.mean - Uniform [0, 100] age_prior_std=0.3 (b) 83004.56 * 

ucld.mean - Uniform [0, 100] (b) 83004.79 

 ucld.mean - Uniform [0, 100] (a) 83005.35 

 ucld.mean - Uniform [0, 100] age_prior_std=0.3 (a) 83009.74 

 

   Test 3: Rate stdv prior (larger vs. smaller ucld.stdv) 

  ucld.mean - Uniform [0, 100] (b) 83004.79 

 ucld.mean - Uniform [0, 100] (a) 83005.35 

 ucld.mean - Uniform [0, 100] ucld.stdev=Exp(10) (a) 83028.64 

 ucld.mean - Uniform [0, 100] ucld.stdev=Exp(10) (b) 83021.24   

 

Tabela 4: Resultados de testes utilizando dados de presença/ausência (indels + pan-

genoma) para estimar divergências em BEAST. Primeiro avaliamos diferentes modelos 
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de tempo (estrito vs. não correlacionados) em conjunto com distribuições anteriores 

alternativas para a taxa de tempo média (uniforme vs. exponencial). Em seguida, 

comparamos o melhor modelo de tempo/média da taxa (modelo não correlacionado de 

taxas), com diferentes antecedentes de idade (maior vs. menor), e, finalmente, em 

comparação com diferentes desvios de taxas entre todas as sucursais (mais forte 

contra mais suave) . Melhor modelo geral está marcado com "*". As comparações foram 

realizadas em v1.6 Tracer utilizando o critério AICM com 100 bootstraps. 


