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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Lia Lima Gomes

A tuberculose ainda € um problema de saude publica global, principalmente em
paises em desenvolvimento, onde a doenga € negligenciada e associada a
pobreza, co-infeccdo com HIV e resisténcia aos antibiéticos. A infecgao é
causada principalmente pelo agente etiolégico Mycobacterium tuberculosis
(Mtb),e em especial a linhagem Beijing se destaca entre as outras linhagens do
complexo Mtb, por geralmente estar relacionada com a presenga de mais
fatores de viruléncia e mecanismo de multirresisténcia a drogas. O principal
objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente e fenotipicamente a Mtb
Beijing, em oito isolados esporadicos circulantes no Brasil e em dezoito
isolados de regides com maior prevaléncia, como Mogambique e Russia. Para
a genotipagem foram utilizadas inicialmente, ferramentas moleculares
tradicionais como o RFLP, Spoligotyping e MIRU-VNTR. Com a intencao de
aprofundar a classificacdo da sublinhagem ancestral e moderna, avaliamos
insercoes de 1S6110 inverso na regidao NTF, regides de delegcdo (RDs
105,142,150 e 181) e SNPs nos genes mutT2 e mutT4. Ainda, sequenciamos o
genoma de 11 isolados visando avaliar a presenca e conservagao de genes
associados a viruléncia. Do ponto de vista fenotipico, foram realizados
experimentos de infeccdo em macréfagos THP-1 e em camundongo C5BL/6,
para avaliar a viruléncia das linhagens ancestral e moderna. A genotipagem
demonstrou que a maioria dos isolados Mitb Beijing do Brasil pertenciam a
sublinhagem ancestral e que os isolados de Mogambique e da Russia eram em
sua maioria modernos. A avaliagdo da infecgéo in vitro e in vivo, evidenciou
que independente da regidao geografica, os isolados Mtb Beijing modernos sao
mais virulentos que a sublinhagem ancestral. Coerentemente, o
sequenciamento gendémico revelou um menor numero de genes associados a
viruléncia em isolados ancestrais. Dessa forma, este trabalho demonstrou pela
primeira vez fatores que podem estar contribuindo para o sucesso da familia
Beijing dentro do complexo Mtb. Este trabalho abre a perspectiva de
futuramente avaliar o posicionamento filogenético desses isolados em relagao
a colegcao mundial da familia Beijing.

Palavras Chave: Mycobacterium tuberculosis Beijing, Genotipagem, Viruléncia.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY

Lia Lima Gomes

Tuberculosis remains a global public health problem, especially in developing
countries where the disease is neglected and associated with poverty, co-
infection with HIV and antibiotic resistance. The infection is mainly caused by
the etiologic agent Mycobacterium tuberculosis (Mtb), and in particular the
Beijing lineage stands out among other strains of Mtb complex, due to generally
being related to the presence of more virulence factors and multidrug-
resistance mechanisms .The main objective of this study was to characterize
genetically and phenotypically Mtb Beijing strains: eight sporadic isolates
circulating in Brazil and eighteen isolated from regions with more prevalence, as
Mozambique and Russia. For genotyping were initially used traditional
molecular tools as RFLP, Spoligotyping and MIRU-VNTR. In order to deepen
the classification of ancient and modern sublines, we evaluated reverse 1S6110
inserts in NTF region, deletion of regions (RDs 105,142,150 and 181) and SNPs
in mutT2 and mutT4 genes. Further, we have sequenced the genome of 11
isolates to assess the presence and conservation of genes associated with
virulence. From the phenotypic point of view, infection experiments were
conducted in THP-1 macrophages and in mice C5BL / 6, to assess the
virulence of modern and ancestor strains. Genotyping showed that most Mtb
Beijing isolates in Brazil belonged to ancestral subline and isolates from
Mozambique and Russia were most from the modern subline. The in vitro and
in vivo infection showed that regardless of geographic region, modern Beijing
Mtb strains are more virulent than the ancestral subline. Accordingly, genomic
sequencing revealed a smaller number of genes associated with virulence in
ancestral isolates. Thus, this study demonstrated for the first time, factors that
may be contributing to the success of the Beijing family within the Mtb complex.
This work opens up the perspective of further assessing the phylogenetic
position of these isolates in relation to the worldwide collection of the Beijing
family.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis Beijing, Genotyping, Virulence.
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INTRODUCAO

1.1-Contextualizacido do problema

A tuberculose (TB) é um problema de saude global, cujo agente etioldgico
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) infecta mais de um tergo da populagdo mundial.
No Brasil, o problema da tuberculose reflete o estagio de desenvolvimento social do
pais, onde a pobreza, e deficiéncias de gestdo no sistema de saude limitam o
controle da doencga. No pais em 2013, foram registrados 73 mil novos casos, com a
taxa de incidéncia de 36,6/100 mil habitantes para todas as formas de tuberculose e
aproximadamente 4,5 mil ébitos (BRASIL, 2015). Este cenario € acelerado por altas
taxas de co-infecgdo com HIV, ineficiéncia da atual vacina BCG e o surgimento de
resisténcia aos farmacos.

A caracterizagdo por marcadores genéticos tradicionais para Mtb, como o
RFLP e Spoligotyping, levou ao longo de duas décadas a classificagdo a nivel
familiar. As prinicipais familias sdo Beijing, Beijing-like, CAS (Asia Central), EAI
(Leste da Africa e India), Haarlem, LAM (América Latina-Mediterraneo), Manu
(indigena), X e T (BRUDEY, 2006). O conhecimento dessas familias gerou uma
melhor compreensao das diferengas regionais na populagdo bacteriana,
particularidades de fatores de risco para a transmissdo da doenca, filogenia,
evolugdo do complexo, mecanismos de resisténcia aos medicamentos e interagao
parasito-hospedeiro, incluindo resposta imunologica, suscetibilidade, evolugado da
doenca e migragao da populacdo (COSCOLLA, 2014, TRAUNER, 2014).

Atualmente sabe-se que no Brasil a familia mais prevalente é a familia LAM,
responsavel por 46% dos casos de tuberculose (GOMES H, 2012). Ja a familia
Beijing € encontrada com menor frequéncia, entre 0,5%-1%, em isolados clinicos de
pacientes pertencentes aos estados do Rio de Janeiro e de Sao Paulo (RITACCO,
2008, VASCONCELLOQOS, 2014). Este gendtipo tem sido associado a surtos clonais,
infectando rapidamente novos hospedeiros (VAN SOOLINGEN, 1995).

A ocorréncia da familia Beijing no pais possibilitou a este trabalho a
comparagao de suas caracteristicas genéticas, de viruléncia, de resisténcia aos

farmacos e suas taxas de agrupamentos/clusters com Mtb Beijing isoladas em


https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_Latina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mar_Mediterr%C3%A2neo

paises de outros continentes, como do leste europeu (Russia), com alta taxa de
transmiss&o, e do sul da Africa (Mogambique) com menor taxa de transmissao.

Estudos recentes baseados em marcadores moleculares e na observacao de
fatores fenotipicos associados com viruléncia in vitro e in vivo apontaram que Mtb
Beijing modernas sdo mais virulentas em comparacdo com a sublinhagem ancestral.
Entretanto, as Mtb Beijing modernas do Brasil e de Mogambique apresentaram
menores fatores de viruléncia do que os isolados Mitb Beijing da sublinhagem
moderna da RuUssia, sugerindo que os fatores de viruléncia também estdo
associados com areas de maior prevaléncia. (LASSUNSKAIA, 2010, RIBEIRO,
2014).

Marcadores moleculares tradicionais como RFLP (do inglés, restriction
fragment length polymorphism -1S6110), Spoligotyping e MIRU-VNTR (do inglés,
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — Variable Number Tandem Repeat),
nao foram capazes de elucidar os elementos genéticos e fenotipicos responsaveis
por aumentar os fatores de viruléncia nas cepas Mtb Beijing modernas pertencentes
a clusters de areas endémicas. Desta forma, a andlise gendmica utilizando
sequenciamento de nova geragcao e softwares capazes de localizar mutagbes em
genes especificos, € atualmente uma importante ferramenta para explicar essas

diferengas de fendétipo entre cepas ancestrais e modernas.
1.2-Complexo Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose na maioria das vezes é causada por membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), que compreende diversas espécies de
bactérias relacionadas, incluindo M. tuberculosis sense stricto e M. africanum. Estas
sdo bem adaptada’’s ao hospedeiro humano, estando divididas em sete linhagens
filogenéticamente distintas associadas com diferentes regides geograficas. O MTBC
inclui ainda espécies adaptadas a animais, tais como. M. bovis, M. caprae, M.
microti, M. pinnipedii, M. origys, M. mungi, M. suricattae, chimpanzee Bacillus, e
dassie Bacillus. Em adicdo a esses membros classicos, o complexo Mitb
compreende espeécies mais distantemente relacionadas, como M. canettii
(COUSINS, 1994, PARSONS, 2007, ALEXANDER, 2010, COSCOLLA, 2013,
COSCOLLA, 2014).



Os membros desse complexo apresentam sequéncias de nucleotidios quase
idénticas e sequéncias 16S rRNA totalmente idénticas. Esta semelhancga extrema do
16S rRNA prova que todos eles tém um ancestral comum. Apesar disso, M. canettii
apresenta um genoma bem maior, em torno de 10-115 kb, em comparacao com M.
tuberculosis e M. africanum, representando a micobactéria com o maior genoma do
complexo, possuindo uma forma clinica de transmissdo muito particular e maior
diversidade entre os genomas do complexo Mtb (BANULS, 2015). Apesar da
propagacédo da Mtb parecer clonal, evidéncias indicam que M. canettii e Mtb s&o
capazes de realizar transferéncia genética horizontal (KOECK, 2011; SUPPLY,
2013). A Mtb esta presente em todos os lugares no mundo, enquanto M. africanum é
localizada especificamente na Africa (DE JONG, 2010) e M. canettii parece ser
confinada ao Chifre da Africa (MILTGEN, 2002; FABRE, 2010; KOECK, 2011).

As micobactérias do MTBC sao acido resistentes Gram-positivas, com
transmissdo através de aerosdis gerados por pacientes com TB pulmonar. O
resultado da infecgdo por tuberculose € muito variavel, podendo apresentar uma
diversidade de formas da doenca, desde a TB classica pulmonar até formas
extrapulmonares como a meningite e a miliar. As diferentes formas da doenca tém
sido atribuidas a fatores genéticos particulares que influenciam a imunidade do
hospedeiro e a variaveis ambientais (CASANOVA, 2002, COMAS |, 2009,
O’'GARRA, 2013).

Estudos experimentais forneceram evidéncias de que linhagens clinicas do
MTBC diferem em viruléncia, porém a identificacdo de determinantes genéticos de
viruléncia requer métodos analiticos mais abrangentes do que apenas a mera
genotipagem molecular. A evolugdo do sequenciamento de nova geragado tem
permitido o melhor entendimento da diversidade filogenética global e do impacto
fenotipico de alguns polimorfismos genéticos (COSCOLLA, 2014). Os primeiros
estudos utilizando a técnica RFLP exibiram um baixo grau de diversidade genética,
porém a resolucdo do método aumentou quando foram identificadas mais
sequéncias de insercao (IS), as quais atualmente permitem a determinacdo das
relagdes genéticas entre espécies (JAGIELSKI, 2014).

A regido de insergao 6110 encontrada dentro do MTBC em multiplas copias,
com excecgao de M. bovis que normalmente apresenta apenas uma, foi descrita em
1990 (THIERRY, 1990). As diferengcas no numero de cépias desta insercdo dentro
do genoma, responsaveis pelo elevado grau de polimorfismo de 1S6110, tém sido



utilizadas como um marcador molecular especifico para a genotipagem de Mtb. Este
€ o primeiro marcador capaz de fazer o reconhecimento e diferenciagdo entre cepas.
Esse método € altamente discriminatério e reprodutivel, permitindo assim estudos
epidemioldgicos. No entanto, existem algumas limitagdes para o seu uso, pois essa
técnica exige grandes quantidades de DNA e apresenta baixo poder discriminatorio
em isolados cujo numero de cépias de IS6110 seja menor ou igual a seis
(JAGIELSKI, 2014). Por essas limitagdes, outras técnicas baseadas em PCR, que
exigem menos DNA, tém sido empregadas na analise do MTBC.

A técnica de spoligotyping é atualmente uma das abordagens baseadas em
PCR mais usadas para estudar a filogeografia do MTBC. O método baseia-se no
polimorfismo em uma regido genbmica particular, chamada repeticdo direta (do
inglés, direct repeat - DR). O locus DR compreende uma série de repeticoes diretas
(DRs) bem conservadas com 36 pares de base (pb), intercaladas com sequéncias
espacgadoras nao repetitivas de 34 — 41 pb. Uma vez que as DRs sao extremamente
bem conservadas entre as cepas de M. tuberculosis, cada DR é um alvo potencial
para que iniciadores amplifiquem esta regido por PCR. Os produtos de PCR de
tamanhos diferentes séo hibridizados a uma membrana com 43 oligonucleotideos
sintéticos ligados covalentemente, sendo cada um destes os espagadores
polimoérficos em M. tuberculosis. Os sinais de hibridagdo sao detectados por
quimioluminescéncia através da marcagao por biotina dos produtos de PCR e um
sistema conjugado de estreptavidina-peroxidase, que posteriormente sao
visualizados por auto-radiografia. Cepas sao diferenciadas pelas posicoes e
numeros dos espacgadores que estdo presentes ou ausentes a partir do conjunto
completo de 43 espacgadores (Figura 1.1, KAMERBEEK, 1997).

As vantagens da técnica de spoligotyping sao a alta sensibilidade, o seu baixo
custo, os resultados precisos e reprodutiveis, que sao obtidos em 2 dias. Estes sao
tranformados em dados binarios e confrontados contra os bancos de dados

internacionais como o SpolDB4, acessivel online (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/). Este banco comporta 39.295 isolados

pertencentes ao complexo Mtb, originados em 122 paises, classificados em 62
linhagens. Outro exemplo é o Banco de dados SITVIT, que ¢é acessivel
(http://www.pasteur-quadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/) e comporta 7.105 padrbées

de espoligotipos.
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A técnica de spoligotyping permite a identificacdo de isolados do complexo
Mtb a niveis de subespécies, sendo capaz de diferenciar Mtb pela auséncia de
espacadores 33-36 em comparacdo com M. bovis, que apresenta auséncia de

espacadores de 39-43 (Figura 1.1).
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Figura. 1.1. Esquema explicativo sobre a metodologia do spoligotyping. Figura
modificada de KAMERBEEK,1997.(A) Estrutura do locus DR no genoma micobacteriano, em
Mtb H37Rv e M. bovis BCG, que contém 48 e 41 DRs, respectivamente (representadas
como retangulos), os quais sao intercalados com espagadores exclusivos, variando em
comprimento de 35-41 pb (B) Principio da amplificagdo regido RD por PCR. (C) Hibridagéo
(espoligotipos) de DNAs de micobactérias amplificados, sendo 35 Mtb e 5 M.bovis. A ordem
dos espagadores no filtro correspondem a sua ordem no genoma. Note que os isolados 6,
12 e 37, indicados pelas setas pretas correspondem ao genétipo Beijing.



Além disso, spoligotyping tem contribuido para a identificagcdo de gendtipos
com significativa relevancia epidemioldgica e clinica com o genotipo Beijing. Porém,
a técnica tem demonstrado baixo poder discriminatério, pois abrange apenas 0,1%
do genoma do complexo Mtb. Todavia, com a introdugéo de novas sequéncias, com
a mudanca da avaliagdo de 43 DR para 51, houve uma melhora significativa na
discriminacéo de subespécies de M. africanum e do clado Leste da Africa e india
(EAI).

A estratégia que tem sido proposta é que o spoligotyping poderia ser
realizado como método de rastreio em conjunto com um método de tipagem com
maior poder discriminatério como o MIRU-VNTR (JAGIELSKI, 2014). Esta analise
tem sido considerada como o padrdo-ouro para investigagcdes epidemiologicas
dentro do complexo Mtb.

A técnica de MIRU-VNTR baseia-se na analise de 41 unidades repetitivas
intercaladas no genoma da micobactéria com numero de repeticdes variavel em
sequencia. Originalmente, 12 MIRUs foram definidos para serem avaliados através
de PCR padronizados, por possuirem polimorfismos variaveis (SUPPLY, 2000). Em
2006, um novo sistema que emprega 24 MIRU-VNTR Joci (incluindo os 12 VNTRs
investigados anteriormente) foi proposto, com o objetivo de aumentar o poder
discriminatério da técnica (SUPPLY, 2006). Desde entdo, o MIRU-VNTR passou a
ser tao discriminatorio quanto o RFLP, sendo considerado atualmente o novo padrao
ouro em tipagem epidemioldgica dentro do complexo Mtb (OELEMANN, 2007,
ALLIX-B'EGUE, 2008, RODRIGUEZ, 2008).

Essa técnica baseia-se na amplificagdo por PCR de regido especifica, sendo
posteriormente determinado os tamanhos dos produtos obtidos, seja através de
eletroforese em gel de agarose ou de PCR multiplex, onde iniciadores marcados
com fluorescéncia sao utilizados e o produto da reacédo é avaliado através de um
sistema automatizado. O resultado final € um cédigo numérico, que corresponde ao
numero de repeticdes para cada locus analisado. Este sistema de codificagao
permite que os resultados possam ser comparados entre laboratorios em todo o
mundo e permite que os dados sejam depositados nas bases de dados globais,

como MIRU-Plus (http://www.miru-vntrplus.org/) e SITVITWEB). Desta forma,

estudos epidemiolégicos em larga escala e de populagdo genética podem ser
conduzidos por diferentes grupos (JAGIELSKI, 2014).


http://www.miru-vntrplus.org/)%20e%20SITVITWEB

Todavia, o uso de spoligotyping e MIRU é limitado para filogenia e
classificagdo do complexo Mtb; isso se deve ao fato de que esses marcadores
moleculares mudam rapidamente, podendo gerar padrées semelhantes ao acaso.
Para contornar este problema, delegdes gendmicas, muitas vezes referidas como
Regides de Diferenga (RDs) ou longas Sequéncias de Polimorfismo (LPSs), vém
sendo utilizadas como marcadores para classificar grupos de MTBC nas principais
linhagens filogenéticas e sublinhagens (COSCOLLA, 2014).

Analises filogenéticas baseadas na presenga e na auséncia da delegao
cromossOmica TbD1, tém sido utilizadas para fazer a separagdo entre M.
tuberculosis ancestrais e modernas. Dentre os principais isolados de M.tuberculosis
modernos incluem-se as familias W-Beijing, Haarlem, Centro-Asian1 (CAS1) e a
cepa referéncia H37Rv, enquanto a familia Leste da Africa e india (EAI) representa a
linhagem ancestral (SOLA, 2001, BROSCH, 2002). Outras espécies como M. canetti,
M. africanum, M. microti, M. pinnipedii e M. bovis também demonstraram, até o
momento, a regido TbD1 intacta, pertencendo assim a classificagdo ancestral
(SENG GOH, 2005).

Todos os isolados de M. tuberculosis que possuem a regido TbD1 intacta sao
classificados de forma independente como Grupo 1 (PGG1), a partir da andlise
katG463-gyrA95 SNP (do inglés, Single nucleotide polymorphism), enquanto todas
as modernas podem pertencer a classificacdo PGG1, PGG2, ou PGG3. Uma
hipotese para a eliminagao da regiao TbD1 € que esta tenha ocorrido em um isolado
M. tuberculosis PGG1 e este clone passou a estabelecer a linhagem moderna,
dando origem aos grupos PGG1, PGG2 e PGG3. Ja as linhagens ancestrais atuais
de M. tuberculosis PGG1 sao descendentes diretas de um isolado de M. tuberculosis
Pré-TbD1. Atualmente as linhagens modernas sdao mais prevalentes que as
ancestrais (SREEVATSAN,1997, SENG GOH, 2005, Figura 1.2).

Regides de diferenca (RDs) e mutagdes especificas também sao capazes de
diferenciar o complexo Mtb, sugerindo que eventos genéticos possam contribuir para
o espectro de infecgado no hospedeiro ser muitas vezes tao diferente e especifico. Os
mecanismos exatos que levaram a essas exclusdes permanecem obscuros, mas se
deve possivelmente a erros da atividade da DNA polimerase, que podem ter
contribuido para as regides de delegcdao como RD1, RD2, RD4, RD7, RD8, RD9,
RD10, RD12, RD13, RD14 e TbD1, que estao presentes no grupo que compreende
M. africanum, M. microti e M. Bovis. A avaliagdo das RDs sugere que isolados de M.



canetti estdo mais relacionados com o ancestral comum do complexo Mtb (Figura
1.2, BROSCH,2002).

Durante muitos anos pensava-se que a tuberculose humana havia evoluido a
partir da tuberculose bovina, por adaptagdo do agente patolégico ao hospedeiro
humano, ja que M. bovis tem uma ampla gama de hospedeiros frente ao M.
tuberculosis. No entanto, foi demonstrado através da avaliacdo de RDs que o
numero de regides de delegdes foi muito maior em relagdo a M. tuberculosis. Além
disso, em estudo genémico observou-se que o genoma de M.bovis € maior que o de
M. tuberculosis. E provavel que M. bovis tenha sido oriundo de um ramo
representado por M. africanum (RD9), M. microti (RD7, RD8, RD9, RD10) e M. bovis
(RD4, RDS5, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12, RD13), ramificado a partir do progenitor
de M. tuberculosis (GORDON, 2001, BROSCH, 2002) (Figura1.2).

= M. canettii
‘ Polimorfismo Genes constitutivos ]

Ancestral comum ao
complexo M.tuberculosis

> M. tuberculosis

> M. africanum

M. microti
oryx

M. pinnipedﬂ

M. caprae

~M. bovis
M.bovis

BCG Tokyo
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Figura 1.2- Esquema da via evolutiva proposta dos bacilos da tuberculose que
ilustram perda sucessiva de DNA em certas linhagens. Figura modificada de BROSCH,
2002. O esquema é com base na presenca ou auséncia de regibes deletadas e em
polimorfismos de sequéncia em cinco genes selecionados. RDs (caixas azul claro), setas
azuis indicam que as cepas sdo caracterizadas por katG463. CTG(Leu), gyrA95 ACC (THR),
tipico para o grupo 1 destes organismos. A Seta verde indica as cepas que pertencem ao
grupo 2, caracterizado por katG463 CGG (Arg), gyrA95 ACC (Tre). A seta vermelha indica
as estirpes que pertencem ao grupo 3, caracterizado por katG463 CGG (Arg), gyrA95 AGC
(Ser), tal como definido por DE Sreevatsan et al. (1997).



O avango da gendmica comparativa estabelecida por dados de WGS (do
inglés, Whole Genomic Sequencing) e o desenvolvimento de métodos de tipagem de
SNPs levaram a uma maior compreensdo da diversidade global filogenética do
Complexo Mtb, o que mudou o cenario baseado na analise apenas por RDs
(COSCOLLA, 2014).

Com a grande disponibilidade de dados gerados pela analise por WGS, novos
bancos dados vém sendo desenvolvidos. O Tuberculist por exemplo, € um
importante banco de dados que €& muito consultado durante as analises de
comparagao gendmica. Este banco contém informagdes de anotagédo do genoma da
cepa referéncia H37Rv, disponibilizando caracteristicas funcionais do genes,
proteinas, informacdes estruturais e polimorfismos associados com resisténcia a
drogas. O Patric é um sistema web que integra dados gendmicos, dados
relacionados a viruléncia e ferramentas para analise de dados gendmicos em
bactérias. J& o TB Database ¢ um banco online que fornece acesso integrando a
sequencia do genoma e dados da literatura (LEW, 2013, GALAGAN, 2010). Essas
plataformas oferecem recursos para a analise da diversidade do complexo Mib .

Atualmente, com base na analise por WGS, o complexo Mtb possui sete
linhagens adaptadas ao hospedeiro humano (Figura 1.3). O clado moderno, ainda
classificado pela auséncia TbD1, forma um grupo monofilético que inclui as
sublinhages 2, 3, 4. Em contraste, as ancestrais sdo parafiléticas, ou seja, nao
possuem apenas um unico grupo filogenético (COSCOLLA, 2014).

Algumas destas linhagens sdo globalmente mais prevalentes que as outras e
demonstram uma forte estrutura filogeografica. As linhagens mais prevalentes séo a
2 e a 4. A linhagem 2, conhecida também como linhagem do leste Asiatico, inclui a
familia Beijing, com alta prevaléncia na Asia oriental, Asia central, Russia e Africa do
Sul e a linhagem 4, conhecida como a linhagem euro-americana, ocorre com
frequéncia em populacdes da Asia, Europa, Africa e América. As linhagens 1 e 3
apresentam uma distribuicdo geografica mais restrita, limitada ao leste da Africa e na
parte central, sul e sudeste da Asia. As linhagens geograficamente mais restritas sdo
as linhagens 5-7, que sdo associadas a regides especificas da Africa (COSCOLLA,

2014), conforme pode ser observado na figura 1.3.
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Figura 1.3- Analise filogenética apoiada em sequenciamento WGS, aponta que o
complexo Mtb possui sete linhagens adaptadas ao hospedeiro humano.(A) filogenia
probabilidade maxima modificada de Bos et al. 2014, demonstra arvore enraizada pela M.
Canettii. As (RDs) Regides de diferencas estdo indicados ao longo dos ramos. A barra de
escala indica o niumero de substituicdes de nucleotideos (B-D) demonstra a linhagem MTBC

dominante por pais.

Além disso, outras duas linhagens foram recentemente estabelecidas dentro
do MTBC, uma destas esta associada as cepas que infectam animais domésticos,
como: M. bovis (incluindo a BCG), M. microti, M. caprae, € M. Pinnipedii, M.orygis. A
outra linhagem estaria relacionada com a adaptagcdo do bacilo aos animais
selvagens, como as espeécies: bacilo chimpanzé; bacilo dassie, M. mungi e M.
suricatae (COUSINS,1994, PARSONS, 2007, ALEXANDER, 2010, COSCOLLA,
2013).
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Recentemente, um novo grupo dentro do complexo foi identificado em restos
humanos no Peru, datando de mais de 1000 anos. Estas cepas antigas sao
completamente diferentes das linhagens adaptadas aos humanos, estando mais
relacionadas com M. pinnipedii, espécie mais adaptada as focas e aos lebes
marinhos. Isto sugere que os mamiferos marinhos possam ter desempenhado um
papel importante na disseminagdo da tuberculose na Africa e nas populacdes
americanas pré- colombianas através do Oceano Atlantico (BOS, 2014).

Por muitos anos o MTBC foi considerado pouco diverso geneticamente,
porém através da abordagem genbmica este paradigma mudou. Estudos
experimentais e epidemiolégicos tém demonstrado o impacto da diversidade
genética nos diferentes padrdes fenotipicos dentro do MTBC. Pesquisas
relacionadas com viruléncia demonstraram que as linhagens modernas sao
geralmente mais virulentas e globalmente melhor sucedidas que as outras
linhagens. Muitos estudos tém demonstrado que o aumento e o sucesso da
Linhagem 2, que inclui a linhagem Beijing, podem ter sido impulsionados por fatores
ambientais, como o tratamento com antibiéticos ou pela vacinagdo (COSCOLLA,
2014). Por isso, ha necessidade de estudar a fundo esta linhagem de maior sucesso

dentro do complexo Mtb.

1.3 Mycobacterium tuberculosis Beijing

1.3.1 Historico

Um particular grupo genético de Mycobacterium tuberculosis foi descrito
inicialmente na China, em 1995 e denominado de familia Beijing. Este gendtipo foi
originalmente identificado RFLP e Spoligotyping (VAN SOOLINGEN, 1995). Nos
anos seguintes, o gendtipo Beijing foi responsavel por surtos associados a alta
resisténcia aos farmacos, causando preocupag¢ao em diferentes lugares do mundo,
principalmente no oeste da Asia, sul da Africa, no norte da Eurasia e em algumas
areas da América Central (MOKROUSOV, 2006, KREMER, 2004).

Simultaneamente, nos Estados Unidos da América (EUA), nos primeiros anos
da década de 90, identificou-se por RFLP e Spoligotyping um genétipo de Mitb
denominado cepa "W", com alta similaridade as cepas Mtb da familia Beijing. Essas
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cepas foram responsaveis por surtos de tuberculose multidroga-resistente em
grandes centros urbanos como Nova lorque, Miami, e S&o Francisco (KREMER,
2004). Logo em seguida, descobriu-se que a familia "W" e a familia Beijing
representavam o mesmo genotipo familiar de M. tuberculosis, pois ambas possuiam
uma insergao 1S6110 no I6cus dnaA-dnaN. A diferenga da familia Beijing descrita na
Asia da W/ Beijing descrita nos EUA com caracteristicas MR, é que esta Ultima
possui duas copias de 1S6110 na regido NTF em seu genoma enquanto a Beijing
descrita na Asia apresenta s6 uma insergdo 1S6110 nesta regido (PLIKAYTIS, 1994,
KREMER, 2004,).

A partir da definicdo da linhagem Beijing por Spoligotyping (presenga de
espacadores 35-43), muitos estudos tém se empenhado em explicar a sua historia
evolutiva e o0 seu sucesso endémico em relagdo as outras linhagens. Dados
baseados em marcadores moleculares concordam que essa linhagem se originou na
Asia central e a sua propagacdo mundial se deu em momentos diferentes,
acompanhada por mudangas evolutivas especificas na populagdo do patdégeno e
através da, migracdo humana (MOKROUSOV, 2005, MERKER, 2014), Analises
moleculares sugerem que a primeira diferenciagcdo no gendtipo Beijing ocorreu
provavelmente em uma regido denominada NTF, o que definiu duas linhagens
conhecidas atualmente como ancestral e moderna, em diferentes subpopulag¢des
humanas (MOKROUSOV, 2005).

Uma possibilidade levantada por um trabalho que compara rotas de
migragdées humanas com mudangas evolutivas no gendtipo Beijing, seria que
isolados de M. tuberculosis Beijing ancestral tenham se originado na Asia Central,
em humanos migrando do Oriente Médio, no periodo do paleolitico superior,
aproximadamente entre 17.000 e 20.000 anos atras, permanecendo em uma
subpopulacéo da Asia Central que migrou em direcdo ao continente americano pelo
estreito de Bering, antes do Ultimo periodo glacial (MOKROUSOV, 2005). E provavel
que os nativos americanos tenham vivido dois episoédios de contato com as cepas
ancestrais em tamanho reduzido na populagdo: um com o povoamento das
Américas e o outro com o contato com os Europeus a partir do século XVI
(MULLINGAN, 2004). Essa hipétese justificaria o baixo nivel endémico de Mitb
Beijing ancestral nos paises da América do Norte (MOKROUSOQV, 2005).
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O surgimento do gendtipo Beijing moderno pode estar relacionado com a
subpopulacdo da Asia central que migrou para o norte da China, no periodo
neolitico. Nesta regido este novo gendtipo se expandiu e foi transferido para outros
continentes por diferentes subpopulagdes humanas (MOKROUSOV, 2005).

O gendtipo Beijing é endémico apenas em alguns paises do sul da Africa
como Mocambique, Africa do Sul e Madagascar. Nesta regido, a chegada do
genotipo Beijing moderno é recente e deve ter ocorrido ha cem anos, com a
chegada de chineses para trabalhar nas minas ou ha 400 anos por meio do trafico
de escravos da Indonésia e da india. Isto sugere que cepas Beijings modernas
foram introduzidas nos paises do sul da Africa, a partir de um foco secundario da
Indonésia (MOKROUSOQV, 2005).

Na Russia, é provavel que tenha ocorrido uma grande disperséo de isolados
de Mitb pertencentes a linhagem Beijing em pelo menos dois momentos; por
refugiados chineses para o império russo no periodo de 1861 a 1877; e uma
dispersdo mais recente originada de uma unica linhagem com caracteristicas MDR,
ha 20 -30 anos atras, que coincide com a dissolugéo da antiga Unido Soviética na
década de 90, marcada por crises econémicas, sociais e pela constituicdo de novos
paises, justificando a epidemia causada principalmente por cepas clonais W148
MDR com alta prevaléncia em toda a Russia ( MERKER, 2014).

Na América Latina, a familia Beijing apresenta baixa prevaléncia e baixo
numero de transmissdo. Especula-se que a introducdo de isolados de M.
tuberculosis do gendtipo Beijing tenha ocorrido no Peru e eventualmente em outros
paises da América do Sul, quando houve uma grande imigracao de chineses no
meio do século XIX (RITACCO, 2008). As migracbes humanas podem moldar a
estrutura evolutiva e genética de microrganismos, portanto uma relagao
filogeografica da familia Beijing com a coevolucéo entre humanos foi estabelecida ao
longo do tempo.

Além das migracdes humanas, fatos histéricos provavelmente influenciaram
na dispersao da linhagem Beijing em todo mundo. Informagdes sobre SNPs
genbmicos oferece potencial para detectar variagbes na populagcao bacteriana.
Porém, essa analise requer estabelecer o reldégio evolutivo do genoma em questao e
saber a taxa de frequéncia de mutagao anual. Se a populacao bacteriana diminui a
frequéncia de mutacdo também diminui, 0 mesmo é esperado se a populagao

bacteriana aumenta a frequéncia de mutagao também aumenta.
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Sendo assim, analises de SNPs apontam consistentemente para um aumento
acentuado da linhagem Beijing concomitantemente a revolug&o industrial ha 200
anos, sendo que a segunda dispersao abrupta teria ocorrido durante a primeira
guerra mundial, totalmente alinhada com aumentos da taxa de morte causado por
tuberculose, devido a privagdes e pandemias causadas pela gripe. Mudangas nas
taxas de SNPs apontaram o impacto provavel do uso de antibidticos em grande
escala na década de 60, sendo observada a primeira queda da dispersao dessa
linhagem, porém em seguida a pandemia de HIV e o aumento de populagdes MDR,
interromperam essa queda (MERKER, 2014). Propriedades gendmicas podem
também ter contribuido para a diferente dispersdo histérica das sublinhagens
Beijing, j@ que evidéncias apontam para uma maior viruléncia dos isolados

modernos em comparagao aos isolados ancestrais (RIBEIRO, 2014).
1.3.2 Fatores associados a emergéncia da familia Beijing

A Familia Beijing é responsavel por mais de um quarto dos casos de
tuberculose no mundo (LUO, 2015). A explicacdo do sucesso dessa familia pode
estar relacionada a ineficiéncia da vacina BCG, pois a vacinagdo em massa em
todos os paises do sudeste da Asia poderia ter contribuido para a disseminacéo
desta linhagem.

Neste sentido foram feitas algumas observagdes: comparando a estrutura
genética de Mib. Constatou-se que paises sem uso da vacinagao por BCG
apresentam mais polimorfismos de DNA em Mitb que paises que adotaram a
vacinacao por BCG, sugerindo que a vacinagao possa ter favorecido a selegcédo de
cepas que nao sao cobertas pela a protegao imunoldgica conferida pela vacinagao
por BCG. Um mecanismo similar pode ter operado na Asia, favorecendo a
disseminagao da familia Beijing (VAN SOOLINGEN, 1995).

Além disso, frequéncias diferentes foram observadas entre sublinhagens
Beijing ancestral e moderna em individuos vacinados com BCG na Holanda,
Vietnam e Hong Kong, sugerindo que a vacinagcao por BCG possa ter favorecido a
selecao de Beijing modernas, ja que sao mais frequentes em individuos vacinados
por BCG (KREMER, 2009). Estes dados foram confirmados por um estudo prévio
em modelo animal de ratos, que demonstrou que a vacina BCG n&o oferece

protecao diante de infecg¢ao por Beijing moderna (KREMER, 2005a).
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Apesar destas evidéncias ndo podemos atribuir somente essa justificativa ao
surgimento e emergéncia da familia Beijing, que é anterior a vacinagcdo em massa
estabelecida em alguns paises em 1921. Se essa justificativa fosse correta paises
da América Latina que adotaram politicas de vacinagdo em massa como o Brasil
teriam alta distribuicdo da familia Beijing, no entanto sua prevaléncia é baixa ou
ausente nos paises sul americanos (ABEBE, 2006).

Outras hipdteses séo relacionadas ao sucesso desta familia como: a
presengca de mecanismos de resisténcia a drogas, fatores de viruléncia e de
adaptacdo ao ambiente hospedeiro. Diferentes padrdes de resisténcia a drogas tém
sido encontrados nessa familia e estdo relacionados com as variagbes de regimes
de tratamento, protocolos e qualidade das drogas aplicadas. Esses fatores juntos
podem ter contribuido de forma negativa para o controle da tuberculose, favorecedo
a propagacao de diferentes sublinhagens muito particulares, como a Mtb Beijing. Em
paises com alta prevaléncia da familia Beijing, mais de 5% dos isolados apresentam
multirresisténcia. Muitos casos da ocorréncia da familia Beijing estariam
relacionados a um grande numero de cepas clonais multirresistentes (PARWATI,
2010).

A freqliéncia de mutagdes em genes associados a resisténcia a farmacos em
membros da familia Beijing tem sido pesquisada. Com exceg¢ao da mutagdo 315S
em katG, que apresentou alta frequéncia, nenhuma associagédo entre os genes de
resisténcia foi estabelecida com a familia Beijing. Uma hipotese para a presenga de
resisténcia nessa familia seria a existéncia de taxas de mutagcbes aumentadas em
alguns genes relacionados com reparo de DNA, que teriam sua fungao alterada e,
consequentemente, levando ao aumento de variagdes genéticas ( LARI, 2006). Além
disso, falhas no tratamento, com exposi¢cdes prolongadas a drogas antituberculosas,
também poderiam contribuir para um aumento da aquisicdo de resisténcia aos
medicamentos por esta linhagem.

A viruléncia desta familia pode resultar das propriedades bioquimicas
especificas e suas interagdes com o sistema de defesa imunoldgico do hospedeiro.
Estudos protedmicos tém demonstrado maior nivel de expressao da proteinas GIgP
envolvida com viruléncia e inibigdo do recrutamento de macrofagos por Mtb Beijing,
0 que seria mais vantajoso para essas micobactérias em relagcdo a cepa H37Rv
(PHEIFFER, 2005, RYOO, 2007). Cepas Beijing também mostram diferencas na
estrutura de lipidio associados a parede celular, com a presenca do PGL, lipidio
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caracteristico dessa familia que inibe a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios in
vitro e estariam associados a infecgéo letal em animais (REED, 2004).

Estudos sugerem que as cepas Beijings, sdo capazes de induzir a morte
celular preferencialmente por necrose, fator que favorece a disseminacdo e a
multiplicagdo de micobactérias no hospedeiro. Além disso, modelos animais
sugerem que as cepas do gendtipo Beijing sdo mais virulentas e mais eficientes ao
resistir ou escapar da resposta imune do hospedeiro. Camundongos BALB/c
infectados com cepas de Beijing demonstraram mais alteragdes histopatoldgicas,
resposta prévia de TNF e expressao iNOS, maior crescimento bacteriano e,
mortalidade prematura, em comparagao com os animais infectados com H37Rv
(PARWATI, 2010).

Dentro de M. tuberculosis, os pacientes infectados com a cepa Beijing teriam
maior probabilidade de evoluir para a tuberculose ativa e apresentariam um fendtipo
clinico mais grave. Porém, estudos relacionados com esse assunto nao foram
conclusivos e avaliagdes com um maior numero de casos devem ser realizadas.
Todavia, foi relatada uma diferenca na resposta frente ao tratamento
medicamentoso. Pacientes infectados por Mtb Beijing logo apés comegarem o
tratamento apresentam febre. Essa resposta febril em pacientes infectados por outro
gendtipo nao Beijing é incomum, o que sugere que esta familia induza uma diferente
resposta no hospedeiro em comparagdo aos outros gendtipos (VAN CREVEL,
2001). Na analise de imagens do radiograma toracico de pacientes com TB
pulmonar, nao foi possivel demonstrar diferenca significativa entre pacientes
infectados por Mtb Beijing e ndo-Beijing (HANEKOM, 2007).

Entretanto, ha relato de que os isolados de Mtb Beijing possam estar
associados com uma maior ocorréncia de TB extrapulmonar (KONG, 2007). Estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar ou refutar a hipdtese de que a TB de
maior gravidade clinica, radiolégica e evolutiva ocorre mais frequentemente em

pacientes infectados por Mtb Beijing.
1.3.3 Epidemiologia de Mycobacterium tuberculosis Beijing

A rapida dispersao global dessa linhagem, a de maior sucesso do complexo
Mtb, tornou-se, a principal causa de preocupacao pelos agentes de saude publica no

mundo. Esfor¢os para o seu monitoramento e controle tém sido realizados
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principalmente através de métodos moleculares como; spoligotyping, MIRU-VNTR e
por depédsito de perfis de Mtb em bancos de dados. Essas informacdes tém
permitido o mapeamento global da M. tuberculosis, através das informacdes
demograficas, epidemioldgicas e de resisténcia aos medicamentos para cada
linhagem (COUVIN, 2015).

Esta familia representa cerca de 50% das cepas no extremo Oriente da Asia e
13% dos isolados mundiais (PARWATI, 2010). Com altos indices de prevaléncia na
Asia Oriental (64,47%), na Asia Central (53,13%), no norte da Asia (38,67%), com
menor incidéncia no sul da Africa (17%) e, América do Norte (14%) (COUVIN, 2015).
Na Asia sua prevaléncia pode ser comparada com a apresentada pela familia LAM
na América Latina (BRUDEY, 2006, LAZZARINI, 2007). (Figura 1.4).

Na Ameérica do Sul apenas 1,6% dos casos de TB sido causados por Mib
Beijing. Os paises da América Latina que apresentam as maiores incidéncia sdo: o
Peru, contabilizando 5,9% dos casos de Mtb Beijing e, a Argentina com 1,0%. No
Brasil, os primeiros relatos de Mtb Beijing foram registrados no Rio de Janeiro e em
Sao Paulo, representando 0,8% do numero total de casos de TB causados por esse
microrganismo (RITACCO, 2008). A partir da sua ocorréncia foi possivel a
comparagao dos isolados Mtb Beijing do Brasil com isolados de Mtb Beijing oriundos
de outros paises com maior prevaléncia, como Mogambique e Russia.

Em Mogambique estima-se que 27 mil mortes sdo causadas por TB por ano.
A prevaléncia da familia Beijing entre isolados de Mtb em Mogambique foi avaliada
por meio da técnica de spoligotyping e esta familia foi a terceira mais prevalente,
sendo responsavel por 7% dos casos de TB em sete provincias do pais. A
ocorréncia de Beijing foi quase sete vezes maior no sul do pais, 0 que sugere que
estas cepas foram importadas da Africa do Sul, pais vizinho com elevada
prevaléncia de Mtb Beijing e de Mtb multirresistente (VIEGAS, 2010).

Na Russia, por meio de estudos moleculares, foi demonstrado que essa é a
segunda regido mais afetada pela dispersdo da familia Beijing depois da Asia; cerca
de 30-50% das Mtb circulantes pertencem a linhagem Beijing. Além disso, mais de
80% de Mitb circulantes na Russia sao resistentes a pelo menos um ou mais
antibidticos para tuberculose, dessas TBMR 65% pertencem a familia Beijing
(LASUNSKAIA, 2010).
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Legenda: AFRI-E= Leste Africano, AFRI-M= Africa Meridional, AFRI-N=Norte da Africa, AFRI-W= Oeste
Africano, AMER-C= América Central, AMER-S=América do Sul, AMER-N= América do Norte, ASIA-E=
Leste da Asia, ASIA-C= Asia Central, ASIA-N= Norte da Asia, ASIA-S= Sul da Asia, ASIA-SE= Suldeste da
Asia, ASIA-W= Oeste da Asia, AUST =Austria .CARIB=Caribe, EURO-E= Leste da Europa, EURO-N= Norte
da Europa, EURO-W= Oeste da Europa

Figura 1.4- Distribuicao filogeografica da linhagem Beijing vs linhagem nao-Beijing, em
diferentes sub-regidoes ou paises; o mapa também mostra provaveis migragbes humanas.
Figura modificada (COUVIN,2015).

1.3.4 Gendtipo Mycobacterium tuberculosis Beijing

O reconhecimento do gendtipo Beijing foi iniciado na década de 90, através
da analise por RFLP. Essa familia apresenta um grande numero (> 20) de cépias de
IS6110, com alta similaridade de bandas em seu perfil, 0 que causa dificuldade de
analise. No entanto, esta mesma caracteristica é utilizada para classificacdo destes
isolados e, apesar da complexidade dos perfis obtidos por RFLP, é observada uma
homogeneidade dos mesmos em comparagao aos perfis caracteristicos de outras
familias (KAM, 2005).
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A principal forma de caracterizar o gendtipo Beijing € através da técnica de
spoligotyping, a qual baseia-se em detectar a presenga ou auséncia de sequéncias
DR. As Mtb Beijing caracterizam-se pela auséncia de DR (1-34) e presenca de nove
DR entre os espacgadores (35-43) (KREMER, 2004). A classificagdo "Beijing-like" se
aplica quando um ou mais marcadores DR entre os espagadores (35-43) estédo
ausentes (KREMER, 2004). Todavia, a técnica ndo possui poder para diferenciar
gendtipos entre os isolados clinicos da familia Beijing (KAM, 2005).

A analise por MIRUs-VNTR tem sido usada entre isolados de Mtb Beijing para
indicar perfis mais frequentes (clusters), com a finalidade de responder perguntas
epidemioldgicas. Contudo, Kam e colaboradores (2005) ao utilizarem 12 MIRU-
VNTR em suas analises demonstraram que a técnica apresentava Indice
Discriminatério de Hunter-Gaston (HGDI) menor que 0.5, ou seja, um baixo poder
discriminatério para a classificagdo de perfis dentro da familia Beijing. Logo, a
analise por 15 ou 24 VNTRs e sua padronizagao internacional foi sugerida por
Supply et al. (2006) com o intuito de aumentar o poder discriminatério da técnica e
avaliar quais os VNTRs mais adequados para diferenciar a familia Beijing.

Além da evolugédo dos VNTRs para genotipar Mtb Beijing, o desenvolvimento
e padronizacdo de outros marcadores capazes de determinar e diferenciar as
caracteristicas evolutivas destas familias vem sendo estabelecidos.

Em 2006, Mokrousov e colaboradores descreveram uma nova técnica
baseada em PCR inverso de IS6110, com analise da presenca e orientagdo de
insercoes de 1S6110 em regido particular do genoma denominada como NTF,
capazes de diferenciar trés ramificagdes de Mtb Beijiing; sublinhagem Beijing
ancestral (atipica), sublinhagem Beijing Moderna (tipica) e cepas W Beijing
(MOKROUSOQV, 2005, MOKROUSOV 2006).

A sublinhagem Beijing ancestral possui a regido NTF intacta, ou seja, com
auséncia da insercao 1S6110 nesta regidao; a sublinhagem Beijing moderna
apresenta uma simples inserg¢édo 1S6110 na regido NTF e as W Beijing, que séo as
variantes derivadas da sublinhagem moderna, possuem duas coépias de 1S6110
inversa nesta regiao (WADA, 2009).

Outros marcadores baseados em SNPs sdo capazes de diferenciar o
genotipo Beijing ancestral do moderno. Os Beijings modernos séo conhecidos por
apresentarem alteragcdes missense em trés genes putativos de reparo de mutagdes

(Rv3908, mutT2 e ogt) e essas, a principio, confeririam vantagens com relagao a
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adaptacdo ao ambiente do hospedeiro, uma vez que podem aumentar as taxas
mutacionais (LAN, 2003, MESTRE, 2011).

Além disso, um recente estudo demonstrou através da analise do gene lysX
que todos os isolados Beijing avaliados possuiam uma substituicdo silenciosa no
cdédon 995 ( Pro CCG - Pro CCA), ja os isolados considerados modernos
demonstraram uma mutagdo no codon 701 (lle ATT - Thr ACT), este gene estaria
envolvido possivelmente com viruléncia, uma vez que possui um importante papel
na sobrevivéncia do patégeno durante a infec¢cado por Mtb (ZHAO, 2016).

Ainda do ponto de vista evolutivo, a Familia Beijing pode ser subdividida em
varias sublinhagens, por meio da analise “Large Sequence Polymorphisms” (LSPs).
A anadlise de Regides de Diferenga (RDs) em Mtb Beijing confirmou que esta familia
pertence a um grupo monofilético (KONG, 2006, HANEKOM, 2007). A delecédo na
regiao RD 105 foi exclusivamente encontrada na familia Beijing, e apontada como
um novo marcador para a linhagem W/Beijing. As regides RD142, RD150 e RD181
possuem a capacidade de subdividir a W/ Beijings em quatro subtipos (KONG,
2006).

As distingdes entre dois clados, ancestral e moderno, e sublinhagens,
definidas por RDs de cepas Beijing, tém sido de extrema relevancia, pois fornecem
uma nova Vvisdo sobre a evolugdo do gendtipo desses isolados, além de sugerir
diferentes propriedades bioldgicas, de transmissao e viruléncia entre esses (KONG,
2006, KREMER, 2009).

Estudos anteriores demonstraram que todos os isolados de Mtb Beijing
possuem o gene pks15/1 intacto. Esse gene esta envolvido na sintese de PGL (do
inglés, Phenolic glycolipid), responsavel por aumentar os fatores de viruléncia
micobacterianos (CHAIPROSERT, 2006). Contudo, observou-se que a producao de
PGL ocorre em apenas algumas sublinhagens de Mtb Beijing (trés, quatro e cinco), o
que sugere que esta propriedade biolégica dessa familia estaria relacionada com
fatores evolutivos (REED, 2007).

Marcadores moleculares tradicionais, apesar de serem 6timos para estudos
epidemioldgicos e filogenéticos, nao tém sido capazes de justificar propriedades
bioldgicas especificas encontradas na familia Beijing. Estudos genémicos baseado
em SNPs tém demonstrado grande eficacia em descrever rotas migratérias entre
patdogeno e hospedeiro, e a existéncia de varias mutagdes importantes relacionados
com viruléncia numa mesma analise (MERKER, 2014). O aumento de dados
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genbmicos demonstrou que a linhagem Beijing é mais heterogénea do que o
estimado inicialmente, sendo o sequenciamento genémico completo a estratégia
ideal para estudar a diversidade a origem e evolugdo dessa familia (LUO, 2015).

Recentemente, dois trabalhos baseados em sequenciamento gendmico
tentaram determinar o conjunto minimo de SNP que seriam capazes de definir a
linhagem Beijing moderna. Schurch e colaboradores (2011) encontraram 51 SNPs
analisando um conjunto de 150 cepas, porém Merker e colaboradores (2014),
definiram e caracterizaram a linhagem Beijing moderna através de 81 SNPs a partir
de 110 genomas oriundos de 99 paises. A inconsisténcia entre os dois estudos
provavelmente foi devida a diferentes conjuntos de amostras estudadas,
demonstrando a necessidade de investigar melhor essa linhagem e seus efeitos
funcionais (LIU, 2016).

1.3.5 Mutagbes em genes associados a resisténcia contra antimicrobianos

A familia Beijing tem sido associada a resisténcia aos farmacos
principalmente entre os paises asiaticos e a Russia. Estudo recente no qual foram
avaliados 2.846 isolados provenientes de diferentes partes do mundo e que
constavam no banco de dados SITVIT2, verificou um niumero maior de cepas Beijing
envolvidas com resisténcia as drogas, conforme ilustrado na figura 1.5 (COUVIN,
2015).

Uma das hipoteses que explicaria a associagdo da linhagem Beijing com
resisténcia as drogas seria a alta frequéncia de mutacbes em seu genoma. Estudos
baseados na detecgao de mutagdes pontuais (SNPs) revelam que o acumulo dessas
variagdes, geralmente nos genes mutT 2, mutT 4, e ogt em Mtb Beijing, resulta em
maior resisténcia.

Supostamente essas mutacdes causam “defeito” no reparo do DNA,
resultando na oxidagdo de nucleotideos e aumento da frequéncia de mutacdes.
Dessa forma, haveria uma elevacdo da capacidade de adaptacado da bactéria em
condigcdes estressantes. Tal fendmeno é observado no gene mutT 2, onde mutagdes
sdo capazes de induzir a redugdo do metabolismo em Mtb quando existem
privagdes de nutrientes essenciais para o seu funcionamento. Assim, a bactéria se
adapta melhor ao hospedeiro em condi¢cbes extremas e adquire maior resisténcia
aos farmacos, por se adaptar (RAD, 2003, MORELAND, 2009).
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Em Mtb Beijing provenientes da China, verificou-se que a grande maioria das
amostras apresentavam mutagdes nos genes rpoB e katG associadas com
resisténcia a rifampicina e a isoniazida (JIAO, 2007). Porém o padrao de resisténcia

aos farmacos pode variar em diferentes paises.
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Figura 1.5. Caracteristicas de resisténcia de linhagens Beijing vs. nao-Beijing M.
tuberculosis e evolugcao da resisténcia a drogas isolados entre 1998 e 2011. Figura
modificada (COUVIN, 2015)

Sublinhagens de Mtb Beijing podem exibir diferentes susceptibilidades aos
farmacos. Avaliando isolados Mtb Beijing originados do Vietnam, isolados Mtb
Beijing pertencentes a sublinhagem ancestral apresentaram proporgdes elevadas da
resisténcia a isoniazida e estreptomicina em comparagdo com a sublinhagem
moderna (P<0,00001) (MAEDA, 2014). Contudo, avaliando associagdo com
resisténcia a drogas a partir de quatro sublinhagens de isolados Beijing da China
definidas por LSPs (RD105, RD207, RD181, e RD150), nenhuma diferenga
significativa foi encontrada entre as sublinhagens em relacdo a resisténcia a

isoniazida, rifampicina, estreptomicina e etambutol (WANG, 2015).
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Na verdade, pouco se sabe sobre a complexa associagao entre a linhagem,
sublinhagens Beijing e a resisténcia as drogas, sendo, desta forma, necessario
avaliar um maior numero de isolados de diferentes regides. Um estudo recente
baseado em sequenciamento gendmico identificou 39 genes e algumas regides
intergénicas, onde mutagdes poderiam ocasionar uma mudanga da parede celular
das Mtb (FARHAT, 2013) e consequentemente definir o perfil de resisténcia as

drogas desses isolados.

1.3.6 Viruléncia

Novas metodologias tém ajudado a entender como algumas espécies de Mtb
se adaptam melhor as diferentes condigdes de estresse. A disponibilidade do
genoma inteiro a partir do sequenciamento de nova geragao, de diferentes cepas de
Mtb, tém revelado a presengca de delegdes ou mutagdes em genes que se
correlacionam com viruléncia. A maioria destes genes de viruléncia codificam
enzimas de varias vias de lipidios, proteinas da superficie celular e reguladoras dos
sistemas de transducdo de sinal; outros intervém na sobrevivéncia da micobactéria
dentro do macréfagos do hospedeiro (FORRELLAD, 2013).

Estudos recentes tém demonstrado que a sublinhagem Beijing moderna pode
exibir vantagens seletivas diante da sublinhagem Beijing ancestral, que estariam
associadas aos fatores de viruléncia. A linhagem Beijing moderna induziria a
producdo mais baixa de citosinas pré inflamatérias (IL-1b, IFN-c, IL-22) (VAN
LAARHOVEN, 2014), apresentam mais fatores fenotipicos de viruléncia em
camundongos e em macrofagos quando comparada a sublinhagem ancestral
(RIBEIRO, 2014).

Sabe-se também que a sublinhagem Beijing moderna apresenta alteragdes
missense em trés genes relacionados ao reparo de mutagdes (Rv 3908, mutT2, ogt),
0 que poderia conferir uma vantagem com relacdo a adaptagdo aos novos
ambientes e maior resisténcia aos farmacos. Porém, ainda ndo existe uma clara

explicagao para a diferenga de viruléncia entre essas sublinhagens.
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1.4-Justificativa do Estudo

O objetivo central deste estudo foi observar caracteristicas genéticas dentro
da linhagem Beijing, utilizando marcadores moleculares tradicionais e
sequenciamento de nova geragdo, para uma maior compreensao dos fatores de
viruléncia, resisténcia aos farmacos e filogenia.

No Brasil os primeiros casos de tuberculose por Mtb Beijing foram notificados
entre 2001 e 2003, no Hospital Adolfo Lutz em Sao Paulo e no Hospital Clementino
Fraga, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, causando preocupagéo entre a
comunidade cientifica por serem os primeiros casos de tuberculose causados por
uma linhagem associada com alta transmissibilidade, multirresisténcia e
hiperviruléncia em toda a Asia e Europa. Sua ocorréncia permitiu comparar esses
isolados esporadicos com isolados Mtb Beijing pertencentes a outras regides com
diferente prevaléncia como Mocambique e Russia.

Com a intencdo de compreender e descrever a linhagem Beijing circulante no
Brasil e em Mogambique, caracteristicas genéticas desses isolados foram
estabelecidas por marcadores moleculares capazes de definir perfis , sublinhagens,
e mutagdes relacionadas com resisténcia a drogas. Inicialmente esses isolados
foram caracterizados como pertencente a familia Beijing por Spoligotyping. Em
seguida esses isolados foram avaliados por MIRU-VNTR, IS6110 inverso na Regiéao
NTF e mutacbes no genes (mutT2,mutT4,rpoB,katG e pks15/1). A avaliagdo do
numero de cépias de 1S6110 presentes na regido NTF e de mutacbes nos genes
mutT2 e mufT4, discriminou a sublinhagem ancestral e moderna entre os isolados.

Analise de propriedades relacionadas com viruléncia, como a avaliagdo de
crescimento intracelular e quantificacdo de morte por necrose também foram
realizadas in vitro por infecgdo em macréfagos THP-1. Nesta analise foi adicionada
uma cepa da Russia 1471 como referencia de viruléncia. Este isolado é proveniente
de um grande cluster chamado BO que é relacionado com caracteristica MDR e alto
indices de viruléncia em areas endémicas da Russia. Os resultados obtidos pela
genotipagem relacionado com a avaliacdo por infeccdo em macrofago observou
maior viruléncia entre a sublinhagem moderna.

Para tornar as evidéncias obtidas in vitro mais confiaveis, foi incluida uma
analise de infecgcdo pulmonar em camundongos (C57BL/6), no Biotério do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP), em que foram

24



avaliados os niveis de viruléncia associados a sobrevivéncia, carga bacteriana e
patologia nos pulmdes dos animais infectados.

Contudo, os dados obtidos por marcadores moleculares ndo foram capazes
de elucidar a dindmica de diferentes niveis de viruléncia em sublinhagens
especificas, por isso evoluimos para a analise por sequenciamento genémico de
nova geragao, ferramenta que tornou possivel a avaliagdo de SNPs e indels em

genes envolvidos com viruléncia.
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OBJETIVOS 11

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar isolados clinicos de M. tuberculosis pertencente a familia “Beijing”

relacionando o gendtipo a fatores de viruléncia e resisténcia.

2.2.0bjetivos Especificos

e Avaliar a diversidade genética de M.tuberculosis Beijing circulante no Brasil,

Mocambique e Russia.

e Aprimorar métodos antigos de genotipagem e buscar novos métodos capazes de

identificar de maneira rapida, sublinhagens e subgrupos em M. tuberculosis Beijing.

e Caracterizar propriedades biolégicas associadas a viruléncia por infec¢ao in vitro

e in vivo em isolados pertencentes a diferentes subgrupos da familia Beijing.

e Buscar informagdes gendmicas que expliquem a diferenca de fatores de
viruléncia encontrados entre a sublinhagem ancestral e moderna, utilizando o

sequenciamento de nova geracao.
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Capitulo 1

Diversidade Genética de Mycobacterium tuberculosis familia Beijing no Brasil
e Mocambique e sua relagdao com a infectividade e indugcao de necrose em
células THP-1.

Visando alcangar os objetivos especificos 1 e 2, avaliamos a diversidade genética de
M. tuberculosis Beijing circulante no Brasil, Mogambique e Russia. Os dados
gerados foram publicados no artigo "Genetic diversity of the Mycobacterium
tuberculosis Beijing family in Brazil and Mozambique and relation with infectivity and
induction of necrosis in THP-1 cells.”, do qual sou primeira autora, publicado pela
revista Tuberculosis, edicdo 2015 Jun;95:190-196.

Este artigo trata-se de um estudo descritivo dos gendtipos de Mtb Beijing, isolados
no Brasil (n=8), Mogambique (n=17) e Russia (n=1) bem como observagoes
fenotipicas obtidas por infecgdo em macrofagos THP-1, por esses isolados. Para
isso, foram utilizados marcadores moleculares como; Spoligotyping, MIRU-VNTR,
analise do numero de coépias de IS6110 inverso na regido NTF, avaliacdo de
mutacdes nos genes; mutT2, mutT4, rpoB, katG e pks15/1. Propriedades associadas
com viruléncia; tais como taxa de crescimento da micobactéria e a viabilidade de
células infectadas, também foram verificadas por infecgcdo em macréfagos THP-1.

A genotipagem por 12 Joci MIRU-VNTR demonstrou baixo poder
discriminatério HGDI< 0,5 para a familia Beijing. Com a adi¢ao de 12 /oci na analise,
o MIRU-VNTR 24 demonstrou alto poder discriminatério HGDI=0,997, o0 mesmo
obtido em regides de alta prevaléncia. As sublinhagens foram estabelecidas pelo
numero de copias de I1IS6110 inverso na regidao NTF e confirmadas pela a presenga
ou auséncia de mutagado em mutT2 e mutT4. A maioria dos isolados brasileiros
analisados sao ancestrais (75%) e os isolados de Mogambique foram em sua
maioria modernos (53%). Todos os isolados avaliados apresentaram a insergéo de 7
pb em pks 15/1 e classificadas como sublinhagem 7 por RDs, sugerindo que a
principio todas seriam capazes de produzir PGL.

Nossos dados demonstraram que as Mtb Beijing isoladas no Brasil
apresentaram menor fator de viruléncia que isolados de regides com alta prevaléncia
como a Russia. Além disso, de maneira geral os isolados Mtb Beijing analisados

27



pertencentes a sublinhagem moderna, independente da regido geografica de
origem, apresentaram maior viruléncia.

A metodologia empregada foi realizada em parte na Fiocruz no Laboratério de
Biologia Molecular Aplicada a Micobactérias, sob orientagdodo Dr. Philip Suffys, e no
Laboratorio de Biologia do Reconhecer, no Centro de Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense - UENF, em colaboragdo com a Dr?,
Elena Lasunskaia. Toda a padronizagdo e desenvolvimento das metodologias de
marcadores moleculares para genotipagem, bem como tais analises, foram
realizados por mim, no contexto desta tese. Ainda, acompanhei todos os ensaios de
infeccdo em macrdéfagos, realizados pela Dr2. Elena. Os resultados e suas referidas

discussoOes estao mais detalhados no artigo mencionado, que segue abaixo.
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SUMMARY

Keywords: . . Introduction: The success of the Mycobacterium tuberculosis Beijing (MtbB) lineage in different

Mycobacterium tuberculosis . . . . .. . . .

Beijing geographical regions has been attributed to high transmission, increased virulence, drug resistance and

Mozambique and Brazil rapid adaptation to the host. In some countries of secondary MtbB dispersion like South Africa and Peru,

Genotypes rising prevalence of the Beijing strains is registered. However, in neighboring countries to affected re-

Virulence gions such as Mozambique and Brazil, respectively, the prevalence of these strains is still low and this
could be due to biological particularities of the circulating MtbB strains and/or differentiated host
susceptibility.

Objective: To characterize genetically and phenotypically MtbB strains isolated in Brazil (n = 8) and
Mozambique (n = 17).

Methods: This is a descriptive study of genotypes of the MtbB isolates, determined by spoligotyping,
MIRU-VNTR typing, analysis of the IS6110 copy number in the NTF region and screening for mutations in
mutT2, mutT4, rpoB, katG and pks 15/1 genes. Virulence-associated properties of the studied isolates were
verified in the in vitro model of infection of human THP-1 cells.

Results: The genotypes defined by the 24VNTRs were distinct for all isolates included in this study and
presented an HGDI of 0.997. The VNTR patterns with seven copies of MIRU26 and seven copies of QUB26,
representative for the previously described MtbB genotype BO, dominant in Russia, were detected in
38.5% of the studied isolates. In addition, all isolates presented RD105 deletion and a 7 bp insertion in
pks15/1 gene. Almost all tested strains belonged to the RD181 sublineage, with the exception of two
strains from Mozambique of RD150 sublineage. Combined analysis of the NTF region integrity and
mutations in mutT genes showed that 62.5% and 47% of isolates obtained in Brazil and Mozambique,
respectively, were of the ancestral genotype. The virulence index of the ancient isolates, evaluated in the
THP-1 cells, was significantly lower than that of the modern genotype group.

Conclusions: These data demonstrate genotype particularities of the Beijing strains isolated in Brazil
and Mozambique, two countries of low prevalence of the MtbB lineage in local Mtb populations. In
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contrast to the neighboring countries with high prevalence of the MtbB strains of modern sublineage,
significant proportions of the isolates obtained in Brazil and Mozambique were presented by the
strains of the ancient sublineage. Our data suggest that lower virulence of the ancient strains,
compared with the modern strains, could be involved in the slow spread of the MtbB strains in some

regions.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Tuberculosis (TB) remains a major global public health
problem, more severe in developing countries with insufficient
resources for health care. In countries with high burdens of TB,
such as Brazil, Mozambique and Russia, the disease cases caused
by strains of the East Asian/Beijing Mycobacterium tuberculosis
lineage (MtbB) are frequently associated with HIV co-infection
and/or drug resistance. The MtbB family was first described in
1995 in China [1] but during the following years, strains of this
family were isolated in different parts of the world, demon-
strating rising prevalence in southeast Asia, southern Africa and
northern Eurasia [2]. The emergence of the MtbB family, deter-
mined by high level of association of with MDRTB, increased
virulence, and more rapid progression of latent infection to
active TB, has caused great concern among investigators and
public health authorities [3].

Given this scenario, genotyping of Mtb isolates was employed
for monitoring of the spread of MtbB strains and definition of
epidemiological risk factors predisposing to infection and disease
caused by MtbB. Spoligotyping has been the most usual tech-
nique in differentiating the MtbB lineage from other Mtb line-
ages, but it has limited power to differentiate intra-family
genotypes. The MIRU-VNTR genotyping procedure has higher
discriminatory capacity for the MtbB strains, and it can be further
optimized including some additional VNTRs [4—6]. Other pro-
cedures for definition of MtbB evolutionary pathways and
discrimination of sublineages have been proposed by introducing
techniques for the detection of IS6110 insertions in the NTF locus,
capable of differentiating between ancestral or modern MtbB
sublineages [2]. Discrimination of modern and ancient MtbB
strains is relevant as these two clades seem to have different
biological properties [7].

From an evolutionary point of view, the Beijing family can also
be defined and divided into distinct subfamilies by analyzing the
presence of Regions of Difference (RDs) and Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), confirming that this family is monophyletic
[8,9]. While deletion of RD105 was exclusively observed in the
MtbB strains and, therefore, is a specific marker of this genotype
family, deletions of other specific large genome sequences,
including RD207, RD181, RD142 and RD150, were suggested as a
markers of MtbB sublineages [8]. Deletion of the RD207 defines the
sublineage 2 and with additional deletion of RD181 is the basis of
sublineage 3, which further evolved to sublineages 4 and 5 by
deletion of RD150 and RD142, respectively. Related studies show
that all the MtbB strains, in contrast to many other Mtb genotype
lineages, possess intact pks15/1 gene, involved in the synthesis of
phenolglycolipids, PGL, that is one of the mycobacterial virulence
factors [10]. However, recent study demonstrated that the Beijing
strains of sublineages 3, 4 and 5, but not those of the sublineages 1
and 2, are able to produce these antigens, suggesting that this
biological property was acquired by MtbB during evolution [11].
These data promoted a new vision on the evolution of MtbB, sug-
gesting that LSP and SNP in the bacterial genome provide new

biological attributes, which may influence the virulence and
transmission of the Beijing strains [8].

Recent studies demonstrated that in many countries of sec-
ondary dispersal of the MtbB, like South Africa [9], or Peru [12], the
rising prevalence of the strains of Beijing genotype was associated
predominantly with the strains of modern, but not ancient, sub-
lineage. The prevalence of MtbB strains in these countries has
reached 25% in South Africa [9] and 9% in Peru [12]. In contrast to
these countries, the prevalence of Beijing strains in neighboring
countries, like Mozambique and Brazil, is still low, representing
only 7% [13,14] and 0.8% in local populations of Mtb strains [15],
respectively. In this study, we aimed to investigate genotype char-
acteristics and virulence-associated properties of the Beijing strains
isolated in Mozambique and Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Samples

We performed genotyping of 26 isolates of MtbB that were
collected between 2002 and 2009 and had been characterized by
spoligotyping as belonging to the Beijing family. Among the eight
isolates obtained from TB cases in Brazil, two had been diagnosed at
the University Hospital “Clementino Fraga Filho” (HUCFF) in Rio de
Janeiro, while six patients had been diagnosed at the “Instituto
Adolfo Lutz” (IAL) in Sao Paulo. Seventeen isolates were from pa-
tients from Mozambique and were provided by the Laboratory of
Bacterial Pathogenesis and Molecular Biology, Unicamp, Sao Paulo.
The MtbB clinical isolate from Russia (strain 1471), was used as a
reference strain in our experiments and previously characterized as
belonging to a large cluster called BO, dominant in an endemic area
in Russia and demonstrating MDR profile and high virulence using
the THP-1 cell line model [ 16]. The laboratory Mtb H37Rv strain was
used as a control.

2.2. Bacterial culture and DNA extraction

Culturing was performed on Lowenstein—Jensen (L]J) medium
and bacterial mass was submitted to thermal lysis in TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) for liberation of nucleic acids, followed by
centrifuging; the supernatant was stored at —20 °C.

2.3. Conventional drug susceptibility assay

Six isolates from Brazil and the Russian isolate 1471 were
submitted to the method of proportions at the Adolfo Lutz
Institute, while 17 isolates from Mozambique were characterized
using the same method at the Laboratory of Bacterial Pathogen-
esis and Molecular Biology (Unicamp). These isolates were eval-
uated for resistance to isoniazid, rifampicin, streptomycin and
ethambutol.
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2.4. Strain typing

Spoligotyping was performed as described by Kamerbeek et al.
[17] and 24-MIRU-VNTR typing was done according to Supply et al.
[18], by individual PCR for each marker and size definition in
agarose gel by comparison with a 100 bp DNA ladder (Invitrogen,
Brazil) and with a reference table [18].

The discriminatory power and allelic diversity of each MIRU-
VNTR locus was calculated using the Hunter and Gaston Discrimi-
nation (HGDI) Index [19]. The Bionumerics software (version 6.1
Applied Maths, Belgium) was used for cluster identification and
construction of phylogenetic trees and/or Minimum Spanning
Trees (MST).

2.5. Other genotyping procedures

For differentiation of ancient and modern sublineages, we
determined the presence and number of IS6110 copies in the
NTF region by PCR using primers MDR-6 and MDR-6r and primers
MDR-7 and MDR-7r [20—22,2] and evaluation of fragment size on
agarose gel. For the same purpose, the presence of SNPs in the
mutT2 and mutT4 genes was evaluated by PCR direct sequencing
using primer pairs designed to amplify a 398 bp fragment of the
mutT4 gene and a 675 bp fragment of the mutT2 gene [23,24] and
analyzed as described by Faksri et al. [25].

To identify the presence of RDs, PCR of the genomic regions that
harbour RD105, RD142, RD150 and RD181 was performed, followed
by size definition on agarose gel by comparison with a molecular
weight marker and with amplicons of the H37Rv strain that does
not carry these deletions [9].

The detection of the 7bp insertion in the gene pks15/1 was
performed by PCR direct sequencing as described by Constant et al.
using primers PKS 1L and PKS 15R [26].

In addition, we performed PCR direct sequencing for detec-
tion of DR-related SNPs in katG and rpoB. The sequencing of part
of the katG gene was performed using primers katG1 and katG2,
using the conditions described by Silva et al. [27], while for
sequencing of part of rpoB, we used primers rpoBTbF and
rpoBTbR [28]. All procedures of purification, sequencing and
analysis were performed using PCR Clean-up Kit (Invitrogen,
Brazil), ABI PRISM BigDye Terminator v 3.0 sequencing Kkit
(Applied Biosystems), an ABI3730 sequencer and SeqScape
version 2.6.

2.6. THP-1 cell infection, bacterial intracellular replication and
induction of cell death

The THP-1 cells (ATCC TIB-202) were grown in DMEM-F12
medium and incubated in 96-well cell culture plates
(6 x 10* cells/well in 100 pl) and supplemented with 25 nmol/L
phorbolmyristate acetate (PMA; Sigma) to induce macrophage
differentiation. After 48 h incubation, the culture medium was
changed for the medium without PMA, and the cells were cultured
for 24 h until use in experiments.

Mycobacteria suspensions were sonicated, optical density was
measured at 600 nm and adjusted to an OD of 0.066. The number
of viable bacilli in suspension was measured by colony-forming
units, CFU, by plating onto Middlebrook 7H10 agar supple-
mented with 10% OADC (Difco), and colonies were counted after
3—4 weeks. The THP-1 macrophages were infected at a ratio (MOI)
of 1 or 10 bacteria/cell for 3 h at 37 °C in triplicate. After incuba-
tion, monolayers were washed, fresh medium was added and the
cell cultures were incubated for 6 days. Intracellular bacterial
growth was accessed by CFU quantification in the cell lysates of
THP-1 cultures on days O and 6 after infection at a MOI of 1.

Growth rate was calculated as a difference of log CFU on day 6 and
on day 0. The relative growth index of each strain in macrophages
was calculated from the ratio of growth of each strain to the
growth rate of H37Rv strain.

To analyze MtbB induced cytotoxicity, THP-1 cells were infected
at a MOI of 10 and numbers of dead cells were determined by a
microscopic analysis of trypan blue-positive cells. The cellular vi-
abilities in the control cultures were similar throughout the
experiment (approx. 90%). The relative cytotoxic effect of each
strain was calculated as a ratio of the percentage of dead cells in
culture infected with the strain to the percentage of dead cells in
culture infected with the H37Rv strain. The CFU data and mortality
data for each strain were compared with the values of H37Rv
strain that was considered as 100%. To assess the virulence index of
each strain compared to strain H37Rv, we used the average values:
[(CFU%) + (% mortality)/2]. To compare the groups, we performed
a statistical analysis of one-way ANOVA and the Tukey post-hoc
test.

3. Results

Spoligotyping showed that all isolates had the typical Beijing
patterns with absence of the spacers one to 34 and presence of
spacers 35—43 (data not shown).

Upon classification of the isolates as being Ancestral or Mod-
ern using reverse PCR of the NTF region, 14 (54%) were ancestral
and 12 (46%) modern. When evaluating country-wise, six (75%) of
the eight isolates from Brazil had ancestral genotype and the
other two (25%) were modern. Among the isolates from
Mozambique, eight (47%) were ancestral and nine (53%) were
modern; the single isolate from Russia was modern. The ances-
tral/modern nature of the isolates was also determined by com-
bined SNP analysis in genes mutT2 and mutT4 but because of
limited amount of DNA of some isolates, we could not perform the
mutT2 and mutT4 typing in respectively nine (35%) and 10 (38%)
of the isolates (Table 1). Among the 10 modern isolates (83%) that
had mutT2/4 type established, all were confirmed as modern by
presenting an SNP in codon 58 of mutT2 and codon 48 of mutT4;
while among the seven ancestral (50%) that were further geno-
typed, all but one had the WT mutT2 allele and therefore con-
firming the NTF results. Exception was an isolate from Brazil
(3912/02) that was ancestral by NTF but indicated as modern by
presenting the mutant mutT2 and mutT4 alleles (Table 1). This
could eventually be due to error in interpretation of the NTF assay
although both genotyping procedures were repeated. The isolate
Beijing from Russia also presented mutations in both genes,
confirming the modern nature as indicated by NTF. Interestingly,
an MtbB isolate from a patient from Mozambique (strain 442)
presented lack of mutation in both mutT2 and mutT4, therefore
being more ancestral than the rest.

Upon defining genotypes by 12 MIRUs, we identified 10 iso-
lates (38.5%) carrying the genotype 223325173533, including the
Russian isolate, three isolates from Brazil (38%) and five isolates
from Mozambique (29%). Because 12-MIRU analysis demon-
strates considerable similarity between strains from Brazil and
Mozambique, we performed 24-MIRU-VNTR typing. We observed
25 unique profiles (92.3%) with only two strains from
Mozambique (440 and 84) having identical genotypes, the latter
maybe due to the lack of the copy number of QUB26 in isolate
440. Interestingly, the UPGMA based tree separated genotypes
from Brazil and Mozambique, suggesting region-associated sim-
ilarity (data not shown). Upon construction of a Minimal Span-
ning Tree based on 24 MIRUs, the precursor status isolates with
the BO signature was confirmed because of their position in the
tree. However, there was no centralized location in this tree
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when considering Ancient versus Modern genotypes (data not
shown).

When evaluating the HGDI of the individual MIRUs in isolates
from Brazil and Mozambique, we observed that VNTR QUB 11 had
the highest HGDI (>0.5) and best locus to distinguish profiles in
MtbB in both countries.

Upon drug susceptibility testing, one strain from Brazil (ZT272)
and the Russian strain 1471 were determined as resistant to RMP
and INH and both presented the mutation AGC to ACC (exchange of
a serine for a threonine) at codon 315 of katG; however, different
SNPs in codon 531 of rpoB were observed, being, respectively, a
change from TCG to TTT (change from serine by a phenylalanine)
and TCG to TTG (change from serine by a phenylalanine). One strain
from Mozambique (strain 16) was resistant to RMP, INH and SM and
presented the SNP CAC-GAC at codon 526 of rpoB, but no mutation
in katG.

All isolates, except Mtb H37Rv, presented the 7 bp insertion in
pks 1/15 gene, encoding PGL expression. Upon evaluation of RD105,
RD142, RD150 and RD181, we observed that all strains had deleted
RD105 and RD181 and intact RD142 and RD150, except for two
strains from Mozambique (strains 186 and 198) that had RD150
deleted. This means that all Brazilian strains and 87.5% of the strains
from Mozambique presented sublineage type 3; and 12.5% of the
Mozambican strains belonged to type 4 sublineage, according to
the classification proposed by Reed et al. [10].

Upon investigating the interaction of MtbB strains with THP-1
cells, we evaluated data of infectiousness, growth rate and in-
duction of macrophage death by six MtbB strains from
Mozambique (five modern strains and one ancestral strain), seven
isolates from Brazil (three modern and four ancestral strains) one
(modern) Russian isolate and the non-Beijing strain H37Rv
(Figure. 1)).
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When evaluating growth in THP-1 cells, four modern and one
ancient Beijing isolates presented higher intracellular growth that
the strain H37Rv. The growth of these strains was similar to the
growth of Russian modern strain 1471. In contrast, three of five
ancient isolates evaluated, and none of the modern isolates, repli-
cated slower in macrophages than the strain H37Rv. The mean
value of growth of the ancestral strains was lower than that of
modern group, but the difference was not statistically significant
(data not shown).

Examining induction of necrotic death in THP-1 cells, we
observed that at least five of modern Beijing strains, including the
Russian strain, but none of the ancient strains, were able to induce
macrophage death more rapidly than the strain H37Rv. The mean
value of cytotoxicity of modern strains was significantly higher
than that of the ancestral group (p < 0.01) (data not shown).

When considering the virulence index that combines two
important biological characteristics of Mtb, associated with viru-
lence, the ability to intracellular multiplication and induction of
necrosis of macrophages, a significantly higher index was observed
when comparing the group of modern strains with the ancestral
one. The virulence index of only one ancestral isolate (strain zt264)
was significantly higher than that of the H37Rv strain. In contrast,
at least five modern strains isolated in Mozambique and Brazil, as
well as the Russian modern strain were more virulent when
compared with the strain H37Rv. Two of the studied modern MtbB
isolates (strain M467 from Mozambique and strain 2172 from
Brazil) presented the virulence index comparable with that of the
Russian strain 1471 (Figure 1).

4. Discussion

The occurrence of outbreaks caused by MtbB in various coun-
tries of the world and its association with antimicrobial resistance
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Figure 1. Relative virulence of the Beijing strains. Virulence index of modern and ancient strains, combining intracellular growth rates and induction of necrosis, using the model of
in vitro infection of human THP-1 macrophage-like cells. The THP-1 cells were infected with ancient and modern MtbB strains isolated in Brazil and Mozambique, with laboratory
Mtb H37Rv and with highly virulent MtbB strain 1471 isolated in Russia. The intracellular growth rates were measured within 6 days as a difference in CFU numbers, log CFU day 6 —
log CFU day 0. The necrotic death of infected macrophages was measured as a difference in numbers of trypan blue-positive cells quantified in culture on day 6 and day 0 (%).
Relative virulence index of each strain was quantified in proportion to the virulence index of the strain H37Rv (evaluated as 1.0). The virulence index of each strain was quantified as
a media of the intracellular growth value and the macrophage death value. The strains significantly differing from the strain H37Rv are indicated by * p < 0.05, **p < 0.01,
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p < 0.001. The difference between the groups of ancient and modern strains is indicated by ##p < 0.01.
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has concerned researchers and policymakers to control TB. The
consensus is that it is necessary to better understand the fitness of
MtbB and the particularities of disease caused by this genotype
family. Despite the occurrence of MtbB being sporadic in Brazil [15],
no data on genetic characterization of such isolates are available. In
addition, it is a challenge to determine why this family is not suc-
cessful in Brazil, a country with predominance of the Latin Amer-
ican Mediterreanean (LAM) lineages [29].

In the majority of African countries, prevalence of Beijing
strains is low, in contrast to the South Africa, where Beijing
strains represent currently 20—25% of the Mtb strains and their
emergence is associated with drug resistance. In South Africa, as
well as in many other countries with increasing prevalence of the
Beijing strains like Russia [22] or Peru [12], predominantly strains
of the modern and not of the ancestral sublineage are observed.
In the urban region of Cape Town, South Africa, prevalence of the
ancestral strains in the local population of the MtbB strains was
1.5% (5/325), and in rural regions 1.9% (5/270) [9]. Recently, a
considerable increase of MtbB prevalence was registered in south
African countries such as Malawi, where prevalence of MtbB
strains has reached 4.3% in 2005 [30] and in Mozambique, with a
prevalence of MtbB strains in the southern region being 9.5%,
considerably higher than the 2.5% observed in the north [13].
Most likely, the observed increase in prevalence of MtbB strains
in other African countries is caused by spreading of modern
Beijing sublineages dominant in South Africa, but this issue needs
to be further addressed. We therefore characterized the fre-
quency of modern vs ancestral MtbB and their genotypes in a
country showing tendency of increasing prevalence of MtbB
(Mozambique) and another with stable and low prevalence of
MtbB (Brazil).

Typing 12-MIRU-VNTRs confirmed low discriminatory power
(all loci less that 0.5 HGDI, data not shown) as reported by other
authors [4—6] and led to cluster formation between isolates from
the three countries (data not shown). There was however a differ-
ence between most diverge alleles between Brazil and
Mozambique, in the former being MIRU23 and MIRU31 (0.375) and
in the latter MIRU27 and MIRU39 (0.464 and 0.433, respectively).
The cluster assigned by 223325173533 has been detected with high
frequency in Russia and was associated with higher prevalence and
transmissibility [6,31] and with a greater chance of being MDR in
Hong Kong [4]. By 24-MIRU-VNTR typing, we observed an overall
HGDI of 0997, highly discriminative and similar to values obtained
in endemic areas of MtbB [32,33]. The 24 MIRU-VNTR typing also
distinguished the 10 isolates having the 223325173533 signature as
defined by 12-MIRU-VNTR typing and interestingly, these isolates
were in the core of the MST based on 24-MIRU-VNTR, highly sug-
gestive for being a precursor for MtbB in Brazil and Mozambique
(data not shown).

We observed a low frequency of MDR in strains from Brazil and
Mozambique and this could be one of the factors that does not
favor the spreading of MtbB when compared to other regions of
the world. The two mutated strains were of the modern genotype
(from Russia and Mozambique) while the Brazilian one was
ancestral.

The majority (75%) of the MtbB isolates in Brazil were defined as
ancestral and this supports the hypothesis that the introduction of
MtbB in the America‘s could have occurred twice, initially by Eu-
ropean colonization and later by the Chinese that started in the
nineteenth century [15]. In addition, Japanese immigration, mainly
to Sao Paulo, started a century ago and endemicity of ancestral
MtbB is described even nowadays in Japan [34]. The relatively high
proportion of ancient strains in our set of the MtbB strains isolated
in the southern region of Mozambique, neighboring South Africa,
was not expected. This region has strong economic relations with

South Africa with impact on epidemiology of TB in Mozambique.
Recent studies demonstrated that South Africa is among the
countries with highest TB incidence rates of the modern MtbB
sublineage in the world. In particular, isolates of sublineage 7 are
dominant in population structure of the MtbB strains circulating in
the South Africa [9]. Significant similarity of bacterial genotypes
(patterns determined by IS6110 RFLP and 24 loci-MIRU-VNTR
genotyping) of the strains isolated in South Africa and
Mozambique suggest that importation of the South-African Beijing
strains could contribute to the epidemiology of TB in Mozambique
[14]. However, the RD150 subgroup, being highly prevalent (57%) in
South Africa [9] comprised only 12% among the Beijing strains
isolated in Mozambique [14], demonstrating that population
structure of the Beijing strains in Mozambique has its proper dy-
namics. Neither in Brazil nor Mozambique, the genotype of the W/
Beijing isolates, described as responsible for outbreak in the US in
1990 [20] and recent transmission of TB in rural China [35] was
detected.

All the strains in the present study had the 7 bp insertion in
pks15/1, a gene that is involved in PGL production. However, some
MtbB strains with the insertion in pks15/1 do not produce PGL of
RDs 150, 142, 105 and 181 [11], as was demonstrated for different
MtbB subgroups determined by deletions of RDs 150, 142, 105 and
181 [11], so other factors are involved in regulation of the gene
expression. Regardless of geographical origin of the isolates, only
the limited proportions of strains belonging to sublineages 3, 4 and
5, according to the classification by Reed et al. [11], produce PGL. All
strains from Brazil and all but two strains from Mozambique
belonged to the (RD181) sublineage 3, the other two were of the
(RD150) sublineage 4, but the PGL production was not determined.
A previous study, involving MtbB from patients in Arkansas (US),
defined sublineages by characterization of RD105, RD181, RD142,
RD150 and RD239, reporting more extrapulmonary TB by isolates
that carried deletions RD105, RD181 and RD142/or RD150 [8]. Un-
fortunately, in our study, no information was available on clinical
form of the disease.

In an earlier study, we evaluated phenotypic characteristics of
MtbB including replication and induction of cell lysis in THP-1
macrophages and cytokine production as a measure of virulence,
observing that MtbB from Brazil had lower virulence than isolates
from high prevalence areas of this genotype such as Russia [16] and
associated virulence with MDR status. However, our data obtained
in this study are in favor of a relation between bacterial virulence
and being of the modern MtbB genotype, regardless of geographical
origin of isolates. This could be the reason why MtbB isolates are
less spreading in Brazil, where the prevalence of ancient strains is
higher than in Russia. Note added in proof: While this manuscript
was in review, we verified virulence of the selected MtbB strains
obtained in Brazil, Mozambique and Russia in the model of C57BL/6
mice infection and reported higher virulence of the strains of
modern sublineage when compared with those of the ancient
sublineage [36].
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Appendix

Table 1
Mtb Beijing isolates genotyping from Brazil, Mozambique, Russia.

MIRUS 2 4 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40 A B C M4 M21 M29 M30 M34 M39 QI1 Q4156 Q26 MDR-6 MutT 2 MutT 4
3912/02 Brazil/rj 2 1 3 3 2 5 1 7 3 4 3 3 4 2 5 4 5 14 4 3 3 6 2 3 ancestral  mutation 58  mutation 48
2172/03 Brazil/rj 2 2 3 3 2 6 1 7 3 4 3 3 4 2 5 4 5 4 4 3 3 6 2 3 modern mutation 58  mutation 48
ZT 272 Brazil/sp 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 4 4 4 4 3 3 6 3 7 ancestral ~ WT mutation 48
ZT 264 Brazil/sp 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 4 4 4 4 3 3 7 3 7 ancestral  WT mutation 48
ZT 306 Brazil/sp 2 2 3 3 2 6 1 7 3 5 3 3 2 2 4 4 5 4 4 3 3 5 2 3 ancestral  WT mutation 48
5351 Brazil/sp 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 5 4 5 4 4 3 3 6 2 3 modern mutation 58  mutation 48
a 8283 Brazil/sp 2 2 3 3 2 5 1 3 3 5 3 3 4 2 4 4 4 4 2 3 3 7 4 7 ancestral  WT N/A

a 8975 Brazil/sp 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 4 4 4 4 3 3 5 2 7 ancestral  WT mutation 48
1471/Russia 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 4 5 4 4 4 3 6 2 7 modern mutation 58  mutation 48
58/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 4 5 3 3 4 2 4 4 5 4 4 4 3 4 2 N/A  ancestral N/A N/A
109/Mozambique 2 2 2 3 2 5 1 7 3 5 4 3 4 2 4 4 5 4 2 3 3 7 2 3 ancestral N/A N/A
186/Mozambique 2 2 3 2 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 5 4 5 4 4 3 4 5 2 N/A  ancestral N/A N/A
199/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 1 5 3 3 4 2 4 4 5 4 4 3 3 4 2 3 ancestral  N/A N/A
276/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 2 5 2 2 4 2 4 4 5 4 4 3 4 4 2 7 modern mutation 58  mutation 48
288/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 4 3 4 2 4 4 5 2 4 4 3 2 2 N/A  ancestral N/A N/A
16/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 2 5 3 3 3 2 4 4 5 4 4 4 3 5 2 7 modern mutation 58  mutation 48
198/Mozambique 2 2 2 3 2 5 1 7 2 5 3 3 4 2 5 4 5 4 4 4 4 6 2 6 modern mutation 58  mutation 48
284/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 3 5 4 4 4 3 4 2 3 modern mutation 58  mutation 48
136/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 3 2 4 4 5 4 4 2 4 5 2 3 ancestral N/A N/A
299/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 3 5 4 4 3 3 4 2 7 modern N/A N/A
392/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 3 2 4 4 5 4 4 4 3 5 2 3 ancestral  N/A N/A
440/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 4 5 4 4 4 3 5 2 N/A modern N/A N/A
301/Mozambique 2 2 4 3 2 5 1 6 3 5 3 3 2 2 4 4 5 4 4 4 3 3 2 3 modern mutation 58  mutation 48
84/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 3 3 4 2 4 4 5 4 4 4 3 5 2 7 modern mutation 58  mutation 48
442/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 4 3 4 2 4 3 5 4 4 3 3 4 2 3 ancestral  WT WT
467/Mozambique 2 2 3 3 2 5 1 7 3 5 4 3 4 2 4 3 5 4 4 3 3 4 2 7 modern mutation 58  mutation 48
H37Rv 2 3 3 2 2 6 1 3 3 3 2 1 4 7 4 2 2 4 3 3 5 5 2 5 ancestral  WT WT

N/A = Samples without DNA results by insufficient DNA, WT = wild type strain.
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Capitulo 1T

Isolados de Mycobacterium tuberculosis Beijing da sublinhagem moderna
estdo mais propensos a exibir aumento de viruléncia do que isolados

ancestrais.

Diferengas de viruléncia entre sublinhagens Mtb Beijing foram observadas em
estudos recentes, porém propriedades associadas a viruléncia na sublinhagem
ancestral em comparagdo com a moderna estdo apenas comecando a serem
investigadas (MERKER, 2014).

Para preencher esta lacuna de conhecimento, tivemos como objetivo (objetivo
especifico 3) caracterizar propriedades bioldgicas associadas a viruléncia, por
infecgéo in vitro e in vivo, em isolados pertencentes a diferentes subgrupos da
familia Beijing. Os resultados gerados culminaram na publicagdo do artigo
"Mycobacterium tuberculosis strains of the modern sublineage of the Beijing family
are more likely to display increased virulence than strains of the ancient sublineage”,
publicado pelo Journal of Clinical Microbiology, edi¢ao 2014. 7 (52)2615-2624, do

qual sou a segunda autora.

Neste artigo avaliamos um grupo homogéneo de isolados Mtb Beijing, todos
pertencentes a mesma classificagdo filogenética quando avaliados por 24 MIRU-
VNTR e RD181, mas que apresentaram diferentes marcadores genéticos para as
sublinhagens ancestral e moderno. Foram analisados trés isolados Mtb Beijing
ancestrais e quatro Mtb Beijing modernos, sendo que esses possuiam origens
geograficas diferentes com baixa prevaléncia, e um isolado pertencente ao cluster
BO/W148 com alta prevaléncia na Russia, por infecgdo em camundongo C57BL/6 e

em macréfago THP-1.

Nesta analise, propriedades associadas a viruléncia dessas cepas foram
avaliadas a partir da observacao da sobrevivéncia, carga bacilar e nivel de patologia
presente no pulmao de animais infectados. Além disso, a infeccdo de macrofagos
obtidos através da medula desses camundongos também foi avaliada, observando-
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se o crescimento intracelular e inducédo de necrose, por esses mesmos isolados Mtb
Beijing.

Os dados obtidos confirmaram que os isolados da linhagem Beijing moderna,
de origem endémica ou esporadica, sdo mais propensos a exibir propriedades
biolégicas que contribuem para a viruléncia, do que as estirpes da sublinhagem
Beijing ancestral. Porém esses dados ndo excluem a possibilidade da sublinhagem
ancestral apresentar viruléncia acentuada. Este artigo descreveu de forma pioneira
propriedades biolégicas relacionadas com viruléncia em modelo animal que
explicam o sucesso competitivo e de dispersado da sublinhagem Beijing moderna em
varias regiées do mundo.

Neste trabalho, toda a parte de genotipagem dos isolados foi realizada por
mim, como parte desta tese, no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a
Micobactérias. Esta etapa foi essencial para a selegao das amostras, bem como
para a realizacdo dos demais experimentos e discussdo dos resultados. Ainda,
acompanhei os ensaios de infeccdo de macréfagos THP-1, realizados no
Laboratério de Biologia do Reconhecer, no Centro de Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — UENF. Os experimentos de infeccao
em modelo animal foram realizados no Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo —USP pelo Dr. Eduardo Amaral — e embora eu nao
tenha participado dos experimentos propriamente ditos, participei da discussao dos
resultados. Os resultados e suas referidas discussdes estdo mais detalhados no

artigo mencionado, que segue abaixo.
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Mycobacterium tuberculosis Strains of the Modern Sublineage of the
Beijing Family Are More Likely To Display Increased Virulence than
Strains of the Ancient Sublineage

Simone C. M. Ribeiro,? Lia Lima Gomes,” Eduardo P. Amaral,® Marcelle R. M. Andrade,® Fabricio M. Almeida,® Andreza L. Rezende,?
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(ICB), Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil; Laboratory of Molecular Microbiology, St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation®

Strains of the Beijing genotype family of Mycobacterium tuberculosis are a cause of particular concern because of their increas-
ing dissemination in the world and their association with drug resistance. Phylogenetically, this family includes distinct ancient
and modern sublineages. The modern strains, contrary to the ancestral counterparts, demonstrated increasing prevalence in
many world regions that suggest an enhanced bacterial pathogenicity. We therefore evaluated virulence of modern versus an-
cient Beijing strains with similar epidemiological and genotype characteristics. For this, we selected six strains that had very sim-
ilar 24-locus mycobacterial interspersed repetitive-unit-variable-number tandem-repeat (MIRU-VNTR) typing profiles and be-
longed to the region of difference 181 (RD181) subgroup but differed using markers (mutT2 and mutT4 genes and NTF locus)
that discriminate between modern and ancient Beijing sublineages. The strains were isolated from native patients in Brazil and
Mozambique, countries with a low prevalence of Beijing strains. The virulence levels of these strains were determined in models
of pulmonary infection in mice and in vitro macrophage infection and compared with that of a strain from Russia, part of the
epidemic and hypervirulent Beijing clone B0O/W148, and of the laboratory strain H37Rv. The results showed that two of the three
modern Beijing strains were highly pathogenic, exhibiting levels of virulence comparable with that of the epidemic Russian
strain. In contrast, all isolates of the ancient sublineage displayed intermediate or low virulence. The data obtained demonstrate
that the strains of the modern Beijing sublineage are more likely to exhibit highly virulent phenotypes than ancient strains and

suggest that genetic alterations characteristic of the modern Beijing sublineage favor selection of highly virulent bacteria.

Despite extensive surveillance, tuberculosis (TB) remains a se-
rious public health problem. In different parts of the world,
there is concern about TB caused by the East Asian/Beijing lineage
of Mycobacterium tuberculosis, demonstrating increasing preva-
lence in the global M. tuberculosis population (1). Clinical and
epidemiological studies demonstrated that emergence of the Bei-
jing strains could be associated with high levels of bacterial resis-
tance to multiple drugs (2, 3) and enhanced pathogenicity of these
strains, leading to increased transmissibility (4) and rapid pro-
gression from infection to active disease (5). However, the data on
evaluation of the virulence of Beijing isolates were inconclusive,
demonstrating a wide range of inflammatory and virulence phe-
notypes, as determined in animal models (6, 7, 8) and in vitro
models of macrophage infection (9, 10).

Such differences in the virulence of Beijing strains could be
associated with genetic heterogeneity of the Beijing M. tuber-
culosis lineage. Indeed, bacterial genotyping and sequencing
demonstrated that the Beijing lineage, having in common a
characteristic spoligotype signature and lack of the region of
difference 105 (RD105) and RD207, has evolved into several
subgroups that are defined by deletion of other regions, such as
RD181, RD150, and RD142 (11, 12). While the large RD181
deletion occurred early in evolution of the Beijing lineage and
is found in most of the Beijing strains, the more recent RD150
and RD142 deletions were described in different unrelated
strains, demonstrating their homoplasy and hence limited util-
ity for phylogeny (13). Additional subdivision of the Beijing
lineage is currently based on the presence of IS6110 insertions
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in the NTF chromosomal region (14, 15) and on detection of
alterations in putative mutator genes, mutT2 and mutT4 (13,
16). The ancient (atypical) sublineage is characterized by an
intact NTF region and includes strains with intact RD181
(“more ancient” strains), as well as strains with deleted RD181
(“classical” ancient strains). The strains of modern (typical)
Beijing sublineage differ from the ancient strains by presenta-
tion of either a single (most of the modern Beijing sublineage)
or two IS6110 insertions (W sublineage) in the NTF region (14,
15). Verification of unique missense alterations in mut genes
demonstrated that the most ancestral strains possess intact mut
genes. The downstream ancient strains were discriminated by
detection of a single nucleotide polymorphism (SNP) in codon
position 48 of the mutT4 gene, changing CGG (Arg) to GGG
(Gly), whereas the modern strains of the RD181 subgroup, and
all other descendant branches, were characterized by an addi-
tional mutT2 mutation at codon position 58, changing GGA
(Gly) to CGA (Arg), in addition to the modified NTF region
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FIG 1 Genetic polymorphisms determining phylogeny of East Asian/Beijing lineage of M. tuberculosis respective to isolates included in this study.

(16). The summary of main phylogenetic markers discriminat-
ing ancient and modern strains of the Beijing lineage is pre-
sented in Fig. 1.

Epidemiological studies evaluating dissemination of differ-
ent phylogenetic groups of the Beijing M. tuberculosis family in
different regions of the world demonstrated that the growing
prevalence of Beijing TB is driven by strains of the modern
sublineage, not ancient Beijing strains (5, 17, 18). These obser-
vations lead us to speculate that the supposed enhanced viru-
lence and transmissibility, promoting dissemination of the Bei-
jing strains, could be associated predominantly with strains of
the modern sublineage.

Virulence-associated properties of modern and ancient Beijing
strains, comparing different phylogenetic subgroups of the Beijing
family, are only starting to be investigated. In a previous study,
Aguilar and colleagues investigated Beijing strains from distant
phylogenetic groups and observed increased virulence of highly
transmissible strains of the recently evolved modern sublineage
(sublineage 7, RD150 subgroup), compared with orphan strains
of the phylogenetically distant ancient sublineage (8). In the pres-
ent study, we aimed to study a more homogeneous group of
Beijing strains that belonged to the same RD181-defined phyloge-
netic group and presented considerable similarity in 24 MIRU-
VNTR-defined genotypes but differed in genetic markers charac-
teristic for ancient and modern sublineages. In an epidemiological
sense, the strains were considered sporadic, as being isolated from
unique cases of TB in countries with low prevalence of Beijing
strains.

Our results demonstrate that two of the three strains of the
modern Beijing sublineage studied, in contrast to the ancient
strains, displayed increased levels of virulence comparable with
that of the epidemic hypervirulent modern Beijing strain from
Russia. These data corroborate the hypothesis that evolution of
the Beijing M. tuberculosis lineage led to accumulation of genetic
polymorphisms that enhanced bacterial virulence.

2616 jcm.asm.org

MATERIALS AND METHODS

Mycobacterial isolates and genotype classification. Mycobacterium tu-
berculosis strains of the Beijing genotype were collected over a 6-year pe-
riod (2001 to 2007) from native TB patients attending primary health care
clinics in Rio de Janeiro and Sao Paulo in Brazil (19) and in Maputo and
the Maputo province in Mozambique (20) as a part of molecular epide-
miology studies in these countries. The Russian M. tuberculosis isolate
1471 was isolated from a patient with pulmonary TB in the St. Petersburg
Research Institute of Phthisiopulmonology, Russia, and kindly provided
by B. Vishnevsky. This isolate was assigned to the Beijing genotype B0/
W148 clone by IS6110 restriction fragment length polymorphism (RFLP)
typing as described in our previous publication (19). The laboratory M.
tuberculosis strain H37Rv (ATCC) was obtained from the Laboratory of
Molecular Biology Applied to Mycobacteria, FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
Brazil. The M. tuberculosis isolates were obtained as Lowenstein-Jensen
slants of low-passage-number cultures and stored frozen at —80°C as
aliquots of 10® bacilli/ml in complete 7H9 Middlebrook medium supple-
mented with 10% albumin-dextrose-catalase (ADC) enrichment (Difco)
and 0.05% Tween 80. The number of further culture passages was kept to
a minimum.

The Beijing genotype of all isolates was confirmed by spoligotyping,
and all presented the Beijing shared international type 1 (SIT 1). Addi-
tionally, the strains were tested for regions of difference (RDs), RD105,
RD142, RD150, and RD181 by multiplex PCR and analysis of amplicon
size on agarose gels (5). The strains were submitted to mycobacterial in-
terspersed repetitive-unit—variable-number tandem-repeat (MIRU-
VNTR) analysis, using standardized 24-locus MIRU-VNTR typing (21).
Verification of the presence of SNPs in the mutT2 and mutT4 genes was
performed by direct sequencing of PCR product generated as described
previously (22). Further characterization of the modern/typical and an-
cestral/atypical sublineages was done following the NTF locus-based evo-
lutionary framework of the Beijing genotype (15) and using primers
MDR6-F (MDR stands for multidrug resistance, and F stands for for-
ward), MDR6-R (R stands for reverse), MDR7-F, and MDR7-R to detect
IS6110 insertions in the NTF region (14).

Mouse infections. Specific-pathogen-free C57BL/6 mice (8 to 10
weeks old) were purchased from the Biotério do Instituto de Ciéncias
Biomédicas at the University of Sao Paulo (USP). The mice were main-
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Virulence of Modern and Ancient Beijing Strains

TABLE 1 Genetic characteristics of the M. tuberculosis strains included in this study

Insertion of IS6110

Strain Family =~ Geographic origin ~ 24-locus MIRU-VNTR"” in NTF regions mutT2 mutT4 Sublineage
H37RV ATCC

M442 Beijing  Mozambique 223325173543424354433427  No insertion Free of mutation Free of mutation Ancient
2t272 Beijing  Brazil 223325173533424444433637  No insertion Free of mutation Mutation codon 48 Ancient
7264 Beijing  Brazil 223325173533424444433737  No insertion Free of mutation Mutation codon 48 Ancient
M467 Beijing  Mozambique 223325173543424354433427  One insertion Mutation codon 58~ Mutation codon 48 ~ Modern
1471 Beijing  Russia 223325173533424454443627  One insertion Mutation codon 58~ Mutation codon 48 ~ Modern
2172 Beijing  Brazil 223326173433425454433623  One insertion Mutation codon 58 ~ Mutation codon 48 ~ Modern
M299 Beijing  Mozambique 223325173533424354433427  One insertion ND? ND Modern

“ For the MIRU-VNTR data, the loci differed in repeat numbers are underlined.
? ND, not defined.

tained in microisolators in a biosafety level 3 animal facility at the Univer-
sidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). All experimental protocols
were approved and performed according to the guidelines set by the In-
stitutional Animal Care and Use Committee of the UENF.

The M. tuberculosis strains were thawed and cultured for 5 days in
complete Middlebrook 7H9 broth to optimize viability of the thawed
bacteria. Suspensions were sonicated, vortexed, and kept for 10 min for
sedimentation of eventual clumps. The culture supernatant was micro-
scopically verified for the absence of clumps larger than five bacteria and
adjusted to an optical density at 600 nm (ODy,) of 0.1 using densitome-
try. Bacteria were inoculated in the mouse intratracheally (i.t.), either at
low dose (10* bacilli) or high dose (2.5 X 10 bacilli) in 60 pl of phos-
phate-buffered saline (PBS), while the control group was inoculated with
sterile PBS. Infection experiments were performed in triplicate. The effi-
ciency of targeting of the inoculum was confirmed by culture of lung
homogenates, obtained 18 h postinfection (p.i.) (day 0), on plates with
complete Middlebrook 7H10 agar supplemented with oleic acid-albu-
min-dextrose-catalase (OADC) enrichment (Becton, Dickinson, USA),
and the numbers of CFU were enumerated 21 days later.

Animal survival and lung bacillus loads. For evaluation of animal
survival, groups of 10 mice were infected with either low or high doses of
bacilli and observed during 350 or 150 days postinfection, respectively. All
mice were monitored twice per week until moribund and then sacrificed.
For quantification of the bacterial loads in the lungs, three animals from
each group infected with the low dose of bacilli were sacrificed at 28 and
120 days after infection. The entire lungs and separated upper lobes of the
right lungs, indicative for bacterial burdens, were weighed. The lobes were
homogenized, and serial dilutions of the homogenates were plated on
Middlebrook 7H10 agar for the CFU test. Results were expressed as log,
CFU per organ.

Lung pathology. The left lungs were fixed in 10% buffered formalin,
photographed to evaluate morphological changes, and subsequently em-
bedded in paraffin. For histopathological studies, serial 4- to 5-pm sec-
tions were stained with hematoxylin and eosin (H&E) to visualize tissue
alterations and by the Ziehl-Neelsen method to detect the presence of
acid-fast bacteria (BAAR). The samples were examined with an Axioplan
2 microscope (Carl Zeiss, Inc.), and the images of lung sections from four
mice per group were captured by Coolpix P995 (Nikon)-coupled device
camera. For the morphometric analysis, photographs were taken using a
magnification of X 10, and the Image J program (NIH, Bethesda, MD) was
utilized to objectively assess the area of inflammation. Color images were
converted to white/black images, and a contrast cutoff was established to
allow software identification of aerated areas (in black) and nonaerated
areas, including both inflamed and noninflamed tissue (in white). To
quantify the percentage of nonaerated area, we determined the mean per-
cent white area for 10 lung sections of control uninfected mice and each of
the different infected groups. To quantify the percentage of inflamed tis-
sue (area of pneumonia), the mean percent tissue area of control mice was
subtracted from that of each infected group.

The numbers of lung-infiltrating cells were determined by quantifica-
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tion of the cells obtained from enzymatically digested lung tissue. Two
lobes of the right lungs were mechanically dissected, resuspended in RPMI
1640 medium (Gibco, USA) complemented with Liberase (Sigma-Al-
drich; 2 pg/ml) and type IV bovine pancreatic DNase (Roche Diagnostic;
1 pg/ml), and incubated at 37°C for 45 min. Cell concentrations were
determined by Neubauer chamber cell counting.

Cell culture of bone marrow-derived macrophages and macrophage
infection. The bone marrow-derived macrophages (BMDM) were ob-
tained through the cultivation of bone marrow cells of C57BL/6 mice in
Dulbecco’s modified Eagle medium—nutrient mixture F-12 (DMEM/F12)
complemented with 20% L1929 cell-conditioned medium (as a source of
macrophage colony-stimulating factor [M-CSF] to induce macrophage
differentiation), as previously described (23). The cells were infected with
the mycobacterial strains at a multiplicity of infection (MOI) of 1:1 bac-
terium/macrophage. After 3-h incubation, the cultures were washed with
PBS and cultured in DMEM-F12 medium containing 2% fetal bovine
serum (FBS) for 6 days. The CFU test was employed to quantify intracel-
lular growth of mycobacteria. For this, the infected cultures were lysed on
day 0 and day 6 by adding 0.1% saponin for 10 min, and homogenates
were cultured in triplicate by plating onto complete Middlebrook 7H10
agar. Induction of necrotic cell death was evaluated in the BMDM cultures
infected at an MOI of 10:1 by the lactate dehydrogenase (LDH) test, using
LDH cytotoxicity assay kit (Doles, Goiania, Brazil). Cell lysates obtained
via treatment with 1% Triton X-100 were used as a positive control, and
the rate of LDH release was calculated using the formula: (supernatant
value — blank value)/(lysate value — blank value) X 100%.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using Prism4
GraphPad software. Survival Kaplan-Meier curves were compared by log
rank test. To compare multiple groups, one-way analysis of variance
(ANOVA) was used, followed by Bonferroni’s multiple-comparison test.

RESULTS

Genetic characteristics of the Beijing strains selected for viru-
lence evaluation. In our previous study, we performed genotyp-
ing of 28 Beijing M. tuberculosis strains isolated from native TB
patients in Brazil (n = 10) and Mozambique (n = 18) from native
patients with TB (L. L. Gomes, S. Vasconcellos, H. M. Gomes, A.
Elias, A. Rocha, S. Ribeiro, A. Panunto, L. Ferrazoli, M. Telles, M.
Ivens de Araujo, A. Kritski, I. Mokrousov, O. Manicheva, E. La-
sunskaia, and P. Suffys, submitted for publication). For this work,
we selected three ancient strains and three modern strains, deter-
mined by SNP analysis in the mutT2 and mutT4 genes and 1S6110
insertions in the NTF region, with similar genotype characteristics
(Table 1). These strains belonged to the RD181 Beijing subgroup,
characterized by deletion of the RD181 region, and presented re-
lated genotypes determined by 24-locus MIRU-VNTR genotyp-
ing (triple locus variation at most). The laboratory M. tuberculosis
strain H37Rv was included as a reference strain with a moderate
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modern and ancient sublineages. C57BL/6 mice were i.t. infected with low
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observed for 320 days and 150 days, respectively. The data were obtained in
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Meier curves and log rank test were used to evaluate statistical significance.
Statistically significant differences between each group infected with the indi-
vidual clinical isolate and the group infected with strain H37Rv are presented.
Three different patterns of animal survival are indicated (pattern I, II, and III).

level of virulence, and the Beijing strain 1471, representing Rus-
sian epidemic clone BO/W148 (17), was included as a reference
strain with high virulence. Genetic analysis demonstrated that
strain 1471 differed in three, four, or five MIRU-VNTR loci from
the modern isolates selected for this study (Table 1).

Survival times of mice infected with M. tuberculosis strains
at low and high doses of bacilli. To determine the relative viru-
lence of the M. tuberculosis strains, we employed an established
model of pulmonary infection of C57BL/6 mice. In animals inoc-
ulated i.t. with 10> CFU of each strain, three patterns of animal
survival were observed (Fig. 2A). Eighty percent of mice of the
groups infected with modern Beijing strains 1471, 2172, and
M299 succumbed to death within a 260-day period (pattern III),
while mice infected by strain 1471 started to die earlier, at the end
of the acute phase of infection, 27 days p.i. In contrast, all mice
infected with the H37Rv strain and ancient Beijing strain M442
were alive after 1 year, demonstrating relatively low virulence of
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these strains (pattern I). The animals infected with other Beijing
strains survived up to the late phase of chronic infection of 200
days p.i., starting to die later on (pattern II). The mice infected
with the modern Beijing strains generally succumbed more rap-
idly than those infected with the strains of ancient Beijing sublin-
eage; however, only two groups of infected animals (strains 1471
and M299) presented significant differences in mortality rate
compared with the group of H37Rv-infected mice (P < 0.05).

For better discrimination of the virulence of studied Beijing
strains, the mice were also infected with a higher dose of 2.5 X 10°
bacilli/mouse (Fig. 2B). While three of the modern Beijing strains
(strains 1471, M299, and 2172) caused death of all infected ani-
mals within 35 days p.i. (pattern III), the animals infected with
strains H37Rv and M442 maintained viability during the whole
period of observation of 150 days (pattern I) (P < 0.001). The
mortality rate of mice in other groups was variable. The animals
infected with strains M467, zt272, and zt264 started to die at the
acute stage of infection, but a considerable numbers (between
30% and 70%) were able to survive within the period of observa-
tion (pattern II). Our data (Fig. 2A and B) demonstrate that three
of the four strains of the modern Beijing sublineage (strains 1471,
M299, and 2172) were highly virulent, whereas one modern strain
(M467) and two strains of the ancient sublineage displayed inter-
mediate levels of virulence. The reference strain H37Rv and strain
M442 of the ancient sublineage demonstrated relatively low viru-
lence in our experimental model.

Bacterial loads in the lungs of mice infected with low bacte-
rial dose. At the acute stage of infection, all isolates except strain
M442 grew faster in the lungs than strain H37Rv (Fig. 3). Bacterial
loads of the modern strains measured at 28 days p.i. varied on
average between log 7.0 and log 8.0, whereas that of the strain
H37Rv and ancient strain M442 was lower than log 6.0 (Fig. 3A).
The growth of the modern strains was on average higher than that
of the ancient strains; however, the difference was not statistically
significant.

Growth curves of the bacteria studied were monitored up to
day 120 p.i., with more-detailed analysis of growth kinetics of
strains 1471, zt272, and H37Rv. The data presented in Fig. 3B
demonstrated that the bacterial loads increased up to day 21 p.i.
and was then contained, suggesting inhibitory effect of acquired
immunity established 3 to 4 weeks after infection. At the chronic
phase of lung infection, the levels of viable bacteria were main-
tained without significant reduction of the CFU numbers and
were similar for all studied strains (Fig. 3B).

Pathological alterations in the lungs of mice infected with
low M. tuberculosis dose. To further define the virulence of the
studied strains, we compared their ability to induce lung pathol-
ogy, evaluating macropathological (Fig. 4) and histopathological
changes (Fig. 5).

The lungs of mice infected with the clinical isolates presented
clearly visible large or small white tuberculous nodules, hardly
detectable in mice infected with the laboratory H37Rv strain and
strain M442, defined as pattern I strains (Fig. 4A). Particularly
large and coalescing masses of the inflammatory nodes were ob-
served in the case of modern strains M299, 2172, and 1471 (pat-
tern III strains), and lung weights in these cases were 1.5- to 2.0-
fold higher than those of mice infected with the pattern I strains
(P < 0.001) and 1.3-fold higher (P < 0.05) compared with the
pattern II strains (Fig. 4B). The increase in lung mass was associ-
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FIG 3 Bacterial growth in the lungs of mice infected with M. tuberculosis
Beijing strains of modern and ancient sublineages. C57BL/6 mice were i.t.
inoculated with 10* bacilli of each strain, and lungs were examined for the
bacterial growth by CFU test. (A) Bacterial burdens in the lungs determined 28
days p.i. Each symbol represents the value for an individual mouse. (B) Bacte-
rial curves within 120 days p.i. Results of at least three experiments (three mice
in each group at each time point) are expressed logarithmically as the mean
log,, CFU = standard deviation (SD) (error bars). Mean values that were
significantly different from the mean value of the group infected by H37Rv
strain are indicated by asterisks as follows: #, P < 0.05; #:, P < 0.01; s, P <
0.001.

ated with a rise in the number of cells infiltrating infected lungs
(Fig. 4C).

According to the gross pathology data, three distinct histo-
pathological patterns that differed in the severity of lesions were
observed 28 days p.i. In the lungs of mice infected with the ancient
Beijing strain M442 and strain H37Rv, exhibiting minimal signs of
gross pathology (pattern I), the tissue lesions were presented by
small numbers of granulomas, formed by recruited macrophages
and lymphocytes (Fig. 5A). Ziehl-Neelsen staining revealed few
intracellular mycobacteria in macrophages (Fig. 5B). In mice in-
fected with the more virulent pattern II strains (modern strain
M467 and ancient strains zt272 and zt264), pulmonary granulo-
mas were larger and coalescing, and the cellular lymphohistiocytic
infiltrates occupied significantly larger areas (up to 40%) of the
lung on average (Fig. 5C). The most striking differences were ob-
served in mice infected with the modern pattern III strains. These
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strains induced rapidly expanding lesions leading to occupation of
an average of 70% of the lung by inflammatory cells (Fig. 5C), also
presenting extensive areas of alveolitis, with thickened alveolar
walls and alveoli filled with histiocytic macrophages, lymphocytes,
and neutrophils. Some of the pneumonic lesions progressed to
necrosis, presenting acellular areas with disrupted alveoli (Fig. 5A)
and numerous intracellular and extracellular bacteria in necrotic
areas (Fig. 5B). Intrabronchial cellular exudates with large num-
bers of bacteria were observed only in the mice infected by highly
virulent strains (data not shown).

Evaluation of virulence-associated properties of modern and
ancient Beijing strains in the in vitro model of macrophage in-
fection. To study bacterial properties determining differential
growth of the M. tuberculosis strains in lungs at the initial stage of
infection, we compared the capacity of the studied strains to rep-
licate in cultured macrophages, as well as their capacity to induce
cell necrosis, measured by the LDH test.

Bone marrow-derived macrophages from C57BL/6 mice cul-
tured in vitro were infected, and bacterial intracellular growth
within a 6-day period, as well as macrophage death, were evalu-
ated. The data presented in Fig. 6 demonstrate that the modern
Beijing strains 1471, 2172, and M299 presented faster multiplica-
tion in macrophages than other studied strains (P < 0.01). Ata
higher dose of infection (MOI of 10), strains 1471, 2172, and
M299 and the ancient strain zt264 induced higher levels of ne-
crotic macrophage death. The release of LDH in cultures infected
by these strains was significantly higher than that in cultures in-
fected by strain H37Rv (P < 0.05). These data demonstrate that
modern Beijing strains (pattern III strains 1471, 2172, and M299)
displayed increased virulence in the macrophage model of infec-
tion, suggesting that macrophage inhibition could contribute to
the pathogenicity of these bacterial strains.

DISCUSSION

In order to understand better the recent worldwide dissemination
and increasing prevalence of the modern sublineage of Beijing/
East Asian M. tuberculosis lineage, we verified the pathogenicity of
modern and ancient Beijing strains with related genotypes and
similar epidemiological characteristics. For this, we focused our
study on the strains of the major RD181 phylogenetic subgroup of
the Beijing family, characterized by the deletion of RD181 and
without phylogenetically ambiguous deletions RD150 and
RD142. Strains of the RD181 subgroup, which includes strains of
both the ancient and modern sublineages (13), were isolated more
frequently than strains of other Beijing subgroups in non-East
Asian regions, such as the United States (24), Peru (18), and Mo-
zambique (25).

Six sporadic Beijing strains of the RD181 group, including
three modern strains and three ancient strains with relatively sim-
ilar 24-locus MIRU-VNTR genotypes, were evaluated in a well-
established model of pulmonary infection of C57BL/6 mice. Three
distinct virulence patterns were observed, the first of relatively low
virulence (pattern I), the second of intermediate virulence (pat-
tern II), and the third defined by highly virulent strains (pattern
III). High virulence was exhibited by two of the three strains with
the modern genotype that were isolated in Mozambique (strain
M299) and Brazil (strain 2172), and their level of virulence was
similar to that of the modern strain 1471 representing the success-
ful Russian clone of the Beijing genotype (17). The pattern II
strains included isolates of both sublineages (modern strain M467
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FIG 4 Macropathological changes in the lungs of M. tuberculosis-infected mice. C57BL/6 mice were i.t. infected with 10> bacilli of each strain, and lungs were
examined 28 days p.i. (A) Representative macroscopic lung images demonstrating gross pathology, observed as numerous giant inflammatory lesions (white
nodes of different size). (B and C) Lung weights (B) and numbers of cells obtained from lungs after mechanical and enzymatic tissue disruption (C). Results of
atleast three experiments (three mice in each group in each experiment). Data represent means plus standard deviations (SD) (error bars). Significant differences
were determined between the groups of pattern III strains (black columns), pattern II strains (gray columns), and pattern I strains (white columns). Values that
are significantly different for the different groups of strains (groups with different patterns) are indicated by asterisks as follows: , P < 0.05; #:, P << 0.01; sk,

P < 0.001.

and ancient strains zt272 and zt264), while group I strains were
represented by the “more ancient” strain M442 (characterized by
wild-type mutT2 and mutT4 alleles [Fig. 1]) and the laboratory
strain H37Rv. The difference between the highly virulent modern
strains (pattern III) and the ancient strains, particularly strain
M442, was striking. Survival of mice infected with pattern III bac-
teria at a high dose of infection was limited to 25 to 35 days p.i.,
whereas a large proportion of mice infected with moderately vir-
ulent strains maintained viability up to 120 days p.i.; no reduction
of animal viability was observed in the group infected with pattern
I strains, including strain H37Rv. It should be noted, however,
that the laboratory strain H37Rv used in our experiments pre-
sented a lower level of virulence compared to the virulence of this
strain reported in other studies using a similar murine model of
infection (26, 27). This could be due to genetic variability of inde-
pendent sublineages of this strain that evolved in different labora-
tories and possibly is linked to phenotype variability (28).

The higher virulence of modern Beijing strains observed in this
study was based on the ability of these bacteria to induce severe
lung pathology, rather than on increased bacterial growth in lungs
that was only slightly higher than that of the ancient strains. Ex-
tensive pneumonia with areas of necrosis occupying up to 80% of
the organ was associated with enhanced inflammatory cell recruit-
ment to the lungs. The results of macrophage infection in vitro
demonstrated higher ability of these strains to induce necrotic
macrophage death known to lead to liberation of mycobacteria
and a variety of cellular components called the “danger” signals.
Release of these components enhances recruitment of phagocytic
leukocytes, including neutrophils, that promote, on one hand,
elimination of the bacteria by oxidative burst, but aggravate pa-
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thology by collateral tissue damage contributing to lung necrosis
(29).

The main limitation of this study, as well as other virulence
challenge studies comparing different phylogenetic groups of M.
tuberculosis strains in animal models of infection (8, 30), is a rela-
tively small number of strains that can be investigated in each
experimental setting. Combining analysis of published reports de-
termining virulence of the Beijing strains, that were further dis-
criminated as strains of modern or ancient Beijing sublineages,
allows comparison of larger samples of the characterized strains of
each sublineage. The strains determined in earlier studies as highly
virulent, including strains HN878, W10, 210, and SA161 (31, 32,
33, 34) were further identified as strains of the modern Beijing
sublineage (35), whereas the less virulent strains, such as strains
NHNS5 and N4 (31, 34), belonged to the ancient sublineage (35,
36). In accordance with these observations, some isolates of a re-
cently evolved modern Beijing sublineage (sublineage 7, RD150
group) were more virulent in mice than the ancient strains (8). It
should be noted that most of these modern strains came from
environments where they caused large numbers of clustered sec-
ondary cases of TB in immunocompetent individuals, therefore
demonstrating high transmissibility, whereas the ancient strains
were isolated from unique TB cases or groups of immunocompro-
mised patients. The data obtained in the present study show that
sporadic strains of the modern Beijing sublineage isolated in re-
gions with low prevalence of Beijing strains, but not the ancient
strains, could exhibit high levels of virulence comparable with
those of the epidemic modern strains in the emerging regions.
These data, however, do not exclude the possibility that some
strains of the ancient Beijing sublineage display high virulence. A
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FIG 5 Histopathological changes in the lungs of M. tuberculosis-infected mice. The lungs were obtained from infected mice as described in the legend to Fig. 3.
(A) Representative hematoxylin-and-eosin-stained lung sections, demonstrating three main pathological patterns. Bars, 200 pm. (B) Representative lung
sections stained by Ziehl-Neelsen method. In pattern I, induced by the strains H37Rv and M442, small and medium-sized peribronchial and perivascular
granulomas, consisting of macrophages and lymphocytes, are observed. Small numbers of intracellular bacteria are seen. In pattern II, induced by strains zt264,
zt272, and M467, moderate, multifocal granulomatous pneumonia is observed. Increasing numbers of intracellular bacteria are seen. In pattern III, induced by
strains M299, 2172, and 1471, extensive diffuse granulomatous pneumonia with areas of necrosis and alveolitis is observed. Large numbers of intracellular and
extracellular bacteria are seen. Bars, 200 wm. (C) Morphometric analysis of the inflammatory lung area. Results of two experiments (three mice in each group in
each experiment). Data represent means plus SD. Significant differences were determined between the groups of pattern III strains (black columns), pattern II
strains (gray columns), and pattern I strains (white columns) and indicated by asterisks as follows: #:, P < 0.01; #::, P < 0.001.

previous study (30) in San Francisco, CA, demonstrated that some
of the ancient Beijing strains (the RD207 subgroup) exhibited
levels of virulence similar to or even higher than those of the mod-
ern Beijing strains isolated in that region and were more transmis-
sible (24). On the other hand, in a region where TB is endemic and
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caused by ancient Beijing strains, such as Japan, the recently trans-
mitted TB cases were more frequently caused by modern Beijing
strains, whereas isolates of the ancient sublineage were associated
with cases of disease reactivation in older patients and not with
ongoing transmission (37). All these data together demonstrate
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FIG 6 Virulence-associated properties of the ancient and modern Beijing
strains evaluated in the macrophage-based model of infection. Bone marrow-
derived macrophages obtained from C57BL/6 mice were infected with differ-
ent mycobacterial strains at an MOI of 1:1 and incubated for 6 days. (A)
Intracellular growth of mycobacteria, measured as a fold increase in the num-
bers of CFU recovered from macrophages on days 0 and 6 after infection. The
bacterial growth rate is presented as mean plus SD of log increases in the
numbers of intracellular CFU measured in two separate experiments. (B) In-
duction of necrotic cell death in the macrophage cultures infected atan MOI of
10:1. LDH release from the dead cells was measured in the culture supernatants
on day 5 after infection. Asterisks indicate the isolates for which the values of
growth or cytotoxicity differed significantly from those of the H37Rv strain or
between the indicated groups: *, P < 0.05; **, P < 0.01.

that strains of the modern Beijing sublineage are more likely to
exhibit high virulence than strains of the ancient Beijing sublin-
eage. Although both ancient and modern Beijing strains can ex-
hibit highly virulent phenotypes, the proportion of circulating
strains with increased virulence is higher in the modern Beijing
subgroup, suggesting a higher propensity of these bacteria to at-
tain more pronounced virulence.

The reasons for higher virulence and general competitiveness
of the modern Beijing strains have not been fully determined, but
whole-genome sequencing of strains belonging to different Bei-
jing subgroups defined by the presence of RD deletions demon-
strated that these strains also displayed distinct mutations in vir-
ulence-associated genes (30). Some of these SNPs are shared by
the most recent common ancestor and all of its descendants,
whereas others could be detected only in the descendant strains.
The specific mutations in the mutT genes are typical for the de-
scendant modern Beijing strains and lacking in ancestral counter-
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parts (16); as a consequence, the resulting weakness of DNA repair
functions in the modern strains could promote acquisition of mu-
tations increasing bacterial adaptability to the immunocompetent
host. Additionally, the accelerated general mutation rate and its
link to bacterial adaptability, leading to multifold increase in ac-
quisition of multidrug-resistant (MDR) and extensively drug-re-
sistant (XDR) mutants, were also demonstrated in strains of East
Asian/Beijing lineage, compared with those of the Euro-American
lineage (38; but see opposite opinion in reference 39) or of the East
African-Indian lineage (40). This could favor selection of viru-
lence-associated mutants as well, particularly in patients treated
with antituberculosis drugs. Highly virulent MDR mutants, ex-
pressing compensatory mutations for bacterial fitness and able to
enhanced multiplication in treated host organisms, may be se-
lected under such conditions at a higher rate than the low-viru-
lence mutants. Studies in Singapore (41) and Russia (3) demon-
strated a higher frequency of MDR isolates and higher
transmission rates of drug-resistant TB among Beijing genotype
strains than non-Beijing strains, suggesting increased virulence of
the MDR Beijing strains circulating in these regions.

In conclusion, highly virulent modern Beijing strains were
identified in countries characterized by low prevalence of the East
Asian/Beijing M. tuberculosis lineage in the local population struc-
tures of M. tuberculosis strains (Brazil and Mozambique). The data
obtained in animal models of infection provide the evidence that
modern Beijing strains, epidemic as well as sporadic ones, are
more likely to display phenotypes associated with increased viru-
lence than strains of the ancestral Beijing sublineage. These data
give new insight on the recent success of this competitive family of
strains that appears to contribute to recurrence of TB in particular
of multidrug-resistant TB in some parts of the world and demon-
strate the importance of continuous monitoring of the popula-
tions of Beijing strains in different geographic regions.
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Capitulo 111

Comparagao genémica entre um isolado ancestral e um isolado moderno de
Mycobacterium tuberculosis pertencentes a linhagem Beijing, de Sao Paulo,

Brasil.

Nos capitulos anteriores, nossos dados de experimentos in vitro e in vivo
apontaram que isolados Mtb Beijings modernos apresentam maior grau de viruléncia
em comparagdo com isolados ancestrais. Contudo tradicionais marcadores
moleculares ndo foram capazes de elucidar as razbes genéticas responsaveis por
esta caracteristica. Por isso houve a necessidade de evoluir para o sequenciamento
de nova geragdo, incluindo todo o genoma, que permite avaliar a presenga ou
auséncia de mutagdes e genes associados com viruléncia.

O sequenciamento de genomas completos é ao mesmo tempo uma
ferramenta poderosa, permitindo a andlise em larga escala de genes, SNPs,
delegbes, entre outros; e também uma ferramenta laboriosa, que por gerar uma
quantidade enorme de dados e a possibilidade de diversos tipos de analise
descritiva ou comparativa de sequéncias, requer o uso de ferramentas
computacionais especificas. Ao longo do meu doutoramento, realizei o
sequenciamento do genoma de 11 isolados de Mib. Estes 11 isolados foram
escolhidos para sequenciamento por representarem Mtb Beijing sublinhagens
ancestral e moderna circulantes no Brasil e em Mogambique que apresentaram
diferentes fatores de viruléncia em infeccdo em macrofagos THP-1 e em
camundongos. Participei ativamente na etapa da extragdo de DNA e analise
computacional dos dados gerados pela a plataforma de sequenciamento.
Considerando o grande volume de dados gerados, analisei em detalhes 2 destes
genomas. Os demais, ainda estdo em analise e a finalizagdo de tais comparacoes é
uma das principais perspectivas futuras desta tese.

A comparacao entre os dois genomas ja analisados foi publicada na Genome
Annoucement, em 2015 , entitulada“Genome Comparison of an Ancestral Isolate and
a Modern Isolate of Mycobacterium tuberculosis of the Beijing Lineage from Sao
Paulo, Brazil”, da qual sou a primeira autora. O objetivo foi realizar a comparagao
gendmica entre dois isolados de Mtb Beijing provenientes de pacientes atendidos
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em S&o Paulo, no Instituto Adolfo Lutz, sendo um isolado ancestral ZT272 e um
isolado moderno 5351, que apresentaram diferente grau de viruléncia em estudos
anteriores in vitro por infeccdo de macréfagos THP-1 (ver capitulo 1 desta tese).

A publicaggo no Genome Announcement encontra-se em anexo.
Considerando seu formato reduzido, segue abaixo uma descrigdo complementar da

metodologia utilizada, bem como de resultados ja obtidos.
Metodologia: Sequenciamento e analise dos genomas:

A metodologia foi baseada principalmente em sequenciamento gendémico e
analise computacional. Este tipo de sequenciamento exige um DNA Integro e puro.
Para extracdo do DNA gendmico foi utilizado o Kit Charge Switch gDNA bactéria
(Invitrogen), com o processo de eluigcéo livre de EDTA, que pode causar a inibigao
de enzimas ocasionando baixa fragmentacao e fracasso na preparagao da biblioteca
(Thermo Scientific). O controle de qualidade dos DNAs foi realizado pela
quantificacdo por Nanodrop para ver a possivel contaminacao por proteinas e para a
quantificagcao precisa de 1ng/ul foi utilizado o Qubit (Thermo Scientific).

Na preparacédo da biblioteca, o DNA foi simultaneamente fragmentado e
ligado a adaptadores por enzimas, gerando fragmentos em torno de 100 pb. Em
seguida, adaptadores para fixagdo na flowcell e indicadores para identificacdo das

amostras foram adicionados por PCR (ilustrado na Figura 3.1).

DNA Gendmico

Figura 3.1- Preparagao da biblioteca gendmica Nextera. Fragmentacdo e adigdo de

adaptadores, na primeira etapa, seguido de uma reagao de PCR que adiciona adaptadores e
indicadores em cada fragmento.
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A biblioteca genémica foi preparada usando o kit Nextera XT paired-end, que
consiste no emprego de reads com pareamento de extremidades, isto €, com
identificacdo de sequéncia de DNA nas suas duas extremidades, separadas por uma
distédncia conhecida, faciltando o processo de obtengdo de contigs, sendo
importante para resolver problemas de montagem em genomas ricos em sequéncias
repetitivas.

As sequéncias foram analisadas pelo lllumina Hiseq2500 pertencente a
plataforma do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro). O sequenciamento
pelo lllumina Hiseq também realiza a sintese usando DNA polimerase e
nucleotideos com diferentes fluoréforos, a inovagdo é que a clonagem ocorre em
uma superficie sdlida chamada flowcells. Em cada linha da flowcell sao fixados
adaptadores pela extremidade 5° deixando livre a ponta 3'para a incorporacao de
nucleotideos durante a sintese de DNA. Esses adaptadores fixados na flowcell sao
complementares aos adaptadores que foram ligados nas duas extremidades dos
fragmentos durante a preparagao da biblioteca.

No primeiro ciclo da clusterizagdo, dNTPs ndo marcados séo fornecidos para
que haja a sintese da segunda fita do fragmento imobilizado. A alta densidade de
adaptadores permite que ocorra a hibridizagdo da ponta livre do fragmento
imobilizado com adaptadores proximos que tenha sequéncia complementar. Assim,
apos o anelamento e durante a extensao forma-se uma estrutura em “ponte”. Na
etapa de desnaturagdo as fitas sdo separadas e linearizadas. Apds 35 ciclos o
cluster de um fragmento possui mais de mil cépias.

Nos préximos ciclos sao utilizados nucleotideos marcados com fluoroforos. A
alta densidade de cada cluster permite que cada incorporagdo de nucleotideo seja
detectada e a leitura do sinal é realizada, sendo interpretada com um dos 4
possiveis nucleotideos. Esse processo é repetido a cada incorporagcdo de
nucleotideo, obtendo-se assim a sequéncia dos reads (CARVALHO & SILVA, 2010,

Manual lllumina, Figura 3.2).
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Figura 3.2- Representacao esquematica do principio tecnoldégico da plataforma
lllumina. O DNA é fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as
extremidades (A). As moléculas de DNA fita simples sao aderidas por afinidade ao suporte
sélido onde estdo também aderidos em alta densidade oligonucleotideos complementares
aos adaptadores A e B (B). Durante a etapa de anelamento no primeiro ciclo de amplificagéo
da PCR em fase sélida, o adaptador da extremidade livre da molécula aderida ao suporte
encontra seu oligonucleotideo complementar no suporte, formando uma estrutura em ponte.
Uma vez fornecidos os reagentes necessarios, a PCR ¢ iniciada utilizando a extremidade 3’
livre do oligonucleotideo como primer (C e D). Na etapa de desnaturagdo, a “ponte” é
desfeita mediante elevagdo de temperatura (E). Apds uma série desses ciclos de
amplificacao, serdo obtidos clusters de moléculas idénticas ligadas ao suporte (F). Com a
incorporacado de nucleotideos terminadores marcados e excitagdo a laser (G), € gerado
sinal, o qual é captado por dispositivo de leitura e interpretado como um dos quatro
possiveis nucleotideos componentes da cadeia (H).

O controle da qualidade dos reads foi realizado utilizando o programa fastQC,
que permite de maneira rapida um relatorio sobre possivel contaminagao por
adaptadores ou a existéncia de reads de baixa qualidade que devem ser excluidos
antes da analise posterior (Figura 3.3). A normalizagao dos reads e a remogao de

adaptadores Nextera nesta etapa foi realizada pelo software Trimommatic 0.36.
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Figura 3.3- Representagcdo da avaliagdo dos Reads pelo software FastQC. Verificacdo
com qualidade baixa em nas base do read (A) Verificagdo de boa qualidade das bases do
reads apds a correcao pelo trimmomatic (B). Detecgao de presenca de adaptadores nas
sequéncias (C). Correcao com a retirada dos adaptadores pelo trimmomatic (D).

A montagem dos reads foi realizada utilizando o software A5-Miseq, que
possui a interface por linha de comando em Linux, especifica para analise de output
do lllumina. A montagem é realizada em cinco etapas automaticas, por algoritmos
especificos, capazes de realizar o trimming, remover adaptadores, filtrar a
qualidades dos reads, fazer a correcdo de possiveis erros e gerar contigs e
scaffolds. Os resultados obtidos pelo A5-Miseq sao apropriados para a submissao
no NCBI, que podem ser submetidos como contigs ou scaffolds no formato fasta.

As ORFs (do inglés, Open Reading Frames) foram detectados utilizando o
Rast, um servidor que faz a anotacdo de genoma bacteriano automaticamente.
Quando um genoma é submetido ao Rast, faz- se a busca por genes e a anotagéao &
realizada pela a comparacao com familias de proteinas anotadas anteriormente, que
estdo interligadas a milhares de genomas depositados nas SEEDs. SEEDs é um
software que agrupa grandes conjuntos de sequencias de nova geragao em uma
eficiente e rapida memodria, sendo o seu algoritmo capaz de distinguir entre
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mismatches e overhangings. O servidor € capaz de predizer ORFs, fungdo dos
genes e caminhos metabdlicos (OVERBEEK, 2014).

O alinhamento, anotacdo e a comparacido de SNPs foram realizados pelo
software Bionumérics (versdo 7.5, Applied), utilizando como referéncia a sequéncia
gendbmica da cepa H37Rv. Este programa possui uma interface grafica amigavel e
permite alinhar e comparar sequéncias de cromossomos completos. Nesta
ferramenta gendbmica comparativa os alinhamentos descontinuos s&o calculados
usando SEEDs e mapeamentos ao longo da sequéncia, revelando insergoes,
inversdes e delegdes. As mutagdes e SNPs podem ser do tipo sinbnima (silent), nao
sindnima (missense), intergénica ou Indel. O Bionumérics gera uma tabela que pode
ser visualizada no Excel, com a posi¢cao dos SNPs ou Indel , tipo de mutagao e em
que gene ocorreu. Com o objetivo de fazer associagao entre o fendétipo de viruléncia
e 0 gendtipo dos isolados, os SNPs foram classificados de acordo com sua categoria
funcional estabelecida pelo o Banco de dados Tuberculist. A representacido da
comparagao entre os dois genomas foi realizada pelo programa Bring versédo 0.95.
Este programa é capaz de gerar imagens que mostram comparag¢des de multiplos
genomas de procariotos, sem um limite arbitrario do numero de genomas
comparados. A imagem de saida mostra a semelhanga entre uma sequéncia de
referéncia central e as outras sequéncias como um conjunto de anéis concéntricos
coloridos em uma escala que indicam a identidade percentual entre os genomas
analisados (ALIKHAM, 2011). Para avaliar a auséncia ou a presenga de genes
associados com viruléncia foi utilizado o pipeline LS-BSR (do inglés, Large Scale
Blast Score Ratio), foi designado para identificar a distribuicdo e conservacao de
genes, comparando o genoma com um grupo de genes em formato multifasta
(JASON, 2014). O multifasta dos genes associados com viruléncia encontra-se
disponivel no banco de dados Virulence Factors of Pathogenic Bacteria acesso:

http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cqi?Genus=Mycobacterium.

Resultados e Discussao:

O sequenciamento gerou 11,163,762 reads para o isolado ZT272 e 5,872,754
reads para o isolado 5351. Apds o tratamento das reads pelo Trimommatic, foram
utilizados na montagem 10, 922,204 (97.84%) reads de ZT272 e 5,782,962 (98.47%)
reads de 5351. Os resultados obtidos na montagem estao na tabela 3.1.
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Tabela 3.1- Resultados obtidos pela montagem do AS.

Genoma Contigs9 Scaffolds Tamanho do genoma Maior N50 Cobertura bases >= Q40
Scaffold média

ZT 272 255 164 4347734 205868 87201 207 4340751

Brasil

5351 Brasil 163 81 4355078 295443 122389 112 4352505

A montagem demonstrou que o isolado moderno possui 0 genoma maior em
comparagao com o isolado ancestral. O Rast também detectou um maior numero de
orfs no isolado moderno com 4,408 ORFs que no isolado ancestral com 4,258
ORFs. A representacédo genémica dos isolados Mtb Beijing e a cepa H37Rv esta

representada na (Figura 3.4).

B GC content
ZT272
100% identity

70% identity

50% identity
5351

B 100% identity
T0% identity

50% identity

Mycobacterium tuberculosis
4411532 bp

Figura 3.4 - Representagdo da comparagao gendmica entre a cepa referéncia H37Rv e os
Isolados Mtb Beijing ancestral e moderno circulante no Brasil. Gerada pelo programa Bring.
O circulo preto consistente representa a cepa H37Rv, o circulo preto com diferentes niveis
representa as regides ricas em GC, o circulo amarelo consistente representa o isolado
ancestral e o circulo vermelho consistente representa o isolado moderno.
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O isolado ancestral apresentou maior numero de SNPs e Indels em relagéo
a cepa H37Rv em comparag&o com o isolado moderno. A comparagéo gendmica por
Bionumérics caracterizou 7,332 SNPs e 922 indels presentes no isolado ancestral
enquanto o isolado moderno possuia 4.398 SNPs e 675 indels em relagdo a Mtb
H37Rv (AL123456.3). A Exemplificagdo da analise de SNPs do isolado ZT272 por
Bionumérics esta representada na tabela 3.2.

Os SNPs que tinham como consequéncia a mudanga de aminoacido
(missense) também foram contabilizados e agrupados de acordo com sua categoria
funcional. Os resultados desta analise estdo representados na Figura 3.5. O isolado
moderno apresentou maior numero de SNPs (41) em comparagédo com o numero de
SNPs (32) do isolado ancestral na categoria funcional relacionada com viruléncia.
Os dois isolados apresentaram 17 SNPs em comum em genes de viruléncia como
representados na tabela 3.3.

Além disso, foi observada uma grande variagdo de SNPs no isolado
ancestral em genes relacionados com familias de proteinas PE/PPE. Existem
hipéteses que essas familias estejam envolvidas com viruléncia e interagao
patdbgeno hospedeiro, por serem proteinas que sdo reconhecidas pelo sistema
imune. As regides que codificam essas proteinas sdo conhecidas por sofrerem altas
taxas de recombinagdo, representando uma das regides mais variaveis em
M.tuberculosis . Apesar de observamos que o isolado ancestral apresentou bastante
diversidade nessa regiao em relagao a cepa H37Rv e o isolado moderno, podendo
ter essa regido mais conservada em relagdo as cepas mais virulentas, preferimos
nao considerar esses dados, por ser uma regiao complexa e por na maioria das

vezes serem retiradas das analises genémicas (PHELAN,2016).

Tabela 3.2- Exemplificagéo da avaliagdo de SNPs encontrados no genoma do isolado Mtb

Beijing ZT272 em relagao a cepa H37Rv.

Posigdo
referéncia

Posigdo de
sequencia

Tipo

Mudanca
de AA

Fungdo

64

4013

7362

7585

9304

14785

14861

16119

53

3986

7335

7558

9277

14758

14834

16092

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

G->R
I->T
E->Q

S->T

Chromosomal replication initiator protein DnaA
DNA replication and repair protein RecF (single-strand DNA binding protein)
DNA gyrase (subunit A) GyrA (DNA topoisomerase (ATP-hydrolysing)) (DNA topoisomerase Il) (type Il DN
DNA gyrase (subunit A) GyrA (DNA topoisomerase (ATP-hydrolysing)) (DNA topoisomerase Il) (type || DN
DNA gyrase (subunit A) GyrA (DNA topoisomerase (ATP-hydrolysing)) (DNA topoisomerase Il) (type || DN
Probable conserved membrane protein
Probable conserved membrane protein

Transmembrane serine/threonine-protein kinase B PknB (protein kinase B) (STPK B)
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Figura 3.5- Gréfico representando o numeros de SNPs missense de acordo com a sua
categoria funcional pré-estabelecida pelo Tuberculist.

Tabela 3.3- SNPs relacionados com viruléncia presentes nas duas sublinhagens

Posi¢do da Mutacdo  Mudanga de AA Gene
154283 S->P Mak
199470 S->A mcelA
203038 I->T mcelD
206339 L->P mcelF
686972 F->S mce2A
694531 N->S mce2F

1230778 T->I mazF3
2154724 R->L katG

2155168 S->T katG

2191498 G->W ephB

2209465 A->T mce3A
2216443 A->E mce3F
2546684 G->V mazF8
2867575 V->R vapB18
2867594 L->Y vapB18
2867756 I->S vapB18
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Além da avaliacdo de SNPs, foram realizadas buscas para definir a presenca
e auséncia de genes associados a viruléncia nos dois genomas de Mib Beijing
ancestral e moderno. Verificou-se que em 88 genes associados a viruléncia em
H37Rv, trés (plcD-plcD, esxM e esxN) estavam ausentes nos dois genomas
analisados, além disso o genoma do isolado ancestral possui a auséncia de mais
dois genes (espB e Rv3879c).

Conforme mencionado acima, outras 9 cepas Beijing, sendo trés ancestrais e
seis modernas ja foram sequenciados. Ainda nao foi possivel analisar todos esses
dados, mas como perspectiva desta tese, analisaremos a presenca de SNPs e
genes associados a viruléncia e resisténcia em todos estes genomas.

Dessa forma, esperamos em breve ter um numero mais representativo de
isolados analisados para poder inferir com mais certeza a relacdo entre esses
isolados. Até o momento, foi avaliada a presenga ou auséncia de 132 genes do
complexo Mtb associados com viruléncia, em que os isolados modernos
apresentaram em média 4 genes de viruléncia a mais presentes que nos isolados

ancestrais (Tabela 3.4).

Tabela 3.4- Genes associados com viruléncia no complexo Mtb que apresentaram variagao
entre presencga e auséncia nos genomas de Mtb Beijing ancestral e moderno pelo software LS-BSR

ANCESTRAIS MODERNAS
Genes 272 264 442 3912 16 2172 5351 1471 198 284 299
ppsA 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
PPsB 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1
ppsC 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
ppsD 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
mbtB 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
narG 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
devs 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
eccEl 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
mycP2 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1
eccC2 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1
eccD3 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
cypl43 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PPE26 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Total 4 4 8 7 10 7 11 8 8 € 11
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Os isolados modernos também apresentaram maior frequéncia de SNPs
descrito por Farhat e colaboradores (2013), por conferir resisténcia ao farmaco
Kanamicina (Tabela 3.5). Além disso, o isolado ZT264 apresentou auséncia do gene
embC e o isolado 442 apresentou auséncia dos genes nadC e glbO. Esses genes

relacionados com resisténcia estavam presentes entre todos os isolados modernos.

Tabela 3.5 — SNPs relacionados com resisténcia a Kanamicina.

Gene RV1313 RV3365 PPE60 RV3798 Sublinhagem
272 1468208AC (L433R) 3775409TC(Q698R) 3894732AG(R103G) 4254290TG (L433R) Ancestral
264 livre de mutagdo livre de mutagdo livre de mutagdo 4254290TG (L433R) Ancestral
442 livre de mutagdo livre de mutagdo livre de mutagdo livre de mutagdo Ancestral
3912 livre de mutagao livre de mutagao livre de mutagao livre de mutagdo Ancestral

16 livre de mutagdo 3775409TC(Q698R) 3894732AG(R103G) livre de mutagdo Moderna

2172 livre de mutagdo 3775409TC(Q698R) 3894732AG(R103G) livre de mutagdo Moderna
5351 1468208AC (L433R) 3775409TC(Q698R) 3894732AG(R103G) 4254290TG (L433R) Moderna
1471 1468208AC (L433R) 3775409TC(Q698R) 3894732AG(R103G) 4254290TG (L433R) Moderna
198 1468208AC (L433R) 3775409TC(Q698R) 3894732AG(R103G) livre de mutagao Moderna
284 1468208AC (L433R) livre de mutagdo 3894732AG(R103G) livre de mutagdo Moderna
299 1468208AC (L433R) livre de mutagao 3894732AG(R103G) 4254290TG (L433R) Moderna

Aparentemente o que estaria influenciando a maior indugado de morte em
camundongos e maior crescimento intracelular na Mitb Beijing modernas,
provavelmente seria 0 acumulo do numero de genes relacionados com viruléncia.
Além disso, a avaliagdo de SNPs relacionados com resisténcia sugere que 0s
isolados modernos seriam mais resistentes a tratamentos com Kanamicina.

A limitacao deste estudo foi o numero de genomas analisados, para que seja
possivel estabelecer a significAncia desses dados. Por isso, esse trabalho tera um
desdobramento maior em que toda a metodologia sera aplicada também em um
grupo de genomas de Mitb Beijings que foram publicadas e disponibilizada por
Merker e col. (2014). Esse trabalho possui dados de 110 genomas pertencentes a
99 paises que representam a colegdo mundial da familia Beijing. Em que sera
avaliada além das caracteristicas genbmicas relacionada com a viruléncia, a posi¢cao
filogenética dos isolados do Brasil e de Mogambique serdo estabelecido em
comparagao com a colegcao Mtb Bejing mundial.

Esse dados serdo de grande importancia para entender e tentar estabelecer

os fatores que levam a diferenca de grau de viruléncia entre as duas sublinhagens.
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uberculosis (TB), mainly caused by Mycobacterium tuberculo-

sis (Mtb), is a serious public health problem in Brazil. One
particular set of Mtb strains, the strains of Beijing family belonging
to lineage 2 (East Asian), is very abundant in some countries and
has been responsible for outbreaks in different geographical set-
tings, attributed to high transmission capacity, better adaptation
to the host environment, and higher virulence and drug resistance
levels. This is not the case in Brazil, where the first isolates of Mtb
Beijing were detected in 2002 and continue to cause only 0.8% of
TB cases (1). Because so-called “modern Beijing strains” were sug-
gested to be more virulent than the ancient ones (2), we evaluated
some MtbB strains from Brazil of either genotype in virulence
models and observed higher virulence in the modern strains (3).

Here, we report the whole-genome sequences of two Mtb Bei-
jing isolates obtained from patients in Sao Paulo, one with the
ancient genotype (ZT272) and the other with the modern geno-
type (5351), the latter presenting a more virulent phenotype (4).
The DNA was extracted using a Charge Switch gDNA bacteria
DNA mini kit (Invitrogen) and a paired-end library was prepared
using the Nextera XT DNA library kit, followed by 2 X 100-bp
sequencing on an Illumina HiSeq2500 sequencer at the High
Throughput Sequencing Platform of the Oswaldo Cruz Institute
(Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil). Initial quality control of raw
reads was performed using fastaQC. Quality trimming, adaptor
removal and assembly of high-quality reads (between 36 and 83
reads) was realized by the software A5-miseq (http://sourceforge
.net/projects/ngopt/). De novo assembly of the reads from ZT272
and 5351 strains yielded, respectively, 255 and 163 contigs, a ge-
nome size of 4,347,734 and 4,355,078 bp and an average coverage
of 207 and 112X. Respectively, 4,258 and 4,408 open reading
frames were detected using RAST server. Alignment, annotation,
and single nucleotide polymorphism (SNP) and indel calling was
performed using Bionumerics software (version 7.5; Applied
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Maths) and using the genome sequence of Mtb H37rv (GenBank
accession no. NC_000962.3) as a reference. The SNPs found were
grouped by functional category according to the database Tuber-
culist (http://tuberculist.epfl.ch/). When compared to Mitb
H37Rv, ancient sp. ZT272 and modern sp. 5351 presented 7,332
and 4,398 SNPs and 922 and 675 indels, respectively. Among the
88 virulence associated genes defined in Mtb H37Rv (5), three
(plcD-plcD, esxM, and esxN) were absent in both strains while in
addition, the ancient strain had an also deleted espB and Rv3879.
When comparing the number of SNP specifically in the virulence
genes only, comparing to Mtb H37Rv, a larger number of SNPs
was observed in the modern strain (41) than in the ancient one
(32), with 22 SNPs in common and an additional 19 and 10
unique SNPs, respectively.

Although the overall genome of the ancestral strain seems
more distant from the H37Rv strain than the modern one, the
contrary is observed in the virulence associated genes and further
investigation as to whether this is related with higher virulence is
needed.

Nucleotide sequence accession numbers. These whole-genome
shotgun projects have been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. LGTJ00000000 and JXXH00000000. The ver-
sions described in this paper are versions LGTJ01000000 and
JXXH01000000.
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. DISCUSSAO

3-Discussao

Desde que linhagem Beijing foi responsavel por surtos de tuberculose
em varias partes do mundo, que toda a comunidade cientifica envolvida no
controle da tuberculose n&o tem medido esfor¢cos para desvendar a causa do
sucesso epidemioldgico e patogénico desta familia diante do Complexo Mtb.

Ao longo do tempo, os marcadores moleculares capazes de caracterizar
0 gendtipo desta familia e modelos experimentais in vitro e in vivo capazes de
avaliar fatores de viruléncia e patogenicidade foram se aprimorando. Com isso,
informagdes sobre a resisténcia aos medicamentos, a patogenicidade e o
caminho evolutivo, filogenético e epidemioldégico trilhado por essa linhagem
foram disponibilizadas. Como integrante desse cenario, esta tese de doutorado
teve como objetivo buscar novos métodos moleculares e novas tecnologias,
para uma maior compreensao dos padrdes epidemioldgicos, fatores de
viruléncia e conteudo gendmico dessa familia.

Inicialmente os marcadores moleculares utilizados para a execugao da
genotipagem da familia Beijing baseavam-se nas técnicas de RFLP e
spoligotyping, pois estas eram capazes de diferenciar essa familia de outras do
complexo Mtb, porém, nao diferenciavam os perfis Unicos. Sendo assim, nesta
tese propusemos a genotipagem e avaliagdo de fatores de viruléncia em
isolados Mtb Beijing pertencentes a casos esporadicos encontrados em
pacientes com tuberculose nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo em
comparagao com isolados Mtb Beijings de areas com maior prevaléncia como
Mocgambique e Russia.

Anteriormente a este estudo, em colaboragdo com a Dr2 Elena
Lasunskaia, isolados do Brasil e da Russia foram caracterizados por
spoligotyping e MIRU-VNTR 12 loci. Utilizando a técnica MIRU-VNTR 12 foi
verificado que esses isolados apresentaram o mesmo perfil genético M11
(223325173533), todavia seus padrées de viruléncia eram diferentes. Estes
resultados se justificavam pela avaliagao por MIRU-VNTR ser feita apenas por
12 VNTRSs, que geravam baixo poder discriminatorio (LASUNSKAIA, 2010).
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Foi instituida neste trabalho a avaliacdo por 24 MIRU-VNTRs, com o
objetivo de aumentar o poder discriminatorio da técnica na familia Beijing. Com
isso, o isolado Mtb Beijing 1471, os isolados Mtb Beijing do Brasil e mais
isolados oriundos de Mogambique foram submetidos a esta nova abordagem.
Com a adigédo de mais 12 loci, observamos um significativo aumento do poder
discriminatério, com 92,3% do total dos isolados apresentando perfis Unicos;
sendo o QUB11 o loci com maior poder de discriminacdo. A abordagem
utilizando 24 VNTRs atingiu o poder discriminatorio de 0,997 a mesma taxa
obtida em areas endémicas para isolados de Mitb Beijing (JIAO, 2008)
(capitulo1).

Além disso, em colaboragdo com o grupo do Dr. Igor Mokrousov,
durante o periodo do meu doutoramento, participei do desenvolvimento de um
PCR Muiltiplex capaz de identificar rapidamente o clone BO/W 148, com obijetivo
de avaliar e eventualmente controlar a sua transmissdo de forma rapida em
outros paises. Este cluster tem demonstrado alto grau de viruléncia em
macrofagos, forte associagcdo a MDR e alta transmissibilidade, sendo assim,
um clone de grande capacidade de circulagdo na Russia (BIFANI, 2002,
GHEBREMICHAEL, 2010, LASUNSKAIA, 2010). Entre os 11 isolados Mtb
Beijing brasileiros avaliados pela técnica de PCR multiplex, nenhum pertencia
ao clone BO/W148. Sugerindo assim, que esse cluster nao é o precursor e
provavelmente n&o tem nenhuma relagdo com os isolados Mib Beijing
circulantes no Brasil (MOKROUSOV, 2012).

Em relagdo a dados evolutivos os isolados de Mitb Beijing de
Mocgambique demonstraram prevaléncia mais alta da sublinhagem moderna em
comparagao a sublinhagem ancestral, ja os isolados Mtb Beijing brasileiros em
sua maioria, pertenciam a sublinhagem ancestral (capitulo 1).

Estes resultados corroboram com os dados da literatura, os quais
descrevem que a inserc¢ao de isolados Mtb Beijing no continente Americano e,
consequentemente, no Brasil, tenha ocorrido em dois momentos histéricos. O
primeiro momento teria ocorrido com a inser¢cao de cepas Beijing ancestrais
através do povoamento das Américas e com o contato com os povos
Europeus. Posteriormente, cepas Beijing modernas teriam sido inseridas no
pais através da grande imigracdo de chineses, no meio do século XIX.
(RITACCO, 2008). Além disso, foi possivel demonstrar que os isolados de Mtb
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Beijing circulantes em Mocambique, em sua maioria pertencentes a
sublinhagem moderna, o que pode estar relacionado a importagdo recente
desta sublinhagem da Africa do Sul, pais vizinho com alta prevaléncia desses
tipos de isolados (COWLEY, 2008).

Além de marcadores moleculares capazes de indicar possiveis
caminhos evolutivos, nesse estudo também foi avaliado o gene pks 15-1, que
sabidamente esta relacionado com a produgéo de PGL (Glicolipideo Fendlico).
Acredita-se que a expressdo de PGL iniba as células T e citocinas no
hospedeiro (CHAIPRASERT, 2006), sendo, desta forma, associado a maior
viruléncia em micobactérias. A avaliagdo desse gene demonstrou que todos os
isolados Beijings analisados possuiam uma insergdo de 7 pb intacta, o que
poderia contribuir para a capacidade dessas micobactérias de produzir PGL.
Porém, a partir da defini¢do de subgrupos definidos pelas RDs (105, 142, 150 e
181), estudos anteriores demonstraram que apenas os subgrupos 3, 4,e 5 séo
capazes de produzir PGL (REED, 2007). Observamos que a maioria dos
isolados do presente estudo, pertenciam aos subgrupos 3 e 4, sendo capazes
a principio de produzir PGL (capitulo 1).

Com o objetivo de compreender melhor os fatores que regulam a
viruléncia na linhagem Beijing, realizou-se infeccdo em macréfagos THP-1,
neste mesmo grupo de isolados anteriormente diferenciado pela genotipagem
como ancestral ou moderno. Para a avaliagdo dos fatores de viruléncia em
infeccdo por macrofago THP-1, foi considerada a habilidade de multiplicagéao
intracelular e a indugdo de necrose em macrofagos, de maneira geral
observou-se que a sublinhagem moderna apresentou maior indice que os
isolados ancestrais (P<0.001). O isolado ZT264 ancestral foi o unico que
apresentou indice maior que a H37Rv, demonstrando que apesar dos isolados
ancestrais apresentarem baixos niveis de viruléncia, isso nao exclui a
possibilidade de que alguns desses apresentem elevados niveis de viruléncia
(capitulo 1). Em estudo recente, isolados ancestrais circulantes em Sao
Francisco, CA, pertencentes ao subgrupo RD207, apresentaram padrdes de
viruléncia similares aos encontrados em isolados modernos, por possuir
mutacdes especificas em genes relacionados com viruléncia e induzir uma

resposta imunoldgica favoravel ao patégeno (MAEDA, 2012).
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Verificamos também, que existe grande variagdo entre estas
sublinhagens influenciadas de acordo com a origem geografica, ja que a
maioria das Mtb Beijing modernas circulantes no Brasil e em Mogambique
demonstraram indu¢cdo de necrose menor que o isolado Mtb Beijing moderno
da Russia. Desta forma, € possivel que nem todos os isolados de Mtb Beijing
pertencentes a sublinhagem moderna sejam hipervirulentas, assim, processos
geograficos e evolutivos poderiam estabelecer as diferengas nos fatores de
viruléncia. Além disso, o carater de viruléncia possui certamente outros
mecanismos, que possivelmente estdo mais relacionados com os clusters
circulantes em areas endémicas como a China e a Russia, onde estas cepas
sofreram intenso processo de coevolucao e sele¢ao natural.

Os resultados e conclusdes iniciais obtidos corroboram com a etapa
posterior deste estudo, que incluiu a analise in vivo, com a infeccdo de
camundongos C5BL/6. Nesta etapa, foi possivel avaliar a sobrevivéncia dos
animais infectados, a carga bacilar nos pulmdes, a patologia pulmonar e a
infecgcdo em macréfagos.

Para a avaliagao da viruléncia, foi utilizado um modelo estavel de
infecgdo pulmonar em camundongo C5BL/6. Observou-se uma sobrevivéncia
de apenas 25-35 dias apos a infecgdo em camundongos infectados com altas
doses de bactérias a maioria pertencente aos isolados modernos. Enquanto os
animais infectados com a cepa H37Rv e o isolado 442 “mais ancestral”,
mantiveram a viabilidade durante 150 dias. Demonstrando que os isolados
modernos apresentaram maior nivel de viruléncia (capitulo2).

Além disso, os pulmdes infectados com isolados clinicos modernos
apresentaram claramente nodulos maiores do que nos isolados ancestrais.
Sendo assim, os isolados modernos demonstraram maior capacidade de
induzir grave patologia pulmonar, mesmo com o crescimento bacteriano
pulmonar semelhante ao dos isolados antigos. Mais uma vez foi verificada a
capacidade de induzir morte celular por necrose por essas sublinhagens em
macrofagos THP-1. Porém, desta vez utilizando a quantidade de LDH no meio,
como um marcador mais preciso. A infeccao in vitro demonstrou taxas maiores
de LDH em culturas infectadas por sublinhagens modernas que em culturas
infectadas por H37Rv, que teve taxas préximas das obtidas pelos isolados
ancestrais (P< 0.05) (capitulo 3). A necrose induz a liberagdo de micobactérias
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e aumento de sinais favoraveis a fagocitose, que certamente agravam a
patologia (YANG, 2012).

Estudos genéticos e imunoldgicos tentam explicar a razdo dos isolados
modernos serem mais virulentos do que os ancestrais. Uma das explicacoes
seria apoiada na avaliagao de genes do MTBC através desta, sugere-se que os
isolados ancestrais tiveram a sua inicial dispersao apenas pelos continentes,
marcada por um periodo de laténcia para possivel sobrevivéncia em pequenas
populagdes e adaptagdo ao hospedeiro. Com a possibilidade das migragdes
pelos mares e aumento desproporcional da populagdo humana a infec¢ao
clonal, teriam se originado as linhagens modernas, emergindo fatores de
viruléncia mais acentuados. Sendo assim, momentos evolutivos diferentes
podem ter sido fundamentais na origem da viruléncia ideal para a adaptagao ao
hospedeiro (HERSHBERG, 2008). Além disso, ensaios imunoldgicos em
macrofagos apontam que isolados modernos induzem menor resposta pro-
inflamatéria do que as ancestrais. Esta baixa resposta inflamatdria induzida
pelos isolados modernos foi associada a uma maior capacidade de causar
doenca na fase inicial progressiva. Essa estratégia pode ser uma vantagem no
atual contexto de elevada densidade populacional humana, em que o numero
de hospedeiro é grande e a letalidade ndo ameagam esgotar o numero de
hospedeiros nao infectados (GAGNEUX, 2011).

As razdes para a maior viruléncia e competitividade dos isolados de Mtb
Beijing modernos nao foram totalmente explicadas por marcadores genéticos
tradicionais, por isso evoluimos para analise por sequenciamento genémico.
Inicialmente, escolhemos dois isolados que representavam Mitb Beijing
circulantes em S&o Paulo, por apresentarem diferentes padrées de viruléncia
em avaliagdo em macrofagos THP-1. Foram selecionados os isolados ZT272 e
5351 que representavam as sublinhagens ancestral e moderna,
respectivamente. Com relagdo aos dados obtidos, foi observado um maior
tamanho gendémico e um maior numero de orfs no isolado moderno. Este
resultado é contraditério com o esperado, ja que o processo de redugao do
genoma € um tema recorrente na evolugcdo das espécies de micobactérias (
STINEAR, 2008). Partindo desse conhecimento prévio um maior genoma era
esperado no isolado ancestral. Com isso, maiores estudos observando essa
diferenga de tamanho genémico entre as sublinhages devem ser realizados.
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Além disso, avaliamos também a presenga e a auséncia de 88 genes
associados com viruléncia no isolado H37Rv, informagdes disponiveis no
banco de dados “Virulence Factores of pathogenic Bacteria’
http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm (CHEN, 2015). Observamos que entre os
dois isolados avaliados, o pertencente a sublinhagem ancestral apresentou
auséncia de cinco genes associados com viruléncia (plcD, esxM, esxN, espB
and Rv3879) (capitulo 3). Esses genes estdo envolvidos com sistemas
importantes que conferem viruléncia em Mtb. O gene plcD esta envolvido com
a sintese de fosfolipase C que desempenha um papel importante na infecdo do
hospedeiro. Em Mtb a interrupcédo desse gene prejudica a capacidade da
micobactéria se multiplicar nos pulmbdes e no baco. Este fendtipo foi mais
evidente apds a fase aguda da infecgédo, o que sugere que fosfolipases C séo
importantes durante a infec¢ao persistente (RAYNAUD, 2002). Os genes esxM
e esxN fazem parte de um sistema de secre¢cdao chamado ESX-5, que esta
envolvido em manter a integridade da parede celular, porém a inativagao
desses genes nao demonstrou atenuacédo em Mtb, em crescimento in vivo,
sendo indiferente a auséncia destes genes em ancestrais (BOTTAI, 2012). O
gene espB e Rv3879 estdo envolvidos na sintese de substratos necessario
para a sintese da proteina EspB. Esta enzima estd envolvida com o
crescimento dentro do macréfago, a interrupgdo desses genes causou
atenuacao da viruléncia in vivo. Verificou-se também que substratos fazem
contribui¢des distintas, e potencialmente aditivas, a viruléncia. (MCLAUGHLIN,
2007).

Com o objetivo de verificar se estas diferengas entre a presenca e
auséncia de genes e de SNPs observados nas duas cepas podem ser
generalizadas, analisamos o genoma de outras 9 cepas, incluindo os isolado
Mtb Beijing circulante no Brasil, em Mogambique e o isolado 1471 Mtb Beijing
da Russia pertencentes ao cluster BO/W148. Sendo assim, ao todo avaliamos
quatro isolados ancestrais e sete isolados modernos, que tiveram
anteriormente seu grau de viruléncia estabelecida em macréfagos THP-1 ou
em camundongo C5BL/6. Algumas observacgoes feitas no estudo anterior foram
reforcadas nesta anadlise preliminar, um maior tamanho gendmico entre os
isolados modernos também foi verificado por sequenciamento total. Através de
uma comparagédo genémica com a cepa H37Rv, os isolados pertencentes as
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duas sublinhagens ndo demonstraram diferenca significativa entre SNPs, n&o
tendo sido observada uma mudanga de aminoacidos em genes associados a
viruléncia, como no estudo anterior (Gomes e colaboradores dados em
preparagao).

Devido a possibilidade de existir uma maior variabilidade de genes por
todo o complexo Mtb em comparagao com a H37Rv, estendemos a avaliacao
entre a presencga e auséncia de 132 genes associados com viruléncia dentro do
complexo Mtb, disponibilizado pelo banco de dados “virulence factors of
pathogenic bacteria” (CHEN, 2015). Resultados demonstraram a variagéo de
12 genes envolvidos com viruléncia entre as duas sublinhagens, em que a
sublinhagem moderna apresentou maior numero destes genes presentes em
relacdo a linhagem ancestral (Capitulo 3). As diferengcas gendmicas
encontradas com a auséncia de genes relacionados com viruléncia seriam uma
possivel explicagao as caracteristicas fenotipicas atenuadas observadas in vivo

e in vitro associadas com fatores de viruléncia.

A maior presencga de genes envolvidos com viruléncia em isolados Mtb
Beijing moderno é algo inesperado. Estudo a partir de dados gendémicos
descreveram eventos de transferéncia horizontal de genes (HGT), que
evidenciaram aumento de genes relacionados com melhor adaptagdo em
condi¢des anaerdbicas e maior crescimento em macréfagos e em infecgao em
modelo animal (VEYRIER, 2009), esses eventos poderiam estar associados
em alguns casos aos nossos dados. Outra possibilidade seriam gargalos
evolutivos que a linhagem Beijing poderia ter sofrido ao longo do tempo,

sofrendo assim variagées de genes na sua composi¢ao genémica.

Devido a associacdao da familia Beijing com resisténcia a drogas,
avaliamos também a presenga e auséncia de 76 genes associados com
resisténcia, indicados pelo o banco de dados Patric “Drug banck”(WATTAN,
2014). Observamos que trés genes estavam menos frequentes em isolados de
sublinhagem ancestral, demonstrando possivel susceptibilidade por esses
isolados. Além disso, isolados da sublinhagem moderna apresentaram maior
numero de SNPs descritos por conferir resisténcia drogas de segunda linha

como a Kanamicina (FARHAT, 2013), sugerindo provavel resisténcia em caso
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de falha do tratamento de primeira linha ou diante de tratamentos inadequados
(Capitulo 3).

Estudos anteriores sugeriram que a correlagdo com resisténcia a
antibioticos na familia M. tuberculosis Beijing estaria associada com alterag¢des
em mecanismos de reparacdo do DNA, causados por mutacdes presentes na
linhagem moderna em trés genes mutantes putativos, sendo mutT2, mutT4 e
ogt (RAD, 2003). Esta observacao foi recentemente confirmada por Ford et al.
(2013), que apontou que a correlagdo entre o gendtipo Beijing e resisténcia
poderia realmente ser explicada por uma frequéncia de mutacdo superior.
Entretanto, nenhuma diferenga quantitativa para nos genes mutT2, mutT4 e ogt
foi demonstrada em recente estudo protedmico, sugerindo que mudangas pos-
traducionais e ndo a quantidade de proteinas sao importantes para o
mecanismo de reparo de DNA Mitb Beijing (KEIJZER, 2014).

Muito tem se falado nos papéis das bombas de efluxo, que sdo capazes
de transportar antibiéticos entre a parede celular, causando também resisténcia
antimicrobiana. Poucos trabalhos avaliaram esse fator de resisténcia no
gendtipo Beijing, porém a avaliagdo em trés genes (Rv1634, Rv1747, e whiB7)
envolvidos com bombas de efluxo, apresentaram expressdo génica aumentada
apos exposicdo a Rifampicina durante 24 horas (LOUW,2011). Contudo,
somente a presenga de bombas de efluxos ndo foram capazes de conferir
sozinhas resisténcias aos antibioticos (KEIJZER, 2014). Sendo assim, estudos
mais esclarecedores associados com resisténcia a antibioticos, dentro desse
genotipo devem ser desenvolvidos, em que se deve levar em consideragao nao
apenas SNPs, mutagdes e insergdes, analise protedmica, bombas de efluxos e

transportadores, mas todos os fatores do contexto em conjunto.

Neste trabalho, através de desenvolvimento tecnologico e
computacional, foi possivel apontar que fatores de viruléncia aumentados
provavelmente estariam contribuindo para o maior sucesso da linhagem Beijing
moderna dentro do complexo Mtb ao longo do tempo, descrevendo de forma
precursora o comportamento de isolados Mtb Beijing clinicos circulantes no
Brasil e em Mocambique. Apds esse estudo, sabemos que no Brasil a maior
prevaléncia €& pertencente a sublinhagem ancestral que demonstraram ser

menos virulentas in vitro e in vivo, contudo ndo podemos negligenciar a
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sublinhagem moderna circulante no pais que apresentaram niveis de viruléncia
comparaveis ao isolado russo Mtb Beijing pertencente ao cluster BOAWW148,

portanto o controle da transmissédo dessa familia deve ser mantida.

A principal limitagdo desse estudo é o fato de nao existir estudo
retrospectivo associado com severidade clinica em pacientes possibilitando
assim a extensdo das informagdes obtidas por experimento in vitro e in vivo
para os humanos. Além disso, estudos protebmicos e experimentos
relacionados com recombinantes devem ser futuramente avaliados
principalmente em genes que apresentaram auséncia ou mutagdes que
possivelmente causariam uma mudanga na viruléncia da micobactéria. Dados
obtidos nesse trabalho associado com resisténcia e viruléncia a partir do
sequenciamento genémico, provavelmente contribuirdo com novas conclusdes
relacionadas com evolugédo da micobactéria, melhor dispersao, patogenicidade,
e no desenvolvimento e administracédo de novos farmacos na familia Beijing e

outras micobactérias do complexo.
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CONCLUSOES

4-Conclusodes

A avaliagdo de 26 isolados Mib Beijing pelos marcadores moleculares
capazes de diferenciar a sublinhagem ancestral e moderna demonstrou que
62,5% dos isolados circulantes no Brasil pertenciam a sublinhagem ancestral,
entretanto 53% dos isolados provenientes de Mogambique e o isolado 1471

russo pertenciam a sublinhagem moderna.

A Caracterizacdo de perfis pela técnica MIRU-VNTR 12 Joci foi insuficiente
para diferenciar Mtb Beijing, havendo a necessidade de analisar essa familia
por 24 loci. O MIRU-VNTR 24 loci apresentou alto poder discriminatorio
HGDI=0,997, demonstrando ser um eficiente método epidemioldgico e

filogenético para esta familia.

A analise dos fatores de viruléncia in vitro e in vivo, demostraram de maneira
geral que a sublinhagem moderna apresentou mais fatores associados com
viruléncia que a sublinhagem ancestral. A sublinhagem moderna apresentou
maior crescimento intracelular e maior indugdo de necrose em macrofagos
THP-1 (P <0.01). Em experimentos em camundongos C5BL/6, 75% dos
isolados dessa mesma sublinhagem levou a menor viabilidade com diferenca
significativa maxima de P <0,05 e a uma patologia pulmonar mais severa,
apresentando pulmdes com nodulos inflamatérios de 1.3 a 2.0 mais pesados

que os pulmdes infectados por isolados ancestrais (P <0.05).

O sequenciamento genémico de dois isolados Mtb Beijing ancestral/ moderno
revelou que entre 88 genes associados com viruléncia em H37Ryv, trés genes
estavam ausentes em ambos isolados, porém o isolado ancestral possuia
outros dois genes deletados. Além disso, avaliagao de SNPs demonstrou que
0 genoma moderno esta mais distante da H37Rv que o ancestral em relagao
aos genes de viruléncia. Esses dois fatores possivelmente sdo responsaveis
pela diferenga de viruléncia demonstrada in vivo e in vitro nas sublinhagens

ancestral e moderna.
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