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Resumo

Mycobacterium leprae é uma bactéria patogénica e agente etioldgico da hanseniase, en-
fermidade que incide principalmente em paises subdesenvolvidos. O estudo desse micro-
organismo nao ¢ trivial pois o mesmo nao cresce em meios de cultura tradicionais, contudo,
abordagens independentes de cultura baseadas no gene rRNA 16S podem ser usadas para o
estudo comunidades microbianas. E sabido que existem vieses relacionados & amplificacio e
classificagdo taxonomica nessas abordagens, dessa forma, este trabalho tem como objetivo
definir um pipeline que possibilite o estudo de M. leprae em microbiomas. A metodologia
foi dividida em quatro etapas. Primeiro foi feita uma pré-selecao de iniciadores e seus
respectivos amplicons simulados de M. leprae que permitiram a classificagao taxonomica
até nivel de espécie desse organismo. A segunda andlise avaliou a capacidade de ampli-
ficagao dos iniciadores selecionados. A terceira etapa foi a avaliagdo da sensibilidade na
classificagdo taxonomica de comunidades microbianas simuladas e, por fim, um modelo de
regressao logistica foi utilizado para identificar as regioes hipervariaveis mais informativas
do rRNA 16S desse organismo. Apenas amplicons de iniciadores que cobriram as regides
V1-V2, V2-V3 e V6 de M. leprae puderam ser classificados até nivel de espécie. No entanto,
os iniciadores que flanqueiam V6 geraram amplicons que apresentaram maior sensibilidade
na classificacdo de M. leprae das comunidades simuladas e possibilitaram a classificacao de
mais taxons que os demais. A regressao logistica corroborou com os resultados, mostrando
que as regioes V1, V2 e V6 sdo as mais informativas no rRNA 16S desse organismo. Com
base nos resultados, foi possivel chegar em algumas recomendacoes para a classificacao de
M. leprae em microbiomas, sendo sugerido o uso de iniciadores que flanqueiam a regiao
V6, o uso bancos de dados de referéncia Silva e a classificacdo taxonomica a partir da
defini¢ao de OTUs a 97% de similaridade.

Palavras-chave: bioinformética. metagenomica. hanseniase.






Abstract

Mycobacterium leprae is a pathogenic bacteria and the etiologic agent of leprosy, disease
which affects mainly underdeveloped countries. The study of this microorganism is not
trivial because it does not grow in traditional culture media; however, culture-independent
approaches based on rRNA 16S gene can be used to study microbial communities. It is
known that there are biases related to the amplification and taxonomic classification in
these approaches; thus, the objective of this work was to define a pipeline which allows
the study of M. leprae in microbiomes. The methods were divided into four parts. First
was made a pre-selection of primers and its respective simulated amplicons of M. leprae
that allowed the taxonomic classification at species level of this organism. The second
analysis evaluated the amplification capacity of the selected primers. The third step was
the evaluation of the sensitivity of the taxonomic classification of mock communities and,
lastly, a logistic regression model was used to identify the most informative hypervariable
regions of the 16S rRNA for M. leprae. Only amplicons of primers that covered the
regions V1-V2, V2-V3 and V6 of M. leprae could be classified at species level. Though,
primers which flank V6 regions generated amplicons that showed higher sensitivity in the
classification of M. leprae from the mock communities and allowed the classification of
more taxa than the others. Logistic regression corroborated with the results, showing that
regions V1, V2 and V6 are the most informative in this organism 16S rRNA. Based on
the results, were possible to reach in some recommendations for the classification of M.
leprae in microbiomes, being suggested the use of primers for V6 region, Silva reference

database and taxonomic classification using 97% similarity OTUs.

Keywords: bioinformatics. metagenomics. leprosy.
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1 Introducao

1.1  Mycobacterium leprae

Mycobacterium leprae' é uma bactéria gram-positiva e agente causador da han-
seniase, mal de Hansen ou lepra. Esse organismo foi descoberto pelo médico noruegués
Gerhard Armauer Hansen, tendo sido o primeiro microrganismo patogénico a ser descrito
(HANSEN, 1874). A descoberta quebrou o paradigma relacionado a hereditariedade da
doenga no século XIX, fato que era inquestionavel até entao (BECHLER, 2012).

Apesar de ter sido primeira bactéria patogénica a ser identificada, o histérico da
doenca é de conhecimento muito anterior. A hanseniase é uma doenca citada desde os
tempos biblicos, possuindo registros de casos datados com mais de 3 mil anos. Sua origem
geografica ainda nao é muito clara, ja que nao se sabe se a doenca se originou no continente
asiatico ou africano. Acredita-se que a hanseniase tenha sido introduzida na Europa pela
India através das tropas de Alexandre, o grande, em 300 a.C., e, presume-se que sua

introducao nas Américas tenha ocorrido a partir da colonizacao francesa nos Estados
Unidos, e da espanhola e portuguesa na América do Sul (LASTORIA; ABREU, 2014).

E uma doenca infecciosa cronica que afeta principalmente o sistema nervoso
periférico e a pele, além de outros tecidos como o sistema reticuloendotelial, ossos e
articulagoes. Seus sinais clinicos sao variados, ocorrendo na forma de poucas lesoes até
casos mais generalizados. Desde os anos 60, a classificacao da doenca se baseia em caracteres
clinicos, histopatoldgicos, na carga bacterial e grau de resposta imune celular. Porém, a
partir de 1982, para fins de tratamento através da terapia multidroga (MDT), a classificagao
da doenca foi simplificada em dois grupos pela Organizacao Mundial de Satide (OMS).
De acordo com um indice baseado na carga bacteriana, a infec¢ao foi classificada como
Paucibacilar (PB) ou Multibacilar (MB) (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).

Além do tratamento convencional com a terapia multidroga, novos métodos vem
sendo desenvolvidos com base em melhoramentos na MDT, assim como a criagdo de novas
drogas. A busca pela vacina como arma para prevencao da hanseniase também esta sendo
estudada, porém ainda nao foi estabelecido nenhum método definitivo até os dias de hoje.

Dessa forma, hoje o padrao ouro para tratamento da hanseniase continua sendo a terapia
multidroga desenvolvida pela Organizacao Mundial da Satde (KAR; GUPTA, 2015).

Muito embora tenha havido uma grande diminui¢ao de novos casos da doencga a
partir da introducao da terapia multidroga em meados dos anos 1980, atualmente, paises

subdesenvolvidos ainda tem registrado milhares de novos casos (WHO, 2016). Em 2015, o

L <http://www.ncbinlm.nih.gov/Taxonomy/Browser /wwwtax.cgi?id=1769>
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nimero acumulado de novos casos na India, Brasil e Indonésia representaram mais de 80%

dos novos casos no mundo (= 170 mil) (ver Figura 1).

Figura 1 — Grafico da distribuicao geografica dos novos casos da hanseniase em 2015,
segmentado por pais.

Paises reportando < 1000 casos
(10 766 [5%])

Brasil: 26 395 [13%]
Paises reportando entre 1000 e
10 000 casos (29 609 [14%])

Indonésia: 17 202 [8%]

\— india: 127 326 [60%)]

Fonte: modificado de WHO (2016)

Sabe-se que o estudo de M. leprae é bastante atribulado pois o bacilo nao cresce em
meios de cultura tradicionais. E comum o cultivo em tecidos vivos como os de camundongos
e tatus, mas ainda assim é um processo muito laborioso, extremamente demorado e restrito
(TRUMAN; KRAHENBUHL, 2001). Um trabalho recente mostrou que M. leprae apresenta
um tipo de crescimento muito atipico pois nao acontece de forma exponencial (AMAKO
et al., 2016).

O genoma de M. leprae sugere que seu crescimento extremamente lento tem
relagdo com o grande niimero de pseudogenes e genoma reduzido em compara¢do com o
genoma de Mycobacterium tuberculosis. Mais precisamente, apenas 49,5% do genoma de
M. leprae contém genes codificadores de proteinas. Os demais 27% foram identificados
como pseudogenes e os 23,5% restantes estao possivelmente ligados a funcoes regulatorias,
entre outras. Esse tipo de evolugao redutiva normalmente ¢é vista em parasitos obrigatorios
e endossimbiontes ja que diversas fungoes vao se inativando durante a evolucao pois ocorre
um afunilamento e simplificagdo das necessidades metabdlicas (COLE; EIGLMEIER;
PARKHILL, 2001).

O diagnéstico da hanseniase é comumente baseado em sintomas e sinais clinicos. Em
um pais ou regiao endémica um individuo deve ser considerado doente caso possua lesoes
na pele com perda definida da sensibilidade, apresentando, ou nao, espessamento aparente

dos nervos. Outra forma ¢é a identificacdo dos bacilos apds coloracao do esfregago da pele
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através de métodos especificos (WHO, 2017). Como M. leprae nao pode ser cultivada
in wvitro, o uso do microscépio 6tico continua sendo a ferramenta de diagnostico padrao.
A partir do esfregaco de tecido ou bidpsia de células em suspensao, uma vez espalhadas
na lamina, sdo coradas com o método Ziehl-Neelsen. Os bacilos adquirem uma coloragao
magenta sobre um fundo azul (REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). Um exemplo do

método pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 — Fotografia de esfregaco cutdneo mostrando os bacilos de M. leprae.

Método de coloragao Ziehl-Neelsen modificado (x1000). Fonte: Kumaran et al. (2015)

A infecg¢@o nao necessariamente leva a algum sintoma ou lesao. Na verdade, acredita-
se que M. leprae ndo é uma bactéria muito patogénica e que a maioria das infec¢gbes nao
resultam em sintomas. Contudo, é considerada altamente infecciosa tendo o sistema
respiratério como a principal via de entrada e saida do patégeno (VISSCHEDIJK et al.,
2000).

Dados genomicos vem sendo utilizados para o desenvolvimento de métodos de
deteccao de M. leprae baseados na amplificacao por PCR de uma regiao especifica do
gene marcador rRNA 16S (LAVANIA et al., 2008). Genes marcadores, tal como o rRNA
16S, podem ser utilizados como alvo para a identificacdo da presenca de M. leprae em
amostras ambientais de dgua e solo de regides endémicas (MOHANTY et al., 2016).
Todavia, apesar desses métodos de deteccdo serem muito sensiveis, em comparagao com a
analise do esfregaco cuténeo de tecido humano (ARUNAGIRI et al., 2017; SIWAKOTI et
al., 2016), utilizar a PCR para amplificar apenas o gene de uma tinica espécie como alvo

nao possibilita a caracterizacao de comunidades microbianas como um todo.
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1.2 Metagenbmica

A cultura in wvitro, na maioria das vezes, é o primeiro passo utilizado para o
estudo de novos microrganismos. Infelizmente os métodos padroes de cultivo conseguem
caracterizar a minoria dos organismos presentes no ambiente mantendo a vasta maioria
fora do alcance dessas abordagens. Mesmo com os avangos na microbiologia classica no
cultivo in vitro de microrganismos, métodos moleculares vem se tornando indispensaveis
para o estudo de centenas de milhares de espécies microbianas (RAVIN; MARDANOV:;
SKRYABIN, 2015).

As primeiras tecnologias de sequenciamento surgiram por volta dos anos 1970,
transformando a biologia. De fato, o grande avanco no sequenciamento de DNA veio a
partir do desenvolvimento das tecnologias chamadas de Sequenciadores de Nova Geragao
(NGS). Essas tecnologias, que, devido suas reagoes de sequenciamento em paralelo, che-
garam ao mercado produzindo quantidades de dados muito superiores (high throughput)
e numa velocidade extremamente maior que as tecnologias antecessoras. Além de todo
esse progresso, o preco do sequenciamento caiu muito rapidamente chegando, em 2014, em
torno de $1000 por genoma (DIJK et al., 2014).

Os sequenciadores NGS favoreceram os estudos genoémicos em geral, incluindo
também estudos de microbiomas, ou seja, o estudo de genomas presentes dentro de
amostras ambientais. Um notavel estudo nos primérdios da metagenomica se deu em 2004,
quando Venter et al. sequenciaram amostras do Mar dos Sargacos através do método Whole-
genome shotgun sequencing (WGS) e puderam identificar o contetido génico e diversidade
microbiana desse ambiente aquatico. Nessa época foi possivel gerar ~1.5 Gb de sequéncias
de DNA| e reads com média de 818 pares de base de comprimento (VENTER et al.,
2004). Pouco adiante, outros trabalhos foram desenvolvidos caracterizando a diversidade
taxonomica e funcional de alguns ambientes aquéaticos e terrestres (TYSON et al., 2004;
TRINGE et al., 2005), além do microbioma do sistema digestivo humano que comegava a

ser estudado através da metagendmica (GILL et al., 2006).

As abordagens de metagenomica sao utilizadas na ecologia microbiana pois possibi-
litam um estudo mais profundo das comunidades de microrganismos. Essas metodologia se
sustentam principalmente a partir do sequenciamento do DNA total do ambiente Whole-
genome shotgun sequencing (WGS) e/ou a partir do sequenciamento de genes marcadores
(HIRAOKA; YANG; IWASAKI, 2016). Essas abordagens muitas vezes sao utilizadas em
conjunto pois permitem a mais completa reconstrucao dos genomas. O sequenciamento do
genoma total WGS necessita da montagem das reads em contigs, fragmentos menores em
maiores, para possibilitar a classificacdo taxonomica e a predi¢ao génica dos genes desco-
bertos nas amostras sequenciadas. Por outro lado, o sequenciamento de genes marcadores

permite uma visao do perfil taxondmico e funcional a partir de regioes alvo especificas no

genoma de cada organismo (RAVIN; MARDANOV; SKRYABIN, 2015) (ver Figura 3).
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Figura 3 — Esquema mostrando as abordagens metagendémicas na ecologia microbiana.
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1.3 O rRNA 16S como gene marcador

O desenvolvimento da técnica da cadeia de reacao da polimerase (PCR), os avangos

na tecnologia de sequenciamento do DNA e uso do gene rRNA 16S como um marcador

taxonomico tem possibilitado a identificacao genética de Bacteria e Archaea presentes em

amostras ambientais. O gene rRNA 16S, assim como outros genes marcadores possibilitaram
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tanto identificar micrébios por similaridade entre sequéncias, tal como agrupa-los num
contexto filogenético. Esses avancos permitiram identificar, inclusive, filos inteiros que nao
possuem representantes cultivaveis (GARZA; DUTILH, 2015). Além do mais, foi visto que
arvores filogenéticas criadas a partir de sequéncias de rRNA 16S se assemelhavam muito
aquelas criadas com base no contetdo génico total (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005).

Existem algumas caracteristicas que fazem com que o rRNA 16S seja um bom
marcador taxondémico. A primeira é o fato dele ser um gene housekeeping, o que confere
alta conservagao em sua sequéncia de nucleotideos (GRAY; SANKOFF; CEDERGREN,
1984). A alta conservacao permite o desenho de iniciadores (primers) “universais” que se
ligam em uma ampla gama de organismos que possuem o gene rRNA 16S. Outro aspecto
importante ¢ que as regioes conservadas flanqueiam regioes que possuem alta variabilidade,
conhecidas como regioes hipervariaveis. Sao essas regides que conferem as peculiaridades
dos grupos de organismos distintos, podendo ser utilizadas como identidades taxonomicas.
Ao todo sao 9 regioes hipervariaveis denotadas de V1 até V9, segundo Chakravorty et al.

(2007), que podem ser vistas pela figura 4.

Figura 4 — Representagao da estrutura do gene rRNA 16S e suas regioes hipervariaveis.
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As nove regioes hipervariaveis do gene cobrem as posigoes 69-99, 137-242, 433-497, 576-682,
822-879, 986-1043, 1117-1173, 1243-1294 e 1435-1465, V1 até V9 respectivamente. As
posigoes sao baseadas na sequéncia do gene de rRNA 16S de E. coli (BROSIUS et al.,
1978).

E muito comum que a classificacio taxondmica das sequéncias de DNA em amostras
de metagendmica seja feita a partir de agrupamento, ou clustering, das sequéncias em
Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs). Esse conceito, a principio, foi criado para se
tratar do "taxa de menor nivel em um estudo qualquer"(SNEATH; SOKAL et al., 1973),
ou seja, essa unidade pode ser qualquer nivel taxonoémico. Hoje em dia, esse conceito
¢é utilizado para se tratar de agrupamentos de sequéncias proximamente relacionadas a
partir de um limiar de similaridade, ndo necessariamente se referindo ou representando

diretamente um taxon especifico.

Existem duas abordagens metodolégicas para a caracterizacao de comunidades
microbianas a partir do sequenciamento de DNA. A primeira compreende os métodos
dependentes de taxonomias anotadas em bancos de dados, onde taxonomias de referéncia
sao atribuidas as sequéncias. O segundo método é baseado na definicao de OTUs, que

geralmente parte da utilizacao de uma matriz de distancias com um limiar de similari-
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dade entre as sequéncias. A grande vantagem do uso de OTUs é a nao necessidade do
conhecimento prévio das taxonomias em bancos de dados de referéncias, permitindo o
agrupamento de sequéncias desconhecidas e portanto facilitando a descoberta de novos
taxons (CHEN et al., 2013).

Diversos pipelines que facilitam a analise de dados brutos de sequenciamento até
a obtencdo de genomas e perfis taxondémicos estao disponiveis. Como exemplo temos as
ferramentas QIIME (CAPORASO et al., 2010), MOTHUR (SCHLOSS et al., 2009) e
USEARCH (EDGAR, 2010). Elas sdo normalmente customizaveis e, como exemplo, temos
o pipeline QIIME que possibilita desde a definicao das OTUs com diferentes métodos de
clusterizacao. A atribuicao taxonomica das OTUs encontradas pode ser inferida a partir de
bancos de dados de OTUs de referéncia que sao também totalmente arbitrarios conforme

quem esta analisando os dados.

E sabido que existem alguns vieses relacionados a métodos metagendmicos baseados
em genes marcadores. Esses estao principalmente relacionadas aos métodos de extragao,
amplificagdo do DNA e classificagdo taxonomica (BROOKS et al., 2015; FOUHY et
al., 2016). Um problema comum na classificacdo taxonomica estd relacionado com a
amplificacao de regioes hipervariaveis do rRNA 16S que nao contém identidade o suficiente
para separar grupos de sequéncias de taxons diferentes. Foi sugerido que a regiao V2 parece
ser a melhor regiao para separar organismos do género Mycobacterium (CHAKRAVORTY
et al., 2007), no entanto, ainda ndo existe nenhum estudo direcionado a classificagao de M.

leprae em abordagens metagendémicas.

Em um cenario ideal a sequéncia completa do rRNA 16S deveria ser sequenciada
para cobrir todas as regioes hipervariaveis desse gene, que tem em média 1500 pares de
base. Tecnologias de sequenciamento de reads longos (/~ 5 mil pares de base), ja estao
sendo desenvolvidas e estao cada vez mais proximas de substituir as atuais lideres de
mercado que produzem reads curtos. No entanto, elas ainda tem uma alta taxa de erro
e o custo de sequenciamento nao é competitivo. Por isso, a fabricante Illumina ainda
se mantém lider com 65% da fatia de mercado, seguida pela Ton Torrent com 25% e o
restante fica com as tecnologias de reads longos como a PacBio, mas também com outras
tecnologias como a 454 Life Science e outros fabricantes mais antigos (STEINBOCK;
RADENOVIC, 2015). Como atualmente os sequenciadores MiSeq da Illumina produzem
fragmentos em par de até 2x 300 pares de base?, esse trabalho serd limitado ao alcance

maximo dessa tecnologia em relagdo ao tamanho de fragmento sequenciado.

Com a evidente necessidade do estudo de M. leprae, as abordagens promissoras de
metagenodmica baseadas em genes marcadores e os vieses relacionados aos mesmos, esse
trabalho visa a selecao de iniciadores e bancos de dados de referéncia para a definicdo de um

pipeline sélido que possibilite futuros estudos de M. leprae em comunidades microbianas

2 <https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseq.html>


https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseq.html
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ambientais a partir da analise de sequéncias do gene marcador rRNA 16S.

1.4 Conceitos Fundamentais

Comunidade microbiana simulada

Uma comunidade microbiana simulada, ou Mock Community, é composta por
um conjunto de organismos de abundancia e taxonomia conhecidas. Sao muitas vezes
construidas com a finalidade da avaliacao de ferramentas de bioinformatica voltadas
para estudos de microbiomas. O consércio Human Microbiome Project desenvolveu uma
comunidade simulada devido a grande necessidade de padronizacao e benchmarking dos
métodos de caracterizacao de microbiomas a partir de 16S rRNA. Uma comunidade
microbiana simulada de 21 microrganismos do corpo humano foi desenvolvida antes do
estabelecimento do protocolo oficial do consoércio para a tecnologia de sequenciamento
454 FLX Titanium (HMP 16S 454 protocol) (GROUP et al., 2012). Outros exemplos
de comunidades microbianas simuladas sao a mockrobiota® que disponibiliza diversos
conjuntos de dados simulados de Bacteria, Archaea e Eukarya (BOKULICH et al., 2016),
e também a MBARC-26 (Mock Bacteria Archaea Community) que é uma comunidade
diversa de 26 organismos que também disponibiliza dados de sequenciamento [llumina e
PacBio (sequenciadores de nova geragao) (SINGER et al., 2016).

Bancos de dados do gene 16S rRNA

Os bancos de dados biologicos foram criados como elementos-chave para que os
computadores manuseassem, analisassem e armazenassem dados de sequéncias e estruturas
moleculares (ATTWOOD et al., 2011). Eles sao convencionalmente divididos em dois
grupos: priméarios e secundarios. Os bancos de dados primérios sdo aqueles que armazenam
dados experimentais coletados por pesquisadores, como exemplo temos o GenBank* e o
Protein Data Bank (PDB)®. Os bancos secunddrios representam aqueles que armazenam
dados curados através do resultado de analises, processamento e interpretacao de dados,

geralmente, oriundos de bancos de dados primérios (ZOU et al., 2015).

Entre os bancos de dados secundarios, existem os bancos de dados da sequéncia do
gene da subunidade ribossomal menor, que incluem as sequéncias do gene da subunidade
16S. Atualmente, os principais bancos de dados de sequéncias do gene 16S rRNA disponiveis
sdo o Ribosomal Data Project (RDP) (COLE et al., 2009), GreenGenes (MCDONALD et
al., 2012) e Silva (YILMAZ et al., 2013). E possivel ver como a quantidade de sequéncias

depositadas nos bancos de dados de rRNA tem crescido a cada ano (ver Figura 5).

3
4

<http://mockrobiota.caporasolab.us/]>
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank />
5 <http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do>


http://mockrobiota.caporasolab.us/]
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Figura 5 — Grafico do crescimento dos bancos de dados de sequéncias do gene referente a
subunidade ribossomal menor (RDP II & SILVA).
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Fonte: Disponivel em <https://www.arb-silva.de/documentation/release-128 />


https://www.arb-silva.de/documentation/release-128/
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2 Objetivos

2.1

2.2

Objetivo Geral

Estabelecer um pipeline para andlises de metagendémica baseadas no gene marcador
rRNA 16S que possibilite a caracterizacao do perfil taxonémico de microbiomas,

incluindo a identificagao de M. leprae.

Objetivos Especificos

Selecionar iniciadores e bancos de dados de referéncia que possibilitem a classificacao

taxonomica de amplicons de M. leprae até nivel de espécie.

Avaliar os candidatos selecionados com base na cobertura da amplificagdo do banco
de dados Silva.

Avaliar os candidatos selecionados com base na sensibilidade da classificacao das

reads de comunidades microbianas simuladas.
Identificar as regides hipervariaveis mais informativas do rRNA 16S de M. leprae

Recomendar iniciadores, bancos de dados de referéncia de OTUs e outros requisitos

para o pipeline.
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3 Meétodos

O desenho experimental desse trabalho foi dividido em quatro partes. A primeira
parte consiste na pré-selecao de iniciadores e seus respectivos amplicons simulados que
possibilitam a classificagdo taxondémica em nivel de espécie do organismo M. leprae,
baseando-se na amplificagao de diferentes regives do gene rRNA 16S. A segunda parte
compreende a avaliacao dos iniciadores selecionados no passo anterior com base na eficiéncia
da amplificagdo em um banco de dados referéncia. A terceira parte consiste na anélise
da sensibilidade na classificacdo taxonémica usando comunidades microbianas simuladas.
Uma visao geral das trés primeiras partes pode ser vista através da Figura 6. A quarta
parte se trata da identificacdo das regides hipervariaveis mais informativas do gene de

rRNA 16S de M. leprae através de regressao logistica.

Todos os arquivos e scripts desenvolvidos para a execucao desse trabalho, e que

serao citados a seguir, estao disponfveis com os mesmos nomes no repositério GITHUB!.

L <https://github.com/felipeborim789 /m__leprae>


https://github.com/felipeborim789/m_leprae

Figura 6 — Fluxograma sistematizando as trés primeiras partes da metodologia.
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3.1 Pré-selecao dos candidatos

Um conjunto de 44 iniciadores (22 forward e 22 reverse) foram coletados de uma
colecao disponivel na literatura. A construcao dessa colecao de iniciadores foi feita a
partir de uma busca na literatura de trabalhos que traziam experimentagao dos mesmos.
Posteriormente, todos os iniciadores escolhidos foram alinhados a conjuntos de dados
construidos a partir do banco de dados GreenGenes (versao 11 de marco 2011). Sendo
esses conjuntos de dados representacoes de diversos ambientes, entre eles o microbioma
intestinal humano, oceano, corais, solo, entre outros. Todos os iniciadores que nao cobriram
o minimo de 40% de pelo menos um desses conjuntos de dados foram descartados. Grande
parte dos descartes estavam relacionados a iniciadores especificos de Archeae ou que por
algum motivo eram complementares a uma pequena fragao das sequéncias (SOERGEL et
al., 2012). Todos os iniciadores utilizados e suas respectivas sequéncias estao disponiveis

no Apéndice A.

As sequéncias do gene TRNA 16S de M. leprae que foram escolhidas para essa
primeira etapa sdo todas as oito sequéncias disponiveis no banco de dados Silva 128 SSU
Ref?. O banco de dados Silva ¢ um banco de dados curado de sequéncias de 16S TRNA
onde todas as sequéncias disponiveis na versao SSU Ref possuem tamanho minimo de
1200 nucleotideos para Bacteria e Eukarya e minimo de 900 nucleotideos para Archaea,

além de possuir filtragem por outros critérios de qualidade (QUAST et al., 2013).

PCR in silico

Para avaliar se os iniciadores selecionados poderiam amplificar as sequéncias de M.
leprae, a reagao da cadeia polimerase (PCR) foi simulada in silico através da ferramenta
USEARCH (EDGAR, 2010). Essa ferramenta foi escolhida porque trabalha com degenera-
¢ao dos iniciadores, em contraste com ferramentas baseadas em BLAST que durante o
alinhamento de uma base degenerada com qualquer outra, reconhece esse alinhamento
como mismatch. Isso foi constatado quando, a priori, a ferramenta Simulate  PCR havia
sido testada para esse trabalho (GARDNER; SLEZAK, 2014).

A fim de testar todas as possiveis combinacoes de iniciadores, foi desenvolvido um
script em Perl (search_pcer_mleprae.pl) que recebe como entrada um arquivo FASTA com
todos os iniciadores e outro arquivo FASTA com as sequéncias de 16S de M. leprae. O
script entao utiliza um par de iniciadores por vez e executa a PCR in silico invocando
o USEARCH com a flag -search_ pcr. As outras opgoes definidas no USEARCH foram
o nimero maximo de mismatches permitidos de 2, tamanho minimo de nucleotideos nos

amplicons gerados de 30 e maximo de 550. Apo6s a amplificacdo, foram selecionados todos

2 Silva 128 SSU Ref <https://www.arb-silva.de/fileadmin/Silva_ databases/release_ 128 /Exports/Silva__
128 SSURef tax_ Silva.fasta.gz>


https://www.arb-silva.de/fileadmin/Silva_databases/release_128/Exports/Silva_128_SSURef_tax_Silva.fasta.gz
https://www.arb-silva.de/fileadmin/Silva_databases/release_128/Exports/Silva_128_SSURef_tax_Silva.fasta.gz
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os pares de iniciadores que geraram entre 7 a 8 amplicons, ou seja, que contemplaram pelo

menos 87.5% das sequéncias selecionadas.

Filtragem dos iniciadores por atributos quimicos

O primeiro atributo avaliado foi a temperatura de anelamento para cada par
de iniciadores. Como critério de filtragem foi utilizada a diferenca entre a temperatura
de anelamento dos pares. O descarte foi feito quando encontrada uma diferenca de
temperatura entre os pares superior a 5° C. A predicao da temperatura de anelamento
dos oligonucleotideos foi feita a partir da utilizacao da ferramenta oligotm, presente no
pacote de ferramentas para desenho de iniciadores Primer3 (UNTERGASSER et al.,
2012). Os pardmetros termodindmicos para o calculo de temperatura de anelamento e
a férmula de corregdo de sais especifica foram utilizados segundo Santal.ucia (1998),
conforme sugerido na ferramenta. A avaliacao da diferenca de temperatura e filtragem
foi feita utilizando um script em Perl (oligotm__check.pl) que recebe como entrada um
arquivo com os identificadores dos iniciadores, organizados em pares por linha, e outro

com o arquivo FASTA contendo todas as sequéncias dos iniciadores.

Como segunda filtragem dos iniciadores, foi feita a predicao de auto dimerizacao
entre cada combinagao de iniciadores através da ferramenta AutoDimer (VALLONE;
BUTLER, 2004) para descarte dos dimeros. Foi utilizada a versao web da ferramenta?.
Pelo fato dessa ferramenta nao estar disponivel em linha de comando, nao foi possivel

automatizar essa analise através de script.

Atribuicdo taxonomica dos amplicons

A atribuicao taxonomica foi feita para todos os amplicons originados pelos pares
de iniciadores que nao foram descartados nas etapas anteriores. Os amplicons gerados
na etapa da PCR in silico foram submetidos ao pipeline do QIIME (CAPORASO et al.,
2010).

Foi desenvolvido um script em Perl (qiime_mleprae.pl) que recebe como entrada
um arquivo com uma lista contendo os identificadores das amostras (cada produto da PCR
de cada par de iniciador) e uma pasta contendo cada arquivo FASTA correspondente aos
identificadores. Esse script foi construido para que cada grupo de sequéncias, considerados
como amostras independentes, fossem submetidos ao pipeline. Antes de executar o script, foi
necessario fazer a conversao das sequéncias que estavam no formato de RNA (A/U/C/G)
para DNA (A/T/C/G), tal conversao foi indispensavel visto que o Silva, origem das
sequéncias de rRNA 16S do primeiro passo desse trabalho, disponibiliza as sequéncias no
formato de RNA.

3 AutoDimer versdo web <https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/primerToolsPage.do>


https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/primerToolsPage.do
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Em sintese, o pipeline do QIIME utilizado nesse trabalho consistiu na defini¢ao
das OTUs através do algoritimo UCLUST (EDGAR, 2010) a partir de um banco de dados
de OTUs de referéncia e em seguida faz a atribuigao taxonémica dessas OTUs. Um limiar
de 97% de similaridade foi utilizado na definicdo das OTUs e também na classificacao
taxonomica. Os seis diferentes bancos de dados de referéncia de OTUs utilizados foram as
versoes do GreenGenes: gg  290ct2010, gg  6nov2010, gg 4feb2011 e as versoes do Silva:
111, 118 e 123. Apenas os bancos que continham OTUs com classificagao taxonomica até
nivel de espécie para o organismo de interesse foram utilizados, justificando a auséncia de
versoes mais recentes do banco de dados GreenGenes, que nao possuiam nenhuma OTU

de 97% com taxonomia “Mycobacterium leprae”.

Apés a classificacdo taxondomica, foram selecionadas todas as amostras com ta-
xonomia positiva para M. leprae e foram descartados todos os pares de iniciadores que
nao possibilitaram a classificacao até nivel de espécie para M. leprae em pelo menos um
dos bancos de dados de referéncia utilizados. Para a execucao dessa selegao, foi feita uma
busca do termo “Mycobacterium leprae” em todos os arquivos “table.txt”, um para cada

amostra.

3.2 Avaliacdo da amplificacao do banco de dados Silva

A PCR in silico foi utilizada através da ferramenta USEARCH, através da flag
search_ pcr, mas dessa vez com um numero maximo de mismatches permitidos de 3. Foi
construido um script em Perl (search per_silva.pl) que usa todas as combinagoes de

iniciadores selecionadas anteriormente e simula a amplificacdo do banco de dados Silva
128 SSU Ref NR 99 *.

A versao NR (néo redundante) do banco de dados Silva conserva apenas as sequén-
cias de maior tamanho quando sao redundantes acima de 99% de similaridade. Logo, essa
escolha teve como objetivo reduzir a chance de sequéncias com tamanhos incompletas nao

serem amplificadas.

Apés a PCR in silico, foi utilizado um script desenvolvido em Perl (count_ per_silva.pl)
que recebe como entrada um arquivo com os cabegalhos das sequéncias do Silva e um
diretério contendo os amplicons. Esse script conta quais as sequéncias do banco de dados
referéncia foram amplificadas e gera um arquivo tabular para ser carregado pela ferramenta
MEGANG. Essa ferramenta, que tem como fun¢do a analise interativa de dados metageno-
micos (HUSON et al., 2007), foi utilizada aqui para gerar os arquivos de contagens de
acordo com os taxons avaliados, no formato "csv“ (valores separados por virgulas). As

contagens avaliadas foram as dos dominios Bacteria e Archaea. Em seguida, as tabelas

4 <https://www.arb-silva.de/fileadmin/Silva_ databases/release_ 128 /Exports/Silva_ 128 SSURef _
Nr99 tax Silva.fasta.gz>


https://www.arb-silva.de/fileadmin/Silva_databases/release_128/Exports/Silva_128_SSURef_Nr99_tax_Silva.fasta.gz
https://www.arb-silva.de/fileadmin/Silva_databases/release_128/Exports/Silva_128_SSURef_Nr99_tax_Silva.fasta.gz
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foram importadas no ambiente de desenvolvimento R Studio para o desenho dos gréficos.

3.3 Auvaliacdo da sensibilidade da classificacao taxonomica

A comunidade de referéncia utilizada foi a denominada MBARC-26 (Mock Bacteria
Archaea Community). Os organismos escolhidos para sua composigao foram derivados de
diversos ambientes diferentes como humanos, agua, solo, bovino e sapo. Esses possuem
genomas com tamanho entre 1.8-6.5 Mb, contetido GC variando entre 28.4 e 72.7% e
conteudo repetitivo de 0-18.3%, compreendendo 10 filos e 14 classes, constituindo um
perfil taxonémico diverso, totalizando 26 organismos (SINGER et al., 2016). Além dos 26
organismos, foi também incluido o genoma de referéncia de M. leprae (NC__002677.1). Como

houve essa inclusao, portanto, nesse trabalho a comunidade simulada serd mencionada

como MBARC+.

Os 27 genomas de referéncia dos organismos foram baixados no formato FASTA
através da ferramenta Entrez Direct® que facilita o acesso ao banco de dados GenBank.
Um script desenvolvido em Perl (get_entrez_ genomes.pl) recebe como entrada a lista de
identificadores das sequéncias, baixa os genomas correspondentes e salva em um arquivo
no formato FASTA. Uma tabela completa com os organismos pode ser visualizada no
Apéndice B.

PCR in silico da comunidade microbiana simulada

Para a simulagao dos amplicons, os genomas foram entao submetidos a PCR in
silico através da ferramenta USEARCH, com um méaximo de mismatches permitidos de
3. Os pares de iniciadores utilizados nessa etapa foram apenas aqueles cujos amplicons
da avaliagao anterior tiveram taxonomia atribuida com todos os bancos de dados de
OTUs de referéncia (6/6). O tamanho esperado dos amplicons para cada iniciador foi
calculado com base nos tamanhos médios das sequéncias dos amplicons da primeira etapa,
parte 1 dessa metodologia. Tendo esses valores em maos, os valores de tamanho minimo e
maximo definidos na ferramenta foram o tamanho médio do amplicon menos 10 e mais 10

nucleotideos respectivamente, de acordo com cada combinacao de iniciadores.

Essa etapa foi executada através de um script desenvolvido em Perl para automatizar
o processo (search_ per__mock.pl) que recebe como entrada o arquivo FASTA dos iniciadores,
o arquivo FASTA dos genomas e um arquivo de texto com as referéncias (identificador da
amostra, identificador do iniciador forward, identificador do iniciador reverse e tamanho

médio do amplicon).

5 <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK179288 />


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK179288/
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Depois da amplificacao, cada arquivo FASTA contendo os amplicons foi replicado
2500 vezes com erros de sequenciamento simulados numa chance de 1 erro para cada 100
bases através de um script desenvolvido em Perl (gen_errors.pl) constituindo uma amostra
para cada par de iniciadores. Esse script recebe como entrada o arquivo com os genomas e

o um argumento com o numero de vezes que se deseja replicar a saida.

Atribuicao taxonémica aos amplicons

As amostras foram submetidas ao pipeline de atribuicao taxonoémica do QIIME,
mas, dessa vez, sem o passo prévio da definicao das OTUs, de modo que cada amplicon
teve uma taxonomia atribuida individualmente para priorizar o calculo de sensibilidade da
classificacdo. No entanto, o mesmo método de clusterizacao por similaridade de 0.97% foi

utilizado no passo da atribui¢ao taxonomica.

A atribui¢ao taxondmica foi feita com base em quatro bancos de dados de referéncia
distintos, sendo esses duas versoes do GreenGenes: gg  29n0ov2010, gg  4feb2011 e duas
versoes do Silva 118 e Silva 123, todos com OTUs construidas com 97% de similaridade.
A versdao 111 do Silva nao foi utilizada nesse momento pois as taxonomias atreladas
as sequéncias dessa versao nao se encontravam em um formato definido de 7 niveis,
muito menos indicavam os taxons de cada nivel, o que inviabilizou o processamento dos
resultados. A versdao mais antiga do GreenGenes gg 160c¢t2010 também foi desconsiderada
para diminuir a redundancia de dados, ja que ¢ a mais antiga dos bancos recrutados e
muito similar a versdo gg_ 29nov2010. Para automatizar o pipeline do QIIME citado acima,

um script foi desenvolvido em Perl (run_ giime mock.pl).

Construcdo das matrizes de confusao

Cada banco de dados utilizado no passo anterior resultou em um arquivo tabular
contendo os identificadores (amostras e amplicons) e as taxonomias atribuidas as mesmas.
Esses arquivos foram processados e foram mantidas apenas das duas primeiras colunas. Em
seguida, uma terceira coluna com os identificadores do NCBI foi introduzida ao arquivo.
Como resultado, gerou-se um arquivo no formato tabular de trés colunas no seguinte
formato: identificador (amostra e amplicon), identificador do genoma de referéncia (NCBI

accession) e taxonomia atribuida.

Para o cruzamento dos dados da atribui¢ao taxonémica com os dados taxondmicos
de referéncia presentes nos bancos de dados, uma busca manual foi feita dentro cada
um dos bancos de OTUs utilizados e foram geradas tabelas de taxonomia de referéncia
disponiveis no formato tabular de duas colunas, sendo a primeira coluna o identificador do

genoma e a segunda a taxonomia por extenso (mbarc tax.tar.gz).

Para reforcar a etapa anterior, cada taxonomia de referéncia foi checada com

base nas respectivas taxonomias presentes no NCBI Taxonomy. Tendo em vista facili-
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tar a consulta das taxonomias, um segundo script acessorio foi desenvolvido em Perl
(get__entrez_taxonomies.pl) que recebe como entrada a lista de identificadores da comuni-
dade simulada e carrega as taxonomias como estao cadastradas no NCBI e faz montagem

no formato de sete niveis (reino, filo, classe, ordem, familia, género e espécie).

As tabelas de atribuicao taxonomica foram processadas através de scripts desen-
volvidos em Perl para gerar as matrizes de confusao (gen_ confusion matrix_gg.pl e
gen_ confusion_matrix_ Silva.pl). Considerando-se que os formatos de taxonomia do Silva
e do GreenGenes possuem algumas diferencas estruturais, foi indispensavel o uso de dois
scripts, um para cada. Ambos os scripts que geram as matrizes de confusao recebem como
entrada um arquivo com a atribui¢do taxonémica no formato tabular de trés colunas e um

segundo arquivo com as taxonomias de referéncia no formato tabular de duas colunas.

Os quatro arquivos resultantes da etapa anterior foram concatenados em um tnico
arquivo tabular. As taxonomias foram padronizadas nos seguintes formatos: “s_ Mycobacterium
leprae” para espécie e “g_ Mycobacterium” para género. O arquivo entao foi carregado
através da linguagem de programacao R e o calculo de sensibilidade foi feito. Em seguida
foi feito o desenho de dois gréaficos, um para nivel de género e o outro para espécie. A

sensibilidade foi calculada segundo a equagdo a seguir, descrita por Baldi et al. (2000).

Verdadeiro-positivos (VP)

Sensibilidade =
ensibridade Verdadeiero-positivos (VP) + Falso-negativos (FN)

3.4 ldentificacdo das regioes hipervaridveis informativas

Com o objetivo de identificar quais fragmentos da sequéncia do gene rRNA 16S de
M. leprae sdo mais informativos para distinguir essa espécie de outras de mesmo género,
foi construido um modelo classificador baseado em regressao logistica, através da funcao
logit ou log-odds (ZIEGLER, 2016).

Para a construcao do modelo, foram utilizadas as sequéncias de Mycobacterium spp.
presentes no banco de dados Silva versao 128°. Em seguida, as sequéncias de Mycobacterium
spp. foram filtradas e aquelas que possuiam “N” em suas sequéncias de nucleotideos ou
sequéncias com taxonomias nao informativas foram removidas (termos “unclassified”,
“uncultured” e “sp”), sem espécie atribuida. Das 8775 sequéncias de Mycobacterium spp.
presentes no banco Silva, foram utilizadas 4946 apés as filtragens, sendo 6 sequéncias de
M. leprae e as demais 4940 sequéncias de Mycobacterium spp. (outas espécies desse género

com exce¢ao de M. leprae).

6 <https://www.arb-silva.de/fileadmin /silva_ databases/release_ 128 /Exports/SILVA__128 SSURef
tax_ silva.fasta.gz>


https://www.arb-silva.de/fileadmin/silva_databases/release_128/Exports/SILVA_128_SSURef_tax_silva.fasta.gz
https://www.arb-silva.de/fileadmin/silva_databases/release_128/Exports/SILVA_128_SSURef_tax_silva.fasta.gz
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A construgao do modelo foi feito através de um script na linguagem de programacao
R (regModel.R). O modelo de regressao logistica foi construido a partir das frequéncias
de janelas de nucleotideos de tamanho 6 (matriz de 4096 colunas (features)), gerada pela
biblioteca Biostrings (PAGES et al., 2017).

Para constatar a consisténcia dos resultados dessa analise, foi criado um modelo
com cada uma das 6 sequéncias de M. leprae. Ou seja, o script gera um modelo com 1
das 6 sequéncias de M. leprae e as demais Mycobacterium spp., repetindo esse passo 6
vezes. Para cada vez, logo apds a construgao do modelo, a sequéncia de M. leprae vigente é
fragmentada em janelas de tamanho 100, aproximadamente 1400 janelas ja que o tamanho
médio do gene rRNA 16S é de 1500 nucleotideos, e esses fragmentos sdo utilizados como
query no modelo gerado. A seguir, um grafico com as probabilidades de cada fragmento

pertencer ao modelo foi gerado para cada uma das 6 sequéncias.

3.5 Selecdo final

Tendo em maos todos os resultados das etapas anteriores, foram avaliados quais os
iniciadores, bancos de dados de OTUs de referéncia apresentaram os melhores resultados,
ou seja, os maiores valores de sensibilidade e abrangéncia de organismos das comunidades
simuladas. Partindo desse ponto, foi feita a recomendacao das melhores caracteristicas de

um pipeline para caracterizacao de microbiomas, incluindo M. leprae em nivel de espécie.
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4 Resultados

4.1 Pré-selecao dos candidatos

A partir de todas as 484 combinagoes de iniciadores testadas para a amplificagao
simulada das sequéncias de rRNA 16S de M. leprae, aproximadamente metade (232)
geraram amplicons validos respeitando os critérios de tamanho minimo de 30 e méaximo
de 550 nucleotideos, e atingindo pelo menos 7 de 8 sequéncias do gene presentes em cada

amostra (considerando que existiam 8 sequéncias de 16S de M. leprae no banco de dados).

Dos 232 iniciadores remanescentes, 96 foram considerados validos apds a anélise
das temperaturas de anelamento (ver Apéndice C) e autodimerizacdo e os demais foram
descartados. Entre os 96 remanescentes, apenas 37 pares de iniciadores originaram am-
plicons que foram atribuidos taxonomicamente até nivel de espécie (M. leprae) em, pelo

menos, um dos seis bancos de dados de OTUs de referéncia utilizados nesse passo.

4.2 Amplificacao do banco de dados Silva 128 SSU Ref NR 99

A maioria dos iniciadores que foram selecionados apresentaram baixa ou nenhuma
cobertura de Archaea no banco de dados Silva 128 SSU Ref NR 99. A figura 7 mostra a
cobertura do banco de dados para cada um dos principais dominios que o gene de rRNA
16S é utilizado como marcador taxonomico: Bacteria e Archaea. Foi possivel observar que

os iniciadores tem maior afinidade com sequéncias do dominio Bacteria.

Dessa forma, a partir daqui analisamos a combinacao de Bacteria e Archeae. Os
pares de iniciadores que apresentaram a menor cobertura' (média aproximada de 30%) do
banco de dados Silva (Bacteria e Archaea) foram aqueles que possuem os representantes
3-5" (forward) que se ligam na posi¢do 8 ou 9 da sequéncia alvo (E8Fa, ESFb e E9F).
Esses pares correspondem ao grupo que compreende as regioes hipervariaveis V1-V2 e

V1-V3.

Como excecao em relacao as regioes hipervariaveis compreendidas, o par de inicia-
dores E341F-E65R, que também se liga flanqueando a regiao V1-V2, teve uma cobertura
do banco maior do que 75%. Porém, diferente dos anteriores, o iniciador forward se liga

posicao 341 e o reverse na posicao 65.

Os demais iniciadores apresentaram cobertura maior do que 70%. Entre eles, pares
de iniciadores das regides V3, V4-V6, V5-V6, V6, V6-V7 e V6-V8. Entre os candidatos

1

O termo cobertura utilizado nesse trabalho se refere a fracdo do banco de dados que os pares de
iniciadores amplificaram in silico.
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avaliados, apenas (10) os pares de iniciadores que cobrem as regides hipervariaveis V1-V2,

V2-V3 e V6 geraram amplicons que foram atribuidos taxonomicamente a OTUs de M.

leprae. Uma sintese dos resultados descritos até essa parte pode ser visualizado na Figura
8.

Figura 7 — Gréfico da amplificagdo do banco de dados Silva 128 SSU NR, 99 pelos pares
de iniciadores selecionados, segmentado por dominios.
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4.3 Sensibilidade da classificacao taxonomica

Composicao dos bancos de dados de referéncia

Inconsisténcias com relacao a bancos de dados de OTUs distintos foram observadas.
Nao foi encontrada a presenca da colecao completa correspondente aos organismos da
MBARC+ em nenhum dos bancos de dados de OTUs. Temos que entre as versoes
do Greengenes analisadas, o banco gg 29nov2010 possuia 8 representantes e o banco
gg  4feb2011 15 representantes. Por outro lado, Silva chegou mais préximo do total de
epécies em MBARC+ (27). A versao do banco Silva 123 apresentou 21 e o Silva 118
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Figura 8 — Grafico da amplificacado do banco de dados Silva 128 SSU NR 99 pelos pares
de iniciadores selecionados de Bacteria e Archaea.
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O numero de bancos de dados representa em quantos bancos de dados de referéncia de
OTUs (de 1 a 6) os amplicons foram classificados em nivel de espécie (M. leprae). Ao
lado dos pontos estao representadas quais as regides hipervariaveis do gene rRNA 16S sao
cobertas pelos iniciadores e entre parénteses o tamanho esperado dos amplicons.

mostrou 25 das espécies, nesse ultimo onde apenas a espécie Nocardiopsis dassonvillei e
Spirochaeta smaragdinae nao estavam inclusas. A tinica espécie que nao tinha nenhuma

OTU nos bancos de dados é a espécie Spirochaeta smaragdinae.

Em contrapartida, em nivel taxonémico de género, os bancos apresentaram uma
maior relagdo na presenga/auséncia nos bancos de dados de OTUs. O banco gg 29nov2010
mostrou 21 representantes e o banco gg 4feb2011 24 representantes. O banco Silva 118

apresentou 26 e no Silva 123 nenhum género ficou de fora. De fato, OTUs tanto de
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Mycobacterium spp. quanto de M. leprae estavam presentes em todos os bancos de dados
que foram utilizados. A tabela completa com a presenca ou auséncia pode ser observada

através da Figura 1.



Tabela 1 — Comparagao entre os bancos de dados de OTUs de 97% de similaridade com relacao a presenca (4) ou auséncia (-) dos tédxons

de MBARC+.
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Classificacdo taxonomica

Com sensibilidade acima de 0.75 na classificagao taxonomica, foi observado que
menos da metade das espécies puderam ser classificadas até nivel de espécie. Se conside-
rarmos o resultado geral, com todos os iniciadores e bancos de dados de OTUs, 9 das 27
(33.3%) espécies foram classificadas. Num ponto de vista individual, ou seja, para cada
banco de dados, foi possivel perceber que Hirschia baltica e Clostridium perfrigens foram

classificadas apenas nos bancos de dados GreenGenes.

Em uma visdo mais restrita, vimos que as espécies Clostridium thermocellum, Strep-
tococcus pyogenes e Frateuria aurantia s6 foram classificados através do banco GreenGenes
versao 4feb2011 por iniciadores V1-V2 ou V1-V3. Também houveram outras peculiaridades,
como exemplo a classificagdo de Segniliparus rotundus acima de 0.75 de sensibilidade que

sO apareceu no banco de dados Silva 118.

Assim como era esperado, a classificacao de M. leprae em nivel de espécie foi
observada em todos os bancos de dados, no entanto, a sensibilidade variou bastante de
acordo com os iniciadores utilizados e também conforme os bancos de dados de OTUs de
referéncia. Com base em M. leprae, os bancos GreenGenes apresentaram maior sensibilidade
em iniciadores V1-V3, ja em Silva, os iniciadores V6 apresentaram maiores valores de

sensibilidade (ver Figura 9).

Com relacao a classificagao em nivel de género observou-se um perfil bastante
diferente. Numa visao geral, entre todos os iniciadores e bancos de dados de OTUs, 16
géneros foram classificadas com sensibilidade acima de 0.75. Olhando individualmente cada
banco de dados, foi observado que o banco de dados GreenGenes 29nov2010 classificou 6
géneros e a versao 4feb2011 classificou 11. Em Silva observou-se que foram classificados
13 géneros na versao 118 e 14 géneros na versao 123. Através da Figura 10 é possivel ver
que diversos géneros foram classificados através de iniciadores V6, nao foram classificados
através de iniciadores V1-V3 ou V1-V2.



Figura 9 — Grafico da sensibilidade na classificagdo taxonomica dos amplicons gerados a partir da comunidade simulada MBARC+ por par
de iniciadores em nivel de espécie.
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Figura 10 — Grafico da sensibilidade na classificagao taxonomica dos amplicons gerados a partir da comunidade simulada MBARC+ por par

de iniciadores em nivel de género.
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4.4 ldentificac3o das regioes hipervariaveis informativas

Com base nos resultados observados nos modelos regressao logistica construidos
foi possivel identificar que as regides hipervariaveis do gene do rRNA 16S de M. leprae
que apresentaram fragmentos mais informativas para diferenciar as sequéncias desses
organismos de outros do mesmo género (Mycobacterium spp.) sao as regioes hipervaridveis
V1, V2 e V6 (ver Figura 11), para fragmentos de tamanho 100. Esse fato corrobora
com o observado anteriormente nas analise da classificacdo taxonomica das comunidades
simuladas, onde apenas iniciadores que flanqueavam essas regides apresentaram maior

sensibilidade na classificacao de M. leprae.

Resultados finais

A partir dos resultados observados, foram escolhidas algumas caracteristicas essen-
ciais do pipeline para classificacao taxondémica de M. leprae. Sendo assim fica definido que
os bancos de dados de OTUs de referéncia Silva 118 e Silva 123 sao indicados. Além disso
fica sugerida a utilizacao dos pares de iniciadores que flanqueiam a regiao hipervariavel V6
do rRNA 16S (ver Figura 12). O método de defini¢ao das OTUs e classificacdo taxonémica
utilizado foi o UCLUST integrado ao QIIME com 97% de similaridade.
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Figura 11 — Graficos das probabilidades das queries nos modelos do gene rRNA 16S de M.

leprae.
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Cada grafico representa um modelo construido com uma das seis sequéncias de M. leprae.
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Figura 12 — Representacao grafica do gene rRNA 16S e dos pares de iniciadores escolhidos.
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Em amarelo estao representadas as regioes hipervariaveis do gene mostrando que os pares

de iniciadores selecionados, em laranja, flanqueiam a regiao hipervariavel V6. As sequéncias
desses iniciadores estao disponiveis no Apéndice A.
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5 Discussao

O primeiro fato que merece destaque durante o desenvolvimento desse trabalho
foi durante a reunido dos bancos de dados de OTUs de referéncia para a classificacao
taxonomica de M. leprae. Foi observado que as versoes mais recentes do banco de dados
GreenGenes! gg 12 8, gg 12 10 e gg 13 5, e também a versiao gg 13 8 que estd
disponivel como padrao na ferramenta QIIME versao 1.9.1, nao possuem OTUs de M.
leprae, nem sequéncias desse organismo nos bancos de dados FASTA. Dessa forma, o
presente trabalho ficou limitado ao uso das versoes mais antigas desse banco. Tal fato
mostra como é importante conhecer o banco de dados de referéncia que esté sendo utilizado
antes da atribuicao taxondémica das OTUs, ja que algumas ferramentas como o QIIME ja

vem com um banco de dados de referéncia de OTUs padrao.

O banco de dados de OTUs de referéncia utilizado foi um dos motivos pelos quais
seria impossivel classificar até nivel de espécie as possiveis reads de M. leprae presentes
nas amostras do trabalho de Silva et al. (2015). Nesse trabalho, que foi o primeiro a
apresentar a caracterizacao taxonomica de lesdes cutaneas causadas por M. leprae, os
autores utilizaram o banco de dados gg 13 5 (versao de Agosto de 2015), padrao do
QIIME 1.9, que nao possui OTUs representativas de M. leprae. Além disso, foi utilizado
o método " Pick Closed Reference OTUs" na etapa de definicdo das OTUs. Esse método
s6 consegue definir OTUs baseando-se na similaridade das sequéncias dos amplicons com
OTUs ja pré-definidas em um banco de dados, dessa forma, poderia ocorrer o descarte
(atribuigdo como “Unassigned”) das sequéncias que nao compartilham similaridade dentro
do threshold definido.

No mais, os autores utilizaram iniciadores que flanqueiam as regides hipervariaveis
V3-V4 do gene rRNA 16S. No presente trabalho foi visto que essa regiao hipervariavel nao
poderia conferir a informacao taxondémica suficiente para distinguir M. leprae. Esse fato
se torna um problema quando o objetivo de uma andlise hipotética seria identificar M.
leprae em ambientes que nao é possivel esperar a presenca de M. leprae, como agua e solo,
por exemplo. Como foi visto que no presente trabalho que essas regides hipervariaveis
utilizadas por Silva et al. (2015) ndo sao tao informativas quanto as regides V6 e V1-V2
para a classificacao de M. leprae, o uso de iniciadores que flanqueiam as regioces V3-V4
talvez devessem ser evitados. Portanto, essas seriam algumas possiveis variaveis adversas
no trabalho de Silva et al. (2015) j& que os autores correlacionaram a sub representacao ou
auséncia de Mycobacterium spp. com o método de fixagdo em formol das amostras, passo

feito antes da preparacao das bibliotecas de sequenciamento.

L <http://greengenes.secondgenome.com>
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Outro fato que chamou bastante a atencao nos resultados do presente trabalho foi
a baixa cobertura na amplificacdo do banco de dados Silva observada para os iniciadores
que se ligam no inicio da sequéncia do gene rRNA 16S (antes da posi¢ao 10). A baixa
amplificagdo corrobora com o que foi mostrado por Martinez-Porchas et al. (2017). Nesse
artigo foi observado que as primeiras e ultimas regioes conservadas (1 e 10) do gene
rRNA 16S apresentam menos de 40% de conservacao, enquanto as demais possuem
aproximadamente mais de 75%. Esse estudo foi feito in silico através de uma anélise com
as sequéncias de 16S rRNA presentes no banco de dados Silva. Isto é, possivelmente grande
parte das sequéncias presentes em uma amostra ambiental nao serdo complementares aos
iniciadores que tem essas regioes como alvo e portanto poderiam subestimar os resultados

antes mesmo do sequenciamento de DNA.

Dessa forma, a ciéncia de quais regides os iniciadores escolhidos se ligam pode ser
bastante importante no desenho experimental de estudos de metagendémica baseados em
genes marcadores e PCR. A pagina do banco de dados Silva oferece uma ferramenta web
denominada TestPrime? que avalia diversos aspectos dos iniciadores utilizando seu préprio
banco como referéncia. Entre esses aspectos, a cobertura do banco de dados pode ser
avaliada inserindo a sequéncia dos iniciadores (KLINDWORTH et al., 2013). A cobertura
dos iniciadores no banco de dados Ribosomal Database Project (COLE et al., 2009)
também pode ser avaliada pela ferramenta web Probe Match *. Ambas as ferramentas
devem apresentar resultados semelhantes, mas nao iguais, devido a diferente composicao

dos bancos de dados.

Apesar de ja ter sido sugerido na literatura que a regiao V2 parece ser bastante
informativa para separar organismos do género Mycobacterium (CHAKRAVORTY et al.,
2007), no presente trabalho foi observado que, quando se trata de M. leprae, a regiao
V1 junto com a V2 pode ser uma combinac¢do mais eficiente para a identificacdo desse
organismo em metagenomica. Porém, a regiao V6 também foi identificada como bastante
informativa e em comparacao com os demais iniciadores avaliados foi a que obteve melhor
resultado na sensibilidade da classificacao de M. leprae com o banco de dados Silva e
também, os iniciadores cobriram muito mais sequéncias do banco de dados na avaliacao

da amplificacao.

Iniciadores que flanqueiam a regiao V6 do rRNA 16S ja foram sugeridos para o
estudo de perfis de microbiomas pois permitem a geracao short reads bastante informativos,
sendo que também foi observada a alta capacidade de amplificacdo desses iniciadores
(GLOOR et al., 2010). Todavia, foi mostrado in silico que a combinagao de iniciadores
que geram flanqueiam apenas a regiao V6 podem superestimar a diversidade microbiana

observada (SUN et al., 2013). Anteriormente essa regiao também foi avaliada em um

<https://www.arb-silva.de/search /testprime/>

3 <https://rdp.cme.msu.edu/probematch /search.jsp>
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experimento com pirosequenciamento onde também foi observada a diversidade super
estimada. Essas discrepancias na classificagao taxonomica foram relacionadas com a
quantidade de regides variaveis, hipervariaveis e conservadas dentro do fragmento de
16S rRNA utilizado como alvo no sequenciamento (YOUSSEF et al., 2009). Ou seja,
dependendo da regiao amplificada é possivel agrupar mais ou menos sequéncias, de acordo
com a quantidade de variabilidade nessa regiao, através dos métodos clustering em OTUs.
Isso reforga o fato de que a padronizagao das metodologias é importante quando se trata

de analises comparativas em metagenomica.

A avaliacao da sensibilidade na classificagdo taxonomica das comunidades simuladas,
dentro das condig¢oes experimentais desse trabalho, mostrou que o algoritimo de classificagao
utilizado (UCLUST) nao conseguiu classificar, ou apresentou baixa sensibilidade para
a maioria das espécies da comunidade MBARC+, muito embora tenha apresentado
resultados satisfatorios para a classificacao de sequéncias de M. leprae. De fato, o UCLUST
foi utilizado nesse trabalho por ser o algoritmo padrao na ferramenta QIIME. Dessa forma,
sugiro que cientistas utilizem diferentes algoritimos para classificacao taxonomica. Também
¢é importante notar que alguns classificadores, como o RDP Classifier, por exemplo, nao
classificam até espécie ou em um nivel taxonémico menor (WANG et al., 2007), sendo

esse detalhe bastante importante para o presente estudo.

Alguns classificadores vem sendo desenvolvidos com o objetivo de alcancar uma
resolugao mais profunda, e para isso nao necessariamente requerem o agrupamento das
sequéncias em OTUs como primeiro passo. A classificagdo taxonomica pode ser feita
diretamente nos amplicons (CHAUDHARY et al., 2015), ou a interpretacao dos dados
metagenomicos pode ir além, baseando-se em pequenas diferencas dentro de grupos de
sequéncias muito semelhantes (TTIKHONOV; LEACH; WINGREEN, 2015; EREN et al.,
2013; EREN et al., 2015).

De fato, o agrupamento em OTUs dentro de um limiar de 97% de similaridade é
bastante arbitrario. Talvez essa abordagem, que é baseada em alinhamento, nao seja a
mais fiel para a classificagdo taxondmica pois as variagoes pontuais de nucleotideos sao
todas transformadas em um percentual de similaridade, independente da posicao e troca.
Esse viés abre espacgo para outros métodos de classificacdo independentes de alinhamento,
onde cada caracter e sua posicao conta, e nao apenas o percentual de similaridade é levado

em consideracao.

A partir dessa ideia, junto com o grupo de pesquisas que participo, estamos
desenvolvendo um classificador de dados de metagendémica baseados no gene 16S rRNA
para Prokaryota, que tem como objetivo classificar até nivel de espécie as sequéncias
que possuem referéncia em banco de dados. Para isso, estamos utilizando o algoritmo de
aprendizado de maquina Random Forest e geramos um conjunto de dados de treino para

cada nivel taxonomico, utilizando como entrada os amplicons simulados por iniciadores ja
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conhecidos.
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6 Conclusao

Baseado nos achados desse trabalho, foi possivel chegar em algumas recomendagoes
para um pipeline que possibilite estudos de M. leprae através de metagendmica. As reco-
mendacgoes se iniciam a partir do uso de iniciadores que flanqueiam a regiao hipervariavel
V6 do gene rRNA 1685, o uso do banco de dados de referéncia de OTUs Silva e a classificacao
taxonomica dos amplicons através do QIIME com o algoritmo UCLUST utilizando-se um

limiar de 97% de similaridade.

Este trabalho pdde fornecer algumas informacgoes essenciais de como identificar
regides de rRNA 16S muito informativas para a classificacdo taxonémica em nivel de
espécie de M. leprae, além de evidenciar diversos vieses relacionados a amplificagao de
diferentes regioes hipervariavies do 16S. Considera-se ainda que cientistas usem diferentes
parametros ou algoritmos para classificacao taxondémica, mas a padronizagao do pipeline

de modo geral é imprescindivel para analises comparativas.

Por fim, o presente trabalho me faz acreditar que um experimento inteiramente
in silico como esse nao consegue alcangar ou avaliar todas as possiveis varidveis que um
experimento que utiliza de um workflow completo poderia, e isso inclui desde a extracao
do DNA até a analise dos dados de sequenciamento. No entanto, é sabido que a cultura
in vitro de M. leprae é inviavel, e esse fato ocorre com a maioria dos microrganismos que
conhecemos, portanto a execugao de um workflow completo se torna ainda mais dificil.
Dessa forma, um trabalho de natureza in silico é muito mais acessivel e pode fornecer um

conhecimento valioso, assim como o que foi aqui constatado.
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APENDICE A - Iniciadores

€9



Tabela 2 — Lista de iniciadores 3’ ” forward*

79

Identificador Sequéncia 5’-3’ Tamanho E. coli 5" E. coli 3’
E8Fa AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 8 27
E8Fb AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20 8 27
E9F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 19 9 27
E334F CCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 22 334 355
E338F ACTCCTACGGGAGGCAGC 18 338 355
E341F CCTACGGGNGGCNGCA 16 341 356
U341F CCTACGGGRSGCAGCAG 17 341 357
E343F TACGGRAGGCAGCAG 15 343 357
E349F AGGCAGCAGTGGGGAAT 17 349 365
U515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 19 515 533
E517F GCCAGCAGCCGCGGTAA 17 517 533
U519F CAGCMGCCGCGGTAATWC 18 519 536
E786F GATTAGATACCCTGGTAG 18 786 803
Eb787F ATTAGATACCCTGGTA 16 787 802
E805F GGATTAGATACCCTGGTAGTC 17 805 821
E917F GAATTGACGGGGRCCC 16 917 932
E967F CAACGCGAAGAACCTTACC 19 967 985
E969F ACGCGARRAACCTTACC 17 969 985
E1046F AGGTGCTGCATGGCTGT 16 1046 1061
U1053F GCATGGCYGYCGTCAG 16 1053 1068
E1099F GYAACGAGCGCAACCC 16 1099 1114
E1391F TGTACACACCGCCCGTC 17 1391 1407

As colunas E. coli 5’ e 3’ se referem onde os iniciadores se alinham no gene de rRNA 16S de E. coli. Fonte: Soergel et al. (2012)

saL0pDIUT Y HOTANHIV



Tabela 3 — Lista de iniciadores 3’ "reverse®

Identificador Sequéncia 5’-3’ Tamanho E. coli 5 E. coli 3’
E65R TCGACTTGCATGTRTTA 17 49 65
E355R GCTGCCTCCCGTAGGAGT 15 341 355
E357R CTGCTGCCTYCCGTA 15 343 357
Ub29R ACCGCGGCKGCTGGC 15 515 529
E533Ra TNACCGNNNCTNCTGGCAC 19 515 533
E533Rb TTACCGCGGCTGCTGGCAC 19 515 533
E534R ATTACCGCGGCTGCTGGC 18 517 534
Ub34R GWATTACCGCGGCKGCTG 18 517 534
E826R GACTACCAGGGTATCTAATCC 15 812 826
E926Ra CCGNCNATTNNTTTNAGTTT 20 907 926
U926R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 20 907 926
E926Rb CCGTCAATTYYTTTRAGTTT 20 907 926
E939R CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 23 917 939
E1064R CGACARCCATGCASCACCT 19 1046 1064
E1065R ACAGCCATGCAGCACCT 19 1047 1065
E1114R GGGTTGCGCTCGTTRC 16 1099 1114
E1115R AGGGTTGCGCTCGTTG 16 1100 1115
E1238R GTAGCRCGTGTGTMGCCC 18 1221 1238
U1406R GACGGGCGGTGTGTRCA 17 1390 1406
E1406R GACGGGCGGTGWGTRCA 17 1390 1406
E1407R GACGGGCGGTGTGTRC 16 1392 1407
E1492R ACCTTGTTACGACTT 15 1478 1492

As colunas FE. coli 5’ e 3’ se referem onde os iniciadores se alinham no gene de rRNA 16S de E. coli. Fonte: Soergel et al. (2012)

99






67

APENDICE B - Organismos da comunidade

microbiana simulada

Tabela 4 — Lista de organismos presentes na MBARC+ e respectivos identificadores do

GenBank

Organismo Identicador
Terriglobus roseus NC 018014.1
Corynebacterium glutamicum  NC_003450.3
Nocardiopsis dassonvillet NC 014211.1
Olsenella uli NC 014363.1
Segniliparus rotundus NC 014168.1
Echinicola vietnamensis NC 019904.1
Meiothermus Silvanus NC 014212.1
Clostridium perfringens NC_008261.1
Clostridium thermocellum NC 009012.1
Desulfosporosinus acidiphilus  NC__018068.1
Desulfosporosinus meridiet NC 018515.1
Desulfotomaculum gibsoniae  NC_021184.1
Streptococcus pyogenes NC_002737.2
Thermobacillus composti NC 019897.1
Escherichia coli NC_000913.3
Frateuria aurantia NC 017033.1
Hirschia baltica NC 012982.1
Pseudomonas stutzers NC 019936.1
Salmonella bongori NC 015761.1
Salmonella enterica NC 010067.1
Spirochaeta smaragdinae NC 014364.1
Fervidobacterium pennivorans NC__017095.1
Coraliomargarita akajimensis NC_014008.1
Halovivaz ruber CP003050.1

Natronobacterium gregoryi NC_019792.1
Natronococcus occultus NC 019974.1
Mycobacterium leprae NC_ 002677.1
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APENDICE C - Predicio da temperatura de

anelamento

Tabela 5 — Lista de iniciadores e temperaturas de anela-

mento
Iniciador 5> T (°C) Iniciador 3° T (°C) Diferenga (°C)
U519F 46.73 E826R 48.20 1.48
U519F 46.73 E357R 44.62 2.10
U519F 46.73 E1064R 49.85 3.12
Ub15F 54.94 E355R 54.95 0.01
Ub15F 54.94 E1065R 53.36 1.58
U34IF 46.87 Ub34R 48.51 1.64
U34IF 46.87 UbB29R 51.00 4.13
U34IF 46.87 E826R 48.20 1.33
U34IF 46.87 EbH33Ra 44 .88 1.99
U1053F 41.32 E926Rb 40.02 1.30
U1053F 41.32 E1238R 45.78 4.45
Eb787F 36.67 E926Rb 40.02 3.35
Eb787F 36.67 E926Ra 35.86 0.81
E9F 49.61 UbB34R 48.51 1.10
E9F 49.61 U5S29R 51.00 1.39
E9F 49.61 Eb533Ra 44.88 4.73
E9F 49.61 E357R 44.62 4.98
E969F 46.15 U926R 47.20 1.05
E969F 46.15 UbB34R 48.51 2.36
E969F 46.15 Ub29R 51.00 4.85
E969F 46.15 E826R 48.20 2.05
E969F 46.15 Eb533Ra 44 .88 1.27
E969F 46.15 E1406R 49.04 2.90
E969F 46.15 E1238R 45.78 0.37
E969F 46.15 EI1114R 49.02 2.88
E969F 46.15 E1064R 49.85 3.70
E967F 51.11 U926R 47.20 3.91
E967F 51.11 Ub34R 48.51 2.60
E967F 51.11 UbB29R 51.00 0.11
E967F 51.11 U1406R 52.71 1.60
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APENDICE C. Predigio da temperatura de anelamento

Tabela 5 — Lista de iniciadores e temperaturas de anela-

mento
Iniciador 5> T (°C) Iniciador 3° T (°C) Diferenca (°C)
E967F 51.11 E826R 48.20 2.91
E967F 51.11 E1407R 20.72 0.39
E967F 51.11 E1406R 49.04 2.06
E967F 51.11 EI1115R 51.88 0.77
E967F 51.11 E1065R 53.36 2.25
E967F 51.11 E1064R 49.85 1.26
E917F 45.80 Ubd34R 48.51 2.71
E917F 45.80 E826R 48.20 2.40
E917F 45.80 E5H33Ra 44.88 0.92
E917F 45.80 EI1407R 50.72 4.91
E917F 45.80 E1406R 49.04 3.24
E917F 45.80 E1238R 45.78 0.03
E917F 45.80 E1114R 49.02 3.22
E917F 45.80 E1064R 49.85 4.04
ESFb 4410 Ubd34R 48.51 4.41
E8FD 44.10 E65R 39.57 4.54
ESFb 44.10 Eb533Ra 44 .88 0.77
E8Fb 44.10 E357R 44.62 0.52
E8Fa 51.08 Ub34R 48.51 2.57
E8Fa 51.08 UbH29R 51.00 0.08
E8Fa 51.08 E355R 04.95 3.86
E8O05F 48.20 U926R 47.20 1.01
E805F 48.20 Ub34R 48.51 0.31
E8O05F 48.20 Ubd29R 51.00 2.80
E8O05F 48.20 Eb533Ra 44.88 3.32
E805F 48.20 E357R 44.62 3.58
E8O05F 48.20 EI1238R 45.78 2.43
E8O05F 48.20 EI115R 51.88 3.68
E805F 48.20 E1114R 49.02 0.82
E805F 48.20 E1064R 49.85 1.65
E786F 41.54 E926Rb 40.02 1.52
E786F 41.54 E5H33Ra 44.88 3.34
E786F 41.54 E357R 44.62 3.08
E786F 41.54 E1238R 45.78 4.23
E517F 57.63 E355R 54.95 2.68
E517F 57.63 E1065R 53.36 4.27
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Tabela 5 — Lista de iniciadores e temperaturas de anela-

mento
Iniciador 5° T (°C) Iniciador 3° T (°C) Diferenga (°C)
E388F 04.95 UbH29R 51.00 3.94
E388F 04.95 Eb534R 57.83 2.88
E349F 52.11 Ub34R 48.51 3.60
E349F 52.11 UbH29R 51.00 1.11
E343F 46.83 UbS34R 48.51 1.68
E343F 46.83 U529R 51.00 4.17
E343F 46.83 E826R 48.20 1.37
E341F 42.50 E65R 39.57 2.93
E341F 42.50 E533Ra 44.88 2.38
E334F 60.37 Eb534R 57.83 2.54
E334F 60.37 E533Rb 60.33 0.04
E1391F 53.67 EI115R 51.88 1.79
E1391F 53.67 E1114R 49.02 4.65
E1391F 53.67 E1065R 53.36 0.32
E1391F 53.67 E1064R 49.85 3.83
E1099F 51.05 U926R 47.20 3.85
E1099F 51.05 U1406R 52.71 1.66
E1099F 51.05 E826R 48.20 2.85
E1099F 51.05 EI407R 50.72 0.33
E1099F 51.05 E1406R 49.04 2.00
E1099F 51.05 E1065R 53.36 2.31
E1099F 51.05 EI1064R 49.85 1.20
E1046F 53.36  Ub34R 48.51 4.85
E1046F 53.36  Ub29R 51.00 2.36
E1046F 53.36  U1406R 52.71 0.65
E1046F 53.36 Eb34R 57.83 4.47
E1046F 53.36 E1407R 50.72 2.64
E1046F 53.36 E1406R 49.04 4.31
E1046F 53.36 E1115R 51.88 1.48
E1046F 53.36 E1114R 49.02 4.33
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