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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterum leprae (M.
leprae), um bacilo intracelular obrigatério de crescimento lento. O tratamento da
doengca € feito com a combinacdo de trés antibidticos: dapsona, rifampicina e
clofazemina (Poliquimioterapia - PQT) e terapias alternativas sdo escassas. Em
iniciativa anterior iniciada em 2009 com patrticipacdo de nosso grupo de pesquisa, foi
constatado um indice alarmante de resisténcia a PQT na Vila Santo Ant6nio do Prata
(ou Vila do Prata), uma ex-colénia de hansenianos, que ainda hoje é hiperendémica
para essa doenca. Dessa forma, fez-se necessario descrever a exata extensao do
problema de resisténcia primaria e secundaria do M. leprae aos componentes da
PQT na Vila do Prata, bem como a natureza molecular dos isolados bacterianos.
Essa nova iniciativa utilizou uma estratégia sistematica de recrutamento da
populacdo, seguida de confirmacao laboratorial dos casos, cultivo in vivo do M.
leprae, analise molecular dos genes classicos de resisténcia, genotipagem de SNPs
e variacbes em tandem dos isolados e, por fim, padronizacdo do sequenciamento de
genoma completo. Um total de 611 individuos foram examinados em atividade
intensiva de atendimento dermatoldgico na Vila do Prata. Foram obtidas biépsias de
20 casos clinicamente identificados como hanseniase ativa. Constatou-se que,
dentre 11 casos de recidiva, 5 (45,5%) tinham alguma resisténcia e, dentre os 9
casos novos, 2 (22,2%) tinham alguma resisténcia. Somando esses casos aos
identificados no Estudo de 2009, obteve-se um total de 18 recidivas (das quais 13
tinham resisténcia a um ou mais antibiéticos) e 19 novos casos (dos quais 6 tinham
resisténcia a um ou mais antibiéticos). A analise combinada dos dados permitiu a
demonstracdo de transmissao intrafamiliar de casos de resisténcia secundaria
gerando casos de resisténcia primaria. Finalmente, foi padronizado o protocolo de
sequenciamento de genoma completo e foi definida uma proposta preliminar de fluxo

da analise de dados do sequenciamento.

Palavras-chave: hanseniase, genoma, resisténcia, sequenciamento de segunda

geracao.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae (M. leprae), a
mandatory slow-growing intracellular bacillus. The treatment of the disease is based
on a combination of three antibiotics: dapsone, rifampicin and clofazemine
(Multidrugtherapy - MDT) and alternative therapies are scarce. In an earlier initiative
started in 2009 with the participation of our research group, an alarming index of
resistance to MDT was found in Vila Santo Anténio do Prata, a former leprosy colony
that is still hyperendemic to leprosy today. Thus, it was necessary to describe an
exact extension of the primary and secondary resistance problem of M. leprae to the
components of MDT in Vila do Prata, as well as the molecular nature of bacterial
isolates. In this new initiative a systematic population recruitment strategy was used,
followed by laboratory confirmation of the cases, in vivo M. leprae culture, molecular
analysis of classical resistance genes, SNP typing and tandem variations and, finally,
standardization of M. leprae genome sequencing. A total of 611 individuals were
examined in intensive dermatological care in Vila do Prata. Biopsies were obtained
from 20 identified cases of active leprosy, 11 relapses and 9 new cases; of these, five
and two, respectively, had resistance to one or more antibiotics. Adding these data to
the 2009-study, we obtained a total of 18 relapses (of which 13 had resistance to one
or more antibiotics) and 19 new cases (of which 6 had resistance to one or more
antibiotics) were observed. The combined analysis of the data led to the
demonstration of intra-familial transmission of cases of secondary resistance in cases
of primary resistance. Finally, the complete genome sequencing protocol was

standardized and a preliminary proposal for flow of data analysis was defined.

Keywords: leprosy, genome, resistance, next generation sequencing.
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1.  INTRODUCAO

1.1.  REVISAO DE LITERATURA — PARTE 1 — HANSENIASE

A hanseniase é uma doenca infecciosa, estigmatizante e debilitante, cujo
mais antigo indicio de existéncia € um esqueleto encontrado na india, datado de
2.000 a.C, com lesdes caracteristicas da doenca (1).

1.1.1. Agente Etiol6gico

O agente etiolégico da hanseniase é o Mycobacterium leprae, um bacilo que
taxonomicamente pertence ao reino Bacteria, ao filo Actinobacteria, a classe
Actinobacteria, a ordem Corynebacterialese e a familia Mycobacteriaceae. O M.
leprae mede de 1 a 8 um, é alcool acido-resistente (BAAR), gram positivo, sem
motilidade, aerdbico, intracelular obrigatério e de crescimento lento. Ele possui uma
parede celular de cerca de 20 nm de espessura, constituida de peptideoglicanos e
cadeias polissacarideas. Além disso, o bacilo apresenta uma cépsula caracterizada
pela presengca de componentes lipidicos e, até hoje, ndo é cultivavel em meios
artificiais (2, 3).

1.1.2. Patogéneses

A exposicdo ao M. leprae é necessaria, mas nao suficiente para o
desenvolvimento da hanseniase. Caso o individuo exposto seja intrinsecamente
suscetivel ocorrera infeccdo, acompanhada ou ndao de manifestagdes clinicas
(Figura 1). Estes individuos séo ditos suscetiveis a hanseniase per se, ou seja, a
doenca, independente da sua manifestacao clinica, que se caracteriza por um amplo
espectro de sinais e sintomas que variam conforme a resposta imunoldgica do

hospedeiro (4).
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Todo paciente diagnosticado com hanseniase tem direito a receber
tratamento poliquimioterapico (PQT) gratuitamente. Apés um curso de tratamento
completo o paciente recebe alta terapéutica, porém, € possivel a ocorréncia de
recidiva. Caso o individuo tenha sido curado e continue exposto a bactéria, pode
ocorrer recidiva por reinfec¢cdo. Caso nao tenha havido cura, o individuo pode sofrer
reativacdo clinica, dita recidiva por falha terapéutica ou persisténcia. A falha
terapéutica, por sua vez, pode derivar de um tratamento irregular, ndo adesao

terapéutica ou resisténcia da bactéria a antibioticoterapia.

Figura 1 — Patogéneses da hanseniase.

Exposicao ao

Ngo infeccao

Individuo M. leprae
ndo suscetivel

Individuo suscetivel

Manifestacao
clinica Falha
terapéutica

Reinfecgdo

Diagndstico

Tratamento (PQT)

Alta terapéutica

Recidiva

Legenda: * A cura espontanea foi relatada em alguns casos esparcos na epoca em que nao havia
um tratamento de efetividade terapéutica comprovada.
Fonte: a autora (2018), adaptado de (4).

19



1.1.3. Diagndstico

O diagnostico da hanseniase é essencialmente clinico e depende de exame
cuidadoso da pele e nervos periféricos do paciente. ldealmente, toda a morfologia da
pele deve ser observada, os nervos periféricos devem ser apalpados em busca de
possiveis comprometimentos nervosos e pontos de anestesia (perda de
sensibilidade) devem ser testados (especialmente em lesdes cutdneas e areas
préximas a nervos possivelmente comprometidos). Um diagndstico precoce e
preciso possibilita o tratamento correto e diminui o desenvolvimento de sequelas (5).
A partir de 1982 foi adotada uma classificagdo simplificada para fins de tratamento,
proposta pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), que divide os pacientes em
paucibacilares (PB) e multibacilares (MB), conforme critérios do Quadro 1 (6).

Quadro 1 - Classificagio da hanseniase para fins terapéuticos de acordo com OMS
Casos de hanseniase com 1 a 5 lesGes de pele e auséncia de bacilos

Casos PB o . .

detectaveis na baciloscopia

Casos de hanseniase com mais de 5 lesdes de pele ou com qualquer
Casos MB envolvimento neural ou que teve presenca de bacilos na baciloscopia

(independentemente do numero de lesdes de pele)
Fonte: Traduzido e adaptado de (7)

A baciloscopia é um exame diagnostico complementar especialmente
recomendado em casos de: (i) diagnéstico diferencial com outras doencas
dermatoneuroldgicas; (ii) duvidas na classificacao; (iii) casos suspeitos de recidiva.
Usualmente, linfa € coletada das orelhas, cotovelo e/ou lesdes cutaneas do paciente
e 0 material é aplicado numa lamina. Essa lamina €, entdo, corada com a coloragao
de Coloracao de Kinyoun (também conhecido como “Coloracao de Ziehl-Neelsen a
frio”) e observada ao microscépio sob o aumento de 100x na objetiva de imersao. O
resultado € dado numa escala logaritmica na forma de um parametro denominado
“indice baciloscépico” (IB) (Quadro 2) (8-10).
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Quadro 2 — Escala Logaritmica de Ridley para baciloscopia de hanseniase.

Escala Significado
0 Auséncia de bacilos detectaveis em 100 campos examinados.
1+ Presenga de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados.
2+ Presenga de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados.
3+ Presenga de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado.
4+ Presenca de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado.
5+ Presenga de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.
6+ Presencga de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

Fonte: Adaptado de (8, 9)

1.1.4. Tratamento e Resisténcia

Durante muitos anos, a hanseniase foi uma doenca incuravel e seu principal
tratamento, de efetividade questionavel, era baseado no uso do o6leo de
chaulmoogra (arvore da familia das Flacourtiaceas) (11, 12).

1.1.4.1. Tratamento com dapsona

Apenas na década de 40 comecaram a ser utilizados experimentalmente os
derivados sulfénicos para fins de contencao da infeccdo pelo M. leprae, como o
promim, a diazona e a dapsona (DDS, do inglés diaminodiphenyl! sulfone) (13-16).
Nos anos seguintes, a DDS passou a ser utilizada como terapia de escolha contra
hanseniase, com base na sua efetividade, baixo custo e facilidade de administracao
(por via oral). A DDS é um agente bacteriostatico que atua como analoga sintética
do &cido para-aminobenzoéico (PABA), necessario na sintese de acido félico e

consequentemente na sintese de DNA e RNA pelas bactérias (Figura 2) (17-20).
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Figura 2 — Mecanismo de ac¢éo da DDS

_ Dapsona

fﬂoﬁ , (DDS)
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‘__’..( p
A N

"> .

ér
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\ 4

DNA e RNA

Legenda: A seta azul continua representa a sintese do acido dihidropteroico. A seta azul tracejada
representa a série de reagdes que resultara na sintese do DNA. A seta e x vermelhos indicam a agao
inibidora. Nas estruturas secundarias: as esferas cinzas representam atomos de carbono, as brancas de
hidrogénio, as vermelhas de oxigénio, as azuis de nitrogénio e a amarela de enxofre.

Fonte: a autora (2018), utilizando figuras obtidas nos softwares MolView (21) e SWISS-MODEL (22).

Pouco tempo depois da instituicio da monoterapia com DDS, foram
observados que casos de hanseniase tratados com DDS por longos periodos por
vezes deixavam de responder a droga e evoluiam para recidiva da doencga (17, 23).
Importante destacar que o M. leprae é incapaz de crescer em meios de cultura
artificiais existentes, impossibilitando a confirmagao da resisténcia in vitro através de
técnicas classicas da microbiologia, como, por exemplo, por antibiograma. Apenas
em 1960 foi desenvolvida por Shepard uma técnica de inoculagdo de M. leprae em
coxim plantar de camundongos (in vivo), a partir da qual tornou-se possivel detectar
resisténcia do bacilo (24). Utilizando essa técnica, em 1964, sete pacientes tratados
ao longo de 13 a 15 anos com DDS tiveram as bactérias testadas para resisténcia e
trés delas se mostraram experimentalmente resistentes a DDS. Esses foram os
primeiros casos comprovados de resisténcia a DDS na hanseniase (25).
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Posteriormente, outros relatos de resisténcia a DDS comecaram a surgir em varias
partes do mundo. (17, 26, 27).

1.1.4.2. Tratamento com clofazimina

Em 1962, a clofazimina (CLF) foi utilizada pela primeira vez em trés pacientes
da Nigéria. Esses individuos ja haviam sido tratados com DDS e a bactéria
desenvolveu resisténcia a esse tratamento. Durante um ano de tratamento com CLF,
foi relatada melhora clinica e reducéo do IB de todos os pacientes (28). Outro estudo
do uso da CLF foi realizado em 1981, em 20 pacientes que tinham suspeita clinica
de resisténcia ou tinham resisténcia comprovada a DDS. Todos os 20 pacientes
relataram melhora clinica consideravel.

O mecanismo de acdo da CLF ainda nao foi completamente elucidado, sabe-
se que ela se liga ao DNA bacteriano e possivelmente inibe sua fungdo como molde,
eventualmente levando a morte celular (29). Com isso o efeito da CLF é fracamente
bactericida e, portanto, inadequado para que ela fosse utilizada como monoterapia
de escolha para hanseniase. Além disso, essa droga causa, como efeito colateral, o
desenvolvimento de uma pigmentacdo avermelhada na pele do paciente,
especialmente visivel na pele clara (30).

1.1.4.3. Tratamento com rifampicina e resisténcias primarias

Na década de 1970 foi realizado um estudo experimental e clinico que
comprovou que a rifampicina (RFP) inibia a multiplicagédo de M. leprae em patas de
camundongos. Além disso, nesse mesmo estudo, a RFP se mostrou mais efetiva
que a DDS no tratamento da hanseniase (31).

A RFP é um derivado piperazinico, que possui um efeito altamente
bactericida, atuando seletivamente sobre a enzima RNA polimerase da bactéria
(codificado pelos genes rpoA, rpoB, rpoC, rpoT) (32), causando uma mudanca de
conformacéo que resulta na inativagdo da enzima e, consequentemente, no bloqueio

da sintese de RNA mensageiro (Figura 3) (33).

23



Figura 3 — Mecanismo de agéo da RFP
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Legenda: A seta azul continua representa a sintese do RNA mensageiro. A seta e x vermelhos indicam a
acao inibidora. Nas estruturas secundarias: as esferas cinzas representam atomos de carbono, as brancas
de hidrogénio, as vermelhas de oxigénio e as azuis de nitrogénio.

Fonte: a autora (2018), utilizando figuras obtidas nos softwares MolView (21) e SWISS-MODEL (22).

Mesmo apds a experiéncia com o desenvolvimento de resisténcia devido a
monoterapia sulfénica, a RFP também foi utilizada ocasionalmente em regime de
monoterapia. Consequentemente, em 1976 foi inoculado em pata de camundongo a
cepa de um paciente escandinavo com recidiva da doenca apés ser tratado por
muitos anos com DDS e, posteriormente, com RFP, que se revelou o primeiro caso
de M. leprae resistente a RFP (34).

Em 1977, Pearson e col. relataram que, de oito cepas inoculadas em patas de
camundongo advindas de pacientes da Etidpia sem tratamento prévio, cinco delas
apresentaram resisténcia a DDS, sendo esses os primeiros relatos de resisténcia
primaria a DDS em hanseniase (35). Mais tarde, outros trabalhos reportaram casos

Y

de M. leprae resistentes tanto a DDS quanto a RFP, obtidos principalmente de
pacientes tratados em esquema de monoterapia. Por exemplo, um estudo
acompanhou todos os pacientes tratados para hanseniase MB no periodo de 1975 a
1978 no Cebu (nas Filipinas), constatando que 42 apresentaram recidiva e foram
suspeitos de terem desenvolvido resisténcia secundaria a DDS. Utilizando a técnica
de Shepard, 31 casos de resisténcia secundaria a DDS foram confirmados.
Consequentemente, foi feita uma busca por casos de resisténcia primaria,
inoculando em pata de camundongo amostras de 58 pacientes sem tratamento

prévio. Duas (de 55 amostras que cresceram nos camundongos controle) também
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cresceram nos camundongos que receberam DDS, resultando numa prevaléncia de
resisténcia primaria a DDS estimada em 3,6% (36).

Estudo publicado em 1984 mostrou que 9/45 casos de recidiva eram
causados por cepas resistentes a RFP in vivo. O tempo e constancia de terapias
prévias com RFP nesses nove pacientes foram variaveis (5 a 72 meses). Apenas
uma dessas nove cepas era sensivel a DDS, isolada do Unico paciente que nao
havia recebido monoterapia com este medicamento; todas as demais apresentaram

também resisténcia a DDS (37).

1.1.4.4. Surgimento da Poliquimioterapia

Devido ao grande numero de casos de resisténcia ja relatados na década de
1980, concluiu-se que, para prevenir 0 aparecimento e disseminacao de cepas
resistentes, a solucédo seria utilizar um regime combinado de antibiéticos. Na época,
apenas quatro drogas estavam disponiveis e poderiam ser utilizadas nessa terapia
combinada: RFP, DDS, CLF e etionamida. No caso de resisténcia prévia a alguma
droga (em especial a DDS), o uso combinado com apenas mais um antibidtico
equivaleria a uma monoterapia desse antibiético, propiciando o desenvolvimento de
resisténcia. Portanto, pelo menos trés antibiéticos deveriam ser utilizados. A DDS,
por ser efetiva, barata e ja amplamente utilizada na hanseniase, foi um dos
medicamentos escolhidos para compor esse novo regime. A RFP, por ser
bactericida, deveria também estar presente na combinacdo. Como a etionamida era
mais hepatotéxica que a CLF, a CLF foi escolhida como terceiro componente. Em
1981 (6), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) passou a recomendar a
poliquimioterapia (PQT) baseada nos supracitados antibioticos para hanseniase,
com um regime de seis meses para pacientes PB e de pelo menos dois anos para
pacientes MB. Ao longo dos anos, pequenas alteracbes foram propostas nesse
regime: em 1988 (38), 1994 (39) e 1998 (40). Uma das principais mudancas
realizadas foi a reducdo do tratamento para pacientes MB de 24 para 12 meses.
Importante destacar que essa mudancga nao foi baseada em estudos clinicos e sim
em conveniéncia operacional. O regime atualmente utilizado € detalhado na Tabela
1(12,17).
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Tabela 1 - Regime recomendado da Poliquimioterapia a partir de 1998.

Pacientes MB (12 meses) Pacientes PB (6 meses)
Mensalmente RFP (600mg) + CLF (300mg) +
(Supervisionada) DDS (100mg) RFP (600 mg) +DDS (100mg)

Diaria

(Autoadministrada) DDS (100mg) + CLF (50mg) DDS (100mg)

Abreviacoes: MB: multibacilar; PB: paucibacilar; DDS: dapsona; RFP: rifampicina; CLF: clofazimina mg:
miligramas.
Fonte: Adaptado de (40)

1.1.4.5. Tratamento com ofloxacina

Em 1986 foram feitos testes do uso in vivo de ofloxacina (OFX) para
tratamento da hanseniase, um antibiético da familia das quinolonas que se mostrou
moderadamente bactericida contra o M. leprae. A OFX se liga a subunidade A da
DNA girase (codificada pela gyrA), inibindo a replicacdao do DNA bacteriano (Figura
4). Desde entao, a OFX passou a ser usada como droga de segunda linha, em caso
de resisténcia a componentes da PQT (41, 42).

Figura 4 — Mecanismo de agao da OFX

, @
DNA “J-o-'“)- U"Q"D Op
DNA girase (subunidade alfa) 93
[*" " 20 A OFX

inibidor

DNA duplicado

Legenda:

A seta azul continua representa a duplicagdo do DNA. A seta e x vermelhos indicam a agao inibidora.

Nas estruturas secundarias: as esferas cinzas representam atomos de carbono, as brancas de hidrogénio,
as vermelhas de oxigénio, as azuis de nitrogéneo e a verde de fluor.

Fonte: a autora (2018), utilizando figuras obtidas nos softwares MolView (21) e SWISS-MODEL (22).
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1.1.4.6. Multirresisténcia

Em 1996, Shetty e col. estudaram trés cepas de pacientes sem tratamento
prévio para hanseniase, das quais duas apresentaram resisténcia in vivo; uma delas,
apenas a uma droga (DDS) e a outra, a multiplas drogas (DDS, RFP, CLF). Dessa
forma, os autores descreveram, pela primeira vez, um caso de M. leprae
multirresistente que era também um caso de resisténcia primaria (43).

O segundo caso de M. leprae resistente a mdltiplas drogas foi também o
primeiro caso de resisténcia a fluoroquinolonas. A cepa foi isolada de um paciente
do Mali previamente tratado com monoterapia dapsénica por 12 anos e terapia
combinada de RFP e OFX por um més. Essa cepa foi testada em pata de
camundongo e apresentou resisténcia a DDS, RFP e OFX. Também foram
investigadas as bases moleculares dessas resisténcias, tendo sido encontrada uma
mutag&o no gene rpoB (TCG > TTG - Leu 425 por Ser) e uma no gene gyrA (GCA
- ATA - Val 91 por Ala) (Figura 5 a 7) (44).

Em 1999, ao ser analisada a sequéncia de nucleotideos dos genes folP e
folP2 (responséaveis pela codificagdo da enzima diidropteroato sintetase — DHPS —
no M. leprae) em seis diferentes cepas de M. leprae resistentes a DDS, foram
observadas duas mutacbes missense nos codons 53 e 55 do gene folP (Figura 5).
Embora a mutagdo no codon 55 - ou em seus sitios homédlogos - tenha sido relatada
previamente em outras espécies bacterianas, a mutacao no cédon 53 estava sendo
relatada pela primeira vez em bactérias (45). A enzima DHPS é responsavel por
processar tanto a DDS quanto o PABA (Figura 5), sendo, portanto, o principal locus
de ocorréncia de mutacdes associadas a resisténcia do bacilo a DDS. O mecanismo
de resisténcia mais comum a essa droga, em geral, envolve a sintese de uma
enzima que nao reconhece — e, portanto, ndo processa — seletivamente a DDS (46-
49).

Pouco tempo depois, em 2000, Matsuoka e col. publicaram o terceiro caso de
M. leprae multirresistente. Essa cepa era advinda de um paciente japonés tratado
com monoterapia dapsénica por 20 anos, por DDS combinada com RFP por mais 11
anos, protocolo ao qual foi adicionada a OFX. Ainda assim, o paciente manteve um
IB alto. O isolado foi testado para resisténcia em pata de camundongo, que revelou
resisténcia a DDS, RFP, OFX e sparfloxacina, e sensibilidade a claritromicina e CLF

(50).
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Figura 5 — Representagdo esquematica das regides determinantes de resisténcia a antibiéticos (drug
resistance determining region - DRDR) mais comumente relatadas no gene folP do M. leprae

folP - dihydropteroate synthase
296696 297550
> > |

GTCGGTGGCGAATCGACCCGGCCCGGTGCCATTAGGACTC
Val Gly Gly Glu Ser Thr Arg Pro Gly Ala lle Arg Thr
53 55

Fonte: a autora (2018) baseada na sequencia do gene folP disponivel em (51).

Figura 6 — Representacdo esquematica das regides determinantes de resisténcia a antibiticos (drug
resistance determining region - DRDR) mais comumente relatadas no gene rpoB do M. leprae

rpoB - DNA-directed RNA polymerase subunit beta

2276805 2273269

TTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGATCAGAACAACCCT
Phe Phe Gly Thr Ser Gin Leu Ser Gin Phe Met Asp Gin Asn Asn Pro
432 436 438 439 440 441 442

CTGTCGGGCCTGACCCACAAGCGCCGGCTGTCECGGCGCECTGGGEGLCCCGGGT
Leu Ser Gly Leu Thr His Lys Arg Arg Leu Ser Ala Leu Gly Pro Gly
447 451 456 457 458 459

Fonte: a autora (2018) baseada na sequencia do gene rpoB disponivel em (52)

Figura 7 — Representacdo esquematica das regides determinantes de resisténcia a antibiéticos (drug
resistance determining region - DRDR) mais comumente relatadas no gene gyrA do M. leprae

gyrA - DNA gyrase subunit A

7318 11067

TACCATCCGCACGGCGACGCATCGATTTATGACACGTTAGTGCGCATG
Tyr His Pro His Gly Asp Ala Ser lle Tyr  Asp Thr Leu Val Arg Met
89 91

Fonte: a autora (2018) baseada na sequencia do gene gyrA disponivel em (53)

1.1.4.7. Tratamentos substitutivos
Atualmente no protocolo de hanseniase do Ministério da Saude nao existe um

tratamento substitutivo especifico para os casos de resisténcia. Nesses casos, 0s
protocolos adotados sdo os mesmos de intolerédncia & medicacdo (Quadro 3) (10).
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Quadro 3 — Tratamento recomendando pelo MS para doente com intoler&ncia a um ou mais componentes

da PQT.
Intolerancia Forma clinica Dose mensal Dose diaria
a (duracao) (supervisionada) (auto administrada)
PB (6 meses) RFP (600mg) + CLF (300mg) CLF (50mg)
RFP (600mg) + CLF (300mg) +
DDS MB (12 meses) OFL (400mg) CLF (50mg)
ou ou
MNC (100mg) MNC (100mg)
DDS (100mg) + OFX (400mg) DDS (100mg) + OFX (400mg)
PB (6 meses) ou ou
MNC (100mg) MNC (100mg)
RFP DDS (100mg) + OFX (400mg)  DDS (100mg) + OFX (400mg)
+ CLF (300mg) + CLF (50mg)
MB (12 meses) ou ou
MNC (100mg) MNC (100mg)
CLF (300mg) + OFX (400mg) CLF (50mg) + OFX (400mg)
PB (6 meses) ou ou
MNC (100mg) MNC (100mg)
RFP e a DDS (primeiros 6 CLF (300mg) + OFX (400mg) +  CLF (50mg) + OFX (400mg)
meses) MNC (100mg) + MNC (100mg)
MB (18 meses CLF (SOOmQ)JUOFX (400mg) CLF (50mg) SL?FX (400mg)
subsequentes)

CLF (300mg) + MNC (100mg) CLF (50mg) + MNC (100mg)
Legenda: PB = paucibacilar; MB = multibacilar; DDS = dapsona; RFP = rifampicina; CLF = clofazemina;
OFX = ofloxaxina; MNC = minociclina;

Fonte: Adaptado de (10)

1.1.4.8. Monitoramento da resisténcia

Em 2008, a OMS organizou um workshop para discutir os crescentes relatos
de resisténcia publicados; dentre os pontos mais importantes, foi discutida a criacao
de um sistema de monitoramento da resisténcia em hanseniase (54). Dessa forma,
foi publicado em 2009 o “Guidelines for Global Surveillance of Drug Resistance in
Leprosy” que determina que os paises endémicos que participam do monitoramento
devem coletar amostras de pacientes MB, com IB maior que “2+”, para avaliacao
molecular de resisténcia do bacilo a DDS, RFP e OFX nos casos de recidiva de
hanseniase (55). Apds essa proposta, a OMS publicou trés relatérios do
monitoramento de resisténcia (56-58), - descritos sucintamente na Tabela 2 - quatro
relatérios de reunides anuais (2009-2012) sobre o monitoramento da resisténcia (59-
62) e uma consulta em monitoramento de resisténcia (63), no qual constam dados
referentes de 2010 a 2015. Nesse periodo, 5,2% (57/1086) eram casos de
resisténcia secundaria a RFP e 2,1% (16/776) eram casos de resisténcia primaria a
RFP (7).
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Recentemente, um estudo foi realizado na Colémbia com DNA de M. leprae
advindo de 243 individuos coletados como parte do programa de monitoramento de
resisténcia da OMS de 2004 a 2013. Apds o sequenciamento das DRDR, foram
encontrados 3 isolados com mutacdes apenas no gene rpoB (Asp441Tyr,
Ser456Leu, Ser458Met); 3 com mutagdes apenas no gene folP (Thr53Ala,
Pro55Leu, Thr53Ala + Thr88Pro) e 1 isolado com mutacdes no rpoB (Ser456Met) e
no folP (Pro55Leu). Também foram encontradas mutagdes nunca associadas a
resisténcia no rpoB (Ala426Thre e Arg505Trp) no folP (Asp91His, Arg94Trp e
Thr88Pro) e na gyrA (Ala107Leu) (64).

Outro estudo examinou bidpsias de 25 pacientes da Guinea-Conakry e
identificou, molecularmente, 4 casos de resisténcias primarias (1 com a mutagao
Ser456Leu no rpoB e 3 com Thr53Arg no folP). Esse mesmo estudo sequenciou as
trés cepas (MI2-10, MI6-50 e MI6-55) com resisténcia a dapsona, identificando uma
diferenga de apenas 2 SNPs dentre elas, indicando que elas eram originalmente a
mesma cepa (65).

Um estudo realizado na india, por sua vez verificou que dentre 239 recidivas e
11 casos novos 21,6% tinham resisténcia a um antibiético e 6,8% tinham resisténcia
a mais de um antibidtico (66).

Esses resultados levaram a OMS a rever o monitoramento de resisténcia a
hanseniase, culminando com a publicacdo do “A guide for surveillance of
antimicrobial resistance in leprosy: 2017 update” em 2017 (7). Esse documento se
baseou nas definicdes apresentadas no Quadro 4 e propde que todos os casos de
re-tratamento (exceto os de transferéncia) e parte dos casos novos (a quantidade
pode variar conforme a disponibilidade de cada pais) sejam testados para mutacdes
associadas a resisténcia a DDS, RFP e OFX. E recomendado que sejam testados
apenas aqueles casos que apresentem IB maior que 2+ para aumentar as chances
de obter uma PCR positiva.

Por fim, um estudo recente analisou 1.932 cepas de M. leprae (obtidas entre
2009 e 2015 em centros de monitoramento de 19 paises) e constatou que 8,0%
(154) delas apresentaram algum grau de resisténcia. As resisténcias primarias e
secundarias a RFP foram e 2,0% (16/789) e 5,2% (58/1143), respectivamente.

Também foram constados 20 casos (1.0 %) de resisténcia dupla a DDS e RFP (67).
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Quadro 4 — Definicdes da OMS
Novo caso Paciente diagnosticado com hanseniase que nunca foi tratado para a doenca
Paciente diagnosticado com hanseniase que ja recebeu tratamento para a

Re-tratamento -
doencga no passado. Sendo sub-dividido em:
Paciente diagnosticado com hanseniase que abandonou o
Apos abandono tratamento antes de completa-lo e retornou a unidade de saude
para completar o tratamento
Paciente que completou todo um tratamento de hanseniase no
. passado e que teve reaparecimento dos sinais e sintomas da
Recidiva ~ .
doenca que nao foram considerados decorrentes de um estado
reacional.
. Paciente que comegou o tratamento num local e se reportou a um
Transferéncia o
novo local para dar continuidade ao tratamento
Casos de re-tratamento que nao possam ser enquadrados em
Outros re-tratamentos .
nenhuma das outras categorias

Fonte: Traduzido e adaptado de (7)
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Tabela 2 — Dados dos relatérios de monitoramento da resisténcia da OMS.

Pais

Benin

Brasil

Birmania

China

Colémbia
Filipinas

Guinea

india

Indonésia

Madagascar

Mali

Mogambique

Myanmar

Periodo

2011-2015 2
2009 °
2010-2015 2
2005-7 °
2009-10 ¢
2009 °
2010 ¢
N.D. 2
2006-10 °
2009-2015 2
2013-2015 2
2009-10 ¢
2010-2015 2
2003-2011 2
2013-2015 2
2013-2015 2
2011 2
2013-2014 2
2010-2015 2

Numero de

casos testados

70
135

244
10
44
10

116
36
140
27
58
661
270
70
212
93

108

Resisténcia a RFP

A~ W O w N

NT

40
NI

Resisténcia a
DDS

- DD NN b~ W

o O o N 0 O o

W o o

32

Resisténcia a
OFX

(ou quinolonas)

0

o O N O

NT

15
NI

o O o o

Resisténcia
simultanea a
RFP e DDS

0
NT
25
NT
NT
NT
NT

0
NT
NI

0
NT
NI

o O O o

Taxa de resisténcia
(resisténcia a cada 100
casos testados)

57
4,4
13,1
50,0
11,4
0,0
12,5
7.8
38,9
2,9
3,7
12,1
12,0



Nepal 2009-2015 ®

Nigéria 2013-2015 2
Paquistio 2010°
2009 °
Vietnam 2010 ¢
2010-2015 2
lémen 2010 ¢

Legenda: As letras sobresctitas na coluna “Periodo” indicam o relatério fonte das informacdes, sendo: *: (63); °: (57); %:(58); %:(56);

N.D.: Ano de amostragem n&o declarado.

Fonte: a autora (2018) a partir de dados de (56-58, 63).

178
40
8
12
6
290
3

10

o W w o

0
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1.1.5. Epidemiologia

Em 1966 foi estimado que haviam 10.786.000 casos de hanseniase no
mundo (68). Nas duas décadas seguintes, as estimativas ficaram entre 10 a 12
milhdes de casos no mundo (Figura 8). A partir de 1985 essas estimativas passaram
a se basear em dados mais precisos e a serem feitas anualmente, levando em
consideracao a prevaléncia e a incidéncia da doenca (69). O paciente era
considerado um “caso” para contabilizacdo da prevaléncia enquanto ndo completava
a PQT. Quando a PQT para pacientes MB reduziu de 2 para 1 ano (em 1998), a
contagem de “casos” MB foi consequentemente reduzida pela metade (Figura 9)
(17).

Em 1991, a OMS lancou uma campanha para que, utilizando a PQT, em 2000
a hanseniase fosse eliminada como problema de saude publica, ou seja, houvesse
menos de um caso a cada 10.000 pessoas (70). Essa campanha nunca teve a
aquiescéncia do grupo de especialistas de hanseniase da OMS (WHO leprosy
expert committees), pois alguns fatores claramente dificultavam essa eliminacao, tais
como i) o longo tempo de incubacédo (assintomatico) da doenca; ii) a falta de
informacao sobre possiveis fontes ndo humanas (ambientais e animais) de infec¢ao;
iii) a auséncia de vacina ou outra medida efetiva de prevencao (17). Ainda assim, a
partir 1995, a PQT passou a ser fornecida gratuitamente gracas ao suporte da The
Nippon Foundation (TNF) e Sasakawa Memorial Health Foundation (SMHF) do
Japao (de 1995 a 1999) e posteriormente pela Novartis e Novartis Foundation for
Sustainable Development (NFSD) (71). Nesse contexto, uma grande pressao foi feita
para que os paises alcancassem a meta de eliminacgao, levando, em alguns casos, a
distorcao das politicas publicas de saude. Um dos exemplos mais caracteristicos
ocorreu na India, que era responsavel pela maioria dos casos do mundo e que
adotou medidas como: i) deixar de contabilizar os casos de hanseniase do tipo
“lesao unica” (cerca de um terco dos casos de hanseniase do pais); ii) passar a ter a
contabilidade dos casos “verificada” pelos gestores da campanha; iii) desencorajar a
busca ativa de casos; iv) deixar de contabilizar como “caso” o paciente recém
diagnosticado que havia recebido toda a medicacdo. Dessa forma, a india reduziu o
namero de novos casos de 559.938 em 2000 para 139.252 em 2006, uma queda de
75% em 6 anos, improvavel para uma doenca cujo periodo de incubacao é de cerca
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de 15 anos. Essa diferenca € a principal responsavel pelo decréscimo observado
tanto na incidéncia quanto na prevaléncia global entre 2000 a 2006 (Figura 10) (17).

Em 2004 a OMS declarou que, de 131 paises previamente endémicos,
apenas nove nao atingiram a meta, a saber: Brasil, Congo, Madagascar, Nepal,
Tanzania, Angola, Libéria, Mocambique e Republica Centro-Africana (72). Porém, ao
se observar a incidéncia mundial de 1985 a 2016 (Figura 9 e 10) nota-se que, com
excegao de um pequeno aumento de 1997-2001 (atribuida ao incentivo na busca
ativa de casos e implementacdao dos programas de eliminacdo) e uma reducao de
2001 a 2005 (supracitado periodo de mudancas na contabilidade de casos na india)
este parametro tem permanecido estavel, indicando que a transmissdo continua a

ocorrer similarmente com o que ocorria 30 anos atras (17, 73).

Figura 8 - Prevaléncia estimada de hanseniase no mundo de 1966 a 1983

12.500.000
12.250.000 12.000k

12.000.000

11.750.000 11.525k
11.500.000

11.250.000

11.000.000 10.786k

Numero de casos

10.750.000 10.407k

10.500.000
10.250.000

10.000.000
1966 1972 1978 1983

Anos

Legenda: O simbolo “k” equivale a notagdo “vezes 10%. Incidéncia é o nimero de novos casos
reportados no ano. Prevaléncia é o nimero de casos registrados.
Fonte: a autora, baseado em dados de (68, 74-76)
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Figura 9 - Prevaléncia e incidéncia de hanseniase no mundo de 1985 a 2000
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Legenda: Incidéncia € o numero de novos casos reportados no ano. Prevaléncia € o nUmero de casos registrados.

Fonte: A autora, baseado em dados de (77-89).
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Figura 10 - Prevaléncia e incidéncia de hanseniase no mundo de 2000 a 2016
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Legenda: O simbolo “k” equivale & notagdo “vezes 10%. Incidéncia é o nimero de novos casos reportados no ano. Prevaléncia é o nimero de casos registrados.
Fonte: A autora, baseado em dados de (77-91)
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1.1.6. Variabilidade do M. leprae

Idealmente para reducgao/eliminacao de qualquer doenca infeciosa é critico
conhecer os mecanismos de infeccdo e transmissdao do patégeno. No caso da
hanseniase, o longo tempo de incubacao e a impossibilidade de cultivar o bacilo em
meios artificiais dificultam consideravelmente o estudo desses mecanismos
utilizando técnicas classicas da microbiologia. Recentemente, gragas ao
desenvolvimento de ferramentas de analise molecular, diferentes abordagens foram

propostas para delinear transmisséo e variabilidade do M. leprae (92).

1.1.6.1. VNTRs

Dentre as primeiras técnicas moleculares utilizadas para avaliacdo da
variabilidade do M. leprae, estdao as comparacdées gendmicas baseadas em RFLP
(restriction fragment-length polynmorphisn) e sequenciamento de 16S-23S rDNA,
que nao conseguiam diferenciar dentre cepas de M. leprae de diferentes origens.
Até que, em 2000, Masuoka (92) propbs o uso de uma regido de repeticdo curta do
gene rpoT (RNA polymerase sigma fator ou fator sigma da RNA polimerase) do M.
leprae para diferenciacao de cepas. Esse marcador foi testado em 51 isolados de 12
areas geograficas distintas, tendo encontrado grupos (com 3 e 4 cdpias) coerentes
com a distribuicdo geografica dos isolados. Posteriormente, esse marcador passou a
ser conhecido como “6-3a”. Nos anos seguintes, diversos outros marcadores foram
propostos. Uma revisdo sistematica (APENDICE |) revelou que 47 marcadores de
VNTRs (Variable-Number Tandem-Repeat) ja foram testados para uso em estudos
de variabilidade do M. leprae. No entanto, apenas 17 marcadores se estabeleceram
como padrao de analise de VNTRs em M. leprae (cada um deles tendo sido testado
em pelo menos 10 estudos e 500 cepas) (Tabela 3 e 4). Dentre esses 17
marcadores, o0 GAA 21 (Figura 11) e GTA 9 (Figura 12) sdo os que apresentaram
maior variabilidade; os marcadores 6-3a e 21-3 0s que apresentaram menor
variabilidade (Figura 13).

38



Tabela 3 — Marcadores do tipo VNTR ja utilizados nos estudos de M. leprae.

Marcador

GTA9
GAA 21°
6-7
AT 17
21-3

AC9
AC 8a

27-5
12-5
23-3
GGT5
AT 15
AC 8b
TA 18
18-8
TA 10
6-3a
AT 14

AGA 20°
C 20
CG6
ML1
25-2
G22

Locus

interg ML2172 / ML2173

interg ML2344 / ML2345
ML1505
ML2183

MLO058

interg nadC / ML1228
ML1285

MLO0568
ML1182
interg proV / proZ

interg ML2159 / ML2160
interg ML0798 / ML0799
interg ML1825 / cobU
MLO0830

ML1334

interg cooM / ML1451
rpoT
interg clpC / pabB
interg ML2344 / ML2345
interg ML0237 / metG

ML2472
?

ML2418
MLO163 e fadE13

Posicdao genoma (TN)

2583814
2785433
1816851
2597735

73074

1452573
1531185

687053
1381663
2945487

2567251
948935
2211035
984591

1587621

1744091
1190343
308814

2785435
312039

2947291
?

2893422
229625

2583840
2785495
1816892
2597768

73136

1452590
1531200

687177
1381722
2945555

2567265
948964
2211050
984626

1587764

1744110
1190360
308841
2785494
312058

2947302
?

2893471
229646

Sequéncia repetitiva

GTA
GAA
GCACCT
AT

GATCAAGCCAGGAA
TCAAGTT

AC
AC

CCGGTGGTGCCGCC
TGGTGGGTTTCCC

CCTCAACAACCT

ATAATACTGTAGTG
AACGACATC

GGT
AT
AC
TA

CGGCCCGCCTG
GCCAGTA

TA
GACATC
AT
AGA
C

CG
?

AGAATTTACCGGCGT
TCA*ATAAGAA

G
39

Copias
(TN)
9
21
7

7

o w o1 ;o o O w I

— —
o ® o

(00}

14
20
20

22

Numero de estudos®

28
24
22
22

22

20
20

20
20
18

18
18
17
17

14

12
11
2

= DD NN

—_

Numero de cepas'

1603
1274
1427
1301

1244

1579
1421

1355
1228
1286

1187
1135
1145
975

829

878
726
49
35
28
27
53

43
27



TA13°
T8 A6
G10a
G10b
T6 N7 T8
G9
G12
10-4
AGT 5a
AGT 5b
G11
A9
ACC 5
C16 G8
CA6
CACCG 3
ACT 5
C9
TA9

15-3

AT10

6-3b°
7-3°
TA8

Legenda: Marcadores apresentados em ordem decrescente de nimero de publicagées que os utilizaram. #) marcador também conhecido como TCC 21. °)
marcadores que ndo puderam ter sua localizagdo confirmada na versdo atual do genoma do M. leprae TN (NC_002677.1). °) marcador na mesma posi¢cdo do
marcador AT 14, mas que nédo pode ser incluso nesse, devido a diferencas no sistema de contagem de cépias. ¢) marcador na mesma posicdo do marcador GAA 21,
mas que nao pode ser incluso nesse, devido a diferengas no sistema de contagem de cépias. °) Nimero de estudos que genotiparam o marcador dentre os estudos
revisados sistematicamente. ') Nimero de cepas testadas dos estudos revisados sistematicamente, cujos resultados foram obtidos e ndo foram dubios. interg)
marcador em regido intergenica dentre os dois genes que seguem. TN) Valor referente a cepa M. leprae TN (NC_002677.1).?) Desconhecido.
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interg ML1647 / valV
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Tabela 4 — Marcadores utilizados em cada estudo de VNTRs de M. leprae.

Total de
Estudo Descricdo Amostra marcadores Marcadores
usados
Matsuoka, 2000 Por amostra 51 1 6-3a
Shin, 2000 Por amostra 34 1 GAA 21
Groathouse, 2004 Por amostra 4 9 GAA 21, AT 17, C 20, CG 6, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5
Truman, 2004 Por amostra 37 4 GAA 2, AT 17, TA18,GTA9
Young, 2004 Por amostra 77 3 GAA 21, GTA 9, AT 15
Monot, 2005 Por amostra 7 7 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, AT 14, AT 15
6-3a, AT 17, TA 18, GTA 9, C 20, CG 6, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15,
GGT 5, TA 10, AC 8b, T8 A6, T6 7 T8, A9, G9, C9, G10a, G10b, G11, G12, C16 G8, G22, CA6,
I, 201 el e 44 TA8, TA9, TA13, AT10, ACC 5, AGT 5a, AGT 5b, ACT 5, AGA 20, CACCG 3, 6-3b, 7-3, 10-4,
15-3
Taylor, 2006 Por amostra 6 3 GAA 21, GTA 9, 21-3
Weng, 2007 Sé freq. 69 7 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, AC 9, AC 8a
Monot, 2008 S6 freq. 42 5 GAA 21, AT 17, GTA 9, AT 14, AT 15
Young, 2008 Sé freq. 43 7 GAA 21, GTA 9, 6-7, 12-5, 21-3, 23-3, 25-2
Cardona-Castro, 2009  Por amostra 38 15 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, 12-5, 18Até ggs 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5,
Fontes, 2009 Por amostra 89 16 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 181-%, i1é38,bz7-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, TA
Gillis, 2009 Por amostra 4 13 GAA 21, AT 17, GTA 9, 6-7, 12-5, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, GGT 5, TA 10, AC 8b
Kimura, 2009 Por amostra 53 17 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT
5, TA10, AC 8b
Matsuoka, 2009 S6 freq. 4 1 6-3a
Sakamuri, 2009-cont  Por amostra 85 17 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7,51 2T21108§02313b3 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT
Sakamuri, 2009-pop  Por amostra 48 15 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 281b-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, AC
Shinde, 2009 Por amostra 80 17 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 232“\;1}8%\ %2)3 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT
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Srisungnam, 2009
Xing, 2009
da Silva Rocha, 2011
Li, 2011

Taylor, 2011
Truman, 2011
Weng, 2011

Fontes, 2012

Kuruwa, 2012
Cardona-Castro, 2013

Weng, 2013
Lavania, 2015
Fontes, 2017

Bonnar, 2018
TOTAL

Por amostra
Por amostra
Por amostra
Por amostra

Por amostra
Por amostra
Por amostra

Por amostra

Por amostra
So freq.

Por amostra
S6 freq.
S6 freq.

Por amostra

97
20
16
16

88
130

78
48

191
70
159
2

1719

14
16
4

16

3
10
7

16

15
2

16
10
17
10

GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, 12-5, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, AC 8b

6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT
5, AC 8b

GAA 21, AT 17, TA18,GTA9

GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, TA
10, AC 8b

GTA 9, 21-3
GTA 9, 6-7, 12-521-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, GGT 5, AC 8b
AT 17,GTA9,6-7, AC 9, AC 8a, AT 15, TA 10
GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3AT 15, GGT 5TA 10,

AC 8b
6-3a, GAA 21, AT 17GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8aAT 15, GGT 5TA 10, AC 8b
12-5, 27-5
6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-718-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3AT 15, GGT 5TA 10,
AC 8b

GTA 96-7, 12-521-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3GGT 5AC 8b

6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3AT 15, GGT
5TA 10, AC 8b

GTA 96-7, 12-521-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3GGT 5AC 8b

Legenda: Por amostra) resultado apresentado individualmente para cada amostra analisada; Por freq.) resultado apresentado numa tabela de frequéncia do nimero

de copias encontrado para cada marcador.

Fontes: Matsuoka, 2000 (92); Shin, 2000 (93); Groathouse, 2004 (94); Truman, 2004 (95); Zhang, 2005 (96); Taylor, 2006 (97); Weng, 2007 (98); Monot, 2008 (99);
Young, 2008 (100); Cardona-Castro, 2009 (101); Fontes, 2009 (102); Kimura, 2009 (103); Sakamuri, 2009 (104); Shinde, 2009 (105); Srisungnam, 2009 (106); Xing,
2009 (107); da Silva Rocha, 2011 (108); Li, 2011 (109); Weng, 2011 (110); Weng, 2013 (111); Fontes, 2017 (112)
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Figura 11 — Variabilidade do marcador GAA 21 em estudos de VNTRs de M. leprae
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Legenda: O eixo x representa o nUmero de repetigdes e 0 eixo y representa o nimero de amostras relatadas nos artigos.
Fonte: A autora (2018).
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Figura 12 — Variabilidade do marcador GTA 9 em estudos de VNTRs de M. leprae
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Legenda: O eixo x representa o niUmero de repetigcdes e 0 eixo y representa o nimero de amostras relatadas nos artigos.
Fonte: A autora (2018).
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Figura 13 — Variabilidade dos marcadores 6-3a e 21-3 em estudos de VNTRs de M. leprae
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Legenda: A cor azul representa a variabilidade do marcador 21-3 e a cor vermelha representa a
variabilidade do marcador 6-32. O eixo x representa o nimero de repetigdes e o eixo y representa o
numero de amostras relatadas nos artigos.

Fonte: A autora (2018).

1.1.6.2. Tipagem por SNP

Em 2005 Monot e col. (113) avaliaram diversas cepas de M. leprae e
concluiram que eles eram praticamente clonais. Neste estudo, 3 SNPs (Single
nucleotide polymorphism ou Polimorfismo de nucleotideo Unico) informativos foram
localizados e testados em 175 cepas de 21 paises de todos os cinco continentes. Os
resultados indicaram que a combinacdo de marcadores se limitavam a apenas em 4
possibilidades, ou “SNP types”, numerados de 1 a 4 (Tabela 5). Foi ainda
constatada uma correlacao entre o SNP type e a origem geografica das amostras,
sendo o tipo 1 predominante na Asia, Pacifico e no leste da Africa; o tipo 2 foi
encontrado na Etiépia, Malawi, Nepal, Norte da india e Nova Caledénia; o tipo 3
estava relacionado a Europa, Norte da Africa e Américas; e o tipo 4 estava no oeste
da Africa e no Caribe. Em 2009 (114), gracas a disponibilidade de dados de genoma
completo de outras cepas, foi possivel identificar 78 SNPs, 2 inser¢cdes ou delecdes
(InDels) e 4 homopolimeros (HPT) informativos que possibilitaram que os quatro
SNP types originais fossem subdivididos em 16 subtipos denominados de A a P

(Tabela 6), e que também mostram grande correlacao geografica.
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Tabela 5 — Tipagem por SNP de M. leprae em 4 tipos.

Tipos
Marcador  Posicao 1 2 3 4
SNP 14.676 C T
SNP 1.642.875 G T
SNP 2.935.685 A C
Fonte: Adaptado de (113)
Tabela 6 — Tipagem por SNP de M. leprae em 16 subtipos.
Subtipos
Marcador Posicao 1A 1B 1C 1D 2E 2F 2G 2H 31 3J 3K 3L 3M 4N 40
SNP 8.453
SNP 298.572
SNP 347.385
SNP 383.599
SNP 481.476
SNP 485.138
SNP 494.674
SNP 508.481
SNP 694.090
SNP 890.453
SNP 904.824
SNP 1.087.397 c G
SNP 1.257.185
SNP 1.324.009
SNP 1.348.426
SNP 1.579.109
SNP 1.614.069
SNP 2.553.176
SNP 2.706.236
SNP 2.818.521
SNP 3.016.175
HPT 1.414.666
SNP 313.361
SNP 840.584
SNP 1.143.423
SNP 1.155.582 A ¢
SNP 1.643.162
SNP 2.174.865
SNP 61.425 A G
SNP 832.152
SNP 972.005 T C

SNP 1.339.813
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SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

1.605.956
1.378
2.011.747
2.459.766
3.102.778
1.104.232
2.751.783
73
100.574
330.125
1.926.696
2.015.320
2.462
1.133.492
1.295.192
2.235.048
2.312.059
413.902
642.131
807.613
2.131.753
3.090.722
20.910
527.964
591.857
733.811
2.815.502
3.267.975
1.079.902
1.214.326
1.313.204
1.524.667
1.575.600
1.947.401
2.096.406
2.132.052
2.239.468
22.719
2.347.320
2.414.869
2.423.927
365.373
379.804
467.512
508.986
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SNP 537.330
SNP RNC1
HPT 3.244.472
HPT 3.041.556

HPT 741.133 T
Ins 978.589 -
Del 1.476.519 T

Legenda: Classificagdo baseada em SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico), HPT (homopolimero), Ins
(insergdes), Del (delegdes). As bases mostradas representam apenas um alelo dentre as duas
possibilidades de cada marcador.

Fonte: Adaptado de (114)

1.1.6.3. Estudos de genoma

Mais recentemente, o desenvolvimento de novas tecnologias permitiu que,
além dos estudos de marcadores e genes especificos, outros aspectos moleculares
do M. leprae fossem estudados. Em 2001, Stuart Cole e col. sequenciaram pela
primeira vez o genoma completo do M. leprae (cepa TN) formado por 3.268.203pb
num unico DNA circular e sem plasmideos, com um conteudo médio de G+C de
57,8%. Esses valores sdo bem menores que os ja descritos para o genoma da
maioria das outras micobactérias (Tabela 7), por exemplo, o M. tuberculosis, que é
composto de 4.411.532pb e 65,6% de conteudo médio G+C (115).

Tabela 7 - Comparagao do genoma de algumas micobactérias

Bactéria M. leprae M. tuberculosis M. bovis M. africanum M. lepromatosis
Cepa TN H37Rv 1595 GM041182 Mx1-22A
Tamanho do
genoma (Mb) 3,27 4,41 4,35 4,39 3,21
°°"te(‘f,2;’ G+C 578 65,6 65,6 65,6 57,9
Genes 2770 4008 4 220 4243 2 856
Proteinas 1 605 3906 4 026 4 045 1477
Pseudogenes 1115 30 143 147 1 331

Legenda: Mb) Mega bases
Fonte: (32, 116-119)
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Além disso, a anotacao das sequéncias de genoma e proteoma do M. leprae
levou a surpreendente constatacdo que, de 2770 genes, apenas 1605 (57,94%)
codificam proteinas, os demais se compdéem de pseudogenes (quadros de leitura
inativos com contrapartidas funcionais em outras micobactérias) ou sequéncias
regulatérias (115, 120).

Assumindo que o genoma do M. leprae ja tenha tido um tamanho similar ao
da maioria das micobactérias (=4,4Mb), houve uma extensa redugao e rearranjo
durante a sua evolucédo (121). Devido a isso, muitas das vias comuns nas outras
micobactérias foram reduzidas no M. leprae. No geral, as vias de degradacao foram
mais reduzidas que as vias de sintese. Por exemplo, foram encontradas mutacdes
em genes envolvidos na regulacédo, desintoxicacao, reparo de DNA, transporte e
efluxo de metabdlitos. Dessa forma, os genes responsaveis por transmissao,
alojamento e sobrevivéncia no hospedeiro foram preservados, enquanto boa parte
dos genes que podem ser compensados pelos parasitismos foi descartada. Esse
processo é denominado "reducdo evolutiva" e tem sido observado em diversos
patdbgenos humanos intracelulares obrigatérios, principalmente devido a inativacao
de genes cuja funcdo ndo é mais necessaria nesse nicho altamente especializado.
Essa perda de diversas vias metabdlicas também explica, em grande parte, a
impossibilidade de cultivar o M. leprae in vitro (115, 120, 122, 123).

Mais recentemente, em 2018, foi realizado um amplo estudo de 154 genomas
de M. leprae advindos de 25 paises (124) que constatou que:

(i) A diferenga média entre os genomas analisados era de 114 SNPs;

(i) Alguns polimorfismos encontrados sofreram selecdo positiva durante a
evolucao, o que pode ser consequéncia da pressao do sistema imune
humano, da PQT ou de outras forc¢as;

(i) A andlise filogenética indicou que o ancestral do M. leprae se originou na
Eurasia, provavelmente no Leste Asiatico;

(iv)  Mutacdées no gene nth (que codifica a Endonuclease lll) prejudicam o
funcionamento sistema de reparo bacteriano levando a uma maior
variabilidade das cepas. Dessa forma é possivel que a auséncia do nth
favoreca o surgimento de mutacdes de resisténcia. O fato que todas as cepas
que tinham mutagdo no nth também tinham resisténcia a antimicrobianos,

49



corrobora com essa possibilidade. Com isso esse gene passou a ser um
candidato a marcador de risco de desenvolvimento de resisténcia;

Um alto niumero de casos de resisténcia a quinolonas em pacientes que
estavam manifestando a hanseniase pela primeira vez (resisténcia primaria);
Foram relatadas mutacdes na gyrB (codificante da subunidade beta da DNA-
girasse) suspeitas de causar resisténcia a antimicrobianos no M. leprae;

Foi observada uma frequéncia alta de mutagdes no fadD9 e ribD,
especialmente nas cepas com resisténcia a antibiéticos. E possivel que as
mutagcées no gene ribD estejam relacionadas a resisténcia aos antibibticos
derivados do Acido 4-amino-salicilico. A funcdo do gene fadD9 ainda nio é
completamente elucidada de forma que seu papel na resisténcia

antimicrobiana (especialmente a clofazemina) ainda deve ser investigada.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA - PARTE 2 - SEQUENCIAMENTO DE
GENOMA COMPLETO

1.2.1. Sequenciamento de Segunda Geracao

Desde a década de 70, quando foi proposto o sequenciamento enzimatico de
DNA, houve uma evolugdo constante nas técnicas de sequenciamento e, nesse
processo, diversas plataformas surgiram e varias delas se tornaram obsoletas.
Essas plataformas sédo agrupadas em geragdes, conforme suas caracteristicas
tecnologicas em geral e pela época em que foram desenvolvidas. A primeira
geracao de sequenciadores, por exemplo, € baseada na técnica de Sanger, que
utiliza a eletroforese de amplicons, contendo di-deoxinucleotideos para determinar
uma unica sequéncia (125, 126).

Somente na década de 2000 foi desenvolvida a segunda geracdo de
sequenciadores (em inglés, Next-Generation Sequencing — NGS). Todas as
plataformas dessa geragao tém em comum a leitura paralela de diversos amplicons
espacialmente separados e, consequentemente, um maior throughput de dados.
Para todas elas, o processo de sequenciamento se compbe de trés etapas
principais: (i) o preparo de biblioteca; (i) o preparo de template; e (iii) o
sequenciamento propriamente dito. Cada plataforma, porém, utiliza diferentes
métodos de deteccdo das bases, o que faz com que cada uma tenha suas
peculiaridades, vantagens e desvantagens especificas (125, 126).

Neste trabalho, foram utilizadas ferramentas de sequenciamento de segunda
geragédo por meio de semicondutor de ions (lon PGM). Devido as especificidades
dessa tecnologia, serd apresentada aqui uma breve descricdo de seus conceitos

basicos e de seu funcionamento.
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1.2.1.1. Condicoes pré-sequenciamento

E importante ressaltar que, em métodos de biologia molecular, a qualidade do
material genético utilizado no processo é determinante na qualidade do resultado
final. Nesse aspecto, 0 sequenciamento pode ser especialmente exigente. A
qualidade do DNA usualmente é medida a partir da relacdo entre a absorbancia de
260nm (faixa do comprimento de onda que os nucleotideos, DNA, RNA etc.
absorvem) e a absorbancia de 280nm (faixa do comprimento de onda que as
proteinas e outros contaminantes absorvem). O DNA ideal deve ter a relacao
260/280 proxima a 1,8 para ser considerado livre de contaminantes. Devido as
exigéncias do sequenciamento, também ¢é utilizada uma segunda relagdo entre a
absorbancia 260nm e a absorbancia de 230nm, que indica a contaminacdo da
amostra com outros produtos geralmente advindos do processo de extracdo, como
carboidratos, fenol, guanina, glicogénio, sais € EDTA. Quando puro, o DNA
apresenta razao 260/230 préxima a 2,0 e, portanto, esse € o recomendado para fins
de sequenciamento (125-127).

Também ¢é importante ressaltar que o0 sequenciamento de DNA em
plataformas de segunda geracdo nao necessariamente utiliza primers para
amplificacdo de sequéncias alvos. Isso facilita o sequenciamento de grandes
extensdes de DNA, como o0 genoma bacteriano completo; porém, sem a
especificidade dos primers, todo material genético presente na amostra também
sera sequenciado. Sendo assim, o método é extremamente sensivel a presenca de
DNA contaminante. No contexto de sequenciamento de genoma bacteriano, por
exemplo, se o DNA for extraido a partir de material bioldégico do hospedeiro, o

genoma deste podera ser sequenciado juntamente com a sequéncia alvo.
1.2.1.2. Preparo de Biblioteca

O preparo de biblioteca é a etapa de preparacdao do material genético que
sera sequenciado, sendo a etapa menos automatizada do processo. O objetivo
desta etapa é obter fragmentos pequenos de nucleotideos, de tamanho uniforme,
ligados a adaptadores. Para isso, o protocolo varia conforme o material genético
utilizado e a quimica de sequenciamento escolhida. Para sequenciamento de DNA
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gendmico bacteriano por tecnologia lon Torrent, o preparo de biblioteca se compbe

de quatro principais sub etapas, detalhadas a seguir:

Fragmentacao: O DNA gendmico integro é muito extenso para ser sequenciado

e deve passar por fragmentacdo enzimatica para adequa-lo ao sequenciamento.
A enzima utilizada nessa etapa é sensivel a presenca de EDTA, razao pela qual
a presenca deste na amostra pode comprometer o processo. Ao final da
fragmentacao, é realizada uma purificacdo com beads (Figura 9).

Ligacao de Adaptadores e Barcodes: Nessa etapa, os fragmentos sao ligados
a duas sequéncias curtas de DNA, conhecidas como adaptadores e barcodes.
Os adaptadores uniformizam as extremidades de todos os fragmentos, o que
possibilita a sua amplificacéo e preparo de template com um iniciador universal.
Os barcodes sao sequéncias que servem para identificar as amostras de origem,
no caso de um sequenciamento contendo mais de uma amostra
simultaneamente. Ao final do processo de ligacao, é realizada uma purificacao
com beads (Figura 14).

Figura 14 - Representagao esquematica das etapas de fragmentagao e ligagao de adaptadores e

barcodes
DNA gendmico
DNA fragmentado
Biblioteca de DNA com adaptadores e barcodes
sEe EGERE ose TEE0E ans sreee aoe BIEEE

Fonte: a autora (2018).
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Size-select: Nessa etapa, sdo selecionados os fragmentos com o tamanho
ideal (no caso deste estudo, préximo a 480pb). Esse processo é realizado em
um gel comercial de agarose a 2% de alta sensibilidade que facilita a
recuperacdo das amostras. A visualizacdo desse gel é um ponto de
checagem do preparo de biblioteca, sendo necessario secundariamente para
definir a amplificacdo ou ndo da biblioteca, e, em alguns casos, o reinicio do
preparo da biblioteca, devido a perda de amostra em etapas prévias (Figura
15).

Figura 15 - Representagao esquematica das etapas de size-select e amplificagédo da biblioteca

!~ 480pb

Fonte: a autora (2018).

Amplificacao: Quando a presenca de amostra é constatada no gel, a mesma
devera ser amplificada por Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction — PCR), utilizando um iniciador universal que se liga aos
adaptadores das amostras. Essa etapa de PCR sabidamente pode inserir
erros nas sequéncias e, portanto, é realizada com uma enzima de alta
fidelidade. Apds a amplificacdo, a biblioteca é purificada com beads e
quantificada (Figura 15).
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1.2.1.3. Preparo de template

O objetivo desta etapa é produzir bibliotecas de DNA clonais, isoladas e
ligadas a uma superficie. Nas plataformas com tecnologia lon Torrent, o preparo de
template € automatizado e as bibliotecas sédo ligadas a beads de sequenciamento
denominadas lon Sphere Particles (ISP). Para isso, o preparo de template se

subdivide em trés etapas:

« PCR em emulsao: Nesse ponto, a(s) biblioteca(s) preparada(s) €é(sao)
submetida(s) a uma PCR em emulsao, na qual micelas aguosas servem como
mini-reatores em um meio oleoso. Idealmente, cada micela devera conter
uma bead de sequenciamento (a qual tem primers complementares aos
adaptadores ligados a sua superficie), um Unico fragmento da biblioteca e os
demais componentes necessarios a PCR. Ao final do processo, a superficie
de cada ISP estara coberta de cépias de um Unico fragmento da biblioteca
(125) (Figura 16).

Figura 16 - Representagao esquematica de preparo de template.

fase i - Primers

aquosa e \
. Mgcl,

Fonte: a autora (2018).
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» Enriquecimento: Nessa etapa, as ISP negativas (nas quais ndo houve
amplificacdo) sdo descartadas e as ISP positivas sao, portanto, concentradas.

1.2.1.4. Sequenciamento

O sequenciamento se compde de duas etapas: o preenchimento do chip com
a solucao contendo as ISP positivas e 0 sequenciamento, propriamente dito. Um
chip de sequenciamento é um sensor eletrdnico num circuito integrado, capaz de
detectar os ions de hidrogénio liberados durante a sintese de DNA pela DNA
polimerase. Esse chip tem 1,2 milhdo de pocos, nos quais séo inseridas as ISP para
0 sequenciamento paralelo de diversos fragmentos. O sequenciamento consiste,
portanto, no fluxo alternado de nucleotideos no chip (chamado flow order), que,
guando incorporados a sintese, liberam os ions H*, que sdo detectados por
alteracao de pH (chamado de flow signal) e computados (Figura 17). (128).

Figura 17 - Representagao esquematica do processo de sequenciamento em pogo do chip

Deteccao de H*

Fonte: a autora (2018).



1.2.1.5. Dados Brutos

A partir da leitura de bases de um fragmento, numa bead, num pog¢o do chip,
€ gerada uma sequéncia curta, conhecida como read. A cada base nesta read é
atribuido um escore de qualidade baseado na escala Phred (Phred Quality escore,
Q): uma escala logaritmica baseada em probabilidade de erro (129, 130) (Tabela 8).
Ainda, o output da plataforma lon Torrent inclui os dados de flow order e flow signal.

Tabela 8 - Escore Phred relacionado a probabilidade de erro.

Escore de qualidade Phred (Q) Probabilidade de determinacao errénea da base Acuracia
10 1em10 90%
20 1em 100 99%
30 1 em 1000 99,90%
40 1 em 10.000 99,99%
50 1 em 100.000 99,999%
60 1 em 1.000.000 99,9999%

Fonte: a autora, adaptado de (131)

Quanto maior o escore, menor a probabilidade de erro e maior a acuracia da
base sequenciada. Como pode ser observado na Figura 18, até o valor de Q20 ha
uma diferenca consideravel quanto a qualidade da base, mas acima desse valor
essa diferenca fica pequena. Por isso, o valor de Q20 é frequentemente usado como

cut-off.

Figura 18 - Relacdo da escala Phred com erro e acuracia
100% \
80% -+

60% | \

40% +— \\
0% - . .

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Qualidade —— erro acuricia

Probabilidade

Legenda: No eixo X esta a escala Phred e no eixo Y probabilidade em porcentagem. A linha azul
representa a probabilidade de erro e a vermelha representa a acuracia (1-erro).
Fonte: a autora (2018).
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1.2.1.6. Analise de Dados

1.2.1.6.1.  Tipos de software

Existe hoje uma grande variedade de programas disponiveis para realizar
analises de dados advindos de sequenciamento. Eles podem ser classificados de
maneira geral de diversas formas:

« Por critérios financeiros (pagos ou gratuitos);
+ Adequados ao uso em diferentes sistemas operacionais (Windows, Linux,

Mac etc);

« Por modo de uso (com interface e/ou linha de comando);

Neste estudo, foram utilizados programas gratuitos voltados para uso na
plataforma Linux. Tendo em vista que os dados de sequenciamento tem
peculiaridades relativas a tecnologia utilizada, foi dada preferéncia a programas que
levassem em consideracdo as caracteristicas da plataforma lon Torrent. Nesse
contexto, a maioria dos programas utilizados funcionava por linha de comando.
Usualmente, a linha de comando se inicia com o programa a ser executado,
seguindo-se - caso necessario - a sub-funcdo a ser utilizada e as opcdes (ou
parametros) do programa. Geralmente, as opcdes sao identificadas pelo programa
por “” seguido de uma letra ou “-” seguido de uma palavra. Usualmente os
programas tém minimamente um arquivo de entrada (input) e um arquivo de saida

(output) (Quadro 5).

Quadro 5 — Exemplo de linha de comando

programa subfuncao --opcaol valorl —--opcao2 valor2 arquivo.entrada arquivo.saida

1.2.1.6.2. Alinhamento

Na etapa de alinhamento as reads sédo alinhadas e comparadas a uma
sequéncia referéncia. O nimero de vezes que uma base é computada em diversas
reads € conhecido como cobertura da base. A média de cobertura de todas as bases
sequenciadas e a uniformidade dessa cobertura sdo alguns dos critérios de
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qualidade um sequenciamento. O Alignment Quality (AQ), que em alguns casos
também é baseado na escala Phred, também é uma medida de qualidade de
alinhamento.

Para genomas pequenos e/ou de procariotos as regides de pouca ou nenhuma
cobertura sao conhecidas como gap. O trecho de bases alinhadas entre um gap e
outro € denominado contig (Figura 19).

Figura 19 - Representagado esquematica do alinhamento das reads a uma sequéncia de referéncia

Sequéncia de Referéncia

I read |
| read |
Cobertura —
read [ read |
[ read read |
[ Contig Gap [ Contig |

Fonte: A autora (2018).

Consequentemente um genoma completamente sequenciado, sem gaps,
seria composto de um unico contig. Para melhor mensurar os contigs sao utilizadas
as medidas tais como “N50” e “comprimento N50”. O “N50” representa 0 menor
namero de contigs necessarios para que 50% do genoma seja representando
enquanto “comprimento N50” representa o comprimento em pares de base gerado
com 50% dos contigs. De forma similar existem outras medidas tais com N90 (para
90%) e N95 (para 95%).

1.2.1.6.2.1. Mapeamento

Mapeamento o processo de alinhamento de dados que se utiliza de uma
sequéncia referéncia para a organizacao das reads. Um bom mapeamento tem
grande dependéncia da qualidade e coeréncia da referéncia utilizada. O uso
referéncia inadequada podera induzir a amostra a um alinhamento erréneo. Além
disso no mapeamento € dificil a localizacdo de elementos moveis, translocagoes,

etc.
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1.2.1.6.2.2. Montagem de novo

A montagem de novo é um alinhamento sem referéncia, baseado apenas nas
similaridades entre as reads. E o método utilizado principalmente quando ndo ha um
genoma de referéncia adequando. Um fator limitante desse método é o comprimento
das reads. Quando muito curtas dificultardo a montagem que gerara um grande
namero de gaps e, consequentemente, de contigs. Esse método porém possibilita a

descoberta de elementos moéveis, translocagbes etc.
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2. CONTEXTO E DESENHO DO ESTUDO

O Lazaropolis do Prata foi a primeira colénia agricola de leprosos fundada no
Brasil na década de 1920 (132) quando foi adotada a politica de internacao
compulsoéria no pais, considerada a melhor profilaxia para uma doenca, até entao,
sem cura. Essa politica seguiu até 1962 (133) quando a disponibilidade de alguns
antibiéticos eficazes no tratamento da doenca passou a permitir a reintegracao dos
pacientes a sociedade.

Mais recentemente, a ex-colénia passou a ser denominada de Vila Santo
Anténio do Prata e nela habitam os antigos internos e seus descendentes. Devido,
em grande parte, ao estigma da doenca, o fluxo migratério é praticamente nulo e a
populagcdo permanece relativamente isolada. No periodo 2006 a 2007 toda a
populacao da Vila foi recrutada (2005 individuos) pelo nosso grupo de pesquisa para
um estudo epidemiolégico (ANEXO IV). Neste estudo, foi constatado que 257
pessoas tinham ou tiveram hanseniase, 0 que representava uma prevaléncia de
12,82%. Essa taxa de prevaléncia foi maior que a taxa de prevaléncia do Brasil todo,
de 0,0321% (no ano de 2007) e muito maior que a recomendacdo da OMS de
menos de 0,01% (menos de 1 casos a cada 10.000 habitantes). Portanto a Vila era
hiperendémica para a hanseniase, o que, se considerado juntamente com o
isolamento e a homogeneidade de fatores ambientais faz dessa localidade um
ambiente propicio para o estudo de varios aspectos da doenca, um “laboratorio
natural”.

Assim sendo, a partir 2009 nosso grupo de pesquisa participou de um projeto
colaborativo multicéntrico de larga escala (doravante denominado “Estudo-2009”)
cujo objetivo foi investigar suspeitas de casos de resisténcia dentre os casos de
recidiva de hanseniase. Constatou-se que 9 dentre 12 casos de recidiva (75%) e 4
dentre 10 novos casos (40%) tinham resisténcia a um ou mais antibiéticos (ver item
“5. Manuscrito” para maiores detalhes). Esses indices estavam muito acima das
estimativas globais da OMS de 5,2% e 2,1% de resisténcia secundaria e primaria,
respectivamente. Tendo em vista esses alarmantes resultados, decidiu-se submeter
um projeto de estudo de follow-up (doravante denominado “Estudo-2013”). Essa
nova proposta tinha como objetivo avaliar a extensdo dos casos de hanseniase

causados por M. leprae resistente aos componentes da PQT na Vila do Prata, bem
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como ampliar o entendimento da dindmica de transmissdo destes isolados. E no
contexto do Estudo-2013 que esta inserida esta tese.

Brevemente, no ambito do “Estudo-2013”, foram recrutados individuos com
hanseniase da Vila do Prata, identificados através de mutirdo dermatol6gico e busca
ativa de casos em toda a Vila. Os individuos que aceitaram participar do estudo
tiveram amostras de bidpsias de lesdes hansénicas coletadas. M. leprae isolado das
biépsias foi utilizado para a determinacdo do perfil de resisténcia, por meio da
técnica de inoculacdo em coxim plantar (técnica de Shepard) em camundongos
BALB/c e nude (24). O DNA total obtido das amostras de bidpsia foi submetido a (i)
analise molecular de resisténcia através do sequenciamento (Sanger) de regides
especificas dos genes folP, rooB e gyrA; (ii) genotipagem de SNPs M. leprae-
especificos por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) para
caracterizacao molecular (113); (iii) analise de epidemiologia molecular utilizando
repeticoes em tandem de numero variavel - Variable number tandem repeat - VNTR
(utilizando técnica de reagdo em cadeia da polimerase multipla ou PCR multiplex). O
DNA obtido das amostras cultivadas in vivo foi submetido a andlise comparativa de
sequéncias de genomas completos dos M. leprae (sequenciamento no lon PGM™).

A Figura 20 apresenta o desenho de estudo do “Estudo-2013” de forma
esquematica. Importante destacar que a coordenacdo deste foi baseada na
Pontificia Universidade Catodlica do Parana (PUCPR) e foi realizado em parceria com
as seguintes instituicdes:

* Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) — Bauru (SP);

» Universidade Federal do Para (UFPA) - Belém (PA);
» Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) - Rio de Janeiro (RJ).
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Figura 20 - Esquema do desenho de estudo do projeto global no qual este estudo esté inserido.

Manuscrito

Estudo de 2009

Recrutamento e
coleta de material
Vila do Prata

Baciloscopia efou
histopatologico

Extracdo de DNA da
biopsia

Tipagem de cepa Sequenciamento do
baseada em SNPs folP, mpoB e gyrA
(RFLP) (Sanger)

Genotipagem de
VNTR
(PCR mutiplex)

Teste de Resisténcia
in vivo
(Téc. de Shepard)

Montagem de arvore
filogenética

(MST)

Extragao purificacio
de DNA de M./eprae

Padronizacio do . Fiocruz

Sequenciamento
(lon PGM) . ILSL

Padronizacao da
analise de dados

Legenda: As cores das etapas correspondem ao local de sua realizagdo. O recrutamento populacional
teve participagdo de todas as entidades envolvidas no projeto global, mas estd em verde pois a sua
organizagao e coordenacao foi feita pela PUCPR.

O quadrado “Manuscrito” destaca as etapas descritas no manuscrito em preparagdo (ver item 5.
Manuscrito).

RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphisms (Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de
Restricdo); lon PGM™ = lon Torrent Personal Genome Machine System; VNTR = Variable number tandem
repeat (Repeticdo em tandem de naimero variavel); PCR = Polymerase Chain Reaction (Reagdo em cadeia
da polimerase); MST — Minimum Spanning Tree

Fonte: A autora (2018).
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JUSTIFICATIVA

Ha quatro fatores principais que motivaram o desenvolvimento deste estudo:

A existéncia ja comprovada de indices alarmantes de resisténcia a PQT entre
os isolados da Vila Santo Antbénio do Prata. Sob o ponto de vista da saude
publica e para fins epidemiolégicos, fez-se necessario estender essa analise,
através de busca ativa e sistematica de novos casos de hanseniase causada
por isolados resistentes de M. leprae em toda a Vila Santo Anténio do Prata;
A demonstragdo da dindmica de surgimento e transmissdo de cepas
resistentes de M. leprae em uma populacdo modelo serd um avang¢o no
entendimento dos mecanismos de selecdo e emergéncia de resisténcia do M.
leprae ao tratamento;

A oportunidade de se aliar pesquisa basica com acdes educacionais e de
promogao de saude, com impacto direto sobre o controle da endemia e a
qualidade de vida da populacao alvo do estudo;

Os resultados encontrados poderdo levar a revisdo dos protocolos de

tratamento em outros sitios do Brasil.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Descrever a exata extensdo do problema de resisténcia primaria e secundaria
do M. leprae aos componentes da poliquimioterapia em uma populacédo
hiperendémica isolada do norte do Brasil, bem como a natureza molecular dos
isolados bacterianos obtidos, aplicando uma estratégia sistematica de recrutamento

da populagédo em estudo.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo sao:

Produzir um levantamento de base populacional dos casos de hanseniase na
Vila do Prata através de busca ativa e atividade intensiva de atendimento
dermatolégico ambulatorial;

Obter o perfil de resisténcia (in vivo e molecular) das cepas obtidas;

Obter o perfil de variabilidade molecular (VNTRs e tipagem por SNP) das cepas
obtidas;

Cruzar os dados dos pacientes com os perfis de resisténcia e de variabilidade
molecular de forma a observar a transmissao das cepas;

Padronizar o protocolo de sequenciamento de genoma e andlise primaria de
dados dos genomas das cepas M. leprae em plataforma lon PGM™ (Personal

Genome Machine).
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MANUSCRITO

Clinical Infectious Diseases

Emergence and Transmission of Drug-/Multidrug-resistant
Mycobacterium leprae in a Former Leprosy Colony in the
Brazilian Amazon
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Background. Leprosy has been treated with multidrug therapy, which has been distributed for free across the globe and re-
garded as highly efficient. However, the impossibility of growing Mycobacterium leprae in axenic media has historically impaired
assessments of M. leprae resistance, a parameter only recently detectable through molecular methods.

Methods. A systematic, population-based search for M. leprae resistance in suspected leprosy relapse cases and contacts was
performed in Prata Village, an isolated, hyperendemic, former leprosy colony located in the Brazilian Amazon. Results led to an ex-
tended active search involving the entire Prata population. Confirmed leprosy cases were investigated for bacterial resistance using
a combination of in vivo testing and direct sequencing of resistance genes folP1, rpoB, and gyrA. A molecular epidemiology analysis
was performed using data from 17 variable number tandem repeats (VNTR).

Results,  Mycobacterium leprae was obtained from biopsies of 37 leprosy cases (18 relapses and 19 new cases): 16 (43.24%) dis-
played drug-resistance variants. Multidrug resistance to rifampicin and dapsone was observed in 8 relapses and 4 new cases. Single
resistance to rifampicin was detected in 1 new case. Resistance to dapsone was present in 2 relapses and 1 new case. Combined mo-
lecular resistance and VN'TR data revealed evidence of intra-familial primary transmission of resistant M. leprae.

Conclusions. A comprehensive, population-based systematic approach to investigate M. leprae resistance in a unique popula-
tion revealed an alarming scenario of the emergence and transmission of resistant strains. These findings may be used for the devel-
opment of new strategies for surveillance of drug resistance in other populations.

Keywords. leprosy; M. leprae; multidrug resistance; primary resistance; transmission.

Over the past 20 years, the global number of new cases of lep- The first cases of Mycobacterium leprae secondary and pri-
rosy has remained stable, irrespective of available effective treat- mary drug resistance (DR) to dapsone (DDS) were reported in
ment, suggesting that better prophylactic and diagnostic tools 1964 [2] and 1977 [3], respectively; the first case of resistance to
are necessary to improve disease control and achieve reduced rifampicin (RIF) was described in 1976 [4]. In 1981, the World

incidence rates; in this scenario, maintaining high therapeutic Health Organization (WHO) recommend multidrug therapy
efficacy is of critical importance [1]. (MDT) against leprosy, composed by DDS, RIF, and clofazimine
[5]; in 1996, the first case of primary multidrug resistance
(MDR) was reported [6], followed by the description of the first
case of MDR to DDS, RIF, and ofloxacin [7]. Clofazimine resist-
ance has hardly ever been detected in M. leprae, possibly due to
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The inability of M. leprae to grow in artificial media has been

mouse footpad, is a labor-intensive and time-consuming pro-

sequencing drug resistance-determining regions (DRDR) of

Transmission of Resistant Mycobacterium leprae « CID 2019:XX (XX XXXX) » 1
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to DDS, RIF, and ofloxacin, respectively [11]. Consequently,
there has been an increase in the number of sporadic case re-
ports of DR and MDR isolates of M. leprae [11-14]. In 2009,
the WHO launched a drug resistance surveillance program re-
stricted to references and sentinel centers, which focused on
pretreated individuals rediagnosed with leprosy [15].

To date, reports of M. leprae resistance rates range from
2.05% (of 243 isolates in Colombia) [16] to 16% (of 24 isolates
in Guinea-Conakry) [17]. An Indian study of 239 relapses and
11 new cases found 21.6% of cases to be DR and 6.8% to be
MDR [18]. Finally, a recent, large study of 1932 M. leprae strains
obtained between 2009 and 2015 in sentinel centers of 19 coun-
tries determined that 8.0% (154) of the isolates presented some
degree of resistance. Primary and secondary resistance to RIF
were 2.0% (16/789) and 5.2% (58/1143), respectively; 20 cases
(1.0%) were resistant to both DDS and RIF [19, 20].

Here, we present a population-based study on M. leprae resistance
to MDT, performed in a hyperendemic population of a former lep-
rosy colony located in the Brazilian Amazon. We propose that DR/
MDR contributes to the maintenance of the endemicity in the village
through reactivation/relapse and primary drug-resistant disease.

SUBJECTS AND METHODS

Ethics Statement

The ethics committees for human research of all involved institutions
approved all methods and procedures used in this study (protocol
number PUCPR 274.776) and written informed consent was obtained
from all participants. The animal experiments were conducted in ac-
cordance with the guidelines of the Brazilian Committee for Care and
Use of Laboratory Animals (protocol number ILSL 07/1).

Target Population

This study involved the entire population of the Vila do Santo
Antonio do Prata (Prata village), located in the Amazonic state
of Pard, Brazil. In the 1920s, the village became a venue for

compulsory isolation of leprosy patients who were diagnosed
across the northern and northeastern states of Brazil. Isolation
was mandatory until 1962; however, the strong social stigma
associated with leprosy has been very present and, to date, em-
igration of affected individuals from the village and immigra-
tion of nonaffected individuals to the village has been limited.
As a result, the Prata Village remains mostly socially and geo-
graphically isolated and, despite efforts towards disease control,
leprosy is still highly prevalent and homogenously distributed
across the entire community [21].

At the time of enrollment, the village had an estimated pop-
ulation of around 3000 individuals, mainly composed of des-
cendants of founding, leprosy-affected individuals. A previous,
population-based genetic epidemiology study of the Prata
village revealed a cumulative prevalence of leprosy of 12.8%,
among the highest ever reported [21]. The same study revealed
the presence of a strong genetic component controlling suscep-
tibility to leprosy in the community, a finding compatible with
the hypothesis that, due to the history of the village, genetic risk
factors for leprosy are enriched within this population [21]. All
inhabitants share the same limited environment: the village has
only 1 active church, 2 elementary schools, 1 social club, and 1
large central square, used by the population for leisure activities
such as soccer games and outdoor celebrations. In this context,
it is reasonable to assume that all individuals are constantly,
equally, and heavily exposed to M. leprae. Combined, these pe-
culiar characteristics present the Prata village as a unique model
for epidemiological, population-based leprosy studies.

Recruitment Strategy and Procedures

Recruitment followed a 2-stage strategy. In the first stage, in
2009, following WHO recommendations, we investigated
M. leprae resistance, focusing on suspected cases of relapse
[15]—as defined by individuals with new skin lesions and/or
enlarged tender nerves who had been released from treatment

Table 1. Epidemiological Description of the Enrolled Patients
2009 2013
Relapse Contacts Individuals
Number of suspected cases examined 17 85 611
Relapse New case Relapse New case
Leprosy cases 12 10 1 9
Sex
Female 5 7 3 5
Male 7 3 8 4
Clinical form at diagnosis, WHO
MB 1 2 10 1
PB 1 8 1 8
Age range at diagnosis, years 10 10 43 8to79 10 to 49 10 to 69
Mean age at first diagnosis, years (SD) 245 (117 322 22.7) 26.3 (12.3) 34 (176)

Abbreviations: MB, multibacillary; PB, paucibacillary; SD, standard deviation; WHQ, World Health Organization.
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at least 5 years before—and household contacts. The resulting
high number of cases of M. leprae with MDR led to the second
stage, in 2013, of active case-finding, expanding the survey to
the entire population (Table 1). Results of the DR/MDR anal-
ysis for all samples/patients were immediately released to the
local health officials in order to inform therapeutic decisions.
In 2017, individuals identified as cases or relapses in the first
and/or second stage of recruitment were reached for follow-up.
Detailed descriptions of the recruitment strategy and proced-
ures are available in the Supplementary Methods.

Mycobacterium leprae Resistance and Molecular Epidemiology Analyses
Skin lesion biopsies were obtained and processed for di-
agnosis and estimation of the number of acid-fast bacilli.
Mycobacterium leprae suspensions were inoculated in BALB/c
mouse footpads for in vivo DDS and RIF resistance testing.
Mycobacterium leprae DNA was obtained for molecular testing.
Specific DRDR of genes folP1, rpoB, and gyrA were genotyped
by Sanger sequencing; 17 short tandem repeats were selected
and genotyped by fluorescence-based capillary electrophoresis.
The individual discriminatory power of each short tandem re-
peat marker was calculated using the Hunter-Gaston discrimi-
natory index (HGDI). An unweighted pair group method with
arithmetic mean-based similarity matrix was created for the
generation of a dendrogram and minimum spanning trees [22].
Detailed descriptions of these experimental procedures are
available in the Supplementary Methods.

RESULTS

Clinical and Epidemiological Data

In the first stage, 117 suspected cases of leprosy relapse and 85
contacts were evaluated; 12 cases of relapse were confirmed
and 10 household contacts with active leprosy were identified.
A total of 611 individuals were evaluated during the second
stage of recruitment (55 of these were evaluated both in 2009
and 2013), and 20 cases of active leprosy were detected: 11 re-
lapses and 9 new cases. Of the relapse cases, 5 had already been
diagnosed with a leprosy relapse in 2009. Table 1 summarizes
the epidemiological data of all diagnosed patients and Table 2
details the data of all diagnosed patients; information on pre-
vious treatments was available for all patients (Supplementary
Table 1).

In 2017, the research team located the clinical records of 27 of
the 37 leprosy patients diagnosed during the study. According
to these records, 23 had received regular MDT; of these, 11 had
been characterized as drug sensitive or inconclusive; 9 were
resistant to DDS and RIF; 2 were resistant to DDS; and 1 was
resistant to RIF. Also, of these 23 patients, 17 had completed
the therapeutic course; 2 had died; 1 was still under treatment;
and 3 did not have treatment information available. Our team
of clinicians examined 5 out of these 23 patients after treatment:

1 sensitive and 4 resistant. All 5 presented full remission of the
lesions. Out of the 27, 4 follow-up patients had received RIF,
ofloxacin, and minocycline therapy: 1 was sensitive to all anti-
biotics tested and dropped out of treatment, and 3 were MDR,
had completed the therapeutic course, and were clinically inac-
tive after completion of treatment.

In Vivo Resistance

In 2009, skin biopsies were obtained from the 12 relapse cases
and used for mouse footpad inoculation. There were 6 samples
that yielded sufficient bacilli: 2 (PA-043 and PA-084) were re-
sistant to both DDS and RIF; 1 (PA-155) was resistant to DDS;
and 2 (PA-006 and PA-012) were susceptible to both DDS
and RIE The sixth sample, PA-192, did not show any growth
(Supplementary Table 2). Skin biopsies for mouse footpad in-
oculation were also obtained from 8 relapses and 6 new cases
detected in 2013. Of these, 3 presented sufficient bacilli for in-
oculation: 2 (PA-012 and PA-208) did not grow in any mouse
group and 1 (PA-034) showed susceptibility to both DDS and
RIF (Supplementary Table 2).

Genotyping of Mycobacterium leprae Drug Resistance—Associated Genes
A detailed description of the variants detected is available in
Table 2. In summary, MDR M. leprae was detected in 40.9%
(9/22) of the leprosy cases detected in 2009: 7 relapses and 2
new cases. In addition, a single rpoB mutation was detected in
1 new case, and a single folP1 mutation was detected in 2 re-
lapses and 1 new case. No gyrA gene variants were detected in
any of the patients (Table 2). Out of the additional 15 leprosy
cases identified only in 2013, 1 relapse case and 2 new cases
presented MDR. Mutations outside of DRDR regions were
detected: CGG100TGG in folPl (PA-248), CTA470CAA in
rpoB (PA-034), and TTA97TTT in gyrA (PA-214 and PA-243;
Table 2). Of note, 100% concordance on sensitivity/resistance
statuses was observed across the molecular and in vivo analyses.

Familial Occurrences for Mycobacterium leprae Resistance Genes

Our strategy to include household contacts as primary targets
of the surveys allowed the detection of 5 multiplex pedigrees
displaying M. leprae-resistant isolates (Figure 1):

1. In the most remarkable case of familial clustering of M. leprae
resistance, patient PA-043 was diagnosed with leprosy relapse
in 2009. A contact examination revealed that his wife (PA-
073) and his father-in-law (PA-074) were also affected. In
2013, the brother-in-law of PA-074 (PA-221) was diagnosed
with leprosy relapse; an examination of his contacts led to
the diagnosis of his daughter (PA-220) as a new leprosy case.
Cases PA-043, PA-073, PA-074, and PA-220 were MDR, with
PA-043 also showing MDR in vivo. Patient PA-221 did not
yield a polymerase chain reaction product for DRDR analysis
(Figure 1A).
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gyrA

Resistance Genotype
rpoB

folP1
CGG100TGG (Arg-

Trp)

WT

Abbreviations: ID, identification number; MB, multibacillary; PB, paucibacillary; PCR neg, not amplified polymerase chain reaction; WHO,World Health Organization classification; WT, wild type

Susceptible
Susceptible

Ofloxacin

Resistance”
Rifampin
Susceptible
Susceptible

Dapsone

Unknown
Susceptible

Clinical Form at
Diagnosis, WHO
MB
PB

Disease
Status
Relapse
New case

Recruitment®
2013
2013

D
PA-248
PA-254

"Resistance inferred from mutations in drug resistance-determining regions that have been proved to cause resistance.
Yyariant GATA41TAT (Asp-Tyr) has not been detected in any other members of the family.

“First step in 2009 and second step in 2013.
“Resistance confirmed on mice test (in vivo)

Table 2. Continued

Family

2. Patient PA-084 and his wife, PA-085, were both diagnosed
with relapses in 2009 and 2013, both with MDR strains
(Figure 1B).

3.In 2009, 2 brothers, PA-103 (CCC55CGC in folPI) and
PA-058 (wild-type), were diagnosed as new leprosy cases
(Figure 1C).

4.In 2009, 2 sisters, PA-118 (wild-type) and PA-119
(TCG456ATG mutation in rpoB), were diagnosed as new
leprosy cases (Figure 1D).

5. An MDR patient, PA-192, was identified as a relapse in both
2009 and 2013. Upon a contact examination in 2009, his
mother-in-law (PA-199) was diagnosed as a new leprosy case;
unfortunately, none of the DRDR genes of PA-199 yielded
polymerase chain reaction product for DR/MDR investiga-
tion (Figure 1E).

Multiple-Locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis Typing

A total of 42 samples, derived from 37 different patients (5 pa-
tients presented leprosy both in 2009 and 2013), were genotyped
for the variable number tandem repeat markers. All 17 markers
were successfully genotyped in 29 samples; the remaining sam-
ples had 9 to 16 genotyped markers (Suppl. Table 3). Of the
evaluated markers, 5 were nonpolymorphic (HGDI = 0): AC8b,
GGTS5, 6-3A, 21-3, and 23- 3. The largest allelic variability was
detected for markers TA18, AT15, and AT17, with 14, 10, and
9 alleles, respectively, and HGDI scores between 0.77-0.89. The
remaining markers presented HGDI scores ranging between
0.10-0.70 and have been ordered by decreasing variability as
follows: GTA9 (6 alleles), AC8a and GGA21 (both 5 alleles),
TA10 (4 alleles), AC9 and 6-7 (both with 3 alleles), 27-5 and
12-5 (both with 2 alleles), and 18-8 (2 alleles; Supplementary
Table 3).

An analysis revealed the existence of 5 clusters (Figure 2): 1
included all 6 samples of 5 patients belonging to pedigree A; 1
corresponded to 4 samples from the 2 patients of pedigree B; 1
included the 2 samples of pedigree D; 1 was composed of both
samples obtained from patient PA-192 (2009 and 2013); and 1
included patients PA-213 and PA-254. Of note, for all 5 cases
that had samples collected in 2009 and 2013, only 1 (PA-012)
did not have the 2 samples included in the same cluster, due to
a difference in the AT15 marker.

DISCUSSION

Today, antimicrobial resistance is arguably the main challenge
in fighting human infection. Yet, little is known about anti-
microbial resistance in leprosy and most of the information on
leprosy resistance to treatment comes from sporadic reports
of resistant cases, reinforced by a few investigations of larger
samples [16, 18, 23] and, more recently, a large study of global
reach [19, 20]. These studies show a proportion of resistant
M. leprae significantly higher than those reported before by the
WHO [19, 24], indicating that the real extent of the problem
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PA-221

PA-043 PA-073
PA-118 PA-119 PA-192

Figure 1.

1 ¢

PA-084 PA-085

L0

PA-220

PA-103 PA-058

D 2009 - new case
. 2009 - relapse

DDS and RIP resist.

‘:’ 2013 — new case
. 2013 - relapse

DDS resist.

WT / Sensitive

D Unknow resist.

RIF resist.

D Not affected

Male and female individuals are represented by squares and circles, respectively. Unfilled shapes are unexamined individuals. Labels under the squares/cir-

cles describe patients’ [Ds. Different fills indicate the year of diagnosis and whether it is a case or a relapse. The border color indicates the molecular resistance profile.

Abbreviations: DDS, dapsone; 1D, identification number; RIF, rifampicin; WT, wild-type.

of M. leprae resistance to antibiotics is still unknown. This be-
comes even more critical in the scenario of a high hidden prev-
alence of leprosy, as recently suggested [25].

Here, we present the results of the first population-based,
systematic report of M. leprae resistance in an isolated,
hyperendemic population with decades of leprosy history. Our
combined strategy of relapse monitoring and active searches for
new cases has resulted in the identification of 37 leprosy cases,
16 (43.2%) of them showing some degree of resistance and 12
(32.4%) of which were resistant to both DDS and RIE These
high proportions of resistant M. leprae are likely due to the pe-
culiar nature of the studied population, which has been heavily
exposed to leprosy for almost 100 years: a combination of in-
creased natural susceptibility and environmental factors likely
favors the emergence, persistence, and propagation of resistant
M. leprae through undiagnosed cases and asymptomatic car-
riers. Also, some relapse patients were first treated with DDS
monotherapy in the 1960s and some have records of up to 4

rediagnoses, due to relapses or reinfections. Thus, the high level
of resistance observed in the Prata Village is likely exceptional
and not necessarily extensive to other populations. Still, the
Prata Village, if seen as a natural experiment and interpreted
accordingly, alerts us to the existence of a possible, elusive sce-
nario of emergence of M. leprae-resistant strains that, due to
disease characteristics such as an extremely long incubation pe-
riod, may manifest as a public health problem only years ahead.

The combined molecular analysis of resistance and phylo-
genetic markers between isolates obtained from members of
the same Prata Village families strongly suggests transmission
along the pedigrees, in particular, of resistant strains charac-
terizing primary resistance. This is particularly evident for
pedigree A, which displayed at least 3 cases of primary, double-
resistant leprosy (Figure 1) and phylogenetic data positioning
all M. leprae isolates into a single cluster (Figure 2). Complete
concordance of both resistance and phylogenetic profiles was
also observed for pedigree B. For pedigree D, phylogenetic data
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PA-214

PA-245

(2013)

PA-155

PA-012

PA-0127

PA-034

PA-084 (2009), PA-084 (2013), B
PA-08S (2009), PA-085 (2013)

PA-043 (2009), 4
PA-043 (2013),
PA-073, PA-074,
PA-220, PA-221

O relapse 2009 mmm difference of | VNTR

@ relapse 2013

O new case 2009

— difference of 2 VNTR
=======_difference of 3 VNTR

@ revoase203 - difference of more then 3 VNTR

Figure 2. The lengths of the branches of the tree represent the distances between the genetic standards. Red boxes define individuals from the same pedigree, as labeled
by the letters A (pedigree A of Figure 1) to E (pedigree E of Figure 1). Abbreviation: VNTR, variable number tander repeats.

placed both isolates into the same cluster; however, the resist-
ance profiles are distinct, likely due to the emergence of RIF
resistance in 1 of the sisters. For pedigree C, distinct phylo-
genetic and resistance profiles suggest different isolates caused
leprosy independently across siblings. For pedigree E, phylo-
genetic data differed only by a single AT17 variant; unfortu-
nately, it was not possible to obtain resistance information for
the primary case, which would have been particularly valuable
since the index case is a multiple-relapse, double-resistant pa-
tient. Since marker AT17 is highly unstable and polymorphic,
it is possible that the discordance is due to natural molecular
changes observed within the same isolate. A similar explana-
tion may apply to the single divergence (marker AT15, patient
PA-012) among the 5 patients for whom samples were obtained
both in 2009 and 2013. This great similarity between strains
of the same patients, collected at different stages, indicates
that the disease in these cases was caused by the same strain
at both moments. Of note, a complementary phylogenetic
analysis indicated the presence of M. leprae Single Nucleotide
Polymorphism types 3 and 4 in the Prata Village—with a 76.2%
predominance of the later—that is compatible with the mixed
ethnic background of the Prata Village [21] (data not shown).

3 of the alleles in the DRDR region of the genes detected in
the study haven't been previously associated with M. leprae re-
sistance: (1) CTA470CAA (Leu-Gln) in rpoB, detected in 1 re-
lapse patient; (2) CGG100TGG (Arg-Trp) in folP1, also detected
in 1 relapse patient; and (3) TTA97TTT (Leu-Phe) in gyrA, de-
tected in 1 relapse and 1 new case. All isolates harboring these
mutations were inoculated in the mouse footpad; however, only
rpoB CTA470CAA (Leu-Gln) yielded positive growth, showing
sensitivity to DDS and RIF in vivo. Thus, both folPI and gyrA
mutations remain as natural candidates for further investiga-
tion of a potential role in leprosy resistance.

The long-term follow-up indicates that a minor proportion of
the patients resistant do DDS, RIF, or both had received regular
MDT, perhaps following outdated guidelines, combined with com-
plex administrative and bureaucratic procedures, in order to guar-
antee treatment. The impact of such deleterious effects upon the
emergence and maintenance of M. leprae resistance is unknown.

We are aware of the limitations of our study. First, despite
important technological advances, working with M. leprae still
poses challenges, such as obtaining enough quantities from
biological samples to successfully achieve bacterial growth
in mice—particularly difficult for paucibacillary patients—in
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order to allow in vivo testing of resistance and access to
enough DNA to perform molecular analyses. To address this
limitation, molecular data have been re-checked by a refer-
ence laboratory with 100% concordance. Second, a recent ge-
nomic analysis suggests the existence of novel targets involved
in antimicrobial resistance in leprosy that haven’t yet been
tested in the Prata population [26, 27]; including these novel
markers through a follow-up study involving whole-genome
sequencing would produce a more comprehensive description
of the resistance molecular profile and a higher resolution pat-
tern of transmission, possibly increasing resistance rates even
further.

In summary, the results of our systematic study revealed the
underdetection of primary and secondary resistance and dis-
semination of M. leprae-resistant strains in the context of a very
unique population. It is unlikely that the scenario observed in
the Prata Village also applies to less atypical contexts; however,
we expect that our data can raise awareness for a potential,
alarming scenario that demands immediate action from leprosy
control authorities in this particular region of Brazil and calls
for better surveillance in other regions of the globe.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at Clinical Infectious Diseases online.
Consisting of data provided by the authors to benefit the reader, the posted
materials are not copyedited and are the sole responsibility of the authors,
s0 questions or comments should be addressed to the corresponding author.
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6. METODOS COMPLEMENTARES
6.1. SUPORTE FINANCERO

O projeto de origem foi submetido e aprovado para financiamento no edital
DECIT/CNPq, chamada MCTI/CNPg/MS-SCTIE - Decit N° 40/2012 - Pesquisa em
Doencgas Negligenciadas, em um total de R$ 236.021,20 (processo 403889/2012-0).
Esse edital ja foi finalizado e os relatérios finais técnico e financeiro ja foram

aprovados.

6.2. POPULAGCAO DA VILA SANTO ANTONIO DO PRATA

A populacgao alvo deste estudo reside na Vila Santo Antdnio do Prata (antiga
“Colbnia do Santo Antbnio do Prata” ou “Lazardpolis do Prata”), localizada no
municipio de Igarapé-acu, cerca de 110 km a leste de Belém, capital do estado do
Para, norte do Brasil (ver Figura 21). A Vila do Prata foi fundada por frades
franciscanos em 1898 e, mais tarde, passou a ser sitio de isolamento compulsério
(no Brasil de 1924 a 1962) de pacientes hansenianos do estado do Para e
Maranhao. Desde sua fundacdo até hoje, o fluxo migratério espontaneo tem sido
praticamente ausente, provavelmente devido ao estigma que ainda acompanha a
doenca (134).

Figura 21 - Localiza¢do da Vila Santo Ant6nio do Prata

Igarapé-Agu

/J @)

Vila Santo Anténio do Prata

Legenda: Mapa do Brasil, com destaque para o estado do Para e para o municipio de Igarapé-Agu
(em vermelho) onde esta sinalizado (em amarelo) a localizagao da Vila Santo Antonio do Prata.
Localizagdo aproximada: 1°18'14.1"S 47°35'57.3"W

Fonte: a autora (2018).
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6.2.1. Recrutamento da amostra populacional

Para o recrutamento da amostra populacional deste estudo, foi aplicada
estratégia de atendimento dermatolégico de demanda espontanea, aliada a busca
ativa de casos de hanseniase, dirigida por agentes comunitarios de saude locais, em
atividade intensiva de uma semana. A equipe foi composta por cinco médicos
dermatologistas, trés profissionais de saude (de apoio, para coleta de material) e
seis agentes comunitarios de saude da Vila do Prata. Essa equipe foi distribuida em
trés grupos, encarregados de atender a demanda por consulta dermatoldgica; além
disso, quando indicado pelos agentes comunitarios de saude, foram feitas visitas em
domicilios. Foi dada especial atencdo aos possiveis casos entre as pessoas que
conviveram com doentes (comunicantes), bem como aqueles ja tratados com PQT,
mas suspeitos de reativacdo da doenca. A presenca de moradores conhecidos na
equipe (os agentes comunitarios de saude) também teve como objetivo reduzir a
eventual resisténcia da populagao.

Todos os pacientes atendidos no mutirdo foram investigados para doencgas
dermatoldgicas em geral e hanseniase em particular, para as quais receberam
tratamentos adequados, quando necessario. Quando houve suspeita clinica de
hanseniase, o individuo foi submetido a exame de baciloscopia e exame
histopatolégico de bidpsia para a confirmacdo da doenca. As amostras bioldgicas
que foram confirmadas como hanseniase ativa tiveram as bidpsias encaminhadas
para as demais analises.

Para cada paciente, comunicantes e individuos da populacdo em geral com
suspeita clinica de hanseniase ativa, foram registrados dados clinicos-
epidemioldgicos pelo médico, durante a avaliagdo dermatolégica. Dados do
prontuario também foram inclusos, se relevantes. A classificag&o clinica de casos foi

realizada de acordo com os critérios Ridley & Jopling (135).

75



6.3. CONSIDERACOES ETICAS

As amostras biolégicas (biopsias) foram coletadas dos pacientes, mas
nenhum experimento foi realizado utilizando-se marcadores genéticos de DNA
humano; toda a investigagcdo se concentrou nas variacdes de genoma do M. leprae.
Ainda assim, todos os sujeitos recrutados (ou seus representantes legais), ao
concordarem em patrticipar do estudo e ceder uma amostra de biépsia, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, devidamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da PUCPR (Parecer 274.776). Os experimentos foram
conduzidos segundo as normas brasileiras de experimentacédo animal, assim como a

aprovacao do comité para uso dos mesmos (ILSL — protocolo 07/1).

6.4. TESTE DE RESISTENCIA in vivo

As amostras bioldgicas (biopsias) coletadas dos pacientes da Vila do Prata
foram encaminhadas para extragcdo de DNA (para analises de biologia molecular) e,
em paralelo, ao cultivo in vivo, realizado em instituicdo parceira (ILSL). O DNA
extraido diretamente da amostra de biépsia tende a conter grandes quantidades de
DNA do hospedeiro humano e pouca quantidade de DNA da bactéria, o que é
inconveniente para o sequenciamento. Assim, optou-se por utilizar a amostra com
crescimento de M. leprae in vivo, processo que requer de 8 a 12 meses de cultivo
(em camundongo nude). O cultivo e extracao do bacilo da pata foram realizados
conforme protocolo previamente descrito (136).

6.5. PADRONIZAGAO DO PROTOCOLO DE SEQUENCIAMENTO DE GENOMA
COMPLETO DE M. LEPRAE

6.5.1. Purificag6es do bacilo e extragdo de DNA

Para o sequenciamento do DNA gen6mico bacteriano por sequenciamento de
segunda geracao, € necessario minimizar a contaminagao da amostra com o DNA
do camundongo. Para isso, duas diferentes técnicas de purificacdo do bacilo
extraido do coxim plantar foram testadas. Posteriormente, amostras purificadas por
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estes métodos foram submetidas a um sequenciamento para avaliacdo e validagcao

dos resultados.

6.5.1.1. Purificacdo com NaOH

Essa purificagéo foi realizada por nossos parceiros no ILSL. O tecido advindo
da pata foi triturado e centrifugado (136). Os precipitados foram entdo suspendidos
em NaOH 0,1N estéril, centrifugado e acrescido em meio RPMI 1640 estéril. Por fim,
o material foi homogeneizado 10 vezes por passagem em seringa de insulina de
1mL para dissolver os grumos dos bacilos. A extragdo de DNA foi realizada
conforme protocolo otimizado de extracdo do DNA de micobactérias em pequena
escala, proposto por Santos e col. (137).

6.5.1.2. Purificacdo com colagenase-dispase e NaOH

Essa purificagcao foi realizada por nossos parceiros na FIOCRUZ. O tecido
advindo da pata do camundongo foi picado em pedacos pequenos com tesoura
pequena e pinca estéreis. Em seguida, foi adicionado meio RPMI 1640, solucéao de
colagenase-dispase 2x e ampicilina para concentracao final de 50ug/mL. A placa foi
homogeneizada por agitacdo suave e incubada por 2 horas a 33°C. Apés esse
periodo, a solugdo foi homogeneizada por pipetagem, centrifugada e lavada duas
vezes com agua estéril livre de pirogénio, sendo re-centrifugada a cada lavagem.
ApoGs esse processo o material foi purificado com NaOH conforme item anterior
(“6.5.1.1 Purificagdo com NaOH”) (138).

6.5.2. Etapas do sequenciamento
As etapas de sequenciamento para validacdo do processamento de amostras

foram realizadas de acordo com protocolos e recomendacdes do fabricante (139-
141). Os reagentes utilizados em cada etapa estdo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9 — Reagentes utilizados para o sequenciamento

Etapa Sub-etapa

Fragmentagao

Purificacao da
fragmentacéao

Ligagéao de adaptadores

e barcode

Purificagao da ligagao

Preparo de Biblioteca Sele¢ao de tamanho

Amplificagao

Purificagdo com bead

Quantificagao

PCR em emulsao

Preparo de template  Enriquecimento das

beads

Sequenciamento Sequenciamento

Reagentes (Cat n?)
lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit (4471269)

Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter
(A63881)

lon Xpress™ Barcode Adapters 1-16 Kit” (4471250)

Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter
(A63881)

E-Gel® SizeSelect™ Agarose Gels, 2%” (G6610-
02)
lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit (4471269)

Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter
(A63881)

lon Library Quantitation Kit” (4468802)
ou
High Sensitivity DNA Analysis Kits - Agilent
Technologies (5067-4626)

lon PGM™ Template OT2 400 Kit” (4479878)
lon PGM™ Template OT2 400 Kit” (4479878)

lon PGM™ Enrichment Beads” (4478525)

lon PGM™ Sequencing 400 Kit” (4482002)

lon 318™ Chip v2 (4484355)

Legenda: Cat n°) Numero de referéncia do produto no catélogo da industria.

Fonte: a autora (2018).

6.5.2.1. Purificagcdo com beads

Durante a padronizacdo do sequenciamento constatou-se a necessidade de
adicdo de processo de purificacdo com beads adaptado de outro protocolo para lon
Torrent, voltado para purificacdo para amostras de DNA de qualidade reduzida. O
diferencial deste é a nao eluicdo do material genético das beads ao fim da

purificacdo, o que consequentemente faz com que a fragmentacao seja feita com o

material ainda ligado as beads (142).
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6.5.2.2. Preparo de biblioteca

Amostras de DNA genbmico foram fragmentadas enzimaticamente e
purificadas com beads paramagnéticas. Os fragmentos gerados foram ligados aos
adaptadores e barcodes e novamente purificados, sendo doravante consideradas
como “bibliotecas ndo amplificadas”. Essas bibliotecas foram aplicadas em gel de
agarose a 2% para selecao dos fragmentos com tamanho de cerca de 480pb, ideais
para a fase de sequenciamento. As bibliotecas foram amplificadas por PCR,
novamente purificadas e quantificadas, utilizando PCR em tempo real ou,
alternativamente, utilizando o 2700 Bioanalyzer Instruments. As concentracdes
obtidas foram utilizadas para o preparo das solu¢des de trabalho das bibliotecas,
com concentragdes padronizadas pelo protocolo (139).

6.5.2.3. Preparo de template

Nessa etapa, foi feito um pool das solucdes de trabalho das bibliotecas, a ser
submetido a uma PCR em emulséo no lon OneTouch™ 2 Instrument, para
amplificacdo clonal dos fragmentos da biblioteca na superficie das beads. Em
seguida, as beads foram enriquecidas, utilizando o equipamento lon OneTouch™
ES.

6.5.2.4. Sequenciamento

Primeiramente, foi feito o planejamento virtual da corrida de sequenciamento
no Torrent Browser e a limpeza e inicializacdo do sequenciador lon PGM™. As
esferas carregadas com as bibliotecas amplificadas foram incubadas para
acoplamento dos primers de sequenciamento. Em seguida, o chip foi testado no
sequenciador (Chip Check), a amostra foi injetada no chip e este foi colocado no lon
PGM™ tendo sido, entao, iniciada a corrida de sequenciamento.
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6.6. PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE ANALISE DOS DADOS DE
SEQUENCIAMENTO DE GENOMA COMPLETO DE M. LEPRAE

Os programas utilizados na padronizacdo de andlises de dados estédo
sucintamente descritos na Tabela 10. Uma apresentacdo esquematica das analises
realizadas pode ser observada na Figura 22 e a descricdo mais pormenorizada dos
parametros utilizados pode ser consultada no APENDICE II.

Tabela 10 — Programas utilizados na analise de dados

Programa Versoes Objetivo Fontes
Utilitarios para manipulacao de alinhamentos no
Samtools 1.5e1.6 formato SAM incluindo ordenagao, fusao, indexagao (143)
etc

TMAP 5411 Softwgrg de alinhamento (apenas com referéncia) (144)
otimizado para sequencias de lon Torrent*

TVC 54-11 Identificagao de variantes (SNP, InDels etc) otimizado (145)

para dados de lon Torrent*

Software nativo da plataforma lon Torrent,

Torrent Suite 50.2 responséavel pelo processamento de dados do (145)

instrumento (lon PGM) e pela andlise de qualidade do
sequenciamento
Faz alinhamento/ mapeamento em sequéncias
MIRA 4.0 contiguas (contigs) e conversao dos arquivos de (146)
alinhamento/mapeamento
Sistema de alinhamento e visualiza¢gdo de multiplos
genomas
Ferramenta de controle de qualidade de dados brutos
(raw data) de sequenciamento

Mauve 2015-02-13 (147)

FastCQ 0.10.1 (148)

Qualimap 20 1 Gera relatprio de qualidade de dados (149)
alinhados/mapeados
Prinseq 0.20.4 Gera relatorio de qualidade de dados brutos e realiza (150)

filtragem desses dados.

Picard 2.9.0-1 Marcagao de reads duplicadas (151)
Legenda: TMAP) Torrent Mapping Alignment Program. TVC) Torrent Variant Caller. MIRA) Mimicking
Intelligent Read Assembly. *)A otimizagdo de alguns softwares para lon Torrent em geral leva em
consideragao o flow order e flow signal, atributos especificos dessa plataforma.
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Figura 22 — Representacdo esquematica das etapas de analise de dados

Sequenciamento

Dados brutos (.bam)
r
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arquivo (MIRA)
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Vizualizagdo de contigs
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Fonte: a autora (2018)
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6.7. OUTRAS ATIVIDADES

Além das atividades relacionadas diretamente a esse estudo, a aluna atuou

como colaboradora de outros projetos que resultaram em:

* Um artigo de revisao publicado na Clinics in Dermatology (Anexo |);

 Um artigo publicado no International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology (Anexo ll);

« Um capitulo de livro: “Bioética, Biotecnologia e Biopoder” (Anexo lll);

» Manuscrito em fase final de preparacédo (Anexo IV) a ser submetido em breve;

* Um software, denominado pseudosib em fase final de desenvolvimento
(disponivel sob solicitagdo no site: https:/gitlab.com/helena.falena/pseudosib ).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO COMPLEMENTARES

7.1. RECRUTAMENTO DA AMOSTRA POPULACIONAL E COLETA DE
MATERIAL BIOLOGICO

Todos os pacientes atendidos no mutirdo de atendimento médico de 2013
foram investigados para doencas dermatolégicas em geral e hanseniase em
particular. Esta estratégia de recrutamento resultou em 611 consultas
dermatoldgicas, sendo 365 (59,7%) individuos do sexo feminino, 225 (36,8%) do
sexo masculino e 21 (3,4%) nado declarados. A idade dos individuos examinados
variou de menos de 1 ano completo a 92 anos de idade, sendo a média de 32,8
anos (desvio padrdao de 21,3 anos), conforme distribuicdo representada na Figura
23.

Figura 23 - Distribui¢céo da idade dos 611 individuos examinados.
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Legenda:

Grafico box-plot da distribuicao de idade dos individuos examinados.

A linha preta central representa a mediana, os limites superior e inferior do quadrado marrom
representam o intervalo do primeiro ao terceiro quartil. Externamente ao quadrado, as linhas
horizontais inferior e superior representam 10% e 90% dos dados, respectivamente.

Fonte: A autora, no software SPSS (2017).
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Dentre os examinados, 98 pessoas possuiam caracteristicas compativeis com
hanseniase no exame clinico, incluindo pacientes ja tratados, com lesdes residuais e
estados reacionais. Destes, 52 (8,51%) foram considerados casos suspeitos de
hanseniase ativa e tiveram amostras de biopsia de pele coletadas. Os individuos
que tiveram outras doencas dermatoldgicas diagnosticadas (Tabela 11) foram
encaminhados para tratamento adequado.

Tabela 11 — Distribuigao categoérica de doencgas dermatolédgicas nos individuos com alguma doenga
dermatoldgica.

Tipo de doenca Frequéncia® Porcentagem (%)?
Hanseniase (ativa ou néoz Iesc_")es residuais 98 3311
e estados reacionais) ’
Infectocontagiosas® 66 22,3
Discromias 50 16,89
Inflamatodrias 39 13,18
Neoplasicas 31 10,47
Outros 12 4,05
TOTAL 296 100

Legenda:

a) As frequéncias e porcentagens podem exceder a 100% devido a individuos que tinham mais de uma doenga
em simultaneo.

b) Exceto a propria Hanseniase.

7.2. PADRONIZACAO DE SEQUENCIAMENTO E ANALISE DE GENOMA
COMPLETO

O DNA utilizado no sequenciamento de genoma completo foi obtido a partir
das cepas de M. leprae cultivadas em pata de camundongo nude. Dessa forma,
dentre as amostras obtidas no Prata, apenas as cepas PA-084 e PA-220
apresentaram crescimento suficiente in vivo e tiveram seu DNA sequenciado. Outras
duas cepas advindas de pata de camundongo, a cepa ROS-MAD e a cepa LC,
foram cedidas pelo Instituto Lauro de Souza Lima.
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7.2.1. Analise geral do sequenciamento

O carregamento dos chips de sequenciamento variou de 55 a 80% (Figura
24): O enriquecimento das beads ficou entre 97 a 100%, das quais 50 a 66%
geraram reads monoclonais. De 7 a 30% dessas reads foram descartadas por baixa

qualidade (Figura 25).

Figura 24 - Carregamento dos chips contendo as amostras
A) purificadas apenas com NaOH (P-84 e P-209)
Loading Density (Avg ~ 69%)
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Representagdo do chip de sequenciamento com o carregamento das beads nos pogos sendo
representado pelas cores. Quanto mais préximo ao vermelho (cores mais quentes), maior a
porcentagem de carregamento de beads na area e, quanto mais préximo ao azul (cores mais frias),
menor a porcentagem de carregamento.

Fonte: Torrent Suite 5.0.2
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Figura 25 - Sumario das reads utilizdveis no sequenciamento

a 69% AEREr 31%
Loading Empty Wells
b 100% [EEELELE 0%
Enrichment No Template
¢ 53% [EXIIREY 47%
Clonal Polyclonal
0% Test Fragments
d 75% 0% Adapter Dimer
Final Librar 25% Low Quality

Sequenciamento das amostras P-84 e P-220 (purificadas apenas com NaOH)

20%

a 80% [EXUFATE]
Loading Empty Wells
b 1000/0 91006r951 09/0
Enrichment No Template
c 66% 5,944,996 34%
Clonal Polyclonal
0% Test Fragments
d 93% EREINYE 0% Adapter Dimer
Final Librar 7% Low Quality

Sequenciamento da amostra ROS-MAD (purificada com NaOH e colagenase)

6,257,920 45%
Empty Wells
6,099,089 3%
Enrichment No Template

a 55%

Loading

b 97%

40%

c 60% 3,646,171
Clonal Polyclonal

0% Test Fragments

d 70% BPEELY!15 0% Adapter Dimer
Final Librar 30% Low Quality

Sequenciamento das amostras LC e P-84 (purificadas com NaOH e colagenase)

De cima para baixo, cada linha representa as filtragens subsequentes dos dados. Em cinza estédo
representados os dados descartados e em azul os mantidos. a) filtragem dos pogos nao carregados
com beads; b) filiragem das beads nao carregadas; c) filtragem das beads policlonais e; d) filtragem
das bibliotecas de baixa qualidade.

Fonte: Torrent Suite 5.0.2



7.2.2. Andlise de qualidade do sequenciamento

Usando o plugin FastQC, foi analisada a qualidade da base de acordo com a
sua posicao na read e a média e mediana de qualidade por base da read variou de
Q20 a Q30 em todas as amostras. Também foi possivel notar que as bases
localizadas no final da read tenderam a apresentar uma qualidade inferior as demais
(Figura 26). A diminuicdo da qualidade de deteccdo de bases no decorrer do
sequenciamento € um fenébmeno esperado nas plataformas de sequenciamento de

segunda geracao (152).

Figura 26 - Qualidade das bases das amostras de acordo com a sua posi¢do na read.
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P-84 (purificada com NaOH e colagenase)

O eixo X mostra a posicao em pb na read. O eixo Y mostra o escore de qualidade (Q) na escala
Phred. Quanto maior o escore, melhor a qualidade da base. O fundo do grafico divide as qualidades
em trés grupos: a qualidade 6tima (verde), a qualidade media (laranja) e a qualidade baixa
(vermelha).

A caixa amarela representa o inter-quatil (25-75%) dos indices de qualidade de todas das bases por
posicao na read. Os tragos pretos marcam os limites de 10% a 90% desses indices. As linhas
vermelhas representam a mediana e a linha azul representa a média.

Fonte: FastQC
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Utilizando a mesma ferramenta, foi avaliada a distribuicdo das reads conforme
seu comprimento e a qualidade das reads (Figura 27 a 31). A amostra P-84
(purificada apenas com NaOH) obteve a pior distribuicio com a moda de
comprimento sendo menor que 100pb. A amostra ROS-MAD (purificada com NaOH
e colagenase), por sua vez, apresentou a melhor distribuicdo, com a moda sendo
cerca de 300pb. As demais amostras tiveram uma moda préxima de 150pb. Todos
os comprimentos foram menores que o esperado, considerando o uso de um kit com
uma meta de 400pb. Isso, porém, ndo prejudicou a qualidade dessas reads e,

portanto, pode ser dada continuidade a analise.
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Figura 27 — Distribuicdo de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra P-84 (purificada com NaOH)
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Fonte: FastQC
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Figura 28 — Distribuicdo de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra P-220 (purificada com NaOH)
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Figura 29 — Distribuicdo de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra ROS-MAD (purificada com NaOH e colagenase)
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Figura 30 — Distribuicdo de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra LC (purificada com NaOH e colagenase)
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Figura 31 — Distribuicdo de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra P-84 (purificada com NaOH e colagenase)
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7.2.3. Analise do mapeamento com o M. musculus

Para as amostras purificadas apenas com NaOH (Tabela 12), mais de 95%
das reads alinharam ao genoma do M. musculus. 1sso demonstrou que esse método
de purificacdo foi ineficiente e impossibilitou a analise das cepas de M. leprae. As
amostras purificadas com NaOH e colagenase (Tabela 12), por sua vez, alinharam
de 15 a 45% com o camundongo. Dessa forma, pode ser dado prosseguimento a
andlise as amostras purificadas com NaOH e colagenase. Dessa forma
padronizamos uma metodologia de purificacdo do M. leprae adequada para 0 uso
em sequenciamento em futuros trabalhos.

As analises demonstram que o método de purificacdo com NaOH e
colagenase foi eficiente e pode ser utilizado em outros estudos que se proponham a
sequenciar cepas M. leprae de forma a ter um melhor desempenho do processo,
especialmente tendo em vista a alta complexidade e custo do cultivo in vivo desta
bactéria. E possivel que este método seja Util também para purificacdo de outras
bactérias, especialmente mycobacerias, mas essa possibilidade ainda deve ser

testada.

Tabela 12 — Resultados do alinhamento com M. musculus

Extracao Amostra Total reads Reads alinhadas (%)
NaOH P-84 839.089 806.434 (96,11)
NaOH P-220 2.097.474 2.032.776 (96,92)
colagenase-dispase e NaOH ROS-MAD 3.745.807 1.696.931 (45,3)
colagenase-dispase e NaOH LC 1.023.164 158.090 (15,45)
colagenase-dispase e NaOH P-84 1.349.839 234.867 (17,4)

Legenda: Total de reads: Total de reads obtidas no sequenciamento para cada amostra;

7.2.4. Andlise comparativa da montagem de novo e mapeamento com referéncia no
software MIRA

Quando comparamos a montagem de novo (Tabela 13) com o mapeamento
com o genoma de referéncia (Tabela 14) para as trés amostras foi possivel notar
que a montagem de novo gerou de 200 a 300 contigs enquanto 0 mapeamento
gerou um unico contig com uma cobertura uniforme (Figuras 32 e 33). Essa
diferenga pode ser visualizada nas Figuras 34 e 35.
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Tabela 13 — Resultados da montagem de novo no software MIRA

Amostra

Cobertura media (vezes)

Numero de contigs
Total consensus*
Maior contig*
Tamanho contig N50*
Tamanho contig N90*

Tamanho contig N95*

Media da qualidade
do consenso™™

Tempo de alinhamento

tamanho do genoma obtido pode ser maior do que o da referéncia e, portanto, a porcentagem obtida pode exceder 100%

*kk

ROS-MAD
120,88

Maiores contigs

3.301.834

83.927
30.429
8.834
5.759

211

78

101,0%

2,6%
0,9%
0,3%
0,2%

6h36m28s

Todos os contigs

7.263

6.526.908

83.927
1.888
372
335

46

199,7%
2,6%
0,1%
0,0%
0,0%

LC

33,48

Maiores contigs

295

3.275.894

111.222

22.011
6.155
3.319

97

75

100,2%

3,4%
0,7%
0,2%
0,1%

Todos os contigs
1.298

3.639.259

111.222
19.356
639
388

51m22s
Legenda: “Porcentagem baseada no tamanho do genoma de referéncia (3.268.203 pb). **Qualidade calculada com método préprio do software MIRA. *** Tempo de
alinhamento considerando o comando apresentado no item 5.5.3.2 e o0 uso da fungdo “time” em linha de comando. Por se tratar de uma montagem de novo o

46

111,4%

3,4%
0,6%
0,0%
0,0%

Maiores contigs

320

3.300.281

101.949
20.686
5.602
3.278

76

126,2%
3,1%
0,5%
0,0%
0,0%

P-84
43,85
Todos os contigs
2438
101,0% 4.124.805
3,1% 101.949
0,6% 15.209
0,2% 417
0,1% 339
44
1h25m43ds



Tabela 14 — Resultados do mapeamento no software MIRA
ROS-MAD
1.902.646
137,03
Todos os contigs

Amostra

Cobertura media (vezes)

Numero de contigs
Total consensus*
Maior contig*
Tamanho contig N50*
Tamanho contig N90*

Tamanho contig N95*

Media da qualidade
do consenso™™

Tempo de alinhamento***

Maiores contigs

1
3.268.580
3.268.580
3.268.580
3.268.580
3.268.580

74

100,01%
100,01%
100,01%
100,01%
100,01%

1
3.268.580
3.268.580
3.268.580
3.268.580
3.268.580

74

6h15m50s

100,01%
100,01%
100,01%
100,01%
100,01%

747.455
38,09

Maiores contigs

1
3.267.974
3.267.974
3.267.974
3.267.974
3.267.974

75

98

99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%

Todos os contigs

1
3.267.974
3.267.974
3.267.974
3.267.974
3.267.974

75

1h27m48s

99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%

P-84
968.602
50,08

Maiores contigs

1
3.267.936
3.267.936
3.267.936
3.267.936
3.267.936

74

99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%

Todos os contigs

2438

3.267.936
3.267.936
3.267.936
3.267.936
3.267.936

74

2h33m51s
Legenda: “Porcentagem baseada no tamanho do genoma de referéncia (3.268.203 pb). **Qualidade calculada com método préprio do software MIRA. *** Tempo de
alinhamento considerando o comando apresentado no item 5.5.3.2 e 0 uso da fungéo “time” em linha de comando.

99,99%
99,99%
99,99%
99,99%
99,99%



Figura 32 — Cobertura ao longo do genoma no mapeamento da amostra ROS-MAD no software MIRA
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Legenda: O eixo x representa todo o genoma de referéncia; A linha vermelha representa a cobertura média obtida em cada base e a area roxa representa o desvio
padrdo da cobertura para cada base.
Fonte: a autora utilizando softwere Qualimap (2018)
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Figura 33 — Cobertura ao longo do genoma no mapeamento da amostra LC no software MIRA
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Legenda: O eixo x representa todo o genoma de referéncia; A linha vermelha representa a cobertura média obtida em cada base e a area roxa representa o desvio
padrdo da cobertura para cada base.
Fonte: a autora utilizando softwere Qualimap (2018)

100



i

"uJ
=

| | |

| | |

{ f i
| | | | | |
e | i | | | | |
Bt o+ o te rprer b -+ rfers -t 1
T | | | : | | | | | |
; ; i ; : . ; : ; .
m. A -.-?-.. a4 k i - ..E.. = .T. FA ....lr.. 2. b e sl .1|-.. e -I
. 1 1 1 b it

5l ‘ i : | | l il ln o JLr

HEES I

N N T

15 4 - LI Ry B - & i — I BLE 8 o T T I B S N i NIRRT AT WA -~ LOE 5 ——

Legenda: O eixo x representa todo o genoma de referéncia; A linha vermelha representa a cobertura média obtida em cada base e a area roxa representa o desvio
padrdo da cobertura para cada base.
Fonte: a autora utilizando softwere Qualimap (2018)
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Figura 35 — Comparagao dos genomas obtidos na montagem de novo entre si e com o genoma de referéncia
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Legenda: Cada bloco de sequencias homologas é representado por uma cor, as linhas conectam dois blocos homélogos entre genomas.
A) Genoma de referéncia do M. leprae (cepa TN); B) Amostra ROS-MAD; C) Amostra LC; D) Amostra P-84;
Fonte: a autora utilizando soffware Mauve (2018)
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Figura 36 — Comparacéo dos genomas obtidos ho mapeamento (com o software MIRA) entre si e com o genoma de referéncia
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Legenda: Cada bloco de sequencias homologas é representado por uma cor, as linhas conectam dois blocos homélogos entre genomas.
A) Genoma de referéncia do M. leprae (cepa TN); B) Amostra ROS-MAD; C) Amostra LC; D) Amostra P-84;
Fonte: a autora utilizando software Mauve (2018)
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7.2.5. Andlise comparativa da qualidade dos mapeamentos com referéncia

Comparando os mapeamentos realizados nos softwares MIRA e TMAP, é
possivel observar que para todas as amostras o software MIRA teve um maior
namero de reads mapeadas do que o software TMAP. Porém a média de cobertura
obtida foi muito parecida e no geral o desvio padrdo da cobertura foi ligeiramente
menor para o software TMAP (Tabela 15). A qualidade do mapeamento ndo pode
ser comparada devido aos diferentes algoritmos utilizados para avaliagdo de
qualidade nos dois programas, no entanto foi possivel comparar a distribuicdo da
cobertura obtida entre os mapeamentos para cada amostra (Figuras 37 a 42) que se
mostraram bastante semelhante, tendo o mapeamento com MIRA apresentado
maior numero de regides de baixa cobertura, 0 que condiz com o maior desvio
padrao da cobertura. Dessa forma o mapeamento com TMARP foi considerado melhor

para dar continuidade as analises.

Tabela 15 — Resultados comparativos do mapeamento com M. leprae
Mapeamento MIRA Mapeamento TMAP
Amostra ROS-MAD LC P-84 ROS-MAD LC P-84
Reads mapeadas 2.724.801 1.266.899 1.596.841 1.976.587 833.090 1.069.814
Media de cobertura 135,033 36,0892 48,0828 135,9446 36,589 48,6438

Desvio padrao
da cobertura 56,2235 13,795 20,1294 34,9376 11,8177 16,6731
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Figura 37 — Histograma do nimero de regides gendmicas por cobertura no mapeamento da amostra ROS-MAD no software MIRA
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Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018)
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Figura 38 — Histograma do nimero de regides gendmicas por cobertura no mapeamento da amostra ROS-MAD no software TMAP
g
200,000
850.000
200.000
T50.000
T00.000
B50.000
E00.000
550,000
500.000
450,000
400,000
350.000
200.000
250.000
200,000
150.000
100000

50.000

[¥]

17-20
30-36
37-43
44 .53
54-64
o ALl
2-142
ol
5.212
3.258
3.315
5-384

10-11
12-13
14 -1/
21 - 24
25-29
55 -79
20 - 895

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018)
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Figura 39 — Histograma do nimero de regides gendmicas por cobertura no mapeamento da amostra LC no software MIRA
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Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018)
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Figura 40 — Histograma do nimero de regides gendmicas por cobertura no mapeamento da amostra LC no software TMAP
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Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018)
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Figura 41 — Histograma do nimero de regides gendémicas por cobertura no mapeamento da amostra P-84 no software MIRA
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Figura 42 — Histograma do nimero de regides gendmicas por cobertura no mapeamento da amostra P-84 no software TMAP
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7.2.6. Andlise de variantes

A chamada de variantes foi feita com o software TVC a partir do mapeamento
com o TMAP. Foram encontradas 212 variantes para a amostra ROS-MAD, 239 para
a amostra LC e 293 para a amostra P-84. O numero de variantes em comum entre
as amostras esta descrito de forma esquemaética na Figura 43.

Figura 43 — Representagdo esquematica das variantes encontradas nas amostras analisadas

ROS-MAD (212)

LC (239) P-84 (293)

Fonte: a autora.

A deteccdo de variantes nos genes de resisténcia (folP, rpoB e gyrA) foi
coerente com as mutacdes identificadas no sequenciamento por Sanger, 0 que as
valida. Padronizadas as etapas de andlise primaria, sera possivel realizar analises
de alta complexidade desses e de futuros genomas, tais como filtragem fina das
variantes, previsdo computacional de impacto funcional, comparacdo da
conservacao dos nucleotideos entre cepas e espécies disponiveis em bases de
dados, anotacao genbmica, etc.
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8. CONCLUSOES COMPLEMENTARES

O protocolo de sequenciamento foi padronizado e foi constatada que a
purificacdo com NaOH e colagenase foi 0 método de purificacdo mais adequado.
Constatamos que o mapeamento com referéncia foi mais adequado que a
montagem de novo. E concluimos que o mapeamento no software MIRA permite
uma melhor visualizacdo dos contigs, mas o mapeamento com o software TMAP foi
melhor para a obtencao de variantes.
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APENDICE I: REVISAO SISTEMATICA DE ESTUDOS DE VNTRs EM M. leprae —
PROTOCOLO
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1. DESENVOLVIMENTO

a. Busca

Para essa revisdo sistematica foram buscados artigos na base de dados
PubMed, ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ ) em janeiro de 2018. Para a busca

foi utilizado o query abaixo:

Quadro 6 — String de busca

("minisatellite repeats"[MeSH Terms] OR ("minisatellite"[All Fields] AND "repeats"[All Fields]) OR
"minisatellite repeats"[All Fields] OR "vntr"[All Fields] OR "STR"[All Fields]) AND leprae[All Fields]

Para essa busca foram encontrados 53 resultados.

b. Filtragem

Seguiu-se entdo uma etapa de filtragem desses artigos baseada na leitura de
seus titulos e resumos. Os critérios de exclusdo adotados foram:

» Artigos de temas diferente do foco dessa reviséo;
» Artigos em idioma que ndo portugués, inglés, francés, italiano ou espanhol;

» Artigos em duplicata;

Apés essa filtragem foram excluidos 9 artigos por inadequacédo do tema e 4
artigos em outro idioma (chinés). Os demais artigos foram lidos na integra. Dentre
eles 12 eram artigos de revisao e foram utilizados apenas para obtencao de novas
referéncias de interesse, quando cabivel. Os demais 24 artigos relatavam
experimentos de genotipagem de VNTRs em M. leprae e tiveram os dados
tabelados. Dentre as referéncias dos artigos lidos foram encontrados outros estudos
de VNTR em M. leprae que nao constavam nao busca em base de dados,

totalizando 33 artigos cujos resultados foram tabelados.
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a. Organizagéo dos dados

Primeiramente foram listados os marcadores utilizados em cada estudo.
Importante ressaltar que considerando alteracées nas bases de dados moleculares
ao longo dos anos todas as posi¢cdes de marcadores foram conferidas e, se
necessario, atualizadas para corresponder a versao NC_002677.1 da cepa TN de M.
leprae (sequéncia de referéncia). Foi constatado que os artigos utilizados

apresentavam seus resultados de duas formas diferentes:

 Por amostra: resultado apresentado individualmente para cada amostra
analisada;
» Por frequéncia: resultado apresentado numa tabela de frequéncia do numero de

cépias encontrado para cada marcador.

Ambas as formas foram tabuladas e tabelas e graficos dos dados foram

gerados utilizando o software Excel. Em seguida foi gerada:

» Uma tabela contendo todos os marcadores estudados, suas posi¢cdes em relacao
a cepa de referéncia, o numero de cépias na cepa de referéncia, o nimero de
artigos que utilizou esse marcador e o numero de cepas (de resultados
conhecidos e nao dubios) ja genotipadas para cada marcador (Tese — Tabela 3);

* Uma tabela contendo quais os marcadores foram genotipados em cada artigo
(Tese - Tabela 4);

* Uma unica tabela com todas as frequéncias de todos os marcadores de todos os
artigos (Nao apresentada devido ao seu tamanho);

» Graficos da distribuicao de frequéncia dos marcadores mais € menos variaveis
(dentre aqueles utilizados em mais de 10 artigos) (Tese — Figuras 11 a 13);
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APENDICE II: ANALISE DE DADOS DO SEQUENCIAMENTO DE GENOMA
COMPLETO — PROTOCOLO E PRINCIPIO DO METODO
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1. ANALISE PRIMARIA DA QUALIDADE

Para andlise geral da qualidade dos experimentos de sequenciamento foi
utilizado o software nativo Torrent Suite. Foi analisada a cobertura do chip, o
carregamento das beads, a taxa de policlonalidade e o nimero de reads obtidas. Em
seguida, foi utilizado o software FastQC para avaliagdo do comprimento das reads,

da qualidade das bases e da qualidade das reads.

2. MAPEAMENTO COM O GENOMA DO M. musculus

2.1.  Obtencéo e indexacao da referéncia (M. musculus)

Antes do alinhamento foi necessario fazer o download de uma sequéncia de
referéncia de bases de dados. Foi utilizada o Mus musculus GRCm38.p5 (Genome
Reference Consortium Mouse Reference 38) cujo codigo € GCA_000001635.7. Ap6s
o download a referéncia foi indexada com o0 mesmo software de mapeamento TMAP
(Quadro 7). A Unica opcgao utilizada foi a “-v“para ativar o modo verbose, que

permite um acompanhamento mais detalhado do processo.

Quadro 7 - Comando de indexagéo da referéncia M. musculus no software TMAP

tmap index -v —-f mmusculus_genome_GRCm38_p5. fna

2.2. Mapeamento (M. musculus)

Para o mapeamento foi utilizado o software TMAP que se baseia no método
de Burrows—Wheeler (Burrows—Wheeler transform - BWT) (144, 153). E importante
destacar que os dados brutos gerados sdo no formato BAM ndo alinhado. Foi
utilizada a sub-funcao “map4” (ou mapping procedure #4) que € 0 mapeamento com

referéncia adequado para reads longas (= 100bp)
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As opcoes utilizadas foram (Quadro 8):

« “-verbose” para ativar o modo verbose;
« “—-rand-read-name” para ativar a randomizacao baseada no nome da read,
« “-aln-output-mode 1” retorna 0 mapeamento com o melhor escore. Se mais de

um mapeamento obtiver o mesmo escore, um mapeamento randémico com esse
escore é retornado;
+ “-sam-flowspace-tags” para manter os dados de flow order e flow signal,

« “-—-output-type 0” determina que o arquivo de saida sera no formato SAM,;

Quadro 8 - Comando de mapeamento das amostras utilizando a referéncia M. musculus no software TMAP

tmap map4 \
——aln-output-mode 1 \
-—verbose \
——rand-read-name \
—--sam—-flowspace-tags \
—-——output-type 0 \
—f mmusculus_genome_GRCm38_p5.fna \
-r SRAW-LIB_X.bam \
-i bam \
-s SLIB_X_TMAP-Mm-al.sam

2.3. Avaliacao de qualidade do mapeamento M. musculus

Para avaliacdo da qualidade do mapeamento primeiramente foi necessario
ordenar o arquivo obtido no mapeamento de acordo com as coordenadas gendmicas
das reads, para isso foi utilizado o software Samtools (Quadro 9). A Unica opcao
utilizada foi a “--threads” que possibilita o uso de diversos processadores em

simultdneo de forma a realizar as analises num tempo otimizado.

Quadro 9 - Comando de ordenacado das amostras mapeadas no software Samtools

samtools sort \
-0 SLIB_X_TMAP-Mm-al-sorted.bam \
——threads 11 \
SLIB_X TMAP-Mm-al.sam
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Para a analise de qualidade foi utilizado o software Qualimap tendo como
entrada arquivo BAM previamente mapeado e ordenado (Quadro 10). A saida foi
feita em dois formatos, HTML no diretério $DIR e em PDF. A opcgéo “-nt” se refere ao
namero de processadores utilizados e a opgcao “--java-mem-size” para adequar 0 uso

de memodria para o processamento.

Quadro 10 - Comando de avaliagdo de qualidade de mapeamento no software Qualimap

qualimap bamgc \
-bam LIB_X TMAP-Mm-al-sorted.bam \
-nt 10
-outdir $DIR
—-outfile report-Mm-$LIB_X.pdf \
—-—java-mem-size=4G

2.4. Geracao de arquivo com as reads nao mapeadas (M. musculus)

As amostras, as quais seria dado prosseguimento na andlise, foram
selecionadas com base na avaliacdo de qualidade, e, mais especificamente, da
porcentagem de reads alinhadas. Para as amostras selecionadas foram filtradas
apenas as reads nao mapeadas com o genoma do camundongo utilizando o
software Samtools na sua sub-funcao “view” (Quadro 11). A opcao “-b” indica que a
saida deve ser no formato BAM e a opcéao “-f 4” indica que devem ser retiradas as
reads marcadas com a flag “4”, que sao as reads que foram alinhadas.

Quadro 11 - Comando de separac¢ado das reads mapeadas no soffware Samtools

samtools view \
-b \
-f 4\
SLIB_X_TMAP-Mm-al.sam \
> SLIB_X_ TMAP-Mm-al-unmapped.bam

3. MONTAGEM de novo (UTILIZANDO O MIRA)
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3.1.  Mudanca de formato de input

Para a montagem de novo o formato de entrada de dados deve ser FASTQ,
portanto antes do mapeamento foi necessario mudar o formato do arquivo de BAM
para FASTQ utilizando o software Samtools (Quadro 12).

Quadro 12 - Comando de separagéo das reads mapeadas no software Samtools

samtools fastqg \
-—threads 10 \
SLIB_TMAP-Mm-al-unmapped.bam \
> SLIB_TMAP-Mm-al-unmapped-FASTQ.fastqg

3.2. Montagem de novo (utilizando o MIRA)

Para o alinhamento com o software MIRA é necessério criar um arquivo com
as especificacoes desejadas, denominado manifesto (Quadro 13). Nesse arquivo
consta i) o nome do projeto (opgao “project”), ii) o tipo de montagem que deve ser
feito (opgao “job”) que no caso é o montagem de novo e acurado de um genoma, iii)
0 nome do grupo de reads (opcao “readgroup”), iv) o arquivo a ser alinhado (opcéao
“data”), v) o tipo de tecnologia de sequenciamento (opcéo “technology”) e, por fim vi)
0s parametros avancados (opcao “parameters”). O Unico parametro avancado
utilizado foi o “-NW:cac=warn” que evita que o programa interrompa 0 mapeamento

caso haja mais do que 80x de cobertura prevista.

Quadro 13 — Manifesto utilizado para a montagem de novo no software MIRA

# Arquivo manifest-DeNovo-SLIB.conf

project = DeNovo_SLIB_07-11-2017

job = genome, denovo,accurate

readgroup = SLIB

data = SLIB TMAP-Mm-al-unmapped-FASTQ.fastg
technology iontor

parameters —NW:cac=warn
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Isso simplifica a linha de comando de montagem de novo (Quadro 14) que
recebe como entrada apenas o manifesto e gera um arquivo de registro do processo
(ou log) e uma pasta contendo diversos arquivos com os resultados de mapeamento
(nos formatos MAF, FASTA etc) e informagdes do processo. A Unica opcao utilizada

na linha de comando foi a “-t” que se refere ao nUmero de processadores utilizados.

Quadro 14 — Comando de montagem de novo no software MIRA

mira -t 10 manifest-DeNovo-SLIB.conf >&log_assembly-DeNovo-SLIB.txt

3.3. Avaliacao de qualidade do mapeamento M. leprae

Para avaliacdo da qualidade do alinhamento no software Qualimap foi
primeiramente necessario converter o formato do arquivo de alinhamento que é dado
pelo MIRA no formato MAF para o formato SAM. Para essa conversdo foi utilizado o

préprio software MIRA, na sua subfuncao “miraconvert” (Quadro 15).

Quadro 15 — Comando de conversao do formato de arquivo alinhado no software MIRA

miraconvert \
DeNovo_SLIB_assembly/DeNovo_SLIB_d_results/DeNovo_SLIB out.maf \
DeNovo_SLIB_out.sam \
> log_conv-DeNovo_SLIB.txt

Na analise pelo software Qualimap a saida foi feita, novamente, nos formatos
HTML e PDF (Quadro 16). A opcao “-nt” se refere ao nimero de processadores

utilizados e a opgcao “-java-mem-size” para adequar o uso de memdria para o

processamento.

Quadro 16 — Comando de avaliagao de qualidade do alinhamento no software Qualimap

qualimap bamgc —-bam \
/DeNovo_SLIB_out.sam \
—outdir Qualimap/ \
—outfile Qualimap/Qualimap-DeNovo_SLIB.pdf \
—outformat PDF:HTML
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4. MAPEAMENTO COM O GENOMA DE REFERENCIA DO M. leprae
(UTILIZANDO O MIRA)

4.1. Download da referéncia (M. leprae)

Para o mapeamento com referéncia no software MIRA é recomendado que a
referéncia esteja nos formatos GFF ou GenBank. Aqui utilizamos o formato do
GenBank GB obtido no NCBI para o M. leprae cepa TN, cddigo NC _002677.1.
Destaca-se que o arquivo utilizado foi o “GenBank(full)” sem mostrar G/ (Geninfo
Identifier).

4.2. Mapeamento (M. leprae)

Para o mapeamento com o software MIRA foi elaborado um novo manifesto
(Quadro 17). Nesse arquivo consta o nome do projeto (opcéao “project”), o tipo de
alinhamento que deve ser feito (opg¢ao “job”) que no caso € o mapeamento com
referéncia e acurado de um genoma, o arquivo da referéncia (opcao “data” apés o
“‘is_reference”), o nome do grupo de reads (opcédo “readgroup”), o arquivo a ser
mapeado (opgcdo “data”) e o tipo de tecnologia de sequenciamento (opgao
“technology”). Nesse mapeamento ndo houve necessidade de utilizar qualquer
parametro avancado. Destaca-se que o arquivo a ser mapeado utilizado foi o FASTQ
obtido no iten 5.5.3.1.

Quadro 17 — Manifesto utilizado para o mapeamento com referéncia de M. leprae no software MIRA

# Arquivo manifest-Map-$SLIB.conf

project = Mapeamento_SLIB

job = genome,mapping,accurate

readgroup

is_reference

data = mleprae_genome.gb

readgroup = SLIB

data = SLIB TMAP-Mm-al-unmapped-FASTQ.fastg
technology = iontor

A linha de comando do software MIRA (Quadro 18) recebeu como entrada
apenas o manifesto e gerou um arquivo de registro do processo (ou /og). A Unica
opcao utilizada na linha de comando foi a “t” que se refere ao numero de
processadores utilizados.

133



Quadro 18 — Comando de mapeamento com referéncia de M. leprae no software MIRA

mira -t 10 manifest-Map-S$LIB.conf >&log_assembly-Map-S$LIB.txt

4.3. Avaliacao de qualidade do mapeamento M. leprae

Para avaliacdo da qualidade do alinhamento no software Qualimap foi
primeiramente necessario converter o formato do arquivo de alinhamento que é dado
pelo MIRA no formato MAF para o formato SAM. Para essa conversao foi utilizado o
préprio software MIRA, na sua subfuncao “miraconvert” (Quadro 19).

Quadro 19 — Comando de conversao do formato de arquivo mapeado no software MIRA

miraconvert \
Mapeamento_SLIB_out.maf \
Mapeamento_SLIB_out.sam \
> log_conv-Mapeamento_$SLIB.txt

Na analise pelo software Qualimap a saida foi feita, novamente, nos formatos
HTML e PDF (Quadro 20). A opgédo “nt” se refere ao numero de processadores

utilizados e a opcao “-java-mem-size” para adequar o uso de memdria para o

processamento.

Quadro 20 — Comando de avalia¢do de qualidade do mapeamento no software Qualimap

qualimap bamgc \
-bam Mapeamento_SLIB_assembly/SAM/Mapeamento_SLIB_out.sam \
—outdir Qualimap/ \
—-outfile Mapeamento_SLIB.pdf \
—out format PDF:HTML

134




5. MAUVE

Para comparacao dos contigs obtidos no mapeamento com a sequéncia de
referéncia foi utilizado a opgao “Align with progressiveMauve” do software MAUVE.
Para tanto foi utilizada a referéncia em FASTA e os arquivos de cada amostra com

todos os contigs “padded” também no formato FASTA.

6. MAPEAMENTO COM O GENOMA DO M. leprae (UTILIZANDO TMAP)

6.1. Download e indexacao da referéncia (M. leprae)

Antes do alinhamento foi necessario fazer o download de uma sequéncia de
referéncia de bases de dados. Foi utilizada o M. leprae cepa TN, cédigo
NC_002677.1, a mesma que foi utilizada no alinhamento com o software MIRA.
Apos o download da referéncia no formato FASTA, a mesma foi indexada com o
software TMAP (Quadro 21). A Unica opc¢ao utilizada foi a “-v” para ativar o modo

verbose, que permite um acompanhamento mais detalhado do processo.

Quadro 21 - Comando de indexagao da referéncia M. leprae no software TMAP

tmap index -v —-f mleprae_genome. fna

6.2. Mapeamento (M. leprae)

Para o mapeamento com referéncia do M. leprae foi utilizada novamente a
sub-funcéo “map4” (ou mapping procedure #4) que € o mapeamento com referéncia
adequado para reads longas (= 100bp). As opcdes utilizadas foram (Quadro 22):

+ “-verbose” para ativar o modo verbose;

« “—-rand-read-name” para ativar a randomizacao baseada no nome da read,

« “-aln-output-mode 0” retorna 0 mapeamento com o melhor escore apenas se
todos ou outros mapeamentos tiverem um escore pior, caso contrario retorna nao
mapeado;

+ “-sam-flowspace-tags” para manter os dados de flow order e flow signal,

« “-—-output-type 0” determina que o arquivo de saida sera no formato SAM,;
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Quadro 22 - Comando de mapeamento das amostras utilizando a referéncia M. leprae no software TMAP

tmap map4 \
——aln-output-mode 0 \
—-—verbose \
——-rand-read-name \
—--sam-flowspace-tags \
——output-type 0 \
—-f ~/Documents/Helena/data/genome/mleprae/mleprae_genome.fna \
-r SLIB_X_TMAP-Mm-al-unmapped.bam \
-i bam \
-s SLIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-a0.sam

6.3. Avaliacdo de qualidade do mapeamento (M. leprae)

Para avaliacao da qualidade do mapeamento pelo software primeiramente foi
necessario ordenar por coordenada gendémica o arquivo obtido no mapeamento para
isso foi utilizado o software Samtools (Quadro 23). A Unica opgéao utilizada foi a “--
threads” que possibilita o uso de diversos processadores em simultdneo de forma

otimizar o tempo de analises.

Quadro 23 - Comando de ordenagéo das amostras mapeadas no software Samtools

samtools sort \
-0 SLIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-aO-sorted.bam \
——threads 11 \
SLIB_X TMAP-Mm-al-Ml-a0.sam

Para a analise de qualidade foi utilizado o software Qualimap tendo como
entrada arquivo BAM previamente mapeado e ordenado (Quadro 24). A saida foi
feita em dois formatos, HTML no diretério $DIR e em PDF. A opgao “-nt” se refere ao
namero de processadores utilizados e a opgcao “--java-mem-size” para adequar 0 uso

de memdria para o processamento.

Quadro 24 - Comando de avaliagdo de qualidade de mapeamento no software Qualimap

qualimap bamgc \
-bam $LIB_X_TMAP-Mm-al-Ml-aO-sorted.bam \
-nt 10 \
—outdir $DIR \
—-outfile report-M1-$LIB_X.pdf \
—-—Jjava-mem-size=4G

6.4. Gerando arquivo somente com as reads mapeadas com M. leprae
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Apés a avaliacdo de qualidade, foram filtradas apenas as reads mapeadas
com o genoma do M. leprae utilizando o software Samtools na sua sub-fungéao “view”
(Quadro 25). A opcao “-b” indica que a saida deve ser no formato BAM e a opcéo “-
F 4” indica que devem ser obtidas apenas as reads marcadas com a flag “4” no

arquivo de entrada, ou seja apenas as reads que foram alinhadas.

Quadro 25 - Comando de separacdo das reads mapeadas no soffware Samtools

samtools view \
-b -F 4 \
SLIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-a0.sam
> SLIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-aO-mapped.sam

7. BUSCA DE VARIANTES (TVC)

7.1. Ordenagao, marcacgao de duplicatas e indexacao

Antes de buscar as variantes os arquivos precisavam ser ordenados (Quadro
26), as duplicatas marcadas (Quadro 27) e por fim indexados (Quadro 28). Todas

essas etapas foram realizadas utilizando o software Picard

Quadro 26 — Comando de ordenacéo das reads mapeadas no software Picard

java —jar S$PATH_PICARD SortSam \
INPUT=$LIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-aO-mapped.sam \
OUTPUT=$LIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-a0 -picard-sorted.bam \
SORT_ORDER=coordinate

Quadro 27 — Comando de marcacao de duplicatas no software Picard

java —jar $PATH_PICARD MarkDuplicates \
INPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-al-Ml-a0 -picard-sorted.bam \
OUTPUT=S$LIB_X_ TMAP-Mm-al-Ml-aO-dedup_reads.bam \
METRICS_FILE=S$LIB_X metrics.txt

Quadro 28 — Comando de indexagdo no software Picard

java —jar S$PATH_PICARD BuildBamIndex \
INPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-al-Ml-a0-dedup_reads.bam
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7.2. Descoberta de variantes

Para a descoberta de variantes foi utilizado o sofftware TVC que utiliza os
dados de flow order (ordem de entrada de nucleotideos no sequenciador durante a
corrida) e flow signal (intensidade da alteracéao de pH em cada poco do chip a cada
introducao de nucleotideo no sequenciador) como um dos parametros de qualidade
para descoberta de variantes (Quadro 29). Foram utilizadas as opg¢bes “-n” para
determinar o numero de processadores utilizados, a op¢ao “-r’ para determinar o
arquivo de referéncia, opcao “-b” para determinar o arquivo BAM da amostra (input),
opcao “—force-sample-name” para determinar o nome da amostra, opcao “-QO” para
determinar o diret6rio de output, opgao “--parameters-file” para indicar o arquivo de
parametros, op¢ao “--output-vcf” para determinar o arquivo de saida de variantes do

tipo SNP e a opcao “--assembly-vcf” para determinar o arquivo de saida das

variantes do tipo /nDel.

Quadro 29 — Comando para obtencéo de lista de variantes no software TVC

tve \
-n 11 \
-r mleprae_genome.fna \
-b =$LIB_X_TMAP-Mm-al-Ml-a0O-dedup_reads.bam \
——force-sample—-name S$LIB_X \
-0 SDIR \
—-parameters—-file $PARAMETERS. json \
——output-vcf $LIB_X-small_variants.vcf \
——assembly-vcf S$LIB_X-indel_assembly.vcf

O arquivo de parametros utilizado foi o "Generic - PGM - Germ Line - High
Stringency" proposto na versdao 4.2 do Torrent Suit (154) (Quadro 30). O Unico
parametro modificado foi o "snp_min_allele freq" que determina a frequéncia minima

para que uma variante seja considerada um SNP.
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Quadro 30 — Arquivo de parametros utilizado para obtencao de variantes no software TVC

{
"torrent_variant_caller": {

"snp_min_allele_freq": "0.79999999999999999",
"snp_strand_bias": "0.9499999999999999%6",
"hotspot_min_coverage": 20,
"hotspot_min_cov_each_strand": 3,
"snp_strand_bias_pval": 1,
"hotspot_min_allele_freqg": "0.14999999999999999",
"snp_min_variant_escore": 10,
"mnp_min_variant_escore": 10,
"hotspot_strand_bias": "0.9499999999999999%6",
"hp_max_length": 8§,
"filter_insertion_predictions": "0.20000000000000001",
"indel_min_variant_escore": 10,
"indel_min_coverage": 20,
"heavy_tailed": 3,
"outlier_probability": "0.01",
"indel_strand_bias_pval": 1,
"data_qgquality_stringency": "8.5",
"snp_min_cov_each_strand": 3,
"mnp_strand_bias": "0.9499999999999999%6",
"mnp_strand_bias_pval": 1,
"hotspot_strand_bias_pval": 1,
"hotspot_min_variant_escore": 10,
"indel_strand_bias": "0.84999999999999998",
"downsample_to_coverage": 400,
"filter_unusual_predictions": "0.25",
"indel_min_allele_freqg": "0.14999999999999999",
"mnp_min_allele_freqg": "0.14999999999999999",
"do_snp_realignment": O,
"mnp_min_cov_each_strand": 3,
"mnp_min_coverage": 20,
"prediction_precision": 1,
"indel_min_cov_each_strand": 3,
"filter_deletion_predictions": "0.20000000000000001",
"suppress_recalibration": O,
"snp_min_coverage": 20

by

"meta": {
"repository_id": "S$Rev$",
"ts_version": "4.2",
"name": "Generic - PGM - Germ Line - High Stringency",
"trimreads": true,
"tooltip": "Optimized for allele frequencies >10% and high specificity",
"tvcargs": "tvc",
"based_on": "ampliseq germline_highstringency_pgm_parameters.json",
"built_in": true,
"configuration": "germline_high_stringency",

"compatibility": {

"chip": [
|lpgm|l

1,

"frequency": [
"germline"

1,

"stringency": [
|lhigh"

1,

"library": [
"wholegenome",
"ampliseq",
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"targetseqg"

b

"long_indel_assembler": {
"short_suffix_match": 5,
"min_indel_size": 4,
"min_var_count": 5,
"min_var_freqg": "0.14999999999999999",
"output_mnv": O,
"max_hp_length": 8,
"relative_strand_bias": "0.80000000000000004",
"kmer_len": 19
b

"freebayes": {
"gen_min_coverage": 6,
"allow_mnps": O,
"allow_complex": 0,
"min_mapping_qgv": 8,
"read_snp_limit": 10,
"allow_indels": 1,
"read_max_mismatch_fraction": 1,
"gen_min_alt_allele_freqg": "0.14999999999999999",
"allow_snps": 1,
"gen_min_indel_alt_allele_freqg": "0.14999999999999999"

}

Legenda: Destacado em negrito estd o parametro modificado. Originalmente valor atribuido era
"0.14999999999999999".
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Abstract A solid body of evidence produced over decades of intense research supports the hypothesis that
leprosy phenotypes are largely dependent on the genetic charactenistics of the host. The early evidence of a
major gene effect controlling susceptibility to leprosy came from studies of familial aggregation. twins, and
Complex Segregation Analysis. Later, linkage and association analysis, first applied to the investigation of
candidate genes and chromosomal regions and more recently, to genome-wide scans, have revealed several
leukocyte antigen complex and nonleukoeyte antigen complex gene variants as risk factors for leprosy
phenotypes such as disease per se, its clinical forms and leprosy reactions. In addition, powerful, hypothesis-
free strategies such as Genome-Wide Association Studies have led to an exciting, unexpected development:
Leprosy susceptibility genes seem to be shared with Crohns and Parkinson s diseases. Today, a major
challenge s to find the exact vanants causing the biological effect underlying the genetic associations. New
technologies, such as Next Generation Sequencing that allows, for the first time, the cost and time-effective
sequencing of a complete human genome, hold the promise to reveal such variants. Strategies can be
developed 1o study the functional effect of these variants in the context of infection, hopefully leading to the
development of new targets for leprosy treatment and prevention.

& 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Genetics of host susceptibility to
infectious diseases

responsible for a strong selective pressure; yet, some
of them are, still today, major public health problems,
Recent advances, such as the development of vaccines

The: burden of infactions disesses has Been msssive and antibiotics, combined with a general increase of the

throughout history of mankind. Infections have been
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education and socio-economical level of human populations
led to an increase of life expectancy, but not to eradication of
infectious diseases. To understand this scenario, it is
necessary to consider a very complex interplay between
environmental (microbial and nonmicrobial) and human
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{genetic and nongenetic) factors that determines immunity to
infection or its clinical outcome.’

A classic feature of human infections is that only a
proportion of exposed individuals develop clinical disease.”
Accumulating evidence suggests that host genetic factors play a
particularly important role in controlling susceptibility to these
diseases.” Some of the most compelling evidence that
human genetics does indeed determine the occurrence of
infection comes from primary immunodeficiencies (PIDs). The
PIDs are typically monogenic (Mendelian) disorders that impair
host defense mechanisms and result in predisposition to multiple
infectious diseases. The PIDs are responsible for more than 200
known clinical syndromes, at least 100 of which presenting a
well-defined molecular genetic basis. Examples of PIDs include
mutations in genes encoding proteins of the IL-12/23-IFN-
pathway associated with the Mendelian Susceptibility to
Mycobacterial Diseases syndrome; complement defects associ-
ated with Neisseria sp invasive disease; X-linked lymphoprolif-
erative disease associated with Epstein-Barr virus infection;
mutations in genes EVER{ or EVER?2 associated with Epidermo-
dysplasia verruciformis; and apolipoprotein L-1 deficiency,
associated with trypanosomiasis.'* ©

The profound influence of the genetic make-up of the host
over resistance to infection has been investigated in several
models. Studies in mice, based on reverse (gene-targeted knock-
out and knock-in mutations) and forward genetics (natural
mutation and random mutagenesis), have provided important
insights into the mechanisms controlling infection and immunity
in human, natural conditions.” In human genetics, epidemiologic
studies of adopted individuals showed that predisposition to
infection were largely inherited, paradoxically, even more than
diseases associated with less obvious environmental risk factors,
such as cancer.'¥ Studies comparing concordance rates between
monozygotic and dizygotic twins have provided powerful
evidence for the existence of a host genetic background
controlling susceptibility to different infectious diseases." Finally,
several genes have been associated with diseases such as AIDS
(HLA, MICA, PSORSI C3, KIR, and CCR3); hepatitis B (genes
HLA); wberculosis (MBL, VDR, NRAMPI, genes HLA);, malaria
(HBB, SCOI, DDC), and meningococcal disease (CFH). ™"

In this context, leprosy presents as a very good model for the
study of genetic predisposition to infection: Myeobacterium
leprae, the etiologic agent, is known for its limited diversity
between strains of different locations'"'; this near clonal
characteristic, together with the observation of a wide range of
leprosy clinical phenotypes, strongly suggests that most of the
disease variability, including susceptibility to leprosy per se, is
dependent upon the genetic background of the host."

Genetics of leprosy

Today, it is widely accepted that the exposure to M leprae
is necessary but not sufficient to trigger the outcome of the
disease, and different sets of genes modify host susceptibility
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to leprosy in three different stages, namely: (i) the control of
infection per se. that is, the disease regardless of its clinical
form manifestation; (i) after the infection is established,
the definition of different clinical forms of the disease; and
(ii1) the risk of developing leprosy reactions (Figure 1.

Observational studies indicate the presence of a familal
component to susceptibility to the leprosy,'* as well as
increased concordance rates of disease per se and its clinical
forms among monozygotic compared with dizygotic
twins.'*'® In addition, several Complex Segregation Analyses
have been performed for leprosy in different populations,'” **
aiming to identify the best-fit model of inheritance of the
phenotype, given a collection of pedigrees, All of these studies
supported a polygenic model of inheritance that includes a
major gene effect.

Taken together, these results indicate the existence of a
strong genetic component controlling susceptibility to leprosy;
however, these observational designs do not provide any
information about the exact nature of the genetic factors
involved, that is, the identity and number of genes, as well as
the genetic variants of these genes, causative of the leprosy
phenotypes. For that, molecular studies are necessary, and a
vast number of these studies have been conducted over the past
decades. As a result, several candidate chromosomal regions
and genes have been described, such as the MHC/HLA-liked
genes of class I and 11, TNFA, LTA, MICA, MICB, as well as
non-HLA genes, such as CCDCI22, [FNG, IL10, ILI2 B,
IL23 R, KIR, LACCI (formerly C13 orf31), LTA4 H, LRRK2,
MRCI, NOD2, PARK2/PACRG, RIPK2, SLC1141 (formerly
NRAMPI), TAP, TLR, TNFSF15, and VDR, Among these, a
few candidates have been consistently replicated by indepen-
dent studies and/or successfully investigated by functional
studies. A brief summary of selected genes is presented in
Table 1 and expanded next.

Major histocompatibility complex genes

The major histocompatibility complex (MHC), in humans
known as the leukocyte antigen complex (HLA), is a cluster
of highly polymorphic genes contained within a 3.6 mega-
base (Mb) interval located on chromosome 6p21. Most of
these genes encode for proteins that are essential players in
the processing and binding of antigenic peptides during the
immune response. The HLA region is organized in 3 classes:
HLA class | contains subclasses HLA-A, B and -C, which
present antigenic peptides of intra-cellular origin to CD8+ T
cells: HLLA class Il includes subclasses HLA-DR, DQ,
DM, and -DP, that primarily bind peptides of extra-cellular
origin and present them to CD4+T cells, and HLA class 111
contains genes coding for cytokines, such as tumor necrosis
factor alpha (TNFA) and lymphotoxin alpha (LTA), for
enzymes involved in steroid synthesis, for heat-shock
proteins and for other intermediates of the immune response
mechanisms.””
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Fig. 1 A schematic stage model of genetic susceptibility to leprosy. The exposure to the mycobacteria does not always result in infection.

In an initial stage, a first group of genes confers susceptibility to infection (leprosy per se). Among the individuals who develop the disease,
a second group of genes determines the type of host immune response and subsequent leprosy subtype. Finally, a third group of genes
confers the risk of developing leprosy reactions. TT: Tuberculoid-tuberculoid, BT, Borderline-tuberculoid; BB, Borderline-borderline;
BL, Borderline-lepromatous; LL, Lepromatous-lepromatous; 1, Indeterminate; PB, Paucibacillary; MB, Multibacillary; Thl, T-helper 1;

Th2, T-helper 2; MDT, Multidrug therapy.

The crucial role of the HLA region in immune response
regulation makes it the most exhaustively studied genomic
candidate region in infection.”' It seems reasonable to
assume a particularly important role for HLA genes in
leprosy, given that clinical manifestation of the disease
depends on the type of immune response shown by the host.
The exchanges between Thl and Th2 types of immune
response may be partially controlled by a mechanism of
antigen presentation involving HLA molecules.™ A large
number of linkage and association studies reported the
involvement of HLA alleles and haplotypes as important
genetic factors controlling susceptibility to leprosy. In
particular, HLA-DR alleles have been consistently associat-
ed with leprosy™ : Several studies reported an association of
the HLA-DR2 alleles HLA-DRB1*04, DRB1*10 DRB1*12,
DRBI1*15, and DRB1*16 with susceptibility or resistance to
leprosy in populations around the world.>* 3" In addition,
HLA-DR3 alleles were also found to be associated with
leprosy susceptibility in two different populations. '

HLA class I has been also intensively studied in leprosy, and
HLA-A*2, A*11, B*40, and C*7 are some examples of alleles
detected more often among leprosy cases compared with
unaffected controls.”* A recent study performed a high-resolution
association scan of a 1.9 Mb region in the HLA complex in a
Vietnamese population, followed by step-wise replication in an
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independent sample from Vietnam and a sample from North
India. The result was the identification of eight intergenic HLA
class | region single nucleotide polymorphisms (SNPs) as novel
genetic risk factors for leprosy per se, particularly implicating the
HLA-C in leprosy susceptibility.™

There is cumulative evidence that class 111 genes TNFA
and LTA are involved in the immune response against
leprosy.™® TWFA encodes TNF- | a proinflammatory and
immunostimulatory cytokine that belongs to the TNF
superfamily. This cytokine is involved in the regulation of
a wide spectrum of biological processes, including the
modulation of innate and adaptive immune responses. It is
mainly secreted by macrophages, and functions as an
important modulator of antigen presentation, through class
Il molecules, and cytokine production necessary for effective
leukocyte response. In leprosy, a large body of functional
experimental data indicates that TNF- plays a central role
by mediating the protective response to M leprae invasion,
Genetic studies have consistently indicated that TNFA
variants can influence leprosy phenotypes.***" Recently, a
large association study involving 4 population samples and
more than 2500 individuals, followed by a meta-analysis,
confirmed association between a promoter variant of TNFA
and leprosy, interestingly, the effect seems to be restricted to
the Brazilian samples.’’
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Table 1  Selected leprosy associated genes replicated in at least two distinet population samples
Official symbol Official full name Funetion
HLA-DRBI Major histocompatibility complex, class I, DRBI Heterodimer anchored in the membrane that
present antigenic peptides of extra-cellular origin to CD8+ T cells
TNFA Tumor necrosis factor alpha Proinflammatory cytokine
LT4 Lymphatoxin alpha Proinflammatory cytokine
ILT6 Interleukin 10 Anti-inflammatory cytokine
PARK2 Parkinson protein 2, E3 ubiguitin protein ligase  E3 ubiquitin ligase
NOD2 Nueleotide-binding oligomerization Cytoplasmic receptor that plays a role in the immune
domain containing 2 response to intracellular bacterial lipopolysaccharides
RIPK2 Receptor-interaciing serine-threonine kinase 2 Member of the receptor-interacting protein (RIP) family
of serine/threonine protein kinases
LAcCcy Laccase (multicopper oxidoreductase) Unknown
domain containing |
cepcl2z Coiled-coil domain containing 122 Unknown

LTA is also a member of the TNF superfamily, but
compared with TNF- . much less is known about its
function.™ This eytokine is produced by lymphocytes and
forms heterotrimers with lymphotoxin-beta, which anchor
lymphotoxin-alpha to the cell surface. LTA signaling has
proven important in controlling infection by intracellular
pathogens, including Mycobacterium tuberculosis and M
leprae among others. ™" Interestingly, it seems that, in
leprosy, the LTA genetic effect is more pronounced in patients
with early onset of disease.” A recent study using knockout
mice showed that the combination of TNF and LTA are
necessary to the formation and maintenance of granulomas in
response to M leprae: LTA seems to regulate granuloma
formation whereas TNF-  is responsible for its integrity >

Finally, variants of additional HLA-linked genes, such
MICA (MHC class | polypeptide-related sequence A), MICB
(MHC class 1 polypeptide-related sequence B), and TAP
(Transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B [MDR/
TAP]), have also been described in association with leprosy
phenotypes in different populations,*

Of note, the interpretation of genetic association studies
involving the HLA complex requires caution, due to the
close proximity and very high gene density typical of this
locus: Once positive association is detected between a
leprosy phenotype and an MHC/HLA marker, the challenge
is to determine if the causative gene is the one being
investigated of another in close proximity to the marker used,
a phenomenon called linkage disequilibrium.*?

Non-HLA genes
Interleukin 10
The Interleukin 10 (IL10) gene is located at the 1q31-g32

chromosomal region and encodes for the anti-inflammatory
cytokine IL-10, secreted by cells of the monocyte/macrophage
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lineage and T-cell subsets such as Type | Tr, regulatory T, and
T-helper 17.%#" The IL-10 exerts its anti-inflammatory
actions by blocking the production of proinflammatory
eytokines by macrophages and their ability to serve as
antigen-presenting or costimulatory cells.”! More specifically,
this cytokine inhibits the production of IL-1, IL-6, and TNF- in
LPS- and [FN- -activated macrophages. 4"

High levels of IL-10 are observed in multibacillary/
lepromatous leprosy patients compared with paucibacillary/
tuberculoid patients and a low TNF- /IL-10 ratio is
correlated to disease progression.’*** Genetic epidemiology
studies have been consistently reporting association between
leprosy and SNPs located at the [L/0gene. ** * The exact
reason why /L I0polymorphisms are associated with leprosy
is yet to be cleared. As this cytokine suppress the production
of inflammatory mediator and boosts the development of
Th2 immunity,™ it is plausible that these polymorphisms
somehow change [LI0 expression, directing the patient
towards one of the poles of the leprosy clinical spectrum.

PARK2/PACRG (Parkinson protein 2, E3 ubiquitin
protein ligase/Parkin co-regulated gene)

A genome-wide linkage analysis conducted in a Vietnamese
population mapped a leprosy susceptibility locus to chromo-
some 6q25-27, an effect distributed along the entire leprosy
clinical spectrum.” In a follow-up study, the same group
performed a systematic association scan of the candidate region
and found 17 SNPs associated with leprosy susceptibility,* 15
of them located in and around the promoter region shared by
two genes: PARK2 and PACRG. These results were validated
in a separate set of unrelated individuals from Brazil. Later, an
independent case control study found significant association
between leprosy and PARK2/PACRG SNPs in an Indian
population sample; however, the signal did not resist correction
for multiple testing.®* A study conducted in a geographically
isolated Croatian community with a well-documented history
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of leprosy showed that the protective alleles of two PARK?
SNPs associated with the disease in Vietnam and Brazil were
enriched in this population,™ suggesting positive selection.
More recently, a study involving a Vietnamese and an
Indian population sample confirmed the PARK2/PACRG effect
and revealed that age at diagnosis and differences in linkage
disequilibrium patterns across different ethnicities are important
for the correct interpretation of these association results.™
Curiously, association has been also reported between the
PARK2/PACRG leprosy polymorphisms and typhoid and
paratypheid fever in an Indonesian population.® The finding
raised the hypothesis that the PARK2/PACRG genetic effect
would not be specific to infection with M leprae, but related to
host responses against intracellular parasites.

The PARK2 gene encodes Parkin, an E3 ubiquitin ligase
involved with the ubiquitin-proteasome complex that mediates
the targeting of protein substrates for proteasomal degradation.*
Replicated association between leprosy and PARK2/PACRG
variants revealed a new ubiquitin-dependent pathway of
immunity to infection with M leprae, an idea supported by a
functional study which demonstrated that proteasome function
is important for M leprae-induced apoptosis.®”

The Genome Wide Association Studies genes

Genome Wide Association Studies (GWAS) are a powerful
study design based on extensive coverage of the entire genome
with hundreds of thousands of makers, genotyped in one single
experiment, that capture the vast majority of common variants
in the genome sequence.”™ The genotyping data are then
used in association testing that, if performed in samples large
enough to achieve an adequate statistical power, allows for the
identification of very small genetic effects, without the need of
a previous hypothesis. The first GWAS on leprosy included
491,883 SNPs genotyped in 706 cases and 1225 controls from
Eastern China. A total of 93 SNPs showed association with
leprosy at the GWAS significance level; these SNPs were then
tested in three independent replication sets totaling 3254
patients and 5955 controls from Eastern and Southern China.
As a result, 15 SNPs distributed in six genes, CCDCI22,
LACCI, NOD2, TNFSF13, RIPK2, and the HLA-DR DO,
were consistently associated with leprosy across all samples. In
addition, a trend toward association was detected between
leprosy and one SNP of LRRK2.° In 2011, the same group
published an expanded GWAS by combining their first data set
with additional control subjects two additional genes were
identified associated with leprosy: /L23Rand R4B32.°" Later,
another study identified a relative increase in IL23Rgene copy
number significantly associated with paucibacillary leprosy.*

Given the nature of the GWAS, association studies
involving a tremendous number of tests performed on a
single experiment, therefore under strong inflation of
type | error (false positive), these results, although exciting,
must be validated by replication and/or by functional
independent studies.”?

Association between leprosy and HLA-DR-DQ was
replicated in an Indian population® and the LACC! and
CCDCI22signals were replicated in an Indian and African
population.” More recently, a family-based replication study
conducted in 474 Vietnamese leprosy families re-tested all 16
SNPs associated with leprosy in the Chinese original GWAS;
six of them, located at CCDCI2,LACCI, NOD2, RIPK2, and
the HLA-DR-DQ genes were replicated.®® Association be-
tweenNOD2and leprosy has also been replicated in Nepal. 7

Several of the proteins encoded by these genes are
involved in microbial sensing and in the early immune and
inflammatory responses.”* NOD2 is located on chromosome
16q12 and encodes an intracellular receptor that recognizes a
muramyl dipeptide component of the bacterial wall. After the
interaction with activated NOD2 molecules, RIPK2 un-
dergoes poly-ubiquitination mediated by an E3 ubiquitin
ligase and promotes the activation of the TGF -activated
kinase 1 (TAK1) complex. The activated TAKI complex,
again via poly-ubiquitination of a mediator, leads to
degradation of transcriptional regulator nuclear factor B
(NF- B) repressor | B, releasing NF- B to promote the
transcription of pro-inflammatory genes, one of them,
TNFSF15.530% 10 A functional study reinforced the impor-
tance of the NOD2 cascade in leprosy, by demonstrating that
after NOD2 from monocytes interact with M leprae's
muramyl dipeptide. a distinct interleukin-32-dependent
induction of innate immune responses takes place, leading
to the differentiation of monocytes into dendritic cells.”!
These antigen-presenting cells are competent to define the
adaptive immune response in leprogy. ™

Genetics of leprosy reactions

LRs are sudden and intense inflammatory processes that
affect individuals at all stages of the disease. from diagnosis,
during treatment and even in the post-cure. The pathophys-
iologic mechanisms involved are still widely unknown.
Leprosy reactions are classified as type 1 (T1R or reversal
reaction), which commonly affects patients at the tuberculoid
side of the clinical spectrum; or type 2 (T2R, or Ervthema
Nodosum Leprosum, which affects mainly patients from the
lepromatous pole of the disease.” ™ Only recently, human
genetic epidemiology tools have been applied to the
investigation of the molecular mechanisms controlling
susceptibility to this extreme leprosy phenotype, as recently
reviewed by Fava and cols, 7"

The first evidence of association between LR and genetic
polymorphisms came from studies involving Toll-like
receptor (TLR) genes. An investigation involving a Nepalese
population sample revealed polymorphisms on TLR/! and
TLR2associated with higher risk for TIR. ¥#2 A functional
polymorphism of TLR/!, which causes a substitution of
asparagine to serine (N248S), was found associated with
susceptibility to leprosy reactions in a Bangladeshi
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population sample.** Interestingly. a recent study detected
association between the same N248S polymorphism and
susceptibility to leprosy in a Brazilian population sample,™
The TLRs are transmembrane proteins that play a critical role
in the inflammatory response to microbial pathogens.®*
TLRI is located on chromosome 9933.1 and its protein forms
a heterodimer with TLR2 or TLR6 and mediates the
recognition of several mycobacterial motifs: The heterodimer
TLR1/TLR2 is involved in the recognition of M leprae,*® and
TLRI/TLR6 seems to be related to M leprae persistence in
Schwann cells.®

A prospective study of a Brazilian population sample
resulted in strong evidence implicating variants of the /L6
gene with susceptibility to T2R. Upon diagnosis, leprosy
patients were monitored for at least 1 year for the occurrence
of LR. Patients who developed TIR or T2R within the
follow-up period were included in the group of cases, and
leprosy patients who did not develop reactions were used to
compose the control group. Cases of TIR and T2R were
matched with controls by clinical form of leprosy and
compared for the allele frequencies of markers physically
covering the entire /L6gene. No association was observed
between the [Lémarkers and TIR. Two independent signals
of association with T2R were detected; one of them was
captured by SNP rs1800795, a variant with known impact
over/L6expression, These results support an important role
ofIL6in the development of T2R. 7

Additional studies on genetics of LR have implicated
variants of NOD2andVDRas risk factors for the occurrence
of T2R and TIR, respectively.”™ Finally, a study in a
Brazilian sample demonstrated an association between a
SNP of SCLI1AIwith leprosy reactions. ™ These findings
are yet to be replicated.

Leprosy, Crohn's, and Parkinson's diseases:
a common genetic background?

In the past recent years, interesting findings concerning
the genetic control of complex diseases have been observed:
Some disorders, apparently unrelated, share genetic risk
factors, In this context, the identification of leprosy
susceptibility genes revealed an unexpected overlap with
inflammatory bowel conditions and Parkinsons disease, ?

Inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by a
chronic, relapsing intestinal inflammation. The two major
types of IBD are Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis
(UC). The identification of Myveobacterium avium subspecies
paratuberculosisRNA in mucosal samples of CD and UC
patients suggested that the development of the disease, at
least in some individuals, might be triggered by mycobac-
terial infection.”™”" This hypothesis have been supported by
recent genetic studies revealing CD susceptibility genes that
encode proteins responsible for recognition of bacterial
structures and/or are present in immunologic pathways.”*
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Some of the these CD susceptibility loei are shared with
leprosy,™ as clearly exposed by the Chinese leprosy GWAS:
Five of the newly described leprosy susceptibility genes
have been previously associated with CD: TNFSFI5,
NOD2, LACCI, LRRK2, and/L23R. ***' Motivated by this
unexpected finding, the same group later performed a
systematic, comprehensive association study testing all
previously described IBD loci as leprosy susceptibility
candidates in a large Chinese leprosy sample, again, two
IBD loci were associated with leprosy: ILISRAP/JALISRI,
and [LI12B."* These outstanding results corroborates the
hypothesis that IBD, mainly CD, and leprosy share genetic
risk factors and sum additional evidence supporting the role
of an infectious agent participating in the initial events leading
to CD manifestation.

One additional intriguing finding of the Chinese study is
that the in silico analysis that places NOD2, RIPK2, and
TNFSFI35 in the same pathway also included PARK2 and
LRRK2, genes encoding proteins that directly interact.
Strikingly, PARK 2andLRRK 2are well known Parkinson’s
disease (PD) susceptibility genes. Of particular interest, LRRK2,
shown to be expressed in macrophage and monocytes,™ harbors
variants that have been associated with CD™ and Parkinsons
disease, as well as leprosy.

Based on this results, one can speculate that because
NOD2/RIPK2 initiates a signaling process that involves
an ubiquination process through TRAF6 (TNF receptor-
associated factor 6), an E3 ubiquitin ligase, it is possible that
parkin, also an E3, plays a role in this process; in addition,
LRRK2 is thought to regulate the ligase activity of
PARK2"; therefore, it may also take part in the signaling
control. These observations suggest the existence of a
partially shared genetic control of susceptibility to an
infectious disease, an inflammatory disease and a neurode-
generative disorder. The complete elucidation of the cross
talk between those susceptibility genes is a difficult, yet
tremendously exciting task,

Future perspectives

Classic genetic studies on susceptibility to leprosy have
been focusing on the identification of common variants that
could explain predisposition to disease and. as a result,
several common variants were described to be associated
with leprosy phenotypes. The assumption made is that a set
of these variants in one or several genes of a biochemical
pathway would act together to contribute to a clinical
outcome. These findings cannot explain the totality of the
large genetic effect observed in descriptive genetic epidemi-
ology studies. Interesting. this scenario remain true for a
number of complex traits.”’

With the popularization of the GWAS, it has become
increasingly clear that a large part of the genetic effect
controlling disease susceptibility was missing®: With rare
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exceptions, more than 90-95% of the heritable component of
a disease has been left unexplained after extensive GWAS on
several complex diseases, giving rise to the term  missing
heritability .”**" The idea behind these missing effect is
that common genetic variability is unlikely to explain the
entire genetic predisposition to disease.” %101

As a result of intense debate, a new scenario of not one,
but two major hypothesis has risen, both aiming to offer a
better understanding on how different classes of genetic
variations can account for a specific outcome: The Common
Disease-Common Variant (CDCV) and the Common
Disease Multiple Rare Variant (CDMRV) hypothesis.
The first one argues that common variants with small effect
are responsible for the genetic susceptibility to common
diseases; the CDMRV hypothesis defends the idea that
multiple rare alleles of large effect, explains the genetic
susceptibility to common diseases, "'

In fact, the idea that rare variants are behind of human
susceptibility to common diseases is not new. A remarkable
example of the impact of a rare variant over disease
phenotypes has been provided by Altare et al. in 1998'%%;
By applying molecular biology tools a genctic analysis on
the study of a single young girl presenting generalized,
atypical M. bovis-BCG infection. The authors found a
homezygous, 4.4 kb-long deletion in the gene /L/2B that
impaired IL12-dependent, IFN- mediated response against
a non-virulent mycobacteria. The finding, that clearly
implicates the IL-12/IFN- axis as critical for the control
of the immune response against mycobacterial infection,
represents strong support to the idea that a rare structural,
homozygous variant can underlie the mechanism controlling
host susceptibility to infection. This study and others
provided rising evidence that rare variations are important
pieces of the puzzle of human phenotypic variation.'™
Identitying these rare variants without previous indication of
their possible location used to be a daunting task, given (i) the
need to study rare, extreme cases of disease: and (11) the limited
throughput and the high costs of classic, Sanger-based
methods for genome sequencing.

The CDMRYV hypothesis gained momentum with the very
recent advent of next generation genetic analysis platforms
capable of sequencing massive segments of the human
genome, whole exomes or even genomes, in short time
frames and for a reasonable cost. By reducing the time and
cost limitations to a minimum challenge, these platforms of
next-generation sequencing (NGS) technologies, also known
as massively parallel DNA sequencing, are ideal tools to be
used on the search of such rare variations.'®-'*

Conclusions

The NGS technology has the potential to revolutionize
our understanding on how genes or genomic regions are
involved in the pathogenesis of human diseases.'™ The use
of NGS can be directed to the identification of causative
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disease mutation by resequencing the whole genome (or
exome) of a small number of affected individuals, typically
displaying extreme phenotypes of the disease. The approach
has been successfully applied to determine the genetic basis
of rare disorders, much of them Mendelian, through the study
of a small number of affected individuals. In this scenario, an
interesting question would be whether the same strategy
could be applied to the identification of rare mutations possibly
contributing to the risk of occurrence of a complex disease, such
as common infections. In this much more complex context,
leprosy has been considered as an excellent model to the study
of genetic susceptibility to common infectious diseases.'™
It is reasonable to believe that innovative approaches based
on NGS technology could help to unravel much of the "missing
heritability” observed in leprosy and other infectious diseases.
Also, classic experimental design such as linkage analysis can
be coupled to these approaches to increase its power.
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Emended description of the genus Phytobacter, its type species
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Abstract

The species Phytobacter diazotrophicus and the associated genus Phytobacter were originally described by Zhang et al [Arch
Microbiol 189 (2008), 431-439] on the basis of few endophytic nitrogen-fixing bacteria isolated from wild rice (Oryza
rufipogon) in China. In this study, we demonstrate that a number of clinical isolates that were either described in the
literature, preserved in culture collections, or obtained during a 2013 multi-state sepsis outbreak in Brazil also belong to the
same genus. 165 rRNA gene sequencing, multilocus sequence analysis based on gyrB, rpoB, atpD and infB genes, as well as
digital DNA-DNA hybridization support the existence of a second species within the genus Phytobacter. All isolates from the
recent Brazilian outbreak, along with some older American clinical strains, were found to belong to the already described
species Phytobacter diazotrophicus, whereas three clinical strains retrieved in the USA over a time span of almost four
decades, could be assigned to a new Phytobacter species. Implementation of an extended set of biochemical tests showed
that the two Phytobacter species could phenotypically be discriminated from each other by the ability to utilize L-sorbose and
p-serine. This feature was limited to the strains of the novel species described herein, for which the name Phytobacter
ursingii sp. nov. is proposed, with ATCC 279897 (=CNCTC 57297) as the designated type strain. An emended description of the

species Phytobacter diazotrophicus and of the genus Phytobacter is also provided.

Species identification based on biochemical reactions within
the former Erwinia herbicola-Enterobacter agglomerans
complex (EEC) has often yielded inconclusive results [1-5].
In 1984, Brenner et al. defined 13 biotypes within the EEC
based on DNA-DNA hybridization [6]. In the past, many
clinical isolates belonging to the EEC have been repeatedly
misidentified as Pantoea (Enterobacter) agglomerans or
Pantoea spp. by commercial automated systems, resulting
in several case and outbreak reports involving EEC bacteria
erroneously attributed to Pantoea species [7-12]. With the
increasing availability of 16S rRNA gene sequences [13-15],
gyrB sequences [16, 17], and the use of multi-locus sequence
analysis (MLSA) [18, 19], and more recently of whole-
genome sequencing (WGS) [20, 21], the taxonomy of the
Enterobacteriaceae has undergone major changes. Several of
Brenner’s original biotypes can be now assigned to species
such as Leclercia adecarboxylata [22], Pantoea agglomerans

and Pantoea dispersa [23], Pantoea ananatis [24], Erwinia
aphidicola [25], Pantoea septica, Pantoea eucrina and Pan-
toea brenneri [26], Kosakonia cowanii [27], Enterobacter sp.
[28], and Buttiauxella spp. However, Brenner’s Biotype XII
has neither been extensively characterized nor assigned to a
specific genus or species yet.

During our investigation of a multi-state sepsis outbreak
occurring in Brazil caused by contaminated total parenteral
nutrition (M. Pillonetto, L. Arend, S. M. T. Gomes, M. A. A.
Oliveira, L. N. Timm, A. F. Martins, A. L. Barth, A.
Mazzetti, L. Hersemann, T. H. M. Smits, M. T. Mira and F.
Rezzonico, unpublished results) preliminary genetic analysis
suggested that the enterobacterial species involved bore sim-
ilarities both with Brenner’s Biotype XII isolates from out-
breaks occurring in the 1970s in the USA [6, 29-31] and
with  Phytobacter diazotrophicus [32], an endophytic
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nitrogen-fixing enterobacterial species isolated from wild
rice in China. We thus decided to investigate further and
5110RM was selected as representative isolate of the Brazil-
ian outbreak to undergo detailed analysis, along with culture
collection strains previously assigned to Brenner’s Biotype
XII [3, 33] and type strain Phytobacter diazotrophicus DSM
17806". Two other strains, Bisph2 [34] and CAV1151 [35],
were not directly available, but were included in the study
on the basis of their complete genome sequences (Table 1).

Amplification and sequencing of the nearly complete 16S
rRNA gene was performed as previously described [36].
Sequences of 1530 bp were obtained and used to generate a
maximum likelihood tree together with entries of related
species retrieved from the GenBank database by means of a
BLASTN search. Whenever it was possible, only type strains
were selected for the analysis. Isolate 5110RM was found to
cluster well within the group of organisms previously
assigned to Brenner’s Biotype XII [33], which includes its
archetypal strain LMG 5337 [6] and clinical strains ATCC
27981 and ATCC 27990 [3, 29-31]. Glyphosate-degrading
soil bacterium [Enterobacter] sp. Bisph2 [34] and Phyto-
bacter diazotrophicus type strain DSM 17806" were found
to belong to this group as well. A nearby, but separate, clade
was formed by clinical strains ATCC 27982, ATCC 27989"
[3, 29-31] and [Kluyvera intermedia] CAV1151 [35], possi-
bly indicating a second separate species within the genus
Phytobacter (Fig. 1). All the above strains, together with a
multi-drug resistant isolate unrelated to the initial outbreak

(10289RM) obtained in November 2015 during a routine
survey for antibiotic resistances in a hospital in Curitiba
(Brazil), were included in the ensuing analyses (Table 1).

MLSA was performed according to the protocol targeting
the four standard housekeeping genes proposed by Brady
et al. [18]. Using the MEGA7 software [37], concatenated
atpD, gyrB, infB and rpoB sequences (2548 bp) were aligned
and compared with the corresponding gene sequences of
reference strains of species belonging to nearby taxa, includ-
ing the genera Kosakonia, Enterobacter, Citrobacter and
Kluyvera (Table S1, available in the online Supplementary
Material). A maximum likelihood tree based on
concatenated gene sequences was obtained (Fig. 2), which
further supported the distinctiveness of the two clades that
were already recognizable in the 168 rRNA tree (Fig. 1).
Both branch depth and gene identities strongly suggested
that they represent two separate species within the genus
Phytobacter. The distinction between the two Phytobacter
species is clearly supported also when using the amino acid
sequences to perform MLSA (Fig. S1). Identity between
Phytobacter diazotrophicus DSM 17806" and strain ATCC
27989", which was selected as type strain for the second
candidate Phytobacter species on the basis that the latter
was already available both in our lab and in two separate
culture collections, was 97.2% for atpD, 93.1% for gyrB,
96.7% for infB, and 95.9% for rpoB. Evolutionary diver-
gence over sequence pairs for the MLSA gene set was esti-
mated to be 4.2% between the clade of Phytobacter

Table 1. List of Phytobacter strains used in this study

Name Source Origin Isolation Other designations References  Previous identification”
date
Phytobacter diazotrophicus
5110RM Total parenteral nutrition Brazil, Curitiba 5 Dec 2013 - This work -
10289RM Hospital (surveillance Brazil, Curitiba 10 Nov 2015 - This work -
swab)
ATCC 27981 Sputum USA, South 1974 CDC 865-74 [33] Pantoea agglomeranst
Carolina
ATCC 27990 Human, clinical USA 1972 CDC 1134-72 [33] Pantoea agglomeranst
Bisph2 Sandy soil Algeria, Biskra Unknown - [34] Enterobacter sp.3
DSM 17806"  Wild rice (Oryza rufipogon) PR China, Lingshui May 2004 LS 8 [32] Phytobacter
diazotrophicus
LMG 5337 IV fluid USA, Virginia 1971 CDC 219-71, ATCC 29915 [33] Unidentified sp.§
Phytobacter ursingii sp. nov.
ATCC 27982 IV fluid USA 1972 CDC 2214-72 [3] Pantoea agglomeranst
ATCC Sputum USA, South 1974 CDC 1300-74 [33] Pantoea agglomeranst
27989" Carolina
CAV1151 Perirectal USA, Virginia Sep 2009 - [35] Kluyvera intermedial|

IV, Intravenous.

*Strain not available in our lab; results based only on genome sequence retrieved from GenBank.

1Still currently listed as Pantoea agglomerans in the ATCC catalogue despite being excluded from this species in the cited reference.

tGenome sequence deposited as Enterobacter sp., classified as Kosakonia sp. by [42].
§As listed in the BCCM/LMG catalogue, excluded from Pantoea agglomerans in the cited reference, still listed as the latter species in the ATCC

catalogue.

|IGenome sequence deposited as Kluyvera intermedia, classified as Kosakonia sp. by [42).
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Kiuyvera ascorbata LMG 78717 (AF008579)

Kluyvera intermedia LMG 2785" (AB004747)

Kluyvera cryocrescens LMG 78597 (AF310218)

LMG 7870" (AB680712)
Kiebsiella mobilis LMG 2084" (A1251458)

Enterobacter soli KNUC5008" {J0682636)

Lelliottia nimipressuralis LMG 1 092457 (Z96077)
Buttiauxella agrestis ATCC aazz0" (AJ233400)

60

Lelliottia amnigena LMG 2784" (AB004748)
Yokenella regensburgeri LMG 78727 (HF558367)
Citrobacter freundii LMG 3248" (ABBB0314)

Citrobacter werkmanii ATCC 61114 (AF025373)

62 Citrobacter braakii DSM 17598" (AF025388)

Kiebsiella oxytoca ATCC 131 82’ (NR_118853)

1 Pluralibacter pyrinus LMG 22070" (AJO10488)
Pluralit, goviae LMG 5738" (AB004748)
Enterobactor cloncae ATCC 13047' (KC768786)
Enterobacter hormaeche/ CCUG 27126 (KF516255)

79| Enterobacter cancerogenus LMG 2893" (Z96078)

Enterobacter asburiae DSM 17506" (KF516258)
Enterobacter ludwigii LMG 237687 (AJ853891)
81! Enterobacter mori CR6-3 (KC
[Pantosa agglomerans] ATCC 27982 (FJ611880)

iF Phytobacter ursingii sp. nov. ATCC 27989" (FIg11881)

[Kluyvera intermedia] CAV1151 (CP011602)
1] Citrobacter rodentium NBRC 105723" (AB682287)
Citrobacter sedlakii NBRC 105722 (AB682286)
Citrobacter amalonaticus LMG 7873' (FR870441)
Citrobacter farmeri ATCC 511127 (AF025371)
Citrobacter youngae ATCC 29220 (ABWL02000044)
Gitrobacter koseri LMG 5519" (HG798905)
‘Grimontella senegalensis' C1p (AY217653)
[Pantoea agglomerans] ATCC 27990 (FI6118789)
Phytobacter diazotrophicus DSM 17806" (KY288669)
Unidentified species LMG 5337 (FJ611878) (Brenner's Biotype XII)
[Enterobacter] sp. Bisph2 (NZ_JXAF00000000)
[Pantoea agglomerans] ATCC 27981 (FJ611877)
Fhy i phicus 5110RM (KY

Klebsiella variicola DSM 15868" (CP010523)
99l Kiebsiella pneumoniae LMG 2095 (Y17656)
Kosakonia cowanii BCC009 (EU629163)
Kosakonia sacchari SP1" (CP007215)
Kosakonia arachidis KCTC 223757 (EU872801)
gg| | Kosakonia radicincitans LMG 23767" (HF569043)
76! Kosakonia oryzae LMG 24261 (EF488759)

Cronoh yijensii R-46535" (GU122217)
_{—— Cronobacter helveticus LMG 237327 (JX986978)
% Cronabacter condimenti LMG 26250" (FN539031)
= ﬂ[— Cronobacter turicensis LMG 23827" (EF059891)
'W‘ Cronobacter dublinensis LMG 23323‘( (EF059892)

77

Cronobacter sakazakii LMG 5740" (AB626126)
9 Cronobacter malonaticus LMG 23826 (EF059881)

Fig. 1. Maximum likelihood tree based on nearly complete 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic relationship between
species of the genus Phytobacter and related taxa within the family Enterobacteriaceae. The genus Cronobacter was used to root the
tree. Numbers at branching points are bootstrap percentage values (>50 %) based on 500 replications. Bar, 0.5% nucleotide
substitutions.
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MLSA-ML-Nucleotides 66 Enterobacter hormachei CCUG 271267 ]
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Enterobacter ludwigii LMG 237687
Enterobacter mori LMG 257067 Enterobacter
Enterobacter asburiae DSM 175087
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Enterobacter cancerogenus LMG 2693'
Lelliottia amnigena LMG 27847

Wi ) T jl Lelliottia
Lelliottia nimipressuralis LMG 10245
Kluyvera ascorbata LMG 78717 ]
Kluyvera cryocrescens LMG 78597 Kluyvera

98 Kiluyvera intermedia LMG 27857 J
Yokenella regensburgeri LMG 78727
Pluralibacter gergoviae LMG 57397
100 Pluralibacter pyrinus LMG 22970"
Raoultella planticola LMG 78707
Citrobacter freundii LMG 32467
Citrobacter youngae LMG 32527
Citrobacter braakii DSM 175967
Citrobacter youngae ATCC 29220
Citrobacter werkmanii ATCC 511147
Klebsiella oxytoca ATCC 131827 Citrobacter
Citrobacter koseri LMG 5519"
Citrobacter rodentium NBRC 1057237
Citrobacter sedlakii NBRC 1057227
Citrobacter amalonaticus LMG 78737
100 Citrobacter farmeri GTC 1319
10 Kiebsiella singaporensis LMG 235717
96 Kilebsiella pneumoniae LMG 20957 Klebsiella
Klebsiella mobilis LMG 20947 J
62 Phytobacter ursingii sp. nov. ATCC 27989"
ﬂﬁ.’uyvera intermedia] CAV1151
78 [Pantoea agglomerans] ATCC 27982
100 Unidentified sp. LMG 5337 (Brenner‘s Biotype XII)
[Enterobacter] sp. Bisph2 Phytobacter
[Pantoea agglomerans] ATCC 27990
92 Phytobacter diazotrophicus 5110RM
66 Phytobacter diazotrophicus 10289RM
6o} Phytobacter diazotrophicus DSM 178067
— [Pantoea agglomerans] ATCC 27981 J
59 Kosakonia cowanii LMG 235697
Kosakonia sacchari LMG 26784
98 Kosakonia arachidis KCTC 223757 Kosakonia
10 Kosakonia radicincitans LMG 237677
Kosakonia oryzae LMG 242517
Buttiauxella agrestis ATCC 333207
52 Cronobacter zurichensis LMG 237307 B
100 Cronobacter pulveris LMG 240577
'_:Cronobacter helveticus LMG 237327
82 Cronobacter muytjensii R-46535"
Cronobacter dublinensis LMG 238237 Cronobacter
Cronobacter condimenti LMG 262507
Cronobacter turicensis LMG 238277
Cronobacter sakazakii LMG 57407
Cronobacter malonaticus LMG 238267

} Pluralibacter

78

Fig. 2. Maximum likelihood tree based on concatenated partial atpD, gyr8. infB and rpoB gene sequences (2548 bp), showing the phylo-
genetic relationship between species of the genus Phytobacter and related taxa within the family Enterobacteriaceae. The genus Crono-
bacter was used to root the tree. Numbers at branching points are bootstrap percentage values (50 %) based on 500 replications.
Bar, 2 % nucleotide substitutions.
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diazotrophicus DSM 17806" (n=9) and that of strain ATCC
27989" (n=3), whereas the mean distance to other genera
was in all cases at least 9.0 % (Table S2). Within the species,
estimates of evolutionary divergences were 0.9 and 1.1 % for
Phytobacter diazotrophicus and the clade of strain ATCC
27989", respectively (Table $3).

Available Phytobacter strains (Table 1) were submitted to
manual phenotypic testing using API 20E, API 50 CHE
(bioMérieux) and Biolog GN2 as well as to automated test-
ing using VITEK 2. The biochemical profiles obtained
largely matched those obtained for the original Brenner's
Biotype XII (n=14) [6]: all strains produced acid and gas
from glucose, were p-adonitol, inositol and triple amino
acid (lysine, ornithine and arginine) negative, and citrate,
Voges-Proskauer test, lactose, sucrose, salicin, p-sorbitol, L-
arabinose, L-rhamnose, malonate, acetate, D-xylose, treha-
lose, cellobiose and aesculin positive. Nitrate was reduced to
nitrite and no yellow pigment was produced. Deviating
from the original description, all the strains analysed in this
work were motile and produced indole, which was true for
only one of the fourteen strains analysed by Brenner. The
latter was most probably CDC 219-71 (=LMG 5337), which
is the only isolate present in both data sets. If correct, this
discrepancy suggests that the original Biotype XII represents
a broader taxonomical unit with respect to the two species
described herein. Overall comparison of the manual and
automated biochemical profiles revealed that the two Phyto-
bacter species could be differentiated from each other on the
basis of 1-sorbose and D-serine, with both substrates being
used exclusively by the strains clustering with ATCC
27989, Positive indole and nitrite production as well as
negative N-acteyl-glucosaminidase, L-proline arylamidase,
phosphatase and glycine arylamidase tests allow discrimina-
tion of Phytobacter from the nearby genus Kosakonia
(Table 2). The results of additional tests are presented in the
footnote of Table 2.

Draft genomes of Phytobacter diazotrophicus DSM 17806",
of outbreak isolate 5110RM and of strain ATCC 27989"
were obtained using the Illumina MiSeq platform. Genomic
DNA was extracted from pure bacterial cultures using the
NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel) and sheared to a
mean size of 700 bp using a Covaris $220 focused-ultrasoni-
cator at the Functional Genomics Centre in Ziirich, Switzer-
land. Library preparation was performed with the TruSeq
Nano DNA Library Prep kit for NeoPrep (Illumina), select-
ing the 550bp insert size workflow. Paired-end reads
(301 bp) were generated on the Illumina MiSeq sequencer.
The genomes were de novo assembled using the SeqMan
NGen software included in the DNASTAR Lasergene
genomics package version 12. Genome sequences of
[Enterobacter] sp. Bisph2 (NZ_JXAF00000000) and
[Kluyvera intermedia] CAV1151 (NZ_CP011602) were
used as templates to refine the assemblies.

The draft genome sequences were annotated using GenDB
[38] and included in an EDGAR 2.0 project [39] for com-
parative genomics with related genome sequences. A core
genome tree was generated, which included available
genomes of closely related organisms based on the MLSA
phylogeny (not all relatives are represented by a genome in
GenBank) (Fig. 3). The resulting tree shows a similar topol-
ogy to the one obtained with the MLSA approach (Fig. 2),
confirming the existence of two separate species within the
genus Phytobacter, with outbreak strain 5110RM and
[Enterobacter] sp. Bisph2 being closely related to Phyto-
bacter diazotrophicus DSM 17806" while [Kluyvera interme-
dia] CAV1151 clusters separately with strain ATCC 27989"
(Fig. 3). WGS data were used to perform digital DNA-DNA
hybridization (DDH) using Genome-to-Genome Distance
Calculator as described by Henz et al [40] (version 2.1;
http://ggdc.dsmz.de) and average nucleotide identity (ANI)
as described by Goris et al. [41] using EDGAR 2.0 (39) and/or
ANI  Calculator  (http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/).

Table 2. Differential phenotypic characteristics between Phytobacter spp. and the nearby genus Kosakonia [27]

The complete results for the biochemical panels tested below are listed in Table S4.

Test substrate Phytobacter diazotrophicus” Phytabacter ursingii sp. nov.” Kosakonia
DSM 17806" ATCC 27989"
API 20E
Indole production Positive Positive Negative
API 50CHE
L-Sorbose Negative Positive NR
BIOLOG GN2
p-Serine Negative Positive Variable (30-49 %)
VITEK 2
B-N-acetyl-glucosaminidase Negative Negative Variable (10-29 %)
t-Proline arylamidase Negative Negative Variable (10-29 %)
Phosphatase Negative Negative Non negative”
Assimilation of glycine arylamidase Negative Negative Non negative”

a, n=29 (25 outbreak strains+DSM 17806"+ATCC 27990+ATCC 27981+LMG 5337); b, n=2 (ATCC 27982+ATCC 27989); c. Nr, not rated; d, this substrate
is not reported by Brady et al. [18], but strain Kosakonia sp. ATCC 27988 yielded a positive reaction in this work.
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Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis LMG 23823"

Cronobacter zurichensis LMG 237307
[Kluyvera intermedia] CAV 1151
Phytobacter ursingii sp. nov. ATCC 27989
Phytobacter diazotrophicus 5110 RM
Phytobacter diazotrophicus DSM 178067
[Enterobacter] sp. Bisph2
Kosakonia cowanii JCM 109567

—Lli Kosakonia radicincitans DSM 16656"

L Kosakonia sacchari SP17
Citrobacter koseri ATCC BAA 895

Citrobacter braakii strain GTA
Citrobacter freundii ATCC 80907
Citrobacter werkmanii NBRC 105721
Citrobacter youngae ATCC 29220

Citrobacter amalonaticus LBA
Citrobacter farmeri GTC 1319

Citrobacter rodentium NBRC 105723

Citrobacter sedlakii NBRC 105722

Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 130477
Enterobacter ludwigii EN-1197

|_|:Enterobacfer asburiae L1

Enterobacter mori LMG 257067

— Enterobacter hormaechei ATCC 491 827

L— Leliiottia amnigena CHS 78
Enterobacter cancerogenus ATCC 35316
Enterobacteriaceae bacterium ATCC 29904

Pluralibacter gergoviae FB2
Klebsiella pneumoniae KCTC 2242
FKIebsie.'la pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578
Klebsiella variicola At-22
Enterobacter aerogenes KCTC 21907
Kiebsiella oxytoca KCTC 1686
L Kiebsiella oxytoca MGH-41
Raoultella ornithinolytica strain S12

Raoultella terrigena strain R1Gly
Raoultella planticola ATCC 335317

— Kluyvera ascorbata ATCC 334337

0.01

Yokenella regensburgeri ATCC 43003

Fig. 3. Phylogenomic tree based on the core genomes of strains DSM 17806", 5110RM and ATCC 27989" and strains of related spe-
cies of the family Enterobacteriaceae as determined by Eocar 2.0 (39). The genomes of the genus Cronobacter were used as outgroup.
Owing to the large size of the alignments, bootstrap values could not be calculated for the tree. Bar, 1 % nucleotide substitutions.

Minimal cut-off points of 70% DDH (Table 3) and 95%
ANI (Table 4) were considered to represent species delinea-
tion. These values were exceeded within the clade that
included strains Phytobacter diazotrophicus DSM 17806",
isolate 5110RM and [Enterobacter| sp. Bisph2 as well as
within the one composed by strain ATCC 27989" and
[Kluyvera intermedia] CAV1151. On the other hand, these
thresholds were not attained when the comparison was per-
formed between isolates belonging to the two different
clades, although DDH and ANI values were larger than 45
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and 90 %, respectively, confirming that the two groups rep-
resent distinct species within the genus Phytobacter. In turn,
the latter appears to be well distinct from nearby genera
such as Kosakonia, Citrobacter or Enterobacter.

To conclude, the genotypic and phenotypic data presented
in this study demonstrate that 5110RM, the archetypal iso-
late of the multi-state sepsis outbreak that occurred in 2013
in Brazil, belongs to Phytobacter diazotrophicus, a previ-
ously described species of which the type strain DSM
17806 was originally isolated from wild-rice in China [32].
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Table 3. Digital DDH of Phytobacter and Kosakonia species using Genome-to-Genome Distance Calculator (http://ggdc.dsmz.de/)

DDH values of over 70 % are shaded.

Strain DSM 17806"  5110RM  Bisph2  ATCC 27989"  CAVI1151  DSM 16656  SP1"  JCM 10956"
Phytobacter diazotrophicus DSM 17806" 929 89.7 45.4 45.4 231 229 224
Phytebacter diazotrophicus 5110RM : 90.5 45.4 46.6 234 229 226
[Enterobacter] sp. Bisph2 89.7 45.4 45.6 232 229 225
Phytobacter ursingii sp. nov. ATCC 27989" 454 45.4 81.8 29 229 225
[Kluyvera intermedia) CAV1151 454 46.6 456 234 229 224
Kosakonia radicincitans DSM 16656" 231 234 232 229 27.6 254
Kosakonia sacchari SP1" 229 29 229 229 229 259
Kosakonia cowanii JCM 10956 224 2.6 225 22.5 224

The same species includes further clinical strains isolated in
the 1970s in the USA (i.e. ATCC 27981, ATCC 27990 and
LMG 5337) [3, 6, 29-31], a 2015 multi-drug resistant isolate
from a hospital environment in Curitiba (Brazil) unrelated
to the 2013 multi-state sepsis outbreak, as well as Bisph2, a
glyphosate-degrading bacterium isolated from a sandy soil
in Algeria [34]. It is noteworthy that a nosocomial outbreak
associated with contaminated anticoagulant citrate dextrose
solution that occurred in 2010 in Sao Paulo (Brazil) can also
be attributed to Phytobacter diazotrophicus on the basis of
the gyrB gene sequence of the isolated bacteria, which was
100 % identical to ATCC 27990 [9], even if in the original
report the organism was misidentified as Pantoea agglomer-
ans [5]. Additionally, clinical strains CAV1151 [35], ATCC
27982 and ATCC 27989 [3, 6, 29-31] were found to repre-
sent a novel species within the genus Phytobacter, for which
the name Phytobacter ursingii sp. nov. is proposed.

EMENDED DESCRIPTION OF GENUS
PHYTOBACTER

The description is based on Zhang et al. [32] and this study.
Bacteria belonging to this genus are chemoorganotrophic
and able to fix nitrogen. Cells are straight rods 0.6 to 0.7 by
0.9 to 1.2um in size, Gram-negative, facultative anaerobic
and motile (amphitrichous flagella), non-encapsulated and
non spore forming. Growth occurs at 5-40 “C, with an opti-
mum between 28 and 37°C. Optimum pH for growth is 7.0
(range is 4.0-10.0). Colonies growing on MacConkey agar

are circular, convex and smooth with non-entire margins
and usually an elevated centre. They are not yellow-pig-
mented on nutrient agar up to 7 days of incubation and
their diameter reaches 4 mm within 3 days at 30 °C. Bacteria
are lactose fermenting, cytochrome oxidase negative and
catalase positive. Glucose is fermented with the production
of gas. Lysine and ornithine are not decarboxylated and
arginine is not hydrolysed. The cells produce indole. Voges-
Proskauer test, citrate (Simmon’s) and aesculin are positive.
Nitrate is reduced to nitrite. Cells do not produce hydrogen
sulfide [ Sulfide Indole Motility (SIM) agar] and urease.
Acid is produced at 35+1°C within 2 days from the follow-
ing carbon sources: L-thamnose, glycerol, L-arabinose, D-
xylose, p-mannitol, lactose, sucrose, trehalose, cellobiose,
sorbitol, arabinose, dulcitol, salicin. Cells do not produce
acid from inositol and melibiose. In contrast with what was
reported by Zhang [32], all tested isolates including DSM
17806" were tryptophan deaminase and lysine decarboxyl-
ase negative in the API20E test. Phytobacter can be differen-
tiated from related enterobacterial genera based both on
physiological and biochemical tests and on DNA hybridiza-
tion. The type species is Phytobacter diazotrophicus [32].

EMENDED DESCRIPTION OF PHYTOBACTER
DIAZOTROPHICUS
The description of this taxon is the same as the genus Phyto-

bacter cited above and is based on Zhang et al. [32] and this
study. The type strain is Phytobacter diazotrophicus (=DSM

Table 4. Mean ANI values for all available genomes of Phytobacter and Kosakonia spp. as determined in EDGAR 2.0

ANI values over 95 % are shaded.

Strain DSM 17806  5110RM  Bisph2 ~ ATCC 27989"  CAV1151  DSM 16656°  SP1"  JCM 10956"
Phytobacter diazotrophicus DSM 17806 99.21 98.93 92.07 92.09 83.36 83.30 82.99
Phytabacter diazotrophicus 5110RM 98.99 92.04 92.36 83.53 83.18 82.93
[Enterobacter] sp. Bisph2 98.93 92.10 92.13 83.45 83.30 83.00
Phytobacter ursingii sp. nov. ATCC 27989" 92.07 92.08 98.09 83.30 83.31 83.01
[Kluyvera intermedia) CAV1151 92.11 9236 92.13 83.89 83.35 82,94
Kosakonia radicincitans DSM 16656" 83.36 83.57 8341 83.23 84.62
Kosakonia sacchari SP1" 83.42 83.40 83.33 83.26 83.36 84.99
Kosakonia cowanii JCM 10956" 82.94 8293 82.94 82.83 82.89 84.57
7
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17806"'=LMG 23328") isolated from wild-rice Oryza rufipo-
gon in China, but several clinical isolates are alsoreported.
Based on spectrophotometry the DNA G+C content of type
strain DSM 17806" is 58.6+0.5mol% [32]. Assembly of
WGS data of DSM 17806" yields a draft genome size of
5.58 Mb, with a DNA G+C content of 53.05 mol%.

DESCRIPTION OF PHYTOBACTER URSINGII
SP. NOV.

Phytobacter ursingii (ur.sing’ii. N.L. gen. masc. n. ursingii,
named in honour of the Swedish bacteriologist and taxono-
mist Jan Ursing). The description of this taxon is the same
as that of the genus Phytobacter cited above. The species can
be differentiated from Phytobacter diazotrophicus on the
basis of its ability to metabolize D-serine and L-sorbose. The
type strain is Phytobacter ursingii ATCC 27989" (=CNCTC
57297), isolated in 1974 from human sputum in South
Carolina, USA. Other clinical sources have also been
reported. Assembly of WGS data of ATCC 27989 yielded a
draft genome size of 5.75 Mb, with a DNA G+C content of
52.92 mol %.
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BIOETICA, BIOTECNOLOGIA
E BIOPODER:
sutis (bio)relacoes

Thereza Salomé D’ Espindula
Helena Regina Salomé D’ Espindula
Daiane Priscila Simao-Silva

O biopoder, manifestacio de poder estudada por Foucault e definido como um
poder da vida e sobre a vida, estd presente em contextos que tém relacdio com
satide/doenca, na medida em que controla a satde dos corpos, onde doenca, tratamento e
cura sdo tidos como problemas ao mesmo tempo politicos e econémicos. Submetidos ao
biopoder, individuo e populacao sdo alvos de saber e objetos da medicina, que passa a
atuar nas necessidades mais concretas dos seres humanos. O desenvolvimento gigantesco
da biotecnologia no tltimo século trouxe maior facilidade em identificar doencas do
corpo — aquelas devidamente localizadas em 6rgaos e capazes de serem detectadas por
exames especificos — mas ainda nao eximiu o ser humano de uma série de sofrimentos.

De modo diverso, a ciéncia da psicologia preocupa-se com o individuo em suas
questoes subjetivas, em sua necessidade de auxilio para escuta e acolhimento. A saide,
conforme preconizada pela Organizacio Mundial da Saide (OMS) é um “estado de
completo bem-estar fisico, mental e social e nio somente auséncia de afecoes e
enfermidades” (WHO [1946] 2005, p. 1). Ainda que haja controvérsias sobre a
possibilidade de alguém ser tdo completamente sauddvel a ponto de fazer jus a esse
conceito, nao hd como negar que uma assisténcia a sadde cindida em cuidados com o
corpo e cuidados com o individuo em si mesmo ndo trard vantagens ou as trara de forma
bastante limitada.

Segundo Bezerra Jr. (2015, p. 44), a biopolitica e o biopoder constituem um pano
de fundo numa paisagem mundial contemporanea permeada por inimeros elementos. E
é neste cendrio que se configura o desafio de compreender a “complexidade e as
ambiguidades e contradigdes desse processo” como ponto de partida para pensar e agir
de maneira critica. Desta forma, o presente capitulo objetiva analisar criticamente o
biopoder, com suas biotecnologias, em relacdo a Psicologia e a Bioética, no que diz
respeito as condicdes de desigualdade que possa gerar. Neste contexto, pretende-se

apresentar como a biotecnologia instrumentaliza essa forma de poder, assim como
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discutir as relagdes estabelecidas entre a Psicologia, a Bioética e o biopoder. O estudo
consistiu numa revisdo de literatura e andlise critica pautada no conceito de biopoder de
Foucault. O texto inicia com uma breve introducdo ao contexto histérico de como a saiide
e a doenca vém sendo compreendidas socialmente até chegar ao ponto em que o
conhecimento sobre a saude é utilizado como uma forma de poder sobre a vida, o

biopoder.

1. Contexto histérico satide/doenca

A doenca, para os povos primitivos, ndo se estabelecia numa relacdo de causa e
efeito; mesmo ao longo da Idade Média, ela ainda era vista como um sindnimo de ritual
de purificacgdo, cuja cura so era atingida caso houvesse 0 merecimento. As caracteristicas
atribuidas tanto a satide quanto as doencas ainda ndo eram suficientes para explicar-lhes
a origem e a distribuicao.

O conceito de corpo social, desenvolvido a partir do fim do século XVII,
amadurece também o processo de formacao de algo que viria a ser a saide publica.
(SCLIAR, 1987). Assim, surge também a concepcdo da relacdo politica entre satide e
sociedade, entre corpo individual e corpo social, com acdes de saide piblica ocorrendo
tanto sobre as pessoas quanto sobre o meio ambiente. A medicina passa a explorar os
caddveres, buscando a localizacdo mais precisa das doencas: “A partir do cadaver,
paradoxalmente se percebe a doenga viver” (FOUCALT, 2003, p. 169).

O século XIX traz consigo uma transformacdo relativa a organizacao e gestéo do
poder, reorganizando-o em suas relacbes. Com o advento da sociedade industrial, o
desenvolvimento social ja ndo poderia atuar de forma autonoma; problemas oriundos de
um rapido crescimento da urbanizacdo, a explosio demogrifica e um crescente
desenvolvimento cientifico e tecnologico em praticamente todas as dreas do
conhecimento, apontam para a necessidade de uma tecnologia de intervencao social. Isto
é, um poder regulador da vida, sendo seu objeto especifico de interesse o homem
enquanto ser vivo e espécie bioldgica, o qual pudesse estar, a0 mesmo tempo, submetido
a producdo e preparado para atividades que envolvessem o consumo.

Relacdes entre ambiente social e sobrevivéncia principiam. O conceito de corpo
social, supostamente baseado na divisdo do trabalho, na realidade explica um sistema de

poder, tendo em vista que a sociedade vem adquirindo rapidamente um maior grau de
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complexidade e de organizacdo, a qual clamard por registros, dados e calculos estatisticos,
capazes de serem contabilizados, tabulados e mesmo comparados a fim de criar
indicadores. O raciocinio estatistico ampliou-se, levando as observacdes a serem colhidas
nos locais de ocorréncia das doencas e/ou epidemias. Dessa forma, os indicadores
poderiam servir de base para estratégias de intervencdo sobre populagdes
(D’ESPINDULA, 2011).

Como uma nova forma de poder regulador da vida e sobre a vida, indicadores de
natalidade, mortalidade, controle de patologias e outras formas de controle serdo pensadas
pelo viés economico, assim como as intervencdes sobre a crianca, o adolescente, o adulto
e o idoso, o trabalho, a urbanizacdo e a higiene. Todas elas tomadas como estratégias de
poder da vida e sobre a vida, que possibilitam um controle das populagdes. Os nimeros
e quantidades aceitos como de referéncia serao norteadores para estratégias econdomicas
e de satide, fazendo a cisdo entre aquilo que serd considerado dentro de um padrao normal
ou ndo. O conhecimento na drea de saide vem avancando e, desde entdo, aumentando
cada vez mais a possibilidade de atuacao de uma nova espécie de poder, ao mesmo tempo
um poder da vida e sobre ela: o biopoder (D’ESPINDULA, 2011).

2. O Biopoder

As estratégias biopoliticas apresentam uma estreita ligacdo entre os quadros
epidemioldgicos das diferentes partes do mundo, e ja se faz mister a exigéncia de uma
luta de grandes proporcdes contra as doencas. Para Foucault, a biopolitica deve exercer
uma relagdo positiva com a vida, para que seja possivel aumentar tanto a for¢a quanto o
equilibrio das populacdes, eliminando ameacas a vida (D’ESPINDULA, 2011). O corpo
sujeito ao biopoder estd também sujeito a ser entendido como algo relativo, como corpo
capaz de ser moldado as exigéncias deste.

Foucault atribuia uma atuacéo capilar ao biopoder, isto ¢, como um poder que nao
estd nas maos de um ou de outro, mas disperso por entre todos e incorporado a trajetdria
das nacdes. Desse modo, a drea de satide, como drea que toma para si o cuidado com a
vida humana, articula o conhecimento cientifico e as estratégias de poder correspondentes
aos corpos dos individuos e aos processos biologicos. As prdticas sociais sobre corpos e
populacoes sao o exercicio da biopolitica em sua plenitude. Com alvos do saber,

particularmente do saber médico, a acdo se da voltada para o auxilio do ser humano na
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manutencao da sadde, com vistas a uma produtividade que ndo necessite ser interrompida
e a um consumo sem trégua, ambos baseados nas mais modernas conquistas cientificas.
A biopolitica, segundo Rose (2014), pode ser compreendida como uma disputa

pela vitalidade:

penso em todas aquelas disputas sobre a administracio da vida, a modelagem
da vida, a organizacao da reproducdo, o acesso ao aborto, a testagem genética,
se os individuos deveriam ou ndo ser geneticamente testados, ou se deveriam
ter acesso a assisténcia médica personalizada, e assim por diante. Desse modo,
tenho argumentado que, cada vez mais, a politica — a biopolitica — se tornou
uma politica em torno de questdes vitais (2014, p. 10).

As questdes vitais trazem novas formas de compreender e responder aos anseios
humanos, a partir da linguagem da biologia ou da biomedicina. Nesse aspecto, o corpo
humano é compreendido como um tipo de maquina vital: “elas acabaram se tornando uma
caracteristica da biopolitica contemporanea” (ROSE, 2014, p. 10).

Neste contexto, os saberes oriundos da drea de sadde, em particular o saber
médico, sdo cada vez mais sindnimos de uma verdade irrefutdvel; assentam-se sobre um
desenvolvimento cientifico e biotecnoldgico jamais visto, o qual faz crer aos individuos
vulnerabilizados por enfermidades, tanto quanto aos profissionais de satide, que nao

podem prescindir deles.

3. Desenvolvimento Biotecnolégico

Os saberes da medicina ganham cada vez mais espaco e confianca, na medida em
que se tornam mais minuciosos os diagnosticos e mais complexa a terapéutica. E o mesmo
contexto que propiciou a evolucdo da medicina e os avancos da biotecnologia contribuiu
sobremaneira para uma progressiva medicalizacao do Estado, das cidades e da populacéo.
Estruturada sob um discurso dicotdomico de satide-doenca e/ou normal-patolégico, a area
de sadde se retroalimenta, fazendo com que o individuo s6 venha a se sentir melhor apds
uma intervencao.

A vida, nesta esfera, vem ganhando um papel de destaque, como objeto de
preocupagdo a partir decisdes relativas a corpos doentes. Constata-se um aumento no uso
de medicamentos, ao que parece, por absoluta intolerdncia a frustracdo; ao enfrentar
situacoes que outrora eram resolvidas deixando que as emocgdes viessem a tona,
atualmente faz-se necessario evitar o estado depressivo, ansioso e se desvencilhar da dor,

com a ajuda dos medicamentos que “normalizam” comportamentos e eliminam sintomas
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de sofrimento, negligenciando a busca de significado (D’ESPINDULA, 2013). Neste
sentido, o homem nada mais é do que um ser ontologicamente enfermo, para o qual o
desenvolvimento biotecnolégico se mostra capaz de atender aos anseios de cura, e
também aos de consumo, fazendo surgir novas formas de risco e de controle assim como
de desigualdade.

A desigualdade se apresenta também no que concerne ao desfrute de recursos da
medicina de ponta, que dispde de terapias de alto custo, como, por exemplo, de
medicamentos para fins oncol6gicos, ou terapias com uso de anticorpos monoclonais,
células tronco, ou ainda testes de diagndstico genético, ou mesmo em procedimentos
estéticos como realizacdo de cirurgias pldsticas, uso da toxina botulinica ou silicone.
Frequentemente até mesmo a justica é chamada a intervir na liberacdo de farmacos ou
recursos médicos, estejam eles disponiveis ou ndo no pais, denotando uma busca por
equidade ao que se apresenta como novas formas de geracdo de desigualdade de acesso e
distribuicéo.

Dores emocionais e fisicas se entrelacam e necessitam de maior acolhimento, a
fim de reverter quadros de ansiedade, depressao, doencas fisicas e outros, os quais vistos
de uma forma puramente biolégica, s6 contribuem para beneficiar a inddstria
farmacéutica, muito pouco oferecendo ao portador do corpo doente. O ser humano carece
de sentido de vida e busca solucdo a curto prazo, pois, na celeridade imposta ao cotidiano
e a vida, de pouco ou nenhum tempo dispée para reflexéo. E neste contexto que, em seu
papel terapéutico, o psicélogo devera ter o cuidado de promover um bem-estar baseado
no autoconhecimento, mostrando o quanto esse processo é ou ndo natural, percebendo e
fazendo perceber ao atendido as nuances e sutilezas impostas pelo biopoder, sua
“rotulacdo” e medicalizacdo/terapeutizacdo.

O biopoder na atualidade, por meio de suas biotecnologias, passa a apresentar o
aperfeicoamento como uma forma de curar a humanidade de si mesma. E curar ndo
apenas no sentido de restabelecer a satide perdida, mas como forma de superacio de
limites impostos pela propria natureza humana. O aperfeicoamento biotecnolégico da
“natureza humana” é defendido por alguns autores como uma obrigacdo moral de
promocao de qualidade de vida e da satde, ou ainda como uma forma de “resistir ao
desaparecimento. Por isso, € justo intervir, ndo devemos ter medo,” afirma o bioeticista
Maurizio Mori (2003, online).

A biotecnologia fornece uma gama de oportunidades de cura e aprimoramento das

capacidades humanas, por meios terapéuticos que passaram a ser utilizados para fins nao
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terapéuticos. Como, por exemplo, a ingestio de anticolinesterdsico (medicamento
utilizado para atraso na progressao da doenca de Alzheimer) para melhoria da memdria
em jovens, o uso de hormonios visando o maior crescimento de criancas de estatura
mediana e o uso de inibidores de apetite e suplementos alimentares para um corpo mais
belo. Outro exemplo é a aplicacdo da terapia génica em esportistas, resultando em doping
genético. Alguns autores defendem como apropriado “usar meios médicos para prevenir
0 sofrimento e melhorar o bem-estar, mesmo que a fonte do problema ndo seja
necessariamente uma doenca” (PURDY, 2001, p. 258). Deste modo, é identificado o
conflito ético que os socidlogos tém chamado de “medicaliza¢do” para se referir ao
processo pelo qual, problemas “nido médicos” sdo compreendidos e tratados como
problemas “médicos” (CONRAD, 2007).

Os avangos biomédicos passam a ser uma necessidade em todas as esferas, até
mesmo na geracdo da vida. As técnicas de reproducdo assistida (RA), propostas como
uma importante resolugao de problemas procriativos, cada vez mais estdo sendo ofertadas
no contexto de possibilidades de testagem e selecao embriondria. Segundo Knoppers e
Isasi (2004) o uso de testes genéticos pré-implantacionais (PGD) para fins ndo-médicos
estdo aumentando, principalmente para selecao do sexo de embrides exclusivamente por
razdes sociais ou culturais.

Num contexto cultural de valorizacdo do presente, sem pensar no passado ou
futuro, com foco na realizacao materialista e imediatista, na cura ou aperfeicoamento de
si ou de sua prole, podemos ver o paradoxo de busca de identidade e autenticidade
permeada por fantasias de melhorar o desempenho individual, buscando assim a
transformacdo de caracteristicas individuais. E o que Bauman descreve como uma busca

frenética por identidade e felicidade, de forma individualizada e consumidora:

uma vez que os bens capazes de tornar a vida mais feliz comecam a se afastar
dos dominios ndo-monetdrios para o mercado de mercadorias, ndo hd como os
deter; o movimento tende a desenvolver um impulso proprio e se torna
autopropulsor e autoacelerador, reduzindo ainda mais o suprimento de bens
que, pela sua natureza, sé podem ser produzidos pessoalmente e s6 podem
florescer em ambientes de relacdes humanas intensas e intimas (2009, p. 16).

Desconsidera-se, nesse imediatismo, que a satide pode envolver intimeros fatores,
acoes e servicos, exigindo uma avaliacdo correta da condicdo do usudrio de sadde. Isso
inclui um sem ndmero de estratégias — como o acesso a informacédo e a tratamentos

adequados — concentradas na vida e direcionadas a populacao em conjunto.
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4, Sutis (bio)relacoes

O campo da psicologia ndo difere das demais dreas da sadde em relacdo ao
biopoder; o psic6logo, em sua relacdo com o atendido, sujeita ambos as relacdes de poder
vigentes. Embora ao psicélogo seja vedada a prescricdo de medicamentos ou exames, 0
que por si s6 reduz as formas coercitivas do biopoder, hd ainda os testes de seu uso
exclusivo, os inventdrios e as escalas, capazes de enquadrar o ser humano numa dada
tabela, fornecendo indicadores de sua personalidade, suas aptidoes, seu perfil familiar,
dentre outros. Mesmo psicélogos que ndo trabalham utilizando esse tipo de material,
podem estar presentes em escolas, empresas, hospitais, setores como os de Recursos
Humanos e outros locais onde, de alguma forma, o atendido procura adquirir um
comportamento mais apropriado, mais dentro do esperado pela sociedade, que faca cessar
suas anglstias e sofrimentos. Percebe-se assim o psicélogo, tanto quanto seu atendido,
inseridos em contextos institucionais que vao exigir de ambos certos posicionamentos
consoantes com essas instituicoes.

Prado Filho e Trisotto lembram que “porque a Psicologia, ao mesmo tempo em
que se dedica a0 homem, acaba tomando-o por objeto do seu olhar e das suas praticas,
exercendo quotidianamente poderes efetivos sobre ele” (2006, p. 46). Com a exigéncia
de se portar como ser social e socidvel, o homem de hoje deixa de lado a preocupacao
com a salvacdo da alma — alvo de sua inquietude de outros tempos — e passa a uma
preocupacao com o corpo de forma nunca dantes imaginada; o corpo passa a pertencer ao
individuo como foco do olhar e dos saberes emergentes. Nele se implantam as patologias,
tanto quanto as normalidades, numa valorizacdo condizente com o padrio de
desenvolvimento biotecnologico atual. Inserido num torvelinho de cuidados e
recompensas ditados pelo mercado, o corpo passa a ser alvo de sacrificios, submetido a
regras infinddveis de bem-estar e qualidade de vida, regras estas muitas vezes ditadas
mais pela midia do que propriamente por necessidades individuais.

A fim de ser aceito e valorizado, o homem do século XXI submete seu corpo a
disciplinas constantes em busca do corpo perfeito, dispensando pouca ou nenhuma
atencdo para questoes emocionais vinculadas a essas exigéncias cotidianas. O homem,
numa eterna e inalcancével busca por um corpo sem falhas, relega a segundo plano pontos
cruciais do ciclo vital que também estao ligados ao corpo, como a dor, o sofrimento, a

felicidade e a morte. Age como se fosse possivel manter-se afastado de tais condigdes,
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como se elas nao fizessem parte do viver humano. E bem verdade que a dor j pode, em
muitos casos, ser minimizada; porém, para o sofrimento, o processo ndo se dd da mesma
forma.

Quando o corpo se esforca por corresponder as expectativas de seus pares e tenta
alcancar os modelos impostos, numa incessante busca pela satde e perfeicdo, ele estd, ao
mesmo tempo, inserido em uma realidade biopolitica, visto que sofre sacrificios tao
intensos quanto num passado distante, porém de formas muito mais sutis, consumindo
alimentos, exercicios, exames e medicamentos em busca utdpica de saude perfeita e
satisfacdo total consigo mesmo. Visto que tais atitudes tendem facilmente a impedir o
aflorar natural das emocées, desencadeiam-se amitde fendmenos como depressao, queda
na autoestima, distor¢des na autoimagem e outros, dos quais a psicologia ira se ocupar,
devendo, por sua formacao comprometida com a ética, desenvolver uma acdo responsavel
perante o atendido, levando em consideracéao seu sofrimento psiquico, suas necessidades
e sua singularidade.

Nesse cendrio, hd um aumento no diagndstico e classificacdo de transtornos de
cunho psiquico. Mais sutis e menos mensurdveis em termos diagndsticos, estes
consequentemente apresentam-se mais ténues no que diz respeito aos limites do normal-
patologico. Por exemplo, hd alguns anos criancas muito agitadas geralmente eram
simplesmente agitadas; posteriormente, passam a ser questionados seus comportamentos
e a enquadra-los nos critérios para o diagndstico de Transtorno de Déficit de Atencéo e
Hiperatividade (TDAH). Recentemente esses diagndsticos se elevaram a ponto de chegar
quase ao nivel epidémico (AYCNP, 2012). Parte do aumento decorre do
desenvolvimento de tecnologia diagndstica, parte é devida ao maior conhecimento e
divulgacdo dos sintomas. Contudo, questiona-se o quanto destes diagnosticos sao
resultantes da necessidade, imposta pelo biopoder, de se ter criancas sauddveis e
produtivas em termos académicos, ou quicd ainda criancas que permitam um convivio
pacifico em espacos limitados como apartamentos.

Esse tipo de movimentacao acaba por gerar vezos de transtornos diversos e, por
conseguinte, tratamentos que prometem melhoras ao individuo, levando-o a ser
medicamentosamente menos triste, mais tranquilo ou mais capaz. A medicalizacdo
deixou de atuar apenas na esfera do bem-estar fisico e passa a se responsabilizar por
padronizar sensacoes e estados mentais, inclusive frustacoes causadas por ela mesma, na

busca do individuo por uma perfeicdo utopica. Retroalimentada e biotecnologicamente
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embasada, ela atinge individuos e profissionais da saide que passam a tratar com
medicamentos, estados outrora naturais.

Ao longo de suas formacdes, ao psicologo, tanto quanto ao psiquiatra —
profissionais da satiide mental — faz-se necessdria a inclusdo de discussdes de aspectos e
de conflitos éticos, viabilizando atitudes seguras em suas préticas, desenvolvendo assim
a competéncia para uma intervencdo responsavel no que concerne a relacdo com aqueles
que os procuram em busca de auxilio, numa ética do cuidado que ndo pode deixar de estar
presente, pois “o sofrimento ndo cuidado pode levar a processos autodestrutivos. ”
(KOVACS, 2008, p. 163) Estes profissionais, diante do sofrimento psiquico de seus
atendidos, deverdo ter sua atuacao pautada em uma atitude tao humanizada quanto ética,
capaz de proporcionar a0 mesmo, bem como a seus familiares, uma atencao especial,

capaz de atenuar ou mesmo extinguir esse sofrimento. Contudo, é preciso lembrar que:

os avangos da ciéncia tornam a relacdo do profissional de satide mental com seus
pacientes mais complexa do que em outros tempos. A busca pelo respeito a
dignidade e integridade do outro sao aspectos bésicos no fazer de todo psicélogo
(DIAS et al., 2007, p. 133).

Ao longo da psicoterapia, o paciente tendera a expor sua intimidade ao terapeuta,
0 que novamente vai remeter este tiltimo as questdes relativas ao sigilo. Este fato ressalta
a importancia da reflexao profissional acerca dos dilemas éticos, visto que pode mobilizar
contetidos internos do atendido, com os quais este pode ou ndao estar disposto ou
preparado para entrar em contato. No processo da psicoterapia, tanto quanto na Bioética,
€ preciso um respeito a autonomia e um cuidado em néo provocar o mal. Ainda, uma
especial atencdo a responsabilidade para com o atendido em suas necessidades,
restaurando-lhe o bem-estar e apontando-lhe os valores que lhe parecerem mais
adequados. O processo psicoterapéutico apresenta-se permedvel as questdes intra e extra
sujeito; em tempos de biopoder, é necessdrio estar atento as influéncias externas, como
da midia, e a repercussao dessas em cada atendido.

Nesse sentido, a Bioética torna-se um lugar privilegiado para o exercicio de uma
critica, pautada em valores éticos, os quais deverdo estabelecer os limites entre aquilo que
é possivel fazer e aquilo que efetivamente devera ser feito, numa tentativa de oferecer a

individuos e comunidades o melhor para todos.

Consideracdes finais
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Ao interpretar a vida e a saide como bens de consumo, o biopoder se mostra capaz
de propor e ampliar desigualdades, aumentando a complexidade das questdes éticas
envolvidas. Aquilo que é ofertado pela biotecnologia como o melhor dos bens de
consumo passa a ser objeto de desejo. Contudo, como néo esta acessivel a toda populacao,
amplia-se a desigualdade, fragilizando mais ainda as parcela(s), extremamente
vulnerdvel(is), em meio a essa relacdo multifacetada de politica, poder, tecnologia e
saude.

Muitos sofrem ao ter negado o exercicio de sua autonomia, seus desejos e
aspiracoes, principalmente em se tratando de pacientes com prognastico reservado. Estes
sdo muitas vezes sujeitos ao privilégio terapéutico — ocasido em que a equipe de satde
pensa saber o que é melhor para o paciente — ou a medidas desproporcionais de
prolongamento da vida, ou quica prolongamento da morte e do sofrimento.

O texto em tela se propde a refletir acerca do cuidado e da responsabilidade dos
profissionais de satide em seus contatos com os atendidos. No torvelinho de relacoes entre
equipe de satide, paciente e familia, o biopoder se apresenta por vezes de forma sutil. Em
que pesem as diversas caracteristicas inerentes a cada uma das profissdes que compdem
a drea, o psicologo precisa estar particularmente atento aos apelos midiaticos, que podem
trazer sofrimento psiquico aqueles que colocam como objetivo o alcance de parametros
quase sempre inalcancdveis de beleza, felicidade ou padrdo de vida. Ao profissional da
psicologia cabe zelar pela saide mental daqueles que o procuram, auxiliando-os a
redesenhar suas vidas e garantindo-lhes o sigilo das informacdes, o atendimento adequado
e 0 acolhimento. Um maior conhecimento da Bioética serd de grande valia no manejo
dessas questdes, juntamente com o auxilio de outros profissionais da drea de satde, pois
em se tratando do biopoder, garantir a ética, minimizando desigualdades desde a pesquisa
bésica até o uso de mercado é, sem divida, uma tarefa que exige uma reflexdo cuidadosa

e multidisciplinar.
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ANEXO IV: MANUSCRITO "THE PRATA VILLAGE: AN ESTIMATE OF THE
INCUBATION PERIOD AND THE PROPORTION OF NATURALLY SUSCEPTIBLE
INDIVIDUALS TO LEPROSY IN A HUMAN POPULATION"
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Abstract

Introduction: It has been widely accepted that only a proportion of individuals exposed to an infectious
agent develop the clinical disease after a period of incubation. However, the exact estimation of the
incubation period and the proportion of individuals naturally susceptible to an infectious disease in a human
population can be an epidemiological challenge, particularly when the pathogen is fastidious. That is the
case for leprosy. caused by a bacteria that didn't grow in artificial media. Here we infer some
¢pidemiological parameters on leprosy from a hyper-endemic, former leprosy colony, the Prata Village.
The Village is located on the outskirts of the Amazon forest in the north of Brazil and it was a site for
isolation of leprosy-affected individuals in the 1920s and remains isolated since then.

Methods: The entire Prata Village population was interviewed to obtain the clinical, socio-economical and
demographical data. The clinical variables were cross-checked using three independent information
sources. Validated data was used for a population-based, descriptive epidemiological analysis, estimation
of the incubation period and the proportion of individuals naturally susceptible.

Results: From a total of 2,005 inhabitants by the time of the enrollment, 1,084 (56.19%) were born at the
Village and therefore, have been under constant, heavy and lifelong exposure to the bacteria. The gender
distribution in affect people was homogenecous. Among the people born at the Village, 5.9% have been
affected by leprosy, which we propose as an estimate of the proportion of leprosy susceptible individuals.
They also had a median age of diagnosis of 15 years old what we propose as an estimate of the incubation
period of the disease.

Conclusion: Due to the unique characteristics of the Prata Village population. we believe we were able to
obtain, an accurate estimate for the incubation period and the proportion of naturally susceptible individuals

to leprosy in a human population.

Keywords: leprosy: population; epidemiology: incubation period: innate susceptibility
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Introduction

It has been classically accepted that only a proportion of individuals exposed to an infectious agent develops
clinical disease, usually after an incubation period that can range from hours to years . However, when the
discase it's caused by a fastidious pathogen the cstimation of some cpidemiological parameters, like the

incubation period and the proportion of individuals naturally susceptible, can be a difficult task.

It is obvious that a controlled experiment involving human inoculation and lifelong follow-up if's
unethically. Thus, estimates of incubation period and natural resistance to human infections are often based
on experiments, animal models, epidemics in isolated populations or on the observation of rare natural

occurrences or accidental inoculations (for example, the Liibeck accident in 1930) 2.

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, an obligatory. highly specialized
intracellular parasite of the skin macrophages and Schwann cells of the peripheral nervous system *. So far,
it can't be cultivated in artificial media. Clinical manifestation of leprosy distributes on a spectrum
displaying two polar — tuberculoid and lepromatous — and three borderline forms *. The discase is treated
through multidrug-therapy (MDT) following the World Health Organization (WHQO) protocol applied
accordingly to the number of lesions and bacillary load 3. According to the last WHO report, in 2018, the

global incidence of leprosy was 208.619 cases °.

So far we know that humans, armadillos, red squirrels, and nonhuman primates are naturally infected with
M. leprae ™°. Transmission of leprosy, though still poorly understood. is assumed to occur from a
multibacillary patient to a contact through aerial nasal secretions, over a long period of exposure '*!!. More
recently, additional sources of infection have been proposed. including soil '2, water '3, squirrels 7,
hematophagous insects ' and infected armadillos *!'°. Defining exposure is challenging since scrological
and molecular tests underestimate the real proportion of exposed individuals mainly due to lack of

sensitivity or specificity to identify low bacillary patients %!,

The incubation period of leprosy has been studied in the 30s using different study designs that generated
controversial results '8, Later, studies from 1967 and the 1980s estimated the incubation period of the
disease from secondary cases of household contacts and from military veterans, respectively '*°. Today,
WHO considers the incubation period of leprosy as five years, but until now, there is no strong scientific
evidence to support or refute this hypothesis °. Similarly, studies involving spouses or household contacts
of leprosy patients have claimed to describe the proportion of individuals naturally susceptible to the disease
(5%) °: however, these studics often suffer from severe biases or methodological limitations, such as the

need for extremely long follow-up.

Here we present a population-based epidemiological study involving the entire population of the Prata
Village, with the objective to explore the population’s unique characteristics and obtain accurate

estimations for incubation period and proportion of naturally susceptible individuals to leprosy.
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The Prata Village is a former leprosy colony located on the outskirts of the Amazon forest in the Northern
Brazilian state of Para. Franciscan monks have founded the Village in 1898. In the 1920s the site became
avenue for compulsory isolation of leprosy patients diagnosed across the Northern and Northeastern states
of Brazil. Isolation was mandatory until 1962 2!; however, the strong social stigma associated with the
discase has been preventing both emigration of affected and immigration of non-affected families to the
Village. As a result, the Prata Village remains socially and geographically isolated up to date, and despite
the efforts to control the disease, leprosy is still highly prevalent and homogenously distributes across the
entire community . A genetic epidemiology study performed using the Prata families revealed the
presence of a strong genetic component controlling susceptibility to leprosy in the Prata population, a
finding compatible with the hypothesis that, due to the history of the Village, genetic risk factors for leprosy

are enriched within this population >,

Subjects and Methods

Complete enrollment of the entire population of the Prata Village has been performed between 2006 and
2007 for a population-based Complex Segregation Analysis, and a detailed description of the enrollment
strategy has been published elsewhere *2. In brief. a member of the research team has visited every
household at the Village and all adult members of the resident families have been interviewed. The parents
have provided information about individuals younger than 18 years old. Socio-economic data has been
collected through a questionnaire. All individuals self-reported their present and previous leprosy status as
affected or non-affected. All self-reported leprosy cases, active and historical, have been checked using
three independent sources available at the Village’s health unit: (i) the original medical records, (ii) copies
of the compulsory notification forms and (iii) a logbook containing registries of all cases for treatment
follow-up. Self-reported cases confirmed at all three sources were tagged as a leprosy case. Upon
confirmation of a leprosy case. clinical information was obtained from the medical records. All subjects
enrolled in the study agreed to participate and signed a written informed consent that has been approved
along with the research project by the Research Ethics Committee of the Pontificia Universidade Catolica
do Parana (51/07/CEP-PUCPR) and the Brazilian National Board for Ethics in Research (222/2006;
25000.001992/2006-17).

By the time of recruitment, all inhabitants, the vast majority descendants of the original isolated leprosy-
affected individuals, shared the same limited environment; for example, the Village has only one church,
two elementary schools, one social club. and one large central square, used by the entire population for
leisure activities such as soccer games and outdoor celebrations 2. In this context, it is reasonable to assume
that all individuals arc constantly and heavily exposed to M. leprae. For the analyses, we compare two sub-
populations: (i) the individuals that were born at the Village and (ii) the individuals that were not-born at
the Village. We understand that the sub-population that has been born at the Village: these individuals have

been living their entire lives in a homogenous environment of constant, high exposure to leprosy.
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We highlight that the entire population of the Village was recruited for this study, so it would be
inappropriate to use inferential statistics. Thus, descriptive statistical analysis was used to calculate the
proportion of affected individuals, given as a percentage of the total and of the sub-populations that has
been born and not born at the Village. Median and mean age at diagnosis was estimated using the Kaplan-

Meyer and box plot.

Results

Out of 2.005 individuals enrolled, 1.672 self-reported as non-affected., 319 self-reported as affected by
leprosy, and 14 individuals don't inform if they are or not affected by leprosy. Data checking led to the
confirmation of 257 out of the 319 self-reported cases. A prevalence rate (active and historical cases) of
1.282/10,000 was estimated for the total population (257 cases/2,005 individuals). A total of 76 individuals
with unknown leprosy status (14, above mentioned + 62, unavailable medical reports) were removed from
subsequent analyses (Tab. Suppl. 01). A complete demographical, socio-economic and clinical
characteristics description of the population is provided as supplementary material (Tab. Suppl. 01 to 03)

and in a previously published article >,

About half of the Prata population — 1,084 individuals (56.19%) were born at the Village; among these, 64
cases of leprosy were confirmed, resulting in a cumulative leprosy prevalence of 5.9%. The same estimate
reached 22.9% among the individuals not born at the Village (193 confirmed cases/844 individuals) (Figure
1 and Tab. Suppl. 02).

The parameter “age at diagnosis™ also behaved differently across the two sub-populations (Tab. Suppl. 03):
the median age of diagnosis among the population born at the Village was 15 years old (mean = 18.17,
ranging from 5-75 vears old and standard deviation of £12.95) in contrast with 28 years old observed for
the not born at the Village (mean = 30.19, ranging from 2-74 years old and standard deviation of £15.25)
(Figure 2). Due to the high prevalence of leprosy, isolation and few areas of social life in the Village is it's
reasonable to assume that all individuals born at the Prata Village are exposed to the disease since their
birth. Therefore, the median age of diagnosis among this sub-population (individual born at Village) is

likely to be, to our knowledge, the best estimate of the disease’s incubation period.

Also, our finding that 5.9% of these Prata-born individuals, in fact, became affected provides a rare estimate
of the proportion of naturally susceptible individuals to leprosy. It is interesting to note that in the context
of Prata Village’s homogeneous social factors, there was practically no difference in infection in men

(51.5%) and women (48.5%) born at Village and men (48.9%) and women (51.1%) not-born at Village.
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Discussion

One interesting outcome of this study is the finding that although several leprosy reviews and studies
present incubation period and natural susceptibility data (often 5 years and 5%, respectively), authors
commonly cite textbooks or reviews and rarely, the original studies. The incubation period is often based
ona book chapter > describing it as being between 2-5 years; nevertheless, careful analysis of the references
used in the book reveals that the information is based on studies of extremely different experimental designs

%4 resulting in findings ranging from 2-30 years.

An early attempt (1936) to estimate the incubation period of leprosy reached 8.4 vyears. though little
information about how the study was conducted is reported and period calculations were made only based
on patient’s self-reports '8, Data from secondary cases of leprosy household contacts reveal a mean time of
leprosy onset of 4.3 (+3.3) years independently of clinical form '°: the authors considered incubation as the
time between the appearance of an index leprosy patient in the household and the appearance of a leprosy
secondary case in a houschold contact. Nevertheless, the study was performed in a hyperendemic region
and the incubation period is probably reduced by the assumption that exposure occurs only through the
index case living in the same houschold. A study on 35 military veterans revealed a median time of onset
of 2-5 years for tuberculoid and 8-12 for lepromatous leprosy; however, the finding lacks statistical
significance *°. Lastly, the incubation period estimative in animal models is based on chimpanzees, a non-
consensus model for leprosy studies 2. Similar, previous attempts to define the proportion of individuals

naturally susceptible to leprosy also led to inconsistent results, ranging from less than 1% to 12% 257

We are aware of the limitations of our study. For our estimates to be exact, one has to assume equal and
permanent cxposure of all newborn individuals to AM. leprae throughout their entire lives, which is
obviously impossible to prove. For example, our strategy does not take into account the exact nature of
cach leprosy case: therefore, well-known differential risk factors for infection have not been considered,
such as the presence or not of an index case within the household of a new case >, as well as the clinical
form of disease of the index case. However, stratification of all Prata patients by its clinical form revealed
that 104 (40.5%) cases were lepromatous, 53 (20.6%) tuberculoid, 53 (20.6%) borderline and 47 (18.3%)
of the indeterminate clinical form (Suppl. table 3). Therefore, a high proportion of the Prata patients are of
higher bacillary load; considering that the observed 12.82% cumulative prevalence of leprosy in the Village
is, to our knowledge. the highest ever reported for this infectious disecase, these observations favor our
assumption that the Prata population is under high exposure. Thus, despite the limitations, we believe that
the unique historical, geographical, socio-economic and epidemiological characteristics of the Prata Village
conspire lo create a setting that is the closest possible to an ideal. experimental-like situation; our estimates,

if not exact. are likely to be the best possible approximation for a human population.

This high prevalence of leprosy in the Village is partly a historical consequence of an artificial selection of
sick individuals forced to live in there and their descendants. So. it seems reasonable to assume that the

Prata population is particularly susceptible to leprosy, due to an enrichment of genetic risk factors >2. This
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is compatible with the young age of diagnosis among the sub-population of the Prata-born cases: it has been
demonstrated that strong genctic effects controlling susceptibility to leprosy are more clearly detected
among cases with early age of onset *>3°, If this increased genetic effect is true, the proportion of naturally
susceptible individuals in the Prata is likely to be overestimated. On the same note, one could speculate that
the increased natural predisposition would result in a shorter incubation period of disease. a lower rate of
naturally susceptible people and higher chances of reinfection and reactivation of the disease: intriguingly,
though. the incubation period of leprosy in the Prata seems to be much higher than what has been usually
reported 1%2°21, Therefore, it is possible that, in the general population, the leprosy incubation period is even
longer than 15 years. This may have an impact on public health, leprosy control programs, since such a
large incubation period may reflect on a much longer persistence of incidence rates, as indeed observed for

leprosy worldwide 3'.

To conclude, here we use leprosy as a model to estimate the proportion of naturally susceptible individuals,
as well as the incubation period of the disecase. The finding may have extended impact, beyond leprosy. and
may be of value to the advance on the understanding of the epidemiology of human infectious diseases in

general.
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Figure 1: Proportion of affected individuals in the total population and the sub-populations of
individuals born and not born at the Prata Village.
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Numbers inside the bars: total number of individuals (proportion); Total: the entire population of the Prata
Village, as previously published on **; Born in Prata: sub-population of individuals that has been bomn at

the Village: Not born in Prata: sub-population of individuals that has not been born at the Village.

184



Figure 2: Kaplan-Meyer plot for age at diagnosis among affected individuals of the Prata Village,

according to the place of birth (born at the Village; not born at the Village).
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in Prata (red): sub-population of individuals that have been born at the Prata Village. Kaplan-Meyer plot :

Y-axis: the cumulative proportion of non-affected individuals: Median: median age at diagnosis. Box plot:

the back bands inside the boxes are the median; the bottom and top of the boxes represent the first and third

quartiles respectively; the ends of the whiskers represent the 10% and the 90™ percentile.
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TabSuppl01 - Epidemiological characterization of the confirmed affected and unaffected subjects in

Prata Village
Confirmed Affected Subjects Unaffected Subjects | Total Subjects
n Yo n %o n Yo
Total Sample Size (n) 257 1672 1929
Age (years)
n* 257 1668 1925
Mean 47.88 20.37 24.04
Median 49.00 16 19.00
Minimum 10.00 0 0.00
Maximum 89.00 82 89.00
Standard deviation 19.99 15.99 19.03
Sex
Male 153 59.5% 819 49.0% 972 50.4%
Female 104 40.5% 853 51.0% 957 49.6%
Ethnicity
White 27 10.5% 171 10.2% 198 103%
Black 50 19.5% 195 11.7% 245 12.7%
Mixed Race 180 70.0% 1301 77.8% | 1481 76.8%
Others 0 0.0% 4 0.2% 4  02%
Unknown 0 0.0% 1 0.1% 1 0.1%
Marital Status
Single 84 48.6% 1147 68.6% | 1231 63.8%
Stable Union / Married 139 80.3% 474 28.3% 613 31.8%
Divorced 2 1.2% 2) 0.5% 11 0.6%
Widowed 31 17.9% 38 2.3% 69  3.6%
Others 1 0.6% 3 0.2% 4  02%
Unknown 0 0.0% 1 0.1% 1 0.1%
Birthplace
Prata 64 24.9% 1020 61.0%| 1084 562%
Others 193 75.1% 651 38.9% 844  43.8%
Unknown 0 0.0% 1 0.1% 1 0.1%
Education
Illiterate 66 25.7% 86 5.1% 152 7.9%
Incomplete Elementary School 92 35.8% 590 35.3% 682 35.4%
Complete Elementary School 19 7.4% 71 4.2% 90  4.7%
Incomplete Middle School 39 15.2% 312 18.7% 351 18.2%
Complete Middle School 7 2.7% 71 4.2% 78 4.0%
Incomplete High School 13 5.1% 110 6.6% 123 6.4%
Complete High School 11 4.3% 111 6.6% 122 6.3%
More than Hith School 3 1.2% 2716 16.5% 279  14.5%
Unknown 7 2.7% 45 2.7% 52  200%
Alcohol drink
Yes 89 34.6% 337 20.2% 426  22.1%
No 168 65.4% 1335 798% | 1503 77.9%
Smoking 0
Yes 92 35.8% 292 17.5% 384  19.9%
No 165 64.2% 1380 825% | 1545 80.1%
Drug User 0
Yes 5 1.9% 25 1.5% 30 1.6%
No 249 96.9% 1635 97.8% | 1884 97.7%
Unknown 3 1.2% 12 0.7% 15  0.8%

Abbreviations: Number: n. ?) individuals who have the information available.
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TabSuppl02 - Epidemiological characterization by the birthplace of the subjects in the study

Born in Prata

Not born in Prata

n % n %o
Total Sample Size (n) 1084 844
Status
Confirmed Affected Subjects 64 5.9% 193 22.9%
Unaffected Subjects 1020 94.1% 651 77.1%
Age (years)
n? 1084 840
Mean 1352 37.62
Median 12 36
Maximum 0 2
Minimum 80 89
Standard deviation 10.48 19.00
Sex
Male 558 51.5% 413 48.9%
Female 526 48.5% 431 51.1%
Ethnicity
White 110 10.1% 88 10.4%
Black 119 11.0% 126 14.9%
Mixed Race 854 78.8% 626 74.2%
Others 0 0.0% 4 0.5%
Unknown 1 0.1% 0 0.0%
Marital Status
Stable Union / Married 146 13.5% 466 55.2%
Single 936 86.3% 295 35.0%
Divorced 2 0.2% 9 1.1%
Widowed 0 0.0% 69 8.2%
Others 0 0.0% 4 0.5%
Unknown 0 0.0% 1 0.1%
Education
Illiterate 14 1.3% 138 16.4%
Incomplete Elementary School 375 34.6% 307 36.4%
Complete Elementary School 38 3.5% 52 6.2%
Incomplete Middle School 213 19.6% 138 16.4%
Complete Middle School 35 3.2% 43 5.1%
Incomplete High School 65 6.0% 58 6.9%
Complete High School 58 5.4% 63 7.5%
More than High School 253 23.3% 26 3.1%
Unknown 32 3.0% 19 2.3%
Alcohol drink
Yes 148 13.7% 278 32.9%
No 936 86.3% 566 67.1%
Smoking
Yes 112 10.3% 272 32.2%
No 972 89.7% 572 67.8%
Recreative Drug User
Yes 12 1.1% 18 2.1%
No 1067 98.4% 816 96.7%
Unknown 3 0.5% 10 1.2%
Treatment
MDT 55 85.94% 133 68.91%
Unknown 9 14.06% 60 31.09%

Abbreviations: Number: n. *) individuals who have the information available; MDT) Multidrug therapy.
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TabSuppl03 — Clinical characterization of the confirmed affected subjects in Prata Village

Confirmed Affected Subjects
Total Sample Size (n) 257
Age of Diagnosis (years)
n® 257
Mean 27.20
Median 25
Minimum 2
Maximum 75
Standard deviation 15.58
Age of Diagnosis - Born in Prata (vears)
n 64
Mean 18.17
Median 15
Minimum 5
Maximum 75
Standard deviation 12.95
Age of Diagnosis - Not born in Prata (years)
n° 193
Mean 30.19
Median 28
Minimum 2
Maximum 74
Standard deviation 15.25
Clinical Classification
Tuberculoid 53 (20.6%)
Borderline 53 (20.6%)
Lepromatous 104 (40.5%)
Indeterminate 47 (18.3%)

Abbreviations: Number: n; SD: Standard Deviation; TT: Tuberculoid-Tuberculoid; LL: Lepromatous-

Lepromatous: I: Indeterminate: ) individuals who have the information available.
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