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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Amanda Nogueira Brum Fontes

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa cronica, causada pelo Mycobacterium leprae.
Apos 0 sequenciamento do genoma deste patdgeno, inumeros esforcos tém sido feitos na
busca por sequéncias repetitivas com potencial para diferenciar isolados de M. leprae.
Atualmente, VNTRs tém sido utilizados com o objetivo de compreender a diversidade
genética deste patdogeno em areas com alta prevaléncia da doenca. Além disso, SNPs também
tém contribuido para elucidar aspectos referentes a disseminacdo da hanseniase pelo mundo.
Neste estudo, a variabilidade genética de 292 isolados de M. leprae oriundos de amostras
clinicas de pacientes hansenianos das regides norte, nordeste e sudeste do pais foi avaliada
utilizando 16 VNTRs e trés SNPs. O polimorfismo dos diferentes VNTRSs foi determinado
atravées de MLVA (Multiple-locus VNTR analysis) utilizando FLA (Fragment lenght
analysis), engquanto que os SNPs foram analisados através de PCR-RFLP e/ou
sequenciamento. O poder discriminatorio dos 16 VNTRs foi de 0.999, sendo que as repeticoes
de dinucleotideos AT e o trinucleotideo GAA21 apresentaram 0s maiores indices de
discriminacdo alélica. Alem da genotipagem de isolados de M. leprae de biopsias de pele,
material de linfa fixado em lamina de baciloscopia também foi utilizado como uma fonte
alternativa para obtencdo de DNA deste bacilo. Com relagdo a genotipagem por SNP, foi
possivel observar a predominancia do genotipo 3, associado a populacdo européia, em
Ronddnia, Rio de Janeiro e S&o Paulo. Ja o genotipo 4, oriundo da Africa Ocidental, foi
predominante em Pernambuco e Fortaleza. A presenca dos diferentes genotipos e sua
predominancia em determinadas areas corroboram com o processo de colonizacdo do pais que
se reflete na atual composicao étnica da populacdo brasileira. Com base nos perfis obtidos
através dos VNTRs e SNPs, foram identificados seis grupos geneticamente idénticos: quatro
do Ceard, um de Rondénia e outro formado entre amostras de Minas Gerais e So Paulo.
Nenhuma associacdo entre 0s pacientes enquadrados nos grupos da regido norte e sudeste do
pais foi estabelecida. Todavia, foi possivel observar que os grupos foram formados entre
individuos oriundos de mesmo estado ou regido geogréafica. Com relag¢do aos grupos formados
entre as amostras do Ceara, associacdes entre o género masculino e o local de origem das
amostras foram estabelecidas com base nos genotipos de M. leprae, sugerindo que estes
seriam fatores de risco para a transmissdo da hanseniase. Neste estudo, também foi possivel
avaliar amostras de pacientes com hanseniase recidiva para quatro VNTRs e o0s achados
sugerem que estes pacientes foram re-infectados ou que houve mudanca da populacédo
bacteriana durante a recidiva da doenca. Os resultados comprovam que a genotipagem de M.
leprae é uma ferramenta importante na elucidacdo de aspectos relativos a transmisséo e
disseminacéo da doenca pelo mundo.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Amanda Nogueira Brum Fontes

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. After sequencing
the genome of this pathogen, numerous efforts have been made to identify repetitive
sequences with potential to differentiate isolates of M. leprae. Currently, VNTRs have been
used in order to understand the genetic diversity of this pathogen in areas with high
prevalence of leprosy. Another form of genetic polymorphism, namely single nucleotide
polymorphisms (SNPs), elucidated aspects related to the spread of leprosy in the world. In
this study, the genetic variability of 292 M. leprae isolates from clinical leprosy patients from
the north, northeast and southeast of the country, were analyzed for composition of 16
VNTRs and three SNPs. The genetic variability of different VNTRs was evaluated by MLVA
(Multiple-locus VNTR analysis) using FLA (Fragment length analysis) while the SNPs were
analyzed by RFLP-PCR and/or sequencing. The discriminatory power of 16 VNTRs was
0.999 and the AT dinucleotides and the GAA21 trinucleotide demonstrated the higher rates of
allelic discrimination. In addition to the genotyping of isolates of M. leprae derived from skin
biopsy samples, lymph fixed in ZN slides was also used as an alternative source to obtain
DNA. By SNP typing, we observed the high prevalence of genotype 3, previously associated
with Europeans, in the states of Rond6nia, Rio de Janeiro and Sao Paulo. On the other hand,
genotype 4, originating from Western Africa, was predominant in Pernambuco and Fortaleza.
The presence of different genotypes and their prevalence in certain areas of Brazil is in
accordance to the country’s history of colonization which reflects in the current ethnic
composition of the population. Based on the VNTR and SNP profiles, six identical groups of
two isolates each were identified: four from Ceara, one from Rond6nia and another composed
of samples from Minas Gerais and Séo Paulo. No association between patients from north and
southeast of the country was established, however, most groups were composed by patients
from the same state or geographic region. When performing an analysis of genotype similarity
with patient data in groups from Ceara, we observed association of male gender and place of
origin with M. leprae genotype grouping, suggesting these could be risk factors for
transmission of leprosy. In this analysis, patients with leprosy relapse were also analyzed for
four VNTRs and the results suggest the occurrence of re-infection or of bacterial population
shift during disease relapse. The results of this study demonstrate that genotyping of M.
leprae is an important tool to elucidate aspects of transmission and spread of disease in the
world.
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CAPITULO I- INTRODUCAO

1.Hanseniase: Agente Etioldgico

O Mycobacterium leprae € um patdgeno intracelular obrigatério que infecta
principalmente células de Schwann de nervos e macréfagos da pele (Kaplan & Cohn, 1986)
gerando um quadro clinico de inflamagéo cronica associado a uma neuropatia periférica que
pode resultar em sequelas irreversiveis.

O bacilo pertence ao género Mycobacterium, ordem Actiomycetales. Apresenta-se
sob a forma de bastonete, na maioria das vezes reto ou ligeiramente encurvado, é imdvel, ndo
forma endospéro, esporo ou céapsula e é alcool-acido resistente (BAAR). O género é
considerado gram-positivo, embora ndo seja bem corado pelo método de Gram (Rees, 1985).

Uma caracteristica marcante das micobactérias € a estrutura de sua parede celular
cujos componentes principais sd&o o complexo peptideoglicano-arabinogalactana-acidos
micolicos, a familia dos fosfatidilinositol manosideos (PIMs), os polimeros lipomanana (LM)
e lipoarabinomanana (LAM). Entre os lipideos que se localizam na camada mais externa do
envelope micobacteriano, merece destaque o glicolipideo fenolico 1 (PGL-1) especifico de M.
leprae e encontrado abundantemente na superficie deste bacilo.

Embora este microrganismo tenha sido identificado por Gerhard Henrik Armauer
Hansen em 1873, ainda ndo é cultivavel em meio de cultura artificial, dificultando assim o
estabelecimento de estudos que elucidem varios aspectos da patogenia causada por este

bacilo.

2. Modelos Experimentais Animais

Até pouco tempo acreditava-se que 0 homem era o Unico hospedeiro natural de M.
leprae. Sua multiplicacdo em outro mamifero foi descrita pela primeira vez por Charles
Shepard (1960) apds inoculacdo do patégeno em coxim plantar de camundongos Balb/c. Este
mesmo autor demonstrou, alguns anos mais tarde, que camundongos timectomizados
apresentavam uma infeccdo generalizada quando inoculados com M. leprae (Shepard, 1962).
Desta forma, o posterior desenvolvimento do modelo murino nu/nu atimico para o cultivo de
M. leprae em coxim plantar permitiu que grandes quantidades do bacilo viavel fossem obtidas

para uso experimental (Truman e col., 2001; Lahiri e col., 2005).



Em 1971, foi descrita a infec¢do experimental de uma espécie de tatu conhecida como
tatu galinha ou de nove bandas (Dasypus novemcinctus). A baixa temperatura corporal (30-
35°C) e o desenvolvimento da forma disseminada da hanseniase apds a inoculagdo com
bacilos derivados de lesdes de pacientes fizeram com que esta espécie animal se tornasse um
importante modelo experimental para a obtencdo de grande quantidade de bacilos. Nesses
animais superinfectados, os 6rgdos internos, com destaque para o figado e o pancreas, podem

conter mais do que 1010 M. leprae por grama de tecido. Os bacilos obtidos sdo entdo
purificados e utilizados nas pesquisas de fisiologia, imunohistoquimica e biologia molecular
(Kirchheimer & Storrs, 1971).

Tatus naturalmente infectados foram encontrados nos Estados Unidos ha mais de 30
anos (Filice e col., 1977). No exame histopatoldgico das lesbes, foi observado que estas eram
idénticas as obtidas experimentalmente, com infiltrados histocitarios com grande nimero de
bacilos, havendo comprometimento de nervos, ganglios, baco e figado. Em 1990, estudos
sorolégicos mostraram que 16% do tatus analisados no estado da Louisiana, Estados Unidos
tiveram contato com o bacilo de M. leprae (Truman e col.,1991). Cordona-Castro e
colaboradores (2009) conduziram um estudo no qual foi detectado DNA de M. leprae em
40.9% dos tatus capturados ao longo de dois anos na regido andina da Colémbia. Neste pais
sul americano o consumo de carne bem como o contato direto com estes animais s&0 comuns,
tornando-os importantes reservatorios de M. leprae e sugerindo um possivel foco de

contaminacéo.

3. Transmissao da Hanseniase

O contagio entre seres humanos através das secrecdes das vias respiratorias (nariz e
boca) tem sido sugerido como a forma mais provavel de transmissdo da doenca. Acredita-se
gue o contato intimo e prolongado com o0s pacientes que apresentam as formas multibacilares
da doenca seja um fator importante para a transmissao do bacilo. Desta forma, os individuos
residentes na mesma casa (contatos domiciliares) sdo considerados um grupo de alto risco
para o desenvolvimento da doenca.

Um estudo recente demonstrou a presenca de DNA de M. leprae em lavados de pele
de pacientes hansenianos (Job e col., 2008), o que sugere que a pele também poderia ser
considerada como uma nova via de transmissdo no contagio entre pessoas. Apesar dos seres
humanos serem o0 mais importante reservatorio de M. leprae, estudos realizados em areas

endémicas também detectaram a presenca de DNA deste microrganismo em amostras de dgua
2



na Indonésia (Matsuoka e col., 1999) e de solo na India (Lavania e col., 2008), sugerindo
desta forma que o ambiente poderia servir também como fonte de contagio. Todavia, esses
resultados devem ser aprofundados e verificados.

4. Formas Clinicas da Hanseniase e Resposta Imune

Os pacientes com hanseniase podem ser enquadrados em um dos cinco grupos do
espectro clinico, dependendo da disseminacdo da doenca e da imunidade celular suscitada no
hospedeiro (Ridley & Jopling, 1966). Assim, em um pdlo do espectro esta a hanseniase
lepromatosa (LL): forma clinica com individuos apresentando uma intensa resposta imune
humoral e uma deficiente resposta imune celular, com alta carga bacilar e reacdo negativa ao
teste cutaneo de lepromina. No outro polo do espectro esta a hanseniase tuberculdide (TT); os
individuos pertencentes a este grupo apresentam uma baixa resposta imune humoral e uma
forte imunidade celular adquirida, desenvolvendo uma hipersensibilidade contra o bacilo de
M. leprae, com uma carga bacilar tipicamente baixa e reagdo positiva a lepromina. No
entanto, a maioria dos pacientes hansenianos esta posicionada entre esses dois polos formando
o grupo “boderline”. Este grupo é definido de acordo com a proximidade ao pélo resistente
(boderline tuberculdide, BT) ou suscetivel (boderline lepromatoso, BL). O grupo boderline
boderline (BB) situa-se entre os dois grupos intermediarios (figura 1.1). A forma
indeterminada (I) foi proposta como sendo um estagio inicial e transitorio da doenca, podendo

evoluir para uma das cinco formas clinicas estaveis (Jopling & Mc Dougall, 1988).

Figura 1.1. Representacdo esquematica do espectro clinico e imunopatolégico da hanseniase
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1- Leve, 2-Moderado e 3- Severo. * Tempo de aparecimento da sintomatologia clinica. Modificado de Ridley & Jopling,
1966



A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sugere, para os locais endémicos onde
métodos diagndsticos laboratoriais ndo sdo disponiveis ou confiaveis, a utilizacdo da
classificacdo essencialmente clinica com base no nimero de lesdes cutaneas. Por este método
sdo classificados como hanseniase paucibacilar (PB) os casos com até cinco lesdes cutaneas e
como hanseniase multibacilar (MB) os com mais de cinco lesfes cutaneas (OMS, 1998). As
formas TT e BT sdo consideradas paucibacilares e as formas LL, BL e BB s&o classificadas
como multibacilares. Os valores da sensiblidade e a especificidade da classificacdo pelo
nimero de lesdes cutaneas, quando comparados com o0s resultados dos exames
baciloscdpicos, sdo de 89,6% e 83,8%, respectivamente (Gallo e col., 2003).

A diversidade de formas clinicas na hanseniase se baseia na habilidade do hospedeiro
em desenvolver uma resposta imune celular ao M. leprae. Por esta razdo, a nogdo de que
conjuntos diferentes de genes modificam a suscetibilidade & doenca tem sido amplamente
aceita. Esses genes podem agir em dois momentos distintos: (I) no controle da infeccéo per
se, ou seja, na suscetibilidade a doenca independentemente de sua manifestacéo clinica e (1)
uma vez que o individuo seja infectado, na defini¢do das diferentes formas clinicas da doenca.
Essa diferenca de resposta imune parece estar associada a padrdes que variam desde uma
resposta bem sucedida presente nas formas mais brandas da doenga, até uma auséncia, quase
que completa, de resposta imune celular, levando ao desenvolvimento de formas mais graves
da doenca (Prevedello & Mira, 2007). Desde a década de 80, estudos demonstram que 0S
padrdes de resisténcia versus suscetibilidade sdo regulados por duas subpopulacGes de
linfocitos T: Thl e Th2 que produzem citocinas que controlam a resposta imune celular
(Mosmann e col., 1986). As citocinas produzidas por Thl incluem a IL-2, IFN e IL-12,
enquanto que as produzidas por Th2 incluem a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Na resposta
de Thil, a citocina IFN ativa os macrofagos enquanto que a IL-2 estimula a proliferacdo de
células T antigeno-especificas, resultando na forma mais branda da doenca (Cher &
Mosmann, 1987). Ja na resposta de Th2 que produz citocinas imunoregulatorias (IL-4 e IL-
10) h&d o aumento da resposta humoral que resulta numa infeccdo progressiva (Sieling &
Modlin, 1994). Yamamura e colaboradores, em 1991, através da analise da expressdo génica
de citocinas a partir de RNAm extraido de leses de pacientes hansenianos, verificaram que
IL-2, LTA e IFN estavam sendo expressas de forma aumentada na pele de individuos com as
formas resistentes, ou seja, mais brandas da doenca. Todavia, as expressdes de IL-4, IL5 e

IL10 foram mais pronunciadas na pele dos pacientes com as formas multibacilares.



5. Neuropatia Hanseniana

A infeccdo das células nervosas tem inicio a partir da fixacdo do M. leprae a lamina
basal, que envolve o axdnio e a célula de Schwann, utilizando como ligante a laminina-a2
(Rambukkana e col., 2002). Este mecanismo de ligacdo da superficie de células de Schwann
via lamininas-a2 ndo é especifico deste patdgeno. Outras espécies de micobactérias como M.
tuberculosis, M. chelonae e M. smegmatis também apresentam esta mesma capacidade,
sugerindo que esta seja uma caracteristica comum as bactérias pertencentes ao género
Mycobacterium (Scollard e col., 2006). Durante a invasdo da célula, o complexo M. leprae-
laminina-o2 utiliza como receptor a a-distroglicana presente na superficie da célula de
Schwann (Rambukanna, 2001).

Outras moléculas como a proteina HLP (do inglés, “Histone-like Protein”) e o0 PGL-1
também foram descritos como mediadores da interagdo entre M. leprae com seu hospedeiro
(Shimoji e col., 1999; Ng e col., 2000). Pessolani e colaboradores (2003) descreveram a
capacidade de ligacdo da HLP a diferentes isotipos de colageno, sugerindo que estd molécula
é capaz de mediar também a interagcdo de M. leprae com outros tipos de células e membranas
basais.

Apos a infeccdo, o bacilo de M. leprae tende a proliferar nas células de Schwann. A
explicacdo para a perda de mielina possui hipoteses controversas. No estudo de Hagge e
colaboradores (2002) ndo foi demonstrada a perda macica de mielina ou destruicdo de axénios
em virtude da exposicdo ao bacilo. No mesmo ano, Rambukkana e colaboradores utilizando
co-culturas de neurdnios e células de Schwann constataram que a desmielinizacdo poderia ser
desencadeada pelo PGL-1. Alguns anos mais tarde, e utilizando camundongos que néo
possuiam linfécitos B e T, 0 mesmo autor demonstrou que a ligacdo de M. leprae a superficie
de células de Schwann mielinizadas seria suficiente para induzir a rapida desmielinizacdo das
mesmas (Rambukkana e col., 2004). Todavia estes resultados ndo estdo de acordo com as
observacBes clinicas e histopatoldgicas da hanseniase, pois pacientes com a forma
lepromatosa da doenca podem conter bilhdes de bacilos e demonstrar pouca ou nenhuma
desmielinizacdo. A ndo concordancia entre os resultados experimentais e clinicos esta
relacionada a auséncia de modelos animais que reproduzam com fidelidade a fisiopatologia da

hanseniase e ao fato de que o efeito do dano neural pode variar entre os individuos.



6. Estados Reacionais Hansénicos

Um agravante do estado clinico dos pacientes com hanseniase € a ocorréncia de
estados reacionais hansénicos, que sdo episddios agudos ou subagudos com comprometimento
neuroldgico, cutaneo e sistémico, isolados ou simultaneos, variando de acordo com cada caso
e com o tipo de reacdo. Os estados reacionais ocorrem por alteracdes no sistema imunoldgico
com fisiopatologia e fatores desencadeantes ainda ndo completamente elucidados. Devem ser
considerados como uma complicacdo emergencial cujo diagndstico e tratamento devem ser
precoces para a prevencdo de sequelas, principalmente neuroldgicas. S&o reconhecidos 0s
seguintes tipos de reacfes em hanseniase: (i) a reacdo tipo 1 ou reacdo reversa (RR); (ii) a
reacdo tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH); (iii) a neurite isolada: nos casos em que ha
comprometimento dos troncos periféricos.

A reacdo tipo 1 ou reacdo reversa (RR) afeta principalmente os individuos com
hanseniase boderline, especialmente durante o tratamento. Neste tipo de reacdo ha o aumento
da imunidade celular ao M. leprae que causa uma resposta inflamatéria de hipersensibilidade
tardia eficiente na eliminacdo do bacilo, mas extremamente danosa ao tecido afetado.
Imunologicamente ocorre uma expansao dos linfocitos T M. leprae- especificos e producéo de
IFN-y, levando a formacdo de granulomas e ao aumento da atividade microbicida dos
macrofagos. Clinicamente caracteriza-se por uma inflamacgéo das lesdes cutaneas e quadro de
neurite aguda (Scollard e col., 2006). Ja a reacdo tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH)
ocorre devido a ativagcdo de citocinas como TNF, IL-2, IL-6 e IL-8. Este tipo de reacdo
ocorre com maior frequéncia nos casos com a forma lepromatosa-lepromatosa, principalmente
durante o segundo ano de tratamento com a poliquimioterapia (Nery e col., 1998). A resposta
imune celular parece também contribuir para o desenvolvimento deste tipo de reacdo que,
aléem dos comprometimentos neuroldgicos e cutaneos, apresenta sintomas sistémicos como:
febre, edema, adenomegalia, obstrucdo nasal, perda de peso, mialgia e etc (Sarno e col.,
1991).

As reacBes podem ocorrer antes da introducdo da poliquimioterapia, durante o

tratamento ou até mesmo apos a alta terapéutica.



7. Genes e Suscetibilidade a Hanseniase

O periodo de incubacdo da infeccdo varia de meses a anos, mas o0 aparecimento da
sintomatologia clinica normalmente acontece entre o segundo e o quinto ano apds a infecgéo.
A forma clinica da doenca é determinada pela maior ou menor capacidade do individuo de
desenvolver uma resposta imunoldgica especifica contra M. leprae. Estima-se que 90% da
populacdo desenvolvam imunidade protetora adequada na infeccdo, ndo apresentando
sintomas clinicamente detectaveis (Godal e col., 1972). Muitos individuos expostos ao M.
leprae ndo desenvolvem a doenca, 0 que sugere que possivelmente exista uma diferenca de
viruléncia entre isolados de M. leprae ou que a suscetibilidade a hanseniase varia de pessoa
para pessoa.

Alguns autores tém descrito que a suscetibilidade a hanseniase possui forte
componente genético (Casanova e col., 2002). Nesse contexto diversos estudos tém sido
desenvolvidos a partir de genes candidatos que possivelmente teriam um papel no controle da
infeccdo. Os genes candidatos sdo normalmente selecionados com base em trés critérios: (i)
possivel papel critico na patogénese da doenca (candidatos funcionais); (ii) sua localizacéo
em regido gendmica previamente envolvida no controle da doenca (candidatos posicionais);
ou (iii) combinacdo de candidatos funcionais/posicionais. Dentre os genes candidatos
envolvidos na definicdo da suscetibilidade a hanseniase existem duas classes: a dos genes que
estdo ligados a regido do antigeno leucocitario humano (HLA do inglés, “Human leukocyte
antigen”) e a dos genes que ndo estdo ligados ao HLA. Vanderborght e colaboradores (2007)
demonstraram que o locus HLA-DRB1 desempenha um importante papel na ativacdo da
resposta imune celular do hospedeiro, sendo que um alelo (HLA-DRB1*10) esta associado a
suscetibilidade enquanto que outro (HLA-BRB1*04) esta associado a resisténcia.

Estudos recentes tém sugerido que SNPs (do inglés, “Single nucleotide
polymorphisms™) presentes nos genes das citocinas fator de necrose tumoral (TNF do inglés,
“Tumor Necrosis Factor”) e linfotoxina-alfa (LTA do inglés, “ Lymphotoxin alpha”)
poderiam explicar os diferentes padrdes de resposta observados entre pacientes tuberculdides
e lepromatosos (Santos e col., 2002; Alcais e col., 2007). A associacao de alelos do gene da
LTA e a suscetibilidade a hanseniase per se foi observada em duas populacGes distintas. No
entanto, para o gene do TNF esta associacdo entre determinado alelo e os fenotipos de
resisténcia ou suscetibilidade demonstrou-se inconsistente comparando os dados obtidos em
diferentes estudos. Para avaliar o papel da LTA e TNF na resposta do hospedeiro ao patégeno
um estudo funcional utilizando camundongos nocaute para essas duas citocinas foi realizado
(Hagge e col., 2009). Os resultados demonstraram que os camundongos deficientes para LTA
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eram incapazes de recrutar linfécitos, desenvolver e manter granulomas, bem como controlar
0 crescimento de M. leprae. A deficiéncia de TNF gerou inflamagdo intensa e aguda nos
camundongos, aumentando a taxa de crescimento do bacilo frente a infecgdo com o patégeno.
Esses dados indicam que TNF e LTA s&o essenciais para a regulagdo do granuloma e que
exercem efeitos diferentes no que se refere a resposta imune mediada por célula em modelo
experimental.

Outros genes como 1L-10 (Moraes e col., 2004; Moraes e col., 2006), VDR (Roy e
col., 1999; Fitness e col., 2004), ficolina-2 (FCN2) (de Messias-Reason e col., 2009), beta-
defensina 1 (DEFB1) (Prado Montes e col., 2009) e receptores da familia Toll-like (Schuring
e col., 2009; Bochud e col., 2009) também tém sido estudados quanto suas influéncias na
suscetibilidade genética do hospedeiro a hanseniase.

Mira e colaboradores (2003) identificaram dois genes no cromossomo 6g25-026
diretamente relacionados a suscetibilidade do hospedeiro a hanseniase: PARK2 e PACRG.
Polimorfismos na regido regulatoria desses dois genes estariam associados a um fator de risco
para 0 desenvolvimento da doenga. Observou-se também que esses dois genes S0 expressos
por Células de Schwann primérias; sendo que PARK2 também é expresso por macrofagos
derivados de mondcitos, enquanto que PACRG ¢ pouco ativado nessas células (Mira e col.,
2004).

8. Hanseniase: Distribuicdo Geografica

Apesar do seu agente etiologico de ter sido descoberto no final do século X1X e desde
1943 existirem tratamentos efetivos, a hanseniase ainda € um problema de saude publica. A
doenca ndo tem uma distribuicdo geogréafica uniforme. A falta de conhecimento do nimero
definido de pessoas infectadas e assintomaticas, que podem exercer papel ativo na
transmissdo da doenca, obscurece ainda mais 0s determinantes que influenciam na
distribuicdo geogréfica da doenca.

Os paises com maiores coeficientes de prevaléncia encontram-se nas regifes menos
desenvolvidas como América Latina, Africa e Asia. Brasil e india s&o alguns dos paises com
maior incidéncia de hanseniase no mundo: todos tém mais de um caso para cada grupo de 10
mil habitantes.

Em 1982, por sugestdo da OMS, a poliquimioterapia (PQT) foi inicialmente
implantada nos paises endémicos para hanseniase. Desde entdo, a taxa de prevaléncia tem
apresentado forte declinio, mas, paradoxalmente, o nlimero de novos casos/ano tem se
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mantido. Essa persisténcia pode ser atribuida a varios fatores, tais como a intensidade na
busca de novos casos, a alta transmissdo em certas areas devido aos individuos assintomaticos
e transmissores ou a recidiva.

No Brasil, em 2009, o namero total de novos casos de hanseniase detectados foi de
37.610 (www.portal.saude.gov.br). A regido nordeste apresentou 41% destes casos, sendo 0s

estados do Maranhdo e de Pernambuco os que demonstraram as maiores taxas. No outro
extremo esté a regido sul, com o menor nimero de casos novos detectados da doenca: 1.607,
sendo o estado do Rio Grande do Sul o que apresentou as menores taxas. Ja o coeficiente de
prevaléncia da doenga no pais, em 2009, foi de 1,99 casos em 10.000 habitantes, sendo a
regido centro-oeste a que apresenta os maiores coeficientes (5,04 por 10.000 habitantes),
prosseguida pela regido norte (5,02 por 10.000 habitantes). O nimero de casos notificados da
doenca nem sempre representa a totalidade dos casos realmente existentes. Estudos de
prevaléncia oculta estimam que, aproximadamente, 10.000 casos permanecem sem
diagnostico e que este fato decorre de multiplos fatores tais como: deficiéncias da rede
publica de saude e a falta de informacdo da populacédo sobre a doenga.

O Brasil tinha como meta acordada com a OMS, a eliminagdo da hanseniase como
problema de salde publica até o final do ano de 2011, ou seja, uma taxa de prevaléncia de < 1
doente a cada 10.000 habitantes. No entanto, este compromisso firmado com a OMS foi
abandonando em 2009 e uma nova estratégia foi estabelecida: o controle.

A prevaléncia mundial de novos casos de hanseniase registrados no inicio de 2010 foi
de 211.903 casos, enquanto que em 2009 foi de 244.796 (http://www.who.int/lep/en/).

Comparando os dois anos é possivel verificar uma reducdo de 13.5% do nimero de novos
casos. Paises como Angola, Brasil, Republica Centro-Africana, Congo, india, Mogambique,

Nepal e Tanzania ainda apresentam areas de alta endemicidade (figura 1.2).


http://www.portal.saude.gov.br/
http://www.who.int/lep/en/

Figura 1.2. Distribuicdo da hanseniase no mundo (OMS, 2009).
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9. Diagnostico da Hanseniase

O diagndstico da hanseniase em si ndo constitui um problema para a maioria dos
casos. Normalmente, uma boa anamnese e um exame clinico cuidadoso permitem quase
sempre o diagnostico. Seguindo o guia de controle da OMS, séo avaliados o estado fisico do
paciente para deteccdo de eventuais lesbes e a perda de sensibilidade em areas da pele.
Normalmente a avaliacdo da sensibilidade faz parte da rotina no diagndstico de hanseniase e
de outras dermatoses. Os trés tipos de sensibilidade avaliados séo: a térmica (primeira a ser
alterada), seguida da dolosa e da tatil, bem como espessamento dos nervos. Outros
procedimentos podem ser utilizados como complemento no diagndstico da hanseniase, tais
como: (i) determinacio do Indice Baciloscopico (IB) por microscopia de linfa; (i)
determinacdo do indice morfolégico (IM) com o objetivo de examinar a morfologia dos
bacilos presentes em esfregacos, refletindo desta forma a viabilidade dos bacilos; (iii) o teste

de Mitsuda, realizado para a avaliacdo do grau de defesa do paciente frente ao M. leprae; e,
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finalmente, (iv) o exame histopatoldgico, que contribui para a correta classificacdo do
paciente dentro do amplo espectro clinico da doenca.

9.1. Basciloscopia

O exame baciloscopico de esfregacos dérmicos (linfa de l16bulos auriculares, cotovelos
e lesdes) consiste na simples contagem em lente de imerséo (objetiva 100x) dos bacilos na
linfa apds a coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen. Para os exames histopatoldgicos,
bidpsias cutdneas ou do ramo sensitivo dos nervos periféricos sdo utilizadas. Através da
coloracdo pela técnica de Wade, que detecta a presenca de BAAR, torna-se possivel a
visualizacdo do bacilo. Desse modo, o indice logaritmico da bidpsia (ILB) segue os mesmos
critérios do indice baciloscopico (IB), exceto pelo fato de se levar em consideracdo o
logaritmo da area ocupada pelos granulomas. O indice baciloscépico (IB) proposto por
Ridley & Jopling em 1962 é recomendado pelo Ministério da Saide nos exames em pacientes
hansenianos. Este indice é realizado em 100 campos representativos e apresentado em escala
logaritmica que varia de 0 a 6+ (tabela 1.1). O IB esta sujeito a numerosas variaveis, tais
como: a profundidade do corte, a quantidade de tecido removido, o tamanho e a espessura do
esfregaco, etc. Entretanto, se estas varidveis forem reduzidas, os resultados poderdo ser
praticamente idénticos quando individuos diferentes examinarem a mesma lamina. E possivel
ainda, estabelecer uma relacdo entre o indice baciloscépico (IB) e a forma clinica da doenca
(tabela 1.2).

Tabela 1.1 indice Baciloscopico (IB) projetado para 100 campos microscopicos (adaptado de
Ridley & Jopling, 1962).

IB LEITURA

0 N&o ha bacilo em nenhum dos 100 campos examinados

1+ 1-10 bacilos, em 100 campos examinados

2+ 1-10 bacilos, em cada 10 campos examinados (11-99 bacilos em 100 campos)
3+ 10 bacilos, em média, em cada campo examinado

4+ 100 bacilos, em média, em cada campo examinado

5+ 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado

6+ Mais de 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado
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Tabela 1.2. Associagdo entre o indice baciloscépico (IB) e a forma clinica dos pacientes com

hanseniase.
Classificacao Iindice baciloscépico (1B)
Clinica
I Baciloscopia sempre negativa
TT IB=0, rarissimos casos apresentam bacilos em lesdes ativas
BT IB=1+, raros casos apresentam bacilos
BB IB=0 a 4+, baciloscopia positiva ou negativa em esfregacos de lesdes de
pequenos grupamentos bacilares
BL IB=1+ a 5+, baciloscopia positiva ou negativa em areas ndo lesionais;
presenca de pequenas globias e grupamentos bacilares
LL IB=3+ a 6+, positiva em todos os sitios mesmo antes das manifestacoes
clinicas. Presenca de numerosas e volumosas globias e grupamentos
bacilares

9.2. Testes Laboratoriais Alternativos para o Diagnostico da Hanseniase: PGL-1 e PCR

Dos varios testes laboratoriais realizados para o auxilio no diagnostico da hanseniase,
dois testes imunologicos séo feitos: o teste quantitativo de ELISA ( do inglés, “Enzime-linked
immunosorbent assay”) e o semi-quantitativo de fluxo lateral (do inglés, “ML flow test”).
Ambos sdo realizados para determinar a presenca de anticorpos contra o antigeno especifico
PGL-1 de M. leprae. Estudos anteriores comprovaram que 0s anticorpos IgM especificos
contra o antigeno PGL-1 séo encontrados em cerca de 90 a 100% dos pacientes multibacilares
e em cerca de 40% dos pacientes paucibacilares, sendo que esses niveis de anticorpos
presentes nos pacientes diminuem até o fim do tratamento (Britton & Lockwood, 2004).
Observa-se também, correlacdo entre a forma clinica dos pacientes, os resultados da
baciloscopia e os testes de deteccdo de anticorpos anti-PGL-1, visto que 0s pacientes
paucibacilares sdo considerados soronegativos e os multibacilares soropositivos (Tomimori-
Yamashita e col., 1999; Buhrer-Sékula e col., 2001; Schuring e col., 2006). Além disso,
verifica-se alta correlacdo entre os resultados dos testes de ELISA, anti-PGL-1 e de fluxo
lateral (Buhrer-Sékula e col., 2003). Recentemente, Da Silva e colaboradores (2010)
comparando os ensaios sorologicos de ELISA com o teste de fluxo lateral verificaram taxas
de deteccdo de anticorpos anti-PGL-1 de 53,3% e 70%, respectivamente. Por outro lado, ha
estudos que demonstram a existéncia de correlacdo inversa significativa entre os niveis de
anticorpos anti-PGL-1 e o teste de Mitsuda (Maeda e col., 2003; Goulart e col., 2008). Os
resultados obtidos com os testes imunoldgicos sugerem que estes podem ser uma ferramenta

valiosa para auxiliar na classificacdo clinica da hanseniase.
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As técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos PCR (do inglés, “Polymerase Chain
Reaction”) possuem alto nivel de sensibilidade e especificidade, sendo por esta razdo
amplamente utilizada na detecgdo direta de DNA microbiano em espécimes clinicos. Antes
do sequenciamento completo do genoma de M. leprae, a tecnologia da hibridagdo por
Southern Blotting permitiu a deteccdo do bacilo em amostras de pacientes multibacilares
(Woods & Cole, 1989). No entanto, no caso dos pacientes paucibacilares a técnica ndo
demonstrou a mesma sensibilidade.

Na década de 90, sistemas de PCR para amplificacdo de regibes génicas que codificam
para os antigenos 65kDa (Plikaytis e col., 1990), 36kDa (Kampirapap e col., 1998), 18kDa
(Scollard e col., 1998), bem como para a sequéncia repetitiva RLEP (Woods & Cole, 1989)
foram desenvolvidos. Métodos de amplificacdo génica tendo como alvo elementos repetitivos
demonstram maior sensibilidade quando comparados aos sistemas que amplificam elementos
de Unica copia (Donoghue e col., 2001).

Um estudo conduzido por Santos e colaboradores (1993) analisou as taxas de detecgéo
de M. leprae em amostras de sangue, linfa e biopsia de pele para todas as formas clinicas da
doenca. Os resultados demonstraram que a amplificacdo a partir de amostras de sangue
apresentou resultados inferiores quando comparados aos resultados obtidos com os demais
espécimes clinicos. Todavia, a presenca de bacilo neste espécime clinico especifico pode
significar apenas um resquicio da infeccdo apOs contato com M. leprae e ndo o
desenvolvimento da doenca em si. Considerando que o trato respiratério superior € a
principal porta de entrada e saida de M. leprae, pesquisas envolvendo a detec¢cdo por PCR a
partir de secrecdo nasal foram realizadas (de Wit e col., 1993; Pattyn e col., 1993; Klatser e
col., 1993; Santos e col.,1995). Esses trabalhos ndo conseguiram estabelecer relacdo entre a
deteccdo do bacilo na amostra clinica e posterior desenvolvimento da doenga. De acordo com
estudos posteriores (Beyene e col., 2003; Almeida e col., 2004), pacientes que apresentavam
DNA de M. leprae em amostras de muco nasal poderiam estar apenas carregando o bacilo
muitas vezes de forma transitoria sem manifestacdo explicita da doenca.

Atualmente, métodos como PCR convencional, RT-PCR (do inglés, “Reverse-
Transcription PCR”), nested PCR ¢ PCR em tempo real (do inglés, “Real-time PCR”) tém
sido utilizados para amplificacdo de sequéncias presentes no genoma de M. leprae. Inimeros
espécimes clinicos como: linfa, sangue, bulbos capilares, secrecdo nasal, concha nasal
inferior, lesdo do nervo e lesdo ocular podem ser utilizados para obtencdo de DNA desse
bacilo (Carus e col., 1995; Santos e col., 1997; Torres e col., 2003; Jardim e col., 2005;
Patrocinio e col., 2005). No entanto, o nivel minimo de deteccdo de alguns métodos de PCR
pode variar de 1 a 300 bacilos dependendo do sistema utilizado (Woods e Cole, 1989;
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Williams e col., 1990; Plikaytis e col., 1990; de Wit e col., 1991; Kramme e col., 2004;
Phetsuksiri e col., 2006; Truman e col., 2008).

A tecnologia de PCR em tempo Real, uma forma automatizada da PCR convencional,
tem melhorado o diagnostico molecular de infecgbes causadas por diferentes patdgenos. Esse
método quantifica 0 DNA bacteriano presente em diferentes espécimes clinicos. Por esta
razdo, desde 2004 pesquisadores vém utilizando diferentes métodos de PCR em tempo real e
genes alvo para diagnosticar e quantificar o numero de bacilos de M. leprae presentes em
diversos tecidos (Lahiri e col., 2005; Rudeeaneksin e col., 2008; Truman e col, 2008). Os
resultados obtidos demonstraram que esta técnica apresenta sensibilidade e taxas de deteccdo
similares ou superiores as encontradas em sistemas de PCR convencionais. No entanto, sua
utilizacdo esté restrita a casos dificeis de diagnosticar como os da forma neural pura (PNL)
(Chemouilli e col., 1996; Jardim e col., 2003, Jardim e col., 2005).

10. Tratamento da Hanseniase

Em 1982 foi implantado pela OMS o esquema de poliquimioterapia, composto pelas
drogas clofazimina (CFZ), dapsona (DDS) e rifampicina (RFM). Essa estratégia teve bom
resultado e a prevaléncia mundial da hanseniase foi reduzida em aproximadamente 85%, com
cura de mais de nove milhdes de pacientes (WHO, 1999).

A poliguimioterapia € administrada através do esquema-padrdo, de acordo com a
classificagdo operacional do doente em PB ou MB. A informacédo sobre a classificacdo do
doente é fundamental para selecionar o esquema de tratamento adequado ao seu caso. Para
criangas com hanseniase, a dose dos medicamentos do esquema-padrao também € ajustada de
acordo com a idade. J& no caso de pessoas com intolerancia a um dos medicamentos do
esquema-padrdo, sdo indicados esquemas alternativos. Um esquema alternativo conhecido
como ROM (Rifampicina, Ofloxacina e Minociclina) pode ainda ser utilizado para tratar
exclusivamente pacientes paucibacilares que tenham lesdo Unica e nenhum envolvimento de
troncos nervosos. A alta por cura € dada apds a administracdo do numero de doses

preconizadas pelo esquema terapéutico.
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11. Recidiva na Hanseniase

Na hanseniase é considerado como caso de recidiva o paciente que foi tratado
regularmente, que recebeu alta por cura e que apds um periodo de incubagdo variavel aparece
com sintomas de atividade da doenca (Ministério da Saude, 2000). Em 2009, foram
registrados 1.473 casos de recidiva no Brasil, nUmero que equivale a 3.6% do total de casos
de hanseniase detectados no pais. O estado do Acre apresentou as maiores taxas de recidiva,
com 117 casos registrados (7.9%), enquanto que no estado de Ronddnia apenas nove casos
(0.6%) foram detectados (www.portal.saude.gov.br).

A recidiva caracteriza-se pelo aparecimento de novas lesdes nos mesmos locais do
primeiro diagndstico ou em outras areas da pele e/ou acometimento de nervos periféricos
(neurite). Nos casos paucibacilares (PB), é imprescindivel o diagndstico diferencial com a
reacdo reversa, sendo que esta responde favoravelmente com a terapia de corticosteroide
sistémico em doses preconizadas, diferente da recidiva (MS, 2000). Nos casos multibacilares
(MB), ha a suspeita de recidiva quando o0s pacientes iniciam reacdes: (i) apds trés anos da alta
por cura; (ii) durante o tratamento; (iii) mantém esse quadro por cinco anos (MS, 2000). O
desenvolvimento da recidiva na hanseniase pode estar relacionado a: persisténcia ou
resisténcia do bacilo, imunossupressdo, gravidez, formas multibacilares, endemicidade do
meio (reinfeccdo) e ao diagnostico tardio, terapéutica inadequada ou irregular e erro de
classificagdo (Oliveira, 1997, MS, 2000; Klioze & Ramos-Caro, 2000).

O periodo de incubacéo da recidiva na hanseniase obedece a linha sugerida por Pattyn
(1990), onde as recidivas precoces resultam de uma terapia inadequada e comumente estao
associadas aos pacientes PB. Todavia, as infeccbes tardias resultam de reinfeccGes ou
reativacdo de organismos resistentes ocorrendo principalmente em pacientes multibacilares
(Girdhar e col., 2000; Norman e col., 2004). Além disso, estudos conduzidos na india
(Girdhar e col., 2000) e Filipinas (Cellona e col., 2003) demonstraram que taxas mais
elevadas de recidiva estdo associadas a pacientes com indice baciloscopico, no momento do
diagndstico, igual ou superior a quatro.

O diagndstico clinico de recidiva deve ser acompanhado de baciloscopia e do estudo
histopatoldgico da lesdo. No entanto, a inoculacdo de bacilos em coxim plantar de
camundongo, bem como a aplicacdo de técnicas moleculares para detec¢do de mutacdes em
genes relacionados a resisténcia podem também auxiliar o diagnéstico (MS, 2000; You e col.,
2005, da Silva Rocha e col, in press) O tratamento é feito com a reaplicacdo da

poliquimiterapia (PQT) padréo, de acordo com a classificac¢do clinica do paciente (MS, 2000).
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12. Resisténcia as Drogas

Os frequentes relatos de resisténcia a dapsona (DDS), ap0s tratamento em regime de
monoterapia, fizeram com que a OMS preconizasse 0 esquema de poliquimioterapia para
tratamento da hanseniase.

A dapsona, uma sulfona sintética, possui mecanismo de resisténcia ao M. leprae
associado a mutacGes no gene folP decorrentes de eventos espontaneos ou de translocacao.
Esse gene codifica a producdo da enzima dihidropteroato sintetase (DHPS) que tem
mecanismo de atuagdo na biossintese do folato em bactérias (Kulkarni & Sydel, 1983). Na
maioria dos casos, 0s organismos resistentes produzem a enzima DHPS de forma alterada,
dois homologos folP1 e folP2 (Williams e col., 2000), sendo que mutaces nos cdédons 53 e
55 do primeiro homdlogo parecem estar associadas ao desenvolvimento de altos niveis de
resisténcia a dapsona em M. leprae (Cambau e col., 2006)

Relatos de resisténcia a rifampicina sdo menos frequentes, porém eles tém despertado
preocupacdo uma vez que essa droga € o componente bactericida mais importante no
tratamento da hanseniase (Levy e col.,, 1976). As bases genéticas de resisténcia a este
medicamento tém sido estudadas desde a década de 1990. Mutag¢des num pequeno segmento
do gene rpop, que codifica a subunidade-f do DNA dependente da RNA polimerase, estdo
diretamente associadas a resisténcia a rifampicina em M. leprae (Williams & Gillis, 2004).
Todavia, substituicdes no codon Ser425 sdo os tipos de mutages mais frequentes (Zhang e
col., 2004).

A clofazimina possui atividade antimicrobiana importante, mas o seu mecanismo de
acdo ainda nao foi completamente elucidado. A incidéncia de resisténcia a esta droga é baixa
quando comparada com as demais. A ligacdo da clofazimina ao DNA ocorre principalmente
em regides que contenham sequéncias da base guanina. Por esta razdo, as micobactérias, que
possuem grande conteddo GC tornaram-se excelentes alvos para esse tipo de droga.
(Ebenezer e col., 2002)

A Ofloxacina é uma carboxiquinolona fluorada que possui atividade moderada (Ji e
col., 1994 / Ji, 1998). Seu mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado em M.
leprae, mas em outras bactérias essa droga impede o processo de replicacdo através da
inibicdo da DNA girase, que € um tetramero que contem duas subunidades A (GyrA) e duas
subunidades B (GyrB) (Drlica e col.1996). Mutacbes em GyrA estdo associadas ao
desenvolvimento de resisténcia a ofloxacina em M. tuberculosis e em M. leprae (Cambau e
col., 1994; Takiff e col., 1994, Kim e col., 2003).
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Atualmente, além da técnica de inoculacdo em coxim plantar de camundongos, é
possivel detectar bacilos resistentes as drogas também por métodos moleculares utilizando
diferentes tipos de PCR e sequenciamento. Assim, mutacdes em genes que codificam regides
no alvo de agdo das drogas ou na sua ativacdo sdo mais facilmente identificadas (Honore e
col, 1993; Williams e col., 1994; Williams e col, 1998; Williams e col., 2000; Williams e col.,
2001; Honore e col., 2001; Maeda e col., 2001; Cambau e col., 2002).

13. O Genoma de Mycobacterium leprae

Um grande avanco para o entendimento da biologia de M. leprae foi a concluséo do
sequenciamento de seu genoma (Cole e col., 2001), composto por 3.268.203 pares de base
(pb), contéudo G+C de 57.8% (figura 1.3) e 1.605 genes que codificam proteinas, valores
menores aos encontrados em M. tuberculosis, que possui 4.441.532 pb, conteudo G+C de
65.6% e aproximadamente 4000 genes que codificam proteinas. Esses resultados demonstram
uma perda macica de genes pelo M. leprae, 0 que poderia explicar a taxa de crescimento lenta
do bacilo, assim como sua incapacidade de crescimento in vitro.

Através de comparagdes das sequéncias gendmicas entre M. tuberculosis e M. leprae,
foi determinado que aproximadamente 1500 genes, comuns aos dois organismos, continuam
funcionais em ambos. Uma analise funcional dos genes preservados em M. leprae revela a
integridade da maioria das vias anabolicas; entretanto, mutacdes foram encontradas em genes
envolvidos na regulacdo, na detoxificacdo, no reparo de DNA e no transporte ou fluxo de
metabolitos (revisto por Vissa & Brennan, 2001).

O genoma de M. leprae contém 1.116 pseudogenes ou genes degenerados, assim
denominados devido a perda de regides necessarias para a sua transcricdo e/ou traducdo. Essa
taxa € bem maior do que as observadas em outras espécies de micobactérias (tabela 1.3)
(Akama e col., 2010). Além disso, o percentual de regides ndo codificantes no genoma de M.

leprae é de 24% enquanto que em M. tuberculosis é de 9%.
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Figura 1.3. Genoma circular de M. leprae mostrando a posicdo e a orientacdo dos provaveis
genes funcionais, pseudogenes e sequéncias repetitivas (Cole e col., 2001).

Mycobhacionum EriEc
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De fora para dentro: circulos 1 e 2 (sentido horéario e anti-horario) genes das fitas — e +, respectivamente; circulos
3 e 4 pseudogenes; 5 e 6 genes especificos de M. leprae; 7 sequéncias repetitivas; 8 conteido G+C; 9 (G+C)/(G-
C) desvio do conteido G/C. Ver http://www.sanger.ac.uk/Projects/M _leprae ou
http://genolist.pasteur.fr/Leproma/ para informac6es adicionais.

Tabela 1.3. Estrutura gendmica de espécies de Micobactérias

Espécie NuUmero de NuUmero de genes Tamanho do
pseudogenes genoma (pb)
M. tuberculosis 6 3.959 4.441.532
M. bovis 27 3.953 4.345.492
M. marinum 65 5.424 6.636.827
M. smegmatis 168 6.897 6.988.209
M. ulcerans 771 4.160 5.631.606
M. leprae 1.116 1.605 3.268.203

Adaptado de Akama e colaboradores (2010)
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Acredita-se que o genoma degenerado de M. leprae seja resultado de erros na
replicacdo combinados a uma reducdo na capacidade de reparo do DNA. Este processo
provocaria um acimulo de mutacdes em genes ndo mais essenciais para a sobrevivéncia no
ambiente intracelular. O processo denominado de “evolucdo redutiva” no qual hd perda de
funcdo do genoma bacteriano tem sido observado unicamente em patogenos intracelulares
como: Rickettsia prowazekii e Chlamydia trachomatis (Andersson & Andersson, 1999). Este
mecanismo altera permanentemente o gendtipo e resulta na adaptacdo ao ambiente em que a
bactéria vive. Essa perda pode estar relacionada ao fato desses patdgenos viverem num
ambiente extremamente estavel e rico em metab6litos, o que exigiria pouca versatilidade
metabdlica para a sobrevivéncia. Os genes perdidos na maioria dos casos codificam enzimas
essenciais (isoenzimas) que se apresentam duplicadas no genoma de M. tuberculosis, o que
reflete uma grande redundancia.

O genoma de M. leprae é composto por, aproximadamente, 2% de sequéncias
repetitivas. EXxistem mais de 26 elementos de inser¢do extintos com quatro familias de
repeticdes dispersas, presentes em cinco ou mais copias, sendo RLEP (37 cépias), REPLEP
(15 copias), LEPREP (oito copias) e LEPRPT (cinco coOpias). Embora ndo se conheca
similaridade entre as sequéncias dos elementos de transposicdo, a repeticio RLEP ocorre
predominantemente na terminagdo 3’ dos genes e, em alguns casos, dentro de pseudogenes,
sugerindo assim que seja capaz de realizar transposicao.

Apesar de existirem regides conservadas entre os genomas de M. tuberculosis e M.
leprae, aproximadamente 150 genes em M. leprae ndo sdo compartilhados com M.
tuberculosis. Alguns desses genes poderiam estar envolvidos na patogenicidade espécie-

especifica do agente etiologico da hanseniase.

14. Variabilidade Genética Bacteriana

Sequéncias repetitivas sdo constituintes comuns do genoma de todos 0s organismos
vivos, no entanto, ocorrem com maior frequéncia em eucariontes superiores. Existem duas
formas principais de DNA repetitivo no genoma bacteriano: as sequéncias dispersas e as
sequéncias em tandem.

As sequéncias repetitivas dispersas podem corresponder a genes duplicados ou a
elementos genéticos moveis presentes em indmeras copias, como as sequéncias de insercédo
(IS do inglés, “Insertion sequences™). Estas sequéncias sdo um importante componente do
genoma de bactérias e em funcdo de sua habilidade de realizar transposicdo possuem
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potencial mutacional baseado em sua capacidade de se localizar dentro de regifes codificantes
ou reguladoras.

Uma importante sequéncia de insercdo, restrita ao complexo M. tuberculosis e
presente em 99% dos isolados clinicos é a 1S6110. Todas as copias desse elemento repetitivo
possuem sequéncia idéntica. No entanto, seu nimero de cépias e localizacdo no genoma
variam. Através dessa variagdo sdo gerados diferentes padrdes de polimorfismos que podem
ser observados pelo método de RFLP (do inglés, “Restriction fragment length
polymorphism”) (van Embden e col., 1993). Essa metodologia demonstra variabilidade
genética entre isolados de M. tuberculosis e junto com as informacfes epidemioldgicas tem
fornecido valiosas informacdes sobre as vias de transmisséo dessa doenga (Kunimoto e col.
2004; Oelemann e col., 2007; Farnia e col., 2008). Em M. leprae existem apenas vestigios de
elementos de sequéncias de insercdo, mais de 26 fragmentos de genes de transposases com
apenas quatro familias de repeticdes dispersas: RLEP, REPLEP, LEPREP e LEPRPT.

Repeticdes em tandem podem ser relativamente simples, como as repeticdes multiplas
de sequéncias de dois ou trés nucleotideos, ou mais complexas, como as duplicacbes de
segmentos cromossomais (Lupski, 1996). Os microssatelites correspondem a uma sequéncia
de DNA que contém unidades que se repetem em tandem e variam de dois a seis pares de
base (pb), sendo também conhecidos como repeticdes em tandem curtas (STR do inglés,
“Short tandem repeats”). J& os minissatélites possuem unidades repetitivas que variam de 10
a 100pb, sendo denominados de repeticdes em tandem de nimero variavel (VNTR do inglés,
“Variable number of tandem repeats”). Constituem-se em bons marcadores genéticos,
especialmente devido a sua adundancia, seu alto grau de polimorfismo e a simplicidade nos
métodos de tipagem. Em micobactérias, elementos deste tipo e bem caracterizados em M.
tuberculosis os MIRU-VNTR (do inglés, “Mycobacterial interspersed repetitive unit”)
encontram-se dispersos em regides intergénicas do genoma. Estas repeticdes possuem de 40 a
100 nucleotideos e séo similares as sequéncias de minissatélites descritas em humanos. A
analise de 12 MIRUs proposta por Supply e colaboradores (2001) foi amplamente utilizada
para genotipagem de isolados de M. tuberculosis em estudos de epidemiologia da tuberculose,
para a definicdo de estrutura populacional de isolados de M. tuberculosis (Mazars e col.,
2001) e para estudos filogenéticos e filogeograficos (Sun e col., 2004). Mais recentemente,
um conjunto de 24 MIRUs foi definido, incluindo um subgrupo de 15 MIRUs especificos para
investigacOes de natureza epidemiologica (Supply e col. 2006). A resolucdo dessa técnica €
maior do que a calculada para a maioria dos outros métodos de tipagem, sendo similar apenas

ao RFLP-1S6110. As sequéncias contendo MIRUs também foram encontradas em outras
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espécies micobacterianas tais como: M. avium, M. paratuberculosis (Bull e col., 2003), M.
ulcerans e M. marinum (Stragier e col., 2005).

O polimorfismo de DNA resultante das variacdes de sequéncias em tandem também
demonstrou sucesso quando aplicado a outros microrganismos como Bacillus anthracis (Read
e col., 2002) e Yersinia pestis (Klevytska e col., 2001). Em B. anthracis a utilizacdo desse
tipo de sequéncia teve inicio com o descobrimento de uma regido denominada vrrA (do
inglés, “Variable report region A”) (Jackson e col., 1997). A utilizacdo de multiplos loci com
repeticio em tandem de ndmero varidvel (MLVA do inglés, “Multiple-locus VNTR
analysis”) para genotipagem de isolados de B. anthracis teve inicio em 2000 quando o
potencial polimérfico de oito VNTRs, frente a um painel de 400 isolados provenientes de
varias partes do mundo, foi avaliado (Keim e col., 2000). Atualmente 25 VNTRs (Lista e
col., 2006) tém sidos utilizados para diferenciar isolados de B. anthracis. Desta forma, a
analise através de VNTRs tornou-se o “padréo-ouro” e tem sido amplamente utilizada em
estudos conduzidos em diversas partes do mundo (Gierczynski e col. 2004; Fasanella e col.,
2005). Em Yersinia pestis, a primeira sequéncia polimorfica descrita era composta por um
tetranucleotideo que apresentava nove possiveis alelos com poder discriminatério de 0.82.
(Adair e col., 2000). Posteriormente, um estudo identificou no genoma deste microrganismo
86 VNTRs dos quais apenas 49 tiveram seu potencial polimérfico avaliado (Le Fléche e col.,
2001, Klevytska e col., 2001).  Alguns anos mais tarde, 180 isolados foram analisados
perante um painel de 25 VNTRs e foi possivel verificar a existéncia de 61 gendtipos unicos de
Y. pestis (Pourcel e col., 2004), sugerindo dessa forma um alto poder discriminatorio da
ferramenta e uma grande variedade genética entre essa espécie de bactéria. Lowell e
colaboradores (2005) combinando as informacdes epidemiolégicas com os resultados de
MLVA de amostras de Y. pestis isoladas de humanos e do ambiente conseguiram estabelecer
0 verdadeiro sitio de exposicdo de cada paciente.  Atualmente, estudos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de caracterizar isolados de diferentes partes do mundo
utilizando MLVA para uma maior compreensao da expansao e microevolucdo de Y. pestis.
(Kingston e col., 2009; Li e col., 2009).
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14.1. Variabilidade Genética em Mycobacterium leprae

Muitos esforgcos foram feitos para diferenciar isolados de M. leprae. Até o ano de
2000, andlises por RFLP utilizando vérias sondas néo revelaram a existéncia de cepas dessa
bactéria (Clark-Curtiss e col., 1985; Clark-Curtiss & Walsh, 1989; Sela e col., 1989; Williams
& Gillis, 1989). A anéalise de sequéncias de DNA entre as regibes 16S e 23S do RNA
ribossomal também foram idénticas quando diferentes isolados de pacientes multibacilares
foram analisados (de Wit & Klatser, 1994).

Embora o genoma de M. leprae contenha repeti¢Ges dispersas, nenhum polimorfismo
foi detectado nessas regides (Woods & Cole, 1990). Todavia através de analises por PCR a
sequéncia repetitiva RLEP foi a Unica que demonstrou certo potencial para diferenciacdo de
isolados de M. leprae. Foram observadas diferencas de intensidade na amplificacdo e
auséncia da sequéncia repetitiva RLEP no gene pol(A) de certos isolados de M. leprae
analisados (Fsihi & Cole, 1995). Até o momento, 0 potencial dessa sequéncia na
diferenciagdo dos isolados ndo foi amplamente estudado.

Os achados anteriores impulsionaram as pesquisas por métodos de diferenciacéo entre
isolados de M. leprae utilizando repeticdes em tandem de ndmero variavel. A primeira
sequéncia em tandem com potencial polimorfico foi identificada por Matsuoka e
colaboradores (2000). Nesse trabalho uma repeticdo de seis nucleotideos foi encontrada no
gene rpoT e pequenas variacdes de seu numero de copia foram observadas entre isolados
provenientes de diferentes paises. Amostras oriundas do Japao, Coréia e Brasil apresentavam
trés copias dessa repeticdo enquanto que isolados de Haiti e Okinawa (Japdo) apresentaram
quatro cépias. Devido ao baixo polimorfismo observado esta sequéncia foi vista como um
possivel marcador geografico.

Ainda em 2000, um trinucleotideo (TTC) foi identificado e variacbes de niamero de
cdpias dessa repeticdo em amostras de pacientes hansenianos das Filipinas foram observadas:
num total de 34 amostras analisadas, 15 tipos de M. leprae foram definidos (Shin e col. 2000).
Alguns anos mais tarde, essa mesma sequéncia de trinucleotideos foi utilizada para diferenciar
amostras de pacientes hansenianos de uma area endémica na Indonésia. Em alguns casos,
foram observados genotipos diferentes entre individuos de uma mesma familia o que poderia
sugerir fontes de infeccdo diferentes para cada paciente (Matsuoka e col, 2004).

Com o objetivo de ampliar o painel de VNTRs utilizados para a diferenciacdo de
isolados de M. leprae, Groathouse e colaboradores (2004) investigaram o polimorfismo
genético de cinco minissatélites (6-7, 12-5, 18-8, 21-3 e 27-5) e seis microssatélites (C20,
AT17, TA18, GTA9, TTC21 e CG6) através da analise de quatro amostras de DNA
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purificado. Do total de VNTRs avaliados nove demonstraram-se polimorficos sugerindo
assim, um conjunto de possiveis marcadores para diferencia¢do entre os isolados.

Ainda no ano de 2004, uma colaboragdo estabelecida entre 0 nosso grupo de pesquisa
e pesquisadores da Universidade do Estado da Louisiana resultou num estudo no qual o
polimorfismo e a estabilidade de quatro repeticbes em tandem foram avaliados. Os resultados
obtidos demonstraram que os diferentes VNTRs analisados poderiam ser efetivamente
utilizados na diferenciagéo de isolados de M. leprae (Truman e col, 2004).

Com o advento das pesquisas utilizando VNTRs, inimeros estudos foram elaborados
com o objetivo de investigar a diversidade genética entre isolados de M. leprae. Na india, um
estudo foi conduzido utilizando trés microssatélites (dois trinucleotideos e um dinucleotideo)
e um nimero amostral de 33 pacientes. Nesse trabalho amostras de diferentes tecidos (bidpsia
de pele, linfa, muco nasal e células mononucleares de sangue) de sete pacientes foram
também analisadas e o mesmo gendtipo foi definido nos diferentes espécimes clinicos.
Todavia, quando essa comparacdo foi feita entre amostras de bidpsia de pele e nervo,
pequenas discordancias foram observadas indicando dessa forma a presenca de duas
subpopulagdes de bactérias que teriam se expandido independentemente uma da outra.
(Young e col. 2004). Resultados similares foram observados pelo mesmo autor alguns anos
mais tarde e a discordancia entre gendétipos de M. leprae em diferentes espécimes clinicos de
um mesmo paciente parece estar associada a infeccdo por mais de um isolado, que teria
possivelmente predilecdo por determinados tecidos (Young e col., 2008).

A andlise de multiplos loci contendo VNTRs tem demonstrando, ao longo dos anos,
grande potencial para diferenciacdo de isolados de M. leprae. Com o objetivo de reduzir
custos e ampliar o niumero de VNTRs estudados, Kimura e colaboradores (2009) propuseram
uma analise baseada em PCR multiplex. Desta forma, a amplificacdo de diferentes VNTRs
ocorre concomitantemente; oligonucleotideos marcados com fluorescéncia sdo utilizados para
gque o numero de coOpias de cada repeticdo seja determinado através da analise do
comprimento dos fragmentos gerados (do inglés FLA, “Fragment lenght analysis”). Este
método € similar ao proposto para genotipagem de isolados de M. tuberculosis (Supply e col.,
2006).

Desde 2009, trabalhos envolvendo a genotipagem de isolados de M. leprae utilizando
PCR multiplex e FLA tém sido desenvolvidos em paises como: Filipinas (Sakamuri e col.,
2009), China (Xing e col., 2009; Weng e col., 2010), Colémbia (Cardona-Castro e col., 2009)
e Brasil (Fontes e col., 2009). Desta forma, a variabilidade genética desse patdgeno dentro

das diferentes populagdes tem sido amplamente estudada.
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Outra forma de variagdo genética observada no genoma de M. leprae sdo 0s
polimorfismos de base Unica (SNP do inglés, “Single-nucleotide polymorphism™). Um estudo
conduzido por Monot e colaboradores (2005) determinou a existéncia de quatro gendtipos de
M. leprae baseados em trés possiveis SNPs (figura 1.4).

Figura 1.4. Gendtipos de M. leprae definidos por SNPs (Monot e col., 2005).
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Gendtipo 1 é definido quando o nucleotideo G estiver presente na posi¢do 16422875pb; gen6tipo 2 é definido quando
ha a presenc¢a do nucleotideo T; gendtipo 3 é definido quando hd uma mutagéo na posicao 2935685pb no genoma de
M. leprae que resulta na substituicdo do nucleotideo A por C; genétipo 4 é definido quando ha uma mutagdo na
posicdo 14676pb que resulta na substituicdo do nucleotideo C por T. (Adaptado de Monot e col., 2005)

Os resultados obtidos demonstram um padrdo muito semelhante de agrupamento
filogenético. Além de detectar diferencas entre os isolados, esse estudo foi capaz de fornecer
evidéncias para a formulacdo de hipoteses a respeito da rota disseminacdo da hanseniase.
Entretanto, algumas partes do mundo ndo foram representadas, sobretudo o Oriente Médio e a
Europa. E sabido que estas regides tiveram importancia histérica no processo de migracio
humana.

Recentemente, outro estudo analisou amostras do Iran, Turquia, China, Coréia e Japdo
em busca de novos SNPs para uma maior compreensdo dos mecanismos de disseminacdo da
hanseniase entre pessoas e paises (Monot e col., 2009). Um total de 400 amostras de 28
regides foi analisado e 16 tipos de M. leprae definidos. Na verdade, os quatro genotipos
anteriormente descritos (Monot e col., 2005) foram subdivididos nos demais subtipos. A
distribuicdo global desses novos SNPs demonstrou uma estreita relacdo entre o gendtipo de
M. leprae, o pais de origem e o padrdo de migracdo humana. Os resultados confirmam a
hipotese anterior de que a hanseniase teria se originado no leste da Africa, tendo se
disseminado para Asia, Meio Oeste, Europa e posteriormente para paises da Africa central

através do comércio de escravos (figura 1.5).
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Figura 1.5. Disseminagdo da hanseniase pelo mundo (Monot e col., 2009)

As barras estdo localizadas no pais de origem de cada amostras analisada. As cores representam os quatro principais
gendtipos definidos e seus subtipos. A espessura das barras corresponde ao nimero de amostras analisado (barras
finas:1-5 amostras; barras medianas: 6-29 amostras; barras mais amplas: mais de 30 amostras.) As setas cinza indicam
as rotas humanas, com estimativa do tempo de migragdo em anos. Os pontos vermelhos indicam a localizagdo da rota
da seda.

A rota da seda que ligava Europa a China também parece ter contribuido para a
disseminacdo da hanseniase no mundo. Nas Américas parece mais provavel que a doenca
tenha sido trazida por imigrantes europeus e nao via estreito de Bering. Esta interpretacéo é
consistente com os achados paleontologicos que identificaram sinais da doenca apenas em
esqueletos do periodo pos-colonial (Ortner, 2003).

A andlise filogeografica de bactérias € uma ferramenta poderosa porque possibilita a
compreensdo da disseminacao do patdgeno e as movimentaces do hospedeiro. Associagcdes
entre gendtipos de cepas de H. pylori e seus locais de origem, bem como 0s processos de
migracdo e etnia de seus hospedeiros tém sido estabelecidas (Falush e col., 2003; Wirth e
col.,, 2004; Linz e col., 2007). Estudos com pacientes com tuberculose sugerem que
determinadas linhagens desse patdgeno se adaptaram a populacdes especificas (Gagneux e
col., 2006).

Os resultados observados nos diferentes estudos sugerem que a variabilidade genética
observada em M. leprae, através da utilizacio de VNTRs e/ou SNPs sdo ferramentas
importantes e fazem parte de um novo campo de pesquisas que tem como objetivo elucidar

importantes aspectos sobre a transmissdo e dissemina¢do desta doenca pelo mundo.
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CAPITULO I1- OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a variabilidade genética entre isolados de Mycobacterium leprae de pacientes

hansenianos do Brasil.

Obijetivos Especificos

« Utilizar VNTRs e SNPs para a analise da variabilidade genética;

* Implantar a técnica de MLVA (Multiple-locus VNTR analysis) para caracterizacao

simultanea dos diferentes VNTRS;

« Identificar os marcadores genéticos mais apropriados para diferenciacao;

 Analisar o polimorfismo genético de isolados de M. leprae de pacientes residentes em

diferentes estados do Brasil como: Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Ronddnia, Ceara e Pernambuco;

* Avaliar a possibilibilidade de extrair DNA de M. leprae oriundo de esfregacos dérmicos

fixados em laminas de baciloscopia;

« Verificar se ha relacdo entre o genotipo e caracteristicas demograficas, epidemiologicas ou

clinicas dos pacientes;

« Diferenciar, como base no gendtipo do patdgeno, re-infeccdo de reativacdo em pacientes

com recidiva de hanseniase.
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CAPITULO I1I- MATERIAIS E METODOS

Local de estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a
Micobactérias do Instituto Oswaldo Cruz da Fundagdo Oswaldo Cruz, com um periodo de
treinamento sobre a técnica de andlises de fragmentos para genotipagem de M. leprae
realizado entre os meses de julho e agosto de 2007 no Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Patologia da Universidade do Estado do Colorado —Fort Collins, CO —EUA.

Amostras clinicas e pacientes

Foram analisadas por genotipagem, amostras clinicas (bidpsias de pele e esfregacos
dérmicos provenientes de laminas de baciloscopia) de pacientes hansenianos de diferentes

estados brasileiros (tabela 3.1.).

Tabela 3.1. Tipo de material analisado, estado de origem e forma clinica dos pacientes.

Estado Material LL B BB BL BT TT S/inf Total
RO BP 07 09 - 01 - - 01 18
ZN 27 31 - - - 01 03 62
CE BP 52 66 - 11 01 03 02 135
PE BP 02 - - - - - - 02
ZN 21 18 - - - - - 39
RJ BP 44 - - 18 - - 03 65
ZN 10 - - 03 - - 01 14
SP BP 25 - 02 04 01 - 09 41
AM BP - - - - - - 02 02
MG BP - - - - - - 02 02
MT BP - - - - - - 01 01
RS BP - - - - - - 01 01
PA BP - - - - - - 01 01
Total 188 124 02 37 02 04 26 383

RO: Rondonia; CE: Ceard; PE: Pernambuco; RJ: Rio de Janeiro; SP: S8o Paulo; AM: Amazonas; MG: Minas
Gerais; MT: Mato Grosso; RS: Rio Grande do Sul; PA: Pard; BP: bidpsias de pele; ZN: esfregacos dérmicos
oriundos de ldminas de baciloscopia; LL: hanseniase lepromatosa; B: hanseniase boderline (estes individuos ndo
foram classificados dentro do espectro); BB: hanseniase boderline boderline; BL: hanseniase boderline
lepromatosa; BT: hanseniase boderline tubercul6ide; TT: hanseniase tubercul6ide; S/inf: amostras sem
informac&o acerca da forma clinica do paciente.

27



Extracdo de DNA

* Biopsias de pele

As bidpsias de pele foram processadas utilizando um kit comercial para extracdo de
DNA genémico Dneasy Tissue Kit (QIAGEN), seguindo as recomendac6es do fabricante.

* Esfregacos dérmicos provenientes de laminas de baciloscopia

Protocolo A (van der Zanden e col., 1998)

Os esfregacos dérmicos foram removidos das laminas de baciloscopia pela adicdo de
25uL de agua destilada em cada sitio onde o material foi fixado. O total em uL de suspensdo
obtido foi transferido para um tubo de microcentrifuga no qual foi adicionado mesmo volume
da resina Chelex 100 (suspensdo aquosa de 15%) (Sigma). A suspensdo final foi incubada a
100°C por 30 minutos e centrifugada a 14.462 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo
transferido para outro tubo de microcentrifuga e o material foi congelado até ser submetido a
PCR.

Protocolo B (Kamble e col., 2010)

Na superficie da lamina foram adicionados 150uL de tampé&o de lise (Img/mL de PK e
0,05% de tween 20) para remocdo do material fixado. A suspensdo contendo material
oriundo dos diferentes sitios foi transferida para um tubo de microcentrifuga e incubada a
60°C durante a noite. Posteriormente, foram adicionados 30uL de SDS (10%) e o material foi
submetido a incubacdo de 60°C por 1 hora. Em seguida, o material foi submetido a
temperatura de 94°C por 15 minutos e centrifugado por 10 minutos a 7378 xg. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga e precipitado com etanol
a - 20°C durante a noite . Apds a precipitacdo o material foi centrifugado a 7378 xg por 15
minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet lavado com etanol. Apds a lavagem,
o material foi seco a temperatura ambiente, ressuspenso em 30 uL de TE e dissolvido através

de uma incubacdo a 37° C por 1 hora. O material foi congelado até ser submetido a PCR.
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MLVA (Multiple-locus VNTR Analysis):

Repeticdes em tandem de nimero variavel, presentes em pseudogenes ou segmentos
intergénicos do genoma de M. leprae, foram separadas em 4 grupos para analise por PCR
multiplex utilizando iniciadores marcados com fluorescéncia (Kimura e col., 2009) (tabela
3.2).

intergénicos do genoma de M. leprae.

Todos os VNTRs selecionados encontravam-se em pseudogenes ou segmentos

Tabela 3.2. Repeticdes selecionadas para o estudo, iniciadores utilizados e tamanho dos

fragmentos esperados ap6s amplificacdo.

PCR | Repeticao Iniciadores Senso Iniciadores Anti-senso TF
Cco1 AC8b VIC-gcccacttacctcaaccaac cctataacggcactcagtcca 390
GTA9 NED-agccttagtcgcgcagatg tcegetgteegteegetga 307

GGT5 6FAM-gcagcggtgtaacagcatage | tgtctgccttgcgaaacggtc 242

AT17 PET-tctccaacatgctgcgaca gtacagcggcctgatcgaa 181

C02 21-3 6FAM-gaatctgacctttcggaaatg cgatgcagcttcctacgg 312
AC9 NED-agcgcccgttgtcgataga gactggatgtcggcacccc 236

AT15 PET-caatatgcgggttggcgcttctg ccgtctggctcgatggcetggattc 168

ACB8a VIC-gtgttacgcggaaccaggca ccatctgttggtactactga 124

C03 27-5 6FAM-attgagcagatggccggtc agcagtcggcacgccctt 327
6-7 VIC-gccatcgttgtcggttcatc cggaggaggtgggtacggt 268

TA18 NED-cgtgcgtcgtgtgtaggc gacgtggcaacatcgaagtt 230

GAA21 PET-ctacagggggcacttagctc ggacctaaaccatcccgtttt 201

C04 18-8 PET-gcccgtctatccgcatcaa gcaaagatcagcacgccaat 348
12-5 VIC-ctggtccacttgcggtacgac ggagaaggaggccgaataca 289

23-3 6FAM-ccgaagccctggacgaag gccgtaaatccgctecc 326

TA10 PET-tagattcaaacgaccatgca tgataatcacgtgtttccgc 185

PCR: amplificagdo por PCR multiplex; CO1: combinagéo 01; C02: combinagdo 02; C03: combina¢do 03; C04:
combinacdo 04; TF: tamanho do fragmento esperado apés amplificacéo.
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Condicdes de amplificacdo: PCR Multiplex

DNA de M. leprae (2-5 uL) foi amplificado por PCR em 25 uL de reagdo contendo
12,5 uL Qiagen Multiplex PCR Kit (QIAGEN) e 0,2 uM de cada iniciador. O kit da QIAGEN
continha 2.5 U (unidades) de DNA polimerase HotStarTag, 200uM de cada
desoxirribonucleosideo trifosfato (dNTPs) e tampdo. A PCR foi realizada em um
termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) nas seguintes condigdes
de temperatura: uma fase inicial a 95°C por 15 minutos, seguida por 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 90 segundos, com uma fase de extensao final de
72°C por 10 minutos.

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados (10 uL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2% a 80V em TBE 0,5X (Tris-borato e EDTA pH 8,0). Apds a corrida, o DNA foi corado

com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta em um transluminador.

Analise de fragmentos

O resultado da amplificacdo foi diluido e 1 uL deste material foi combinado a 8.7uL
de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) ¢ 0,3 uL do padrdo de DNA LIZ-500 (Applied
Biosystems). Posteriormente, 0 material foi desnaturado por 3 minutos a 94°C e submetido a
eletroforese de capilar no sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems). O
namero de copias de cada repeticdo foi determinado através da analise do comprimento dos

fragmentos gerados utilizando o software Peak Scanner verséo 1.0 (Applied Biosystems)

Condicdes de amplificacdo: PCR utilizando apenas um par de iniciadores ndo marcados

com fluorescéncia

DNA de M. leprae (2-5 uL) foi amplificado por PCR em 50 uL de reacdo contendo 25

uL de HotStarTaq Master Mix (QIAGEN) e 0,5 uM de cada iniciador. O mix continha 2,5
unidades de DNA polimerase HotStarTag, 200 uM de cada dNTP e tamp&. A PCR foi
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realizada em um termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) nas
seguintes condicdes de temperatura: uma fase inicial a 95°C por 15 minutos, seguida por 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Purificacdo dos produtos de PCR para sequenciamento

As amostras positivas ap6s PCR foram purificadas utilizando as colunas de silica do
QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
O material purificado foi posteriormente analisado em agarose 2% para estimativa da
quantidade a ser aplicada na reacdo de sequenciamento.

Reacdo de sequenciamento

Os produtos amplificados foram diluidos para uma concentracad em torno de 1-10 ng,
a este material foram adicionados os inciadores no sentido 5’-3° ou 3’-5’ numa concentragao
de 3,2 pmol de cada e 0,5 uL do Big Dye Terminator v 3.1Cycle Sequencing kit que contem
nucleotideos livres (dNTPs), nucleotideos marcados com fluorescéncia (ddNTPs), cloreto de
magneésio (MgCl,), tampédo e a enzima Taqg Polimerase. A reacdo de sequenciamento foi
realizada em um termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) nas
seguintes condicOes de temperatura: 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos

e 60°C por 4 minutos.

Precipitacdo da reacdo de sequenciamento

Ao produto da reacdo de sequenciamento foram aplicados 30 uL de isopropanol 75%,
que foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 1180 xg por 45
minutos a 20°C. Apds a centrifugacdo, a placa foi invertida em papel toalha para eliminagédo
do liquido. Ao pellet foram adicionados 50 uL de etanol 75% e uma centrifugacao a 1180 xg
por 15 minutos a 20°C foi realizada. Novamente a placa foi invertida em papel toalha para a
remocdo de todo o liquido. O pellet foi seco em um termociclador por 10 minutos a
temperatura de 60°C. Posteriormente, o material foi ressuspenso em 10 uL de formamida Hi-
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Di™ (Applied Biosystems), aquecido a 95°C por 3 minutos e imediatamente colocado em

gelo.

Sequenciamento de DNA

As amostras amplificadas foram sequenciadas utilizando o sequenciador automatico
ABI 3730 (Applied Biosystems) que faz parte do Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico
em Insumos para Saude (PDTIS) da Fiocruz.

Analise dos eletroferogramas de sequenciamento

A variacdo do nimero de copias de cada VNTR foi analisada identificando as
sequéncias flaqueadoras das sequéncias repetitivas através do programa Molecular

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versao 4.0.

Analise dos Resultados: genotipagem por sequenciamento e analise de fragmentos

O namero de copias encontrado em cada locus foi introduzido no programa de
computador Bionumerics (Applied Maths, Gent, Bélgica) em formato de tabela através de um
protocolo chamado Open Database Connectivety (OBDC). Posteriormente, foram criadas
matrizes de similaridade, dendrogramas e arvores filogenéticas utilizando o indice de
similaridade calculado pelo coeficiente categorico e os algoritmos Unweighted Pair group
Arithmetic averages (UPGMA), Neighbor-Joining (N-J) e Minimum Spanning Tree (MST).
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Analise de polimorfismos de base tnica (SNP do inglés, “Single Nucleotide

Polymorphism’)

Para a amplificacdo dos SNPs nas posicdes de 14.676, 1.642.875 e 2.935.685 do
genoma de M. leprae (Cole e col. 2005) foram utilizados trés pares de inciadores descritos por
Sakamuri e colaboradores (2009) (tabela 3.3.).

Tabela 3.3. Iniciadores utilizados para genotipagem dos polimorfismos de base Unica.

Posigédo dos polimorfismos

o Sequéncia dos iniciadores
de base Unica

14.676 (senso) 5’aat gga atg ctg gtg aga gc 3’

(anti-senso) 5’ caa tgc atg cta gec tta atg a 3’

1.642.875 (senso) 5’ tgc tag ttt aac cga gta ctg cta 3’

(anti-senso) 5’ gta gta gtc ttc caa gtt gtg gtg 3’

2.935.685 (senso) 5’atc tgg tcc ggg tag gaa tc 3’

(anti-senso) 5” acc ggt gag cgc act aag 3’

Amplificacdo por PCR dos polimorfismos de base Unica

DNA de M. leprae (2-5 uL) foi amplificado por PCR em 50 ul de reacdo contendo
10 mM Tris-HCL (pH 8,3), 50 mM de cloreto de potassio (KCI), 200 uM de cada dNTP, 1,5
mM de MgCl; , 2,5 unidades de Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Life Technologies) e 0,2
uM de cada iniciador. A PCR foi realizada em um termociclador (Veriti 96 Well Thermal
Cycler, Applied Biosystems) e as condi¢des de ciclagem foram as seguintes: desnaturacao de
94°C por 3 minutos, prosseguida de 45 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto,

72°C por 2 minutos e uma extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Digestao Enzimatica

Apos a primeira PCR para amplificacdo da regido contendo polimorfismo na posicao
2.935.685 do genoma de M. leprae, as amostras positivas foram digeridas com 5 U (unidades)

da enzima de restricdo BstUI por 1 hora a 60°C. O material resultante da amplificacdo da
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regido contendo polimorfismo na posicdo 14.676 do genoma de M. leprae foi digerido com
5 U da enzima de restrigdo Smll por 1 hora a 55°C.

Eletroforese

O produto da PCR bem como o resultado da digestdo utilizando enzimas de restri¢éo

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 3%.

Sequenciamento da regido contendo polimorfismo na posicdo 1.642.875 do genoma de

Mycobacterium leprae e analise dos resultados

O produto amplificado para deteccdo de polimorfismo na posicdo 1.642.875 foi
purificado utilizando o QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, o material foi submetido a reacdo de
sequenciamento, precipitado e sequenciado atraves do sequenciador automatico ABI 3730
(Applied Biosystems). A mudanca de nucleotideos foi analisada através do programa

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) verséo 4.0.
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CAPITULO IV- RESULTADOS

Genetic diversity of Mycobacterium leprae isolates from Brazilian leprosy patients.

A diferenciacdo de isolados de M. leprae é um grande desafio para bidlogos
moleculares de todo o mundo. Atualmente, marcadores baseados em repeticdes em tandem
denominados de VNTRs bem como polimorfismos de base unica (SNPs) tém sido utilizados
com o objetivo de compreender a variabilidade genética desse microrganismo, aspectos
ligados a transmissédo e disseminacdo da hanseniase pelo mundo.

A primeira etapa do meu doutoramento consistiu na analise da variabilidade genética
de 16 VNTRs e 3 SNPs mediante um painel de 89 amostras brasileiras provenientes,
majoritariamente, dos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo. Parte deste estudo foi conduzido
na Universidade do Estado do Colorado, em parceria com pesquisadores que desenvolveram a
técnica de MLVA (Multiple-locus variable analysis) e FLA (Fragment lenght analysis) para
diferenciagéo de isolados de M. leprae.

A metodologia empregada e os resultados obtidos estdo descritos no artigo que segue e

que foi publicado no periodico “Leprosy Review” em setembro de 2009.
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Summary

Introduction Leprosy is a chronic disease caused by infection with Mycobacterium
leprae, an obligate intracellular parasite. A problem in studying the transmission of
leprosy is the small amount of variation in bacterial genomic DNA. The discovery of
variable number of tandem repeats (VNTRs) allowed the detection of strain variation
in areas with a high prevalence of leprosy. Four genotypes of M. leprae based on three
single-nucleotide polymorphism (SNPs) were also discovered to be useful for
analysis of the global spread of leprosy.

Methods In this present study, we examined the allelic diversity of M. leprae at 16
select VNTR and three SNP loci using 89 clinical isolates obtained from patients
mainly from the neighbouring states of Sdo Paulo and Rio de Janeiro Brazil.
Results and conclusion By use of a PCR-RFLP-based procedure that allows the
recognition of SNP types 3 and 4 without the need for the more expensive DNA
sequencing steps, characterisation of the main M. leprae genotypes was easy. When
applied on the study population, it was found that the SNP type 3 is most frequent in
these two states of Brazil, and that VNTRs provided further discrimination of the
isolates. Two Short Tandem Repeats (STRs) were monomorphic, with the remaining
14 STRs represented by two to 18 alleles. Epidemiological associations with,
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township or state were not evident in this random collection and require further
investigations. In phylogenetic trees, branches formed by all 16 STRs clearly
separated SNP type 3 organisms from the other types while the allelic patterns of two
minisatellite loci 27-5 and 12-5 were highly correlated with SNP type 3. This strain
typing study provide the basis for comparison of M. leprae strain types within Brazil
and with those from other countries, and informed selection of genomic markers and
methods for future studies.

Introduction

Leprosy is a slow, chronic infection caused by Mycobacterium leprae and still a major health
problem in developing countries; notably Brazil. Genotyping of causative agents of infectious
diseases is a powerful tool for epidemiological analysis of transmission. Successive genetic
studies performed since 2000 revealed polymorphic regions in the genome of M. leprae'
which might be useful for genotyping. Variable numbers of tandem repeats (VNTR), such as
runs of di- or trinucleotides, have been examined as potential typing markers and found to
vary in copy number between strains of M. leprae.”~'° Another elegant study investigated
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and found that following the reductive evolution
and genome decay events undergone by the leprosy bacillus, the genomes of extant isolates
are highly conserved and SNPs are rare."'" Three SNPs were found to be informative and
have been used to understand the evolution and global spread of M. leprae."' Here we present
findings of a study comparing the performance of three SNPs and multiple-locus VNTR
analysis (MLVA). Biopsy samples from Brazilian leprosy patients were analysed in order to
begin to understand the ecology of M. leprae in this region.

Material and Methods
PATIENTS AND CLINICAL SAMPLES

This study was performed on skin biopsies derived from 89 leprosy patients who had been
submitted to standardised diagnostic procedures based on presence of skin lesions, nerve
damage and microscopy-based detection of acid-fast bacilli. Among these, 70 cases (79%)
had conclusive data on the clinical form of the disease and included 53 cases of lepromatous
leprosy (LL), 14 patients with borderline lepromatous leprosy (BL), two individuals with
borderline-borderline leprosy (BB) and a single case of the borderline tuberculoid disease
form. Most patients were residents of two regions of Brazil, Rio de Janeiro (n = 41) and Sdo
Paulo (n = 41); few cases were from other states such as Amazonas (n = 2), Minas Gerais
(n = 2), Mato Grosso (n = 1), Rio Grande do Sul (n = 1) and Para (n = 1) (Figure 1). Skin
biopsies were collected according to standard diagnostic procedures and only after informed
consent.

DNA EXTRACTION

Two protocols were used for DNA extraction: biopsies from 21 patients (all from Rio de
Janeiro) were processed by subjecting them to three freeze/thaw cycles (—70°C/95°C),
incubation with proteinase K at 60 °C for 18 h, phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24;1)
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Figure 1. State map of Brazil showing the residential origin of the patients included in this study. The states
represented in this study are shown in grey and the number of patients is indicated.

extraction and precipitation with isopropanol.” The other samples were treated with the
DNeasy Blood & Tissue Kit, (Qiagen Inc. Valencia, CA), following the manufacturers
recommendations.

MLVA ANALYSIS OF VNTRS

The 16 STR loci were separated into four groups for multiplex PCR using fluorescent labeled
5" forward primers (Kimura et al.;'* Sakamuri et al.; in this series'®). The amplicons were
denatured and submitted to capillary electrophoresis (ABI 3730 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems), and copy numbers were determined by analysis of the fragment lengths using
internal sizing standards with the GeneMapper software v 3.7 (Applied Biosystems).

DIRECT SEQUENCING OF THE VNTRS

When MLVA did not yield satisfactory data to determine the VNTR copy number, single
PCR reactions were performed using the HotStartTaq Master Mix (Qiagen Inc.), 0-5 uM of
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each primer pair and 2 pl of M. leprae DNA extract. After denaturing the DNA at 94 °C for
15 min, PCR was carried out in a thermocycler (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied
Biosystems), by submitting samples to 35 cycles consisting of 94 °C for 30's, 60 °C for 30s
and 72 °C for 30, with a final extension at 72 °C for 10 min. A 5 nl sample of each reaction
mixture was run on a 3% agarose gel and PCR products submitted to direct sequencing after
purification on Qiaquick Spin Columns (Qiagen Inc.), on an ABI Prism 3730 automated DNA
sequencer using the ABI PRISM BigDye Terminator v 3.0 sequencing kit (Applied
Biosystems). Both DNA strands were analysed using forward and reverse primers and using
the MEGA software (Version 4.0)."*

SNP GENOTYPE ANALYSIS

For differentiation of SNP types 1/2 from 3/4 and characterisation of type 3 and 4, we used a
PCR-RFLP-based procedure as described by Sakamuri et al.'® Briefly, differentiation
between types 1/2 from 3/4 was obtained by restriction analysis of the locus at nucleotide
2,935,685, by incubating 5 .l of PCR product (generated with primers ATC TGG TCC GGG
TAG GAA TC and ACC GGT GAG CGC ACT AAG) with 5 units of Bst Ul (New England
Biolabs, Beverly, MA) at 60°C for 1 hour. Upon analysis on 3% agarose gel, digestion
indicates genotype 3 or 4 while lack of digestion means the presence of genotype 1 or 2. For
further differentiation of genotypes 3 and 4, restriction analysis of the PCR product including
the locus at nucleotide 14 676 (generated with AAT GGA ATG CTG GTG AGA GC and
CAA TGC ATG CTA GCC TTA ATG A) was performed incubating with 5 Units of Sml/I
for 1 hour at 50 °C; digestion indicates SNP type 4 while lack of digestion is typical for type 3.
In addition, for differentiation of types 1 and 2, sequencing of the SNP at position 1,642,875
was performed as described by Monot ef al.'' Evaluation of association of SNP type with
frequency in patients from Rio de Janeiro or Sao Paulo was assessed by the Chi Square
independence test using Epi Info software (CDC, Version 3.5.1).

PHYLOGENETIC ANALYSIS

For phylogenic analysis, we selected 72 of the 89 samples, excluding the 17 that lacked allele
definition of one or more VNTR locus (Table 1).

The data were analysed with Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean
(UPGMA), maximum parsimony (MP) and Neighbor Joining (NJ) algorithms in PAUP4.0b
software (http://paup.csit.fsu.edu/) and for a minimum spanning tree (MST) in Bionumerics
(Version 4.1, Applied Maths, Belgium, http://www.applied-maths.com/bionumerics/
bionumerics.htm).

Results
FREQUENCY OF THE M. LEPRAE GENOTYPES AS DEFINED BY SNP ANALYSIS

We were able to get conclusive results regarding SNP types in 79 (89%) of the samples while
samples from eight patients (four from Rio de Janeiro and Sdo Paulo) either could not be
characterised, due either to lack of PCR amplification products or of clinical material
(Table 1). Another two samples from RJ could be determined only as being either of type 1
or 2 because there was no more residual template. The SNP type 3 was predominant in the
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™ - 1
NHDP - 3
L2ae21 RJ 3
544 MG 3
20241 RJ 3
22670 RJ 3
540 sp 3
RAS AM 1
21808 RJ 3
21847 RJ -
21644 RJ 3
518 sp 3
l_[ 551 sp 3
571 sp 3
510 sp 3
21844 RJ 3
21372 RJ 3
21230 RJ 3
570 sp 3
512 sp 3
567 sp 3
19914 RJ 3
379 sp 3
564 sp 3
21726 RJ 3
537 sp 3
479 sp 3
20368 RJ 3
19856 RJ 3
478 sp 3
PFM sp 3
22830 RJ 3
22494 RJ 3
558 sp 3
RM sp 3
566 RS 3
23186 RJ 3
539 sp 3
20008 RJ 3
548 sp 3
21190 RJ 3
— 535 sp 3
484 sp 3
569 sp 3
23806 RJ 3
20476 RJ -
ZR sp 3
501 sp 3
555 sp 3
19930 RJ 3
AH sp 3
557 sp 3
588 sp 3
20822 RJ 4
21392 RJ 1
22636 RJ 1
21850 RJ 1
21633 RJ 1

21920 RJ 12
581 sp 4
23353 RJ 4
568 PA 4
19936 RJ 1
20180 RJ 4
MLT RJ 4
20255 RJ 1
577 AM 1
21706 RJ 4
23825 RJ 3
21263 RJ 3
22368 RJ 3
[ 556 sp 3
JBF sp 3
JRB MG 3

Figure 2. Distance tree generated using the Neighbor joining (NJ) method from VNTR data based on 72 Brazilian M.
leprae isolates for which allele definition was available for all 16 loci (Table 1). The columns to the right of the tree
(left to right) indicate the sample ID, state of origin of patient and M. leprae SNP type. TN and NHDP63 are reference
strains. Alleles for TN were obtained from the sequenced strain.] NHDP63 is an armadillo derived clinical isolate
used for VNTR strain typing .5,12.
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study population (n = 64, 79%) and observed in 24 cases (65%) from Rio de Janeiro,
36 (97%) from Sao Paulo, two from Minas Gerais and one case from Mato Grosso and from
Rio Grande do Sul. In addition, the SNP type 4 was detected in five cases (14%) from Rio de
Janeiro and one patient from Sao Paulo and from Para. Both patients from Amazonas carried
bacilli of SNP type 1, observed also among six cases (16%) from Rio de Janeiro. Upon
evaluation of eventual association of SNP type with frequency in patients from Rio de Janeiro
or Sdo Paulo, SNP type 3 was significantly more frequent in Sdo Paulo than Rio de
Janeiro (X* = 10-66, P = 0-001) while SNP type 1 was more frequently observed in Rio de
Janeiro (X* = 4-5, P = 0-03).

GENOTYPING AS DETERMINED BY ANALYSIS OF 16 VNTRS

In our study population, 15 out of 16 the VNTR loci were observed to be polymorphic while
the STR locus 21-3 was invariable, presenting two repeat copies in the amplified DNA from
all samples (Table 1). When observing the discriminatory power of the different STRs,
highest allelic diversity was presented at locus (AT)15, presenting 18 different alleles that
ranged in copy number between 10 and 28 copies, 15 copies being the most frequent type.
Allele numbers for the loci (TA)18 and (AT)17 were 14 and 10, respectively, both showing a
copy number of 14 as being most common. Less variable were (AC)8b, (GGT)5 and 23-3,
presenting two alleles each. The discriminatory power as defined by the Simpson’s
discriminatory index ranged from 0-92 [(AT)15] to 0 [21-3] and we did not observe any
marker that presented region associated variation (Table 2).'°

When observing both STR and SNP based genotypes, a correlation was observed between
the alleles of loci 27-5 and 12-5 and SNP: all except one isolate that presented the 4:5 allele
combination was SNP type 3 (Table 1).

PHYLOGENY

Grouping of genotypes was essentially the same when observing the NJ (Figure 2) or MST
(data not shown). In general, the samples that could not be analysed for SNP type were also
those that had more than one STR locus left undetermined (Table 1) and the fact that 72
samples had an almost complete set of STR typing data and SNP scores available allowed us
to determine the relation between these markers for phylogeny studies. When observing
clustering as represented in the NJ tree, a close relation was observed between alleles defined
by SNP types and by STRs as the type 3 genotypes were separately grouped from the rest of
the SNP genotypes (type 1 and 4) (Figure 2). Exceptions were four samples, including one
sample of type 1 (RAS/AM) and three of type 3 (23825/RJ, 21263/RJ and 22368 /RJ).

When looking at cluster size and composition, only two samples were found to be
identical and were from different States (JBF/SP and JRB/MG). Upon decreasing stringency
of cluster definition and observation of similar genotypes (seven clusters with highest
similarity that included six with two samples and one with three; Table 1), we could observe a
tendency for samples to be clustered according to origin (five of these groups were composed
of samples from patients from the same state). Nonetheless, no particular grouping of samples
from Rio de Janeiro or Sdo Paulo was observed in the overall NJ tree (Figure 2) or the
UPGMA, MP and MST trees (data not shown).
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Discussion

Recent advances in the molecular characterisation of isolates of M. leprae can lead to
alternative approaches for their detection and differentiation, and for the understanding of
several other aspects of leprosy.!” Genome variability was identified on the basis of two types
of genetic analysis: SNP identification, for recognition of major genotypes of M. leprae, and
STR mapping by MLVA, in an attempt to further describe the strain types, their distribution,
and the relationship, if any, between the genotypes and disease phenotypes.''*” As far as we
know, data on the genetic variability of isolates from Brazilian leprosy patients are not
available. We, therefore, characterised a set of SNPs and VNTRs of M. leprae present in skin
biopsy samples from patients, residents mainly of Rio de Janeiro and Sao Paulo. Our analysis
demonstrated that this collection of 89 samples, obtained from different patients who had
been selected randomly, presented 80 different genotypes as determined by combination of
all STRs and related with the three observed SNP defined genotypes, consisting mainly of
type 3. We also found a small proportion of SNP type 4, a type postulated to have originated
in Western Africa and transmitted to the new world during slave trade.'' Since both Sio
Paulo and Rio de Janeiro are located in Southeast Brazil, the ethnically most diverse part of
the country and populated by Caucasians (59%), Africans and mixed-race (40%), the largest
percentage of Asian Brazilians (0-8%) and Amerindians (0-2%), the detection of SNP type 3
and 4 M. leprae is plausible."' SNP type 1 was noted in six cases from Rio de Janeiro, two
from Amazonas and one from Sao Paulo. Although SNP type 3 is overwhelmingly present in
our study population, we still observed a significantly higher frequency of SNP type 3 in Sdo
Paulo and of SNP type 1 in Rio de Janeiro; this calls for a well designed study. We imagine,
however, that sampling bias could be involved, as most samples from Sao Paulo are from
patients that are residents from the region of Bauru, while the samples from Rio de Janeiro
have a more widespread origin (data not shown). We also observed that the expensive [$7 or
more per PCR amplicon in a typical sequencing facility] and time-consuming sequencing
procedure for SNP type determination can be replaced by PCR-restriction enzymes analysis
[less than $4 per sample for reagent (enzyme and agarose) costs for all three SNPs] and was
efficiently introduced in our study. Our experimental approach allowed us to determine the
alleles for all or most of the 16 STRs in a large fraction of our sampling. The overall Hunter
Gaston Discrimination Index (HGDI) considering all 16 STRs was 0-997 and similar to the
value of 0-995 observed for the 12 MIRU-VNTR typing system established for
M. tuberculosis."® There is a need for additional sampling in Brazil to evaluate the use of
VNTR based typing for different situations including epidemiology and phylogenetics.
As observed in earlier studies, the HGDI of the individual STRs is highly variable and
ranged from 0-00 [21-3] to 0-92 [(AT)15], yet no significant differences were observed
when comparing allelic properties from isolates from Rio and Sao Paulo. We evidenced some
links between the genotypes composed either by SNP or VNTRs. The allele combination of
the STRs 27-5 and 12-5, that, in a 4-5 copy number combination, were almost exclusive for
SNP genotype 3, while that for SNP type 4 was 5-4. This pattern was also observed in samples
from Colombia (in this series).!” The VNTR and SNP association was also clear from the
organisation of the phylogenetic trees, being either NJ (Figure 2) or MST (data not shown),
where in the SNP type 3 strains were separated from the rest when the grouping was
constructed on all (or almost all) VNTRs. This strong association between genotype
organisation as defined by different kind of genetic markers, such as DR-spacers, MIRUs
or SNPs, has also been observed in M. tuberculosis.*°
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A limited number of genotyping assays for M. leprae is available and it might be too early

to jump to conclusions regarding similarity or difference between data from our study and
from others. Nonetheless, we have the impression that regional differences in the allelic range
(number of alleles) and frequencies of each of the STR loci might exist. In our study, only two
copies of STR 21-3 were observed while Zhang ez al.” observed three different alleles of this
locus; interestingly, this difference was not observed when comparing copy number of STR
23-3, exclusively presenting two copies in both studies. Predominance of particular alleles
could also be different between countries, as suggested observing the major copy number of
markers (GAA)21 and (TA)18 as reported by us and by Weng er al.>' Although region
associated genotypic particularities are known to occur for other mycobacterial species,

further studies are needed to make clear to what extent this occurs in M. leprae.
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CAPITULO V- RESULTADOS

Genotyping of Mycobacterium leprae from Brazilian leprosy patients suggest the
occurrence of re-infection or of bacterial population shift during disease relapse.

Os casos de recidiva associados & resisténcia as drogas da poliquimioterapia
representam um grave problema e desde a década de 60 varios relatos tém sido descritos. A
deteccdo molecular de resisténcia tem se baseado na observacdo de mutacGes em genes que
codificam regifes envolvidas no alvo de acdo das drogas ou de sua ativagdo. Desta forma, a
deteccdo de resisténcia a um determinado medicamento poderia estar relacionada a uma
reativacdo da doenca. Além desta ferramenta, a diferenciacdo de isolados de M. leprae
através de sequéncias repetitivas presentes em seu genoma poderia também contribuir de
forma efetiva para a distingdo entre os casos de reativacao e re-infec¢do na hanseniase.

Com o objetivo de diferenciar os casos de recidiva, amostras de biopsias de pele
coletadas durante a fase inicial da doenca e a fase de recaida de 8 pacientes foram analisadas
utilizando como ferramenta quatro microssatélites e o sequenciamento de genes associados a
resisténcia as drogas (rpoB, folP1, gyrA e gyrB). A metodologia empregada e os resultados
obtidos estdo descritos no artigo que segue, o qual foi aceito para publicacdo no periodico

“Journal of Medical Microbiology” em maio de 2011.
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SUMMARY

We performed genotyping of Mycobacterium leprae, present in skin biopsy samples that were
collected during the initial and the relapse stage from eight leprosy patients, suffering from
disease relapse. Sequence analysis of part of the M. leprae genes rpoB, folP1, gyrB and gyrA
did not show genetic change that supported the presence of drug resistant bacilli. However,
we observed a synonymous nucleotide change at position 297 of gyrA among five of these
patients, one being C to T and four presenting T to C at 297. Additional genotyping by
analysis of the four Short Tandem Repeats TTC21, GTA9, AT17 and TA18 showed that the
gyrA SNP change was accompanied by a change in STR genotype. Our data suggest that
leprosy relapse in this series of cases, living in an area endemic for leprosy, could be caused

by M. leprae that have a genotype that is different from the one that caused initial disease.
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INTRODUCTION

Since the introduction of standardized multi-drug therapy (MDT) schemes as
established by the World Health Organization in 1981 (Grosset et al., 1989), a considerable
decrease of the prevalence of leprosy in many endemic countries has been observed.
Nonetheless, only recently a decline of disease incidence rate has been observed in some
regions. As the new cases are considered a major indicator of the maintenance of disease
transmission (Rinaldi et al., 2005), this points out that there is still a need for better measures
to control leprosy (WHO, 2008). Relapsed cases could be a new source of disease
transmission, but differentiating diagnosis of disease relapse and reactional states poses some
difficulties in the field, contributing to continuing disease transmission in some situations

(Shetty et al., 2001; Linder et al., 2008) or over diagnosis of relapse in others.

Leprosy relapse is either due to incorrect patient handling, or to inadequate drug intake,
leading to the reappearance of drug susceptible and/or resistant bacilli, of persistent bacteria
or due to re-infection with Mycobacterium leprae after cure (Oliveira et al., 2002; Reddy &
Cherian, 1991). These peculiarities of leprosy have important implications for the case
management and the control of multibacillary (MB) leprosy, since examination and skin
smears are not sensitive enough to monitor short- or long-term efficacy of chemotherapy. A
reliable determination of the relapse rate is the single most important parameter to determine

the efficacy of multi-drug therapy (MDT) (Linder et al., 2008; Oskam et al., 2008).

On a global level, hardly any data are available on the relative contribution of these
factors to disease relapse and we here present data obtained by genotyping of M. leprae
isolates obtained from a selection of patients that are part of a larger study for determination

of the importance of the relapse among leprosy patients in Brazil.
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The recent discovery of genetic variability among isolates of M. leprae, based mainly
on differences of copy numbers of a set of Short Tandem Repeats (STRs) and a set of SNPs,
allowed recognition of bacterial strains, a better definition of species phylogeny and
differentiation between relapse due to drug resistance and reinfection (Ramasoota, P et al.,
2000; Cambau et al., 2002; You et al., 2005; Matsuoka et al., 2000; Monot et al., 2008).
Combining genetic analysis of the genes rpoB, folPl, gyrA and gyrB and VNTR typing in
samples from the first and second disease in eight leprosy relapse cases, we propose that re-

infection may provoke relapse.
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METHODS

Patients

The present study was based on evaluation of samples from eight leprosy patients as
part of a project that was designed for more accurate determination of the frequency of relapse
among Brazilian leprosy patients (“Magnitude and characterization of leprosy relapse cases
in patients that had been submitted to WHO multi-drug therapy and identification of resistant
M. leprae strains in five Brazilian states”; MCT-CNPg/MS-SCTIE-DECIT — N° 35/2005).
Among these relapse cases, we were able to collect skin biopsy samples both during the first
and the second disease episode from eight cases, all residents of the City of Rio de Janeiro
and diagnosed at the “Ambulatorio Souza de Araljo” of the Leprosy Laboratory at the
Oswaldo Cruz Institute (Fiocruz, Rio de Janeiro). These cases were not selected for any
particular reason but were the only confirmed as being suffering from relapse and had a

clinical sample available taken during both diagnosis of initial disease and relapse.

All were considered as suffering from leprosy relapse, as based on standardized and
optimized procedures for diagnosis and epidemiological criteria for definition of relapse,
including diagnosis of active clinical leprosy by an expert professional and confirmation by
bacteriologic analysis of slit skin smears and histopatological exams; all this after having been
considered cured from the first disease after being submitted to the Brazilian Leprosy
Program treatment regimens. For this project in particular, additional criteria than those
traditionally used for definition of relapse were used, adopting more stringent exclusion
criteria such as lack of biopsy samples and not having completed treatment. In addition,
patients were diagnosed only in leprosy reference centers with diagnosis quality control and

sharing uniform procedures (Oliveira et al., 2006-2007). Also, we also made sure that
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patients had been treated only by official treatment regimens as adopted by the National
Leprosy Program. Note that in Brazil, a particular MDT scheme was used (“DNDS”) that
included daily 600 mg doses of rifampicin during three inicial months, replaced by the MDT

scheme as recommended by WHO since 1986.

Clinical samples

As part of the diagnostic procedure, slit skin smear sample was collected from four
sites. A skin biopsy was collected using a 6 mm punch and cut in half, submitting one part to
fixation in 10% neutral buffered-formalin and paraffin embedding for histopathology exam

and the other part to snap freezing or immersion in 70% ethanol for PCR analysis.

Histopathology of the skin biopsies

The formalin-fixed specimens were serially cut in 5 um-thick sections and stained with
hematoxylin-cosin and Wade’s stain for visualization and counting of acid-fast bacilli using
the logarithmic index (Ridley and Hilson, 1967) and disease classification according to Ridley
and Jopling (1966). Sections were viewed and captured on a Nikon Eclipse E400 microscope
(Nikon, Japan) equipped with a Cool Snap Pro camera (Media Cybernetics, USA) and Image

Pro plus 4.0 software.

Among the eight cases, all received MDT for MB disease during both disease stages,
except for the two cases that were diagnosed in 1987 and received, a common treatment

scheme before MDT introduced (Table 1).

Extraction of nucleic acids
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The frozen or ethanol fixed samples (the latter after being rehydrated by immersing
during 10 min in milli-Q) were cut into small pieces and macerated by performing strokes
using disposable sterile sticks (Scienceware, Bel-Art Products, Pequannock, USA) in 1.5 ml
micro centrifuge tubes and after addition of 500 pl of milli-Q water and 100 pl of zirconium
beads (0.1 mm; BioSpec Products, Bartlesville, USA), 150 to 200 ul of Sephaglas was added
(Flexiprep, GE Healthcare) and the suspension mixed vigorously during 10 sec, centrifuged at
12,400 g for 3 min and the supernatant removed. The tissue/beads/Sephaglass/DNA-
containing pellet was suspended in 200 pl of washing buffer (20 mM Tris-HCI - pH 7.5, 2
mM EDTA, 200 mM NaCl) and absolute ethanol added to a final concentration of 60%. The
mixture was mixed vigorously during 3 min and after sedimentation by centrifuging and
removal of the supernatant, the pellet washed with 70% ethanol and air-dried at RT. For
DNA elution, 50 to 150 ul of water milli-Q (depending on the pellet size) was added and after
mixing and incubation during 5 min at RT, centrifuged at 13,000 rpm for 1 min. The

supernatant was transferred to another tube and stored frozen.

Amplification and sequencing analysis of part of rpoB, folP1, gyrB and gyrA

Part of the genes rpoB, folP1, gyrB and gyrA were analyzed by direct sequencing of
PCR products generated using conditions described previously;, including the use of
amplification primers MrpoBF (5> GGT GGT CGC CGC TAT CAA G 3’) and MrpoBR (5’
TTT GCG GTA CGG TGT TTC G 3’)(Ramasoota et al., 2000), folPF (5 TAC TTA CTG
TAATCC CCT GTG CTG 3') and folPR (5' TTG ATC CTG ACG ATG CTG TC 3') (You et
al., 2005), gyrBF (5° ACT GAT CCT CGA AGT TCT GAA CTG 3°) and gyrBR (5'CAA
TGC CGT AAT AAT TGC TTG AA 3°) and gyrAR (5" CAT CGC TGC CGG TGG GTC
ATT A 3") and gyrAF (5° CCC GGA CCG TAG CCA CGC TAA GTC 3°) (Cambau et al.,

2002) generating PCR products of respectively 289, 173, 187 and 178 bp.
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Because of the lack M. leprae species specific generation of PCR products using the
PCR conditions for gyrA, we designed a new set of primers, gyrANF (5° TAA GTC AGC
ACG GTC AGT CG 3") and gyrANR (5° GAC ACA CAA TAA CGC ATC GC 3), that
generated a 189 bp fragment only when M. leprae DNA was present (data not shown). As an
additional control measure, each PCR reaction contained at least one negative control. In
addition, sequences obtained from M. leprae were different from that of M. tuberculosis and

other mycobacterium species, potential sources of contamination.

Amplification was performed in a PCR mixture of 50 pl containing 0.25 mM of each
dNTP, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-Cl (pH 8.3); 30 pmoles/ul of each primer
pair and 1 U of Taq DNA polymerase (Invitrogen do Brasil) and by submitting for 5 min to
94°C, followed by a touch-down procedure consisting of denaturation at 94°C for 45 sec and
annealing at 68°C to 63°C at 45 sec, introducing a 1°C decrease per cycle during the first six
cycles. The subsequent 35 cycles were of 94°C for 45 sec, 62°C s for 45 sec and 72 °C for 90

s, followed by a final extension at 72°C for 10 min.

After verification of PCR product quantity and quality on 3% agarose gel, amplicons
were purified using the ChargeSwitch PCR Clean-Up Kit (Invitrogen do Brasil) and
sequenced using the same primers as those for generating the PCR fragment of each gene,

using the ABI Big Dye 3.1 Terminator Ready Reaction Kit (Applied Biosystems do Brasil).

Sequence data presented here are those obtained after using the forward and reverse
primers and, in most cases, having repeated the experiment. In the case of the
characterization of the gyrA SNP, sequence analysis was performed also after generation of

the 189 bp fragment using Pfu DNA polymerase (Promega).

Sequences were generated on an ABI 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) and
introduced into SeqScape (Applied Biosystems) and compared with the M. leprae sequences

NC002677 and 14314 (rpoB), AL023093 (folP1), NC002677 (gyrB) and NC002677 (gyrA),
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available at Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/). As a control during PCR

amplification and sequencing reactions, we included an aliquot of M. leprae DNA prepared
from Armadillo tissue, kindly donated by Dr Patrick Brennan (Colorado State

University,USA).

Genotyping by VNTR analysis

For VNTR analysis, we selected four STRs, TTC21, GTA9, AT17 and TAIlS,
described at the time of study to be capable of differentiating between unrelated isolates of M.
leprae (Truman et al., 2004). For analysis of the copy number, we performed direct
sequencing of PCR products. In brief, amplification was performed in a 50 pl reaction
sample containing 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 1.5 mM MgCl, 50 mM KCI, 0.2 mM
deoxynucleoside triphosphate mix and 2.5 U of AmpliTag DNA polymerase (Applied
Biosystems, Foster City, Calif.), 100 pmol of each primer for AT 17 (5° ACC CGG AAT
TCC TCC AAG 3’) and (5° GCC AGA AGC GTC ATC TGT TC 3°), TA18 (5’CCG CGT
TAG CAT AGG CAAT 3%)and (5 AAC GGT TAG GTC GAG ACC AC 3’) while for GTA
(5> CGC AGA TGC AAC GAT CAC 3’) and (5° AAT ATG CAT GCC GGT GGT 3°) were
used 50 pmol. After denaturing the DNA at 94 °C for 10 min, PCR was carried out in a
thermocycler (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems), by submitting samples to
40 cycles consisting of 94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec and 72°C for 30 sec, with a final
extension at 72°C for 10 min. The primer sequences and PCR conditions for TTC21 were
described previously (Shin et al 2000). For evaluation of PCR yield, gel electrophoresis was
performed using five ul of the PCR product and amplicons were purified on Qiaquick Spin
Columns (Qiagen Inc.), followed by sequencing using the ABI PRISM BigDye Terminator v
3.0 sequencing kit (Applied Biosystems) and analysis on an ABI Prism 3730 automated DNA

sequencer (Applied Biosystems). Sequencing was performed of both DNA strands using
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forward and reverse primers and sequences analysed using the MEGA software (Version 4.0)

(Tamura et al., 2007).
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RESULTS

Patient’s characteristics and diagnosis

Initially, the eight cases included in this study were considered as leprosy relapse
cases and due to the availability of clinical samples during the first and second disease stage,
submitted to genotyping. Time for diagnosis of relapse varied between nine and 15 years
with an average of 12 years. However, upon more careful verification of the clinical data,
patient H was recognized as suffering from the Type | reactional state and not from disease

relapse; this case was maintained in our study as a control case.

Clinical data available from the eight patients are summarized in Table 1. All were
residents of neighborhoods of Rio de Janeiro that are known to be highly endemic for leprosy
and high bacterial loads were observed in the biopsy samples taken during both disease
stages, by microscopic analysis of slit skin smear sample, as part of the diagnosis as suffering

from MB leprosy.

All these patients had MB disease confirmed by histological examination which allowed
further differentiation into BL or LL forms of leprosy. Also all were released as cured after

receiving official treatment regimen (Brazil/MDT or WHO/MDT).

Sequencing of rpoB, folP1, gyrB and gyrA

From each of the eight patients, a skin biopsy sample was available for DNA analysis
from first and second disease period and from all good quality sequences could be generated
for the fragments of rpoB, folP1, gyrB and gyrA. The sequence of the fragments of the first
three genes was found to be identical to that of the reference DNA or sequences described for

drug susceptible strains (data not shown), indicating that none of the formerly described drug
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resistant associated SNPs were present (Table 1) ((Ramasoota et al., 2000; You et al., 2005;

Cambau et al., 2002).

In the case of the gyrA fragment sequence however, we observed the transition from T
to Cor Cto T at position 297 of gyrA. The presence of a T at this position was observed in at
least one of the samples of the seven relapse cases while both of the samples from the control
patient H (no relapse) presented gyrA-C (Table 2). When concentrating on allele frequency
among the samples available, we observed a C in seven of the 16 alleles (44%) while T was
present in the other nine (56%); among the patients, a T was present in seven of the eight
patients (88%). Upon analysis and comparison of the SNP composition from each of both
samples of each of the patients, a transition was observed among five of the seven relapse
cases (71%), one (20%) carrying T, and the other four (80%) C at position 297 of gyrA; the

other two cases had the allele with T in both of their samples (Table 2).

Genotyping of the four STRs TTC21, GTA9, AT17 and TA18

Due to the limited amount of processed sample available for DNA analysis, we were not
able to determine the copy number of the four M. leprae STRs in all samples and all patients.
As presented in Table 2, five of the relapse cases yielded the genotype as defined by either

four or three of the STRs.

Identical STR copy number in both samples, although defined by copy number of only
three of the four STRs, was observed in the two cases that also presented identical gyrA allele
(E and F). On the other hand, a change in at least two or three of the STRs was observed in

the three patients that also presented a modification of the gyrA SNP (Table 2).
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DISCUSSION

After introduction of MDT, relapses rates became generally low (WHO, 2004). However,
after WHO surveillance introduction from 2009 many countries informed not only relapse but
also drug resistant cases (WHO, 2009). The difference in relapse frequency as defined by
these studies is probably due to differences in definition of what should be considered as a
relapse case and of what is cured in leprosy , and of modification of diagnostic procedures
that not always yielded a clear difference between relapse and reactional states (Opromolla,
1994). According to Pannikar et al (1989), “Re-infection is one of the causes of relapses: a
person who contracts leprosy probably has a larger chance of re-infection than another person,
considering the former’s susceptibility”. This however is not generally accepted, as even LL
patients present more intense immunological response under MDT treatment (Desikan 1995)
Nonetheless, we believe that in regions that are highly endemic for leprosy, especially in the
crowded peripheral areas of metropolitan cities, treatment does not present as good coverage
as in other regions, therefore being more exposed to disease transmission and increasing the
risk for re-infection. Rafi et al (1995) also considered that re-infection could be responsible

for relapse.

For Ramu (1995), the incubation period is generally “bizarre” in the re-infection. Skin and
nerve lesions do not correspond to those original lesions. Shaw et al (2000) agreed with the
long incubation period and suggests that in high prevalent areas, such as these patients

presented, re-infection should be considered.

The absence of genotypes indicative for drug resistance observed presently also suggests
that treatment failure is not a major cause of disease relapse. The contribution of alternative
mechanisms such as reinfection or the appearance of latent or minor fractions of the bacterial

population is reasonable. This is supported by our observation of the high frequency of a
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genotype change, as defined by the SNP at 297 in the gyrA gene. In the present patient
population, we observed the presence of the T allele in 56% of the samples and 88% of the
patients, a frequency that is considerably higher than that observed in the whole study
population of relapse cases mentioned before (da Silva Rocha, A et al. unpublished results).
As the occurrence of SNPs, is considered a rare event in M. leprae (Monot et al. 2005).
According to both STR and SNP typing, the author identified four populations of M. leprae,
defined as SNP types 1, 2, 3 and 4, circulating across continents, (Monot et al., 2005). Our
data on combined analysis of these four genotypes defined by SNPs and the nature of the
gyrA SNP at 297 demonstrated that the gyrA T allele was always SNP type 3, while the gyrA
C allele was associated either with SNP types 1 or 4 (our unpublished results). This
association between the conventional SNP types and the one we defined in gyrA, suggest that
the latter may serve as an additional phylogenetic marker, representing two major M. leprae

populations in Brazil.

Also, the high frequency of allele change in the relapse cases observed presently could be
representative for a genotype that has been selected from a bacterial population that is
composed of multiple isolates with different genotypes during development of disease
relapse. We observed that the genotype data as defined by the SNP 297-gyrA were supported

by the VNTR data (Table 2).

In summary, sequence analysis of the genes rpoB, folP, gyrB and gyrA and of four STRs
of M. leprae present in samples from a set of leprosy patients strongly suggests that selection
of a bacteria subpopulation or re-infection, and not development of drug resistance, is mainly
responsible for disease relapse. The use of molecular tools to differentiate between relapse
and re-infection was suggested earlier by Oskam et al. (2008) but without experimental
evidence. Our data suggests that in most cases, there is no need for the use of alternative

schemes for the therapeutic treatment of these cases of relapse. However, as this study was
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performed on patients that were residents of Rio de Janeiro only, further studies are needed to
evaluate whether this is a isolated feature of relapse patients from this region of the country.
The importance of the need for further investigation of leprosy relapse is evidenced by the
observation that in the Northeast region of Brazil, 34 % of relapse cases present multi-family

leprosy cases (Brito, et al. 2005).
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Table 1. Patient data.

Patient Sex Age Clin.FormD Diag Date (D) 1B MB Treatment  Diag Date (R)  Clinic Form IB

Regime
A M 51 BL 23071992 ? MDT/Brazil 06112003 BL 5+
B M 56 BL 19091988 4+ MDTAWHO 23042001 LL 6+
C M 51 LLs 16091987 6+ MDT/Brazil 17401997 BL 4+
D M 44 BL 27081987 5+ MDT/Brazil 05062000 BL 3,5+
E M 32 BL 25051988 4+ MDTWHO 19052003 LL 6+
F F 74 LLs 17011990 5+ MDTWHO 28012002 LLs 6+
G M 59 LLs 17011990 4+ MDTWHO 04081999 LLs 4+
H M 40 LL 2003 6+ MDT 2003 LL 4+
control No relapse control

Abbreviations: BL, borderline lepromatous leprosy; LL, lepromatous leprosy; DNDS/MB 600 mg of rifampicin and 100 mg of dapsone per day during 90 days,
DDS, 100 mg dapsone only per day; MDT/MB, 600 mg of rifampicina, 300 mg of clofazimine and 100mg of dapsona each month (supervised) and, 100 mg of
dapsone and 50 mg of clofazimine per day, 12 or 24 mensal doses. Cases B, C and E, has changed the clinical form, case H is a control. Patients C, F and G came

back with new lesion(s); the remaining relapse reactivated the old lesion. Only patient D had type 1 reaction, all the others had type 2 reaction.
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Table 2: genotyping data.

Patients Sample Sequencing SNP VNTR
rpoB folP1 ayrB gyrA TTC21l/GTA9/AT17/TALS8
A 20216 (D) WT WT WT C ND
24305 (R) WT WT WT T 13/10/13/14
B 18904 (D) WT WT WT T 10/10/12/ND
23229 (R) WT WT WT C 12/9/13/30
C 18433 (D) WT WT WT T 16/11/14/22
21743 (R) WT WT WT C 10/10/14/ND
D 18418 (D) WT WT WT T 10/10/13/15
22798 (R) WT WT WT C 12/12/ND/14
E 18740 (D) WT WT WT T 13/10/14/15
24106 (R) WT WT WT T 13/10/14/ND
F 19502 (D) WT WT WT T 12/ND/11/14
23597 (R) WT WT WT T 12/13/11/14
G 19500 (D) WT WT WT T 9/ND/13/14-15
22477 (R) WT WT WT C ND
H 24327 (D) WT WT WT C ND
control 24493 (R) WT WT WT C ND

Abbreviations: D, date of first diagnosis; R, date of relapse diagnosis; C, cytosine; T, thymidine; ND,

not determined.
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CAPITULO VI- RESULTADOS

Genotyping of Mycobacterium leprae present on Ziehl-Neelsen stained microscopic slides
and in skin biopsy samples from leprosy patients in different geographic regions of

Brazil

Neste trabalho amostras oriundas dos estados do Rio de Janeiro, Ceard, Pernambuco e
Rondénia foram avaliadas com o objetivo de analisar a variabilidade genética de M. leprae de
diferentes regides do Brasil; para isso foram utilizados 16 VNTRs e 3 SNPs. Além da anélise
de bidpsias de pele este estudo propde a utilizacdo de material oriundo de laminas de
baciloscopia (esfregacos dérmicos) como uma fonte alternativa para obtencdo de DNA de M.
leprae.

A metodologia empregada e os resultados obtidos estdo descritos no artigo que segue e
que sera submetido ao “Journal of Medical Microbiology”.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae and still a
health problem in Brazil. Very recently variable number tandem repeats (VNTRS) and single-
nucleotide polymorphism (SNPs) have been exploited in the genome of M. leprae and
examined as potential genotyping markers. As few data on M. leprae genotypes from
Brazilian patients exist, we analysed 16 VNTRs and three SNPs in clinical material from 115
Ziehl-Neelsen slides and 51 skin biopsy samples, derived from 164 patients, 22 residents from
the state of Rio de Janeiro (13.3%), 80 from Rond6nia (48.2%), 41 from Pernambuco (24.7%)
and 23 from Ceara (13.9%). All skin biopsy samples had their genotypes defined by SNPs,
while 48 (94.1%) were characterized by 16 VNTRs, two (3.9%) by 15 VNTRs and a single
sample (2%) by 11 VNTRs. We evaluated two different procedures for extracting M. leprae
DNA from Z-N stained slides, one including Chelex and the second proteinase K/SDS
treatment. Among the 76 samples processed using the first procedure, 23 (30.2%) were
positive for 16 or 15 VNTRs and bacterial index of samples ranged from 1.75 to 5.25.
Among the 39 samples processed according to second procedure, 11 (28. 2%) yielded
genotypes defined by either 16 or 15 VNTRs and the bacterial index of this material ranged
from 0.5 to 4.5.

Overall, we found that SNP type 4 was predominant in samples from Ceard and
Pernambuco while SNP type 3 was found predominantly in Ronddnia and Rio de Janeiro.
According to combined VNTRs and SNPs based genotypes, one identical group composed of
two samples from Rondbnia and seven similar groups, being four of these composed of
samples from the same state or region, suggesting a tendency to form groups according to the
origin of the isolates. Upon analysis of the relation between alleles defined by VNTRs and
SNPs, we confirmed the association between allele combined allele copy number of loci 27-5
and 12-5 and SNP type observed earlier in RJ and SP in the other states also. In addition, 35

samples, that included biopsies and Z-N slides, were analyzed for VNTRSs nature by both
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direct sequencing of PCR products and PCR multiplex using fluorescent fragment length
analysis (MLVA). We also observed differences in allele copy numbers as determined by
direct PCR sequencing and by MLVA analysis in a part of the repeats in a considerable
number of samples, differences in TA18 being predominant. In conclusion, our study
strongly suggests the existence of geographic-related M. leprae genotypes in Brazil and
showed that Z-N slides, a less invasive and easier to transport sample, is an alternative source

for M. leprae genotyping.
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INTRODUCTION

Leprosy remains a public health problem in Brazil and in 2009, the number of new leprosy
cases detected was 37.610, with the northeast region alone presenting 41% of the cases and
the states of Maranhdo and Pernambuco having the highest rates. At the contrary, the southern
region has the lowest number of new cases, Rio Grande do Sul presenting the lowest numbers

(http://portal.saude.gov.br ). The global registred prevalence of lepsory at the beginning of

2011 stood at 211,903 cases, while the number of new cases detected during to 2009 was

244,796 (http://www.who.int/lep/en). The disease is caused by infection with Mycobacterium

leprae and the diagnosis based on observation of clinical symptoms, sometimes supported by
bacteriologic and histopathology data. Although leprosy is one of the oldest recorded
infectious diseases, little is known about the factors that influence disease transmission,
evolution from exposure to infection and to active disease, and what determines the clinical
outcome.

Some studies have explored the use of genotyping for differentiation of bacterial
strains as a tool during epidemiologic studies and recently, multiple-locus variable number
tandem repeats analysis (MLVA) of a set of micro- and mini-satellites of M. leprae
demonstrated to be a fingerprinting procedure for differentiation to the strain level (Shin et
al., 2000, Grouthouse et al., 2004, Truman et al., 2004, Zhang et al., 2005, Kimura et al.,
2009). In addition, single nucleotide polymorphisms (SNPs) were observed that are useful in
studies to elucidate the introduction and spread of leprosy in countries and on a global level
and allowed the reconstruction of the evolution and global spread of M. leprae (Monot et al.,
2005, 2009). On the other hand, VNTRs, due to their higher mutation rate, are useful for
analyzing transmission patterns in the communities, to distinguish between reactivation and
re-infection and to study bacterial population structure on local and global levels. This has

been demonstrated during studies that determined a large panel of VNTRs in M. leprae
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derived from patients of countries such as China (Weng et al., 2007), India (Young et al.,
2008), Philippines (Sakamuri et al., 2009), Thailand (Srisungnam et al., 2009), Mexico
(Matsuoka et al., 2009) and Colombia (Cardona-Castro et al., 2009).

Our earlier findings based on analysis of VNTRs and SNPs in samples from Brazilian
patients that were mainly residents of Rio de Janeiro and S&o Paulo, localized in the Southeast
region of the country, demonstrated a high genetic variability (Fontes et al., 2009). We now
present genotype that were partly obtained by the use of Ziehl-Neelsen stained slides and also
skin biopsy samples from patients from other regions of the country, including Ceard,

Pernambuco, Rio de Janeiro and Ronddnia.
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MATERIALS AND METHODS

Patients and clinical samples.

Included in this study were 51 skin biopsies from different leprosy patients that had
been submitted to standardized diagnostic procedures based on the determination of the
presence of skin lesions, nerve damage and microscopic analysis for the presence of acid-fast
bacilli. These samples were frozen immediately after collection and stored at -20°C until
DNA extraction was done. Patients were either residents of Ceard (n=23, 45.1%) or of
Pernambuco (n=02, 3.9%), two states in Northeast Brazil, of Rio de Janeiro (n=8, 15.7%),
Southeast Brazil and of Ronddnia (n=18, 35.3%), North Brazil. Of all these patients were
diagnosed as multibacilary (MB); only one case from Ceard was paucibacillary (PB).
Samples had been collected between 2002 and 2009, more spefic in 2002 for the two samples
from Pernambuco, between 2007 and 2009 in the case of the 31 samples from Ceara (n=23)
and Rio de Janeiro (n=8) and between 2007 and 2008 for the 18 patients from Rondénia.

In addition, we analysed 115 Ziehl-Neelsen slides obtained from different MB
patients, residents of Pernambuco (n=39, 33.9%), Rio de Janeiro (n=14, 12.2%) and Ronddnia
(n=62, 53.9%). Slides were prepared at different periods: in the case of Rondénia in 2001
(n=1), 2005 (n=6), 2006 (n=7), 2007 (n=30) and 2008 (n=15); three samples had no
information about time of preparation. Samples from Rio de Janeiro were collected in 2008
(n=10) and 2009 (n=4) while samples from Pernambuco were collected in 2004 (n=1), 2007
(n=6) and 2008 (n=32). The slides had been stored at room temperature without permitting
contact.

The Bacterial Index (Bl) of the Z-N slides ranged between 1.75 and 5.25 in material
from Rondonia, between 2.0 and 4.75 in Rio de Janeiro and between 0.5 to 4.5 for

Pernambuco. Leprosy disease subtype classification of the patients is shown in Table 1.
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Both Z-N slides and skin biopsies samples of two patients were analyzed in order to
compare the genotypes obtained. Patient one had a skin biopsy (POC 3792) and Z-N slide
(L16) collected in 2007; the skin biopsy of patient two (POC3821) and Z-N slide (L30) were

collected in 2008.

Nucleic acid extraction

Skin biopsies were processed using the DNeasy Blood & Tissue Kit, (Qiagen Inc.
Valencia, CA), following the manufacturer’s recommendations. Two different protocols for
extraction of nucleic acids from material present on Z-N slides were used. Samples from
Rondbénia and Rio de Janeiro were treated as described by van der Zanden et al. (1998), in
brief, consisting of the application of 25 ul of distilled water on each of the three fixed and
stained AFB containing tissue sites of the glass slides, removal of the fixed material from the
glass surface by scraping with a clean microscopic slide and collecting in a single
microcentrifuge tube. The sample was mixed with a same volume of 15% Chelex-100
(Sigma-Aldrich) in water, incubated for 30 min at 97°C, centrifuged at 14.462 xg for 10 min,
the supernatant transferred to another microcentrifuge tube and stored at -20°C. The Z-N
slides from Pernambuco were processed according to Kamble et al. (2010), and in brief,
consisted of adding 150 ul of lysis buffer (1mg/ml proteinase K and 0.05% Tween 20) on the
single tissue smear present on these slides, followed by scraping and collection as described
above. After incubation at 60°C overnight, 30 ul of 10% SDS was added, followed by one
hour incubation at 60°C and 15 min at 94°C. After centrifugation, the supernatant was
transferred and ethanol added to a final concentration of 70%, inducing precipitation of
nucleic acids by incubation at -20°C. The supernatant was discarded and the pellet was

washed again with ethanol. The pellet was air dried and re-suspend in 30 ul of water.
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PCR and sequencing.

At first stage, 35 DNA extracts from Rondonia patients, 18 from skin biopsies and 17
from Z-N slides, were submitted to PCR and direct sequencing of the loci TTC21, TA18,
AT17 and GTAY, as described by Truman et al. (2004). The PCR reactions were performed
in a 50 ul sample composed of 25ul of HotStarTaq Master Mix (QIAGEN) and 0.5uM of each
primer.  The mix contained 2.5 units of HotStarTaqg DNA polymerase, 200 uM of each
dNTP, buffer and 2 to 5 ul of M. leprae DNA extract. After denaturing the DNA at 94 °C for
15 min, PCR was carried out in a thermocycler (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied
Biosystems), by submitting samples to 35 cycles consisting of 94°C for 30 sec, 60°C for 30
sec and 72°C for 30 sec, with a final extension at 72°C for 10 min. For evaluation of PCR
yield, gel electrophoresis was performed using five ul of the PCR product and amplicons were
purified on Qiaquick Spin Columns (Qiagen Inc.), followed by sequencing using the ABI
PRISM BigDye Terminator v 3.0 sequencing kit (Applied Biosystems) and analysis on ABI
Prism 3730 automated DNA sequencer (Applied Biosystems). Sequencing was performed of
both DNA strands using forward and reverse primers and sequences analysed using the

MEGA software (Version 4.0) (Tamura et al., 2007).

Genotyping by MLVA analysis

A selection of 91 DNA extracts (prepared from 51 skin biopsies and 40 Z-N slides)
were submitted to genotyping by MLVA analysis of 16 VNTRs, as described by Kimura et al.
(2009). In brief, for each sample, four multiplex PCR reactions were performed that
generated 16 amplicons. Allele copy number was determined by denaturation of amplicons

and capillary gel electrophoresis on the sequencer ABI 3130 Genetic Anlyzer, using the
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internal molecular weight sizing standards (LIZ 500) and copy number definition with the

Peak Scanner software (Applied Biosystems).

Single Nucleotide Polymorphism genotype analysis

For differentiation of SNP types, we used a procedure that combined PCR-RFLP and
direct sequencing, as described by Sakamuri et al. (2009). In brief, differentiation of types 1/2
from 3/4 was obtained by submitting to PCR-RFLP analysis the locus including the SNP at
nucleotide position 2,935,685, through incubation at 60°C for 1 hr of 5ul of PCR product with
5 units of BstUl (New England Biolabs, Beverly, MA). Digestion indicates genotype 3 or 4
while no digestion means the presence of genotype 1 or 2. For further differentiation of
genotypes 3 and 4, restriction enzyme analysis of the PCR product that includes the SNP at
nucleotide position 14,676, achieved by incubating 5 ul of PCR product with 5 U of Smll for
one hour at 50°C; digestion indicates SNP type 4 while lack of digestion is typical for type 3.
Finally, alleles containing either SNP type 1 or 2 were determined by sequencing as described

by Monot et al. (2005).

Phylogenetic analysis

For phylogenetic analysis, we selected genotypes obtained from 78 of the 91 samples,
excluding 13 that lacked allele definition of one or more VNTR loci or of SNP (Tables 2, 3A
and 3B). Genotype similarity was determined using the program Bionumerics (Version 6.5,
Applied Maths, Belgium), by construction of a similarity matrix using the Unweighted Pair

Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) and the Dice similarity coefficient.
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RESULTS

Genotyping results using skin biopsy samples

The 51 biopsy samples were submitted to genotyping, using both the 16 VNTR
MLVA procedure and SNP analysis. All samples (100%) could be defined for SNP type,
while 48 (94.1%) were characterized by 16 VNTRs, two (3.9%) by 15 VNTRs and a single
sample (2%) by 11 VNTRs. Samples genotyped only for 15 VNTRs were from Ceara and
Rondénia and the analysis failed for the VNTRs 18-8 and AT15, respectively. The sample
genotyped for 11 VNTRs were from Ceara and belonged to a paucibacillary patient and in this

case the VNTRs 21-3, AC9, AT15, TA10 and 12-5 were not defined (Table 2).

Comparison DNA extraction procedures and genotyping on Ziehl Neelsen slides

Among the 76 samples processed using the procedure described by van der Zanden et
al. (1998), 25 were positive for any of the genetic markers; including 23 (30.3%) where we
could define copy number for 16 (n=20) or 15 (n=03) VNTRSs, an two more (2.6%) that could
be genotyped for eight or nine VNTRs (Table 3A). The rest did not generate any VNTR copy
number (data not shown). Although a limited number of samples generated partial results, we
did not observe VNTR-associated genotyping failure.

When analyzing the possible relation between genotyping yield and date of Z-N slide
preparation, we observed that none of the 14 Z-N slides from Ronddnia patients submitted to
the first evaluation of four STRs copy number (one case diagnosed in 2001, six in 2005 and
seven in 2006), yielded PCR products. However, slides that had been prepared from patients

diagnosed in 2007, 2008 or 2009 yielded positive PCRs and could be further genotyped for 16
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or 15 VNTRs, yearwise being positive respectively in 10 (33.3%), 11 (44%) and two (50%) of
the cases, therefore showing a slight increase in efficiency of genotyping yield .

Samples that could be characterized for copy number of at least eigth VNTRs (n=25),
had also their genotypes defined by the composition of the three SNPs examined; 24 of these
(96%) had their SNP-based genotypes defined (Table 3A).

The bacterial index of samples genotyped by VNTRs and SNPs ranged from 1.75 to

5.25 but we could not observe a relation between genotyping yield and Bl (data not shown).

Among the 39 samples processed according to Kamble et al. (2010), 11 (28.2%)
yielded genotypes defined by either 16 or 15 VNTRs, while four samples (10.3%) rendered
genotypes with 10, 12 or 13 VNTRs (Table 3B). When considering positivity among samples
collected from patients diagnosed more recently, namely in 2007 and 2008, the genotyping
yield was again much higher, presenting genotypes defined by 16 or 15 VNTRSs in the case of
respectively four (80%) and seven (70%) of the samples. Samples with genotypes defined by
at least 10 VNTRs (n=15) were examined by SNP and 13 (86.6%) yielded SNP-related
genotypes. The bacterial index of samples genotyped ranged from 0.75 to 4.5 but no apparent

relation between BI and genotyping yield was observed (data not shown).

Comparison of genotyping using sequencing and MLVA

As a first approach, we performed copy number analysis of four STRs (TTC21, TA18,
AT17 and GTA9) by direct PCR sequencing of 35 samples composed of 18 biopsy samples
and 17 Z-N slides, from patients that were residents in Ronddnia. After adopting the MLVA
procedure for genotyping these four markers, the same material was analyzed using this
approach and we observed a discrepancy between genotype yields obtained by both methods

(Table 4). All samples yielded genotypes defined by the four STRs in the case of MLVA
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analysis while the sequencing approach could not generate complete genotypes for three
samples: one Z-N sample lacking both AT17 and TA18, another Z-N slide missing AT17 and
from a skin biopsy, we could not determine TA18.

When comparing the genotypes obtained by both typing procedures, we observed that
only six samples (17.1%) presented identical results (Table 4), the other 29 presented
divergence in STR copy number for one locus (n=19), six samples for two STRs and a single
sample in three STRs; three samples were not considered because they lacked one or two
STRs. When comparing divergence between procedure outcome among the individual STRs,
TA18 presented differences most frequently, observed in 21 samples (10 BP and 11ZN),
showing variations of either a single copy (n =5, 22.7%) or of two (n = 4, 18.2%), three (n=3,
13.6%), four (n=5, 22.7%), five (n=1, 4.5%), seven (n=2, 1.9%) and ten (n=1, 4.5%) copies.
The VNTR GTAS9 showed divergent results in six samples (3BP and 3ZN) but in all cases,
only a single copy difference was observed. The STR AT17 showed discordant results in five
samples (2BP and 3ZN) and the divergence observed was either a single copy (n=3, 60%), or
two (n=1, 20%) or three (n=1, 20%) copies. Finally, the STR TTC21 had copy number
variations of either a single copy (n=1, 25%) or three (n=1, 25%), four (n=1, 25%) or five

(n=1, 25%) copies for four samples (all Z-N).

Frequency of genotypes defined by SNP

We are able to get conclusive results regarding SNP genotype in 89 (97.8%) of 91
samples, derived from 89 patients. Two Z-N slides-derived samples (2.2%), one from Rio de
Janeiro and another from Pernambuco could not be characterized due to failure to generate
sufficient PCR product. To determine the frequency of M. leprae genotypes according to
SNP, samples from the same patient were considered just once (n=2), since the pairs of

samples had the same genotype in both clinical specimens analyzed (n=87). In our study
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population, SNP type 4 was predominant (n=46, 52.9%) and was observed in 14 patients
(42.4%) from Rondb6nia, 18 patients (78.3%) from Ceard, 10 patients (58.8%) from
Pernambuco and four patients (25%) from Rio de Janeiro. The SNP type 3 was found in 37
patients (42.5%), including 17 patients (51.5%) from Ronddnia, four (17.4%) from Ceard,
five (29.41%) from Pernambuco and 11 patients (68.8%) from Rio de Janeiro. Finally, the
less frequent SNP type 1 was detected in four cases (4.6%), being two (6.1%) from Ronddnia

and one case each from Ceara (4.3%) and from Pernambuco (5.9%).

Genotypes as defined by analysis of 16 VNTRs and SNPs

All VNTRs used in this analysis were polymorphic (Tables 2, 3A and 3B). Upon
analysis of the discriminatory power of the different VNTRs, the lowest allelic diversity was
observed for locus 21-3 (0.067), presenting two different alleles that ranged in copy number
between one and two copies, the latter allele being the most frequent type (n=85, 96.5%). The
highest allelic diversity was observed in locus AT15 (0.94), presenting 22 different alleles
ranging from seven to 32 copies; the allele with 15 copies being the most frequent type (n=12,

14%).

Upon analysis of the relation between alleles defined by VNTRs and SNPs, we
observed a correlation of the allele nature defined by loci 27-5 and 12-5 and SNP type: 41
(87.2%) of the samples with the SNP type 4 presented the 5:4 copy number allele
combination of VNTRs 27-5 and 12-5, while these VNTRs presented a combined 4:5 copy

number in 24 cases (64.9%) of SNP type 3.

Among the two patients from that had both biopsy and Z-N slides available for
genotyping, we observed variation difference in copy number of three loci in both cases. In

the first case (POC3792/L16), only 15 VNTRs were used for comparison because the allele
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definition of AC8b failed for the ZN sample and a five copy difference was observed in
TTC21, four in TA18 and one copy in AC9; the other 12 loci were identical between the
samples. The second case (POC3821/L30) presented a three copy difference at AT15, two
copies at TTC21 and one copy at TA17; the other 13 loci were identical. ldentical SNP types

were observed in both samples of each patient.

Genotype clustering and phylogeny

Initially, we constructed an UPGMA-based dendrogram using 78 of the 91 samples,
excluding 13 that lacked allele definition of one or more VNTR locus and attached SNP types
(Figure 1). We observed a single cluster composed of genotypes from isolates from two
patients, residents of Rondoénia. Interestingly, one sample was a skin biopsy while the second
was from Z-N slide, confirming the possibility to use Z-N slides for cluster definition.

When excluding the four highly polymorphic AT repeats for definition of genotypes,
seven more clusters were defined, one composed of four samples and the rest of two samples.
In addition, three clusters were formed by isolates derived from the same state (one from Rio
de Janeiro and two from Rondénia), one from the Northeast region (Pernambuco and Ceard)
and three containing isolates from Rondonia and Ceara (data not shown). Upon relating
sample type and clusters, we observed that five groups were composed of Z-N slides and skin
biopsy, while two were composed only of skin biopsy samples. In addition, all but one of the
groups was composed of isolates with the same SNP genotype; the exception included two
samples from Rio de Janeiro presenting SNP type 3 and 4.

To visualize the genetic relation between the 78 isolates that had complete genotypes,
we constructed a Minimum Spanning Tree (MST) based on the 16 VNTRs (figures 2A and
2B). The MST segregated isolates in two major branches (figure 2A), showing that isolates

from Ceara had genotypes that were more related to those of isolates from Pernambuco, while
89



genotypes from samples from Rio de Janeiro were more similar to those of Rond6nia. The
latter state presented genotypes that were similarly distributed in both branches of the tree,
probably partly due to larger sample number but suggesting also higher genetic diversity than
that of isolates from other regions. Interestingly, the only cluster was composed by genotypes
from isolates from residents of Rondonia and was the central interactive node between both
branches of the phylogenetic tree.

We also analysed the relation between VNTR- and SNP-based genotypes, and as
demonstrated in Figure 2B, there is a strong correlation between the positioning of both kind

of genotypes within the MST.
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DISCUSSION

Only about ten years ago, the first reliable data were published on genomic variation
between isolates of M. leprae (Shin et al. 2000); since then however, several polymorphic
sequences such as VNTRs and SNPs have been reported and evaluated in material from
leprosy patients residing different regions around the world (Weng et al., 2007, Young et al.,
2008, Cardona-Castro et al., 2009, Matsuoka et al., 2009, Sakamuri et al., 2009, Srisungnam
et al., 2009). Our earlier data demonstrated the high genetic variability among isolates of M.
leprae present in skin biopsies from patients, residents mainly in Rio de Janeiro and Sé&o
Paulo, by characterization of genotypes as defined by analysis of three SNPs and 16 VNTRS
(Fontes et al., 2009). In these 89 randomly selected cases, we observed 80 different
genotypes, showing that these particular genetic elements behave in a way that fulfills the first
rule for being adequate as genotyping markers: presenting almost complete differentiating
power in a population of unrelated patients. However, because the states of Sdo Paulo and
Rio de Janeiro are both located in Southeast Brazil, a region that covers only a limited area of
the country (10.85% of Brazilian territory) and with different epidemiologic disease
characteristics from the rest of the country, we investigated genotypes from patients that are
residents of two additional geographic regions, namely the north and northeast part of the
country.

Confection of Z-N slides is part of the diagnostic procedure of leprosy in many health
centers of Brazil and because collection of skin biopsies, being generally the source of
material for genotyping of M. leprae is an invasive procedure, we also evaluated the
usefulness of Z-N slides as a source for genotyping of the parasite. Two procedures of DNA
extraction were used, the first described for genotyping of M. tuberculosis present on Z-N
slides prepared from sputum samples of TB patients (van der Zanden et al., 1998), the second,

having been reported recently for extraction of M. leprae DNA from Z-N slides considered
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negative as an alternative for leprosy diagnosis, in this approach the rate of detection was
32.6% (n=15) of all samples analyzed. When comparing genotyping efficiency obtained with
either of the extraction procedures, both scored equally (28-30%). In addition, an inverse
relation between time of storage of slides and genotype quality was observed while direct
relation of the latter was observed with the bacterial index (Tables 3A and 3B); nonetheless,
complete M. leprae genotypes were sometimes obtained in material with low Bl (Tables 3A
and 3B), our data strongly suggest that Z-N slides can be an additional source for DNA
fingerprinting of M. leprae. More studies are needed however to better determine the effect
of long-term storage of slides on genotyping and of the possibility to use archived slides for
this purpose.

The presently used genotyping procedure based on evaluation of the copy number of
16 VNTRs, presented 90 unique genotypes from 89 patients, due to observation of different
genotypes in the two samples available from two cases and identical patterns in isolates from
two residents of Rond6nia. The latter observation suggests that region associated genotype
similarity is occurring and in agreement with the observation of cluster formation when
decreasing stringency for genotype similarity, in this case, by excluding AT repeats from the
analysis. Unfortunately, we did not have access to epidemiologic data of the patient
population to solidify this association.

From two patients from Rondo6nia, M. leprae genotypes could be determined from
material derived both from skin biopsy and from lymph sample fixed on a Z-N slide.
Interestingly, we observed genotype differences as defined by difference in copy number of
three VNTRSs, in both cases the variation was observed in dinucleotides as AC9 and/or AT
and in the trinucleotide TTC21. Similar results were also observed when a study was
conducted in order to investigate the intra-patient VNTR profiles, using slit skin smears from
different anatomical sites and biopsy specimen from one of the lesions; in that study, the

patterns were mostly similar in the minisatellites, while variations were observed in the more
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variable and stutter prone microsatellite like AT17 and TTC21 (Sakamuri et al., 2009).
Hypervariability of AT repeats was also observed in a study that is underway to define risk
factors for leprosy in the city of Fortaleza (data not shown here). Taking together these
results strongly suggest that mismatches in the more variable microsatellite between different
clinical specimens from the same individual demand a particular interpretation and does not
necessarily mean a change in genotype of the bacteria.

Our earlier study demonstrated that SNP type 3 was the most frequent among M.
leprae isolates in the Southeast region of Brazil (Fontes et al., 2009) and it was postulated by
Monot et al. (2005), that this SNP type occurs predominantly in Europe, North Africa and
Americas. Besides confirming the predominance of SNP type 3 in the State of Rio de Janeiro,
our present study also demonstrated high prevalence of this genotype in the State of
Rondonia, while the SNP 4 type was predominant in Ceara and Pernambuco, two bordering
states in Northeast Brazil. Isolates with the latter SNP type were detected so far only in
Africa, the French West Indies, Brazil (Monot et al., 2005), México (Matsuoka et al., 2009),
as well as in Japanese Brazilians, probably after having been infected in Brazil (Weng et al
2007) and the origin of SNP-type 4 isolates in Latin American countries was assumed to be in
Africa, suggesting that leprosy was carried by slave trade as proposed previously (Monot et
al., 2005). The frequencies of SNP type 1, 3 and 4 are according to those expected from
ethnic involvement during Brazilian colonization as presented by Monot (2005), lack of the
SNP2 in Brazil was confirmed also in the present study covering more regions of the country
and we present region associated genotype distribution on a MST (Figure 2B).

In an earlier study, we reported a strong association between the combination of allele
types of STR loci 27-5 and 12-5 and the SNP defined genotype, observing a 4/5 copy number
combination in 87.5% of isolates with SNP genotype 3 and the 5/4 copy number combination
in 85.7% of isolates with SNP type 4 (Fontes et al., 2009). A similar finding was reported in

M. leprae samples from Colombia (Cardona-Castro et al., 2009). Associations between
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different markers such as SNPs and VNTRs have also been detected in M. tuberculosis (Filliol
et al., 2006). Our present data demonstrated that this association was less pronounced for SNP
type 3 when analyzing patients from more regions, now occurring in 64.9% (n=24) of these
genotypes, while the strong association of SNP type 4 with the 5/4 combined STR allele type
(87.2%, n=41) of the samples. The relation of these different combinations of STR allele
types and SNP is demonstrated by means of the MST (Figure 2B).

During the elaboration of our study, two different technical procedures were used in
samples from 33 patients, including here two samples from two different patients, for
definition of the copy number of a set of four STRs (AT18, TA17, TTC21 and GTA9), one by
direct sequence analysis of PCR products that contained these markers and the other by
defining the size of PCR products as part of the MLV A procedure for characterization of 16
markers. This allowed us to compare accuracy of both procedures and observed that
sequencing, besides being laborious, expensive and generating data that are not easy to
interpret (due to unidentified exact end points of repeats of concern); MLVA is faster, easier
to perform and generates more reliable results for strain typing of M. leprae. Similar results
were also observed when both techniques were compared in studies conducted in Philippines
(Sakmuri et al., 2009) and Thailand (Srisungnam et al. 2009), demonstrating interferences
with dye blobs and complications from mixed signals, stutter or unidentifiable exact end
points of repeats with dinucleotide and TTC repeats; MLVA was reported to be more facile
for multilocus VNTR analysis (MLVA).

In conclusion, our study strongly suggests the existence of geographic-related M.
leprae genotypes in Brazil and demonstrates that Z-N slides are an alternative sample for

genotyping of M. leprae.
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Table 1: Leprosy subtypes of skin biopsy and ZN slides samples analyzed

State Material LL B BL BT TT NA Total
RO SB 07 09 01 NI NI 01 18
ZN 27 31 NI NI 01 03 62
PE SB 02 NI NI NI NI NI 02
ZN 21 18 NI NI NI NI 39
RJ SB 07 NI 01 NI NI NI 08
ZN 10 NI 03 NI NI 01 14
CE SB 09 NI 11 01 NI 02 23
Total 83 58 16 01 01 07 166

RO: Rondonia; PE: Pernambuco; RJ: Rio de Janeiro; CE: Ceara; SB: skin biopsy; ZN: Ziehl

Neelsen slide; LL: lepromatous leprosy; B: borderline leprosy without specification of the

subtypes; BL: borderline lepromatous leprosy; BT: borderline tuberculoid leprosy and TT:

tuberculoid leprosy; NI: no information on disease classification.
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Table 2: Genotyped defined using skin biopsy samples

Sample | Year | Diagnosis | Origin | AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17| 21-3 | AC9 | AT15| AC8a| 27-5 | 6-7 |TA18|TTC21 | TA10| 23-3 | 12-5 | 18-8 | SNP
0301001 | 2008 BL CE 7 9 4 14 2 8 14 9 5 6 16 12 9 2 4 3 4
0301004 | 2008 LL CE 7 10 4 12 2 8 15 8 5 6 21 12 8 2 4 3 4
0301005 | 2008 BL CE 7 9 4 12 2 8 21 9 5 6 20 12 8 2 4 3 4
0301006 | 2008 LL CE 7 15 4 15 2 6 11 8 5 6 14 12 8 2 4 3 4
0301007 | 2008 LL CE 7 10 4 17 2 7 19 8 5 6 30 15 8 2 4 3 4
0301008 | 2008 BL CE 7 9 4 11 2 7 21 9 5 7 25 10 8 2 4 3 4
0301009 [ 2008 NA CE 7 9 4 12 2 8 14 8 5 6 21 13 8 2 4 3 4
0301010 { 2008 BL CE 7 10 4 18 2 7 26 8 5 7 25 14 8 2 4 ND 3
0301011 { 2008 BL CE 7 12 4 14 2 7 13 9 5 6 16 12 8 2 4 3 4
0301013 | 2008 NA CE 7 10 4 17 2 7 28 8 5 6 26 17 8 2 4 3 4
0301014 { 2008 LL CE 7 10 4 18 2 7 25 8 5 7 16 14 8 2 4 3 1
0301015 | 2008 LL CE 7 11 4 16 2 8 11 9 5 6 13 11 10 1 4 8 3
0301016 | 2008 LL CE 8 9 4 13 2 7 23 8 5 6 26 19 8 2 4 3 4
0301018 | 2008 BL CE 7 10 4 13 2 8 12 8 5 6 22 11 8 2 4 3 4
0301019 | 2008 BL CE 7 10 4 14 2 9 15 9 5 6 21 10 13 2 4 3 4
0301020 | 2008 BL CE 8 10 4 15 2 7 11 8 5 6 20 17 8 2 4 3 4
0301021 | 2008 BL CE 7 11 4 13 2 8 24 9 4 6 17 10 10 2 5 8 3
0301022 | 2008 LL CE 7 9 4 10 2 7 15 9 5 6 17 15 8 2 4 3 4
0301024 | 2008 LL CE 8 10 4 15 2 7 15 8 5 6 14 14 8 2 4 3 4
0301027 | 2008 BL CE 7 9 4 13 2 10 18 9 5 6 25 12 8 2 4 3 4
0301028 | 2008 BL CE 7 9 4 13 2 8 19 9 5 6 16 12 8 2 4 8 4
0302024 | 2008 BT CE 7 9 3 13 | ND | ND | ND 9 5 6 26 10 ND 2 ND 8 3
0301030 { 2009 LL CE 7 8 4 11 2 8 12 9 5 6 16 13 8 2 4 3 4
Idemar | 2002 LL PE 7 15 4 12 2 8 14 8 4 7 15 10 10 2 5 8 3
Eraldo | 2002 LL PE 8 7 4 18 2 7 20 8 5 6 18 15 8 2 4 3 4
0101005 | 2007 BL RJ 7 10 4 12 2 8 20 9 4 6 19 10 11 2 6 8 3
0101006 | 2007 LL RJ 7 11 4 16 2 8 18 9 4 7 20 14 9 2 5 8 3
0101007 { 2007 LL RJ 7 10 4 12 2 8 17 9 4 6 18 12 9 2 6 8 3
0101009 | 2007 LL RJ 8 11 4 19 2 7 19 8 5 7 19 10 8 2 4 3 4
F 18/03 | 2009 LL RJ 7 8 4 13 2 8 14 9 4 7 15 11 11 2 5 8 3
F 19/03 | 2009 LL RJ 7 10 4 14 2 8 23 10 4 7 18 12 9 2 5 8 3
F 05/05 | 2009 LL RJ 7 12 4 12 2 8 21 9 4 7 25 10 10 2 5 9 3
F 11/05 | 2009 LL RJ 7 10 4 11 2 8 19 9 5 6 21 14 8 2 4 3 4
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Table 2: continued

Sample | Year | Diagnosis | Origin | AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17| 21-3 | AC9 |AT15|AC8a| 27-5 | 6-7 | TA18|TTC21 | TA10| 23-3 | 12-5 | 18-8 | SNP
POC987 | 2007 B RO 7 8 4 12 2 8 16 9 5 6 26 12 5 2 4 3 4
POC3711 | 2007 LL RO 7 8 4 16 2 8 15 9 5 6 16 15 10 1 5 8 1
POC3788 | 2007 B RO 7 9 4 11 2 8 18 9 5 7 26 14 8 2 4 3 4
POC3791 | 2007 LL RO 7 9 4 11 1 8 27 9 4 6 15 9 9 2 5 3 3
POC3792 | 2007 B RO 8 10 4 20 2 7 21 8 5 6 26 15 8 2 4 3 4
POC3794 | 2007 LL RO 7 9 4 11 2 8 23 9 4 6 16 9 9 2 5 3 3
MC2818 | 2007 LL RO 7 10 4 12 2 8 17 9 5 6 14 13 8 2 4 3 4
MC8464 | 2007 B RO 7 8 4 14 2 8 13 8 5 6 23 12 8 2 4 3 4
POC902 | 2008 B RO 7 10 4 11 2 8 22 8 5 6 25 12 8 2 4 3 4
POC3821 | 2008 BL RO 7 9 4 12 1 8 19 9 5 6 10 12 9 1 4 8 1
POC3829 | 2008 LL RO 7 9 4 10 2 8 16 9 4 7 17 13 11 2 5 3 3
POC3846 | 2008 LL RO 7 10 4 14 2 8 15 9 4 7 13 16 13 2 5 8 3
POC3848 | 2008 B RO 7 9 4 11 2 8 14 10 4 6 17 11 10 2 5 8 3
POC202991 | 2008 B RO 7 12 4 11 2 8 15 10 4 7 16 11 15 2 5 3 3
MC715 | 2008 LL RO 7 9 4 14 2 8 14 9 5 7 26 14 8 2 4 3 4
MC6986 | 2008 B RO 7 11 4 12 2 8 14 9 4 6 15 11 7 2 5 3 3
MC7829 | 2008 B RO 7 11 3 10 2 9 14 9 4 7 15 13 12 2 5 3 3
MC9783 | 2008 NA RO 7 9 4 14 2 8 ND 9 5 7 26 14 8 2 4 8 4

LL: lepromatous leprosy; B: borderline leprosy without specification of the subtypes; BL: boderline lepromatous leprosy; BT: boderline
tuberculoid leprosy; NA: not available; ND: unable to characterize due to shortage of the PCR DNA template or due to negative PCR;

CE: Ceara; PE: Pernambuco; RJ: Rio de Janeiro; RO: Ronddnia
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Table 3A: Genotyped defined using ZN slides (van der Zanden et al., 1998)

Sample Year of | Bl | Diagnosis | Origin | AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17|21-3 | AC9 | AT15| AC8a | 27-5 | 6-7 | TA18 | TTC21 | TA10| 23-3 | 12-5|18-8 | SNP
collection
L01 2007 |4.75 B RO 7 9 5 10 2 8 14 9 4 6 12 12 11 2 5 9 3
L02 2007 |4.75 B RO 7 8 4 12 2 7 13 9 5 7 14 12 8 2 5 8 3
L04 2007 2 LL RO 7 9 4 9 2 8 15 10 4 6 14 10 13 2 5 9 3
LO6 2007 45 LL RO 7 9 4 12 2 8 15 9 5 6 17 12 8 2 4 3 4
L10 2007 2.5 B RO 7 10 4 14 2 7 24 8 5 6 23 11 8 2 4 3 3
L13 2007 |2.75 LL RO 7 10 4 12 2 8 21 9 4 6 16 10 10 2 5 8 3
L15 2007 5 LL RO 7 9 4 11 2 8 23 9 4 6 16 9 9 2 5 3 3
L16 2007 3 B RO ND 10 4 20 2 8 21 8 5 6 22 10 8 2 4 3 4
L19 2007 35 B RO 7 10 4 10 2 8 16 9 4 7 15 13 11 2 5 3 4
L21 2007 | 1.75 B RO 7 9 4 12 2 8 15 9 5 6 29 12 8 2 4 3 4
L22 2008 |3.75 LL RO ND 8 ND 15 [ND|ND| ND | ND | ND | 6 18 11 10 2 5 |[ND| 3
L23 2008 2 B RO 7 10 4 13 2 8 21 9 4 6 16 9 9 2 5 8 3
L24 2008 |4.25 B RO 7 10 4 11 2 8 18 9 5 6 16 13 8 2 4 3 4
L30 2008 45 LL RO 7 9 4 11 1 8 22 9 5 6 10 10 9 1 4 8 1
L36 2008 |5.25 LL RO 7 11 4 11 2 8 17 9 4 6 17 12 11 2 5 9 4
L42 2008 2 LL RO 7 10 4 14 2 8 20 10 4 6 21 11 10 2 5 4 3
L51 2008 |4.75 LL RO 7 8 4 10 2 8 21 9 5 6 25 13 9 2 4 3 4
IPG (6A) 2008 NA LL RJ 7 9 4 11 2 8 14 9 4 7 15 11 10 2 5 8 | ND
AN (8A) 2008 |4.75 LL RJ 8 9 4 14 2 7 24 8 5 6 17 16 8 2 4 3 3
GRM (9A) 2008 2 NA RJ ND 10 4 13 2 8 ND 10 ND | 6 17 12 ND | ND |ND |ND | 3
DS (10A) 2008 4 BL RJ 8 9 4 20 2 8 29 8 5 6 10 13 8 2 4 3 3
LBD (11A) 2008 NA BL RJ 7 7 4 10 2 7 22 10 4 6 15 13 10 2 5 9 3
GTM (13A) 2008 |4.25 LL RJ 7 9 4 11 2 8 7 9 4 6 29 11 10 2 5 |[ND| 3
VGR (1A) 2009 |4.25 LL RJ 6 9 6 9 2 8 16 9 4 6 17 11 11 2 5 5 4
MFMS (5A) 2009 |4.75 LL RJ 7 10 4 14 2 8 22 10 4 7 18 12 9 2 5 8 4
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Table 3B: Genotyped defined using ZN slides (Kamble et al., 2010)

Sample| Yearof | Bl | Diagnosis|Origin| AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17 | 21-3 | AC9 | AT15| AC8a | 27-5| 6-7 | TA18| TTC21 | TA10 | 23-3 | 12-5 | 18-8 | SNP
collection
105-04 2007 4.5 B PE 8 11 4 15 2 7 18 5 7 19 14 9 2 4 3 4
119-05 2007 1 LL PE ND 15 4 12 2 8 12 4 7 17 12 10 2 ND |ND | 3
134-05 2007 3.25 LL PE 14 4 10 2 8 12 10 4 6 22 12 10 2 5 8 4
52-06 2007 3 B PE 9 4 10 2 8 19 9 4 6 31 11 10 2 5 ND | 3
015-07| 2007 | NA B PE 7 5 14 2 8 18 8 5|6 | 25 13 9 2 3 8 3
159-04 2008 0.75 B PE ND 10 4 ND 2 7 16 10 5 7 26 10 ND 1 4 ND | ND
177-04 2008 3.25 LL PE 13 4 14 2 8 15 8 6 6 16 17 11 1 4 7 1
79-05 2008 45 B PE 10 4 16 2 7 32 8 5 6 20 14 8 2 4 3 4
133-05 2008 4.5 LL PE 10 4 16 2 7 27 8 5 6 17 14 8 2 4 8 4
13-06 2008 NA B PE ND 10 4 16 2 8 21 10 ND | 6 22 15 10 2 4 ND | 4
21-06 2008 2.5 LL PE ND ND 4 10 ND | ND | ND ND 4 7 20 13 11 2 5 8 3
23-06 2008 | 0.5 B PE 7 10 4 14 2 7 15 8 5|16 | 21 12 8 2 4 3 4
85-06 2008 4 LL PE 8 10 4 15 2 7 31 8 5 6 17 15 8 2 4 8 4
113-06 | 2008 |1.25 B PE 8 9 4 17 2 7 23 8 5|6 | 20 17 8 2 4 3 4
196-07| 2008 |2.75 B PE 7 10 4 10 2 8 20 7 5|6 | 25 13 8 2 4 3 4

LL: lepromatous leprosy; B: boderline leprosy; BL: boderline lepromatous leprosy; Bl: Bacteriological index; NA: not available; ND: unable

to perform PCR due to the shortage of the DNA template or no PCR products was generated; RO: Rond6nia; RJ: Rio de Janeiro
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Table 4: Comparison of genotyping using sequencing and MLVA-FLA

Sample | Material | Diagnosis | Origin | GTA9 | GTA9 | AT17 |AT17 | TA18 | TA18| TTC21 | TTC21
MLVA | SEQ |MLVA| SEQ |MLVA | SEQ | MLVA | SEQ
POC902 SB BL RO 10 10 11 11 25 25 12 12
POC987 SB BL RO 8 8 12 12 26 23 12 12
POC3711 SB LL RO 8 8 16 16 16 16 15 15
POC3788 SB BL RO 9 8 11 14 26 19 14 14
POC3791 SB LL RO 9 9 11 11 15 15 9 9
POC3792 SB BL RO 10 10 20 20 26 23 15 15
POC3794 SB LL RO 9 9 11 11 16 18 9 9
POC3821 SB BL RO 9 9 12 13 10 10 12 12
POC3829 SB LL RO 9 9 10 10 17 18 13 13
POC3846 SB LL RO 10 10 14 14 13 13 16 16
POC3848 SB BL RO 9 10 11 11 17 18 11 11
POC202991 SB BL RO 12 12 11 11 16 14 11 11
MC715 SB LL RO 9 9 14 14 26 22 14 14
MC2818 SB LL RO 10 10 12 12 14 16 13 13
MC6986 SB BL RO 11 12 12 12 15 15 11 11
MC7829 SB BL RO 11 11 10 10 15 15 13 13
MC8464 SB BL RO 8 8 14 14 23 ND 12 12
MC9783 SB NA RO 9 9 14 14 26 19 14 14
LO1 Z-N BL RO 9 10 10 10 12 12 12 12
L02 Z-N BL RO 8 8 12 11 14 15 12 12
LO4 Z-N LL RO 9 9 9 10 14 19 10 10
LO6 Z-N LL RO 9 9 12 12 17 16 12 12
L10 Z-N BL RO 10 10 14 14 23 19 11 10
L13 Z-N LL RO 10 10 12 ND 16 ND 10 10
L15 Z-N LL RO 9 9 11 11 16 16 9 9
L16 Z-N BL RO 10 10 20 ND 22 18 10 15
L19 Z-N BL RO 10 10 10 10 15 15 13 10
L21 Z-N BL RO 9 9 12 14 29 19 12 12
L22 Z-N LL RO 8 9 15 15 18 16 11 11
L23 Z-N BL RO 10 10 13 13 16 15 9 9
L24 Z-N BL RO 10 9 11 11 16 16 13 13
L30 Z-N LL RO 9 9 11 11 10 10 10 14
L36 Z-N LL RO 11 11 11 11 17 21 12 12
L42 Z-N LL RO 10 10 14 14 21 24 11 11
L51 Z-N LL RO 8 8 10 10 25 21 13 13

Samples in grey were excluded from this analysis because at least one VNTR was not

determined using the sequencing technique; ND: not defined; NA: not available; SB: skin

biopsy; ZN: ZN slide; LL:lepromatous leprosy; BL: borderline leprosy; RO: Rondénia.
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Figures 2A and 2B: MST based from VNTR data based on 78 Brazilian M. leprae isolates.

Figure 2A Figure 2B
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In figure A the colors represent the origin of samples: blue: Rond6nia (n=32), green: Pernambuco (n=12), yellow: Ceara (n=21) and red: Rio de Janeiro
(n=13). In B the colors represent SNP types: yellow: SNP type 1 (n=5), red: SNP type 3 (n=29) and green: SNP type 4 (n=44). Each circle represents

a unique genotype. The diameter of each circle corresponds to the number of isolates with the same genotype.
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CAPITULO VII- RESULTADOS

Dados do estudo

Esta etapa da tese compreendeu a analise de 112 amostras de bidpsias de pele oriundas
da cidade de Fortaleza, Ceara. O material foi coletado no Centro Nacional de Referéncia
Dona Libania (CDERM) entre os anos de 2009 e 2010. O Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Dona Libania, unidade credenciada pelo Ministério da Satide como Centro de
Referéncia Nacional para Programas de Controle em Dermatologia Sanitéria, com énfase em
hanseniase, faz parte da rede de unidades de salide do municipio de Fortaleza. Tem como
missdo realizar atividades de assisténcia, ensino e pesquisa na area de dermatologia sanitéria,
visando desenvolver e apoiar as politicas do Ministério da Salde para o controle da
hanseniase e outras dermatoses. No ano de 2009, o estado do Ceara registrou uma taxa de
deteccéo de 26,16 casos de hanseniase em 10.000 habitantes

(http://portal.saude.gov.br/portal/saude).

A amostragem analisada faz parte de um projeto intitulado “Estudos clinico-
epidemiologicos da Hanseniase em area endémica do Nordeste brasileiro”, que recebeu
apoio financeiro do CNPq (Edital MCT-CNPg/MS-SCTIE-DECIT — N° 25/2006), sendo
coordenado pela Dra. Ligia Regina Franco Sansigolo Kerr Pontes. Este projeto tinha uma
abordagem mutidisciplinar, que compreendia a genotipagem de isolados de M. leprae
oriundos de bidpsias de pele de pacientes hansenianos cujo objetivo principal era elucidar
alguns aspectos referentes a transmissao da doenca na cidade, definindo areas de maior risco
para sua ocorréncia e de seus determinantes.

Os critérios para inclusdo dos pacientes neste estudo foram:

1) Todos os pacientes novos de hanseniase PB e MB, sem tratamento anterior;

2) Aceitar participar do estudo assinando o termo de consentimento livre e esclarecido
(no caso de criancas abaixo de 18 anos de idade: consentimento escrito dos pais).

Os critérios de exclusdo foram:

1) Pacientes que ndo deram consentimento apos informacao ou ndo sao capazes de dar
consentimento apds informacéo por serem portadores de necessidades especiais;

2) Pacientes faltosos que retornaram com menos de 1 ano;

3) Pacientes com recidiva ap0s terapia anterior concluida hd menos de 5 anos;

4) Pacientes que no momento da coleta estavam recebendo tratamento para hanseniase

ou recebendo esteroides para outras doencas que ndo fosse hanseniase;
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5) Pacientes que ndo tém residéncia permanente na area ou ndo pudessem comparecer
ao ambulatério durante os meses de tratamento e nos primeiros seis meses (periodo de
acompanhamento intensivo) apds o tratamento;

6) Pacientes com sinais clinicos claros de AIDS.

Os pacientes arrolados foram submetidos a coleta de dados clinicos-epidemiolégicos e
laboratoriais, através da revisdo dos respectivos prontuérios e do banco de dados do SINAN
(Sistema de informacgdo de agravos de notificacdo / Ficha de notificacdo — investigacao
hanseniase) do CDERM (anexo 1).

Resultados genotipagem

Do total de amostras analisadas foi possivel observar que o indice de discriminagéo
aléelica dos VNTRs empregados neste estudo variou de zero (GGT5 e 21-3) até 0.934 (AT15).
Nesta anélise, apenas duas amostras ndo foram completamente genotipadas: uma amostra nao
foi genotipada para 6 VNTRs (GTA9, GGT5, AT17, 21-3, AT15, 12-5) e para 0os SNPs ,
enquanto que outra nao foi analisada apenas para o microssatelite TTC21.

Com relacdo aos SNPs, foi possivel observar que 89.2% (n=99) da populagédo
apresentava o gendtipo 4, 8,1% (n=9) o gendtipo 3 e 2,7% (n=3) o0 gendtipo 1. Neste estudo
ndo foi verificada a presenca de gendtipo 2. Apenas para uma amostra ndo foi possivel definir
0 gendtipo de acordo com 0s SNPs.

Através dos genotipos de M. leprae difinidos neste estudo, 3 grupos foram formados
empregando diferentes niveis de similaridade entre as amostras analisadas. Assim, as
caracteristicas dos pacientes foram avaliadas entre as amostras agrupadas e as que nao
pertenciam aos grupos, para que desta forma, nds pudéssemos identificar quais estariam
associadas a formacdo dos grupos e suas possiveis relacdes como a transmissdo da hanseniase
na cidade de Fortaleza:

i) Grupo 1: composto apenas pelos pares de amostras com mesmo gendtipo para todos os
VNTRs (amostras idénticas / pares A-D) (tabela 7.1);

i) Grupo 2: composto pelas amostras enquadradas no grupo 1 (pares A-D) e pelos pares de
amostras que diferiam entre si nos microssatélites mais polimérficos: ATs (pares E-I) (tabela
7.2);
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iii) Grupo 3: composto pelos pares de amostras com mesmo genotipo para todos os VNTRS
(pares A-D), pelos pares de amostras que diferiam entre si nos microssatélites mais
polimorficos ATs (pares E-I) e pelos pares de amostras que diferiam em outros VNTRs além

dos mais polimorficos (pares J-S) (tabela 7.3).
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Tabela 7.1. Pares de amostras com genotipos idénticos.

Pares | AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17 | 6-3 |21-3| AC9 |AT15|AC8a | 27-5| 6-7 | TA18 | GAA21 | TA10|23-3| 12-5 | 18-8 | SNP
A 8 10 4 18 3 2 7 25 8 5 6 23 19 8 2 4 3 4
8 10 4 18 3 2 7 25 8 5 6 23 19 8 2 4 3 4
B 7 9 4 13 3 2 8 16 9 5 6 15 11 8 2 4 3 4
7 9 4 13 3 2 8 16 9 5 6 15 11 8 2 4 3 4
C 7 9 4 12 3 2 8 21 9 5 6 16 12 8 2 4 3 4
7 9 4 12 3 2 8 21 9 5 6 16 12 8 2 4 3 4
D 8 10 4 19 3 2 7 24 8 5 6 16 14 8 2 4 3 4
8 10 4 19 3 2 7 24 8 5 6 16 14 8 2 4 3 4
Tabela 7.2. Pares de amostras que diferem nos microssatélites mais polimorficos (repeticdes de dinucleotideos AT)
Pares | AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17*| 6-3 | 21-3| AC9 | AT15* | AC8a | 27-5| 6-7 | TA18* | GAA21 | TA10|23-3| 12-5|18-8| SNP
E 7 9 4 12 3 2 8 16 9 5 6 20 12 8 2 4 3 4
7 9 4 12 3 2 8 15 9 5 6 20 12 8 2 4 3 4
F 8 10 4 18 3 2 7 33 8 5 6 23 13 8 2 4 3 4
8 10 4 19 3 2 7 32 8 5 6 25 13 8 2 4 3 4
G 7 9 4 11 3 2 8 21 9 5 6 25 12 8 2 4 3 4
7 9 4 11 3 2 8 21 9 5 6 22 12 8 2 4 3 4
H 8 10 4 21 3 2 7 29 8 5 7 17 14 8 2 4 3 4
8 10 4 20 3 2 7 29 8 5 7 15 14 8 2 4 3 4
I 7 15 4 16 3 2 7 16 8 5 6 14 12 8 2 4 3 4
7 15 4 15 3 2 7 16 8 5 6 14 12 8 2 4 3 4

* Repeti¢des de dinucleotideos com alto grau de polimorfismo / Em cinza: variagdes observadas entre os pares de amostras.
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Tabela 7.3. Pares de amostras que além de diferirem nas repeticdes de dinucleotideos (ATs) também apresentaram variagdo em mais um

microssatélite.

Pares | AC8b | GTA9 | GGTS5 |AT17*| 6-3 | 21-3| AC9 | AT15* | AC8a | 27-5 | 6-7 | TA18* | GAA21 | TA10*| 23-3 | 12-5 | 18-8 | SNP
J 7 8 4 14 3 2 8 19 9 5 6 26 12 8 2 4 3 4
7 8 4 14 3 2 7 18 9 5 6 25 12 8 2 4 3 4

K 7 8 4 12 3 2 8 14 9 5 6 23 13 8 2 4 3 4
7 9 4 12 3 2 8 14 9 5 6 25 13 8 2 4 3 4

L 8 10 4 11 3 2 8 15 8 5 6 26 12 8 2 4 3 4
7 10 4 12 3 2 8 16 8 5 6 28 12 8 2 4 3 4

M 7 12 4 15 3 2 7 17 9 2 6 17 15 8 2 4 3 4
7 12 4 15 3 2 7 22 9 2 6 18 14 8 2 4 3 4

N 8 10 4 15 3 2 Il 18 8 5 6 20 18 8 2 4 3 4
8 10 4 14 3 2 Il 23 8 5 6 20 20 9 2 4 3 4

©) 7 10 4 11 3 2 8 15 8 5 6 21 12 8 2 4 3 4
7 10 4 11 3 2 8 16 9 5 6 21 12 8 2 4 3 4

P 7 8 4 12 3 2 8 14 9 5 6 17 13 8 2 4 3 4
7 9 4 10 3 2 8 14 9 5 6 15 13 8 2 4 3 4

Q 7 9 4 12 3 2 8 16 9 5 6 18 12 8 2 4 3 4
7 10 4 11 3 2 8 17 9 5 6 17 12 9 2 4 3 4

R 8 9 4 13 3 2 8 22 9 5 6 17 12 8 2 4 3 4
7 9 4 13 3 2 8 23 9 5 6 19 12 8 2 4 3 4

S 8 10 4 20 3 2 7 20 8 5 6 14 13 8 2 4 3 4
8 10 4 20 3 2 7 21 8 5 6 16 18 8 2 4 3 4

* Repeti¢des de dinucleotideos com alto grau de polimorfismo / Em cinza: variagdes observadas entre os pares de amostras.
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De posse das informag6es clinicas e epidemioldgicas desses pacientes, selecionamos as
que consideramos neste momento como sendo as mais provaveis para influenciar a transmissdo
da doenca: sexo, raca, idade, escolaridade, ocupacdo, nimero de lesdes, forma clinica da doenca,
baciloscopia e endereco. Para a analise de uma possivel associacao entre a formacéo dos grupos
com as caracteristicas dos pacientes foi utilizado o teste de qui-quadrado e para a comparagéo de
médias (idade e nimero de lesbes) o teste ANOVA.

Os resultados sugerem que o sexo masculino (tabela 7.4) e a area denominada de 179, que
compreende 0s bairros situados na regional 5 de Fortaleza (tabela 7.5), estariam associados a
formacdo do grupo 3. Nenhuma outra associacdo entre as variaveis analisadas e 0s grupos
formados foi estabelecida.
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Tabela 7.4. Variavel sexo analisada para os 3 grupos identificados no estudo.

Sexo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(pares de amostras idénticas) (pares de amostras do grupo 1 + pares de amostras (pares formados nos grupos 1, 2 + pares que
que diferem nos dinucleotideos de AT) diferem em outros VNTRs com polimorfismo
intermediario)
N&o Sim Total (100%) N&o Sim Total (100%) N&o Sim Total (100%)
F 39 (95, 1%) 2(4, 9%) 41 37 (90, 2%) | 4 (9, 8%) 41 32 (78%) 9 (22%) 41
M 65 (91, 5%) 6 (8, 5%) 71 57 (80, 3%) | 14 (19, 7%) 71 42 (59%) 29 (41%) 71
Total | 104 (92, 9%) | 8 (7, 1%) 112 94 (84%) 18 (16%) 112 74 (66%) 38 (34%) 112

N&o: amostras que ndo pertencem aos grupos / Sim: amostras agrupadas./ F: feminino / M: masculino/ Em cinza: nimero aumentado de casos do sexo masculino.

Tabela 7.5. Variavel area analisada para os 3 grupos identificados no estudo.

Area Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(pares de amostras idénticas) (pares de amostras do grupo 1 + pares de amostras (pares formados nos grupos 1, 2 + pares que diferem
que diferem nos dinucleotideos de AT) em outros VNTRs com polimorfismo intermediario)
Néo Sim Total Néo Sim Total Néo Sim Total
(100%) (100%) (100%)
s/inf | 6 (85, 7%) 1 (14, 3%) 7 6 (85, 7%) 1 (14, 3%) 7 6 (85, 7%) 1 (14, 3%) 7
175 13 (100%) 0 (0%) 13 12 (92,3%) | 1 (7, 7%) 13 10 (76, 9%) 3 (23, 1%) 13
176 1 (50%) 1 (50%) 2 0 (0%) 2 (100%) 2 0 (0%) 2 (100%) 2
177 16 (88, 9%) 2 (11, 1%) 18 14 (77, 8%) | 4 (22, 2%) 18 14 (77, 8%) 4 (22, 2%) 18
178 9 (90%) 1 (10%) 10 7 (70%) 3 (30%) 10 6 (60%) 4 (40%) 10
179 45 (93, 75%) | 3 (6, 25%) 48 42 (87,5%) | 6 (12, 5%) 48 28 (58, 3%) 20 (41, 7%) 48
180 14 (100%) 0 (0%) 14 13 (92,9%) | 1(7, 1%) 14 10 (71, 4%) 4 (28, 6%) 14
Total | 104 (92, 9%) | 8 (7, 1%) 112 94 (83, 9%) | 18 (16, 1%) 112 74 (66%) 38 (34%) 112

A &rea corresponde aos bairros na cidade de Fortaleza: Area 175: Alvaro Weyne, Barra do Ceard, Carlito Pamplona, Cristo Redentor, Jd Guanabara, Jd Iracema, Sdo
Gerardo, Vila Velha/ Area 176: Cais do Porto e Centro/ Area 177: Antdnio Bezerra, Bela Vista, Bom Sucesso, Henrique Jorge, Jardim Jodo XXI11, Joquei Clube, PE.
Andrade, Quintino Cunha / Area 178: Aeroporto, Montese, Pan Americano, Parangaba, Vila Peri, Vila Uni&o / Area 179: Bom Jardim, Canindezinho, Cj. Esperanca,
Granja Lisboa, Granja Portugal, José Walter, Manoel Satriro, Maraponga, Mondubim, Parque Genibau, Parque Presidente Vargas, Parque Santa Rosa, Parque Séo José,
Planalto Airton Senna, Siqueira / Area 180: Aerolandia, Cajazeiras, Casteldo, Cidade dos Funcionérios, Jangurussu, Messejana, Passaré /s/inf:amostras sem informacao
quanto a origem / Nao: amostras que ndo pertencem aos grupos / Sim: amostras agrupadas / Em cinza: nimero aumentado de casos de hanseniase na area denominada
179.
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CAPITULO VIII - DISCUSSAO

A genotipagem de Mycobaterium leprae ndo é uma tarefa simples porque além das
complicacBes referentes & metodologia muitas vezes as informacBes acerca dos pacientes
analisados ndo estdo disponiveis, o que dificulta a compreensdo dos resultados obtidos. Um
outro fator que interfere neste tipo de anélise esta relacionado a obtencdo de DNA deste bacilo
que, devido a impossibilidade de cultivo in vitro, se restringe aos espécimes clinicos oriundos
de pacientes. No entanto, nem sempre é possivel obter DNA de qualidade e em quantidades
suficientes para a execugdo dos experimentos. Além da baixa viabilidade deste tipo de
material & comum observar a presenca de outros microrganimos em amostras de bidpsias de
pele de pacientes hansenianos. Embora a multiplicagdo deste patdgeno seja possivel in vivo,
€ necessario muito tempo para que uma quantidade consideravel de bactérias seja obtida para
posterior obtencdo de DNA. Além disso, pouco sabemos sobre as caracteristicas adaptativas
ou sobre as alteracdes genéticas potenciais deste organismo quando cultivados durante longo
periodo. Pelas razfes descritas, a genotipagem de M. leprae tem sido, ao longo dos anos, um
grande desafio para pesquisadores do mundo todo.

Métodos de genotipagem baseiam-se na deteccao de diferencas na sequéncia de DNA
provenientes de mudancas de um unico ou de alguns nucleotideos, de dele¢bes ou insercoes
(geradas através de recombinacdo homdloga ou de elementos genéticos modveis) e de
sequéncias repetitivas de tamanho variado (repeticbes em tandem) em diferentes posicoes do
genoma. As repeticbes em tandem sdo classificadas como microssatélites ou minissatélites e
sdo excelentes fontes de polimorfismos porque o nimero de unidades destas repeticGes pode
aumentar ou diminuir durante o processo de replicacdo. Sistemas de genotipagem molecular
tém sido amplamente utilizados no monitoramento de surtos, distingdo entre casos de
reativacao e re-infeccdo e no estudo da biologia de populagcdes de microrganismos, de uma
perspectiva local e global. Sequéncias repetitivas tém sido utilizadas como ferramenta na
diferenciacdo molecular de organismos patogénicos como Bacillus anthracis (Fasanella e col.,
2005), Yersinia pestis (Kingston e col., 2009; Li e col., 2009) e M. tuberculosis (Supply e col.
2006). A observacdo de sequéncias repetitivas em diferentes microrganismos patogénicos
com potencial de discrimina¢do variado impulsionou os estudos na busca destes elementos no
genoma de Mycobacterium leprae.

Desde 2000, inimeros esforcos tém sido feitos na busca por sequéncias repetitivas
com potencial para diferenciar isolados de M. leprae. Estudos tém avaliado o polimorfismo
de diferentes micro- e minissatélites em varios paises (Shin e col., 2000; Matsuoka e col.,
2004; Young e col., 2004; Young e col., 2008) e os resultados observados sugerem que 0s
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VNTRs avaliados possuem alto grau de polimorfismo. Além disso, estudos foram conduzidos
nos quais a estabilidade destes microssatélites foi avaliada através da analise de suspensdes
oriundas de diferentes passagens em animais (Truman e col., 2004; Matsuoka e col. 2004).
Os resultados observados nos diferentes trabalhos sugerem que os microssatélites sdo estaveis
ao longo dos anos e devido ao polimorfismo observado seriam capazes de distinguir
efetivamente isolados de M. leprae. A genotipagem molecular podera oferecer informagdes
importantes para estudos epidemiolégicos ja que apresenta potencial para ratrear a
transmissdo da hanseniase através da associacdo de genétipos de M. leprae. Atualmente, a
analise de 15 VNTRs, seis minissatélites e 9 microssatélites, tem sido proposta como uma
ferramenta robusta para genotipagem desta bactéria (Kimura e col., 2009). Além disso, o
desenvolvimento de um método baseado na amplificacdo dos diferentes VNTRs através de
quatro PCRs multiplex, utilizando oligonucleotideos marcados com fluorescéncia para que o
namero de cdpias de cada repeticdo seja determinado através da analise do comprimento dos
fragmentos gerados (do inglés FLA, “Fragment lenght analysis”), tem sido sugerido como
uma forma de analise mais rapida e eficiente para genotipagem de M. leprae (Kimura e col.,
2009). Este tipo de abordagem é similar ao MIRU-VNTR que é amplamente utilizado para
genotipagem de isolados de M. tuberculosis (Supply e col., 2001).

No ano de 2009, trabalhos envolvendo a genotipagem de isolados de M. leprae
utilizando PCR multiplex e FLA foram desenvolvidos em populacdes de paises como:
Filipinas (Sakamuri e col., 2009), China (Xing e col., 2009; Weng e col., 2010), Colémbia
(Cardona-Castro e col., 2009) e Brasil (Fontes e col., 2009). Desta forma, a variabilidade
genética deste patdgeno dentro das diferentes populacdes tem sido amplamente estudada.

No presente estudo, empregamos o método descrito por Kimura e colaboradores
(2009) com o objetivo de avaliar a variabilidade genética de isolados de M. leprae na
populacdo brasileira. Para isso, amostras de pacientes hansenianos de trés regides geograficas
do Brasil foram analisadas utilizando microssatélites e minissatélites. O poder
discriminatorio de 0.999 observado com 0s 16 VNTRs empregados neste estudo foi similar ao
valor de 0.998 dos 15 MIRU-VNTR que atualmente sdo propostos para discriminacdo
epidemiologica de isolados de M. tuberculosis (Zhou e col., 2011).

No tocante ao indice de discriminacdo alélica (HGDI) de cada micro- e minissatélite
foi possivel observar que algumas repeticdes apresentaram-se altamente polimdrficas
enquanto outras demonstraram baixo ou nenhum polimorfismo. Estratificando nossa analise
de acordo com a origem geogréafica dos isolados, foi possivel verificar que o minissatélite
21-3 ndo demonstrou polimorfismo quando amostras dos estados do Ceard, Pernambuco, Rio
de Janeiro e S&o Paulo foram avaliadas. Este mesmo comportamento foi observado em
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estudos realizados na Colémbia (Castro-Cardona e col., 2009) e na China (Xing e col., 2009).
Todavia, a presenca de diferentes alelos para este minissatélite foi observada apenas na
populacdo de Rondbnia e em estudos conduzidos na Tailandia (Srisungnam e col., 2009),
Filipinas (Sakamuri e col., 2009b) e india (Shinde e col., 2009). O polimorfismo do
minissatélite 23-3 também parece estar associado a origem geografica dos isolados
analisados, tendo sido nulo nos estados do sudeste do pais e na populacdo da Tailandia
(Srisungnam e col., 2009). No entanto, as regides norte e nordeste do Brasil demonstraram
diferentes alelos para este minissatélite, assim como as populacdes da india (Shinde e col.,
2009), China (Xing e col., 2009), Filipinas (Sakamuri e col., 2009b) e Colombia (Castro-
Cardona e col., 2009). Desta forma, podemos observar que a varibilidade genética de
determinados VNTRs, sobretudo os minissatélites, varia de acordo com a populacéo estudada,
sugerindo que o polimorfismo de cada uma destas repeticbes s6 podera ser inteiramente
compreendido a medida que amostras de diferentes origens forem analisadas. Assim, sera
possivel compreender se 0 comportamento observado estd exclusivamente associado a regido
de estudo ou ao numero amostral que foi avaliado.

Em nosso estudo, o0s VNTRs que apresentaram os maiores indices de discriminagéo
alélica foram as repetic6es de dinucleotideos compostas por AT (AT17, AT15, TA18 e TA10)
e o trinucleotideo GAA21. Este ultimo microssatélite também foi descrito como sendo
altamente polimorfico num estudo conduzido na Tailandia no qual o poder discriminatorio de
14 VNTRs foi avaliado através da analise de biopsias de pele e esfregacos dérmicos de
pacientes hansenianos. Neste mesmo trabalho repeticdes de dinucleotideos como AT17,
AT15 e TA18 também apresentaram as maiores taxas de diversidade alélica (Srisungnam e
col., 2009).

Além da genotipagem de isolados de M. leprae oriundos de bidpsia de pele de
pacientes hansenianos, neste estudo também foi avaliada a possibilidade de amplificar, através
de PCR, material de linfa proveniente de laminas de baciloscopia (esfregacos dérmicos). A
amplificacdo de DNA de M. leprae em diferentes tipos de amostras clinicas foi descrita por
diversos pesquisadores. Basicamente, estudos comprovaram a presenca de DNA do bacilo
em amostras de linfa, sangue, biopsias de pele (Santos e col., 1993), biopsias de pele
embebidas em parafina (Arnoldi e col., 1992; Fiallo e col., 1992), secrecdo nasal, bulbos
capilares (Santos e col., 1995), lesGes de nervo (Chemouilli e col., 1996) e lesbes oculares
(Carus e col., 1995). Todavia, a quantidade de bactérias e a presenca de inibidores de PCR

nestes materiais podem interferir diretamente no processo de amplificacéo.
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A extracdo de DNA oriundo de material fixado em ldmina e corado pelo método de
Ziehl-Neelsen foi descrita por van der Zanden e colaboradores (1998). Nesse estudo um
método de extracdo rapido e simples que utiliza uma resina quelante (Chelex) e choque
térmico foi empregado para extracdo de DNA de M. tuberculosis oriundo de amostras de
escarro fixadas em lamina. O material processado foi amplificado e genotipado para deteccao
de resisténcia medicamentosa através da técnica de spoligotyping (van der Zanden e col.,
2003). Os resultados obtidos sugerem que este tipo de material poderia ser utilizado como
uma fonte alternativa para obtencdo de DNA de M. tuberculosis. Muito recentemente, um
grupo de pesquisadores demonstrou a possibilidade de detectar DNA de M. leprae em laminas
de baciloscopia consideradas negativas através de um método de extracdo de DNA basedo em
proteinase K e SDS, com posterior amplificacdo por PCR (Kamble e colaboradores 2010).
Neste estudo, a taxa de deteccdo de DNA de M. leprae foi de 32,6% (n=15), 0 que demonstra
que o método de extracdo de DNA associado a PCR poderia ser uma alternativa ao
diagnostico dos casos de hanseniase que aparentemente apresentam bacilocopia negativa.

A utilizacdo de amostras de linfa em estudos de genotipagem de M. leprae foi
demonstrada em alguns trabalhos. No entanto, nestes estudos as amostras eram coletadas e
submetidas diretamente aos procedimentos para extracdo de DNA deste bacilo (Srisungnam e
col., 2009; Sakamuri e col., 2009b; Shinde e col., 2009; Cardona-Castro e col., 2009; Xing e
col., 2009). Como as laminas de baciloscopia sdo confeccionadas com linfa oriundas de
esfregacos dérmicos e fazem parte da rotina dos servicos de saude de atendimento a pacientes
hansenianos, nds resolvemos investir na analise desse tipo de material. Para isto, dois
protocolos de extracdo de DNA que nesta discusséo serdo chamados de A (van der Zanden e
col., 1998) e B (Kamble e col., 2010) foram avaliados e os resultados obtidos comparados. A
viabilidade deste tipo de material, em nosso estudo, esta diretamente associada a possibilidade
de genotipar essas amostras para diferentes sistemas de PCR, ou seja, definir o gendtipo de
M. leprae para 16 VNTRs.

Desta forma, foi possivel observar que 30,2% das amostras cujo DNA foi extraido
segundo o protocolo A foram genotipadas para todos os VNTRs empregados neste estudo,
enquanto que o protocolo B demonstrou taxa de 28, 2%. Como os resultados obtidos através
dos dois protocolos foram muito similares, a viabilidade deste tipo de material ndo parece
estar associada ao método de extracdo de DNA e sim, devido ao fato de que as amostras
analisadas estavam fixadas e coradas, desta forma inibidores poderiam estar presentes
interferindo na amplificacdo do DNA por PCR. No entanto, os resultados sugerem que este

tipo de material é viavel para obtencad de DNA de M. leprae.
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Com relagdo ao ano de coleta das amostras oriundas de laminas de baciloscopia foi
possivel verificar que o material processado segundo o protocolo A apresentou um aumento
no percentual de genotipagem quando amostras mais recentes foram analisadas,
demonstrando assim, que o tempo de armazenamento poderia interferir nas taxas de
viabilidade. Todavia, 0 material processado segundo o protocolo B demonstrou resultados
contrérios e, possivelmente, isto se deve a um viés relacionado ao namero amostral.
Nenhuma relagdo entre o indice baciloscopico das amostras processadas e o percentual de
genotipagem pbde ser estabelecida, no entanto, foi possivel observar que as amostras
processadas segundo o protocolo A e que foram genotipadas apresentavam indice
baciloscdpico entre 1.75 e 5.25. Com relacdo ao protocolo B, foram genotipadas amostras
com indice baciloscopico variando de 0.5 a 4.5. Estes resultados sugerem que material com
baixo indice baciloscépico pode ser utilizado também para obtencdo de DNA de M. leprae.

Apos a obtencdo de DNA de amostras oriundas de esfregacos dérmicos (laminas de
baciloscopia) nos foi possivel comparar o genotipo da bactéria obtida neste espécime clinico
com os resultados oriundos de biopsia de pele do mesmo paciente; variacdes genotipicas
foram observadas nos microssatélites considerados altamente polimorficos como o0s
dinucleotideos compostos por AT e o trinucleotideo GAA21. A variabilidade genética entre
espécimes clinicos de um mesmo individuo tem sido investigada e alguns trabalhos
demonstram a existéncia de um padrdo idéntico nos minissatélites e pequenas variacdes em
microssatelites como AT17, GAA21 (Sakamuri e col., 2009b) e TA10 (Xing e col., 2009).
No entanto, Young e colaboradores (2008) ao comparar 0 genotipo de M. leprae encontrado
em biopsias de pele e de nervo de mesmo paciente observaram variagdes tanto nos
microssatelites quanto nos minissatélites empregados no estudo. Neste caso, os resultados
obtidos sugerem que duas populacdes de bactérias poderiam existir, 0 que justificaria a
presenca de gendtipos dominantes diferentes, que supostamente teriam se expandido
independentemente. Desta forma, o gendtipo de M. leprae observado na bidpsia de pele
corresponderia ao genotipo dominante dentro de uma populacdo heterogénea. A entrada no
nervo proporcionaria a oportunidade para um ndmero limitado de bactérias sofrer uma
expansdo clonal em um novo nicho isolado. Esta situacdo poderia permitir o surgimento de
uma populacdo subdominante, como resultado de alguma vantagem seletiva. Desta forma,
fracdes da populacdo formada por bactérias que preferem o ambiente celular oferecido no
nervo seriam selecionadas naquele local. Os resultados obtidos com os diferentes trabalhos
sugerem que: i) variacdes em microssatélites considerados altamente polimdrficos néo
necessariamente significam uma mudanca de gendtipo da bactéria encontrada em diferentes
espécimes clinicos de um mesmo individuo, desde que outras variacdes ndo sejam observadas
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nos demais marcadores avaliados (minissatélites e/ou SNPs); ii) variacdes observadas em
micro- e minissatélites podem indicar que um mesmo individuo tenha sido infectado por uma
populacdo mista de bactérias e que estas poderiam se expandir diferentemente nos espécimes
clinicos avaliados. No entanto, os resultados obtidos em nosso estudo precisam ser ampliados
através da analise de um nimero maior de pacientes com diferentes espécimes clinicos, sé
assim poderemos compreender melhor o comportamento dos diferentes marcadores.

Embora em nosso estudo os resultados obtidos através da genotipagem via analise de
fragmentos e sequenciamento tenham sidos comparados, confirmando uma maior eficiéncia
da primeira técnica, durante a execucdo desta tese de doutorado nos foi possivel avaliar
amostras de pacientes com hanseniase recidiva para uma possivel distingdo entre os casos de
reativacao e re-infecgdo da doenca. Todavia, no momento em que esta proposta nos foi feita a
genotipagem de M. leprae via andlise de fragmentos estava em fase de desenvolvimento na
Fundacdo Oswaldo Cruz. Desta forma, foi realizada uma analise utilizando apenas quatro
microssatelites (Truman e col., 2004) através de amplificacdo por PCR e sequenciamento dos
fragmentos gerados. A escolha destes microssatélites foi baseada no fato de que na época em
que esta analise foi feita estes ja haviam sido empregados em outros estudos nos quais seu
potencial polimdrfico bem como sua estabilidade ja tinham sido avaliados (Groathouse e col.,
2004, Truman e col., 2004, Young e col., 2004).

Os casos de recidiva associados a resisténcia as drogas da poliquimioterapia
representam um grave problema e desde a década de 60 varios relatos tém sido descritos. A
deteccdo molecular de resisténcia tem se baseado na observacdo de mutagcdes em genes que
codificam regides envolvidas no alvo de acdo das drogas ou de sua ativagdo. No entanto,
neste estudo foi possivel observar, através da analise de quatro microssatéelites e do
sequenciamento de genes comumente associados a resisténcia as drogas (rpoB, folP, gyrB e
gyrA), que a maioria dos casos de recidiva avaliados estariam relacionados a uma re-infecgéo,
uma vez o genétipo de M. leprae observado nos dois espécimes de mesmo paciente foi
diferente. Devido ao numero amostral e ao fato de que apenas amostras oriundas do Rio de
Janeiro foram avalidas os resultados obtidos devem ser analisados com cautela. InvestigacGes
futuras acerca do comportamento dos casos de recidiva no pais, incluindo a avaliacdo de
outros micro- e minissatélites, devem ser conduzidas.

No ano de 2009, uma edicdo especial do periddico Leprosy Review publicou trabalhos
nos quais diferentes micro- e minissatélites foram empregados para avaliar a variabilidade
genética de M. leprae em paises como Colémbia (Castro-Cardona e col., 2009), Filipinas
(Sakamuri col., 2009b), india (Shinde e col., 2009), Tailandia (Srisungnam e col., 2009) e
China (Xing e col., 2009). De posse destes dados, 126 gendtipos de M. leprae oriundos dos
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paises anteriormente citados foram comparados com 250 gend6tipos definidos em nosso estudo
no Brasil através da construcdo de uma arvore geradora minima (do inglés, “Minimum
spanning tree") (figura 8.1). Todos os trabalhos avaliados empregaram os mesmos 14 VNTRS
que foram utilizados nesta comparagdo. Através desta analise, nos foi possivel notar que os
genotipos brasileiros encontram-se mais dispersos do que os demais, esta observacdo pode
estar relacionada ao nimero amostral avaliado que foi muito maior do que a soma de todos 0s
outros paises juntos, o que poderia contribuir para a grande diversidade genética observada.
No tocante aos gendtipos de M. leprae oriundos de outros paises foi possivel observar uma
tendéncia a formacdo de grupos de acordo com a origem geogréfica dos isolados, este fato
pode ser observado entre amostras provenientes das Filipinas e da China, pois nos dois casos
grande parte das amostras encontra-se nas extremidades da arvore. No entanto, os isolados da
Tailandia encontram-se distribuidos em dois grupos distintos, cada um localizado numa
extremidade. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho que foi utilizado como
referéncia para esta comparagdo (Srinsungnam e col., 2009). De acordo com o0s autores, 0S
isolados tailandeses séo divididos em dois grupos distintos com base nos alelos encontrados
em dois VNTRs especificos (GGT5 e 21-3), justamente o que foi observado com a construgéo
da arvore. Outra particularidade observada se refere aos isolados oriundos da india que se
apresentam dispersos entre as amostras do Brasil. A grande diversidade genética dos isolados
do Brasil e da India pode estar relacionada ao fato de que estes dois paises sozinhos s&o
responsaveis por 69% dos novos casos de hanseniase detectados no mundo (OMS, 2008).
Desta forma, a grande variabilidade genética de M. leprae observada seria proporcional ao

namero de casos de hanseniase registrados nos dois paises.
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Figura 8.1. Arvore geradora minima construida com base nos genotipos de M. leprae

identificados em diferentes paises através da analise de 14 VNTRs.

@

As cores equivalem ao local de origem dos isolados comparados: O Brasil (n=250) @® China (n=16)
@ Colémbia (n=04) @ Filipinas (n=31) @ Tailandia (n=45) © India (n=30). Cada circulo corresponde a um
genotipo particular. J& o tamanho dos circulos corresponde ao nimero de isolados com mesmo genétipo.
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Outra forma importante de polimorfismo genético observado no genoma de M. leprae,
os polimorfismos de base Unica ou SNPs tém fornecido importantes evidéncias para a
formulacdo de hipoteses sobre a rota de disseminacdo da hanseniase pelo mundo. De acordo
com os estudos, a doenca teria se originado no leste da Africa, tendo sido disseminada para
Asia, Meio Oeste, Europa e posteriormente para paises da Africa Central através do comércio
de escravos (Monot e col., 2005; Monot e col., 2009). A anélise filogeogréfica de bactérias é
uma ferramenta poderosa porque possibilita a compreenséo da disseminacdo do patégeno e as
movimentacGes do hospedeiro. Estudos com H. pylori revelaram que genotipos deste
patdégeno estdo diretamente relacionados com seus locais de origem, com 0s processos de
migracao e etnia de seus hospedeiros (Falush e col., 2003; Wirth e col., 2004; Linz e col.,
2007). Além disso, estudos com M. tuberculosis sugerem que determinadas linhagens desta
bactéria se adaptaram a populacdes especificas (Gagneux e col., 2006).

A andlise de isolados brasileiros de diferentes regibes geogréaficas para distin¢cdo dos
quatro possiveis gendtipos de M. leprae (Monot e col., 2005) com base em mutacGes de base
Unica foi impulsionada pela descricdo de um método rapido de PCR-RFLP (Sakamuri e col.,
2009a). Estratificando nossa analise de acordo com o estado de origem das amostras, foi
observada a predominéncia de gendtipo 3 nos estados de Rondénia (51,5%), Rio de Janeiro
(70%) e Sao Paulo (97,3%). Todavia, a predominancia quase que exclusiva deste gendtipo
neste Ultimo estado pode estar relacionada ao fato de que apenas amostras da cidade de Bauru
foram analisadas. Desta forma, o resultado observado parece ser representativo dentro de
uma populacao especifica e ndo do estado inteiro. Ja as amostras provenientes dos estados do
Rio de Janeiro e Rondbnia sdo oriundas de centros de referéncia que atendem pacientes
hansenianos encaminhados pelos servicos de salude do estado, por isso uma maior
heterogeneidade de genotipos pode ser observada nestas duas populagdes Segundo o modelo
proposto por Monot e colaboradores (2005), o gendtipo 3 estaria associado a populactes da
Europa, norte da Africa e Américas, o que corroboraria com a diversidade étnica observada
nos estados de Ronddnia e Rio de Janeiro. No estado do norte ocorreram diversos ciclos
econébmicos como a exploracdo da borracha, cassiterita e ouro que atrairam migrantes de
diversas partes do pais. Ja os estados do sudeste que se caracterizam por seus centros urbanos
mais desenvolvidos receberam tanto imigrantes de outros paises como brasileiros oriundos de
outras regides em busca de melhores condi¢cBes de vida. A predominanica de gendtipo 3
também foi observada num estudo conduzido na populacdo do México (Matsuoka e col.,
2009), que assim como o Brasil também foi colonizado por europeus.

O gendtipo 4, oriundo da Africa Ocidental (Monot e col., 2005), apresentou
predominanica nos dois estados do nordeste avaliados neste estudo. A proximidade entre
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Pernambuco e Ceara poderia explicar a disseminacao deste genotipo na regido. Além disso, a
composicao étnica das duas populacdes é majoritariamente de afro-descendentes (dados do
IBGE — Censo 2010), o que coroboraria com a hipétese de que a disseminacdo deste genotipo
pelo mundo estaria associada ao comércio de escravos (Monot e col., 2005). J& o genotipo 1,
que teria a sua origem em paises asiaticos (Nepal, india, Coréia, Tailandia e Filipinas), Nova
Caleddnia e Africa Oriental, foi encontrado em menor nimero neste estudo em pacientes dos
estados do Ceara, Pernambuco, Rond6nia, Rio de Janeiro e Amazonas. A presenca dos
gendtipos 1, 3 e 4 bem como suas taxas de predominadncia no Brasil corroboram com o
processo de colonizacdo do pais que se reflete atualmente numa composicao étnica de brancos
(49,7%), afro-descendentes (49,5%) e amarelos ou indios (0,8%) (dados do IBGE — Censo
2010).

Com o objetivo de (i) visualizar a similaridade entre os gendtipos definidos no Brasil,
(i) compreender a relacdo entre 0s genotipos e a origem geografica dos isolados analisados, e
(iii) avaliar a relagdo entre os genoOtipos definidos pelos VNTRs e por SNPs, arvores
geradoras minimas foram construidas. As duas arvores (figuras 8.2 e 8.3) do Brasil foram
construidas com base nos genoétipos de 244 isolados de M. leprae definidos através de 16
VNTRs. As cores empregadas na figura 8.2 equivalem ao local de origem do isolados
enquanto que na figura 8.3 demonstram os genotipos definidos através dos SNPs. Na figura
8.2 e possivel verificar a grande diversidade genética de M. leprae observada neste estudo.
No entanto, podemos observar a formagédo de 2 bragos principais: na extremidade A estdo as
amostras oriundas do Ceara que apresentam certa similaridade genéetica com amostras de
Pernambuco, com alguns isolados do Rio de Janeiro e de Rond6nia. Ja na extremidade B,
podemos observar um bragco composto por amostras de Sdo Paulo que apresentam
similaridade genética com amostras dos estados do Rio de Janeiro e alguns isolados de
Rondonia. Pela figura nés podemos dizer que os isolados de Rondbnia e Rio de Janeiro
apresentam genotipos similares aos da regido nordeste e sudeste do pais. Esta observacao
poderia ser explicada pelo fato de que ambos os estados possuem um grande fluxo migratorio
recebendo individuos de diversas partes do Brasil. Comportamento similar também poderia
ter sido observado entre os isolados de Sdo Paulo, uma vez que o estado, sabidamente, é
composto por individuos de diferentes regides do pais. Todavia, em nossa analise apenas
amostras da cidade de Bauru foram avaliadas, assim, o comportamento observado nao é
referente ao estado e sim, a uma cidade especifica. Na segunda arvore construida (figura 8.3)
n6s podemos visualizar a distribuicdo dos gen6tipos segundo os SNPs pelo pais. E possivel
notar também a existéncia de 2 grandes grupos representados aqui pelos bracos da arvore: na
extremidade A estdo os isolados com genotipo 4 que sdo em sua maioria originarios da regido
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nordeste do pais; na extremidade B estdo os isolados com gendtipo 3, originarios sobretudo da
regido sudeste do Brasil. As duas figuras demonstram que mesmo tendo sido observada uma
grande diversidade genética entre os isolados avaliados neste estudo, foi possivel verificar a
existéncia de genotipos de M. leprae, definidos tanto por VNTRs quanto por SNPs,
associados com a area de origem da amostra, o que reforca a idéia da existéncia de genotipos

especificos para cada regido.
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Figura 8.2. Arvore geradora minima construida com base nos gendtipos
de M. leprae definidos no Brasil utilizando 16 VNTRs.

Extremidade A

Extremidade B

As cores equivalem aos estados de origem do isolados. @ PE (n=12) @ RJ (n=41)
O CE (n=131) O SP (n=23) ® MG (n=2) @ RS (n=1) © AM (n=2) ® RO (n=32).

Cada circulo corresponde a um gendtipo particular. Ja o tamanho dos circulos
corresponde ao nimero de isolados com mesmo genatipo.

Figura 8.3. Arvore geradora minima com os genétipos definidos pelos

SNPs coloridos.

Extremidade A

Extremidade B

O Gendtipo 1 (n=15) @ Gendtpo 3 (N=82) @ Gendtipo 4 (n=147)
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O conhecimento da dindmica da transmissdo de outras doengas infecciosas, sobretudo
da tuberculose, tem sido ampliado pelo uso de técnicas de genotipagem que permitem a
diferenciacéo de isolados de M. tuberculosis. Em um estudo populacional, foi postulado que
pacientes com isolados que compartilham padrbes genéticos indistinguiveis sdo considerados
pertencentes a grupos (do inglés, clusters) e representam a doenca decorrente de uma infecgédo
adquirida recentemente (Small e col., 1994, Tenover e col., 1997). Num estudo conduzido na
populacdo da cidade do Rio de Janeiro no qual foram utilizados dois métodos de genotipagem
foi possivel observar um maior nimero de grupos formados entre amostras oriundas da regido
do centro da cidade, considerada de maior movimentacao populacional. No entanto, nenhuma
associacao de caracteristica clinica e epidemioldgica pdde ser estabelecida entre os individuos
pertencentes aos grupos definidos (Oelemann e col., 2007). A associacdo de uma regido
especifica da cidade com a formacdo de grupos sugere uma transmissao recente da
tuberculose nesta area. Esta associacdo foi mantida mesmo quando pequenas diferencas
genéticas observadas entre os métodos de genotipagem foram toleradas na formacdo dos
grupos. Estes achados sugerem que o rigor na definicdo dos grupos geneticos pode
subestimar os niveis de agrupamento dentro de uma populacdo especifica dificultando nossa
compreensdo sobre as cadeias de transmissdo da doenca (Warren e col., 2002).

No que se refere a hanseniase, com base nos perfis genéticos observados em nosso
estudo, foi possivel verificar a existéncia de grupos idénticos para todos os VNTRs
analisados. Um grupo foi formado entre amostras do estado de Rondénia (L15/POC3794) e
outro entre amostras dos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (JBF-SP/JRB-MG). Estas
amostras foram coletadas de forma randémica e as informacdes clinicas e epidemiologicas
acerca destes individuos nao estavam disponiveis. Desta forma, nenhuma associagéo entre 0s
pacientes enquadrados nos grupos pode ser estabelecida. No entanto, foi possivel observar
que um grupo foi formado entre individuos oriundos de mesmo estado, enquanto que o
segundo foi composto por amostras de mesma regido geografica, o que poderia sugerir a
existéncia de alguma conexdo entre estes pacientes. Os demais grupos com identidade de
100% de similaridade genética foram observados na populacdo de Fortaleza, no estado do
Ceard. A anélise destes isolados ¢ um subprojeto dentro do projeto intitulado “Estudos
clinico-epidemioldgicos da Hanseniase em area endémica do Nordeste brasileiro (Edital
MCT- CNPq / MS-SCTIE-DECIT — N° 25/2006) cujo objetivo principal é compreender a
dindmica da transmissdo da hanseniase na cidade de Fortaleza através de técnicas de
genotipagem.

Diferentemente do observado em nossas primeiras analises, seja pelo maior nimero
amostral avaliado ou pelo fato de que as amostras analisadas eram oriundas de éareas
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endémicas da cidade de Fortaleza, nossos resultados demonstraram a existéncia de quatro
grupos formados por pares de amostras geneticamente idénticas, considerando o perfil obtido
através da andlise de 16 VNTRs. Além dos pares de amostras idénticas, também nos foi
possivel observar que outras amostras demonstravam certa similaridade entre si, ou seja,
apresentavam mesmo genotipo para grande parte dos VNTRs analisados e pequenas variaces
em apenas um VNTR de polimorfismo considerado intermediario e/ou nos microssatélites
mais polimdrficos como as repeticbes de dinucleotideos AT que tém sido descritas por outros
autores como as que apresentam os maiores indices de discriminacdo alélica (Srisungnam e
col., 2009). Considerando os pares de amostras idénticos e similarares algumas informacoes
contidas no banco de dados do SINAN como: sexo, raga, escolaridade, enderego, ocupacéo,
namero de lesbes, forma clinica da doenca, baciloscopia e endereco, foram avaliadas com o
objetivo de identificar possiveis relacdes entre esses individuos e fatores de risco associados a
transmissdo da doenga na cidade de Fortaleza. Em nosso estudo, foi possivel observar
associagdes entre 0 género masculino e a area de origem dos isolados avaliados com base nos
grupos identificados através da genotipagem de M. leprae. Estes achados sugerem que a
interpretacdo dos dados obtidos atraves da analise dos 16 VNTRSs devem ser observados com
cautela e que uma certa tolerancia entre pequenas variagdes, sobretudo nos VNTRs mais
polimdrficos, deve ser considerada.

No tocante ao género é comum a observacdo de que 0s homens sdo mais
frequentemente afetados pela hanseniase do que as mulheres (Roqguete e col., 1997, Aquino e
col., 2003). A relacdo do género masculino com a transmissao da doenca pode ser explicada
pelo fato que os homens apresentam maior nimero de formas bacilares e sdo diagnosticados
tardiamente, devido a demora na procura por servigos de atendimento. O dignoéstico tardio
pode contribuir para que estes individuos se transformem em importantes fontes de
disseminacdo da doenca nos diferentes meios sociais que frequentam e ainda leva-los a um
alto grau de incapacidades.

No que se refere a regido, que em nosso estudo esta associada a transmissdo da doenca
na cidade de Fortaleza, trata-se de uma area conhecida como regional 5 que é composta por
bairros que possuem altas taxas de deteccdo de novos casos (1,0 -1,9 casos detectados em
10.000 habitantes) sendo muitos deles considerados hiperendémicos (> 4 casos em 10.000

habitantes) (www.sms.fortaleza.ce.gov.br). Desta forma, o fato de muitos isolados oriundos

desta area possuirem gendtipos idénticos e/ou similares de M. leprae indica fortemente que a
genotipagem através de VNTRs é uma ferramenta que pode ser utilizada efetivamente em

estudos sobre a transmissdo da hanseniase.
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CAPITULO VIII - CONCLUSOES

+ A grande diversidade genética observada entre as amostras analisadas confere aos
VNTRs avaliados nesse estudo potencial para diferenciar isolados de M. leprae;

« Diferentes espécimes clinicos de pacientes hansenianos como bidpsia de pele e
material de linfa fixado em laminas de baciloscopia podem ser utilizados em estudos de
genotipagem;

« Embora grande parte dos isolados avaliados neste estudo tenham sido coletados de
forma rand6mica, do quais ndo foi possivel obter informages clinicas e epidemioldgicas, a
presenca de gendtipos idénticos e/ou similares entre pacientes de um mesmo estado ou regido

geogréfica sugere uma associacao entre estes individuos.

» Quando uma associacdo entre a epidemiologia convencional da doenca e os dados
obtidos através da genotipagem do patdgeno foram combinados, no caso das amostras de
Fortaleza, nos foi possivel definir fatores de risco que possivelmente estariam associados a

transmiss@o da hanseniase nesta populacao especifica.

* No tocante aos casos de recidiva em hanseniase, este estudo sugere que 0s VNTRs

podem ser utilizados na distin¢do entre os casos de reativacdo e re-infeccdo da doenca.

* As variacOes de polimorfismos observadas entre os VNTRs estudados, bem como
suas relagdes com os SNPs avaliados neste estudo, demonstram que esta ferramenta pode ser

aplicada em estudos de filogenia de M. leprae e transmissdo da hanseniase;
« Uma maior compreensdo acerca dos mecanismos de transmissdo da hanseniase,

através de estudos epidemioldgicos bem elaborados, poderia nos levar ao desenvolvimento de

métodos que interrompam sua disseminacéo, reduzindo desta forma o nimero de novos casos.
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ANEXOII

Gendtipos de Mycobacterium leprae definidos no Brasil.
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134-05
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18-8 | SNP
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POC3846

POC3848
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Amostra | Material | Origem | AC8b | GTA9| GGT5| AT17| 21-3 | AC9 | AT15 | AC8a | 27-5 | 6-7 | TA18 | GAA21| TAl10| 23-3 2-5 8-8 | SNP
544 BP MG 7 11 3 10 2 8 16 10 4 6 14 10 11 2 5 7 3
JRB BP MG 7 9 4 13 2 8 15 9 4 7 15 13 7 2 5 8 3
594 BP MT 7 11 4 13 2 8 14 8 4 6 ND 11 11 2 5 9 3
566 BP RS 7 11 4 12 2 8 12 9 4 6 17 11 10 2 5 8 3
568 BP PA 7 10 4 18 2 7 26 8 5 6 ND 13 8 2 4 6 4

BP: bidpsia de pele; Z-N: esfregagos dérmicos fixados em lamina de baciloscopia; CE: Ceara; PE: Pernambuco; RO: Rondbnia; RJ: Rio de Janeiro; SP: S&o Paulo; AM: Amazonas;
MG: Minas Gerais; MT: Mato Grosso; RS: Rio Grande do Sul; PA: Para; ND: ndo definido.
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ANEXO 111

Gendtipos de Mycobacterium leprae originarios de outros paises.

Amostra E?iie?g AC8b | GTA9 | GGT5 | AT1Y 1=8 AC9 | AT15 | AC8a 7-5 6-7 TA18 | GAA21| 12-5 23-3
NIH1 Tai 8 9 4 21 2 9 20 10 5 7 11 12 4 2
NIH2 Tai 8 8 4 10 2 9 13 10 5 5 21 23 4 2
NIH3 Tai 6 10 4 11 2 7 13 10 5 6 14 16 4 2
NIH4 Tai 8 9 4 11 2 7 18 7 5 6 21 26 4 2
NIH5 Tai 7 10 4 14 3 9 13 9 5 5 13 17 4 2
NIH6 Tai 7 9 5 13 3 7 14 10 5 6 13 19 4 2
NIH7 Tai 8 8 6 9 2 8 15 10 5 6 16 42 4 2
NIH8 Tai 7 10 5 13 3 7 11 5 6 12 18 4 2
NIH9 Tai 7 8 5 13 3 7 13 5 6 11 18 4 2
NIH10 Tai 6 10 4 12 2 9 15 5 6 14 10 4 2
NIH11 Tai 6 9 4 12 2 8 20 5 6 20 17 4 2
NIH12 Tai 8 12 4 10 2 9 13 10 5 6 18 26 4 2
NIH13 Tai 8 9 4 11 2 8 21 11 5 6 18 28 4 2
NIH14 Tai 7 9 5 14 3 10 14 10 5 5 12 16 4 2
NIH15 Tai 7 9 5 14 3 7 14 10 5 6 11 17 4 2
NIH16 Tai 7 9 5 10 3 7 12 10 5 6 11 10 4 2
NIH17 Tai 7 7 5 12 2 8 15 10 5 6 11 14 3 2
NIH18 Tai 7 9 5 18 3 7 11 11 5 6 15 19 4 2
NIH19 Tai 7 9 4 13 2 7 17 10 5 6 11 21 4 2
NIH20 Tai 8 10 4 16 2 8 14 11 4 6 12 18 4 2
NIH21 Tai 6 11 4 15 2 8 16 9 5 6 13 12 4 2
NIH22 Tai 8 12 4 8 2 9 16 6 5 6 19 19 4 2
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Pais de

Amostra origem AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17 | 21-3 AC9 | AT15 | AC8a | 27-5 6-7 TA18 | GAA21| 12-5 23-3
MEL/BPRC/077 ind 7 13 4 14 2 7 18 9 5 6 15 15 4 2
MEL/BPRC/078 ind 7 14 4 14 2 7 23 9 5 6 15 15 4 2
MEL/BPRC/090 ind 8 17 4 9 2 7 11 8 5 7 19 14 4 3
MEL/BPRC/091 ind 7 10 4 14 2 8 22 10 5 6 14 14 4 2
MEL/BPRC/079 ind 7 8 4 12 2 9 13 10 5 6 17 12 4 2
MEL/BPRC/080 ind 7 8 4 12 2 8 12 8 5 6 11 17 4 2
MEL/BPRC/087 ind 7 10 4 11 2 9 13 8 5 6 9 13 4 2
MEL/BPRC/083 ind 7 9 4 12 2 9 13 8 5 6 12 15 4 2
MEL/BPRC/035 ind 8 9 4 12 2 8 14 6 5 6 10 17 4 2
MEL/BPRC/052 ind 7 9 4 11 2 10 13 8 5 6 12 15 4 2
MEL/BPRC/067 ind 7 10 4 14 2 9 18 8 5 6 11 15 4 2
MEL/BPRC/028 ind 7 10 4 13 2 8 15 9 5 6 18 22 4 2
MEL/BPRC/084 ind 7 9 4 11 1 9 17 9 5 6 12 15 4 2
MEL/BPRC/021 ind 7 10 4 13 2 8 13 10 5 7 20 23 4 2
MEL/BPRC/073 ind 7 7 4 11 2 9 15 8 5 6 10 12 4 2
MEL/BPRC/003 ind 7 8 4 12 2 10 18 8 5 6 10 14 4 2
MEL/BPRC/093 ind 7 9 4 13 2 9 15 10 5 6 12 15 4 2
MEL/BPRC/024 ind 7 11 4 12 2 8 14 9 5 7 9 17 4 2
MEL/BPRC/057 ind 7 13 4 11 2 8 16 8 5 6 11 16 5 2
MEL/BPRC/004 ind 9 12 4 10 2 7 13 10 5 9 18 15 4 2
MEL/BPRC/050 ind 7 4 10 2 9 13 8 5 7 10 19 4 2
MEL/BPRC/074 ind 7 5 11 2 8 19 10 5 7 16 21 4 2
MEL/BPRC/009 ind 7 10 4 11 2 9 14 9 5 6 10 12 4 2
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Pais de

Amostra origem AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17 | 21-3 AC9 | AT15 | AC8a | 27-5 6-7 TA18 | GAA21| 12-5 23-3
MEL/BPRC/014 ind 7 9 4 13 2 7 18 8 5 6 13 21 4 2
MEL/BPRC/019 ind 8 10 4 11 2 7 18 10 5 7 15 19 4 2
MEL/BPRC/020 ind 8 11 4 9 2 8 16 10 5 10 16 23 4 2
MEL/BPRC/101 ind 7 10 4 13 2 8 25 10 5 8 16 20 4 2
MEL/BPRC/089 ind 7 9 5 11 1 7 14 8 5 6 12 11 4 2
MEL/BPRC/065 ind 7 13 4 13 2 8 15 8 5 6 16 16 4 2
MEL/BPRC/103 ind 7 11 4 11 2 7 17 7 5 6 16 13 4 2

14 AD-232 Col 7 12 4 14 2 8 15 9 4 5 18 10 5 2

19 CB-1 Col 7 6 4 14 2 8 14 9 5 9 18 12 4 1

31 CB-48 Col 7 9 4 12 2 8 16 9 4 5 14 11 5 2

35 CB-54 Col 7 9 4 13 2 8 14 9 4 5 16 11 5 2

287* Chi 8 9 4 13 2 9 16 12 5 8 23 19 3 2
298* Chi 8 9 4 13 2 9 16 11 5 8 20 22 3 2
299* Chi 8 9 4 14 2 9 15 11 5 8 22 22 3 2
302* Chi 8 9 4 13 2 9 18 10 5 8 20 28 3 2
312* Chi 8 9 4 14 2 9 15 11 5 8 21 22 3 2
289* Chi 7 10 4 18 2 9 14 8 5 7 16 16 4 2
300* Chi 8 25 4 15 2 8 15 10 5 8 14 13 3 2
303* Chi 8 12 4 15 2 8 22 10 5 8 12 20 3 2
304* Chi 8 24 4 14 2 8 13 10 5 7 21 23 3 2
307* Chi 8 24 4 14 2 8 13 10 5 7 21 23 3 2
314* Chi 8 47 4 17 2 9 13 7 5 7 19 20 3 2
293* Chi 9 19 4 13 2 8 17 12 5 9 15 15 3 2
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Pais de

Amostra origem AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17 | 21-3 AC9 | AT15 | AC8a | 27-5 6-7 TA18 | GAA21| 12-5 23-3
294* Chi 7 12 4 13 2 8 10 9 5 6 15 12 4 2
308* Chi 7 26 4 9 2 7 12 8 5 9 11 12 3 2
309* Chi 10 25 4 14 2 7 20 9 5 8 16 18 3 2
310* Chi 7 17 4 12 2 9 16 10 5 10 14 11 3 3

IDEALG Fil 8 9 5 14 3 9 15 9 5 7 20 24 5 2

IDEALY Fil 9 9 5 15 2 8 17 9 5 6 14 36 4 2

IDEALS Fil 7 9 5 17 3 9 16 10 5 7 18 21 5 2

IDEALY Fil 6 9 5 10 2 8 17 9 5 7 15 16 5 2

IDEAL10 Fil 7 9 6 14 3 8 20 10 5 7 24 23 4 2

IDEAL11 Fil 8 9 5 13 3 9 15 9 5 8 21 19 4 2

IDEAL13 Fil 7 10 4 14 1 9 14 9 5 7 17 20 4 2

IDEAL14 Fil 8 9 5 15 3 9 14 9 5 7 19 25 5 2

IDEALLY Fil 8 8 5 13 3 8 14 10 5 6 22 27 4 2

IDEAL19 Fil 8 11 4 15 2 8 19 8 5 6 13 9 4 2

IDEAL20 Fil 7 12 5 13 3 8 22 9 5 7 21 31 4 2

IDEAL23 Fil 8 9 5 20 3 9 15 8 4 8 25 19 4 2

IDEAL24 Fil 8 9 5 13 3 9 11 8 5 7 14 16 4 2

IDEAL26 Fil 8 11 5 12 3 9 16 9 5 7 19 21 4 2

IDEAL27 Fil 8 11 5 15 3 8 14 9 5 6 14 22 4 2

IDEAL35 Fil 8 10 5 14 3 9 15 9 5 7 18 25 5 2

IDEAL39 Fil 8 13 5 13 3 9 15 9 5 7 16 31 4 2

IDEAL40 Fil 8 11 5 14 3 9 15 8 5 7 17 26 4 2

IDEAL46 Fil 6 12 4 12 2 8 16 9 5 6 14 23 4 2
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Pais de

Amostra origem AC8b | GTA9 | GGT5 | AT17 | 21-3 AC9 | AT15 | AC8a | 27-5 6-7 TA18 | GAA21| 12-5 23-3
IDEALS51 Fil 7 8 4 17 1 9 14 9 5 8 14 18 4 2
IDEAL52 Fil 6 9 5 10 2 8 18 9 5 6 13 14 5 2
IDEAL54 Fil 8 12 5 14 3 8 18 9 5 7 23 18 4 2
IDEALS5 Fil 8 11 5 17 3 9 14 10 5 8 18 17 4 2
IDEALS7 Fil 8 12 5 13 3 9 15 9 5 7 19 27 4 2
IDEAL59 Fil 8 9 5 18 3 9 15 8 5 7 21 24 5 2
IDEALG61 Fil 8 9 5 15 3 9 NA 9 5 7 17 18 5 3
IDEAL62 Fil 8 9 5 15 3 9 15 9 5 7 18 25 5 2
IDEALG63 Fil 8 10 5 24 3 9 16 9 5 7 16 22 5 2
IDEALG8 Fil 7 9 6 15 3 9 14 9 5 7 17 26 4 2
IDEAL69 Fil 9 9 5 15 3 9 14 9 5 7 17 23 5 2
IDEAL70 Fil 9 9 5 15 3 9 14 9 5 7 17 25 5 2

Tai: Tailandia (n=45; Srisungnam e col., 2009); ind: india (n=30; Shinde e col., 2009); Col: Colémbia (n=06; Castro-Cardona e col., 2009); Chi: China (n=16; Xing e col., 2009);
Fil: Filipinas (n=31; Sakamuri e col., 2009).
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ANEX

Dendograma construido com base nos genotipos de Mycobacterium leprae definidos no

Brasil e em outros paises do mundo.
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43BX
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51B
1148
27BX
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1158
53BX
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47BX
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MEL/BPRC/087
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Country
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RO
Bra/RO
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RJ
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RO
Bra/AM
Bra/RO
Bra/CE
Bra/RJ
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RJ
Bra/PE
Bra/RO
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RO
Bra/RO
Bra/RJ
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RO
Bra/RO
Bra/RJ
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Chi

ind

Fil

Tai

ind
Bra/RJ
Bra/CE
Bra/CE
ind

ind
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RO
ind
Bra/CE
fnd”
ind

ind

Bra/CE
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26BX
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29BX
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8BX
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Bra/CE
Bra/PE
Bra/CE
Bra/RO
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RJ
Bra/RJ
Bra/RJ
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Bra/CE
fnd

fnd
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fnd
Bra/CE
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Bra/CE
Bra/RJ
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BRA/AM: estado do Amazonas no Brasil; BRA/CE: estado do Ceara no Brasil
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POC202991
42BX

F 19/03
MFMS (5A)
19914
L42
POC3846
23321
Idemar
1018
1138
0101006
548

540

LBD (11A)
134-05
21644
551

518
MC7829
20241
544
22670
73BX
RAS
IDEALS2
IDEAL9
Lo1
IDEAL7
VGR (1A)
NIH45
177-04
300¢
303*
304*
307%
314*
287*
302%
299*
312%
208*
309*
293
310*
IDEAL35
IDEAL6
IDEAL59
IDEAL14
IDEAL62
IDEAL69
IDEAL70
IDEAL61
IDEAL63
IDEAL8
IDEAL24
IDEAL40
IDEAL39
IDEALS7
IDEAL11
IDEAL26
IDEAL20
IDEALS4
IDEAL23
IDEAL17
IDEAL27
IDEALSS
NIH32
IDEAL13
NIH5
IDEALS1
IDEAL68
NIH27
NIH6
NIH15
NIH37
NIH16
NIH35
NIH18
NIH29
MEL/BPRCI089
NIH36
NIH8
NIHY
NIH28
NIH40
NIH42
NIH39
NIH41
NIH14
NIH38
IDEAL10
MEL/BPRC/074
015-07
NIH17

BRA/MG: estado de Minas

Country

Bra/RO
Bra/CE
Bra/RJ

Bra/RJ

Bra/RJ

Bra/RO
Bra/RO
Bra/RJ

Bra/PE
Bra/CE
Bra/CE
Bra/RJ

Bra/SP
Bra/SP
Bra/RJ

Bra/PE
Bra/RJ

Bra/SP
Bra/SP
Bra/RO
Bra/RJ

Bra/MG
Bra/RJ

Bra/CE
Bra/AM
Fil

Fil

Gerais no Brasil; BR/PE: estado de Pernambuco no Brasil; BR/RJ: estado do Rio de Janeiro no Brasil; BR/RO:
estado de Rond6nia no Brasil; BR/SP: estado de Sao Paulo no Brasil; Chi: China; Col: Coldmbia; Fil: Filipinas;

ind: india; Tai: Tailandia;
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