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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cronica e granulomatosa responsavel por afetar
a pele e os nervos periféricos, sendo ocasionada pelo Mycobacterium leprae, um agente
intracelular obrigatorio incapaz de ser cultivado em meios de cultura axénicos. No ano de 2012,
foram detectados 232.857 casos novos no mundo, sendo desses 33.303 (14, 30%) detectados
somente no Brasil. O Estado do Ceara diagnosticou 2.066 casos novos so no ano de 2012, com
um coeficiente deteccdo geral de 24,0/100.000 habitantes. A transmissdo da doenga esta
relacionada com eliminacdo dos bacilos provenientes de pacientes multibacilares através do
trato respiratério superior e, como a bactéria fica em suspensdo no ar, ocorre a posterior
contaminagdo de outra pessoa. A existéncia de casos clinicos da doenga nos quais 0s pacientes
ndo tiveram nenhum contato anterior com portadores de hanseniase e, ainda, areas com casos
proximos de fontes de agua sugere infeccdo do ser humano com fontes ambientais. Por isso,
atualmente, pesquisa-se a possivel interferéncia de fatores ambientais e animais silvestres na
transmisséo da hanseniase, como solo, 4gua, vegetacdo e tatus. O ambiente funcionaria como
uma espécie de reservatério, permitindo que o bacilo permaneca infeccioso apds longos
periodos fora do corpo humano. Este estudo tem como objetivo principal detectar e quantificar
bacilos de M. leprae por gPCR em amostras de aguas ambientais provenientes de municipios
cearenses. Foram coletadas cinco réplicas de cada um dos 30 reservatérios selecionados,
totalizando 149 amostras. O DNA total foi extraido através de kit especifico para amostras
ambientais de acordo com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, foi realizado a
amplificacdo do gene 16S rRNA de M. leprae através de gPCR com o uso do kit SYBR Green
PCR Master Mix. Utilizou-se uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de plasmideo
pIDTBIlue 16SrRNAMIep para quantificar o DNA presente nas amostras ambientais. As
amostras ambientais do municipio de Juazeiro do Norte e as amostras clinicas provenientes de
pacientes atendidos no CDREM foram genotipadas e subtipadas por PCR-RFLP. O DNA de
M. leprae foi detectado em todos os municipios estudados. Do total de 149 amostras de agua
analisadas, 81 (54,4%) foram positivas para a pesquisa de DNA. O nimero de cépias de M.
leprae se manteve no intervalo de 1,42 x 10" a 1,44 x 10™2. A maioria das amostras clinicas
apresentou genotipo 4 (64%) enquanto que 100% das amostras de Juazeiro do Norte foram SNP
4. Com relacdo a subtipagem, o SNP 4-N foi 0 mais presente dentre as amostras analisadas.
Este estudo indica a existéncia de DNA de M. leprae nas amostras de adguas ambientais,
mostrando fundamentalmente a presenca de bacilos nas dguas analisadas. Também relata que a
maioria das cepas de M. leprae das fontes ambientais estudadas ¢ do mesmo subtipo das
isoladas do homem. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos a fim de ampliar o
conhecimento da influéncia da 4gua na transmissdo da hanseniase.

Palavras-chave: M. leprae, gPCR, DNA, agua ambiental



ABSTRACT

Leprosy is a chronic granulomatous infectious disease occasioning damage in skin and
peripheral nerves, caused by Mycobacterium leprae, an intracellular agent unable to grown in
axenic culture media. In 2012, 232.857 new cases were detected, and out of these 33.303 (14,
30%) were detected only in Brazil. Cearé diagnosed 2,066 new cases only in 2012, with an
overall detection ratio of 24.0 / 100,000 inhabitants. Transmission is related to the bacilli
eliminate from MB patients by the upper respiratory route and consequent contamination the
air. The existence of clinical cases in which patients had no previous contact with leprosy
patients and also the finding of cases near water sources suggests infection of humans by
environmental sources. Currently, it is suggested the possible influence of environmental
factors and wild animals in the transmission of leprosy as soil, water, vegetation and armadillos.
The environment behave as a kind of reservoir, allowing infectious bacilli remain viable after
long periods outside the body. This study aims to detect and quantify M. leprae bacillus by
gPCR environmental water samples from Ceard municipalities. Five samples from each one of
the 30 water reservoir were collected, being a total of 149 samples. Total DNA was extracted
by specific environmental samples kit according to the manufacturer's recommendations.
Subsequently, was performed the amplification of M. leprae 16S rRNA gene by qPCR using
the SYBR Green PCR Master Mix kit. We used a standard curve with known concentrations of
pIDTBIlue 16SrRNAMIep plasmid to quantify the DNA present in environmental samples.
Environmental samples of Juazeiro do Norte municipality and clinical samples from patients
treated at CDREM were genotyped and subtyped by PCR-RFLP. M. leprae’s DNA was
detected in all the districts studied. Out of the total of 149 water samples analyzed, 81 (54.4%)
were positive for the detection of DNA. The number of copies of M. leprae was in the range of
1,42 x 10 to 1,44 x 10" 2. Most clinical samples presented genotype 4 (64%) whereas 100% of
Juazeiro samples were SNP 4. The SNP 4-N was the most present both among the clinical and
environmental samples. This study indicates the presence of M. leprae DNA in samples of
environmental water, essentially demonstrates the presence of bacilli in the water analyzed.
Thus, further studies are needed in order to enhance knowledge of the influence of the water in
the transmission of leprosy.

Keywords: M. leprae, gPCR, DNA, environmental water
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1 INTRODUCAO

1.1 Hanseniase: Visao geral e relatos historicos

A hanseniase, antigamente conhecida pelo termo lepra, € uma doenca infecciosa
cronica e granulomatosa responsavel por afetar principalmente a pele e os nervos periféricos,
ocasionando alteracBes de sensibilidade (térmica, dolorosa e tatil), neuropatia, espessamento
neurais, lesdes na pele e deformidades desabilitantes (ARAUJO, 2003; WALKER;
LOCKWOOD, 2007).

O agente etioldgico da hanseniase foi uma das primeiras bactérias a ser relacionada
com o desenvolvimento de uma doenca. A descoberta foi atribuida ao médico noruegués
Gerhard Armauer Hansen, que aboliu a ideia de uma enfermidade hereditaria, defendendo a
hipdtese de contagiosidade da hanseniase com publicacdo em 1874 (SCHMIDT, 2012). A
doenca é conhecida desde a Antiguidade, com relatados que apontam evidéncias da hanseniase
em mumias da India de 2000 anos a.C. (ROBBINS et al., 2009).

Mycobacterium leprae é um agente intracelular obrigatério que possui um longo
periodo de incubacao no hospedeiro, levando cerca de dois a 12 anos para desenvolvimento da
doenca (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011). Alguns aspectos sobre a fisiologia basica do
bacilo, como o mecanismo exato da transmissdo da doenga, permanecem sem entendimento
completo. Uma anéalise do DNA de cepas de M. leprae indicou que a bactéria teve origem na
Africa e distribuiu-se para Asia, sendo considerados continentes berco da hanseniase
(VISSCHEDIK et al., 2000; RODRIGUES; LOCKWOQOOD, 2011).

Considera-se que a doenca chegou ao Brasil por volta do século XVIII por meio da
colonizagdo europeia e, principalmente, através dos navios de trafico negreiro oriundos da
Africa (MONOT et al., 2005, LASTORIA; ABREU, 2014a).

O isolamento de pacientes com hanseniase no Brasil foi iniciado pelo sanitarista
Oswaldo Cruz. Porem, foi 0 medico Ernani Agricola que iniciou a campanha de centralizacédo
como método de combate a hanseniase durante os anos de 1933 e 1935. A campanha era
dividida em trés locais: os leprosarios, estabelecimentos nos quais todos os hansénicos
deveriam ficar isolados socialmente dos cidadaos sadios para impedir a transmissdo da doenca;
0s centros de prevencao, cuja funcao seria tratar os filhos de pais doentes; e as dispensarias. A
politica de segregacdo compulséria era bastante rigida de forma que os doentes eram
completamente impedidos de manter contatos com seus familiares (MACIEL; OLIVEIRA,;
GALLO, 2003).
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O tratamento para hanseniase utilizado naquele periodo tinha origem em uma
tradicdo dos povos hindus empregada ha muitos séculos para o tratamento de doencas de pele:
0leo de chaulmoogra. Na composicao do 6leo existem os acidos hidocarpico e chaulmugrico,
considerados 0s responsaveis pela acdo terapéutica nos casos de hanseniase. O mecanismo de
acdo exato desses acidos ndo é conhecido, porém acreditava-se que eles atuavam por uma agao
bactericida e uma influéncia no setor imunolédgico (SANTOS; SOUZA,; SIANI, 2008).

Por fim, em 1923, o bacteriologista Emilio Gomes verificou que o tratamento com
0 Oleo de chaulmoogra ndo levava ao desaparecimento de M. leprae das leses de pele dos
doentes. Em 1941, foi introduzido no laboratério do Leprosario Nacional dos Estados Unidos
da América o uso das sulfonas como tratamento substituto para a hanseniase, as quais
demonstraram ser um medicamento bem mais eficiente (SANTOS; SOUZA,; SIANI, 2008).

Na década de 1980 ocorreram importantes mudancas a respeito da enfermidade.
Primeiro, foi implementado pela Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) a politica de
poliquimioterapia, que diminuiu consideravelmente o tempo de tratamento da hanseniase.
Segundo, foram realizadas numerosas campanhas para difundir o emprego do termo hanseniase
no lugar de lepra, substituicdo definida em 1970. Além disso, ocorreu a criacdo do MORHAN
(Movimento de Reintegracdo das Pessoas Atingidas pela Hanseniase) com finalidade de
garantir a reinsercéo social dos cidaddos doentes, eliminando o preconceito e estigma em torno
da doenca e garantindo o direito dos pacientes (MACIEL; OLIVEIRA; GALLO, 2003;
MOVIMENTO DE REINTEGRACAO DAS PESSOAS ATINGIDAS PELA HANSENIASE,
2011).

Trabalhos tém demonstrado a descoberta de um novo patdgeno causador de uma
forma caracteristica da enfermidade conhecida como hanseniase lepromatosa difusa (DLL), a
qual é endémica no México e na Costa Rica. Essa forma da doenca afeta dispersamente a pele,
causando infiltragdo cutanea ndo nodular, oclusdo vascular e vasculite na derme. O novo agente,
chamado de Mycobacterium lepromatosus diverge do M. leprae em 9,1% dos nucleotideos
analisados de 20 genes e pseudogenes além de 2,1% no gene 16S rRNA. Todavia as duas
espécies seriam provenientes de um mesmo ancestral que se especializou no parasitismo
obrigatdrio celular e seguiu dois caminhos evolucionarios diferentes a aproximadamente 10
milhGes de anos atras. Hipdteses variam em como 0s bacilos causadores da hanseniase
iniciaram seu contato com humanos. Uma delas aponta que o ancestral comum de hanseniase
infectou espécies ancestrais de macacos e, alguns milhdes de anos depois, 0s hominideos
infectados deram origem ao homem moderno. Em vez disso, a outra hipotese propde que o

ancestral da hanseniase infectava diversos hospedeiros, incluidos macacos, e acidentalmente a
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uns cem mil anos atrés foi transmitido para os humanos (HAN et al., 2008, HAN; SILVA,
2014).

1.2 Caracteristicas de Mycobacteruim leprae

M. leprae pertence a classe Schizomycetes, a ordem Actinomicetalis, familia
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium (EICHELMANN et al., 2013). E um bacilo imével,
ndo formador de esporos, microaerofilo e apresenta-se sob a forma de bacilo reto ou levemente
curvo. Mede aproximadamente 1,5 a 8 um de comprimento por 0,2 a 0,5 pum de largura, sendo
considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) e corado exclusivamente pela técnica
de Ziehl-Neelsen, com preferéncia de organizacdo em cadeias paralelas, conhecido como globia
(ELLIS; ZABROWARNY, 1993; LASTORIA; ABREU, 2014a).

A parede celular, assim como ocorre nas outras micobactérias, € altamente rica em
lipidios, o que lhe confere as caracteristicas de crescimento lento, resisténcia a detergentes, a
antibioticos comuns e ao descoramento da fucsina frente a alcool e acidos (MURRAY et al.,
2000). Externamente a membrana plasmatica, encontra-se uma densa camada de
peptidioglicano ligado covalentemente ao arabinogalactano. Os &acidos micélicos (&cidos
graxos de cadeia longa com cerca de 60 a 90 atomos de carbono) apresentam-se ancorados a
camada de arabinogalactano. Outros componentes importantes presentes na parede celular séo
o lipoarabinomanana e o glicopeptideo fendlico 1 (PGL 1) (VINCENT et al. 2000,
SCOLLARD et al., 2006).

O PGL 1 é o componente trissacarideo antigénico presente em maior concentracéo
na parede celular, sendo considerado o responsavel pelo mecanismo de escape do bacilo frente
aos reativos intermediarios de oxigénio produzidos pelos macrofagos e pela capacidade de
interacdo entre o bacilo e a laminina a-2 presente especificamente na ldmina basal das células
de Schawnn (VINCENT et al. 2000, SANTOS et al., 2005, SCOLLARD et al., 2006).

O bacilo se reproduz por meio de fissdo binaria e o tempo de geracdo demora em
média 11 a 14 dias para ocorrer em coxim plantar de camundongo, principalmente devido a alta
concentracdo de conteudo lipidico da parede celular. A preferéncia por infectar macrofagos
(presentes na pele) e células de Schwann (presente nos nervos periféricos), revela que a
temperatura ideal para crescimento permanece em torno de 27 a 30°C. (EICHELMANN et al.,
2013, LASTORIA; ABREU, 2014a).

M. leprae obtém energia a partir de duas formas: a conversao da glicose em piruvato
pela via de Embden-Meyehorf-Parnas e, preferencialmente como fonte de carbonos, a

oxidacdo lipidica. Percebe-se que macrdfagos infectados pelo bacilo tornam-se ricos em
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fosfolipideos e acidos graxos contidos em corpusculos de gordura. Estudos indicam que esses
lipideos tém origem do hospedeiro e que a bactéria inibe a lipolise celular, ativa a regulacéo de
genes relacionados com sintese de colesterol e aumenta a captacdo de colesterol exdgeno para
garantir sua sobrevivéncia e multiplicacdo dentro da célula (SCOLLARD et al., 2006,
MATTOS et al., 2010, SINGH; COLE, 2011, MATTOS et al., 2014).

Em estudo analisando comparativamente o genoma completo do M. leprae obtido
de tatu com o genoma de M. tuberculosis, observou-se que houve uma perda macica de genes
durante a evolucao por parte de M. leprae. Possuindo um genoma com 3.268.203 pb e um
contetdo de citosina + guanosina de 57,8%. Também foi observado que somente 49,5% do
genoma é capaz de codificar para a producdo de proteinas. Sabe-se que M. leprae possui 0
maior numero de pseudogenes do género Mycobacterium e a maior relacdo entre pseudogenes
e tamanho do genoma das bactérias conhecidas. Foram observadas mutacdes em genes
relacionados ao reparo do DNA, transporte e efluxo de aminoécidos, peptideos, cations e anions
importantes. Os pseudogenes estdo particularmente relacionados com 0s mecanismos de
degradacéo, enquanto que as vias de sintese, principalmente dos componentes da parede celular,
permanecem praticamente intactos (COLE et al., 2001; VISSA; BRENNAN, 2001;
SCOLLARD et al., 2006; AKAMA et al., 2010).

A combinacdo da grande quantidade de pseudogenes (1.116) e da reducdo de
genoma podem ter afetado varios mecanismos bioquimicos catabdlicos essenciais, resultando
na inabilidade de crescimento bacilar em meios de cultura axénicos e na compensacao dessas
auséncias de caminhos metabdlicos pela obrigatoriedade do parasitismo celular para
sobrevivéncia (COLE et al., 2001; VISSA; BRENNAN, 2001; SCOLLARD et al., 2006).

1.3 Epidemiologia

No ano de 2012, foram detectados 232.857 casos novos distribuidos em 115
paises, sendo desses 33.303 (14, 30%) detectados somente no Brasil. Apenas no primeiro
trimestre do ano de 2013, foi obtida uma taxa de prevaléncia mundial de 0,33/10.000 habitantes
com 189.018 casos novos. Paises como India, Brasil, Indonésia, Nepal, Myanmar, Madagascar
e Mocambique sdo responsaveis por aproximadamente 90% de todos os casos de hanseniase
detectados em todo o mundo (WHO, 2013).
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Figura 1 — Taxa de incidéncia da hanseniase relatado pela OMS no inicio de 2012.
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Fonte: http://www.who.int/lep/situation/Leprosy DR _2011.pdf

O Brasil € 0 segundo pais em nimeros de casos novos, perdendo somente para a
india. Com relacéo ao continente americano, 80% dos casos da doenca ocorrem no Brasil. No
ano de 2010, foram registrados no pais 34.894 casos novos, sendo 2.461 casos em menores de
15 anos e um coeficiente geral de detecgéo de 18,2/100.000 habitantes (BRASIL, 2010a).

Segundo a OMS, uma enfermidade é considerada eliminada quando a prevaléncia
é reduzida para menos de um caso por 10.000 habitantes ao ano. O Brasil apresenta situacoes
contrastantes, pois enquanto os estados das regides Sul e Sudeste, com excecdo do Espirito
Santo, apresentaram baixos coeficientes de deteccdo e coeficientes de prevaléncia, as regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste sdo consideradas as mais endémicas e permanecem
preocupantes. Os estados de Rondénia, Mato Grosso, Goias, Tocantins, Pard, Maranhao e Piaui
foram classificados como hiperendémicos, com mais de 40 casos novos por 100 mil habitantes
(BRASIL, 2010a). Também ¢ observada uma tendéncia de estabilizagcdo dos coeficientes de
deteccdo, mas as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste concentram aproximadamente 55%
dos casos detectados em apenas 17,5% da populacéo brasileira (CEARA, 2013).

O Estado do Ceara diagnosticou 2.066 casos novos s6 no ano de 2012, ficando na
132 posicao nacional e o0 4° lugar do Nordeste, com um coeficiente deteccdo geral de 24/100.000
habitantes, atingindo a popula¢do economicamente entre 20 a 59 anos com 63,1%. Além disso,
a ocorréncia da doenca em menores de 15 anos foi de 5,3% do total de casos notificados,
revelando alto nivel de endemicidade e a existéncia de focos de transmissdo ativos de
hanseniase (CEARA, 2013).


http://www.who.int/lep/situation/Leprosy_DR_2011.pdf
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As cidades de Juazeiro do Norte e de Sobral apresentaram altos indices de
hanseniase com 114 e 91 casos novos detectados, respectivamente, em 2012. Dessa forma, essas
cidades representam o0 segundo e o terceiro municipios em namero de casos novos no estado
do Ceara (CEARA, 2013). Além disso, trés municipios participantes do estudo figuram entre
as seis cidades cearenses que iriam receber incentivo financeiro adicional no ano de 2012 do
Ministério da Satide para ampliar as agdes contra a hanseniase (SAUDE, 2012).

Enquanto isso, a cidade de Crato, vizinha da cidade de Juazeiro do Norte e na divisa
com o estado de Pernambuco, aparece como hiperendémica e com 53 casos novos em 2012. O
municipio de Boa Viagem, componente do Sertdo Central cearense, apresentou 9 casos novos
detectados no mesmo ano, mas o municipio de Mulungu, localizado no maci¢o de Baturité a
801 metros de altitude, ndo obteve nenhum caso de hanseniase registrado em 2012 (CEARA,
2013).

1.4 Hanseniase e suas formas clinicas

A hanseniase € uma doenca que pode evoluir de diversas maneiras, dependendo da
resposta imunolodgica do hospedeiro (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011). As manifestacdes
clinicas da doenca podem ser classificadas segundo: a) Classificacdo de Madri (CONGRESSO
INTERNACIONAL DE LEPROLOGIA, 1953 apud SOUZA, 1997), b) Classificacdo de
Ridley & Jopling (RIDLEY; JOPLING, 1966) e c) Classificacdo adotada pela OMS (BRASIL,
2002).

Segundo a classificacdo de Madri, as formas clinicas da doenca podem ser divididas
nas formas polares, tuberculdide e virchowiana ou lepromatosa; na forma inicial da
enfermidade, intermediaria; e na forma instavel, boderline ou diforma. Essa maneira de
classificacdo considera quatro grandes critérios para definir a forma clinica, sdo eles: clinico,
bacterioldgico, imunoldgico e histologico (CONGRESSO INTERNACIONAL DE
LEPROLOGIA, 1953 apud SOUZA, 1997).

A classificacdo de Ridley & Jopling também utiliza uma divisdo da doencga em dois
polos, mas inclui subgrupos dentro do espectro da polarizacdo. S&o eles: tuberculdide-
tuberculdide,  boderline-tuberculdide,  boderline-boderline,  boderline-lepromatoso e
lepromatoso-lepromatoso. Os casos no estagio inicial da doenga sdo classificados como
indeterminados. Tanto os critérios clinicos como os bacterioldgicos sdo considerados, havendo
uma énfase nos aspectos imunoldgicos e histopatoldgicos (RIDLEY; JOPLING, 1966;
SOUZA, 1997; WALKER; LOCKWOOD, 2007).
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A classificacdo preconizada pela OMS em 1982 é bem mais simplificada e tem
como finalidade de definir o tipo e o tempo de tratamento necessario, podendo ser realizada
quando esfregacos de pele estdo indisponiveis, tornando-o um método classificatorio
amplamente usado em servicos de saude (WALKER; LOCKWOOD, 2007). Utilizando-se o
namero de lesBes cutaneas e a baciloscopia intradérmica, quando possivel, os pacientes podem
ser agrupados em dois grupos: paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Os pacientes
paucibacilares sdo aqueles pacientes tuberculdides e intermediarios com reacdo de Mitsuda
positiva, baciloscopia negativa e menos de cinco lesdes. Ja os pacientes multibacilares, referem-
se aos pacientes lepromatosos e dimorfos, nos quais a baciloscopia € positiva, reacao de Mitsuda
negativa e mais de cinco lesdes (BRASIL, 2010b).

Outro tipo de apresentacdo dessa enfermidade é a chamada hanseniase neural pura
(PNL). Os pacientes afetados por essa condicdo ndo apresentam lesdes cutaneas, mas
apresentam acometimento assimeétrico dos nervos periféricos, o que origina deficiéncia
sensorial e/ou parestesia com ou sem danos motores na regido de hipertrofia neural (BRITTON;
LOCKWOOD, 2004; GOULART; GOULART, 2008).

1.5 Transmissdo

A principal forma de transmissdo da hanseniase ocorre por meio do contato
prolongado e continuo pessoa-a-pessoa. Os pacientes MB, 0s quais podem abrigar por volta de
sete bilhdes de bacilos por grama de tecido e 100 milhdes de bactérias viaveis na mucosa nasal,
podem expelir bacilos através das vias areas superiores por meio de espirros, secrecdes nasais,
tosses e perdigotos, os quais podem contaminar outros individuos. Portanto, contatos sociais,
vizinhos e contatos familiares de pacientes multibacilares sdo associados a um alto risco de
infeccdo (van BERRS; HATTA; KLATSER, 1999; EICHELMANN et al., 2013; LASTORIA;
ABREU, 2014a).

Apesar da via nasal ser a rota primordialmente aceita, estudos também apontam
para a influéncia da transmissao pela pele contaminada. Acredita-se que os bacilos provenientes
da descamacéo celular de pacientes MB poderiam aumentar o risco da infecgcdo, sendo esses
capazes de penetrar na pele lesionada de individuos sadios. Job e colaboradores, em 2008,
demonstraram presenca de M. leprae em 80% dos lavados de pele de pacientes MB por meio
de PCR e pela coloracdo alcool-4cido (JOB et al., 2008). Além disso, a observacdo por
microscopia eletrénica de bacilos nas células dendriticas, que podem transmitir essa carga
bacteriana para os queratindcitos, os quais serdo gradualmente eliminados pela descamacao da

pele, ofereceu um maior embasamento para essa hipétese (GIRDHAR, 2005).
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Apdbs invadir o organismo do hospedeiro, seja pela mucosa nasal ou pela pele
lesionada, o bacilo se distribui pela via sanguinea para a pele e para os nervos periféricos. A
invasdo ao sistema nervoso ocorre de “fora para dentro”, isto é, a micobactéria penetra primeiro
no epineuro para depois atingir o perineuro e o0 endoneuro por meio dos vasos sanguineos e
linfaticos. O bacilo ent&o se liga a membrana basal da célula de Schwann por meio da interagdo
PGL-1 e laminina a-2, e posteriormente, a bactéria é ingerida pela célula, mas a mesma nao
possui a capacidade de destruir o bacilo. A partir dai, se a resposta imune celular néo intervier
precocemente, a infeccéo se instala no organismo (SCOLLARD et al., 2006; REIS et al., 2013).

Vérios fatores sdo relatados com o risco de desenvolver a doenca. As condigdes
individuais, como fatores genéticos do hospedeiro, qualidade de vida, higiene, estado
nutricional do paciente, presenca ou ndo de cicatriz vacinal com BCG, taxa de exposicdo a
M.leprae ou a outras micobactérias ambientais e infeccbes concomitantes. Além dessas
condigdes, fatores relacionados a condi¢fes socioecondmicas desfavoraveis, as quais levam a
baixos indices de escolaridade, elevado numero de pessoas convivendo em um mesmo
ambiente, experiéncia de escassez de comida e acesso ineficaz a servigos de saude
(VISSCHEDUK et al., 2000; KERR-PONTES et al., 2006; JOYCE, 2012).

Alguns genes sdo relacionados com a susceptibilidade para a hanseniase. Por
exemplo, os genes PARK2/PACRG (responsavel pelo processamento de proteinas antigénicas
em macrofagos para posterior apresentacao a linfécitos), NRAMP1 (atribuido ao transporte de
ferro e outros cation pela membrana do fagossomo), MRC1, MBL (proteina presente no soro
que se liga ao LAM e ativa a via das lectinas do complemento) possuem polimorfismos que
podem estar associados ao desenvolvimento da doenca (SCOLLARD et al., 2006; SAPKOTA
et al., 2010). O antigeno leucocitario humano classe Il possuem alelos associados ao tipo de
hanseniase apresentada. Dessa forma, os pacientes que possuem alelo HLA-DQ1 desenvolvem
hanseniase lepromatosa enquanto que HLA-DR2 e HLA-DR3 estdo presentes nos pacientes do
polo tuberculdide. Essa mesma associagdo é feita com alelos do gene do receptor para vitamina
D (VDR), pois a homozigose recessiva (tt) estd mais presente nos pacientes tuberculdides e a
homozigose dominantes (TT) é frequentemente encontrado nos pacientes lepromatosos (ROY
et al., 1999; SCOLLARD et al., 2006; EICHELMANN et al., 2013; LASTORIA; ABREU,
2014a).

Frota e colaboradores (2010) detectaram que a soropositividade IgM PGL-1 de
contatos e ndo contatos de casos em area endémica do Ceara se demonstrou similar, indicando
que grande parte da populacdo ja entrou em contato anterior com o bacilo e desenvolveu

anticorpos protetores. Apesar de a soropositividade para IgM PGL-1 ndo ser uma boa
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ferramenta investigativa, porque ndo existe um ponto de corte para diferenciar os casos de
hanseniase da infec¢do subclinica, os pesquisadores concordam que contatos soropositivos
possuem 7,2 maiores chances de apresentar hanseniase (FROTA et al., 2010; LASTORIA;
ABREU, 2014a).

Portanto, os contatos de pacientes hansénicos sao um grupo de risco e devem ser
acompanhados continuamente para prevenir o surgimento da doenga. Goulart e colaboradores
observaram que os contatos colonizados por M. leprae no nariz (4,7% positivos para PCR no
swab nasal) e que apresentavam a doenca subclinica (13% positivos para IgM) podem ser 0s
responsaveis pela disseminagdo da doenga (GOULART et al., 2012). Em um estudo para
deteccdo de IgM PGL-1 em contatos, foram diagnosticados com hanseniase 3,3% dos contatos
selecionados para o trabalho (FOSS et al., 2011). Além disso, a consanguinidade demonstra ser
um fator importante, porque o diagnostico de hanseniase € maior para os filhos de pacientes
hansénicos e cOnjuges com parentesco (32%) do que para conjuges sem relacdo familiar
(2,87%). Os contatos criangas s&0 um grupo maior de risco e o risco de transmissdo aumenta
com a idade (JOYCE, 2012).

1.6 Diagnostico

O diagnéstico da hanseniase & basicamente baseado na historica clinica e
epidemioldgica do paciente (BRASIL, 2002). O tipo mais comum de exame laboratorial
solicitado é a baciloscopia. Porém, se o seu resultado for negativo, ndo se exclui a possibilidade
de hanseniase. Dessa maneira, a OMS (BRASIL, 2010b, p. 2) definiu como paciente com

hanseniase aquele que apresentar uma ou mais de uma das seguintes caracteristicas:

a) lesdo(Bes) e/ou area(s) da pele com alteragdo de sensibilidade;
b) acometimento de nervo(s) periférico(s), com ou sem espessamento,
associado a alteragdes sensitivas e/ou motoras e/ou anatdbmicas; e

c) baciloscopia positiva de esfregacgo intradérmico.

O diagnostico precoce da hanseniase € um fator fundamental para o combate eficaz
da doenca, pois diagnostico tardio conduz a continuidade da transmissao e ao aumento do risco
de provocar incapacidades fisicas e deformidades (VISSCHEDIJK et al., 2000; RODRIGUES;
LOCKWOOD, 2011).

Durante a anamnese do paciente, procura-se qualquer indicio de sinais e
sintomas da doenca, alem de possiveis vinculos epidemiologicos. Normalmente, 0s pacientes
com hanseniase se queixam de manchas dormentes na pele, dores, caimbras e formigamentos.

A avaliagdo dermatoldgica procura investigar as lesdes caracteristicas da hanseniase, sendo as
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manchas hansénicas encontradas na face, na orelha, nos bragos, nas pernas, nas costas e nas
nadegas (BRASIL, 2002).

Também sdo realizados testes para averiguar a sensibilidade térmica, dolorosa e
tatil nas lesdes, além da avaliacdo neurologica. Os nervos frequentemente afetados séo:
trigémeo, facial, radial, ulnar, mediano, fibular comum e tibial posterior. Procura-se por
espessamento neural ou sensacdes de dor ou dorméncia e, por fim, é realizada a avaliacdo da
forca muscular (BRASIL, 2002; SANTOS et al., 2005).

A baciloscopia é solicitada pela facilidade de execucdo e pelo custo baixo
envolvido, possuindo uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 50%. Os raspados
de tecido dérmico dos l6bulos auriculares, cotovelos e de lesdo suspeita sdo corados por Ziehl-
Neelsen a frio (coloracdo de Wade) e lidos a procura do bacilo de Hansen para expressar o
resultado sob a forma de indice baciloscopico (IB), numa escala desenvolvida por Ridley que
vai de 0 a 6+. Os pacientes com baciloscopia negativa se encontram no extremo tuberculdide,
enquanto que a forma virchowiana e algumas variagdes de boderline apresentam baciloscopia
fortemente positiva (BAPTISTA; SARTORI; TRINO, 2006; ARAUJO, 2003; SANTOS et al.,
2005; EICHELMANN et al., 2013).

O exame histopatologico pode ser necessario em casos de duvida diagndstica ou
para esclarecer classificacdo da forma clinica. E realizada com uma parcela da les&o da pele ou
do nervo afetado e a utilizagdo da coloracdo hematoxilina-eosina ou com a técnica de Fite-
Faraco (EICHELMANN et al., 2013; LASTORIA; ABREU; 2014b)

Porém, a baciloscopia mostra-se falha nos casos de pacientes PB, porque para serem
detectados, os bacilos de Hansen devem estar presentes em uma quantidade de 10* bacilos por
grama de tecido. Além de possuir sensibilidade baixa, em alguns casos, o IB permanece
inalterado durante e ap0s o tratamento, demonstrando a ineficiéncia da baciloscopia no
acompanhamento dos casos (HIRAWATI et al., 2006; MARTINEZ et al., 2009).

A PNL é de dificil diagndstico, pois a auséncia de manchas de pele pode indicar
outra doenga causadora de neurite. Além disso, a detec¢do de bacilos pela baciloscopia é
ineficaz e complicada pela histopatologia da bidpsia de nervo, que € considerada o padrdo ouro
para esse tipo de apresentacdo da hanseniase (GOULART; GOULART, 2008).

Existem outros testes que ndo possuem valor diagndstico em si por ndo possuirem
especificidade e sensibilidade satisfatorias, mas séo Uteis como auxilares na classificagdo da
forma clinica da doenca ou como avaliadores de prognoéstico. Sao eles: reacdo de Mitsuda e

pesquisa de anticorpo anti- PGL1.
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A reacdo de Mitsuda é um teste de aplicacdo intradérmica de 0,1 mL de lepromina,
uma suspensdo inativada de tecidos lepromatosos (BEIGUELMAN, 2002; LASTORIA;
ABREU, 2014b). O antigeno PGL 1 esta presente na parede celular de M. leprae e é especifico
para o bacilo de Hansen. Como € uma molécula glicolipidica, ocorre a formacéao de anticorpos
sem a participacao de linfocitos T, com predominéncia de anticorpos da classe IgM. Porém, nos
estudos soroldgicos, pesquisam-se os titulos de IgM por estarem correlacionados com a forma
clinica, a atividade da doenca e episodios reacionais. Pela caracteristica da forma virchowiana,
esses pacientes apresentam niveis elevados do anti- PGL1, os quais tendem a diminuir com o
tratamento especifico (SANTOS et al., 2005; MOURA, 2008; LASTORIA; ABREU, 2014b).

1.7 Diagnostico Molecular

Diversos estudos tém demonstrado a possibilidade da utilizacdo da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) ou da transcricdo reversa para identificacdo do M. leprae em
espécimes bioldgicas, como sangue, esfregagos nasais, bidpsias de pele e lesGes de nervo.
Entretanto, essas técnicas, apesar de serem altamente especificas e sensiveis, ndo sdo utilizadas
rotineramente (MADELEINE et al., 1993; HIRAWATI et al., 2006; PHETSUKSIRI et al.,
2006; SCOLLARD et al., 2006).

Alguns iniciadores conhecidos para a detec¢do do M. leprae sdo: antigeno 18kDa
(WILLIAMS et al., 1990), antigeno 36kDa (HARTSKEERL; DE WIT; KLATSER, 1989), 16S
rRNA (KURABACHEW; WONDUMI; RYON, 1998) e RLEP (DONOGUE; HOLTON;
SPIGLEMAN, 2001).

A principal vantagem do uso da técnica de PCR é a deteccdo de M. leprae em
espécies bioldgicas mesmo com poucas bactérias presentes no material analisado,
principalmente Gtil na avaliacdo de pacientes PB e PNL. Além disso, a possibilidade de
aplicacdo da técnica em diversos materiais clinicos torna a PCR uma ferramenta bastante
proveitosa. A desvantagem da PCR convencional encontra-se no fato que € um método
puramente qualitativo, ndo permitindo quantificar o namero de bacilos presentes. Porém, a
gPCR (PCR em tempo real), a qual vem sendo muito utilizada, propicia a rapida quantificacdo
e deteccéo do espécime durante o curso da reacao pelo monitoramento da fluorescéncia emitida
quando o fluoroforo ou sonda especifica se liga ao amplicon gerado na reacdo, sendo que a
fluorescéncia lancada € diretamente proporcional a quantidade do produto formado. Assim
sendo, as ferramentas moleculares (PCR e qPCR) encontram-se aplicadas na deteccdo de DNA
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e RNAm tanto para a detecgdo do bacilo quanto para o acompanhamento do tratamento
(KUBISTA et al., 2006; RUDEEANEKSIN et al., 2008; MARTINEZ et al., 2014).

Martinez e colaboradores avaliaram o uso da PCR convencional e da qPCR para
deteccdo de M. leprae em biopsias de pacientes com hanseniase utilizando o gene do antigeno
85-B e obtiveram o limite de detecgéo para 10pg para a PCR convencional contra 25fg para
gPCR. Além disso, a qPCR identificou 79,2% dos casos PB e 83,3% dos pacientes PNL
enquanto que a reacdo convencional verificou 62,5% e 50%, respectivamente. Ja o trabalho de
Rudeeaneksin e colaboradores analisaram os resultados da gPCR com alvo o gene 16S rRNA
com aqueles obtidos pela baciloscopia, observando um limite de deteccdo inferior a 20fg de
DNA de M. leprae na gPCR e uma sensibilidade 25 vezes maior do que na baciloscopia
(MARTINEZ et al., 2006; RUDEEANEKSIN et al., 2008).

1.8 Tratamento

A classificacdo operacional adotada pela OMS, a qual divide os enfermos em
paucibacilares e multibacilares, indica o tipo de tratamento poliquimioterapico especifico
utilizado para o paciente hansénico implementado pela OMS em 1982 e oficialmente
estabilizado no Brasil em 1993. Assim, os PB devem ser tratados durante seis meses com
rifampicina (dose mensal supervisionada de 600mg) e dapsona (dose mensal supervisionada de
100mg e dose diaria autoadministrada de 100mg), mas as criangas devem receber doses de
450mg de rifampicina e 50mg de dapsona. Ja os pacientes MB sdo tratados durante um ano com
clofazimina (dose mensal supervisionada de 300mg e dose diaria autoadministrada de 50mg),
rifampicina e dapsona, sendo a posologia dos dois Ultimos farmacos semelhante aos dos
pacientes PB. Nesse ultimo esquema, as criangas MB devem receber doses mensais de 150mg
de clofazimina e 50mg em dias alternados (BRASIL, 2010b; LASTORIA; ABREU, 2014b).

1.9 Fonte Ambiental

A transmissdo da hanseniase € atribuida principalmente através da liberacdo de
bacilos do trato respiratério superior de pacientes MB ndo tratados. Porém, vem sendo
pesquisado a possivel contribuigdo de fatores ambientais e animais silvestres na transmissdo da
hanseniase, por exemplo: agua, solo, vegetacdo e tatus. O ambiente funcionaria como uma
espécie de reservatorio, permitindo que o bacilo permaneca infeccioso apds longos periodos
fora do corpo humano e, dessa forma, exista a transmissdo e a contaminacdo continuada da
doenga (TRUMAN; FINE, 2010).
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A existéncia de casos clinicos da doenga nos quais os pacientes ndo tiveram nenhum
contato anterior com hansénicos e, ainda, areas com casos proximos de fontes de agua sugere
infeccdo do ser humano com fontes ambientais (KERR-PONTES et al., 2006; TRUMAN;
FINE, 2010). Além disso, um estudo realizado por Desikan e Sreevatsa em 1995 demonstrou a
viabilidade de M. leprae fora do corpo humano em diversas condi¢des desfavoraveis, sendo
verificado que os bacilos sobreviveram sete dias em meio a exposi¢éo direta de luz solar durante
3 horas por dia, ou permaneceram vivos por 46 dias em solo umido (DESIKAN; SREEVATSA,
1995 apud TURANKAR et al., 2012).

O tatu (Dasypus novemcinctus) é o Unico hospedeiro natural de M. leprae além do
ser humano. O primeiro relato de hanseniase em tatus foi realizado em 1975, em Lousianna nos
Estados Unidos. Depois dessa comprovacdo, abriu-se precedentes para questionar a
probabilidade de transmissdo de hanseniase entre tatus e humanos (TRUMAN, 2005;
SCOLLARD et al., 2006).

Nos Estados Unidos, foram relatados casos de pacientes que ndo tiveram contato
com nenhum outro caso conhecido, mas esses pacientes tiveram de alguma forma contato com
tatus, seja na manipulacdo, tratamento ou consumo da carne do animal. Em 2011, Truman e
colaboradores observaram a presenca de uma cepa de M. leprae encontrada em tatus e em
pacientes hansénicos com genotipo similar e caracteristico da regido do sul dos Estados Unidos,
sendo mais um indicativo da possibilidade de transmissdo entre essas espécies (TRUMAN et
al., 2011).

No Brasil, em um estudo caso-controle realizado em Vitoria, foi demonstrado que
0 contato direto com tatus era altamente significante entre os doentes entrevistados, indicando
um possivel acréscimo do risco de desenvolver a doenca (DEPS et al., 2008). Um estudo
realizado no Ceara apontou para a presenca do M. leprae em 21% dos tatus analisados
capturados em regides rurais endémicas (FROTA et al., 2012).

Outro fator presente na hipotese da contribuicdo do ambiente na transmissdo da
hanseniase gera em torno do fato de que amebas de vida livre, naturalmente presentes no solo
e na agua, podem permitir a sobrevivéncia e multiplicacdo de bactérias dentro de sua célula
(DRANCOURT, 2014). Ou seja, quando essas bactérias sdo fagocitadas para servirem como
fonte de alimento, elas conseguem driblar o sistema lisossomal e passam a ter um
relacionamento endossimbi6tico com as amebas de vida livre.

Em 1975, Jadin descobriu que M. leprae era capaz de crescer dentro da
Acanthamoeba culbertsoni (JADIN, 1975 apud LAHIRI; KRAHENBUHL, 2008). Foi

demonstrado em uma pesquisa realizada nos Estados Unidos que M. leprae sobreviveu e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sreevatsa%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8637382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sreevatsa%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8637382
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permaneceu viavel pelo menos quatro dias no interior do A. castellani, fortalecendo a hipdtese
gue o bacilo de Hansen pode permanecer viavel e infeccioso no ambiente durante o tempo que
levaria para infectar outro paciente (LAHIRI; KRAHENBUHL, 2008).

Como as amebas sdo capazes de formarem cistos em situacOes de estresse
ambiental, isso forneceria também protecdo e resisténcia as bactérias fagocitadas frente a
temperaturas extremas e biocidas, permitindo a sobrevivéncia, replicagéo e distribuicdo das
bactérias no ambiente (BARKER; BROWN, 1994). A interacdo entre bactérias e amebas de
vida livre permite o desenvolvimento de uma relacdo endossimbionte que se assemelha a
patogénese das infecgdes cronicas bacterianas dentro de células mamiferas (YU et al., 2007).

Estudos realizados na India mostraram a detecgéo de DNA e RNA no solo de éareas
endémicas de pacientes com hanseniase e sem hanseniase, sendo estatisticamente significante
para a area de pacientes (LAVANIA et al., 2006; LAVANIA et al., 2008). Alem disso,
destacou-se uma presenca maior de acidos nucleicos nas regides proximas a lugares utilizados
para banho e lavagem, além da observacdo que as amostras de solo possuiam o0 mesmo tipo de
Polimorfismo de Base Unica (Single Nucleotide Polymorphism) das amostras de pacientes e
contatos positivas para DNA. Esse mesmo grupo de pesquisa também detectou 17 amostras de
solo DNA positivas para M. leprae dentre as 52 amostras coletadas ao redor de casas de
pacientes hansénicos (TURANKAR et al., 2012; TURANKAR et al., 2014).

Foram realizadas pesquisas na Indonésia no estudo da presenca de DNA de M.
leprae em fontes de agua. Em estudo realizado por Matsuoka e colaboradores, foi detectado a
presenca de DNA do M. leprae em fontes de dgua utilizadas para banho e consumo humano de
vilas endémicas para hanseniase, sendo a taxa de prevaléncia da doenga significativamente
maior para os usudrios de &gua bacilo-positivo. Entretanto, em 2010, Wahyuni e colaboradores
pesquisaram a presenca de DNA do bacilo em pogos de usuarios conhecidamente
diagnosticados com hanseniase como também em aguas provenientes de pogos utilizados por
pessoas que ndo possuiam a doenga para tentar associar a presenca de M. leprae em agua de
consumo humano com a existéncia de casos da doenca. Demonstrou-se que ndo houve diferenca
estatistica na positividade dos pocos utilizados por pacientes (23%) e por ndo pacientes (26%)
e, além disso, todos os sedimentos das aguas pesquisadas apresentaram BAAR pela coloragédo
de Ziehl-Neelsen (MATSUOKA et al., 1999; WAHYUNI et al., 2010).
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1.10 Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Polimorfismo de base Unica (do inglés Single Nucleotide Polymorphism ou SNP) €
definido como uma variagdo em apenas um nucleotideo na sequéncia de DNA frequente em
mais de 1% na populacdo. Essa alteragdo pode estar presente tanto em regides codificadoras (0
que caracteriza um gene possuir mais de um alelo) como em regides nédo codificantes do DNA
(SCITABLE BY NATURE EDUCATION, 2014).

Apdbs o avanco do sequenciamento completo do genoma do M. leprae em 2001,
Monot e colaboradores (2005) analisaram cepas provenientes da india, do Brasil, da Etiopia,
do México, da Tailandia e dos Estados Unidos e detectaram trés SNP que se repetiam entre
duas ou mais cepas estudadas. Posteriormente, ao pesquisarem diversos materiais clinicos,
foram encontrados ao nivel global 4 gendtipos SNPs informativos provenientes de um Unico
clone (SNP tipos 1, 2, 3 e 4) de M. leprae. Assim, apesar do bacilo da hanseniase ter sofrido
reducdo do seu genoma ao longo dos anos, 0 genoma bacilar é altamente conservado e a
ocorréncia dos SNPs é rara, acontecendo em cada 28kb. Dessa forma, os SNPs tém sido usados
para compreender a evolucdo e disseminacdo global do bacilo (MONOT et al., 2005;
SAKAMURI et al., 2009; MONOT et al., 2009).

Figura 2 — Esquema representativo dos 4 genotipos de SNPs
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Fonte: MONOT et al., 2005. O gendtipo 1 é definido pela presenga do nucleotideo G na posigdo 1641875pb
enquanto que o gendtipo 2 apresenta o nucleotideo T nessa mesma posi¢do. O genétipo 3 ocorre pela troca do
nucleotideo A pelo C na posigéo 2935685pb e o0 gendtipo 4 é resultado da substituigdo do nucleotideo C pelo
T na posicao 14676pb no genoma de M. leprae.

Em 2009, depois da analise de novas amostras clinicas, incluindo amostras originadas
da Europa e Oriente Médio e de um novo sequenciamento das cepas do Brasil, da Tailandia, da
india e dos Estados Unidos, foi descoberto que os 4 gendtipos SNPs podem ser ramificados em
16 subtipos. O SNP 2 originado no leste da Africa é dividido em quatro subtipos (E-H), depois
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surgiu 0 SNP 1 decomposto em quatro formas (A-D). O SNP 1 se espalhou pela Asia, onde
apareceu 0 SNP 3 com cinco subtipos (I-M). Esse ultimo se disseminou para o Oriente Médio
e Europa para depois originar o SNP 4, que apresenta trés ramificacdes (N-P), presente no oeste
da Africa e nas Américas (MONOT et al., 2009).

Assim, os estudos de genotipagem vém sendo realizados com a finalidade de
compreender a propagacdo de M leprae no mundo e como uma ferramenta epidemiolégica
investigativa para avaliar a transmissao da hanseniase em comunidades endémicas (WENG et
al., 2007). Os estudos corroboram os achados de Monot e colaboradores (2009), com a
constatacdo da presenca maci¢ca do SNP 3 na China e no Japao, as Filipinas apresentam alta
porcentagem de SNP 1, mas também encontra-se SNP3, o México possui todos 0s 4 gendtipos
no seu territorio, assim como a Colémbia, e a india com predominio de SNP 1 (WENG et al.,
2007; CARDONA-CASTRO et al., 2009; MATSUOKA et al., 2009; SAKAMURI et al., 2009;
KAl et al., 2013; LAVANIA et al., 2013).

No Brasil, as pesquisas demonstraram a prevaléncia de SNP 3 de cepas procedentes
do Sudeste brasileiro, a grande presenca de SNP 4 no Nordeste do pais e a auséncia de cepas
com SNP 2. O predominio da similaridade de SNP por regido vai ao encontro da histéria de
colonizagdo das regides brasileiras. O Nordeste possui hegemonia de SNP 4, um gendtipo de
origem africana, pela grande utilizagcdo de trabalho escravo como mdo de obra de forma
compulsoria e abundantes dos negros africanos nas instalagdes canavieiras do século XVI. J& o
dominio de SNP 3 (presente na Africa, na América do Norte e na Europa) no Sudeste se explica
pela grande imigracdo de europeus, originada pela abolicdo da escravatura no pais, para
trabalhar nas lavouras de café a partir da segunda metade do século XIX (FONTES et al., 2009;
FONTES et al., 2012).

A associacao de genotipagem de M. leprae, por identificacdo de SNPs, subtipagem com
georreferenciamento de casos e 0 uso de questionarios estruturados para investigacdo de
caracteristicas da populacgdo tém sido utilizados para se obter informacdes sobre agrupamentos
de casos e rotas de transmissdo do bacilo (CARDONA-CASTRO et al., 2013; WENG et al.,
2013)

Como mencionado na se¢éo anterior, a aplicacdo do SNP também esta sendo usada para
compreender a importancia do ambiente na transmissdo da doenca. Turankar e colaboradores
(2012) encontraram em amostra ambiental de solo presenca de RNA de M. leprae, indicando
viabilidade, com o mesmo genotipo (SNP 1) da amostra clinica do paciente que reside na
mesma area. Além disso, observando a dindmica de genotipagem de uma familia, foi observado

gue a mae e a filha, casos de hanseniase, possuiam o mesmo subtipo (SNP 1D), mas o marido,
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contato que estava apresentando sinais indicativos de infeccdo com hanseniase, tinha um
subtipo diferente (SNP 1C). Assim, essas evidéncias apontam para que o contato tenha entrado
em contato com o bacilo proveniente de outra fonte que ndo seja 0s casos presente na casa
(TURANKAR et al., 2012).

Outro estudo desse mesmo grupo verificou a presenca de DNA do bacilo em amostras
de solo coletadas ao redor da casa de casos hansénicos. Apds a obtencdo de uma positividade
de 32,69% das amostras de solo para DNA de M. leprae, a analise do tipo de genotipo SNP das
amostras DNA positivas e das amostras clinicas dos casos demonstrou que tanto as amostras
ambientais quanto as amostras obtidas dos pacientes com hanseniase possuiam a mesmo
genotipo SNP 1 (TURANKAR et al., 2014).

Esses trabalhos envolvendo amostras provenientes do ambiente e de pacientes com a
realizacdo da genotipagem vém sugerindo a possibilidade de interacdo entre os bacilos
expelidos dos pacientes MB no ambiente e o0 posterior contato deles com outros individuos
susceptiveis, indicando uma nova rota de transmissdo do M. leprae (TURANKAR et al., 2014).



33

2 JUSTIFICATIVA

A hanseniase continua endémica no estado do Ceard e a existéncia de casos novos nos
quais ndo houve contato anterior com outros pacientes MB proporciona questionamentos sobre
o envolvimento de fatores ambientais na transmisséo da doenca (KERR-PONTES et al., 2006;
TURANKAR et al., 2012; FROTA et al., 2012). A deteccéo e a quantificacdo de DNA de M.
leprae por qPCR assim como a caracteriza¢do genética dos isolados de M. leprae presentes nas
aguas ambientais podera contribuir para esclarecer o papel do meio ambiente como fonte
alternativa de infeccdo para o homem, independente do contato direto entre o individuo
suscetivel e o caso, assim como explicar a dificuldade de controle da doenca em regides
endémicas (LAVANIA et al., 2008; TURANKAR et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Detectar e quantificar DNA de M. leprae por qPCR obtidos de amostras de aguas
ambientais de cinco municipios cearenses: Boa Viagem, Crato, Juazeiro do Norte, Mulungu e
Sobral.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a deteccdo de DNA de M. leprae por PCR convencional das amostras
provenientes dos cinco municipios participantes do estudo;

e Comparar os dados obtidos da detecgéo do bacilo por PCR convencional com aqueles
alcancados pela gPCR;

e Avaliar e estabelecer a variabilidade genética dos isolados de M. leprae em relacéo aos
quatro SNPs, seguido de subtipagem obtidos de amostras ambientais DNA positivas;

e Comparar 0 padrdo de caracterizacdo molecular das amostras ambientais com 0s
registros da literatura cientifica;

e Comparar 0 padrdo de caracterizacdo molecular das amostras ambientais com a das
amostras clinicas de bidpsia de pacientes atendidos no Centro de Referéncia Dona
Libéania;
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo e local de estudo

O estudo do tipo observacional, transversal e analitico aconteceu durante o periodo
de novembro de 2013 e outubro de 2014. O processamento das amostras, as reacdes de PCR
convencional e de genotipagem foram realizadas no Laboratério de Micobactérias do Bloco de
Biomedicina da UFC, enquanto que as reacdes de gPCR ocorreram no Laboratorio de
Bioquimica Humana do Centro de Ciéncias da Saude da UECE e o sequenciamento das

amostras foi realizado no Instituto Evandro Chagas em Belém — PA.

4.2 Amostras de aguas ambientais: coleta e processamento

As amostras de aguas ambientais utilizadas na pesquisa estdo armazenadas no
Banco de DNA do Laboratdrio de Micobactérias da UFC. Essas amostras foram coletadas de
acudes, rios, riachos, balnearios e lagoas pertencentes aos municipios de Boa Viagem, Crato,
Juazeiro do Norte, Mulungu e Sobral (Figura 3). Em cada local de coleta, obtiveram-se cinco
aliquotas de 1000 mL em frascos &mbar estéreis, totalizando 149 amostras de dguas ambientais,
as quais foram transportadas refrigeradas em isopor com gelo, dentro do periodo de 24 horas,
para 0 Laboratério de Micobactérias no bloco de Biomedicina da Universidade Federal do
Ceara. Uma das amostras do municipio de Boa Viagem foi extraviada e ndo pode participar do

estudo.

Figura 3 — Mapa do Estado do Ceara com destaque para os municipios de Boa Viagem, Crato, Juazeiro do Norte,
Mulungu e Sobral.

Imagem modificada da fonte:
http://www.cariri.ufc.br/portal/index.php?ltemid=46&id=34&option=com_content&task=view

Destaque em vermelho para o municipio de Crato, em azul para 0 municipio de Juazeiro do Norte, em amarelo
para o municipio de Mulungu, em roxo para 0 municipio de Boa Viagem e em verde para 0 municipio de Sobral.



http://www.cariri.ufc.br/portal/index.php?Itemid=46&id=34&option=com_content&task=view
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Os municipios foram selecionados de acordo com os dados de prevaléncia da
hanseniase, sendo Juazeiro do Norte, Sobral e Crato municipios com alta prevaléncia da doenca,
enquanto que Boa Viagem e Mulungu, de baixissima ou nenhuma prevaléncia. Além disso, 0s
pontos de coleta dos municipios foram designados por agentes de salde locais, 0s quais
indicaram as colecGes de agua utilizadas para fins de lazer e/ou uso doméstico pelos moradores
da comunidade estudada.

A quantificacdo absoluta do DNA de M. leprae foi realizada para os cinco
municipios pesquisados. Porém, a genotipagem e a subtipagem somente pode acontecer com as
amostras provenientes do municipio de Juazeiro do Norte, visto que a quantidade de DNA das
amostras das outras localidades ndo foi suficiente para os ensaios.

O estudo seguiu o fluxograma da figura 4 (4a e 4b):

Figura 4 — Fluxogramas resumidos contendo os principais ensaios realizados no estudo.

4a. Fluxograma da realizacdo das amplificaces por PCR convencional e PCR em tempo real.
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4b. Fluxograma da genotipagem das amostras de Juazeiro do Norte.

Amostras Juazeiro do

Norte DNA positivas

Genotipagem

SNP1ou 2
SNP 3

SNP 4

Subtipagem

Fonte: Elaborado pela autora.

Para extracdo de DNA das amostras utilizou-se o kit PowerWater DNA Isolation
(Mo Bio®). Esse kit requer uma etapa anterior consistindo em uma filtragem a vacuo com os
Water Filter de 0,22 um (Mo Bio®) para concentra¢do das bactérias presentes. Dessa forma,
apos a homogenizacdo do conteddo da garrafa, 100 mL da amostra foram filtradas.
Posteriormente, as membranas filtrantes foram removidas cautelosamente com o auxilio de
pingas estéreis e processadas de acordo com o fabricante. Esse processamento incluiu adi¢éo
de reagentes responsaveis pela lise da parede celular, pela remocdao dos inibidores, como o acido
hamico, que poderiam interferir na amplificacdo do DNA extraido e pela retirada de impurezas
do DNA ligado a coluna de silica, no qual os &cidos nucleicos extraidos ficavam retidos. O
DNA obtido foi armazenado a temperatura de -20°C.

Apos a extragdo de DNA, as amostras foram analisadas por espectofotometria
260nm/280nm no aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Scientific®) para pesquisar a qualidade
do DNA (ANEXO G).

4.3 Amostras clinicas: coleta e processamento

As amostras clinicas dessa pesquisa também estdo armazenadas no Banco de DNA do

Laboratorio de Micobactérias da UFC. Esse material clinico foi obtido através da coleta de
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biopsias com um punch de 6 mm de didmetro retirados a partir da borda ativa de lesGes cutaneas
de casos novos ndo tratados de hanseniase atendidos no Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria Dona Libania (CDERM) na cidade de Fortaleza, Ceara.

Essas 25 amostras compunham o projeto Portadores de Hanseniase: Estudo Clinico —
Epidemioldgico da Hanseniase em Area Endémica do Nordeste do Brasil financiado pelo
CNPg, com protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CDERM. (ANEXO A)

O material coletado foi transferido para microtubos conicos de 1,5 mL estéreis e
mantidos a temperatura de -20°C até 0 momento da extracdo de DNA. O processamento das
amostras foi realizado com a utilizagdo do kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®). Nele, as
amostras passaram por uma lise com solugéo de proteinase K a temperatura de 56°C overnight.
Posteriormente, adicionou-se solucdo que proporcionou a ligacdo do DNA a membrana de silica
da coluna, enquanto que os contaminantes foram eliminados. Apds algumas lavagens do DNA

unido a membrana de silica, o material foi eluido em tampédo AE e armazenado a -20°C.

4.4 Deteccdo do gene gyrA especifico de M. leprae por PCR convencional

A PCR convencional das amostras ambientais foi realizada no periodo de margo de 2012
a marco de 2013 objetivo da Monografia intitulada “Deteccdo de éacidos nucleicos de
Mycobacterium leprae em amostras de aguas ambientais em municipios do Ceara”.

A reacdo ocorreu utilizando-se o kit Tag PCR Master Mix (QIAGEN®) com o0s
iniciadores para amplificar o fragmento gendmico referente a topoisomerase Il subunidade A
especifica de M. leprae, sendo gyrA-Forward 5 - CCC GGA CCG TAG CCACGC TAAGTC
— 3 e gyrA-Reverse 5> — TAA TGA CCC ACC GGC AGC GAT G - 3’. O mix reacional foi
composto da seguinte maneira: 3 pL do DNA gendmico extraido das amostras de aguas
ambientais; 7uL de H.O RNase-free; 1,25 pL de cada iniciador gyrAF e gyrAR; e 12,5 uL de
Tag PCR Master Mix. O controle negativo recebeu 3 uL de H.O RNase-free enquanto que o
controle positivo utilizado foi DNA proveniente da extracdo de bidpsias de pacientes MB.

A seguir as amostras foram amplificadas no termociclador Mastercycler personal 5332
(Eppendorf ®) e a reacdo se processou no seguinte esquema: aquecimento inicial a 94°C por 5
minutos, para que ocorresse a separacao das fitas de DNA,; seguido de 6 ciclos iniciais de: 94°C
por 45 segundos para a desnaturagdo; 65°C por 45 segundos para o anelamento e 72°C por 1
minuto e 30 segundos. Posteriormente, seguiram-se 35 ciclos compostos por: 94°C por 45
segundos; 62°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Apos os 41 ciclos, houve

um periodo de extenséo final que ocorreu a 72°C por 10 minutos.
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Depois, as amostras foram mantidas a 4°C até serem retiradas do termociclador e
armazenadas a -20°C. O produto gerado por esta reacdo foi de 187 pb.

4.5 Confecgdo do plasmideo pIDTBIue e obtengédo da curva padrao

O plasmideo pIDTBIue contendo o inserto de 171 pb da regido 16S rRNA de M. leprae
foi confeccionado pela empresa Integrated DNA Techonologies (IDT®) (Figura 5). Os
iniciadores utilizados para construcao da regido de interesse foram baseados naqueles utilizados
por Lavania e colaboradores em 2008, sendo Mlepl6sfor: 5° - TCG AAC GGA AAG GTC
TCT AAA AAA TC - 3’ e Mleplésrev: 5’ — CCT GCA CCG CAA AAAGCTTTCC -3
(LAVANIA et al., 2008).

A curva padrdo foi construida a partir de diluicbes seriais do plasmideo
pIDTBIluel6SrRNAMIeprae (0,1 ng, 0,01 ng, 1pg, 0,1 pg, 0,01 pg e 1 fg). A finalidade da
obtencdo da curva padrao foi determinar a quantificacdo absoluta das amostras ambientais por
meio extrapolacdo dos valores resultantes das diluicbes de concentragdo conhecida do
pIDTBIluel6SrRNAMlIeprae.

Os valores obtidos de eficiéncia da amplificacdo do DNA, inclinacdo da reta da curva
padrdo (slope), coeficiente de correlagio de Pearson (r) ou coeficiente de determinacéo (R?)

foram empregados para determinar a otimizagdo do ensaio de gPCR.

Figura 5 — Imagem grafica do plasmideo pIDTBIue confeccionado pela empresa Integrated DNA Techonologies
(IDT®)
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Fonte: Imagem modificada do endereco eletrdnico http://eu.idtdna.com/pages/docs/synthetic-biology/pidtblue-
gene-map-final.pdf. Esse mapa genético do plasmideo pIDT Blue mostra a regido que contém o gene de resisténcia
a Ampicilina (AMpR) e em destaque no retangulo vermelho o sitio de insercdo para clonagem do gene de interesse
16S rRNA.



http://eu.idtdna.com/pages/docs/synthetic-biology/pidtblue-gene-map-final.pdf
http://eu.idtdna.com/pages/docs/synthetic-biology/pidtblue-gene-map-final.pdf
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4.6 PCR em tempo real das amostras ambientais

As reacdes de qPCR foram realizadas com o auxilio do aparelho ESCO Spectrum 96
Real Time Thermal Cycler (ESCO®) com a utilizacdo dos iniciadores que amplificam uma
regido do fragmento genémico referente ao RNA ribossémico especifico de M. leprae.

Os iniciadores utilizados na gPCR foram gerados pelo programa Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/), sendo a regido escolhida

a partir do gene 16S rRNA de M. leprae tomando por base o banco de dados do National Center
for Biotechnology Information (NCBI).
Os iniciadores (Quadro 1) foram fabricados pela empresa Invitrogen®.

Quadro 1 - Iniciadores para amplificagdo de 158pb do gene 16S rRNA.

Iniciadores Sequéncia (5” - 37)
16S3-Forward 5 -TCG AAC GGA AAG GTCTCT AAA-3°
16S3-Reverse 5 —-CTTTCC ACC ACAAGACATGC-3

Fonte: Elaborado pela autora

A quantificagdo absoluta por gPCR foi realizada com o kit Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems®), no qual cada reacéo individual foi composta por 12,5 pL
de Master Mix, 1 pL de 16S3-Forward, 1 pL de 16S3-Reverse, 5,5 pL de agua ultra-pura e 5
puL de DNA template das amostras ambientais, perfazendo um volume total de 25 pL.

A reacdao se processou no seguinte esquema: aquecimento inicial a 95°C por 10 minutos;
seguido de 45 ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 55°C por 30
segundos e extensdo 72°C por 30 segundos. Posteriormente, houve um periodo de extensdo
final que ocorrerou a 72°C por 10 minutos.

Os dados foram analisados pelo Swift Spectrum Real Time 96 Software (ESCO®) a fim

de avaliar o ciclo limiar (Cr).

4.6.1 Determinacéo da sensibilidade analitica e da especificidade da gPCR para a detec¢do

de M. leprae

Para determinar a sensibilidade analitica do ensaio de qPCR efetuou-se a diluicéo

seriada do plasmideo pIDTBIluel6SrRNAMIep. O ponto da diluicdo que ndo contribuiu de


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
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forma adequada para a obtencéo de uma curva padrdo de alta eficiéncia foi considerado o Limite
de Detecgdo (LD) ou sensibilidade analitica do ensaio. Assim sendo, o LD foi fixado na
concentracdo em que a amplificacéo foi alcancada antes dos 37 ciclos em 95% das vezes. Ao
final, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% para se confirmar o tamanho dos
produtos de PCR.

Pela natureza do reagente escolhido para deteccdo do produto de PCR através de PCR
em tempo real, sabe-se que o corante SYBR Green tem finalidade por qualquer DNA de cadeia
dupla, ou seja, esse método pode gerar sinais falsos positivos, por meio da ligacdo com produtos
de PCR néo especificos. Desse modo, foi realizado a anélise da curva de dissociacdo apds o
periodo de extensdo final de cada placa de qPCR.

Na curva de dissociacédo, a temperatura da reacdo aumentou 0,5°C a cada 20 segundos,
comecando a 55°C e terminando a 95°C. No final, gerou-se um grafico com as alteracdes de
fluorescéncias, permitindo verificar a existéncia de um ou mais picos de emissao fluorescente.

Além da curva de dissocia¢do da qPCR, foi conduzido um teste de especificidade no
qual foram empregadas diferentes espécies bacterianas. As cepas de Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli tiveram o DNA extraido conforme
descrito no Anexo B e, juntamente com 0 DNA de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, foram
testadas por qPCR com os iniciadores 16S3.

Apos a extracdo de DNA das cepas para o teste de especificidade, as amostras foram
quantificadas por espectofotometria no aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Scientific®).
Posteriormente, os produtos gerados nessa qPCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% para confirmar a auséncia de amplificagdo e deteccdo desses patdgenos. As imagens
foram visualizadas e digitalizadas no transluminador ImageQuant 300 Capture (GE
Healthcare®).

4.7 Tecnicas de Genotipagem de M. leprae

Para a genotipagem das amostras positivas para 0 DNA de M. leprae referente a regido
gendmica 16S rRNA do municipio de Juazeiro do Norte e das amostras clinicas foram utilizados
dois pares de iniciadores (Quadro 2) para a identificacdo dos nucleotideos na posicéo de 14676
e de 2935685 do genoma de M. leprae de acordo com a publicacdo de Monot e colaboradores
(MONOT et al., 2009). Para a amplificacdo dessas regides gendmicas utilizou-se o kit Taq PCR
Master Mix (QIAGEN®).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
http://www.tuasaude.com/escherichia-coli/
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Quadro 2 - Iniciadores para deteccdo do genétipo de M. leprae.

Iniciadores Sequéncia dos iniciadores
SNP 14676 Forward: 5° AAT GGA ATG CTG GTG AGAGC 3’

Reverse 5 CAATGC ATGCTAGCCTTAATGAZJZ’

SNP 2935685 Forward: 5’ATC TGG TCC GGG TAG GAATC 3’
Reverse: 5 ACC GGT GAG CGC ACT AAG

Fonte: Elaborado pela autora

A ciclagem ocorreu da seguinte forma: desnaturagdo de 94°C por 3 minutos,
prosseguida de 45 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minutos e 72°C por 2 minutos, com
uma extensdo final de 72°C por 10 minutos (FONTES et al., 2009).

Ap06s a amplificacdo do fragmento gendmico 2935685, as amostras foram submetidas a
digestdo enzimatica com 10U/ul da enzima de restricdo BstUl (New England BioLabs ®) a
60°C por 1 hora. Apds aamplificacdo da regido 14676, as amostras foram submetidas a digestao
enzimatica com 10U/ul da enzima de restricdo Smll (New England BioLabs ®) a 55°C por 1

hora. A Figura 6 mostra um desenho esquematico desse processamento descrito acima.
Figura 6 - PCR- RFLP para deteccdo do genétipo de M. leprae

SNP 2935685

BstUI - BstUl +

180 pb 148 pb + 32 pb
SNP 1 ou 2 SNP 3 0u 4

SNP 14676

Smil +
149 pb + 45
pb
SNP 4

Fonte: Elaborado pela autora

O produto das digestdes enziméticas foi analisado por eletroforese em gel de agarose
PRA (Invitrogen®) 3% (w/v), usando transiluminador de luz ultra-violeta a 302 nm e as
imagens digitalizadas no transluminador ImageQuant 300 Capture (GE Healthcare®). A
eletroforese aconteceu a uma voltagem constante de 50 V/cm linear por aproximadamente 90

minutos em fonte de eletroforese (Electrophoresis Power Suply — EPS — (GE Healthcare®)).
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4.8 Subtipagem do SNP tipo 4

As amostras que forem classificadas como gendtipo 4 foram submetidas a uma

subgenotipagem para definir se possuem gendtipo: 4-N, 4-O ou 4-P com os iniciadores descritos

no Quadro 3.
Quadro 3 - Iniciadores para deteccdo do subgenotipo 4 de M. leprae.

Iniciadores Sequéncia dos iniciadores
Ins-978589-F 5- GCAGTTGCAGCACGATGG -3
Ins-9789589-R 5- CGGTGGAATTACCTAACGA -3
Del-1476519-F 5-TCGTGTTTCGGATCTCATCA -3’
Del-1476519-R 5- AAATCCAGCACGACCAAGTC -3’

Fonte: Elaborado pela autora
A primeira reacgéo foi realizada com kit Taq PCR Master Mix (QIAGEN®), utilizando

1,5 ul dos iniciadores Ins-978589 F e Ins-9789589-R. As condicbes de ciclagem foram: 45
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 68,6 °C por 1 min e extensdo a 72 °C
por 2 min, com uma extensao final a 72 °C por 10 min. A segunda reagdo também foi realizada
com o kit Tag PCR Master Mix (QIAGEN®), fazendo uso de 1,5 pl dos iniciadores Del-
1476519-F e Del-1476519-R. As condic¢des de ciclagem foram: 45 ciclos de desnaturacéo a 94
°C por 1 min, anelamento a 67,2 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min, com uma extensado
final a 72 °C por 10 min (MONOT et al., 2009).

O produto de 276 pb, proveniente da primeira reagéo, e o produto de 242 pb, resultado
da segunda reacdo, foram visualizados em gel de agarose (Invitrogen®) 1% (w/v), usando
transiluminador de luz ultra-violeta a 302 nm e as imagens digitalizadas no transluminador
ImageQuant 300 Capture (GE Healthcare®).

4.9 Sequenciamento do produto amplificado na PCR convencional para a regido gyrA de

M. leprae

O sequenciamento das amostras DNA positivas para a regido gyrA obtidas pela PCR
convencional foi realizado dentro do estudo “Deteccédo de &cidos nucleicos de Mycobacterium
leprae em amostras de dguas ambientais em municipios do Ceara”. As amostras de agua foram
submetidas ao sequenciamento no Instituto Evandro Chagas em Belém, Para pelo equipamento
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®), com a utilizagdo dos kits BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®) e BigDye XTerminator Purification
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(Applied Biosystems®), com posterior realizacgio de BLAST no site da NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), utilizando como referéncia o DNA de M. leprae
(Br4923 GenBlank FM211192.1).

4.10 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Office Excel 2007 para realizacdo da anélise
descritiva dos dados e os testes de estatisticos de Kolmogorov-Smirnov, Qui-quadrado, one-

way ANOVA e two-way ANOVA executadas no programa GraphPad Prism verséo 6.0.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5 RESULTADOS
5.1 PCR convencional da regiéo gyrA especifica de M. leprae

Do total de 149 amostras testadas na PCR convencional, 68 amostras (45,6%) foram
positivas para o gene gyrA. Dessas, 17 amostras pertenciam ao municipio de Juazeiro do Norte,
5 ao municipio de Crato, 14 ao municipio de Sobral, 16 ao municipio de Boa Viagem e 16 ao
municipio de Mulungu conforme ilustrado na figura 7.

Figura 7 — Frequéncia de positividade da amplificacdo do DNA referente a regido gyrA de M. leprae nos 149
reservatorios de dguas ambientais dos municipios de Juazeiro do Norte, Crato, Sobral, Boa Viagem e Mulungu.

16 (23,5%) 17 (25%)

™

‘_,_ 5 (7,4%)

— 14(20,6%)

16 (23,5%)

= Juazeiro do Norte = Crato =Sobral =BoaViagem = Mulungl

Fonte: Elaborado pela autora

As figuras 25 e 26 presentes no ANEXO F apresentam o resultado do sequenciamento
das amostras Jla e Sla e do alinhamento com a referéncia de M. leprae (Br4923 GenBlank
FM211192.1). Das cinco amostras enviadas para analise, houve confirmacdo da amplificacdo
da regido gyrA de M. leprae nas amostras de agua analisadas.

5.2 Sensibilidade analitica e especificidade da qPCR

A sensibilidade analitica ou limite de detecgdo para o ensaio de qPCR foi definido como
a menor quantidade de DNA de M. leprae detectado utilizando os iniciadores 16S3-Foward e
16S3-Reverse. A diluicdo de 10 fg do plasmideo pIDT16SrRNAMIeprae foi detectada com um
valor de Ctmenor que 37 ciclos em todas as corridas de curva padréo realizadas, contribuindo

de maneira adequada para a obtencdo de curva de alta eficiéncia (Figuras 8 e 9). Como o
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genoma de M. leprae é equivalente a 3 fg, essa reacdo de gPCR é capaz de detectar amostras
com até 30 bacilos.

Figura 8 — Curva de amplificacdo da diluicdo seriada do plasmideo pIDT16SrRNAMIeprae para detec¢do da
sensibilidade analitica da gPCR.
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Fonte: Software Swift Spectrum Real Time 96 Software (ESCO®). A sensibilidade analitica da qPCR para
deteccdo de DNA foi avaliada com concentracdes diferentes do plasmideo pIDT16SrRNAMIeprae variando de
0,1ng a 1fg. O sinal de fluorescéncia foi detectado durante o progresso da reacdo, ou seja, em tempo real. Linha:
1-0,1ng;2-10pg; 3-1pg; 4-100fg; 5-10fg; 6 — 1 fg.
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Figura 9 — Curva de dissociacdo da gPCR do ensaio de sensibilidade analitica dos iniciadores 16S3 rRNA
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Fonte: Software Swift Spectrum Real Time 96 Software (ESCO®). Andlise da curva de dissociacdo do limite de
deteccdo dos produtos da gPCR, mostrando os produtos obtidos a partir da diluicdo seriada do plasmideo
pIDT16SrRNAMIeprae variando de 0,1 ng a 1 fg. Linha: 1 - 0,1 ng; 2 - 10 pg; 3— 1 pg; 4 — 100 fg; 5 - 10 fg; 6
-1fg.

Todas as cepas utilizadas no teste de especificidade obtiveram razéo de absorbancia
260nm/280nm maior que 1,6, indicando que o DNA extraido ndo apresentou contaminacao por
proteinas. As concentracbes obtidas foram: Staphylococcus aureus - 103,4
ng/uL, Streptococcus pneumoniae - 25,6 ng/pL e Escherichia coli — 30,8 ng/uL.

Sobre a especificidade da reacdo de gPCR e dos primers utilizados, foi observado
somente a amplificacdo do DNA da espécie Mycobacterium tuberculosis H37Rv, mas em uma
temperatura de fusdo diferente (Tm de 77,5°C) do que no obtido com Mycobacterium leprae
proveniente de bidpsia de paciente (Tm de 78,1°C). Nao ocorreu amplificacdo das espécies
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli, como demonstrado nas

figuras 10 e 11.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
http://www.tuasaude.com/escherichia-coli/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
http://www.tuasaude.com/escherichia-coli/
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Figura 10 — Curva de dissociacdo da gPCR do ensaio de especificidade dos iniciadores 16S3 rRNA
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Fonte: Software Swift Spectrum Real Time 96 Software (ESCO®). Analise da curva de dissociacdo utilizando o
DNA de cinco espécies bacterianas diferentes. Linha: 1 - pIDT16SrRNAMIeprae na concentracdo de 0,1 ng (Tm
de 78,1 °C); 2 — Mycobacterium leprae (Tm de 78,1 °C); 3 — Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Tm de 77,5 °C);
4 — Staphylococcus aureus; 5 — Escherichia coli; 6 — Streptococcus pneumoniae.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://www.tuasaude.com/escherichia-coli/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
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Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose 1% com o produto de amplificagdo do ensaio de especificidade dos
iniciadores 16S3 rRNA
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Fonte: Elaborado pela autora. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de amplificacdo do teste de
especificidade (158 pb). O pogo “M” contém 6,0 uL do marcador de peso molecular de 100 pb, onde a banda mais
forte tem peso de 500 pb. O pogo “S.a” representa a amostra de Staphylococcus aureus, o pogo “E.c” contém
amostra de Escherichia coli, o poco “S.p” representa a amostra de Streptococcus pneumoniae, 0 pogo “M.tb”
contém amostra de Mycobacterium tuberculosis H37Rv e 0 pogo “M.le” representa a amostra de Mycobacterium
leprae. O poco CN indica o controle negativo da reacéo.

A sequéncia de nucleotideos da regido de 158 pb amplificada pelos iniciadores 16S3
rRNA foi submetida ao BLAST com sequéncias nucleotidicas depositadas no banco de dados
do NCBI, sendo observada 100% de identidade com Mycobaterium leprae BR4923 e 93% de

identificacdo com a sequéncia de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (figura 12).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://www.tuasaude.com/escherichia-coli/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae

Figura 12 — BLAST da regido gendmica de 158 pb do gene 16S rRNA de M. leprae

Mycobacterium leprae TN chromosome, complete genome (a]

Sequence ID: ref[NC_002677.1| Length: 3268203 Number of Matches: 1
Range 1: 1341207 to 1341364

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
292 bits(158) 5e-77() 158/158(100%) 0/158(0%) Plus/Plus

Features:

rRNA-16S ribosomal RNA

Query 1 TCGARCGGRARGGTC

| | | | | | |
Shjct 1341207 TCGRR EFIyLY TTTTTTAGAGATAC

6l TARCA

| |
1341267 TRACRCG

| | | | L |
1341327 CGGATRGGRACTTCARGECGCATGTCTITCTGETGGRARG 1341364

Mycobacterium tuberculosis H37Rv complete genome (b]

Sequence ID: ref[NC_000962.3| Length: 4411532 Number of Matches: 1
Range 1: 1471931 to 1472054

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
180 hits(97) 4e-43() 116/125(93% 1/125(0%) Plus/Plus
Features:

rRNA-Ribosomal RNA 16S

GRGATRACTCGAGTGEGCGRARACG

CGTGAGTRAACACGTGGGE

GGACTTCRAAGGCGCATGTCTTGTGGTG 153

| | | | |
GGACCACGGGATGCATGTCTTIGTGGTG 1472049
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Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Sequéncia produzida a partir do alinhamento da regido gendmica de 158
pb produzida pelos primers 16S3 rRNA do gene 16S rRNA de M. leprae. () Em relacdo ao genoma de

Mycobaterium leprae BR4923. Em amarelo as regides de alinhamento dos iniciadores 16S3 rRNA.

(b) Em relacdo ao genoma de Mycobaterium tuberculosis H37Rv. Em vermelho o percentual de identificagdo da

sequéncia a ser amplificada em cada espécie do BLAST.

5.3 Pesquisa do DNA de Mycobacterium leprae nas amostras ambientais por PCR em

tempo real

As amostras que obtiveram amplificagdo do DNA do gene 16S rRNA de Mycobacterium

leprae capaz de ultrapassar a linha do limiar de deteccdo (threshold) e que possuiam uma

temperatura de dissociacdo entre 77,6°C e 78,6°C na andlise da curva de dissociacdo foram

consideradas positivas para DNA de M. leprae. Se o sinal de fluorescéncia ndo apresentou

aumento significativo durante os 45 ciclos da reacdo ou se a temperatura de dissociacdo do

produto de PCR néo ficou dentro da faixa definida, a amostra foi definida como negativa. O

controle negativo ndo apresentou amplificagdo em nenhuma das reaces realizadas.
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Do total de 149 amostras analisadas nos 5 municipios pesquisados, 81 (54,4%) foram
positivas para a deteccdo do DNA de M. leprae e 68 (45,6%) foram negativas (Figura 13).

Figura 13 — Frequéncia de amplificacdo do DNA referente ao gene 16S rRNA de M. leprae nos 149 reservatorios
de 4guas ambientais dos municipios de Juazeiro do Norte, Crato, Sobral, Boa Viagem e Mulungu.

68 amostras m Positivas

(45,6%) 81 amostras
(54,4%)

m Negativas

Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdo aos pontos de coleta de cada cidade, Juazeiro do Norte, com cinco pontos,
e Mulungu, com seis pontos, apresentaram as maiores positividades (100%), pois todos o0s sitios
pesquisados exibiram pelo menos uma amostra positiva. O municipio de Sobral obteve sete
pontos positivos dos oito analisados (87,5%) enquanto que dos sete pontos de coleta de Boa
Viagem, seis foram positivos (85,7%). Além disso, Crato mostrou positividade em dois dos
quatro sitios de coleta (50%).

No municipio de Juazeiro do Norte, foi detectado DNA de M. leprae da regido 16S
rRNA em 16 amostras (64%) das 25 coletadas nos pontos J1, J2, J3 J4 e J5, enquanto que a
pesquisa na cidade de Crato apresentou 6 amostras (30%) positivas para DNA dentre as 20
réplicas coletadas, nos pontos de coleta C1 e C2. A figura 14 representa a distribuicdo das

amostras positivas nos diferentes sitios de pesquisa desses dois municipios.
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Figura 14 — Distribui¢do da positividade de amplificagdo do DNA referente ao gene 16S rRNA de M. leprae por
gPCR nos 9 reservatorios de dguas ambientais dos municipios de Juazeiro do Norte (N= 25) e Crato (N= 20).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O municipio de Sobral, com maior nimero de amostras coletadas (40 réplicas), exibiu
18 amostras (45%) positivas para pesquisa do DNA de M. leprae nos pontos S1, S2, S4, S5, S6

S7 e S8 (Figura 15).

Figura 15 — Distribui¢do da positividade de amplificagdo do DNA referente ao gene 16S rRNA de M. leprae por
gPCR nos 8 reservatorios de dguas ambientais do municipio de Sobral (N=40).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A cidade de Boa Viagem demonstrou 19 amostras (55,9%) positivas dentre as 34
analisadas sem amostras positivas somente no ponto B7 enquanto que Mulungu apresentou 22
réplicas (73,3%) positivas do total de 30 amostras pesquisadas em todos pontos de coleta - M1

a M6 (figuras 16 e 17).

Figura 16 — Distribuicdo da positividade de amplificacdo do DNA referente ao gene 16S rRNA de M. leprae por
gPCR nos 7 reservatorios de dguas ambientais do municipio de Boa Viagem (N= 34).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 17 — Distribui¢do da positividade de amplificagdo do DNA referente ao gene 16S rRNA de M. leprae por
gPCR nos 6 reservatorios de dguas ambientais do municipio de Mulungu (N= 30).
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Fonte: Elaborado pela autora.



54

Pela imagem espacial obtida pelo Google Maps® demonstrado nas figuras 21, 22, 23 e
24 no ANEXO E, pode-se perceber que os pontos negativos C3 e C4 estdo distantes da regido
urbana dos municipios de Juazeiro do Norte e Crato. Ao contrario, o ponto negativo S3 do
municipio de Sobral encontra-se dentro do perimetro urbano endémico de hanseniase e, alem
disso, nota-se a localizagdo do ponto negativo B7 na cidade de Boa Viagem e a auséncia de
pontos negativos do municipio de Mulungu, uma regido serrana ndo considerada endémica para
a hanseniase.

A tabela 1 mostra a anélise estatistica dos resultados obtidos de todos 0s municipios
pelas técnicas de PCR convencional e qPCR com a utilizacdo do teste de Qui-quadrado,
demonstrando a inexisténcia de uma diferenca significativa de resultados entre as duas técnicas
de biologia molecular utilizadas, com um p = 0,1320. A analise estatistica da tabela de
contingéncia por cada municipio estudado também ndo revelou nenhuma significancia
(p>0,05).

Tabela 1 — Tabela de contingéncia da analise dos resultados de todos os municipios estudados pelas técnicas de
PCR convencional e gPCR.

PCR gPCR Total
Convencional (16S rRNA) N(%0)

(9yrA) N(%)

N(%)
Numero de amostras 68 (45,6%) 81 (54,4%) 149 (100%)
positivas
Namero de amostras 81 (54,4%) 68 (45,6%) 149 (100%)  p=0,1320
negativas
Total 149 (100%) 149 (100%) 298

Fonte: Elaborado no programa GraphPad Prism versdo 6.0 utilizando o teste de Qui-quadrado.

5.4 Quantificacdo do numero de copias de Mycobacterium leprae por PCR em tempo real

A amplificacdo do DNA de M. leprae a partir das amostras ambientais dos municipios
cearenses foi obtida através do método de quantificacdo absoluta da PCR em tempo real. Dessa
forma, a quantidade inicial de &cido nucleico pode ser determinada com base na defini¢cdo do
ciclo limiar (Cr), que é considerado o numero de ciclos requerido para o sinal de fluorescéncia
exceder o limiar de deteccéo.

Com base nos valores de Cr alcancados, foi possivel identificar o nimero de copias de

M. leprae presente nas amostras ambientais. Para tanto, foi necessario utilizar a equacao da reta
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padrdo gerada através da regressdo linear entre 0 numero do Ct (eixo das ordenadas) e a
concentracdo logaritmica do DNA do plasmideo pIDT16SrRNAMIeprae (eixo das abscissas).
A curva padrdo utilizada na analise quantitativa foi linear, no qual foi determinado um
coeficiente de correlagdo de Pearson (r) de — 0,996, um coeficiente de correlagéo (R?) de 0,
9920, inclinagéo da reta ou slope de — 3,33 e uma eficiéncia de amplificacdo de 99,51% (Figura
18).

Figura 18 — Regresséo linear entre os valores de Cr e as diluicbes do DNA plasmidial de M. leprae.
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Fonte: Software Swift Spectrum Real Time 96 Software (ESCO®). Equacdo da reta obtida pela regressdo linear
dos valores de Ct e concentragdo logaritmica gerados pela curva padréo.

Utilizando o software Swift Spectrum Real Time 96 (ESCO®) e o Microsoft Excel 2007
para analise quantitativa, 0 numero de copias de M. leprae presente nas amostras ambientais
pesquisadas se manteve no intervalo de 1,44 x 10%a 1,42 x 101, com valores de Ctque variaram
de 24,87 a 34,89 (Tabela 2).

O municipio de Juazeiro do Norte apresentou Ct de 28,00 a 30,11 enquanto que Crato
demonstrou amostras com Crde 25,53 a 33,41. A cidade de Sobral teve Ctde 27,03 a 31,20. O
municipio de Boa Viagem expressou Ct de 24,87 a 29,96 no tempo em que Mulungu exibiu Ct
de 27,82 a 34,89. A tabela 2 mostra a media dos Ct das amostras ambientais de cada cidade

assim como o intervalo do nimero de cdpias obtidos.
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A andlise dos Crs obtidos de cada municipio com o teste de one-way ANOVA revelou

uma diferenca estatistica significante entre as médias dos C+s, com um p=0,0005.

Tabela 2 — Média dos Crs, desvio padréo e intervalo do nimero de copias de M. leprae nas amostras ambientais

de cada ponto de coleta dos municipios pesquisados - Continua

Cidade de estudo/ Meédia do Ct Intervalo do nimero de copias
Ponto de coleta (C1=37)
J1 (Jla-Jle) 28,56 5,08 x 10°- 1,66 x 10*
J2 (J2a - J2¢c) 29,82 4,08 x 10° -5,18 x 10°
J3 (J3a- J3d) 29,28 3,85 x 10°- 1,29 x 10?
J4 (J4a, J4c, J4d) 28,56 1,02 x 10'- 1,25 x 10!
J5 (J5a) 28,37 1,28 x 10!
Juazeiro do Norte Média C+: 28,96 */ 0: 0,71
C1(Clb-Cle) 29,96 3,95x10*1-7,18 x 10*
C2 (C2a-C2b) 28,54 1,43 x10°-9,11 x 10!
Crato Média Cr: 29,48 */ 0: 2,91
S1(Sla-S1d) 29,43 2,91 x 10°- 1,74 x 10*
S2 (S2a, S2c, S2e) 29,22 1,81 x 10°- 1,69 x 10!
S4 (S4a, Sde) 27,9 9,76 x 10°- 3,23 x 10
S5 (S5d) 28,17 1,47 x 10t
S6 (S6a, S6b, S6d) 27,42 2,36 x 10*- 2,71 x 10*
S7 (S7a - S7¢) 29,27 1,83 x 10°- 2,43 x 10!
S8 (S8h, S8e) 29,77 3,38 x 10°- 6,96 x 10°
Sobral Média Cr: 28,83 */ 0: 1,32
Bl (Bla- Ble) 27,45 1,18 x 10!- 6,58 x 10!
B2 (B2d - B2e) 27,17 2,32 x 10%- 3,72 x 10*
B3 (B3a, B3b, B3e) 28,12 1,06 x 10!- 2,53 x 10!
B4 (B4a, B4b, B4e) 26,59 1,10 x 10'- 1,44 x 10?
B5 (B5a, B5e) 28,51 4,27 x 10°- 3,18 x 10*
B6 (B6b - B6e) 27,04 2,21 x 10*- 4,27 x 10*

Boa Viagem

Média Cr: 27,41 */ 0: 1,12
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Tabela 3 — Média dos Crs, desvio padrdo e intervalo do nimero de copias de M. leprae nas amostras ambientais
de cada ponto de coleta dos municipios pesquisados — Continuagao

Cidade de estudo/ Média do Ct Intervalo do Umero de copias
Ponto de coleta (C1=<37)
M1 (Mla - Mle) 29,63 1,42 x 101- 1,54 x 10*
M2 (M2b, M2c, 31,69 1,90 x 10*- 7,85 x 10°
M2e)
M3 (M3a, M3b, 30,17 9,86 x 101- 1,10 x 10*
M3d, M3e)
M4 (M4a - M4e) 28,71 5,11 x 10°- 1,88 x 10*
M5 (M5a, M5b, 28,36 9,40 x 10°- 1,74 x 10*
Mb5e)
M6 (M6a, M6e) 28,93 7,48 x 10°- 1,02 x 10*
Mulungu Média C+: 29,56 */ o: 1,94
*p=0,0005

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Genotipagem das amostras clinicas e amostras ambientais de Juazeiro do Norte DNA

positivas

Do total de 25 amostras de bidpsias de pacientes analisadas, 6 amostras (24%) foram
caracterizadas como SNP 1 ou 2, trés amostras (12%) tinham gen6tipo de SNP 3 e 16 amostras
(64%) foram classificadas como SNP 4 (Figura 19). Com relacdo a subtipagem das amostras

definidas como SNP 4, todas as amostras apresentaram perfil de SNP 4-N (Figura 20).

Figura 19 — Eletroforese em gel de agarose 3% da PCR-RFLP envolvendo o produto de amplificacdo da regido
14676 e a digestdo enzimatica com 10U/uL da enzima de restricdo Smll.
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Fonte: Elaborado pela autora. Eletroforese em gel de agarose 3% dos produtos de amplificacdo da PCR-RFLP da
regido 14676 do genoma de M. leprae. O poc¢o “M 50” contém 6,0 pL do marcador de peso molecular de 50 pb,
onde a banda mais forte tem peso de 350 pb. O poco “M 100” contém 6,0 L do marcador de peso molecular de
100 pb, onde a banda mais forte tem peso de 500 pb. Os pocos 1 ND, 2 ND, 3 ND, 4 ND e 5 ND apresentam o
produto de PCR Néo Digerido (194 pb) enquanto que os pocos 1 D, 2D, 3 D, 4D e 5D representam o produto de
PCR Digerido pela enzima Smll (149 pb). Os po¢cos CN ND e CN D indicam os Controles Negativos da reacéo.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 2% com o produto de amplificacdo da regido de delecdo 1476519
referente a subtipagem do SNP 4.
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Fonte: Elaborado pela autora. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de amplificacdo da PCR da regido
Del 1476519 do genoma de M. leprae. O poco “M 50” contém 6,0 uL do marcador de peso molecular de 50 pb,
onde a banda mais forte tem peso de 350 pb. O poco “M 100” contém 6,0 uL do marcador de peso molecular de
100 pb, onde a banda mais forte tem peso de 500 pb. Os po¢os 1, 2, 3, 4,5, 6,7,8,9, 10,11, 12, 13 e 14 apresentam
o0 produto de PCR (242 pb). O poco 15 estava vazio. O poco CN indica o Controle Negativo da reacéo.

As amostras positivas para 0 gene 16S rRNA de M. leprae do municipio de Juazeiro do
Norte foram 100% determinadas como SNP 4. Dentre elas, a maioria (14/87,5%) foram
caracterizadas como SNP 4-N e duas amostras (12,5%) como SNP 4-O (Tabela 3). A analise
estatistica dos resultados dos gendtipos obtidos entre as amostras estudadas com o teste de two-
way ANOVA demonstrou significancia somente para os genotipos, sem revelar diferenca

significativa entre os dois tipos de amostras estudadas.

Tabela 4 — Caracterizagdo molecular de M. leprae proveniente das amostras clinicas de pacientes atendidos no
CDERM e das amostras ambientais DNA positivas do municipio de Juazeiro do Norte.

Genotipo Amostras Clinicas ** Amostras ambientais — JN **
SNP 1ou?2 6* -
SNP 3 3* -
SNP 4-N 16 * 14 * **p=0,2552
SNP 4-O - 2*
SNP 4-P - -
*p=0,0093

Fonte: Elaborado no programa GraphPad Prism versao 6.0 utilizando o teste de two-way ANOVA.
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6 DISCUSSAO

Uma das grandes vantagens da gPCR sobre a PCR convencional consiste no aumento
da faixa de detecgdo de moléculas com uma grande acuracia e alta sensibilidade (MARTINEZ
et al., 2006). Nesse estudo, apesar de ndo ter sido obtido diferenca significativa (p > 0,05) entre
as andlises de PCR convencional e gPCR realizadas, a qPCR foi capaz de detectar 13 amostras
positivas a mais do que a PCR convencional, demonstrando, portanto, a maior sensibilidade
dos resultados de deteccdo de DNA de M. leprae obtidos pela reagédo em tempo real.

E importante comentar que a baixa qualidade do DNA extraido das amostras ambientais,
como pode ser observado pela razéo de absorbancia 260nm/280nm apresentada no ANEXO G
(média 3,01; desvio padrdo 2,203), pode ter influenciado nos resultados das amplificaces.
Apesar de ambos iniciadores utilizados (gyrA e 16s rRNA) serem especificos para M. leprae, a
utilizacdo de iniciadores visando diferentes regides do DNA de M. leprae nos testes de
amplificacdo in vitro também pode ter exercido influéncia na sensibilidade do presente estudo.

Também é necessario esclarecer que a anélise isolada da deteccdo de DNA bacilar de
M. leprae ndo indica viabilidade microbiana de M. leprae nas amostras de aguas ambientais
analisadas. Portanto, 0 DNA de M. leprae detectado nas amplificacBes pode ser originado tanto
de celulas vivas quanto de células mortas, ou ainda como DNA extracelular (MISKIN;
FARRIMONDL; HEAD, 1999). Trabalhos anteriores ja demonstraram a deteccdo de DNA
bacteriano ap6s as células terem sido lisadas por aquecimento e exposi¢do a luz ultravioleta
(SHERIDAN et al., 1998; BIRCH et al., 2001).

Existem muitos trabalhos que utilizam a g°PCR como uma ferramenta de detec¢do com
diversas variacOes em relacdo a origem da amostra, aos alvos genémicos analisados, ao
tamanho dos iniciadores nucleotidicos e aos kits de amplificacdo utilizados. A gPCR também
pode ser empregada para diversos fins, citam-se diagnostico, monitoramento de tratamento e
estudo de transmissdo. Dessa forma, ha uma grande variacdo de sensibilidade, especificidade e
viabilidade de execucao frente ao custo de produtos e equipamentos (MARTINEZ et al., 2014).

Diversos autores tém analisado o uso de diferentes regides gendmicas do bacilo M.
leprae (Ag85B, RLEP, hsp18 e 16s rRNA) empregando a sonda TagMan ou o corante SYBR
Green como técnica de detecgdo em amostras de biopsias, obtendo variacdo de 73,3 a 100% de
especificidade para a regido RLEP (TRUMAN et al., 2008; MARTINEZ et al., 2011) e 100%
de especificidade para a regido 16s rRNA (RUDEEANEKSIN et al., 2008; MARTINEZ et al.,
2011). As sensibilidades analiticas relatadas nestes estudos foram de 1 copia (regido hsp18 com
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SYBR Green; LINI; SHANKERNARAYAN; DHARMALIN, 2009) a 100fg (16s rRNA com
sonda TagMan (MARTINEZ et al., 2009).

E preciso ressaltar que as diferencas encontradas com relacéo a sensibilidade analitica
e a especificidade dos trabalhos anteriores e desse estudo se devem a utilizacdo de alvos
distintos, substancia de emissdo de fluorescéncia diferentes e espécime da amostra testada. A
escolha dos iniciadores e do alvo da reacdo de polimerase interfere nos resultados de
especificidade e de sensibilidade. Por exemplo, Goulart e colaboradores observaram diferenca
de sensibilidade e acuracia da reacdo no uso de iniciadores para a mesma regido (RLEP), porém
com produto de PCR de tamanhos diferentes (GOULART et al., 2007).

Além disso, sabe-se que o fluoréforo TagMan é bem mais especifico que o SYBR
Green, pois, além dos iniciadores, o kit de TagMan também € composto por uma sonda que se
hibridiza com sequéncia especifica do DNA alvo, enquanto que o SYBR Green se liga de forma
ndo especifica a qualquer DNA dupla fita presente na reacdo de amplificagdo (KUBISTA et al.,
2006). Durante a fase de anelamento, os iniciadores utilizados no ensaio assim como a sonda
de TagMan presente na reacao sao capazes de se ligar a regido especifica da sequéncia alvo.
Dessa forma, na fase de extensdo, devido a atividade 5’ - exonuclease da polimerase, a sonda
hibridizada é clivada, permitindo a liberacdo de fluorescéncia por parte do reporter que sera
detectada pelo termociclador. De maneira diferente, o corante SYBR Green possui pouca
liberagdo de fluorescéncia quando esta livre em solucdo, mas durante a fase de extenséo, sua
emissdo de fluorescéncia aumenta bastante quando se liga inespecificamente ao DNA dupla fita
formado. Portanto, € esperado que as reacdes de qPCR com uso do kit de TagMan sejam
superiores na especificidade do que as que utilizam o kit de SYBR Green (HEID et al., 1996).

Valores encontrados em vérios trabalhos foram feitos utilizando amostra clinicas a
fresco de bidpsias de pacientes hansénicos como espécime biologico analisado enquanto que
esse estudo empregou amostras ambientais. Sabe-se que as amostras provenientes de biopsias
contém grande nimero de DNA bacilar juntamente com algum material genético restante de
células humanas. Diferentemente, as amostras de aguas ambientais possuem um ndmero
reduzido de DNA alvo no meio de uma grande diversidade de DNA total de varias espécies de
seres vivos, como amebas de vida livre e micobactérias ambientais. Além disso, as amostras
ambientais sdo conhecidas por possuirem interferentes e inibidores de PCR, como &acidos
hamicos, falvicos e tanicos, os quais se ligam a polimerase e captam a fluorescéncia do corante,
reduzindo a especificidade e a sensibilidade analitica das reacdes de amplificagdo (HEDMAN;
RADSTROM, 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shankernarayan%20NP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19429751
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A possibilidade da existéncia de reservatorios ndo-humanos para o bacilo da hanseniase,
0s quais poderiam oferecer uma forma de contaminagéo indireta e perpetuacdo da transmisséo
da doenca tem conduzido os trabalhos para analise de agua, solo ambientais e tatus.

Um dos estudos pioneiros nesse campo foi o de Matsuoka e colaboradores, que por meio
da PCR convencional com iniciadores para a regido codificadora da proteina de 65-KDa
(proteina do choque térmico), obtiveram 47,7% amostras de DNA positivas provenientes de 44
amostras de aguas coletadas em seis vilas altamente endémicas na Indonésia (MATSUOKA et
al., 1999).

Outro trabalho envolvendo amostras de agua foi realizado em 2010, no qual foram
coletadas amostras de agua oriunda tanto de pocos utilizados por pacientes hansénicos (48
amostras) quanto de po¢os que nunca foram usados por pessoas diagnosticadas com hanseniase
(42 amostras) em outra regido endémica da Indonésia. Foram encontradas 24% de amostras
DNA positivas para o gene RLEP de M. leprae por meio de PCR convencional, e curiosamente,
ndo ocorrendo diferenca estatistica entre a positividade obtidas nos distintos pogos coletados
(WAHYUNI et al., 2010).

O nosso trabalho apresentou uma positividade um pouco maior (54,4%) do que 0s
estudos da Indonésia, podendo ser atribuido ao maior nimero de amostras (149 amostras), ao
uso da técnica de gPCR, a qual é conhecidamente mais sensivel que a PCR convencional e ao
emprego de iniciadores com diferentes alvos genéticos.

O estudo preliminar realizado em 2006 pelo nosso grupo de pesquisa envolvendo o
mesmo grupo de cidades analisadas, demonstrou 48,4% de amostras positivas para pesquisa de
DNA de M. leprae por PCR convencional e PCR nested com alvo para o gene RLEP (DADOS
NAO PUBLICADOS). Vale ressaltar que o nimero de amostras coletadas foi bastante inferior
(31 amostras), mas também houve amplificacdo em todas as cidades analisadas. Em 2006, as
cidades com maiores valores de detecgdo foram Juazeiro do Norte (60%) e Boa Viagem
(71,4%) enquanto que nesse trabalho foram os municipios de Juazeiro do Norte e Mulungu.
Além disso, a cidade de Mulungu havia apresentado o menor valor de positividade (28,6%), 0
que contrasta com o obtido agora por gPCR (73,3%).

Corroborando nossos achados, outro trabalho realizado no Ceara também por nosso
grupo, objetivando analisar fontes alternativas que poderiam atuar na transmissdo da
hanseniase, identificando DNA de M. leprae por PCR convencional visando a regido RLEP em
tatus capturados de regiGes endémicas, encontrou positividade em seis animais pesquisados
(21%), entre biopsias de orelha, nariz, figado e baco (FROTA et al., 2012).
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Com relag&o aos estudos realizados para pesquisa de M. leprae no solo, a India, primeiro
lugar mundial em nimero de casos novos de hanseniase, apresentou deteccdo em 33,3% das
amostras analisadas por PCR convencional e iniciadores para a regido RLEP em 2006
(LAVANIA et al., 2006). O mesmo grupo de pesquisa, em 2008, analisou a deteccdo de DNA
por PCR convencional e RNA por RT-gPCR para a regido 16s rRNA das amostras de solo,
apresentando 37,5% de amostras DNA positivas e 35% de amostras RNA positivas. Os
resultados de positividade dos trabalhos de Lavania e colaboradores foram inferiores ao
encontrado nesse estudo, porém, o trabalho de 2008 apresentou 55% de amostras com
amplificagdo simultanea dos dois &cidos nucleicos e uma diferenga significativa de positividade
entre as areas de pacientes e areas ndo-pacientes (LAVANIA et al., 2008).

Turankar e colaboradores em 2012 analisaram 207 amostras de solo e detectaram a
presenca de DNA em 34,29% das amostras de solo. Entre as amostras DNA positivas, 39,4%
foram também positivas para a analise do RNA bacilar, sendo 44% dessas regides proximas a
areas de banho e lavagem (TURANKAR et al., 2012). Apesar de o niUmero de amostras ter sido
maior do que o desse estudo, a positividade de DNA obtida foi 20,07% menor.

O estudo caso-controle realizado por Keer-Pontes e colaboradores em 2006 no Ceara
pesquisou a possivel influéncia de variaveis ambientais no aumento do risco de desenvolver a
hanseniase e foi detectada significancia entre ter tomado banho em aguas ambientais 10 anos
antes do surgimento da doenca. Além disso, outro trabalho observou uma taxa de prevaléncia
maior da hanseniase entre os consumidores das aguas bacilo-positivas para lavagem e banho
com 11,7% (MATSUOKA et al., 1999). Dos sitios de coletas aqui analisados, a maioria esta
associada as atividades de lazer e banho da populacao peridomiciliar.

Matsuoka et al. (1999) também reportou que a significancia entre o consumo de agua
bacilo-positivas para cozinhar e beber e a prevaléncia de hanseniase entre os consumidores ndo
pode ser aplicada. Porem, vale ressaltar que € comum a populacao ferver ou filtrar a agua antes
de seu consumo, diminuindo as chances do contato com o bacilo vivo. Assim, apesar das aguas
ambientais coletadas no presente estudo realizado no Ceara serem em grande parte utilizadas
para o consumo direto humano, a chance maior de haver contato com os bacilos detectados nas
amostras de agua deve ocorrer através do uso das aguas para banho, lazer ou lavagem de roupas
e ndo pelo consumo direto das mesmas.

Alguns estudos anteriores avaliaram a influéncia que fatores como baixo indice de
escolaridade, grau de desigualdade social, auséncia de habitos de higiene pessoal e experiéncia
de caréncia alimentar sobre a incidéncia da hanseniase, sendo ligados de maneira significativa
a doenca (KEER-PONTES et al., 2004; KEER-PONTES et al., 2006). Além disso, observou-
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se que a distribuicdo espacial da hanseniase no Ceara é bastante heterogénea, ou seja, as regides
noroeste, central e sudeste do estado s&o os grupos com alta incidéncia da doenga e,
interessantemente, sdo as regides mais urbanizadas e desenvolvidas, mas com alto nivel de
desigualdade social (MONTENEGRO et al., 2004).

Baseado no numero de detec¢do de casos de hanseniase em 2012 nos municipios
estudados, seria esperado encontrar uma relacdo entre a positividade para pesquisa de DNA de
M. leprae e a endemicidade da cidade analisada. Portanto, as positividades de 64%, 30% e 45%
encontradas respectivamente para os municipios de Juazeiro do Norte, Crato e Sobral poderiam
ser associadas ao alto nimero de casos novos detectados anualmente nessas cidades, as quais
sdo consideradas regides altamente endémicas para a hanseniase. O grande numero de
hansénicos seriam responsaveis pela eliminacdo de bacilos no ambiente em que costumam
frequentar para lavar roupas, tomar banho, exercer atividades de lazer e buscar 4gua para seu
consumo direto. Essa contaminagdo da &gua poderia ser responsavel pela transmissdo
continuada da doenca e explicaria a grande positividade dos pontos de coleta desses municipios.

Porém, como as cidades de Boa Viagem e Mulungu, as quais detectam poucos casos ou
ndo possuem registro da doenca, seria esperado possuirem uma baixa positividade nesse estudo.
Entretanto, com 55,9% e 73,3% de amostras positivas, esses municipios estdo entre os trés com
maior positividade, o que indicaria uma possivel precariedade dos sistemas de salde ou uma
subnotificacdo dos casos de hanseniase nesses municipios.

Em 2010, no estudo realizado por Frota e colaboradores no Ceara, ndo foi identificado
diferenca na soroprevaléncia de anticorpos anti- PGL 1 no soro de contatos de pacientes em
Sobral, ndo contatos de pacientes em Sobral e ndo contatos de pacientes em Mulungu. A
similiaridade entre os resultados dos analisados em Sobral pode ser explicada pela grande
endemicidade dessa cidade, o que levaria 0s ndo contatos a serem expostos ao bacilo em
decorréncia do grande numero de doentes na cidade. Porém, de forma contrastante, a
soroprevaléncia dos ndo contatos de casos em Mulungu terem semelhan¢a com a dos néo
contatos em Sobral pode indicar que 0s niveis de anticorpos detectados nos participantes da
pesquisa em Mulungu foram em resposta a algum contato prévio com o bacilo ou mesmo com
outras micobactérias ambientais. Assim, com base nos resultados de positividade alcangados
nesse municipio, esse contato indireto com M.leprae que levaria a producdo de anti- PGL 1
pode ser devido a interacdo do individuo com casos ndo diagnosticados ou com as fontes de
aguas ambientais DNA positivas, como as detectadas nesse estudo.

Lavania et al. (2008) buscou quantificar o0 RNA detectado das amostras de solo

positivas, encontrando um valor médio de nimero de cdpias 1,8 x 10° em é&reas de nio-pacientes
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e 4,3 x 10* em éarea de pacientes. Rudeeaneksin et al. (2008) utilizaram SYBR Green e 0s
iniciadores para regido 16S rRNA na quantificagdo de DNA em bidpsia de pele, obtendo valores
de 1,07 x 10%a 1,65 x 108 nimero de copias de M.leprae. Como se pode perceber, os valores
encontrados foram bastantes superiores ao obtido nesse estudo, no qual o maior nimero de
copias detectado foi 1,44 x 102,

Vale lembrar que as amostras de aguas ambientais foram coletadas nos anos de 2010 a
2012, anteriormente a realizacéo da qPCR e, além disso, as amostras foram utilizadas em outros
ensaios. Por isso, acredita-se que, apesar de todo o cuidado tomado para evitar o congelamento
e descongelamento excessivo das amostras como dividir o DNA extraido em trés microtubos
conicos de 1,5 mL e a néo utilizagcdo do tubo de amostra por mais de 3 descongelamentos,
acredita-se que pode ter ocorrido uma degradacéo do material genérico extraido, resultando em
uma quantificacao de nimero de cépias de M.leprae reduzida.

Embora o nimero de copias encontrado tenha sido inferior do que o reportado nos
demais estudos aplicando gPCR na quantificacdo absoluta M. leprae, a cidade de Boa Viagem,
a qual apresentou um coeficiente de deteccdo de 17 casos em 2012 obteve o maior valor de
numero de copias de M. leprae (1,44 x 10%). Enquanto que o municipio de Mulungu, sem casos
detectados em 2012, apresentou o menor valor de nimero de copias de M. leprae — 1,41 x 10
1.

Além disso, a média dos Crs e 0 desvio padrdo foram menores no municipio de Juazeiro
do Norte, a cidade com maior deteccdo de casos novos de hanseniase com excecao da capital e
da regido metropolitana do estado. Em contraste, 0 municipio de Mulungu apresentou a maior
média dos Cs e 0 segundo desvio padrdo maior entre as cidades estudadas. Também, deve ser
observado que a baixa qualidade do DNA total extraido pode ter interferido na gPCR, gerando
Crs maiores que 25.

Segundo pesquisas de rotas de transmissdo e da origem dos genotipos de diversos
autores (MONOT et al., 2005; FONTES et al., 2009; LAVANIA et al., 2013), compreende-se
0 padrdo de distribuicdo dos genoétipos de M. leprae obtido nesse estudo. A grande presenca do
gendtipo 4 nas amostras clinicas (64%) e nas amostras ambientais (100%) analisadas nesse
estudo é explicada pela presenca da méo-de-obra escrava do oeste africano responsavel pela a
plantacdo canavieira, a principal atividade do periodo colonial. A miscigenacdo de racas
europeias pelas tentativas de invasdes francesa e holandesa ou imigracdo europeia posterior
estaria de acordo com o achado de gendtipo 3 em 12% das amostras clinicas. A imigracao de
habitantes da regido Norte — Amazonas e Para — ou mesmo imigrantes de outros paises da Asia,

por exemplo india, se relacionaria com 24% de amostras clinicas de gendtipo 1 ou 2.
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Em 2009, Fontes e colaboradores analisaram amostras de bidpsias de pele de pacientes
brasileiros, sendo a maioria do material clinico oriunda dos estados do Rio de Janeiro e S&o
Paulo. Foi observado que 79% das amostras tinham genotipo 3, principalmente os materiais
clinicos do Rio de Janeiro e Sao Paulo, 16% eram gendtipo 1 das amostras do Rio de Janeiro e
Amazonas e 14% apresentaram gendétipo 4 (FONTES et al., 2009). Como ndo foram obtidas
amostras da regido do Nordeste brasileiro, explica-se porque o resultado da genotipagem das
amostras do Ceara desse estudo, no qual o geno6tipo 4 foi mais prevalente, divergiu do trabalho
de 20009.

Esse mesmo grupo de pesquisa resolveu posteriormente genotipar tanto amostras de
biopsias como esfregacgos de pele para baciloscopia, dessa vez com 23 amostras procedentes do
Ceara. 78,3% do material foi caracterizado como genotipo 4, o que corrobora com o achado de
64% das bidpsias de pele sendo genotipo 4 desse estudo, apontando a grande predominéancia do
gendtipo 4 no Nordeste brasileiro. Porém, os demais resultados diferem, ja que o segundo
genotipo mais encontrado em 2012 foi 0 3 em 17,4% das amostras e, por fim, o genétipo 1 com
4,3% (FONTES et al., 2012).

Com relacdo as amostras ambientais, os estudos com amostra clinicas e amostras de
solo do peridomicilio dos pacientes realizados na India por Turankar e colaboradores
demonstraram que todos os esfregacos de pele analisados possuiam o mesmo gendtipo 1
presente nas amostras de solo coletadas (TURANKAR et al., 2012; TURANKAR et al., 2014).
De maneira similar, houve concordancia entre os resultados da genotipagem e subtipagem das
amostras de biopsia de pele e amostras de agua nesse estudo analisadas, pois a grande maioria
do material clinico foi geno6tipo 4, sendo todos do subtipo 4-N e, entre as amostras ambientais,
87,5% das aguas possuiam M.leprae com gen6tipo 4-N e 12,5% com gendtipo 4-0.

Truman et al. (2011) puderam associar um grande nimero de casos de hanseniase nao
relacionados com pacientes aos tatus da regido sudeste dos EUA, por possuirem sequéncia
genbmica essencialmente idéntica e o genotipo de M.leprae encontrado em ambas amostras ndo
havia relatos cientificos anteriores. Baseado nisso e na concordancia dos genotipos
caracterizados nas amostras ambientais e nas amostras clinicas, pode-se também pressupor que
atraveés do contato de pacientes com os rios, lagoas, acudes e balnearios para a¢des de pesca,
lavagem de roupas, banho e coleta de 4gua para consumo humano, ocorra a eliminagdo de
bacilos por meio de perdigotos, 0s quais viriam a contaminar 0 ambiente.

A possibilidade de M.leprae permanecer viavel fora do corpo humano e em condigdes
ambientais desfavoraveis permite questionar a possibilidade da contaminacéo indireta de

individuos por essa agua contaminada previamente, exercendo um papel importante na
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transmissdo da hanseniase, o que ajudaria a esclarecer a grande quantidade de casos detectados
anualmente e o diagndstico em individuos que ndo tiveram contato prévio com outros pacientes.

Deve-se ressaltar que o pequeno numero de amostras clinicas e ambientais analisadas
na genotipagem e subtipagem, resultado de uma grande dificuldade para amplificar o DNA das
amostras de agua para a posterior realizacdo da digestdo enzimatica podem ter interferido na

obtenc&o de resultados mais esclarecedores e conclusivos.
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel detectar DNA de M. leprae por PCR convencional e por
gPCR, sendo a positividade da reagcdo em tempo real maior do que a da reagcdo convencional.
Porém, a comparacdo dos resultados alcancados nas diferentes técnicas de amplificacdo nédo
possuiu diferenca significante estatistica.

As cidades pesquisadas apresentaram em ordem descrescente de frequéncia de
positividade para DNA na pesquisa por qPCR: Mulungu, Juazeiro do Norte, Boa Viagem,
Sobral e Crato. A quantificacdo absoluta de M. leprae nessas amostras positivas teve um maior
numero de cdpias do bacilo em Boa Viagem e um menor numero de copias do bacilo em
Mulungu.

Os isolados do bacilo encontrados nas amostras DNA positivas do municipio de
Juazeiro do Norte possuiram genotipo 4, sendo a maioria do subtipo 4-N, mas também havendo
presenca do subtipo 4-0. Os resultados de variabilidade genética obtidos das amostras clinicas
de pacientes atendidos em Fortaleza foi em sua grande maioria do genétipo 4-N, seguido do
genotipo 1 ou 2 e do gendtipo 3.

Os resultados do presente estudo, portanto, fornecem informacdes sobre da presenca de
M. leprae em amostras de agua dos municipios estudados com gendtipo similar ao encontrado
em pacientes, revelando a necessidade de uma investigacdo com maior profundidade sobre a
dindmica de transmissdo da hanseniase e a possivel importancia do papel da 4gua na propagacao

da doenga.
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CDERM

COMITE DE ETICA EM PESQUISA )
CENTRO DE REFERENCIA NACIONAL EM DERMATOLOGIA SANITARIA DONA LIBANIA - CDERM

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto CEP/CDERM - 011/07

Titulo: Portadores de Hansenfase: Estudo Clinico - epidemiolégico da Hanseniase em Area
Endémica do Nordeste do Brasil

Pesquisador responsdvel: Ligia Regina Franco Sansigolo Kerr

Proposigdo do (a) relator (a):

(x ) aprovagio

( ) aprovagdo com pendéncias

() ndo aprovagio

Data da primeira analise pelo CEP/CDERM — 12/09/2007

Data do parecer final do prajeto pelo CEP/CDERM: 12/09/2007

PARECER

) Corn base na Resolugdo CNS/MS n® 196/96, que regulamenta a matéria, o Comité
de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitiria Dona
Lib&nia CDERM, em sua reunifo realizada em 12/09/2007, decidiu APROVAR, de acordo

com o parecer do(a) Relator(a), o projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos seus
aspectos éticos.

Observagdes:

1. Declaramos que a Dra. Maria Araci Pontes, membro deste CEP, no participou da
avaliacdo do projeto em quest@o, abstendo-se de votar, para evitar conflito de
interesses.

2. O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatdrio final da pesquisa ao CEP/CDERM.

Fortaleza, 13 de setembro de 2007.

a&ué]/ Jamelim
Dra. Lucy Maria Landim Tavares

Vice-Coordenadora do CEP/CDERM
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ANEXO B - PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA DE BACTERIAS A PARTIR
DE COLONIAS EM AGAR

a M DN

10.

11.

Coletar com alca bacterioldgica col6nias cultivadas tendo o cuidado para ndo arrancar
0 meio de cultura;

Lavar as células com 1 mL de tampdo TE;

Adicionar 500 pL de tampéo TE-Triton e selar a tampa dos tubos com parafilm;
Aquecer os tubos em banho-maria & 100°C por 30 minutos;

Esperar esfriar até temperatura ambiente e centrifugar a 13000 rpm/3 min. Coletar o
sobrenadante em outro tubo eppendorf 1,5 mL previamente esterilizado. O sedimento
é desprezado;

Adicionar 1/50 do volume de NaCl 5M e 2 volumes de alcool etilico absoluto
(previamente resfriado a 4°C). Homogeneizar por lenta inversio, até formagcéo de
“nuvem”de DNA. Manter os tubos por 10 min a temperatura de -20°C para
precipitacdo do DNA,

Centrifugar a 10000rpm/ 10 min. Desprezar o sobrenadante (ndo tocar no sedimento -
DNA);

Adicionar 1mL de élcool etilico 70% (4°C) e centrifugar a 10000rpm/ 10 min.
Desprezar o sobrenadante, tendo cuidado para ndo tocar no sedimento;

Deixar o frasco com a tampa aberta a temperatura ambiente para evaporagédo natural e
completa do alcool (~30 minutos);

Suspender o DNA em 200 pL de tampéo TE. Nao agitar em vortex ou com ponteira,
pois 0 DNA é fragil e pode fragmentar-se.

Colocar os tubos em banho seco a 37°C para solubiliza¢do overnight. Na manha

seguinte, fazer spin e armazenar o DNA a 4°C.

*** Fazer espectrofotometria 260/280 ou visualizar integridade do DNA em gel de

agarose 1%.
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ANEXO C - PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA DE BIOPSIA COM
UTILIZACAO DO KIT DNEASY BLOOD & TISSUE (QIAGEN®)

1. Cortar a biopsia em pedacos de aproximadamente 25mg, colocar em tubo de
1,5mL e adicionar 180uL de ATL.
2. Adicionar 20uL de proteinase K e 4uL de RNase A, colocar no vortex e depois

incubar na temperatura ambiente por 2 minutos.

3. Levar os tubos para banho seco a 56°C.

4. Adicionar 200uL do tampé&o AL e colocar no vortex. Posterormente, adicionar
200pL de etanol 100% (etanol absoluto) e colocar novamente no vortex.

5. Pipetar toda a solucéo, incluindo o precipitado, para a coluna DNeasy Mini
spin com o tubo coletor de 2mL. Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto. Descartar o
filtrado e o tubo coletor e ficar apenas com a coluna.

6. Colocar a coluna DNeasy Mini spin em um novo tubo coletor e adicionar
500uL de AW1 na coluna. Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto. Descartar o filtrado e
0 tubo novamente. Ficar apenas com a coluna.

7. Colocar a coluna DNeasy Mini spin em um novo tubo coletor e adicionar
500uL de AW?2. Centrifugar a 14000rpm por 3 minutos. Descartar o filtrado e o tubo
novamente. Ficar apenas com a coluna.

8. Colocar a coluna DNeasy Mini spin em tubo eppendorf novo de 1,5mL.
Adicionar 100uL de AE e incubar na temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar
a 8000rpm por 1 minuto.

9. Na coluna DNeasy Mini spin (com 0 mesmo tubo) adicionar 50uL de AE.
Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto.

10. Descartar a coluna. Guardar o DNA extraido a -20°C.
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ANEXO D - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA PROVENIENTE DE AGUA
AMBIENTAL COM O KIT POWERWATER DNA ISOLATION (MO BIO®)

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.

Filtrar as amostras de agua utilizando um filtro conectado a uma fonte de vacuo. O
volume de agua filtrada depende da carga microbiana e da turbidez da agua.

Remover a parte superior do aparelho e, utilizando pincas estéreis, coletar a membrana
filtrante branca.

Inserir a membrana no PowerWater Bead Tube 5 mL.

Adicionar 1mL de Solution PW1 no PowerWater Bead Tube.

Colocar o PowerWater Bead Tube horizontalmene em um adaptador MO BIO Vortex
na velocidade maxima por 5min.

Centrifugar os tubos a 4000rpm por 1min a temperatura ambiente.

Transferir todo o sobrenadante para um limpo Colletion Tube 2mL. Retirar o
sobrenadante usando uma pipeta de 1 mL, colocando a ponteira abaixo dos beads.

Obs: Pipetar mais de uma vez para garantir a remocdo de todo o
sobrenadante. Expectativa de recuperar entre 600-650 L do sobrenadante, dependendo
do tipo de membrana filtrante utilizado.

Centrifugar os tubos a 13000rpm por 1min.

Evitando o pellet, transferir o sobrenadante para um novo Colletion Tube 2mL.
Adicionar 200puL de Solution PW2 e vortex brevemente para misturar.

Centrifugar os tubos a 13000rpm por 1min.

Evitando o pellet, transferir o sobrenadante para um novo Colletion Tube 2mL.
Adicionar 600puL de Solution PW3 e vortex brevemente para misturar.

Transferir 650uL do sobrenadante para um Spin Filter e centrifugar os tubos por 1 min
a 13000rpm. Descartar o material que passar pelo filtro e repetir a operacdo até todo o
sobrenadante tiver passado pelo Spin Filter.

Obs.: Um total de 2 transferéncias s&o necessarios.

Colocar a coluna Spin Filter dentro de um Colletion Tube 2mL.

Agite para misturar Solution PW4 antes de usar. Adicionar 650uL de Solution PW4 e
centrifugar os tubos a 13000rpm por 1min.

Descartar o filtrado e adicionar 650uL de Solution PW5. centrifugar os tubos a

13000rpm por 1min.
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18. Descartar o filtrado e centrifugar os tubos novamente por 2min a 1300rpm para remover
0 residuo de lavagem.

19. Colocar a coluna Spin Filter dentro de um Colletion Tube 2mL. Adicionar 100uL de
Solution PW6 no centro da membrana branca filtrante.

20. Centrifugar os tubos novamente a 13000rpm por 1min.

21. Descartar a coluna Spin Filter e armazenar o DNA a -20°C.
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ANEXO E - VISAO ESPACIAL DAS CIDADES ESTUDADAS COM OS
RESPECTIVOS PONTOS DE COLETA.

Figura 21 — Os municipios de Juazeiro do Norte e Crato e 0s nove (09) pontos de coleta (J1 — J5/ C1 — C4).
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Fonte: Google Earth. Foto tirada em 17/12/2014. Os pontos destacados em vermelho revelam os locais positivos
para a pesquisa de DNA de M. leprae enquanto que os pontos verdes destacam os locais negativos para 0 DNA
de M. leprae.

Figura 22 — O municipio de Boa Viagem e os sete (07) pontos de coleta (B1 — B7).

Data das imagen: 39 2 304 m  altitude do ponto d

Fonte: Google Earth. Foto tirada em 17/12/2014. Os pontos destacados em vermelho revelam os locais positivos
para a pesquisa de DNA de M. leprae enquanto que os pontos verdes destacam os locais negativos para 0 DNA
de M. leprae.
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Figura 23 — O municipio de Sobral e os oito (08) pontos de coleta (S1 — S8).
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Data das imag 20 3241" 0° ev 74m altitude do ponto ¢ 15.05 km

Fonte: Google Earth. Foto tirada em 17/12/2014. Os pontos destacados em vermelho revelam os locais positivos
para a pesquisa de DNA de M. leprae enquanto que os pontos verdes destacam os locais negativos para 0 DNA
de M. leprae.

Figura 24 — O municipio de Mulungu e os seis (06) pontos de coleta (M1 — M6)
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Fonte: Google Earth. Foto tirada em 17/12/2014. Os pontos destacados em vermelho revelam os locais positivos
para a pesquisa de DNA de M. leprae.
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ANEXO F - CONFIRMACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS DE M. LEPRAE POR

SEQUENCIAMENTO
Figura 25 - Eletroferograma de sequenciamento do gene gyrA de M. leprae da amostra de agua ambiental Jla.

$¥ ABI Chromatogram: E:\Meus documentos_Casa\Cris UFCL\PESQUISALM_leprae\Edital CT-Hidro 2008%\Resultados CT-Hidrohgyral-4_004_DO1_201.. | — |[ =

Sample: gerAl-4 |File: E'NMaus documentos_Casa!Cris UFCPESQUISA'MW_leprasEdital CT-Hidro 2008 Resultados CT-Hidro'swrAl-4_004_D01_2(C

 Selected: none

24940 230 250 270 2BD i) L] 310 320 330 EL 3530 I&0
CG G CATCGATTIATCACACG TTAGTCCCCATCGCCCACC oG IGGTCCC TC oG G TATCC O T TG G TTCATGCCCAACCCAAT TTCGGTTCCC CGCG IAATCACC CACC OGO ACCL A ATCCGTTAT

F
I_Ullﬂmmul_hhihl.LUi.lﬂh_imml1lmlmlth‘uhlﬂlmﬂlﬂﬂ. d“ﬂhmJtumlddlulLh1h_i1l.l.ua_d.hm_ﬂ_:‘t.n_a_ﬂl‘._

Fonte: Instituto Evandro Chagas, Belém-PA.

Figura 26 - Alinhamento do sequenciamento do gene gyrA de M. leprae das amostras de 4gua J1a e S1la com a
referéncia de M. leprae (Br4923 GenBank: FM211192.1) no NCBI.

% BioEdit Sequence Alignment Editor - [Untitledl] == ==
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CCGTARACCT TACGGCGGGETTGAGCCGETCGACATTCAGCAGGRARATGCAGCGCAGCTATATTGATTACGCGATGAGTGTGATTG
CCAGGTGRCGETTCTATACAGC GGG TTGAGCCGGTCGRACATTCAGCAGGRARATGCAGCGCAGCTATATTGATTACGCGATGAGTGTGRATTS
CACCTAATTTTCGCGEETTGAGCCGGTCGACATTCAGCAGGRAL TECAGCGCAGCTATATTGATTACGCGATGAGTGTGATTS

Fonte: Instituto Evandro Chagas, Belém-PA. A sequéncia nucleotidica superior refere-se ao gene gyrA subunidade
A da amostra do municipio de Juazeiro do Norte enquanto que a sequéncia inferior refere-se a amostra do
municipio de Sobral para a mesma regido. A sequéncia do meio € referente a sequéncia da regido do gene gyrA
subunidade A do Br4923 GenBank: FM211192.1 obtido no site da NCBI.
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ANEXO G - RELACAO Az /280 E CONCENTRACAO DO DNA TOTAL EXTRAIDO

DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Ponto de A260/280 Concentracdo Ponto de A260/280 Concentracdo

coleta (ng/uL) coleta (ng/uL)
Jla 5,81 7,3 Sla 2,71 4,5
J1b 8,77 91 Slb 2,36 9,3
Jic 3,51 6,7 Slc 2,21 9,5
Jid 13,65 9,5 Sud 2,17 9,9
Jle 9,34 54 Sle 1,93 7,9
J2a 4,06 15,4 S2a 2,00 37,5
J2b 3,17 16,8 S2b 2,19 6,2
J2c 3,03 20,5 S2c 2,07 9,2
J2d 2,98 20,2 S2d 2,19 8,6
J2e 2,26 12,0 S2e 2,22 7,9
J3a 6,17 17,0 S3a 3,14 8,1
J3b 3,56 11,4 S3b 2,21 9,3
J3c 4,06 8,3 S3c 1,89 58
J3d 6,05 7,5 S3d 2,29 7,7
J3e 2,86 10,1 S3e 2,03 9,0
Jda 2,96 7,8 Sda 2,05 8,9
J4b 6,76 13,1 S4b 1,74 12,1
J4c 8,80 8,4 S4c 1,63 3,9
J4d 9,83 7,7 S4d 2,73 11,2
Jde 5,68 9,3 S4e 1,81 13,6
J5a 8,26 7,8 S5a 2,35 9,5
J5h 9,98 7,2 S5h 2,28 12,7
J5¢ 9,87 7,5 S5¢ 2,58 6,5
J5d 3,32 2,7 S5d 2,18 8,4
J5e 8,67 4,7 Sbe 2,10 12,5
Cla 4,97 8,4 S6a 2,79 4,1
Clb 4,65 7,5 S6b 1,99 8,2
Clc 3,01 8,7 S6e 2,05 6,4
Cld 3,14 7,6 S6d 1,89 59
Cle 3,60 11,1 Sée 1,86 30,9
C2a 1,78 7,8 S7a 2,11 13,5
C2b 2,38 24,9 S7b 2,97 19
C2c 4,14 3,4 S7c 2,87 2,4
C2d 2,04 9,3 S7d 1,86 3,6
C2e 2,78 5,0 S7e 1,99 2,0
C3a 2,42 2,2 S8a 2,31 23,4
C3b 2,09 1,8 S8b 2,87 7,4
C3c 3,00 1,6 S8c 2,27 25,7
C3d 1,81 35 S8d 2,12 18,6
C3e 1,86 1,0 S8e 2,19 22,1
Cda 1,93 32,8

C4b 2,11 19,6

C4c 2,27 15,2

C4d 1,97 15,3

Cde 1,96 24,3
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Ponto de A260/280 Concentracao Ponto de A260/280 Concentracdo
coleta (ng/uL) coleta (ng/uL)
Bla 2,26 20,6 M1la 1,78 12,7
Blb 1,79 21,8 M1b 1,74 16,7
Blc 2,26 17,6 M1lc 1,82 6,9
Bld 2,28 17,9 M1d 1,85 14,1
Ble 2,09 17,2 M1le 1,55 9,1
B2a 1,92 8,4 M2a 1,90 33,6
B2b 1,42 5,6 M2b 1,76 14,3
B2c 1,33 6,8 M2c 1,95 39,1
B2d 1,22 4,6 M2d 1,92 27,0
B2e 1,28 54 M2e 1,86 11,2
B3a 1,26 33 M3a 1,98 33
B3b 2,33 2,2 M3b 1,70 6,0
B3c 1,84 2,9 M3c 1,76 6,0
B3d 1,20 4,1 M3d 3,54 2,6
B3e 1,29 2,4 M3e 1,62 3,6
B4a 2,48 2,4 M4a 1,95 3,7
B4b 191 4,2 M4b 1,89 4,7
B4c 1,39 25,8 M4c 1,90 6,8
B4d 1,50 9,9 M4d 2,49 3,8
B4e 1,68 10,2 M4e 2,14 5,6
B5a 191 15,0 Mb5a 4,58 15,7
B5b 1,12 2,2 M5b 5,78 36,6
B5c 1,16 2,4 M5c 5,93 1144
B5d 1,56 3,7 M5d 8,02 42,4
B5e 1,89 17,5 Mb5e 9,27 36,2
B6a 2,01 4,2 M6a 8,02 35,6
B6b 3,05 55 M6b 2,43 35,3
B6c 1,18 54 Mé6c 8,27 46,9
B6d 2,14 6,9 Mé6d 3,87 24,7
B6e 1,64 57 Mo6e 4,38 15,0

B7a 1,84 23,4
B7b 2,04 31,3
B7c 2,54 13,4
B7e 1,98 67,2
Media: 3,01

D.P.: 2,203
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INVESTIGACAO DA PRESENCA DE MYCOBACTERIUM LEPRAE EM COLECOES DE
AGUAS AMBIENTAIS DE AREAS ENDEMICAS E NAO ENDEMICAS DE CINCO
MUNICIPIOS DO CEARA.

Maisa Viana de Holanda, Maria Luisa Bezerra de Macedo, Thais Eveline Oliveira dos Santos,

José Antonio Beltrdo Sabadia, Cristiane Cunha Frota.

INTRODUCAO. A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo
bacilo Mycobacterium leprae. No Ceara é observado o aumento do nimero de casos novos de
hanseniase. A infeccdo de individuos suscetiveis acontece principalmente pela inalacdo de
bacilos eliminados pelas vias aéreas superiores de pacientes multibacilares. A transmissédo é
influenciada por fatores genéticos do hospedeiro, estado nutricional, vacinacdo com BCG e taxa
de exposicdo ao M. leprae ou outras micobactérias. Acredita-se que o contato com fatores
ambientais também atue como fonte de infecgéo, citam-se 4gua, solo e alguns animais. O papel
exato do ambiente na dindmica de transmisséo ainda é especulativo. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar a presengca do M. leprae em amostras de dgua coletadas em areas
endémicas e ndo endémicas dos municipios de Juazeiro do Norte, Crato, Sobral, Boa Viagem e
Mulungu. MATERIAIS E METODOS. Foram coletadas cinco amostras de agua de 30
reservatorios distribuidos nos cinco municipios estudados, totalizando 150 amostras. Durante o
transporte uma amostra foi danificada, totalizando assim, 149 amostras. As amostras coletadas
foram provenientes de agudes, riachos, rios, balnearios recreativos e outros. O DNA do M.
leprae foi extraido com o kit PowerWater DNA Isolation (Mo Bio) e a PCR para a amplificacéo
dos acidos nucleicos realizada através do kit Master Mix (Qiagen) para obtencéo do produto de
187pb relativo ao gene gyrA, visualizado em gel de agarose a 1% corado por brometo de etidio.
DISCUSSAO DOS RESULTADOS. O DNA do M. leprae foi detectado em todos os
municipios estudados. Juazeiro apresentou 17 amostras positivas (17/25), correspondendo a
uma positividade de 68%, Crato apresentou cinco amostras positivas (5/20) obtendo uma
positividade de 25%, Sobral apresentou 14 amostras positivas (14/40) com 35% de
positividade. J& os municipios de Boa Viagem e Mulungu apresentaram ambos 16 amostras
positivas (16/34 e 16/30), apresentando 47% e 53% de positividade cada um, representando ao
todo 45,6% de positividade nas amostras coletadas. Os produtos de PCR obtidos foram
confirmados por sequenciamento. CONCLUSAO. Este estudo indica a presenca de DNA de M.
leprae nas amostras de dguas ambientais. Diante disso, as cole¢Bes de agua dos municipios
estudados representam possiveis reservatorios do bacilo e fonte de transmissdo da doenca para
a comunidade.
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QUANTIFICACAO ABSOLUTA POR PCR EM TEMPO REAL DE MYCOBACTERIUM
LEPRAE EM COLECOES DE AGUAS AMBIENTAIS DE MUNICIPIOS CEARENSES.

Maisa Viana de Holanda, Maria Luisa Bezerra de Macedo, Cristiane Cunha Frota.

INTRODUCAO A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cronica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae. No Ceard é observado o aumento do numero de casos novos de
hanseniase. A infeccdo de individuos suscetiveis acontece principalmente pela inalacdo de
bacilos eliminados pelas vias aéreas superiores de pacientes multibacilares. Acredita-se que o
contato com fatores ambientais sejam possiveis fontes de infec¢do, como a dgua, o solo e tatus.
OBJETIVO Assim, este estudo teve como objetivo detectar e quantificar por técnica de PCR
em tempo real a presenca do DNA de M. leprae em amostras de aguas ambientais coletadas em
areas endémicas e ndo endémicas de municipios de Estado do Ceara. METODOLOGIA Foram
coletadas amostras de agua de 30 reservatorios, sendo coletadas cinco réplicas de cada sitio
selecionado, totalizando 149 amostras. As amostras coletadas foram provenientes de agudes,
riachos, rios e balnearios recreativos. O DNA total foi extraido através de kit especifico para
amostras ambientais de acordo com as recomendagdes do fabricante. Posteriormente, foi
realizado a amplificacdo do gene 16S rRNA de M. leprae através de gPCR com o uso do kit
SYBR Green PCR Master Mix. Utilizou-se uma curva padrdo com concentragdes conhecidas
de plasmideo pIDTBlue 16SrRNAMlep para quantificar o DNA presente nas amostras
ambientais. RESULTADOS O DNA de M. leprae foi detectado em todos 0s municipios
estudados. Do total de 149 amostras de agua analisadas, 129 foram positivas para a pesquisa de
DNA (86,58%). O ciclo limiar das amostras variou de 24,59 a 44,79 ciclos e 0 nimero de cdpias
de M. leprae se manteve no intervalo de 1,03 x 10 a 1,44 x 10*2. CONCLUSAO Este estudo
indica presenca de DNA de M. leprae nas amostras de &guas ambientais, indicando
fundamentalmente a presenca de bacilos. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos a fim de
ampliar o conhecimento da influéncia da agua na transmisséo da hanseniase.
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