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BAAR: bacilos alcool-acido resistentes
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EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético
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Naiq): Nitrogénio liquido
NaCl: cloreto de sodio
OMS: Organizagéo Mundial da Saude
pb: pares de bases
PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase
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PQT: poliquimioterapia
PRA: PCR-restriction enzyme analysis
PV: peso vivo
RFLP: restriction-fragment-length polymorphisms
RNAr: acido ribonucleico ribossémico
SDS: dodecil-sulfato de sédio
SINAN: Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo do Ministério da Saude
SNP: single-nucleotide polymorphisms
TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0
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INTRODUGAO

Aspectos Gerais da Hanseniase e seu Agente Etiolégico

A hanseniase é uma enfermidade infecto-contagiosa crénica, de notificacdo
compulsoria em todo o territério nacional, cujo agente etiolégico € o Mycobacterium
leprae, o bacilo de Hansen.

Atualmente sdo conhecidas 109 espécies distintas no género Mycobacterium, o
unico da familia Mycobacteriaceae (MEDLINE: mycobacterium + sp. + nov.). Estes
microrganismos correspondem, em sua totalidade, a bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR), aerobios, imoéveis, com variados fendtipos relacionados a taxa de crescimento,
atividade metabdlica, aspecto das colbnias, distribuicdo ambiental e potencial patogénico
para os hospedeiros eucariotos (Ducati et al., 2004).

O M. leprae ainda apresenta caracteristicas biol6gicas pouco conhecidas, tanto
pela auséncia de cultivo in vitro, quanto pelo seu metabolismo lento, com periodo de
duplicacdo de 13 dias, que levam a um periodo de laténcia da doenga extremamente
prolongado, cerca de dois a cinco anos em humanos (OPROMOLLA, 2000).

Textos antigos descrevem a existéncia de hanseniase na China, india e Egito em
aproximadamente 600 anos a.C., e esqueletos com marcas da doenga foram encontrados
no Egito (Browne, 1994).

Monot e colaboradores (2005), estudando o polimorfismo de nucleotideos simples
(“single-nucleotide polymorphisms” ou SNPs) no genoma de M. leprae, verificaram que a
sua freqiiéncia foi de aproximadamente um para cada 28 kb, o que é significativamente
menor que em outros patégenos humanos. Isto indica que o genoma do M. leprae é
excepcionalmente bem conservado e que o bacilo de Hansen é altamente clonal.

Foi descoberta a existéncia de uma relagao entre a origem geografica do paciente
hanseniano e o perfil de SNP, referidos como de 1 a 4. O SNP tipo 1 ocorre
predominantemente na Asia, regido do Pacifico e Leste da Africa. O SNP tipo 4 é
encontrado no Oeste da Africa e Caribe; o tipo 3, na Europa, Norte da Africa e Américas.
O SNP tipo 2 é o mais raro, tendo sido identificado somente na Etiopia, Malawi, Nepal,
Norte da india e Nova Caledénia.

Pela analise de 175 espécimes clinicos de 21 paises, em todos os cinco
continentes, os autores acreditam que a hanseniase tenha se originado na Africa Oriental
e espalhou-se com as migragdes humanas sucessivas. Do subcontinente indiano, a

hanseniase deve ter sido introduzida na Europa pelos soldados gregos que retornaram da
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india nas campanhas de Alexandre, "O Grande”. Da Grécia, a doenca se espalhou pelo
Mediterraneo com os romanos introduzindo a hanseniase na parte oeste da Europa. Da
india, a hanseniase deve ter-se espalhado para a China, Japao, e ilhas do Pacifico, no
século XIX. A hanseniase foi provavelmente introduzida no Oeste da Africa por
exploradores infectados, escravos ou colonizadores da Europa ou do Norte da Africa. Do
Oeste da Africa, a doenga atingiu as Américas nos Ultimos 500 anos (MONOT et al.,
2005).

O Oeste e Sudoeste da Africa provavelmente foram povoados ha mais de 50.000
anos por imigrantes do Leste da Africa antes da chegada do homem na Eurasia. Do
Oeste da Africa a hanseniase foi introduzida pelo trafico de escravos no século XVIII para
o Caribe, Brasil, e, provavelmente, em outras partes da América do Sul, porque cepas de
M. leprae com o mesmo SNP, tipo 4, foram caracterizadas nessas regides.

A cepa de M. leprae responsavel pela doenca na maioria das Américas (SNP tipo
3) é circunscrita @ Europa e Norte da Africa, o que indica que o colonialismo e a imigracéo
do Velho Mundo provavelmente contribuiram para a introducdo da hanseniase no Novo
Mundo. Nos séculos XVIII e XIX, quando os estados do meio-oeste dos Estados Unidos
foram povoados por imigrantes escandinavos, muitos casos de hanseniase foram
relatados e, na época, estava ocorrendo uma grande epidemia na Noruega.

Atualmente, a doenga apresenta-se como uma endemia de dificil controle nos
paises tropicais. O M. leprae € a unica espécie do género cujo cultivo in vitro ainda nao foi
conseguido, o que representa também um sério obstaculo ao progresso das pesquisas
em hanseniase em relacdo aos mecanismos de patogenia, fontes de infeccdo e
disseminagdo do agente. Sabe-se que a evolugdo da hanseniase depende de fatores
como predisposicao genética e imunoldgica do hospedeiro. A doenga apresenta multiplas
manifestagcbes clinicas, como lesbes cutdneas e dos nervos periféricos, levando desde
quadros de alteracdo da sensibilidade até graves deformagbes do individuo. Acredita-se
que o principal transmissor seja o doente com as formas multibacilares da moléstia
(virchowiana e dimorfa). As vias aéreas superiores parecem ser as responsaveis pela
eliminacdo dos germes, dado o grande numero de lesdes existentes na mucosa nasal,
oral e laringea. As lesbes cutaneas ulceradas podem constituir também uma via de
eliminacdo importante. O diagnostico ¢é essencialmente clinico, podendo ser
complementado pela pesquisa de BAAR a partir das lesbes (OPROMOLLA, 2000).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que o tratamento dos

pacientes virchowianos e dimorfos seja feito com poli-quimioterapia (PQT/OMS), com trés
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drogas principais: dapsona, clofazimina e rifampicina, durante um ano. Os individuos
paucibacilares devem ser tratados durante seis meses, utilizando-se a dapsona e
rifampicina.

De acordo com a OMS, através dos relatos de 115 paises e territérios, 0 numero
de casos de hanseniase no inicio de 2006 atingiu 219.826, enquanto o numero de novos
casos detectados durante 2005 era 296.499. O numero de casos detectados caiu
globalmente em mais de 111.000 casos (uma redugdo de 27%) durante o ano de 2005,
comparado com 2004. Durante os ultimos quatro anos, o numero de novos casos tem
continuado a diminuir em cerca de 20% ao ano.

Pontos de elevada endemicidade permanecem em areas de Angola, Brasil,
Republica Africana Central, Republica Democratica do Congo, India, Madagasgar,
Mocambique, Nepal e Tanzania (WHO, 2006).

O Brasil e a india sdo os paises com maior prevaléncia da doenca. No final de
2005, o Brasil registrou um coeficiente de prevaléncia de 1,48 casos/10.000 habitantes
(27.313 casos em curso de tratamento em dezembro de 2005) e um coeficiente de
deteccdo de casos novos de 2,09/10.000 habitantes (38.410 casos novos em dezembro
de 2005) (BRASIL, 2006).

A hanseniase ainda constitui um problema de saude publica no Brasil,
necessitando de medidas para evitar a transmissdo da doenga, de modo a atingir a meta
de eliminagcao, com um caso/10.000 habitantes em cada municipio, conforme o Plano de
Eliminacdo da Hanseniase (PEH), elaborado pelo Ministério da Saude em 1995. O PEH
teve, como fundamento, a eliminag&o global da doenca, a detecgéo intensiva dos casos, a
vigilancia epidemiolégica, a atencao as incapacidades e ao tratamento com PQT/OMS.

Assim como no mundo, a distribuicdo da hanseniase no Brasil ndo é uniforme,
variando significativamente entre cinco macro-regidées do pais. A regido Norte possui o
maior coeficiente de prevaléncia (4,02 doentes/10.000 habitantes), sendo considerada
hiperendémica. Ja as regides Sul e Sudeste apresentam a menor prevaléncia, 0,53 e 0,60
respectivamente (BRASIL, 2006).

18



Quadro 1: Prevaléncia e deteccdo anual da hanseniase no Brasil, por regides.
Fonte: SINAN/DATASUS/MS, 2005. (n° de doentes /10.000 habitantes).

Regido Prevaléncia Parametro Deteccao Parametro

N 4,02 Médio 5,63 Hiperendémico
NE 2,14 Médio 3,07 Muito alto

SE 0,60 Baixo 0,88 Médio

S 0,53 Baixo 0,69 Médio

(010 3,30 Médio 4.41 Hiperendémico
Brasil 1,48 Médio 2,09 Muito alto

A partir das informacgdes do Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo do
Ministério da Saude (SINAN) relativas ao ano de 2005, o Estado de Sao Paulo registrou
uma taxa de prevaléncia de 0,35 doentes/10.000 habitantes, indicador de eliminacdo da
hanseniase enquanto problema de saude publica.

A distribuicdo da hanseniase no Estado de Sdo Paulo também varia entre os 645
municipios. Observam-se municipios com coeficientes de prevaléncia muito baixos,
menos que um doente para cada 10.000 habitantes, e municipios com coeficientes
altissimos. Pelo PEH, foram definidos critérios para a identificagdo de municipios
prioritarios, que incluem aqueles quer registraram, no minimo, 50 casos para tratamento
em dezembro de 2003 e os que diagnosticaram em média, nos ultimos cinco anos, no
minimo 10 casos multibacilares.

Os altos indices de prevaléncia de hanseniase sdo decorrentes de varios fatores,
como as deficiéncias da rede de saude publica e de pessoal qualificado para diagnosticar,
além da desinformagdo da populagdo acerca da doenga, o que contribui para que
aproximadamente 3% dos casos novos sejam diagnosticados tardiamente, com os
pacientes ja apresentando incapacidades fisicas e necessitando de reabilitagcdo (Brasil,
2006).

E prioritario que o diagnostico seja precoce, antes da eliminagdo de bacilos,
possibilitando a cura do paciente, sem sequelas e com interrup¢gdo da cadeia
epidemioldgica da infecgao.

Diferentemente das demais micobactérias cultivaveis in vitro, em que o nicho
ecoldgico do agente etioldgico é conhecido, o bacilo de Hansen apresenta a sua ecologia

praticamente desconhecida.
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Aliados a auséncia de isolamento ambiental do bacilo de Hansen, existem outros
fatores que também dificultam a elucidagédo do habitat do microrganismo, como a falta de
surtos epidémicos e a baixa reprodutibilidade dos casos de infec¢do natural, tornando
praticamente impossivel identificar o local exato onde a infecgdo foi adquirida. Estes
fatores parecem refletir um nicho ecoldgico bastante restrito do microrganismo.

A ocorréncia de hanseniase natural ja foi relatada em tatus Dasypus novemcinctus
e em trés espécies de primatas ndo-humanos Cercocebus atys (macacos mangabeys),
Pan troglodytes (chimpanzés) e em um macaco Cynomolgus (ROJAS-ESPINOSA &
LOVIK, 2001 apud VALVERDE et al., 1998), confirmando o fato de que as infec¢des por
M. leprae na natureza ndo sdo limitadas aos seres humanos (WALSH et al., 1975;
MEYERS et al., 1991). Por apresentarem infeccdo natural, estes animais podem ser
considerados indicadores biolégicos da ocorréncia do microrganismo em uma
determinada éarea.

Paralelamente a endemia hansénica, as micobactérias pertencentes ao complexo
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, e atualmente M. canetti e M.
pinnipedii) s&o significativas em saude publica, por causarem a tuberculose. Além destas,
as micobactérias atipicas tém tomado nova importancia com a epidemia da aids. Tem-se
observado que o Complexo M. avium (MAC) resulta na infec¢do bacteriana sistémica
mais comumente associada em pacientes aidéticos com contagem de células CD4+
extremamente reduzida (abaixo de 100/mm?) (WHO, 2005).

O MAC compreende micobactérias de crescimento lento ubiquas no ambiente
(solo e agua) e sado capazes de infectar diversas espécies, como passaros, suinos e
humanos, provocando desde infecgbes assintomaticas até doencas de elevado

significado clinico e freqlientemente fatais (WHO, 2005).

O Tatu como Indicador Bioldgico de Micobacterioses

Os tatus sdo mamiferos primitivos, taxonomicamente classificados na superordem
Edentata, ordem Xenarthra, juntamente com os tamanduas e preguigas. Suas origens
remontam ao periodo terciario, época do Paleoceno, ha aproximadamente 60 milhdes de
anos (LAGUNA, 1984).

Atualmente, sdo descritas 20 espécies distintas de tatus, das quais 17 conhecidas
somente no Brasil. Da familia Dasypodidae, D. novemcinctus, popularmente conhecido
como tatu de nove bandas ou tatu-galinha (TALMAGE & BUCHANAN, 1954), apresenta
distribuicdo geogréfica restrita unicamente as Américas Central e do Sul, tendo sido
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introduzido na regido sudeste dos Estados Unidos somente no final do século XIX
(LAGUNA, 1984), portanto ap6s a colonizagdo humana, e ap6s a introducdo da
hanseniase no continente americano (MONOT et al., 2005).

No género Euphractus, o E. sexcintus, conhecido como tatu peba (FRECHKOP &
YEPES, 1949; TALMAGE & BUCHANAN, 1954; CABRERA, 1958; MOELLER, 1968) ja foi
identificado no Brasil, no Para (THOMAS, 1911), planaltos do Mato Grosso ao Rio Grande
do Sul, além de ter sido relatado no Suriname, Nordeste do Uruguai, Argentina, Paraguai,
Bolivia. Entretanto as caracteristicas de sistematica e fisiologia sido praticamente
desconhecidas. Seu tamanho é superior ao das demais espécies, com exceg¢ido do
Priodontes maximus (tatu canastra) e Dasypus kappleri. Sua coloracéo varia de amarelo
claro a vermelho-bronze, com pélos branco-amarelados esparsos, e apresenta também
um escudo nucal. Difere dos outros eufractinos pelas orelhas e rosto maiores (WETZEL,
1985). Os dados da biometria incluem: peso médio 7,0 kg; comprimento cabeca + corpo:
4446,6 + 34,2 mm; cauda: 231,3 + 14,0 mm; pata posterior 84,2 + 6,2 mm.

Cabassous sp. € amplamente distribuido nas Américas Central € do Sul. Produz
um unico filhote e se caracteriza pela auséncia de placas ou escamas na cauda. As tocas
de Cabassous sp. sdo facilmente identificadas, porque o formato da abertura é
praticamente idéntico ao da sua carapacga; sendo muito rara a ocorréncia de aberturas
maiores. As entradas estdo geralmente no chdo ou encostas. Tipicamente, a area
adjacente a entrada é limpa, livre de excrementos ou vegetacdo viva. O solo &,
geralmente, duro e compactado (WETZEL, 1985). Uma caracteristica interessante do
género € a vocalizagdo destes animais, que ocorre sempre que sao encurralados nas
baias ou manuseados. Este som se assemelha ao de um motor de baixa cilindrada. Este
fato foi observado nos animais mantidos em cativeiro no Biotério de Experimentacao
Animal do ILSL (dados nédo publicados).

C. tatouay, o maior tatu de rabo-mole (CABRERA, 1958; WETZEL, 1980), é
encontrado no Paraguai, Brasil (Sudeste do Para, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais,
Espirito Santo ao Rio Grande do Sul), Uruguai, Sudeste do Paraguai e Argentina. O C.
tatouay, muito maior que as demais espécies de Cabassous, difere dos demais porque as
placas do escudo escapular e pélvico sdo mais compridas que largas, a superficie externa
da orelha possui escamas, o rosto &€ mais alongado, os dentes sdo ovais e alongados. Os
parametros da biometria da espécie para adultos incluem: peso médio 6,2 kg;
comprimento cabecga + corpo: 457,8 + 33,2 mm; cauda: 179,0 + 19,5 mm; pata posterior
82,2 + 3,0 mm (WETZEL, 1985).
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Embora existam poucos estudos sobre a ecologia e aspectos comportamentais
dos tatus, sabe-se que os animais possuem habitos predominantemente noturnos,
locomovem-se em ftrilhas relativamente constantes, em regides de mata riparia ou beiras
de rios, sem evidéncias de habitos migratérios. Tém pequena necessidade de oxigénio:
quando estdo cavando, podem parar de respirar por até seis minutos, por estocar o ar na
traquéia e brénquios. Também conseguem nadar e flutuar, pois inflam seus intestinos e
estdbmago de ar, o que dificulta a submersdo (TALMAGE & BUCHANAN, 1954).

Os tatus nao hibernam, e obrigatoriamente procuram alimento durante todo ano.
Devido ao constante habito escavatoério, tanto para procura de alimentos, como para
construgdo de tocas de moradia, apresentam contato intimo com materiais do solo. Sua
alimentacao consiste basicamente em insetos como formigas e cupins, outros
invertebrados e frutas. E freqliente a sua utilizacdo na alimentagdo de comunidades rurais
em diversos paises latino-americanos (TABER, 1945; TALMAGE & BUCHANAN, 1954).

Outra caracteristica biolégica € a heterotermia, ou seja, os animais tendem a
apresentar temperaturas corporais relativamente baixas (32-35°C), que variam de acordo
com a temperatura do meio. Possuem periodos médios de vida de 15 anos, o que
viabiliza a sua utilizagdo como modelo experimental para doengas crbnicas (WETZEL,
1985).

Seu sistema reprodutivo é dotado de caracteristicas peculiares, como a
implantagcéo tardia do embrido, uma adaptacéo fisiologica para que os nascimentos se
concentrem nas estagcbes mais quentes do ano. Outro fendmeno reprodutivo
caracteristico desta espécie & a poliembrionia, isto é, os filhotes de D. novemcinctus sao
sempre quadrigémeos monozigéticos (WETZEL, 1985). Este fato favorece a possibilidade
da condugédo de estudos genéticos, ja que os produtos poderiam ser considerados “clones
naturais”.

Varios autores salientaram a importancia de D. novemcinctus para a pesquisa
biomédica, mas poucos estudos foram realizados sobre a biologia deste animal. Souza e
colaboradores (1987) estudaram os parametros bioquimicos e hematolégicos em tatus
selvagens e inoculados com M. leprae.

Em tatus D. novemcinctus ha relatos de isolamento tanto de micobactérias
potencialmente patogénicas, como as pertencentes ao MAC, M. scrofulaceum, M.
kansasii, quanto de algumas saprofitas (M. gordonae e M. terrae) (BINFORD et al., 1977;
HALL & RATLEDGE, 1985).
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A susceptibilidade desta espécie a infeccdo experimental por M. leprae tornou-a
um importante modelo experimental para estudo da hanseniase, e atualmente tem sido
utilizada para obtengéo de bacilos em grandes quantidades.

As lesbes observadas em tatus inoculados com suspensdes de bacilos derivados
de pacientes multibacilares, ndo se limitam a nervos periféricos e pele, podendo ocorrer
de forma disseminada, com comprometimento de linfonodos, figado, bago, medula 6ssea,
olhos, sistema nervoso central, testiculos, ovarios e pulmdes (KIRCHHEIMER &
STORRS, 1971; STORRS, 1971).

Resultados similares de infeccdes experimentais por M. leprae foram observados
apenas em primatas ndo-humanos, como o chimpanzé (Pan troglodytes), macaco
mangabey (Cercocebus atys) e o macaco Rhesus (Macaca mulatta) (ROJAS-ESPINOSA
& LOVIK, 2001).

Diversos autores tém citado D. novemcinctus como “sentinela” para a pesquisa do
nicho ecolégico de varios agentes infecciosos, tais como Trypanosoma cruzi (BARRETO,
1963; LAINSON et al., 1979), Leishmania naiffi (NAIFF et al., 1991), Toxoplasma gondii
(SOGORB et al.,, 1977), Nocardia brasiliensis (GEZUELE, 1972) Escherichia coli,
Salmonella sp. Enterobacter aerogenes, Acinetobacter hinshawii e Streptococcus sp.,
Ancylostoma sp., Strongyloides sp., Ascaris sp., Trichuris sp. (DINIZ et al., 1997),
Sporothrix schenckii (KAPLAN et al.,, 1992), Histoplasma capsulatum var. capsulatum
(ARIAS et al., 1982), Coccidioides immitis (EULALIO et al., 2000), Paecilomyces lilacinus
(GORDON, 1984) e Paracoccidioides brasiliensis (NAIFF et al., 1986; SILVA-VERGARA,
1997; BAGAGLI et al., 1998; SILVA-VERGARA & MARTINEZ, 1999; CORREDOR et al.,
1999; RESTREPO et al., 2000; 2001).

Tendo em vista que D. novemcinctus representa um indicador biolégico de
extrema importancia para diferentes agentes, neste trabalho procurou-se utilizar técnicas
mais sensiveis e especificas, na tentativa de identificar o bacilo de Hansen e outras

micobactérias potencialmente patogénicas aos animais e homem.
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Aspectos Moleculares

Estudos moleculares sao poderosos instrumentos para o desenvolvimento de
métodos de diagnéstico mais rapidos e sensiveis, novas abordagens terapéuticas e
desenvolvimento de vacinas.

Os recentes avangos nas areas de imunologia, biologia molecular e
sequenciamento genémico do M. leprae tém revelado novas perspectivas de pesquisa e
de aplicacao para diagndéstico, progndéstico e vigilancia em hanseniase. Tendo em vista o
surgimento continuo de novos casos de hanseniase, inclusive de amostras resistentes, é
necessaria a aplicagédo de ferramentas moleculares para a identificagdo de M. leprae.

Varios autores tém utilizado métodos moleculares para o diagnostico da
hanseniase em pacientes multibacilares e paucibacilares (WILLIAMS et al., 1992;
SANTOS et al., 1993, 1995, 1997; SAKAI et al., 1996; SCOLLARD et al., 1997).

Grosskinsky e colaboradores (1989), estudando as relagbes genéticas entre
diferentes espécies de micobactérias candidatas a cepas para vacinas, identificaram,
através de testes de hibridizacdo do DNA, seqliéncias repetitivas especificas de M.
leprae, adjacentes e apds a sequiéncia altamente conservada do gene de choque térmico,
0 antigeno de 65 kDa. A seqiiéncia é denominada “elemento de sequiéncias repetitivas
especifico de M. leprae (RLEP)” e esta presente cerca de 23 vezes no seu genoma. Na
tentativa de identificar M. leprae em biopsias de pacientes, Woods e Cole (1989)
desenvolveram uma técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com primers
que hibridizaram com parte da seqiiéncia repetitiva de M. leprae e amplificaram um
fragmento de 372 pares de bases (pb).

Em relacdo as micobactérias potencialmente patogéncias, os estudos
epidemiologicos do MAC séao dificultados devido a grande diversidade genotipica e
fenotipica. Embora varios sistemas de genotipagem tenham sido propostos, marcadores
de espécies distintas tém sido identificados, podendo levar a resultados conflitantes. A
identificacdo incompleta das espécies é frequente, particularmente para os isolados
ambientais. Métodos eficazes para identificagdo de espécies incluem probes comerciais
para hibridizacdo entre o acido desoxirribonucleico e o acido ribonucleico ribossémico
(DNA-rRNA) (Accuprobe; GenProbe Inc., San Diego, Calif.); seqlienciamento nucleotidico
do rRNA 16S, a seqliéncia do segmento 16S-23S ribossomal ou do fragmento de DNA de
360 pb (WILLIAMS et al.,1992).

O método de identificacdo PCR-restriction enzyme analysis ou PCR-restriction-
fragment-length polymorphisms (PRA ou PCR-RFLP), demonstrado por Telenti e
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colaboradores, em 1993, baseia-se na amplificacdo de um segmento de 439 pb do gene
que codifica para a proteina de choque térmico de 65.000 Da (hsp65), com posterior
fragmentacdo do produto amplificado com as enzimas de restricdo BstEll e Haelll. O
padréo de restricdo €&, entdo, comparado com algoritmos publicados (TELENTI et al.,
1993; DEVALLOIS et al., 1997; DA SILVA ROCHA et al., 1999) e armazenados em um
banco de dados (PRASITE).

O PRA tem sido sugerido como método rapido de apoio a identificacdo de
espécies micobacterianas e de novas espécies (PLIKAYTIS et al., 1992; SPRINGER et
al., 1996; DA SILVA ROCHA et al., 1999, 2002; LEAO et al., 1999; BRUNELLO et al.,
2001).

Neste trabalho, foi utilizado o PRA em micobactérias previamente isoladas de
amostras de escarro de pacientes, e foi proposto um modelo experimental de infecgédo por
M. avium, com o objetivo de otimizar os métodos de extracdo de DNA tecidual. Apods esta
padronizagao, iniciar-se-a a pesquisa de micobactérias em tatus selvagens, a fim de se
verificar o papel ecolégico do D. novemcinctus como reservatério natural de

micobactérias.

OBJETIVOS

- Identificar molecularmente as espécies de micobactérias isoladas de pacientes,
utilizando o PRA.

- Utilizar um modelo experimental com hamsters imunossuprimidos para a infecgéo
mais precoce por M. avium, a fim de otimizar os métodos de extracdo de DNA e o
diagnostico molecular de micobactérias.

- Pesquisar, em tatus selvagens, a caracteristica de portador de M. leprae e outras
micobactérias e seu possivel envolvimento na cadeia epidemiolégica da

hanseniase.

JUSTIFICATIVA

O objetivo deste trabalho foi contribuir tanto para a elucidagéo do nicho ecolégico
de espécies de micobactérias, como para um melhor entendimento de outros aspectos
epidemiologicos ainda n&o esclarecidos, como o possivel papel de reservatorio dos tatus

na cadeia epidemiol6gica destas micobacterioses.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: Padronizagao da Metodologia

Extracao do DNA

Culturas de
Micobactérias

Baciloscopia

Hamsters

Imunossupresséao e
Infeccao experimental por
M. avium

Tatu experimentalmente
infectado com M. leprae

A4

PCR para RLEP de M. leprae
(372pb)

Cultura e
Isolamento a
partir de
6rgaos

1.
2.

3.

Extracao do DNA tecidual:

Extracdo pelo NaCl;
Extragéo fenolica com
criofratura;

Extragéo fenolica com
e pré-tratamento

criofratura

v

Seqiienciamento Genémico

V2N

Figura 1: Delineamento experimental referente a padronizacao das técnicas empregadas.

Para a pesquisa em animais selvagens foram realizadas as técnicas de

baciloscopia, cultura e PCR simples para RLEP de M. leprae.
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MATERIAL E METODOS

1. Culturas de Micobactérias:

Diferentes amostras previamente isoladas a partir de escarro de pacientes com
suspeita de micobacterioses foram semeadas em meio Ldweinstein-Jensen (LJ) e
incubadas a 37°C, até o surgimento de colbnias. Estas diferentes culturas foram
identificadas molecularmente utilizando a técnica do PRA (Telenti, 1993), comparando-as

com a cepa American Type Culture Colection (ATCC) de M. smegmatis MC?155.

2. Animais

2.1. Hamsters

Foram utilizados oito hamsters Mesocricetus auratus, com cinco meses de idade,
de ambos os sexos, pesando entre 100 e 130 g, para obtencdo de amostras de figado,

baco, linfonodos, rins e pulmdes.

2.1.1. Protocolo de Imunossupressao:

A fim de se padronizar o melhor método de extragdo do DNA de amostras clinicas
para amplificar o gene que codifica a hsp65, foram utilizados hamsters submetidos ao
protocolo de imunossupressao previamente estabelecido por Oliveira e colaboradores

(1985). Propusemos aqui uma modificagcao para o seu uso em hamsters:

- Dia 0: ciclofosfamida a 200 mg / kg de peso vivo (PV), via intraperitoneal (ip);

- Dia 3: suspensdo de M. avium, com 1,5 x 108 UFC / ml, via ip;

- Dias 5 e 7: eutanasia e obtencao dos 6rgéos (figado, bago, rins e pulmdes).

Esta imunossupressao foi realizada com o objetivo de antecipar a disseminagao da

infecgdo pelo M. avium, que atinge o pico dos 45 aos 50 dias.

2.2. Tatus

2.2.1. Tatu experimentalmente infectado por M. leprae:

Como controle positivo, foi utilizado tatu D. novemcinctus experimentalmente
inoculado com 1,5 ml de suspensdo de M. leprae, vias subcutanea e intravenosa (108
bacilos/ml) . A suspensé&o para o inéculo foi obtida a partir do processamento de amostra

de bidpsia de paciente multibacilar ndo tratado. Este animal foi mantido em cativeiro
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durante 20 meses, tendo sido avaliado bimestralmente, até o surgimento de doenca

disseminada, com granulomas em figado, baco (3,06 x 109 bacilos/g de tecido),
linfonodos, pulmdes, adrenais e pele. Para este estudo, foram utilizados fragmentos do
figado do animal, gentilmente cedido pela Dra. Patricia Sammarco Rosa, do Biotério de

Experimentacado Animal do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), Bauru-SP.

2.2.2. Tatus selvagens

Sob a licenga n° 187/05 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), foram utilizados 21 tatus selvagens, sendo 80%
capturados pela equipe do Laboratério de Micologia e 20% capturados pela nossa equipe,
para a finalidade de semeadura em cultura.

No total, foram pesquisados 16 tatus D. novemcinctus (Figura 2), trés E. sexcintus
(Figura 3) e dois C. tatouay (Figura 4), adultos jovens, de ambos os sexos, pesando de
3,5 kg a 5,0 kg, provenientes da regido Centro-Oeste do Estado de Sio Paulo, mais
precisamente nos municipios de Botucatu (22° 56’ 15” S, 48° 26’ 15” W) , Pardinho, Sao
Manuel (23° 03’ 45” S, 48°. 18", 45" W), Manduri (23° 03’ 45” S, 49° 18’ 45" W) e Bauru
(22° 18417 S, 49° 03’ 45" W).

Destes animais, foi obtido um total de 50 amostras, sendo 11 de fezes e 39 de
tecidos de orgéaos: figado (15), bago (7), linfonodos (10), rim (1), adrenal (1), pulmdes (2),

fragmento de orelha (3).

2.3. Outras espécies:
Outros animais selvagens que haviam sido atropelados, também foram testados
para M. leprae. De um total de 10 animais, foram pesquisadas 19 amostras de dois quatis,

um gamba, um ourigo, um mao-pelada, um prea, dois furdes e dois cachorros-do-mato.
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Figura 2: Dasypus novemcinctus

Figura 3: Euphractus sexcintus

Figura 4: Cabassous tatouay
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3. Eutanasia dos animais

Os tatus foram previamente anestesiados com tiletamina e zolazepam na dose de
5,0 mg/kg PV, via intramuscular, colocados em decubito dorsal e submetidos a puncgéo
cardiaca para retirada do sangue total. Os hamsters foram anestesiados com
pentobarbital sédico a 80 mg/kg PV. Estes procedimentos receberam o parecer favoravel
da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina desta
universidade, protocolo n® 468, segundo os Principios Eticos em Experimentacdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).

4. Necropsia e obtengdo de amostras

Durante a necropsia dos hamsters, foram coletadas amostras de figado, baco,
linfonodos mesentéricos, rins e pulmdes para baciloscopia, cultura micobacteriana e
diagnostico molecular.

Dos tatus selvagens, foram coletadas amostras de figado, baco, linfonodo
mesentérico, pulmdes, adrenal, rim e fragmentos de orelha.

As amostras de DNA obtidas das fezes dos tatus foram provenientes do Banco de
DNA do Laboratério de Biologia de Fungos no Departamento de Microbiologia e

Imunologia, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Eduardo Bagagl|i.

5. Caracterizagao microbioldgica

5.1. Descontaminacao e digestao:
Fragmentos de tecidos foram pesados, macerados e diluidos em 2,0 ml de agua
destilada estéril. As amostras foram descontaminadas pelo método de Petroff (Brasil,

1994) e o sedimento foi utilizado para a cultura e baciloscopia.

5.2. Baciloscopia semi-quantitativa para diagnéstico de tuberculose e outras
micobacterioses:

Amostras de 10 ul do sedimento obtido ap6s descontaminagao foram fixadas em
laminas, coradas pelo método de Ziehl-Neelsen a frio, submetidas a microscopia 6ptica, e
observadas com a objetiva de imersdo. Foram observados 20 a 100 campos. Os
resultados foram expressos pelo método da baciloscopia semi-quantitativa para

diagnéstico de tuberculose e outras micobacterioses:
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(-) negativo para BAAR em 100 campos examinados.

(+) menos de um BAAR/campo em 100 campos examinados.
(++) de 1 a 10 BAAR/campo em 50 campos examinados.

(

+++) mais de 10 BAAR/campo em 20 campos examinados.

5.3. Cultura

Amostras de figado, baco e linfonodos mesentéricos foram semeadas, em
duplicata, em tubos com tampa de rosca contendo meio LJ com citrato férrico a 2,5%. Os
tubos foram incubados em estufa a 37°C e inspecionados diariamente na primeira
semana. A partir dai, foram observados semanalmente, até 90 dias ou até a verificagdo
do surgimento de colbnias. Na auséncia de crescimento até este periodo, as culturas

foram consideradas negativas.
6. Caracterizacao molecular

6.1. Extracao do DNA das culturas de micobactérias:

Para a obtencdo do DNA dos isolados clinicos, foram feitas suspensées com duas
algadas de massa micobacteriana em 0,5 ml de Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), EDTA 1mM e
Triton X-100 1% (TET). Estas suspensdes foram submetidas a trés ciclos de fervura/10
minutos e congelamento a -74°C /5 minutos (DA SILVA ROCHA et al., 1999). Os liquidos
sobrenadantes obtidos foram estocados a —20°C e 2 pl desta mistura foram utilizados

como molde na reacéo de PCR.

6.2. Amplificacao do gene que codifica a hsp65 kDa:

Para a PCR, foi feita uma mistura de 50 ul composta por 75 mM Tris-HCI (pH 9,0);
50 mM KCI; 20 mM (NH,4)2S0O4; 2,0 mM MgCl,; 200 mM dNTP (GE Healthcare), 0,5 uM de
cada primer Tbh11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3") e Tb12 (5-
CTTGTCGAACCGCATACCCT- 3') (MWG -Biotech AG) e 1,0 unidade de DNA
polimerase (BioTools). Para a PCR utilizando DNA tecidual (hamsters e tatus) foi utilizada
a Taq Polimerase (GE Healthcare). Apds a adi¢gdo de cada componente da mistura, foram
acrescentados 2 ul do sobrenadante contendo o DNA micobacteriano.

A reagdo de amplificagéo foi realizada com uma desnaturagdo inicial a 95°C/10

minutos, seguida por 45 ciclos nas seguintes condigdes: 94°C/1 minuto, 64°C/1 minuto e
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72°C/1 minuto, com extens3o final de 72°C/10 minutos (TELENTI et al., 1993). Foi feita a
padronizacao das condi¢cdes da reacdo de amplificacdo do gene da hsp65 de M.
smegmatis MC2155, através de uma PCR-gradiente, utilizando diferentes valores de
temperatura de anelamento e de concentragédo de MgCl,, em termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf — Bioresearch do Brasil). Desta maneira, foi modificada a
temperatura de anelamento de 60°C (Telenti et al., 1993) para 64°C, a fim de aumentar a

especificidade da reagéo.

6.3. PRA

Aliquotas de 10 ul do produto amplificado foram submetidas a restricido enzimatica
por 10 U de Haelll (Invitrogen), sob 6leo mineral (TELENTI et al., 1993). A digestao por
BstEll (Dialab) foi padronizada em 15 ul do produto amplificado para 5 U da enzima. A
analise dos produtos da restricdo enzimatica foi feita por eletroforese de 5 ul de cada
amostra digerida em gel de agarose a 3% (Sigma), com marcador de peso molecular de
50 pb (GE Healthcare). Apo6s a eletroforese, os géis foram tratados com brometo de
etideo (10 pug/ml), sua imagem capturada por um fotodocumentador (Alphalmager®, Alpha
Innotech Corporation) e os dados analisados com software especifico (Alphalmager),
visando determinar os padroes de banda obtidos. Uma vez definidos os padrbes de PRA,
estes foram comparados com as informagdes do banco de dados de referéncia PRASITE

(http://app.chuv.ch/pls/pranet/consultation) e com o algoritmo de Telenti e colaboradores

(1993), como pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5: Algoritmo para diferenciacdo de isolados de micobactérias ao nivel de espécie. Os
tamanhos moleculares aparentes podem variar dentro de + 5pb, mas isto raramente representa um
problema para a correta identificagdo. Obs.: Haelll e BstEll: enzimas de restricdo originadas de
Haemophilus aegypticus e Bacillus stearothermophilus, respectivamente. FONTE: TELENTI et al.,
1993.

6.4. Determinagdao do melhor método de extragcao de DNA tecidual

Foram testados trés protocolos distintos para extragdo do DNA total de tecidos
de ¢6rgaos-alvo (bago, figado e linfonodos mesentéricos) dos hamsters inoculados com M.
avium. O primeiro foi baseado em extracao com cloreto de sédio (NaCl) 5M; e os demais
em criofratrura, seguida de digestdo com Proteinase-K e purificagbes com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. O segundo e o terceiro protocolos diferiram entre si

pela presenca de um pré-tratamento das amostras antes da digestdo com Proteinase-K.

6.4.1. Protocolo de Extragdo n°1: NaCl

Fragmentos de tecido pesando aproximadamente 10 mg foram colocados em
microtubos de 1,5 ml contendo 290 ul de tamp&o de extragdo (Tris-HCI 30 mM, EDTA 10
mM, SDS 1% e agua Milli-Q qg.s.p.) e 10 ul de proteinase-K (10 mg/ml). As amostras foram
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colocadas em banho termostatizado a 56°C overnight. Para a extracido do DNA, foram
adicionados 100 ul de solugcdo de NaCl 5M e misturados bem, invertendo-se o tubo
vagarosamente. Foram centrifugados a 10.000 rpm/10 min/25°C e transferidos 300 ul de
sobrenadante para um novo microtubo de 1,5 ml. Para precipitar o DNA, foram
adicionados 600 pl de etanol gelado, mantendo-se no ultrafreezer (-80°C) durante 20
minutos. A quantificacéo e o controle da qualidade do DNA foram determinados em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etideo (10 pg/ml), utilizando o marcador de peso

molecular Low Mass (Invitrogen).

6.4.2. Protocolo de Extragdo n°2: Extracao fendlica com criofratura

Fragmentos de tecido com cerca de 300 mg foram submetidos a criofratura: os
tecidos foram colocados em graal gelado e macerados com nitrogénio liquido (N> giq)) até
que se tornasse um po branco. O material foi colocado em microtubos de 1,5 ml contendo
600 pl de tampao de lise (Tris-HCI 100mM, EDTA 0,125mM, SDS 1,0%, 2-mercaptoetanol
0,2% e agua Milli-Q qg.s.p.) e incubados a 56°C com 20 pl de proteinase-K a 20 mg/ml,
overnight. Apos este periodo, foram adicionados 500 ul da mistura fenol, cloroférmio e
alcool isoamilico (25:24:1). Os tubos foram homogeneizados e centrifugados a
25°C/13.000rpm/20 minutos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente coletados e
transferidos para novos microtubos, repetindo-se mais duas vezes a extracdo com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. O DNA foi precipitado com isopropanol e 10 ul de
acetato de sédio 3M, a temperatura de —20°C, durante 30 minutos. O material obtido foi
centrifugado a 4°C/13.000 rpm/20 min e o “pellet’ lavado duas vezes com etanol 70%
gelado. Ap6s secagem em estufa a 37°C durante uma hora, o DNA foi eluido em 100 pl
de agua Milli-Q estéril. A quantificagdo e o controle da qualidade do DNA foram
determinados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (10 pg/ml),

utilizando o marcador de peso molecular Low Mass (Invitrogen).

6.4.3. Protocolo de Extragdo n° 3: Extracdo Fendlica com criofratura e

pré-tratamento

Apbs a criofratura, as amostras de tecido (cerca de 300 mg) foram submetidas a
um pré-tratamento (LEAL & ALMEIDA, 1999; MAHBUBANI & BEJ, 1994), antes da
digestdo com Proteinase-K. Desta forma, ap6és a maceragdo com N (i, 0 material foi
colocado em microtubos de 1,5 ml e com 600 pl de Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0
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(TE). As amostras foram homogeneizadas em vértex e centrifugadas a
14.000rpm/25°C/5min. Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos foram
ressuspensos em 600 ul de TE, seguindo-se nova centrifugacdo nas mesmas condigdes,
para lavagem do material. O sedimento foi ressuspenso, entdo, em 600 ul do tampéao de
lise (Tris-HCI 100mM, EDTA 0,125mM, SDS 1,0%, 2-mercaptoetanol 0,2% e agua Milli-Q
g.s.p.) e incubados a 56°C, durante uma hora. Apds este periodo, foram incubados em
banho a 95°C, durante 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 ul de Proteinase-K
a 20 mg/ml a cada microtubo, mantendo-os a 56°C overnight. Apos este periodo, foram
adicionados 500 ul da mistura fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1);
homogeneizados e centrifugados 25°C/13.000rpm/20 min. Os sobrenadantes foram
cuidadosamente coletados e transferidos para novos microtubos, repetindo-se mais duas
vezes a extragcdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. O DNA foi precipitado com
isopropanol e 10 ul de acetato de sodio 3M, a temperatura de —20°C durante 30 minutos.
O material obtido foi centrifugado a 4°C/13.000 rpm/20 min e o “pellet’ lavado duas vezes
com etanol 70% gelado. Apés secagem em estufa a 37°C durante uma hora, o DNA foi
eluido em 100 pl de agua Milli-Q estéril. A quantificacdo e o controle da qualidade do DNA
foram determinados em gel de agarose a 1% (Sigma, Oakland, USA) corado com brometo

de etideo (10 ug/ml), utilizando o marcador de peso molecular Low Mass (Invitrogen).

6.5. Amplificacao do gene RLEP de M. leprae

A PCR para as sequéncias repetitivas especificas de M. leprae (RLEP) (WOODS
& COLE, 1989; GROSSKINSKY et al., 1989), que amplifica um fragmento de 372 pb, foi
realizada com os primers ML1 (5-GCACGTAAGCCTGTCGGTGG-3) e ML2 (5-
CGGCCGGATCCTCGATGCAC-3’), que foram gentilmente cedidos pelo Dr. Philip Noel
Suffys, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, RJ. A reagéo foi realizada em um termociclador Thermal Controller, modelo
PTC-100™ - 480 (Peltier-Effect Cycling MJ Research, USA), utilizando 10 ng de DNA
total, 200 uM de cada dNTP, 10 uM de cada primer, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 10 mM
Tris-HCI (pH 9,0), 1 U de Taq polymerase (GE Healthcare) e agua suficiente para um
volume final de 25 pl. As condigbes de ciclagem foram: 92°C por 3 min para desnaturar o
DNA cromossdmico, seguidos por 40 ciclos de 2,5 min a 55°C, 2 min a 72°C e 1,5 min a

92°C e uma extenséao final a 72°C por 2 min (Santos et al.,1993). As amostras foram
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analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Sigma, Oakland, USA), corado

com brometo de etideo (10 ug/ml).

6.6. Seqilienciamento dos fragmentos amplificados

Os fragmentos amplificados foram extraidos do gel de agarose ou do produto
amplificado, e purificados utilizando-se o kit especifico GFX (GE Healthcare).

A técnica foi realizada no Centro de Estudos Gendmicos do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (USP).

O sequenciamento de DNA a partir de produtos de PCR utilizou o MegaBACE
1000, um sistema de analise de DNA de 96 capilares (GE Healthcare). As reacdes foram
realizadas de acordo com o protocolo do fabricante.

Uma vez anotadas as seqiiéncias, elas foram alinhadas e editadas utilizando o
software “Chromas” e “Sequence Navigator” (Perking Elmer) e analisadas no Gene Bank:
Blast-n (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).
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RESULTADOS:

I- Padronizacao das Técnicas

1. Micobactérias isoladas em cultura

A PCR-gradiente demonstrou que a concentragdo 6tima de MgCl, foi 2,0 mM e
houve amplificacdo em temperaturas variaveis: de 52,3°C a 64,8°C. A partir dai, optou-se
por utilizar a temperatura de anelamento de 64°C, por tornar a reagdo mais especifica
(Figura 6). Houve sucesso na amplificacdo da hsp65 para as micobactérias de origem

humana isoladas em cultura (Figura 7).

50pb DNA
ladder

— 250 pb

15 27 %6 4 S0 60 7 "8R9 10F SISI2NISES]ARN] SRR 17585119 2021822825 4R

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Gradiente de temperatura Gradiente de [MgCl,]:
de anelamento: 1-9: 1,5mM

50,1°C =1, 10, 19, 28 10-18: 2,0mM*

50,9°C = 2, 11, 20, 29 19-27: 2,5mM

52,3°C =3, 12*, 21, 30 28-35: 3,0mM

54,4°C = 4, 13*, 22, 31

56,8°C = 5, 14*, 23, 32

59,5°C =6, 15%, 24, 33 Temperaturas é6timas (°C) = 52,3° a 64,8°C
64,8°C =7, 16%, 25, 34

67,1°C = 8, 17, 26, 35

68,0°C =9, 18, 27

Figura 6: PCR-gradiente para M. smegmatis MC?155, com variagdes na concentracao de MgCl, e

na temperatura de anelamento. (*) A concentragao 6tima de MgCl, foi 2,0 mM e as temperaturas
6timas de anelamento variaram de 52,3°C a 64,8°C.
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Figura 7: PCR para hsp65:

1 - ATCC M. smegmatis MC?155

2 - Mycobacterium sp. (registro ILSL-160)
3 - Mycobacterium sp. (registro ILSL-229)
4 - Mycobacterium sp. (registro ILSL-291)
5 - Mycobacterium sp. (registro ILSL-286)
6 - Controle negativo da reagéo

7 - 100 pb DNA ladder (Invitrogen)

Para identificacdo ao nivel de espécie, seguiu-se a restricdo enzimatica do produto
amplificado com Haelll (Invitrogen), conforme Telenti (1993). Quanto a restricdo pela
BstEll (Dialab), foi feita uma padronizacdo da reagéo (Figura 8). Para isto, foram mantidas
constantes as concentragdes do tampdo da enzima (2,0 ul); 0,2 ul de soro-albumina
bovina (BSA) a 10 ug/ul e 0,5 ul da enzima BstE Il a 10 u/ul. Foram variados os volumes
do produto amplificado e da agua para o total de 20 ul. Desta maneira, pudemos verificar
que, com 15 ul do produto amplificado, foram obtidos fragmentos com melhor visualizacao

em gel de agarose a 3%, corado com brometo de etideo (10 ug/ml) (Figura 8).
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Figura 8: Padronizacado da restricdo enzimatica com BstEll. Foram mantidos
constantes os volumes de tampdo (2ul); 0,2ul de soroalbumina bovina (BSA) a
10ug/pl; 0,5 pul de enzima. Foi mantido o volume final de 20 pl. Volume (ul) do produto
amplificado + agua:

1=1+16,3 ul
2=2+153ul
3=3+14,3 ul
4=4+13,3 ul
5=5+12,3ul
6=7+10,3ul
7=10+73ul
8=15+23ul*

9 = controle n&o digerido (439pb)
10 = 50bp DNA ladder (GE Healthcare).

Visualizagdo: gel de agarose a 3%, corado com brometo de etideo (10 ug/ml).
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Padronizadas as condigbes de restricdo, os produtos amplificados provenientes

da cepa ATCC de M. smegmatis e os trés produtos obtidos das culturas de micobactérias

do ILSL foram submetidos a digestdo enzimatica com Haelll e BstEll (Figura 9).

Comparando nossos resultados com o algoritmo de Telenti (1993) e no PRASITE,

pudemos chegar a identificacdo das micobactérias ao nivel de espécie.

245 245 245 245
220 220
160 160
140 140 140 125
130 140 85 80
105 70 105
1 2 3 4 5 6 7 8
Haelll BstEII

10

Figura 9: Identificagcdo de diferentes espécies de micobactérias

pelo PRA. Os numeros indicam os diferentes perfis de restricao

com pesos moleculares distintos para cada espécie.

1,5 — ATCC de M. smegmatis MC? 155

2,6 — Cultura 160 = M. avium

3,7 — Cultura 229 = Complexo M. tuberculosis
4,8 — Cultura 291 = M. avium

9 — controle nao-digerido de ATCC de M. smegmatis MC? 155

10 — 50 bp DNA ladder (GE Healthcare)
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1. Animais

2.1. Hamsters imunossuprimidos

2.1.1. Achados de necropsia:

A necropsia dos hamsters machos, no 5° dia, foram encontrados quadros de
intensa degeneracéo hepatica (37,5%), granulomas hepaticos (12,5%), comprometimento
renal, com areas palidas no cértex e regido medular edemaciada, com coloragao
esbranquigada (12,5%).

No 7° dia, foram eutanasiadas as fémeas, nas quais foram observados, em geral,
quadros de hemorragia intensa (25%), com derrame sero-sangiinolento na cavidade
peritoneal (25%) , petéquias e sufusbes em algas intestinais (12,5%), mesentério (12,5%)
estdbmago (12,5%) e pancreas (12,5%). Hepato e esplenomegalia (50%), pneumonia
hemorragica (37,5%), rins aumentados de volume e edemaciados (37,5%), com cortex e
medula hemorragicos (25%). Foram observados pequenos granulomas em bago (com
hiperplasia de polpa branca) (25%), alcas intestinais (12,5%), pancreas (12,5%), ovarios e
cornos uterinos (12,5%). Um dos animais apresentava aderéncia das algas intestinais a
cavidade peritoneal (12,5%) (Figuras 10, 11, 12 e 13).

Os achados de comprometimento renal e quadros de hemorragias nos animais
sdo sinais compativeis com a atividade da droga, e ndo com o processo infeccioso

intrinseco.
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Figuras 10, 11, 12 e 13: achados de necrépsia em hamsters imunossuprimidos e
inoculados com suspensdo de 1,5 x 102 BAAR de M. avium. Presenca de pequenos

nodulos granulomatosos hepaticos no 5° e 7° dias da inoculagéo.
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2.1.2. Baciloscopia semi-quantitativa

A baciloscopia semi-quantitativa foi positiva para todos os hamsters, com excegao
de um deles (12,5%). Em 6rgaos do sistema fagocitico mononuclear (figado e bago), a
quantidade de bacilos foi maior que nos demais 6rgdos. Em figado e bago foram
observadas uma cruz (+) em 25% e trés cruzes (+++) em 62,5% dos animais. Entretanto,
foi pequena a migracéo para rins e pulmdes, ja que 87,5% dos rins e 75% dos pulmdes
estavam livres de BAAR (Tabela 1).

Tabela 1: Baciloscopia semi-quantitativa de diferentes érgéos
de hamsters inoculados, ip, com suspensio de M. avium, apo6s
descontaminacdo pelo método de Petroff.

Hamster Figado Baco Rins Pulmdes
H1 - - - -
H2 +++ +++ -
H3 + + - -
H4 + + - -
H5 +++ +++ + +
H6 +++ +++ - -
H7 +++ +++ - +
H8 +++ +++ - -
2.1.4. Cultura:

Com excegdo do Hamster n° 1, foram isoladas col6nias de micobactérias a partir
de figado, baco, rins e pulmdes de todos os animais. A cultura foi mais sensivel que a
baciloscopia, visto que, das amostras de rins e pulmdes semeadas em LJ, houve 100%
de positividade, contrastando com a baciloscopia, que apresentou apenas 12,5% de

positividade em rins e 25% de positividade em pulmdes.
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Tabela 2: Comparagédo dos métodos de baciloscopia, cultura em LJ e PCR para o gene
da hsp65, a partir de 6rgdos de hamsters inoculados, ip, com suspensao de M. avium.

Amostra Baciloscopia Cultura PCR (hsp65)
FH1 - - +
BH1 - - +
FH2 +++ + +
BH2 +++ + +
FH3 + + +
BH3 + + +
FH4 + (_*/_**/+***) +
BH4 + (_*/_**/+***) +
FH5 +++ (-*/+7*) +
BH5 +++ (-*/1+7) +
FHG6 +++ (-*/1+7) +
BH6 +++ (-*/+™) +
FH7 +++ (-*/+7) +
BH7 +++ (-*/+™) +
FHS8 +++ (-*/+™) +
BHS8 +++ (-*/+*) +

Obs.: (*) = cultura de 30 dias; (**) = cultura de 60 dias; (***) = cultura de 90 dias.

2.1.5. Determinacado do melhor método de extragdo de DNA tecidual
Nao houve sucesso na PCR para gene da hsp65 utilizando o DNA dos tecidos dos
hamsters inoculados como molde nas mesmas condigcbes de reacao utilizadas para os

isolados clinicos (Figura 14).

439ph €—— aw - - = W
254599 o

Figura 14: Amplificagdo do gene da hsp65, com visualizagédo
das bandas de 439 pb:

1- M. smegmatis MC*155

2 — Cultura 160

3 — Cultura 229
4 — Cultura 286
5 — Cultura 291
6 — FH1 * (otimizar a extragao)
7-FH2*
8 —No
9 — 100 pb DNA ladder.
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Foi necessario, entdo, otimizar o método de extracao e as condi¢gdes de PCR que
permitissem a PCR a partir de DNA tecidual. Desta maneira, foram testados trés
diferentes protocolos de extracao de DNA total dos hamsters previamente inoculados com
M. avium. Através da visualizacdo em gel de agarose, foi observada uma grande
quantidade de DNA degradado na extragdo com NaCl 5M (protocolo n°1). Embora em
baixa concentragdo, o protocolo n°3 forneceu DNA de alto peso molecular e de melhor
qualidade que o protocolo n°2. Estas constatagées podem ser verificadas nas Figuras 15,
16, 17 e 18.

S0ng/ul e

30ng/ul s

20ng/ul g

Sng/ul ‘M
Figuras 15, 16, 17 e 18: Padronizacdo das técnicas de extracdo de DNA tecidual: controle da
qualidade e quantificagdo em gel de agarose a 1%. Fig. 15: Protocolo de extragéo n°1 (NaCl 5M);

Fig.16: Protocolo de extracdo n®2 (extragdo fendlica com criofratura); Fig. 17 e 18: extragdo

fenolica com criofratura e pré-tratamento.
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2.1.5. Amplificagdo do gene da hsp65 na tentativa de realizar o PRA a partir
de amostras de tecido de hamsters experimentalmente infectados por M. avium

A partir da determinagc&o do melhor protocolo para extragdo do DNA total tecidual,
a ser utilizado como molde foi feita a reacdo de amplificagdo do gene que codifica a
hsp65, com o intuito de executar o PRA. Apés a reagéo, foram obtidas bandas fracamente
visiveis de cerca de 439 pb. Entretanto, ap6s a digestdo enzimatica dos produtos
amplificados, ndo foram observados fragmentos de restricdo em nenhuma amostra. Isto
deve ter ocorrido, porque, diferentemente dos produtos de culturas puras, as
concentragdes dos produtos amplificados das amostras de tecido animal foram baixas.
Desta maneira, ndo houve sucesso no desenvolvimento do PRA a partir de amostras de

tecidos de hamsters.

3. Tatu experimentalmente infectado por M. leprae
A partir de DNA extraido de figado de um tatu experimentalmente infectado, foi

realizada PCR simples para RLEP de M. leprae:

3.1. Amplificacao de RLEP de M. leprae:
Foram amplificados fragmentos de aproximadamente 372 pb a partir de DNA do
controle positivo, mas nd&o em M. avium, M. smegmatis MC? 155, nem em tecidos de

hamsters inoculados com M. avium (Figura 19).

——» 400 pb

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 19: 1 — M. smegmatis MC? 155; 2 — M. avium ; 3 — M. auratus inoculado com M. avium
(figado); 4, 5 e 6 — D. novemcinctus inoculado com M. leprae (figado); 7 — Controle negativo da

reagdo; 8 — Low Mass DNA ladder.
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2.2.2. Limite de detec¢ao da PCR:
O DNA total do controle positivo foi quantificado em gel de agarose a 1% com
marcador de peso molecular Low Mass DNA ladder (Invitrogen), sendo estimado em 5

ng/ul (Figura 20). O limite de detecgcéo da reacdo da PCR para RLEP foi verificado para
até 500 fg/ul do DNA total (Figura 21).

50ng/ul [

30ng/ul g
20ng/ul g

Sng/ul
Figura 20: Quantificacdo do DNA total: 1- Low Mass DNA ladder; 2,3 — DNA total

de tatu inoculado com M. leprae.

Figura 21: 1) Low Mass DNA ladder; 2) DNA total de tatu inoculado por M. leprae
(template: 5ng/ul); 3) diluicdo 10-1 (500 pg/ul); 4) diluigdo 10-2 (50 pg/ul); 5) diluigéo
10-3 (5 pglul); 6) diluigdo 10-4 (500 fg/ul) *;  7) diluicdo 10-5;  8) diluigdo 10-6;
9) diluigdo 10-7; 10) diluigdo 10-8; 11)diluigdo 10-9
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Il - Pesquisa em Animais Selvagens

1. Tatus selvagens

1.1. Achados de necropsia

A necrépsia, em geral, foram observados quadros de hepatomegalia (areas de
degeneracgdo, com consisténcia friavel) e esplenomegalia (bago com hiperplasia de polpa
vermelha), enterite catarral ou hemorragica (sufusdes no intestino delgado), plexo
mesentérico congesto, linfonodos mesentéricos aumentados de volume, edemaciados,
presenca acentuada de nematdides, inclusive no epiplon. Um dos animais apresentava
aderéncia esplénica na parede abdominal e outro animal apresentava pequenos nédulos

pulmonares.

1.2. Caracterizagao microbiolégica
1.2.1. Baciloscopia semi-quantitativa

Todas as amostras foram negativas para BAAR.

1.2.2. Cultura:
Nenhuma amostra estudada apresentou crescimento em LJ até 90 dias de

observagéo, o que impediu a identificacdo pelo PRA.

1.3. Caracterizagao molecular

1.3.1. Pesquisa de RLEP de M. |leprae em amostras de tatus

Nenhuma amostra proveniente de tecido de tatus ou outras espécies de animais
selvagens apresentou o produto amplificado de 372 pb (Figuras 19, 20 e 21) para RLEP
especifico de M. leprae. Em amostras da espécie D. novemcinctus foram observadas
bandas inespecificas, de tamanho menor ao esperado (cerca de 170-270 pb). Em apenas
duas amostras de fezes de tatus D. novemcinctus (4% do total) foram observadas bandas
fracamente visiveis com cerca de 372 pb (tatus Man 4 e Man 7, provenientes de duas
propriedades rurais do municipio de Manduri), as quais podem ser melhor visualizadas
nas Figuras 22, 23, 24 e 25.
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Figura 22: Pesquisa de RLEP em amostras de DNA de
tatus selvagens. O fragmento esperado é de 372 pb.

1- D. novemcinctus — (Man 2) — linfonodo mesentérico

2 — D. novemcinctus — (Man 3) — figado
. hovemcinctus — (Man 3) — bago
. hovemcinctus — (54) — bago
. hovemcinctus — (54) — figado
. hovemcinctus (54) — linfonodo mesentérico
. novemcinctus (54) — orelha
. hovemcinctus (55) — bago
. novemcinctus (55) — figado
10 D. novemcinctus (55) — linfonodo mesentérico
11- D. novemcinctus (55) — orelha
12 — D. novemcinctus (56) — figado
13 - D. novemcinctus (56) — figado
14 — D. novemcinctus (56) — linfonodo mesentérico
15 — D. novemcinctus (56) — orelha
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tliﬂiiltﬁ”’l' s 2000 pb
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s 800 pb

8 . 400 pb

200 pb
a . 100 pb
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16- D. novemcinctus — (56) — baco
17 — D. novemcinctus — (57) — bago
18 — D. novemcinctus — (57) — figado
19 — D. novemcinctus — (57) — linfonodo
mesentérico

20 — D. novemcinctus 46 ILSL — fezes
21 — D. novemcinctus (Man 1) — fezes
22 — D. novemcinctus (Man 4) — fezes (*)
23 - D. novemcinctus (Man 5) — fezes
24 - D. novemcinctus (Man 7) — fezes
25 - D. novemcinctus (Serrito 1) — fezes
26- D. novemcinctus (Man 5) — fezes
27 - D. novemcinctus (Man 7) — fezes
28 - D. novemcinctus (Man 7) — fezes
29 - controle negativo da reagao

30- Low Mass DNA ladder

(*) — amostra supeita
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Figura 23: Pesquisa de RLEP em amostras de DNA de
tatus selvagens. O fragmento esperado é de 372 pb.

1- D. novemcinctus (Man 5) — fezes (extragédo de 15. 07.04)
2 - D. novemcinctus (Man 5) — fezes (extragéo de 12.11.04)
3 - D. novemcinctus (Man 7) — fezes (extragcdo de 31.05.05
- amostra de 18.05.05) (*)
4 - D. novemcinctus (Man 7) — fezes (extragdo de 12.11.04
— amostra de 09.06.04)
- D. novemcinctus (Serrito 1) — bago
- D. novemcinctus (Serrito 1) — linfonodo préximo do figado
— D. novemcinctus (Serrito 1) — pulmao
- D. novemcinctus (Dh1) — bago
- D. novemcinctus (Dh1) — linfonodo mesentérico
10 — E. sexcinctus (TC1) — figado
11 — E. sexcinctus (TC3) — figado
12 - D. novemcinctus (Pardinho) — figado
13 - D. novemcinctus (Pardinho) — pulmao

14 - D. novemcinctus (Man 2) — linfonodo mesentérico
15 - D. novemcinctus (Man 3) — figado

16 - D. novemcinctus (Man 3) - bago

17 - D. novemcinctus (54) — orelha

18 - D. novemcinctus (55) — orelha

19 - D. novemcinctus (56) — linfonodo mesentérico

20 - D. novemcinctus (56) — bago

21 — Didelphis marsupialis (Mina) — baco

22 - D. marsupialis (Mina) — figado

23 - D. novemcinctus (Man 4) - fezes (*)

24 — D. novemcinctus inoculado com M. leprae (figado)
25 — controle negativo da reagéo

26 — Low Mass DNA ladder

(*) — Amostras suspeitas
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Figura 24: Pesquisa de RLEP em amostras de DNA de tatus selvagens.
O fragmento esperado é de 372 pb. Visualizagéo: gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo.

1 - D. novemcinctus inoculado com M. leprae

2-D. (Serrito 1) — figado

— D. novemcinctus (Serrito 1) — bago

- D. novemcinctus (Serrito 1) — linfonodo préximo do figado

- D. novemcinctus (Serrito 1) — linfonodo pulmonar

- D. novemcinctus (Serrito 1) — pulmao

— D. novemcinctus (Dh1) — figado

— D. novemcinctus (Dh1) — bago

— D. novemcinctus (Dh1) — linfonodo mesentérico

10 — D. novemcinctus (T16) — figado

11 — D. novemcinctus (T13) — pulméo

12 — 50pb DNA ladder

©oOo~NOOUThW
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Figura 25: Pesquisa de RLEP em amostras de DNA
de tatus selvagens. O fragmento esperado é de 372
pb. Bandas recortadas do gel e purificadas para
seqlienciamento gendmico.

Visualizacéo: gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo.

1 —Man 7 (fezes)

2 - Man 4 (fezes)

3 — D. novemcinctus inoculado com M. leprae
4 — Low Mass DNA ladder
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1.3.2. Pesquisa de RLEP de M. leprae em outros animais selvagens:
Outros animais selvagens também n&o apresentaram as seqiiéncias especificas
de M. leprae (Figura 26).

———»372pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

Figura 26: Pesquisa de RLEP em amostras de DNA de
tatus selvagens. O fragmento esperado é de 372 pb.
1- Ourico (bago)

2- mao-pelada (linfonodo mesentérico)

3- prea (linfonodo mesentérico)

4 — preé (bago)

5 — cachorro-do-mato (bago)

6- cachorro-do-mato (linfonodo mesentérico)

7- furdo (bago

8 — cachorro-do-mato (bago)

9- cachorro-do-mato (bago)

10 — furdo (bago)

11- tatu inoculado com M. leprae

12 — controle negativo da reacéo
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5.2. Seqilienciamento genémico das amostras de tatus:

Os produtos amplificados das amostras dos tatus Man 4 (fezes)*, Man 7 (fezes)*
e D. novemcinctus inoculado com M. leprae (Figura 22) foram purificados do gel de
agarose, para retirada das bandas inespecificas e obtencdo das bandas fracamente
visiveis de aproximadamente 372 pb. Estas bandas foram submetidas ao seqiienciamento
gendmico para confirmacéo dos resultados da amplificacéo.

Analisando-se as seqliéncias Forward e Reverse no banco de dados GeneBank,
Blast-n (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi), verificou-se que as seqliéncias dos
fragmentos provenientes de tatus selvagens nao foram compativeis com M. leprae, nem
apresentaram similaridade entre si. As seqiéncias Forward e Reverse nao puderam ser
alinhadas, provavelmente por se tratarem de fragmentos inespecificos.

A seguir, as seqliéncias das amostras analisadas (Forward e Reverse):

1 - D. novemcinctus (Man 4)
>SCBP 1-FWD

CCCAANGNAAGGGGGTTCTCAGCAAATGGCAGCAGNTAGCCGTCTGATATTCGCGG
AAGAGTCACCGCTGTGACCAATTGCTTTAGTGTTCGGGAAAGCCTGAATTATCCCG
AGCAACATTATTGTCGGATATCATCATACGACGCAGCACGACGCACCATGTTGCGA
GCACCGGTGGCTGCAGTTGCATCATTGTTATCCCCTTTCTGTTGCCAATAGTTGGG
CTTCATGTCCACGGTTGCAGTTCCCGGGAGCAGTGTGACACACAACTACCGATCCT
GCTGGGGTATCTCCAGCCCTCNACGGTTCGAGCTCAATCGCCAGGGATGTTTCCAT
TGACAACTAGTTGGGGTTCGCTCGCGCGCCAGACACGAAGTGCCGATGGAGCGAAA
CTGCCGTCTGAGTGTTGTGGTGCGTGTATCAAGATAATGTCGCTTCAGTCGTATTG
GGCAGTGAGCGCAGTTTCGCGTGTAGGCTACTAATCTACTCTACTAGTCTTGCGAT
GCGACTATCAGAGAGTAATCGGGGCGNCGGGA

>SCBP1 REV-COMPL

AATTTCATTTGAATCGTAAAAGCATGGTTCGGGTGGGCTCGAAGGTTCAAGGCCAA
GCAATATGGCTGCGTTGGACTCGTCGAATTGCGAAAGAATGCAACCGCGTCTTCCG
CAATTTATTCTGTGTCTTGGGACAACCTCTATAGTGTNCCAATGAGCACTGTTCGT
TCCGAAGCTCTATACTGACACAATCNCGATCACGACCGTCTTACATCGAGCCCGTG
GCAGCATTTCACATTTTTCCATATTTTGCAAATAGGTCATTCAGTCGTCACGGGAG
ATGCGCAAACACACACCTGTGGTTTCACCTCGCGCAGCACGACGGCTGTTCCTGCC
ATAGCTGGGTCGTCCGACCAAACAATGACCACTGGTACGCGAATGACCGCATTTGG
TGCGTTTCAAGTAAGTCCTCGCATTTGGCAGTGNCCAGCTTCGCGTGTANGCTACA
ATCATNAGTGNCTTTTTCCTG
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2 - D. novemcinctus (Man 7)
>SCBP2-FWD

AGTGCACATGGCGCGTGCCGTCTGAATTGCAGAACATCACGCTGTGTACCATTTAC
TTTGTTGGAACACCTCAACTCTTCCAGACATATGGTCAGAACCTCGAGTACGATCC
AGCCTAGCTCGATCNTTCACACCGTGGCGCATTCACATTTTCCTTTTGTTGCAACA
GTGGTCATTCATGGTCGTCCGGGAGTGGCAGAACACCATCCTGATGTGTTTCAGCC
TCGTCGTCAGCCTAGCGCGGTCGCTTCCTGCATCAGATGGAGTCGTCCGCGCAAAC
AATGCCATGGAGCGAAATGCCGCATTTGGTGCGTNTATCAGTAAGGTCCTCGCTTN
GCAGTGGCCAGGTCCGCGTGTACGGCACAACTCACCACAGCTTGCAGTTGCATCGA
TGGATC

>SCBP2 REV-COMPL

ATGCACGTAAGCCTGTCGGTGGCCGAAGTCAGCCAGCAATGGCGCGTNCCGTCGAA
TTGGNGAAATCACGCGTTGTCCATCTTCTTTCTTGGAAACACTAATTCCACAGACA
TGTTGATCGAAACTGCATCGACACATCACATCCACGTATTACAGCAACCGTGCAGC
ATTCACATTTTCCTATTTGCAAATGGTCATTCAGTCGTCCGGGTAGTGGCAAACAC
CACCTGTGGTTTCACCTCGCGCAGCACGCGGTGTTCCTGCATAGTGGGTCGTCCGC
CAAACAATGACCATGGAGCGAATGCCGCATTTGGTGCGTTTCCAGTAAAGTCCTCG
CTTTGCATGGCCAGTTCGCGTGTAGCACATCACAGCTT

3 - D. novemcinctus inoculado com M. leprae
>SCBP3 FWD

GGGCCTTTGGTCTACATGTTGATGATGCAGGGGCTGGGCACTGGGCTGTGCTGAAGGCGA
TATCGATGCAGGCGTGAGTGTGAGGATAGTTGTTAGCGCCGCGGGGTAGGGGCGTTTTAG
TGTGCATGTCATGGCCTTGAGGTGTCGGCGTGGTCAATGTGGCCGCACCTGAACAGGCAC
GTCCCCGTGCACGGTATAACTATTCGCACCTGATGTTATCCCTTGCACCATTTCTGCCGC
TGGTATCGGTGTCGGCGGCTTGTTGACCGGCCCTCAGCCAGCAAGCAGGCATGCCGCCGG
GTGCAGCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCATCG

>SCBP3 REV-COMPL

AGCCTGTCGGTGGTGGATGCTGCTTGGTCTACATGTTGATGATGCCAGGGGCTGGGCACC
TGGGCTGTGCTGAAGGCGATATCGATGCAGGCGTGAGTGTGAGGATAGTTGTTAGCGCCG
CGGGGTAGGGGCGTTTTAGTGTGCATGTCATGGCCTTGAGGTGTCGGCGTGGTCAATGTG
GCCGCACCTGAACAGGCACGTCCCCGTGCACGGTATAACTATTCGCACCTGATGTTATCC
CTTGCACCATTTCTGCCGCTGTATCGTGTCGGCGGCTTGTTGACCGCCCTCAGCCAGCAA
GCAGCATGCCGCCGGTGCAGCAGTATGTAAGGG

Alinhando as seqiéncias Forward e Reverse do controle positivo, foi obtida uma

seqliéncia de 329 pb, que segue:
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TTGGTCTACATGTTGATGATGCCAGGGGCTGGGCACCTGGGCTGTGCTGAAGGCGA
TATCGATGCAGGCGTGAGTGTGAGGATAGTTGTTAGCGCCGCGGGGTAGGGGCGTT
TTAGTGTGCATGTCATGGCCTTGAGGTGTCGGCGTGGTCAATGTGGCCGCACCTGAA
CAGGCACGTCCCCGTGCACGGTATAACTATTCGCACCTGATGTTATCCCTTGCACCA
TTTCTGCCGCTGGTATCGGTGTCGGCGGCTTGTTGACCGGCCCTCAGCCAGCAAGC
AGCATGCCGCCGGGTGCAGCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCATCG

Esta seqliéncia apresentou 100% de identidade com M. leprae no Blast-n

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cqgi), indicando que a técnica foi adequada aos

objetivos propostos.
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DISCUSSAO

A identificacdo pelo PRA das micobactérias isoladas em cultura, provenientes de
amostras de escarro de pacientes encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia do ILSL,
constituiu-se em importante recurso diagnéstico ao nivel de espécie. A técnica empregada
foi rapida, de facil execucgéo e aplicabilidade, diferentemente dos métodos convencionais,
que se baseiam nas caracteristicas bioquimicas dos isolados e despedem muito tempo
para a sua realizacao.

Por outro lado, ndo podemos recomendar sua utilizacdo para as amostras de
tecidos de hamsters e tatus, pois, no modelo experimental utilizado, a PCR para hsp65
resultou em bandas fracamente visiveis, embora compativeis com o tamanho esperado
(439 pb). Apos a restricdo enzimatica dos produtos amplificados, ndo foram observados
os fragmentos de restrigdo em nenhuma amostra, provavelmente devido a concentracao
insuficiente do produto amplificado. Em conseqiiéncia, ndo ocorrendo amplificacéo
suficiente a partir de DNA de um animal experimentalmente infectado, deduz-se pelo ndo
funcionamento do protocolo para um animal selvagem paucibacilar.

Em relagédo ao nivel de sensibilidade das técnicas empregadas para diagnostico
de micobactérias em tecidos de hamsters, evidenciou-se em ordem decrescente, a PCR
para hsp65, a cultura em LJ e a baciloscopia semi-quantitativa. Os métodos de extragcéo
de DNA tecidual, por sua vez, proporcionaram bons resultados com DNA de alto peso
molecular menos degradado através de extragéo fendlica ap6s criofratura e digestdo com
proteinase-K (protocolo n® 1). Ja o protocolo de extragdo com NaCl 5M, forneceu DNA
extremamente degradado, levando -nos a optar pelo protocolo n° 3 devido ao fato de que
as lavagens com TE antes da digestdo com Proteinase-K ajudaram a retirar parte do
sangue dos tecidos, especificamente da hemoglobina considerada um inibidor da PCR.

Em base destes resultados, decidiu-se aplicar o protocolo de extragédo fendlica
com pré-tratamento (protocolo n° 3) e padronizar uma reagdo de PCR com primer
especifico de M. leprae para a amplificacédo direta a partir do DNA tecidual, bem como o
PRA nas demais micobactérias que fossem isoladas.

Contudo, com a finalidade de escolher um método de PCR de alta especificidade
para M. leprae, foram testados primers de RLEP utilizando-se como controle positivo,
DNA de D. novemcinctus experimentalmente infectado com suspensao de M. leprae. Nao
sdo todos os tatus infectados experimentalmente que apresentam a hanseniase, mas
quando a desenvolvem, apresentam grande quantidade de bacilos em figado, bago e

linfonodos, adrenais, pele e pulmdes e poucos em orelha e testiculos (Rosa et al., 2005).
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Foram testados trés métodos de PCR para RLEP de M. leprae, porém,
diferentemente de Kang e colaboradores (2003), na TD-PCR foram obtidos fragmentos do
tamanho esperado (129 pb), tanto para o tatu experimentalmente infectado (controle
positivo), como para as outras micobactérias (M. smegmatis MC? 155 e M. avium), fato
que demonstrou a inespecificidade dos primers.

A reagdo de Nested-PCR (DONOGHUE et al.,, 2001) também se mostrou
inespecifica, ja que foram amplificados fragmentos de mesmo peso molecular ndo s6 em
controle positivo e em tatus selvagens, mas também em controles de especificidade, M.
smegmatis MC?155 e M. avium. Contudo, utilizando-se outro par de primers para RLEP
de M. leprae que amplifica um fragmento de 372 pb (WOODS & COLE, 1989;
GROSSKINSKY et al.,, 1989; SANTOS et al.,, 1993), a reacdo mostrou-se especifica,
visualizando-se banda com peso molecular esperado somente no controle positivo, mas
ndo em M. avium, M. smegmatis MC? 155 e em tecidos de hamsters inoculados com M.
avium, comprovando-se assim a especificidade dos primers e da reago.

A fim de se estabelecer o limite de deteccdo de reacdo da PCR para RLEP
(fragmento de 372 pb), o DNA total extraido do controle positivo foi quantificado em 5
ng/ul e, a seguir, foram feitas diluicbes sucessivas para servir de molde para a PCR. O
limite de detecgéo da reacéo foi estabelecido em até 500 fg/ul de DNA total. A partir deste
momento, terminada a padronizagdo da metodologia, foi iniciada a pesquisa em tatus
selvagens.

A necropsia, os quatro animais apresentavam lesdes compativeis com
gastrenterites hemorragicas, com presenga de nematdides. Havia também o
comprometimento de 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear e pequenos noédulos
pulmonares. Nestes animais foi diagnosticada a Paracoccidioidomicose (RICHINI-
PEREIRA — comunicagéo pessoal).

Tanto na baciloscopia semi-quantitativa, como na cultura em LJ, ndo foram
observados BAAR nos tatus selvagens. Também, pela PCR simples para RLEP de M.
leprae, das 50 amostras testadas, nenhuma proveniente de érgéos internos apresentou
bandas do tamanho esperado. Das amostras provenientes de fezes, duas apresentaram

bandas fracamente visiveis de 372 pb.

Richini-Pereira, V.; Bagagli, E. — comunicag&o pessoal
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A fim de verificar se estas bandas eram realmente relativas as seqiéncias
repetitivas de M. leprae, foi realizada uma contra-prova para uma PCR simples para
hsp65, presente em todas as micobactérias. Nao foi visualizada a banda de 439 pb nas
amostras de tatus selvagens, porém foi identificada no tatu inoculado com M. leprae.

O sequenciamento destas amostras selvagens também nao foi compativel com o
M. leprae. O controle positivo, entretanto, apresentou 100% de identidade com M. leprae.
Ao analisar estes resultados, foi observado que a técnica empregada funcionou
perfeitamente para o controle positivo, ou seja, para o tatu inoculado com M. leprae.
Entretanto, com base na metodologia, ndo foi identificado nenhum tatu ou outro animal
selvagem portador do bacilo.

Neste trabalho, em que foram testados 21 tatus e 10 animais de outras espécies
(quatis, gambas, ourico, méao-pelada, prea, furdo, cachorro-do-mato) da regido Centro-
Oeste do Estado de Sao Paulo, nao foi detectado o agente causador da hanseniase, com
excegdo de duas amostras de fezes de tatus D. novemcinctus, que foram positivas para
RLEP (banda de 372 pb). Entretanto, o achado de amostras de DNA positivas nas fezes
nao indica a presencga de bacilos viaveis. Pode-se concluir dois fatos: primeiro que se os
bacilos nas fezes forem mesmo M. leprae viaveis, pode-se sugerir que o tatu apresenta
um papel importante como reservatério da hansenise. Por outro lado, a presenga de
bacilos n&o viaveis indica que, em algum momento, este animal teve contato com alguma
fonte ambiental de bacilos, o que pode mostrar a distribuigdo espacial da doencga, sendo o
tatu um indicador bioldgico da presenga de bacilos no ambiente.

Modos de transmissdo envolvendo reservatorios n&o-humanos tém sido
sugeridos. Sabe-se que bacilos viaveis podem sobreviver em secregcdes nasais secas por
até sete dias e por até 46 dias em solo (Browne, 1994). Além do solo (CHAKRABARTY et
al., 2001; KAZDA et al., 1986), ja foi sugerida a participagdo de agua (MATSUOKA et al.,
1999), vegetagédo (KAZDA et al., 1990) animais (incluindo tatus, macacos mangabeys e
chimpanzés) (MEYERS et al., 1992; WALSH et al., 1988) e artropodes (pulgas, besouros,
mosquitos e moscas) (BLAKE et al., 1987) na cadeia epidemiologica da hanseniase. No
entanto, acredita-se que o homem seja o hospedeiro e reservatério do M. leprae e que a
PQT eliminara definitivamente a doenca.

Sob o ponto de vista de Saude Publica, o achado de amostras positivas para M.
leprae em tatus selvagens deveria ser olhado com cuidado, e estudos posteriores de
rastreamento deveriam ser realizados para verificar se o microrganismo do tatu é o

mesmo do homem, e assim, comprovar o processo de transmissao.
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Admite-se que o contagio ocorra através do contato freqiiente e constante com o
paciente hanseniano multibacilar (virchowianos e dimorfos), que elimina o bacilo para o
meio exterior, podendo transmitir a doenga para pessoas susceptiveis. As vias aéreas
superiores e o trato respiratorio sdo considerados as mais provaveis portas de entrada no
organismo passivel de ser infectado, a partir de contato direto, freqliente e constante com
a pessoa doente nao tratada.

Nos Estados Unidos, a hanseniase ocorre em humanos residentes nas areas da
costa do Golfo do Texas, sudeste da Louisiana e Califérnia (Enna et al., 1978, Lane et al.
2006) e a distribuicdo de tatus naturalmente infectados & paralela a essa distribuigdo
populacional. Os fatores que poderiam contribuir para a introducdo e perpetuacao da
hanseniase em populag¢des séo dificeis de se determinar. Tatus ndo s&do domesticados,
dificultando o contato com as populacées de doentes. Entretanto, na era pré-sulfona,
pacientes multibacilares com doencga avangada viviam principalmente em areas rurais,
onde tatus naturalmente infectados foram identificados posteriormente, o que sugere que
os tatus estao envolvidos na cadeia epidemioloégica da doencga naquela regiéo.

Na Louisiana, Walsh e colaboradores, em 1975, relataram a presenca de sete
tatus com lesbes disseminadas em pele, nervos, bago, figado e linfonodos, com
prevaléncia de 10%. A pesquisa microbiolégica demonstrou a presenca de BAAR néao
cultivaveis em meio LJ e Middlebrook 7H10, e foram suspeitos de ser M. leprae. Apo6s
este primeiro relato, em 49 tatus capturados no mesmo Estado foi diagnosticada doenca
semelhante a hanseniase. Os exames histopatolégicos e microbiolégicos revelaram
lesdes idénticas as da hanseniase experimental lepromatosa em tatus, e foram
caracterizados por infiltrados histiocitarios contendo grande numero de BAAR
intracelulares, muitos em globias classicas (WALSH et al., 1977). Em 41 tatus da
Louisiana com infecgdo natural semelhante a hanseniase, foram conduzidos estudos
histopatolégicos e microbioldgicos. As culturas para micobactérias de linfonodos e bago
foram negativas para 24 de 32 tatus, tendo sido cultivados M. avium e M. intracellulare
nos demais oito animais. Os 24 tatus foram, assim, suspeitos de estarem infectados pelo
M. leprae (BINFORD et al., 1977).

Outras micobactérias foram isoladas em cultura a partir de tecidos de 6rgaos de
tatus selvagens e de tatus experimentalmente inoculados por M. leprae. Estas foram
denominadas micobactérias derivadas de tatus (“armadillo-derived mycobacteria” ou
ADMs).

Posteriormente, Smith e colaboradores pesquisaram a enfermidade em tatus
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selvagens na Louisiana e Texas (SMITH et al., 1978 e 1983, respectivamente). De 20
tatus capturados na Louisiana, dois apresentaram doenga semelhante a hanseniase, que
foi indistinguivel da doenca experimentalmente produzida pela inoculagdo com M. leprae
(BINFORD et al., 1976), sendo a doenga similar a descrita por Walsh em 1975.

Através do mapeamento geografico da regido do Texas e Louisiana, Folse e Smith
(1983) detectaram 4,66% de 451 tatus infectados na Costa do Golfo do Texas. Os
animais foram primeiramente submetidos a triagem através de exame fisico, biopsia de
orelhna e histopatologia. Os tatus suspeitos foram eutanasiados e necropsiados.
Fragmentos de figado, baco e linfonodos foram semeados em meios de cultura para
micobactérias e estudados histopatologicamente. As taxas de prevaléncia locais variaram
de 1% a 15,4%.

Posteriormente, Truman e colaboradores (1990) diagnosticaram 2,7% de
positividade em 216 tatus da Louisiana. Job e colaboradores (1986) encontraram 2%
infectados de 494 tatus. Em 1991, os mesmos autores encontraram taxas de positividade
variaveis de 3% a 53,3% de um total de 39 tatus na Louisiana. Neste Gltimo trabalho, os
resultados da prevaléncia de infecgdo natural diferiram significativamente, de acordo com
0 método diagnostico empregado. A andlise histopatologica das orelhas revelou 3% de
infeccdo nos animais; a pesquisa de anticorpos e de granulomas em linfonodos inguinais
revelou 6,7% dos animais com doenca disseminada avangada; os achados de necrépsia
demonstraram 13,3% de infeccdo e a PCR dos linfonodos inguinais indicou 53,3%,
portanto, este foi considerado o método mais sensivel.

Desde a descoberta do glicolipidio fenélico-I (PGL-1), um antigeno especifico do M.
leprae (HUNTER & BRENNAN, 1981), a presenca de anticorpos IgM anti-PGL-l em
pacientes hansenianos e seus contatos tem sido relatada (BUCHANAN &
DISSANAYAKE, 1983; DOUGLAS et al., 1987).

Truman e colaboradores (1986) detectaram anticorpos especificos anti-PGL-l em
20% dos soros de tatus capturados oito anos antes dos estudos de hanseniase
experimental. Estudos da prevaléncia de anticorpos IgM anti-PGL-I em 216 tatus
selvagens da Louisiana, resultaram em taxas de prevaléncia de 7,5% de 77
(STALLKNECHT et al., 1987) e 16% de 565 animais examinados (TRUMAN et al., 1991).

Os estudos de sorologia realizados nos Estados do Texas e Louisiana
demonstraram que, ainda que os tatus selvagens daquelas regides tenham apresentado
taxas elevadas de anticorpos, ainda foi baixa a prevaléncia da doenga em humanos.

Outros grupos de pesquisadores (KIRCHHEIMER & SANCHES, 1978;
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KIRCHHEIMER, 1979; HOWERTH et al., 1990) ndo confirmam os achados de tatus
naturalmente infectados e relatam que os tatus selvagens ndo possuem o M. leprae.

No Centro de Pesquisa de Carville, Louisiana, Kirchheimer e colaboradores
iniciaram as pesquisas de hanseniase em tatus selvagens quando o Dr. Sohan L. Issar
informou o corpo cientifico local que havia conseguido reproduzir um quadro de
micobacteriose generalizada em um tatu ndo infectado experimentalmente. A partir dai,
comecgaram a investigar as possiveis origens de infeccdo destes animais, e publicaram
varias pesquisas com resultados negativos para doenca semelhante a hanseniase em
diferentes areas geograficas dos Estados Unidos. Entre janeiro de 1974 a dezembro de
1977, nenhum de 373 tatus apresentou sinal clinico ou histopatolégico, sendo 288
animais provenientes da Louisiana, 78 da Florida e 14 do Texas (KIRCHHEIMER et
al.,1979).

No periodo de janeiro de 1974 a junho de 1978, ja haviam sido examinados 396
tatus selvagens, onde 306 eram da Louisiana e o restante da Florida e Texas. Apenas um
animal (0,3%) apresentou sinais clinicos de micobacteriose generalizada, que foi
confirmada histopatologicamente (KIRCHHEIMER, 1979).

Na regido sudeste dos Estados Unidos, que compreende Alabama, Arkansas,
Flérida, Georgia e Mississipi, nao foram encontrados tatus naturalmente infectados por M.
leprae. Na Flérida, também n&o houve evidéncias de doenca em 800 tatus examinados
(Walsh et al., 1977; Kirchheimer & Sanches, 1978). Howerth e colaboradores, em 1990,
examinaram microscopicamente fragmentos de orelhas de 853 tatus da regido, e todos
foram negativos para o microrganismo e para lesdes compativeis com hanseniase.

Dhople e colaboradores (1986) relatam que “contrariamente aos achados em tatus
da Louisiana e Texas, os da Florida séo livres de infecgdo semelhante a hanseniase
natural”. Os autores ndo identificaram o bacilo de Hansen em animais inoculados com
bidpsia de paciente e de tatus, mas conseguiram o isolamento em cultura de M.
gordonae, M. intracellulare e M. scrofulaceum, a partir de seis amostras de tecidos em 77
tatus, dentre fragmentos de orelha, mucosa nasal, sangue, figado e bago.

Experimentalmente, ndo sdo todos os animais que sido susceptiveis a infecgédo por
M. leprae, pois alguns ndo desenvolvem a doenga, mesmo quando inoculados com
elevada carga bacilar. No entanto, admite-se que os tatus apresentem um status imune
semelhante ao de alguns pacientes em que a doenga é autolimitada, mas que
permanecem com titulo de anticorpos (ROSA et al., 2005).

N&o se sabe se os tatus dessas regides apresentam as duas formas de doenca.
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Os estudos da presenca de anticorpos sugerem que pode ocorrer a apenas a forma
tuberculéide, pois a forma virchowiana o condicionaria a ficar na toca. Neste caso, seria
necessario fazer uma busca ativa de animais mortos, objetivando-se esse esclarecimento.

Em Corrientes, Argentina, ZUMARRAGA e colaboradores, em 2001, utilizaram o
PRA em amostras de DNA extraido de bacgo, figado e linfonodo popliteo de um tatu
selvagem, e os resultados foram comparados a amostras de trés lepromas humanos. Os
autores sugerem a existéncia de infeccdo natural neste tatu D. novemcinctus em uma
area endémica para hanseniase humana.

No Brasil, Deps e colaboradores (2002) avaliaram 14 tatus D. novemcinctus em
uma area rural de elevada endemicidade do Estado do Espirito Santo. Nenhum dos
animais estudados apresentou lesbes macroscépicas sugestivas de hanseniase.
Entretanto, testes de hibridizagdo de DNA com primers especificos para M. leprae, a partir
de amostras do sangue de cinco animais foram positivos. A autora sugere que o tatu
selvagem pode ser considerado um reservatério natural de M. leprae.

O achado de tatus selvagens naturalmente infectados pelo M. leprae na Louisiana,
que albergam o SNP tipo 3, da América e Norte da Africa, indica que esses animais foram
contaminados por fontes humanas (MONOT et al., 2005).

Os possiveis achados de M. leprae em tatus selvagens seriam importantes para a
tipagem molecular do bacilo, para o estudo da distribuicdo global e geografica de
diferentes clones de M. leprae, explorando correlagdes entre gendtipos do microrganismo
e a incidéncia de taxas de hanseniase, bem como dos tipos de manifestacdes da doenca.

Embora estes resultados ndo sejam definitivos, o risco de adquirir hanseniase de
tatus nesta regiado, provavelmente, é baixo com base nas pequenas taxas de prevaléncia
da doenca nesta area e nos resultados negativos para M. leprae nos animais.

Os resultados positivos da PCR para RLEP de M. leprae nas amostras das fezes
dos dois tatus selvagens, somados a todos os demais, que foram negativos, sugerem que
ha um indicativo de que o tatu pode apresentar um papel na cadeia epidemiolégica da
doenca. Este € um estudo indicativo, que necessita de confirmacao, através de pesquisas
mais aprofundadas, como o teste de hibridacdo do DNA com sonda interna para RLEP,
apos transferéncia para membrana, ou mesmo o teste de ELISA para detecgdo de
anticorpos anti-PGL-I. Existe a possibilidade de que os produtos amplificados a partir das
amostras de fezes dos tatus selvagens sejam bandas inespecificas, por néo se tratarem
de amostras de DNA purificado de M. leprae. Mas, como as bandas de 372 pb s&o mais

fortes, ha grande chance de que seja o produto certo. Ainda que os testes posteriores de
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hibridacdo comprovem que o DNA presente nas fezes é realmente do M. leprae, sera

necessario verificar se os bacilos estdo viaveis ap6s a passagem pelo sistema digestivo.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se inferir que os tatus da

regido Centro-Oeste paulista podem apresentar um papel de reservatorio na cadeia

epidemiologica da hanseniase.

CONCLUSOES:

Com base na metodologia empregada, ndo recomendamos a aplicagdo do PRA
para amostras de tecidos - somente para tipificacdo de micobactérias previamente
isoladas em cultura.

O modelo experimental proposto para a infecgdo precoce por M. avium foi util e
adequado para os fins de padronizacado das metodologias.

Nao foram detectadas micobactérias cultivaveis a partir de tecidos de tatus
selvagens.

Com base na metodologia empregada, os outros animais selvagens (quatis,
gambas, ourico, méaos-pelada, preas, furbes e cachorros-do-mato) da regido
Centro-Oeste do Estado de Sao Paulo parecem nao apresentar infecgdo natural
por M. leprae.

Os resultados preliminares deste estudo sugerem que existe um indicativo de que
os tatus selvagens podem apresentar papel de reservatério de M. leprae na cadeia

epidemiol6gica da doenca, na regido estudada.
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RESUMO

A hanseniase é, ainda hoje, um problema global de saude publica. O Brasil e a
india sdo os paises com maior prevaléncia da doenca. A existéncia de tatus Dasypus
novemcinctus naturalmente infectados por Mycobacterium leprae foi relatada nos Estados
Unidos, México, Argentina e no Brasil, no Estado do Espirito Santo. Micobactérias
potencialmente patogénicas e algumas ambientais ja foram isoladas destes animais. A
identificacdo do bacilo €& dificultada, particularmente pela sua incapacidade de
crescimento in vitro. Portanto, o uso de ferramentas moleculares representa uma
alternativa mais rapida e sensivel para diagnéstico de micobacterioses. Neste trabalho
foram feitas baciloscopia, cultura e PCR com primers especificos para seqiiéncias
repetitivas de M. leprae, a partir de DNA extraido de amostras de figado, baco, linfonodos
e pele de 21 tatus D. novemcinctus, Euphractus sexcintus e Cabassous tatouay
provenientes da regido Centro-Oeste do Estado de SP, dos quais 17 eram provenientes
do Banco de DNA do Laboratério de Biologia de Fungos do Departamento de
Microbiologia e Imunologia - IBB. Para a padronizagdo da metodologia foram utilizados
hamsters experimentalmente infectados por M. avium e o modelo experimental para
hanseniase (D. novemcinctus) do Biotério de Experimentagdo Animal do Instituto Lauro
de Souza Lima, Bauru-SP. Com exceg¢do de dois tatus, cujas amostras fezes foram
positivas pela PCR, nenhum tatu selvagem apresentou infecgdo natural por
micobactérias. Somente o tatu inoculado com bidpsia de paciente virchowiano foi positivo,
tanto na PCR, quanto no seqiienciamento gendémico, que revelou 100% de identidade
com o M. leprae. Os resultados preliminares deste estudo, com base na metodologia
empregada, sugerem que existe um indicativo de que os tatus selvagens podem
apresentar papel de reservatério de M. leprae na cadeia epidemiologica da doenga, na

regido estudada.

Palavras-chave: Dasypus novemcinctus, Euphractes sp., Cabassous sp., Mycobacterium

leprae, PCR, tatus selvagens.
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ABSTRACT

Leprosy is still a worldwide public health problem. Brazil, in addition to India, show
the highest prevalence rates of the disease. Natural infection of armadillos Dasypus
novemcinctus with Mycobacterium leprae has been reported in the United States, Mexico,
Argentina and Brazil, in the State of Espirito Santo. Potentially pathogenic and ambiental
mycobacteria have been isolated from these animals. Identification of bacilli is difficult,
particularly because its inability to grow in vitro. The use of molecular tools represent a fast
and sensitive alternative method for diagnosis of mycobacteriosis. In the present study, the
diagnostic methods used were bacilloscopy, culture and PCR using specific primers for M.
leprae repetitive sequences. The PCR were performed using genomic DNA extracted from
liver, spleen, lymphnodes and skin of 21 D. novemcinctus, Euphractus sexcintus and
Cabassous tatouay armadillos from the Middle Western region of the State of Sdo Paulo.
From those, 17 samples were taken from the DNA Bank of the Fungal Biology Laboratory
at Department of Microbiology and Immunology — IB - Botucatu, UNESP. Standardization
of the technique was done in M. avium experimentally infected hamsters and M. leprae
experimentally infected D. novemcinctus tissue from the Laboratory Animal House at
Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru-SP. No one of the wild armadillos showed natural
mycobacterial infection. Only the armadillo inoculated with material collected from
untreated multibacillary leprosy patient was PCR positive. The genomic sequencing
revealed 100% identity with M. leprae. According to these preliminary studies, based on
the methodology, we may conclude that wild armadillos seem play a role on epidemiology

of leprosy in the Middle Western region of the State of Sdo Paulo.

KEY-WORDS: Dasypus novemcinctus, Euphractes sp., Cabassous sp., Mycobacterium

leprae, PCR, wild armadillos.
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Anexo Ill: Arvore filogenética representativa das seqiiéncias de RLEP de tatu
experimentalmente infectado por M. leprae........cooviiiiiiiiiiiii i
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