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Resumen y Abstract \%

Resumen

La lepra es una enfermedad dermato-neuroldgica crénica, causada por Mycobacterium leprae, que en
Colombia causa cerca de 400 casos nuevos cada afio. La lepra se trata con una poliquimioterapia (PQT)
y su eficacia es establecida por el seguimiento de casos recurrentes de la enfermedad. Debido a que la
recurrencia no puede ser diferenciada en recaida o reinfeccién clinicamente, en el presente estudio,
usamos técnicas de secuenciacion total de ADN (genoma) y ARN (transcriptoma), con el fin de conocer
algunas caracteristicas gendmicas y transcriptomicas de cepas de M. leprae asociadas con multiples
episodios de lepra post-PQT en Colombia.

A partir de biopsias provenientes del diagnéstico inicial y durante la recurrencia de la enfermedad, se
aislé ADN y se realiz6 la secuenciacion total de genomas de M. leprae causantes de cada evento y se
analizaron in silico los conjuntos de secuencias resultantes. Los andlisis de genémica comparativa de
las cepas de M. leprae causantes de eventos recurrentes permitieron establecer tres hallazgos
importantes: i) encontrar ciertas caracteristicas gendmicas que podrian diferenciar una recaida de una
recaida y reinfeccion, ii) la relaciéon genética entre cepas colombianas y cepas antiguas y modernas ,
ademas de cepas aisladas en otros hospederos, como el armadillo de nueve bandas y ardillas de cola
roja y iii) establecer posibles efectos de las mutaciones identificadas en los genomas analizados.

Por otra parte, también se pudo establecer la capacidad infectiva de cepas de M. leprae relacionadas con
un evento inicial en comparacién con cepas asociadas a eventos recurrentes en un modelo in vitro de
infeccion de células de Schwann. Se pudo observar que la entrada inicial de M. leprae a las células de
Schwann no depende de las caracteristicas inherentes de las cepas (vivas o muertas, de pacientes de
eventos recurrentes o nuevos) ni de la carga bacteriana usada para la infeccién; pero la capacidad de
infectar mas células a través del tiempo si depende de la viabilidad del bacilo.

Los andlisis transcripcionales muestran la actividad de genes involucrados en la virulencia y
supervivencia, ademas de los genes codificantes de proteinas de choque térmico, los cuales favorecen
la supervivencia de M. leprae en condiciones de estrés o durante el cultivo in vitro. Como un marcador
de patogenicidad, mediante qPCR, se evaluaron los niveles de expresion de siete genes implicados en la
sintesis de PGL-1 durante la infeccién de células de Schwann. Los resultados mostraron una expresion
diferencial de ciertos genes que se sugieren una capacidad metabolica disminuida en el caso de M.
leprae provenientes de pacientes con recaida.

Palabras clave: Mycobacterium leprae, células de Schwann, genotipo, recaida, reinfecciéon
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Abstract

Study of Colombian strains of Mycobacterium leprae causing
multiple symptomatic episodes of post-polychemotherapy leprosy

Leprosy is a chronic dermato-neurological disease caused by Mycobacterium leprae, which in
Colombia causes about 400 new cases each year. Leprosy is treated with multidrug therapy (MDT)
or polychemotherapy (PQT), and its efficacy is established by monitoring recurrent cases of the
disease. Because recurrence cannot be clinically differentiated into relapse or reinfection, in the
present study, we used total DNA (genome) and RNA (transcriptome) sequencing technique, in
order to know some genomic and transcriptomic characteristics of M. leprae strains associated
with multiple episodes of post-PQT leprosy in Colombia.

From biopsies of initial diagnosis and during disease recurrence, DNA was isolated, and total
genomes of M. leprae causing each event were sequence. The resulting sets of sequences were
analyzed in silico. The comparative genomic analyzes of the M. leprae strains causing recurrent
events allowed to us stablish three important findings: i) find certain genomic characteristics that
could differentiate between relapse and reinfection, ii) the genetic relationship between
Colombian strains and ancient, modern strains and strains isolated in other hosts, non-humans and
iii) establish possible effects of the mutations identified in the genomes analyzed. An in vitro model
of Schwann cell infection could establish the infective capacity of M. leprae strains from initial
events compared to strains associated with recurrent events. It could be observed that the initial
entry of M. leprae into Schwann cells does not depend on the inherent characteristics of the strains
of patients with recurrent or new events or the bacterial load used for infection; but the ability to
infect more cells over time depends on the genomic or metabolic characteristics of the bacillus.

Transcriptional analyzes show the activity of genes involved in survival, in addition to genes
encoding heat shock proteins, which favor the survival of M. leprae under stress conditions or
during in vitro culture. As a marker of pathogenicity, by means of qPCR, the expression levels of
seven genes involved in the synthesis of PGL-1 during the infection of Schwann cells were
evaluated. The results showed a differential expression of certain genes that suggest a decreased
metabolic capacity in the case of M. leprae from patients with relapse.

Keywords: Mycobacterium leprae, Schwann cells, genotype, relapse, reinfection
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Introduccion

La lepra es una de las principales causas de neuropatias periféricas no traumaticas en el mundo
[1]. Hasta 2008, Mycobacterium leprae fue considerado como el Unico agente causal de la lepra,
cuando se descubrié una especie llamada Mycobacterium lepromatosis, como causante de casos de
lepra lepromatosa dimorfa (LLD) [2]. La poli-quimioterapia (PQT) para el tratamiento de la lepra
utiliza diferentes combinaciones de antibioticos, diferentes dosis y tiempo de administracién, que
se prescriben segun la clasificacion clinica de la enfermedad [3]. Gracias a estos esquemas, en los
ultimos 60 afios se ha reducido de forma drastica la carga mundial de esta patologia; sin embargo,
el tratamiento requiere varios meses para completarse y no revierte el dafio nervioso [4]. A pesar
de la PQT, la lepra sigue siendo un problema de salud publica en América del Sur, Africa, Sur y
Sudeste de Asia y Micronesia, donde se reportan mas de 200.000 casos nuevos de lepra cada afio
[5]. En Colombia, segtin datos publicados por el Instituto Nacional de Salud (INS) se han reportado
anualmente en promedio 400 casos nuevos en los ultimos 10 afios, de los cuales el 7% ocurre en
nifos y el 36% presentaron algiin grado de discapacidad al momento del diagnéstico [6]. Debido a
un periodo de incubacién extremadamente largo y a la falta de un diagnoéstico temprano, la mayoria
de los pacientes con lepra presentan clinicamente alguna forma de neuropatia al momento de ser
diagnosticados [7,8].

M. leprae es un bacilo recto o ligeramente curvo, con extremos redondeados, que mide entre 1-8
um de longitud por 0,2-0,5 pm de didmetro, inmévil y no formador de esporas, que se dispone
individualmente o en paquetes globulares llamados globias [1,2]. M. leprae se divide por fisién
binaria, posee un tiempo de generacién que oscila entre 12 y 14 dias considerandose de muy lento
crecimiento. M. leprae no es cultivable en medios artificiales, por lo que su multiplicacién se ha
restringido a modelos animales, especialmente en las almohadillas plantares de ratones [9]. Por
otra parte, el armadillo de nueve bandas Dasypus novemcintus, la ardilla de cola roja y primates no
humanos, se han reportado como especies de vida silvestre que sirven de reservorio para el bacilo
de la lepra [10-12]. Por todo ello, se ha dificultado realizar experimentacién que responda a
preguntas acerca la genética, metabolismo, patogenicidad y sensibilidad a antimicrobianos de M.
leprae [4].

Aunque el mecanismo de transmisién del bacilo no se ha dilucidado completamente, se cree que el
tracto respiratorio proporciona uno de sus puntos de entrada para el bacilo, ya que la exposicién a
secreciones nasales y lesiones abiertas de pacientes con la enfermedad y sin tratamiento, favorece
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alargo plazo, la absorcion de M. leprae a través de la mucosa nasal [13-16]. La transmisién depende
de la capacidad infecciosa de los casos fuente y de la susceptibilidad del individuo sano, siendo esta
ultima modulada por la inmunidad del paciente [15,16].

I.I. Genoma de Mycobacterium leprae

A partir de lesiones cutaneas de un paciente con lepra proveniente de Tamil Nadu, India, se aislo
M. leprae (cepa TN), del que a partir de su material genético se determiné su genoma y se publico
en en el 2001; encontrando un tamafio de 3.268.203 pb y un contenido de G+C del 57,8% [17]. A
partir de su andlisis se conoci6 que solo el 49,5% (1.614 genes) del genoma de M. leprae TN esta
constituido por genes que codifican proteinas y un 41% (1.310) son pseudogenes reconocibles,
marcos de lectura inactivos que tienen homologos funcionales en M. tuberculosis [18,19]. E1 9,4%
restante del genoma no parece ser codificante o puede corresponder a secuencias reguladoras o
restos de genes que no pueden ser reconocidos por la gran cantidad de mutaciones ocurridas [18].
Esta pérdida masiva de genes dejé a M. leprae con menos del 50% de genes codificantes a diferencia
de M. tuberculosis en el que mas del 90% de su genoma posee genes funcionales [18].

Tanto el nimero como la proporcién de pseudogenes en el genoma de M. leprae, son excepcionales
al comparar con géneros de otras células procariotas [20,21]. Dentro de las caracteristicas
encontradas en los pseudogenes de M. leprae, se tiene que un 82,3% de su secuencia conserva las
caracteristicas de un gen funcional, por lo que muchos de estos marcos de lectura truncados
podrian en principio ser transcritos y/o traducidos [22,23]. Caracteristicas importantes de los
pseudogenes en M. leprae es la transicion principalmente de C—T o G=A y la presencia de un gran
numero de codones de parada que van entre 1y 40 [23-25].

LLLL. Variacion gendmica entre cepas de M. leprae

Hasta la fecha cuatro cepas representativas de M. leprae: TN (India), Tahi-53 (Tailandia), NHDP-63
(EE. UU.) Y Br4923 (Brasil) han sido caracterizadas [26]. Las comparaciones gendmicas muestran
que los genomas de M. leprae tienen un 99,95% de identidad y que las diferencias en el tamafo del
genoma son menores del 0,05%, comprendiendo 289 SNPs (Single nucleotide polymorphisms, sigla
en inglés) sitios polimérficos que incluyen SNPs y pequenos eventos de InDels (Insertion-deletion
polymorphisms, sigla en inglés) [26,27].

La cepa Br4923, se seleccioné como una cepa de referencia debido su distancia geografica (Brasil)
con respecto a las demas cepas de M. leprae. El genoma de la cepa Br4923 contiene 3.268.071 pb,
que comparado con el de la cepa TN, muestra 141 pb menos, hecho que se atribuyé al mayor
numero de copias de repeticiones en bloque o VNTR (Variable Number of Tandem Repeats, sigla en
inglés) presentes en la cepa TN [26]. Estos dos genomas difieren en 241 SNP y 48 InDels, ademas
de la presencia del pseudogen ML0825c que se ha reportado en la cepa Tahi-53 (Tabla 1.1) [26,27].
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Tabla I.1. Caracteristicas generales de las cuatro cepas de referencia de M. leprae secuenciadas

Cepa
lj SNP Pseudogenes adicionales Método de Fuente/
(Tamaiio del L, L. .
subtypo (Funcion) secuenciacion origen
genoma en pb)
TN Paciente de
(India) 21 1A ABI Tamil Nadu,
(3,268,212 bp) India
. ML0472 - (No conocida) .
Thai-53 ) Paciente de
) ) 23 1A ML2472c - (TyrA) [llumina ) )
(Tailandia) Tailandia

ML2687c - (No conocida)

Paciente de

Texas
NHDP63 ML2472¢ - (TyrA) , o
65 31 . [llumina (sin historia de
(USA) ML2678c - (No conocida) . .
residencia en el
extranjero)
Br4923 .
. ML0825c - Paciente de
(Brasil) 65 4p ABI .
(Regulador ArsR) Brasil

(3,268,071 bp)
Tomado de Chavarro-Portillo y colaboradores, 2019 [24].

LLIL. Genoma de Mycobacterium lepromatosis

En el afio 2008, se identificé una nueva especie denominada M. lepromatosis, obtenida a partir de
una muestra de higado de un hombre mexicano que muri6 en Arizona con LLD [2] y desde su
descripcién se ha identificado en pacientes de México [28], Singapur [29] y Canada [30]. La
confirmacion de la identificacién de esta nueva especie se obtuvo a través del analisis de una
muestra de biopsia de un caso de LLD (Mx1-22A) de Monterrey, México descrito en 2011 [31]. La
secuenciacidn total del genoma mostr6é que M. lepromatosis posee un total de 3.206.741pb, con
1477 genes codificantes y 1334 pseudogenes [32].

La comparacién de las secuencias genémicas de M. lepromatosis y M. leprae, revel6 que los dos
genomas son notablemente similares en tamafo, organizacién y contenido de genes. E1 94% del
genoma de M. lepromatosis puede alinearse con el genoma de M. leprae TN y hay una colinealidad
y sintenia casi perfectas, con un 92% de los genes y pseudogenes compartidos.

M. lepromatosis tiene el 95% de las CDS (Conding sequence, sigla en inglés) presentes en M. leprae,
pero contiene 132 CDS presentes en M. leprae que se han pseudogenizado; ademas 26 pseudogenes
de M. leprae tienen una contraparte funcional en M. lepromatosis. En promedio el 93% de los CDS
comparten una identidad de secuencia de nucleétidos entre las dos especies, a diferencia de los
pseudogenes que es del 82% [32]. Un resumen de las caracteristicas de M. leprae y M. lepromatosis
se muestran en la tabla [.2. y se comparan con otras micobacterias patégenas cercanas.
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Tabla I.2. Principales caracteristicas de los genomas de M. leprae y M. lepromatosis y su
comparacion con otras micobacterias patégenas

M. M. M.
M. leprae i i i M. ulcerans
lepromatosis tuberculosis marinum
TN Agy99
Mx1-222 H37Rv M
Referencia [17] [32] [33] [34] [35]
Tamafio del
genoma (ADN 3.27 3.21 4.41 6.64 5.63
cromosomal Mb)
ADN
extracromosomal No No No pMM23 pMUMO001
(plasmidos)
Contenido G+C
57.79 57.89 65.6 66.08 65.73
(%)
Secuencias
codificante de 1614 1477 3998 5426 4288
proteinas (CDS)
Pseudogenes 1306 1334 30 57 771
Densidad de
2036 2171 1103 .. 1313
genes (bp/gene)
Longitud
promedio de los 1009 1044 1006 1097 961
genes (bp)
Porcentaje
codificante de 49.6 49 91.2 90 73.2
proteinas
tRNAs 45 45 45 46 45
Genes rRNA 3 3 3 3 3
Operon rRNA 1 1 1 1

La tabla se adapté al espafiol a partir de Singh y colaboradores, 2018 [36].

LLIII. Marcadores moleculares y epidemioldgicos de la lepra

Las micobacterias de lento crecimiento presentan una variabilidad genética muy baja y se
consideran genéticamente monomorficas o clonales [37]. Un andlisis realizado por Benjak A y
colaboradores en el 2018, mostré que M. leprae presenta una tasa de sustitucion menor a 7.8x10-°
por sitio en el genoma por afio, convirtiéndola en una de las bacterias mas conservadas [38]. Los
estudios de tipificacién molecular se basan en dos grupos de marcadores genéticos: Secuencias de
nucledtidos cortas ubicadas en una posicidn adyacente entre si en el cromosoma y que varian en el
numero de copias entre diferentes cepas bacterianas y se conocen VNTR y SNPs e InDel.

La comparaciéon de los genomas de cuatro cepas de M. leprae provenientes de India, Brasil,
Tailandia y Estados Unidos revelo 84 marcadores informativos, capaces de discriminar 4 tipos de
SNP en funcién de tres loci distintos y 16 subtipos de SNP de M. leprae (Figura 1.1.) [26,39]. El
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mapeo de estos polimorfismos en mas de 400 cepas provenientes de 28 paises, mostré que la
distribucién de los subtipos de SNP estaba correlacionada con el origen geografico de los pacientes
y que esta seria una herramienta solida para estudios filogeograficos y evolutivos [26].
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Figura I.1. Esquema de tipificaciéon de polimorfismos de un solo nucleétido para M. leprae.
Modificado y adaptado al espafol de [40]

Los polimorfismos VNTR son menos estables, debido a que surgen del deslizamiento de la
replicacién bacteriana [41]. Como los SNP son mucho mas estables y menos propensos a la
variacidn en intervalos cortos, esta tipificacién es una mejor aproximaciéon para evaluacidon de
transmision de largo alcance, como la difusién a nivel nacional, mundial o en periodos de tiempo
histdéricos [40]. Paralelamente, la secuenciacién total del genoma (WGS, por su sigla en ingles)
también fue reconocida como una poderosa herramienta para la genotipificacién, ya que permite
una resoluciéon mas profunda de la variabilidad genética general de cada cepa y proporciona datos
solidos para el andlisis de poblaciones [40,42].

LLIV. Filogeografia de M. leprae

El analisis inicial de los SNPs en M. leprae demostré que, a pesar del extenso deterioro del genoma,
estos son muy raros y se presentan aproximadamente cada 28 Kb, mostrando ser altamente
conservados, con < 300 SNPs entre cepas distantes y solo unos pocos entre cepas cercanas. Se han
definido cuatro tipos de SNPs (Ramas 1-4) y 16 subtipos de SNPs (A-P), y sus tipos se basan en el
estudio de 78 SNPs y 6 InDels [26]. De acuerdo a las ramas mencionadas anteriormente M. leprae
se clasifica por la comparacion total del genoma, reflejando una mayor complejidad [43]. La rama
mas ancestral, la rama 0 correspondiente parcialmente al subtipo 3K en el andlisis de SNPs que se
encuentra principalmente en Asia oriental (Jap6n, China, Nueva Caledonia). La rama 1
correspondiente al SNP tipo 1 se detecta principalmente en Asia meridional y oriental (Tailandia,
India y sur de Japén) (Figura 1.2.) [26,43,44].
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La rama 2 que incluye el SNP tipo 2, se encuentra en el cercano Oriente y el sur de Asia [26,38]; la
rama 3 correspondiente al subtipo 31 de SNP estd presente en América Latina, la que se ha
reportado en poblacién de armadillos de nueve bandas del sudoeste de Estados Unidos [45] con
posible transmisién zoondtica ocasional a humanos [46] y también se encuentra en otros
reservorios no humanos de M. leprae como la ardilla roja en Inglaterra [10]. Finalmente, la rama 4
correspondiente al SNP tipo 4, esta presente en Africa occidental y América del sur (Figura 1.2.)
[26,47].

Los analisis de SNPs y VNTR en cepas de M. leprae circulantes en Colombia que pertenecen a los
SNP tipos 1 a 4 [48,49], sugiriendo una gran diversidad en el origen de nuestras cepas. Cardona y
colaboradores publicaron la presencia de cepas de M. leprae SNP tipo 3, sugiriendo origen europeo,
y los SNP tipos 2 y 4 sugiriendo a su vez un origen africano [48]. Otro estudio de Torres-Avila y
colaboradores muestra la diversidad genotipica de las cepas colombianas al analizar los genotipos
VNTR, encontrado que habia 22 genotipos diferentes en 161 muestras analizadas [50].

Figura 1.2. Distribucion geografica de los diferentes tipos de SNPs de M. leprae. Los graficos
circulares se encuentran en el pais de origen de la muestra de M. leprae y estan codificados por colores
de acuerdo con el esquema para los 16 subtipos de SNP. La distribuciéon de colores en la muestra
corresponde al porcentaje de cada subtipo. Autoria propia.

LIL La lepra

La lepra, es una neuropatia desmielinizante generalizada que produce lesiones inflamatorias en la
piel y los nervios periféricos [51]. La lepra comprende un complejo espectro de manifestaciones
clinicas que van desde las formas localizadas imperceptibles para el paciente -lepra indeterminada-
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hasta las formas diseminadas con compromiso en los nervios periféricos, deformidad y
discapacidad. Las manifestaciones clinicas dependen de la reaccién inmunolégica especifica del
paciente frente al bacilo [52] y se clasifican en dos formas polares: la lepra lepromatosa (LL) y lepra
tuberculoide (LT) (Figura 1.2) [53].

Los pacientes con LL tienen una alta carga de bacilos en las muestras de biopsia de piel, ademas de
lesiones cutaneas generalizadas como en maculas, papulas, placas o nédulos, nervios periféricos
con anestesia que con el tiempo pueden desarrollar queratitis, uveitis, perdida de pelo de las cejas,
ulceracion de la nariz, destruccién 6sea, la piel engrosada y cerosa [53] debido a la infiltracién por
macrofagos, linfocitos y células plasmaticas (Figura 1.3) [54]. En el caso de pacientes con LT, se
observa una baja carga bacteriana en la muestra de biopsia de piel se puede presentar con una sola
lesion en piel con sefiales de anestesia, con dafio en nervios periféricos [53]. En algunos casos se ha
observado resolucién espontanea de la enfermedad tipo LT, la cual no se produce en pacientes con
LL [55].

LILIL Epidemiologia de la lepra

La prevalencia mundial de la leprae en el afio 2018 fue de 208.619 casos nuevos. La tendencia de
los ultimos 10 afios ha mostrado una lenta disminucién en la deteccién de casos nuevos a nivel
mundial, de 244.796 en el 2009 a 208.619 en 2018, para una tasa de deteccion de 2,74 casos por
100.000 habitantes. A escala mundial, el nimero de casos nuevos detectados, disminuyo en un 4%
(8501 casos) desde el afio 2017 [5,56].

La prevalencia de lepra mundial registrada a finales del 2017 era de 192 713 casos (0,25 / 10 000
habitantes), con un aumento de 20 765 casos mas que en 2016 [5]. En 2018 en la AFR (the African
Region, sigla en ingles) se reportaron 20.586 casos nuevos; en la AMR (the Americas Region, sigla
en ingles) 30.957 casos representando un aumento en 1.830 con respecto al 2017. En la EMR (the
Eastern Mediterranean Region, sigla en ingles) se notificaron 4.338 casos nuevos mostrando un
aumento de 775 casos con respecto al 2017. Para la SEAR (the South-East Asia Region, sigla en
ingles) se reportaron 148.496 casos nuevos y 4.193 casos en la WPR (the Western Pacific Region,
sigla en ingles). En los paises en la EUR (the European Region, sigla en ingles) se reportaron 50 casos
nuevos [5,56].

Los programas nacionales evalian el estado de discapacidad del paciente al momento del
diagndstico e informan el nimero de casos nuevos con algiin grado de discapacidad, lo que refleja
la deteccion temprana de casos. Indirectamente, también proporciona informacién sobre otros
factores que influyen en la deteccién de casos, como el conocimiento de la comunidad sobre la
lepra, la capacidad del personal de salud para reconocer los signos y sintomas tempranos y, en
cierta medida, la calidad de los servicios de lepra [5]. El nimero de casos con G2D (grade 2
disability, sigla en ingles) en el momento del diagnéstico refleja directamente la falta de deteccién
temprana de los casos; uno de los objetivos de le Estrategia Global de la lepra es, cero nuevos casos
infantiles con G2D [57].
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La clasificacién de discapacidad fue reportada por 141 paises en 2018. De estos, 60 paises
informaron 0 casos de G2D, 31 informaron 1-10 casos, 33 informaron de 11-100 casos y 14 paises
informaron de 101-1000 casos. Brasil notificé 2.109 casos, India 3.666 e indonesia 1.118 casos. A
nivel mundial, 11.323 nuevos casos de lepra se presentaron con G2D en el momento del diagndstico
en 2018 [56].

En las Américas, 24 de 35 paises reportan cada afio nuevos casos de la enfermedad [5]. Para el afio
2018 se reportaron 30.957 de casos nuevos; el 92,3% del total eran provenientes de Brasil [56]. En
Colombia entre los afios 2011 y 2018 se reportaron mas de 3.000 casos nuevos con un promedio
de entre 345 y 443 casos por afio y para el 2019 fueron de 388 casos nuevos [6]. Los Departamentos
con la deteccién mas alta de casos nuevos para el ano 2019 fueron Cesar, Huila, Norte de Santander
y Arauca; observado un especial aumento en Bogota D.C., Valle, Boyacj, Cesar y Casanare. Segtin la
clasificacién clinica al ingreso del paciente, en este periodo se reportaron un 62% de casos MB y
38% de PB, mientras que los casos nuevos con G2D y G1D (grade 1 disability, sigla en ingles) fueron
el 9,7% y el 26 % respectivamente, lo que evidencia un diagnostico tardio [58,59]. La clasificacién
del grado de discapacidad, consiste en una escala de tres puntos (0, 1, 2) e involucra el analisis de
incapacidad presentada en los ojos, las manos y los pies [60].

LILIL. Inmunologia de la lepra

La susceptibilidad frente a la lepra estd influenciada principalmente por factores como el
repertorio genético del hospedero. Después de los primeros signos de infeccién clinica, cada
paciente desarrolla una respuesta inmune adaptativa particular; por lo que la infeccién con M.
leprae desencadena un espectro diverso que cumple criterios clinicos, histopatolégicos e
inmunoldgicos. Las manifestaciones clinicas de la lepra se agrupan en cinco formas diferentes: el
polo tuberculoide (LT), borderline tuberculoide (BT), borderline boderline (BB), borderline
lepromatosa (BL) y el polo lepromatoso (LL) [53]. El espectro clinico estd determinado por el
equilibrio entre la reacciéon inmunoldgica especifica del individuo y el bacilo, mediado por la
inmunidad celular o la inmunidad humoral (Figura I.3).

El polo LT (de tipo PB, Paucibacilar), se caracteriza porque los pacientes tienen la capacidad de
desarrollar granuloma, contener la invasién bacteriana y tener una fuerte respuesta de células Th1,
las cuales producen interferén gamma, TNF, IL2, IL6 e IL12 en respuesta a la presencia de M. leprae.
En estos pacientes se activan macréfagos que eliminan o contienen el bacilo en granulomas,
focalizando la invasiéon bacteriana [61]. El extremo opuesto del espectro; LL (un tipo MB,
Multibacilar), se caracteriza la respuesta Th2 presente en el Polo LL, lo que permite una
proliferacion extensa del bacilo dentro y alrededor de los macréfagos y la produccién de citoquinas
IL-4, IL-5 e IL-10, aumentando la respuesta inmune de tipo humoral, restringiendo la eliminacién
o limitacién en el crecimiento bacteriano (Figura 1.3) [61,62]. TLR1 y TLR2 se expresan mas
fuertemente a nivel de las lesiones cutdneas de pacientes con LT [63]. Independiente del espectro
clinico, el dafio nervioso se manifiesta ampliamente en todos los grupos de pacientes con lepra
[64]; la mayoria de los casos de lepra dentro del espectro, presentan un equilibrio entre las
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respuesta inmune celular y humoral, lo que se conoce cominmente como pacientes borderline
[65].
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Figura 1.3. Espectro clinico e inmunoldgico de la lepra. Cada polo esta asociado con un perfil inmune
humoral o celular caracteristico. La respuesta mediada por células (Th1) en el polo TT y se caracteriza
por la eliminacién o contencién del bacilo en los granulomas, mientras que la respuesta humoral ineficaz
en el polo LL (Th2) permite la proliferaciéon de la micobacteria dentro y alrededor de los macréfagos.
Esquema modificado y adaptado al espafiol de Misch y colaboradores, 2010 [61] y Nunzi y Massone,
2012 [66].

LILIIIL Pared celular de M. leprae

Las especies del genero Mycobacterium pertenecen a la familia Mycobacteriaceae y son bacterias
Gram positivas y se caracterizan por tener una pared celular con una estructura compleja y tnica,
particularmente rica en lipidos 30 - 60% de su peso seco) [67]. Esta envoltura se organiza en tres
compartimentos superpuestos: i) membrana plasmatica, ii) esqueleto de la pared celular y iii)
capsula o pseudocapsula (Figura 1.4).

El tropismo tisular de un patégeno bacteriano esta determinado tanto por el hospedero como por
los componentes del patégeno bacteriano. En el caso de las micobacterias patogenas, se ha
propuesto que la pared celular bacteriana contiene la mayoria de los elementos asociados con su
patogénia [68]. El esqueleto de la pared celular de las micobacterias determina su forma y el
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tamafio de la micobacteria. Como en otras micobacterias, la pared celular de M. leprae esta
conformada por un esqueleto de peptidoglicano compuesto por N-acetilglucosamina y acido
muramico, que a su vez esta unido de forma covalente a una capa de arabinogalactano, cuyos
extremos distales estan esterificados con acidos grasos de alto peso molecular y forman una capa
interna moderadamente electrodensa [68].
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Figura 1.4. Esquema de la envoltura celular de M. leprae. Modificado de Chavarro-Portillo B y
colaboradores. [69]

Un tercer componente de la pared son los acidos micolicos, responsables de la baja permeabilidad
y fluidez de la envoltura celular y que ademas hacen parte de una capa media de la pared celular
que es electro-transparente [70]. La capa electro-transparente externa, compuesta, entre otros, por
glicolipidos extraibles como los de la familia de DIM (phthiocerol dimycocerosates, sigla en ingles) y
glicolipidos fendlicos que estdn presentes en las micobacterias de crecimiento lento (M.
tuberculosis, M. leprae, M. bovis, M. ulcerans, M. marinum, etc.) se conoce le permiten a las
micobacteras encontrar su nicho especifico (Figura [.4) [68,71]

LILIV. Glicolipido Fendlico-1 (PGL-1)

La consecuencia mas severa de la lepra es el dafio en los nervios periféricos que se presenta en
todas las formas clinicas de la enfermedad [72]. El dafio nervioso se deriva de la capacidad de M.
leprae para infectar las células gliales o células de Schwann del sistema nervioso periférico [73].
Las células de Schwann muestran una notable plasticidad y contribuyen a la capacidad de
regeneracion del sistema nervioso periférico incluso después de una lesién grave [74]. Entre las
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moléculas criticas para la patogénesis en lepra, se encuentra el PGL-1 (phenolic glycolipid 1, sigla
en ingles), uno de los componentes de la pared celular de M. leprae que corresponde a un antigeno
muy importante en la respuesta inmune humoral de los pacientes, pero irrelevante en la respuesta
celular que en definitiva controla la enfermedad [4,75,76].

El PGL-1, consiste en un ntcleo lipidico conformado por fenol- ptiocerol dimicoserosato
(conservado entre las especies del género Mycobacterium), que en M. leprae, presenta un
trisacarido terminal, 6 3,6-di-o-metil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3-di-o-metil-a-L-ramnopiranosil-
(1,2)-3-0-metil-a-L-ramnopiranosa (Figura 1.5.) altamente antigénico, Unico entre las micobacterias y
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Figura L5. Estructura molecular de PGL-1 en M. leprae. El trisacarido 3,6-di-o-metil-§3-D-
glucopiranosil-(1—-4)-2,3-di-o-metil-a-L-ramnopiranosil-(1,2)-3-o-metil-a-L-ramnopiranosa estd unido a
un anillo fenolico, que a su vez esta vinculado a uno de las tres moléculas de acido mycocerosico tetrametil-
ramificado [78].

En un estudio realizado por Diaz Acosta y colaboradores en el 2018, evaluaron la participacién de PGL-
1 en la interaccién de M. leprae con las células de Schwann mediante el uso de una cepa recombinante
de M. bovis disefiada para expresar PGL-1. Se encontré que PGL-1 es esencial para la adhesién e
internalizacién de M. leprae en las células de Schwann; mientras que otros glicolipidos fendlicos
presentes en otras micobacterias son incapaces de mediar la internalizacién bacteriana en estas células
[78].

LILV. El ingreso de M. leprae a la célula blanco y sus moléculas clave

Las células de Schwann son el objetivo especifico de la invasién por M. leprae; la colonizacion de la
fibra nerviosa produce pérdida de la sensibilidad, induce la desmielinizacién y pérdida de la
conductividad axonal [79], y como consecuencia se ven afectadas las tres funciones fisiolégicas de
los nervios: sensorial, motor y autondmica [74]. El tropismo de M. leprae hacia los nervios
periféricos se debe a su capacidad para invadir las células de Schwann mediante la unién del PGL-
1 presente en la superficie del bacilo, y la ML-LBP21 (laminin-binding protein, sigla en ingles) con
el dominio G de la cadena a2 de laminina-2 presente en la ldmina basal, que rodea la membrana de
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las células de Schwann [73,80]. Se sabe que el ingreso de M. leprae a la célula ocurre cuando el
complejo PGL-1-Laminina-2 interactia con el a-distroglicano, (receptor de la laminina-2), que se
encuentra en la membrana de las células de Schwann [73,80], la ML-LBP21 aumenta la avidez de
la unién desempefiando un papel secundario (Figura1.6) [73,81,82].
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Figura 1.6. Esquema de la interaccion de M. leprae con las células de Schwann en el nervio periférico.
Estructura del nervio periférico y de la unidad axén-célula de Schwann y sus moléculas clave. La interacciéon
especifica de M. leprae con los nervios periféricos; la ML-LBP21 (laminin-binding protein) y el PGL-1 (phenolic
glycolipid 1) de la pared celular de M. leprae se unen a la cadena a2 de la laminina-2 (LAMAZ2) y el a-distroglicano
en la membrana de las células de Schwann; esto permite la entrada y posterior dafio al nervio periférico. Autoria
propia.

LIL.VI. Mecanismo del dafio de los nervios periféricos por M. leprae
En la patogenia de la lepra, la lesion del nervio es una sucesién dindmica de procesos de adhesién,
inmunolégicos e inflamatorios que implican células endoteliales [4]. La primera fase, es la
localizacidén inicial de M. leprae en los vasos sanguineos y linfaticos epineurales, lo que puede
implicar sucesos de adhesion selectiva entre el endotelio y M. leprae (o fagocitos mononucleares
con M. leprae). La resultante acumulacion de bacilos dentro y alrededor de las células endoteliales,
aumenta la disponibilidad de bacilos y la probabilidad de su circulacién a través de los vasos
endoneurales que se ramifican en el epineuro (Figura 1.7) [4].

En la segunda fase, M. leprae entra en el endoneuro a través de los vasos sanguineos. La fuerte
invasion de las células endoteliales en el epineuro resulta en la liberacién de bacilos en los vasos
sanguineos, como consecuencia de la lesién o difusién de las células endoteliales. Esto lleva a la
presencia y una concentracién mayor de bacilos que circulan a través de los vasos endoneurales,
ya sea de forma continua o episddica. Eventos de adhesidn similares o idénticos a los que se dan en
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la primera fase, pueden mediar la entrada de bacilos en las células endoteliales endoneurales. Una
vez los bacilos pasan a través (o entre) las células endoteliales endoneurales, estan disponibles
para la fagocitosis por los macréfagos residentes y por las células de Schwann que no son fagocitos
profesionales (Figura 1.7) [4].
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Figura L.7. Proceso de infeccion del nervio periférico por M. leprae. Autoria propia

En este modelo se propone que no se difiere entre los tipos LL y TT en las dos primeras fases de la
invasion de los nervios periféricos no difieren entre los tipos de LL y TT. En ausencia de respuesta
inmune efectiva como en la LL, los bacilos proliferan dentro de los macréfagos y las células de
Schwann, resultando en la inflamacién y engrosamiento perineural, aumentando la carga
bacteriana en el epineuro y endoneuro. Si la inmunidad celular es eficaz y la hipersensibilidad
retardada se da como en la LT, se produce entonces una respuesta granulomatosa en los sitios de
invasion, produciendo la activacién de procesos inflamatorios (granuloma) que eliminan casi en su
totalidad los bacilos en el epi y perineuro. Sin embargo, los bacilos que hayan sido ingeridos por las
células de Schwann estan relativamente protegidos de la destruccién mediada por procesos
inmunoldgicos, por lo que son capaces de mantener una invasion persistente durante un tiempo
prolongado. Los nervios invadidos por el M. leprae presentan lesiones, lo que resulta en una funcién
nerviosa deteriorada [4].

LIIIL El problema de las recaidas causadas por el M. leprae

La adopcion de la PQT ayudo a reducir la carga de la lepra a nivel mundial [5]. Aunque se han
implementado varias estrategias en todo el mundo, que buscan el diagndstico rapido de la
enfermedad y disminuicién de la tasa de transmisién [83], se reportan cada afio miles de casos
nuevos, lo que indica transmisién activa [5]. Los procesos de vigilancia establecidos en cada pais
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han permitido identificar manifestaciones clinicas recurrentes después de la aplicacion de la PQT
[84], que se pueden deber a procesos de recaida o reinfeccion.

Entre los mecanismos establecidos en la literatura [85,86] como factores causantes de la
recurrencia de la lepra se encuentra:

i) Tratamiento inadecuado: relacionado con la incorrecta clasificacion de la enfermedad al
momento del diagnéstico, y conocido como error de clasificacién operacional, en la que los
pacientes con lepra MB (alta carga bacilar) se clasifican erréneamente como PB (baja carga bacilar).
Como consecuencia se presentan condiciones inadecuadas de tratamiento (dosis insuficientes)
produciendo recurrencia de la lepra en un corto periodo (<5 afios) después de la finalizacion del
tratamiento [85].

ii) Persistencia bacilar: Se puede presentar por el crecimiento de bacilos sobrevivientes en fase
latente dentro de las células hospederas, durante un periodo prolongado de tiempo (5 a 10 afios)
incluso cuando el diagnostico, el tratamiento y el nimero de dosis ha sido adecuado. Esta situacién
puede darse como resultado de una activacién del estado metaboélico de la micobacteria que se
encontraba metabdlicamente inactivo o por la persistencia de M. leprae viable en los nervios,
ganglios linfaticos o en la piel, que causan manifestaciones clinicas de la enfermedad en el paciente
dentro de los 10 a 15 afios después de la terminacién del tratamiento [87].

iii) Nueva infeccién o reinfeccion: A pesar de la aplicacién de un tratamiento adecuado y la remisién
completa de la enfermedad, es probable que el paciente se vuelva a exponer a M. leprae a través de
sus conexiones sociales (amigos, familiares, convivientes) en areas altamente endémicas. Existen
puntos calientes (Hotpots) de transmisién: escenarios que aumentan el riesgo de circulacion de
patégenos y en consecuencia, una nueva infeccion en pacientes susceptibles, que se manifiesta
como recurrencia de la enfermedad en un largo periodo después de la terminacién del tratamiento
(>15 afios) [87]. En regiones que son altamente endémicas para la lepra, hay un aumento de la
exposicién y transmision de la enfermedad con un consecuente aumento del riesgo de reinfeccién
[86].

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que las tasa de recaida post-PQT en paises
endémicos oscila entre el 3 y 4% de los casos; 3.361 recaidas fueron reportadas en el 2018 en todo
el mundo (3.192 en 2017) [56,88], de las que Brasil reporté el mayor porcentaje de casos con un
6,4% (1.840), seguido de India con 0,5 (436) e Indonesia con el 1,5% (284) casos [56]. Para
Colombia, los reportes del ministerio de salud y la proteccién social a la OMS han mostrado que el
pocentaje de recaidas ha variado entre el 7 y 14% entre los afios 2013 y 2019 [5,7,56,88-92], sin
embargo no se han realizado estudios de cohortes que ratifiquen estos datos.

En un estudio realizado por el Centro de Ensefianza de la Lepra y el Instituto de Investigacion,
Chengalpattu, Tamil Nadu, India, de 3.248 pacientes PB que completaron el esquema PQT de la OMS
durante el periodo 1987-2003 [93], las tasas generales de recaida oscilaban entre el 0,84 y el 1,9%,
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la mayoria de estas se presentaban en los 3 primeros afios después de finalizado el tratamiento
[93]. En un andlisis retrospectivo en China donde se analizaron 2.374 pacientes PB, se encontré
una taza de recaida baja de 0,21 por cada 1.000 personas [94].

En paises con un predomino de casos MB, el nimero de recaidas aumenta notablemente. En Brasil
el reporte de recaidas varia entre 6 y 20% de los casos [95]. Entre 2004 y 2009, se reportaron
16.063 casos de recaidas a escala mundial, de los que Brasil reporté 1.483 casos en 2009,
correspondiendo al 3,9% de las recaidas del reporte mundial [96].

En Colombia, un estudio realizado por Guerrero y colaboradores 2012 [86], mostré que 6,7
personas de cada 100 tuvieron una recaida en 1 a 7 afios después de terminado el tratamiento, de
las que el 97% de estas se dieron antes de los 5 afios de seguimiento [86]. Como dato muy relevante,
se trata de uno de los estudios con mayor tasa de recaida en 100 pacientes seguidos por afo de
seguimiento, nimero de recaidas reportadas a nivel mundial, siendo el dnico realizado con
cohortes estrictamente seguidas [86]. Posteriormente, el Hospital Universitario Centro
Dermatolégico Federico Lleras Acosta (HUCDFLLA), realiz6 un estudio observacional analitico de
corte transversal en pacientes MB con sospecha de recaida, encontrando que las principales
manifestaciones eran la aparicion de nuevas lesiones (33,3%), algunas acompafiadas del aumento
del BI (Bacillar index, sigla en ingles) (11,1%), por lo que la deteccién de recaidas solo por el
incremento del BI durante los controles rutinarios de la vigilancia es menos frecuente (16,7%). En
el grupo de pacientes con sospecha de recaida, sélo se pudo confirmar este evento en el 50% de
ellos por medio de la deteccién de bacilos viables en muestras clinicas [97].

Los eventos recurrentes de lepra clinicamente no pueden ser diferenciados entre recaida y
reinfeccién, aunque los métodos de genotipificaciéon basados en el uso de VNTRs y SNPs
proporcionan informacién epidemioldgica importante, tienen una resolucién limitada, debido a la
alta conservacion del genoma de M. leprae y la baja diversidad entre las cepas de una misma area
geografica [26,98]. Durante el desarrollo de la presente investigacion se publicoé un estudio en el
que se compararon las secuencias del genoma total de cepas de M. leprae de episodio inicial y los
eventos de recaida. En ese y otros estudios, la WGS es una poderosa herramienta para determinar
las diferencias entre cepas, evaluar el régimen de tratamiento y seguir los procesos de transmision
de la enfermedad [99].

Debido a que las caracteristicas moleculares de M. leprae causantes de casos recurrentes de lepra
es limitado, nosotros hipotetizamos que el andlisis genémico y ademads transcriptomico de cepas
colombianas de M. leprae asociadas o no con eventos recurrentes de la enfermedad, podria mostrar
diferencias e informacién fundamental para explicar en parte el fenémeno de las recaidas post-PQT
de lalepra en Colombia.

En este sentido, para evaluar esta hip6tesis nos planteamos los siguientes objetivos:
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Objetivo General: “Determinar las caracteristicas gendmicas y transcriptémicas de cepas de
Mycobacterium leprae asociadas con multiples episodios de lepra post-poliquimioterapia en
Colombia”.

Objetivos Especificos:
i. Describir la secuencia total del genoma de las cepas colombianas de M. leprae asociadas o

no, con multiples episodios sintomdticos de lepra post-poliquimioterapia.

ii. Determinar la capacidad de infeccién cepas de M. leprae asociadas y no asociadas con
posibles recaidas en un modelo in vitro de células de Schwann.

iii. Evaluar el perfil transcripcional de M. leprae asociado y no asociado con multiples
episodios sintomaticos de lepra post-PQT durante la infeccién de células de Schwann.

Para lograr los objetivos se se plante6 una estrategia experimental basada en la identificacién y
comparacion de puntos de mutaciones, inserciones y/o deleciones en el genoma, para identificar
las diferencias entre los genomas del evento inicial versus el de la recaida y establecer si se trata
de una verdadera recaida o una reinfeccién. Previamente se requiri6 la obtencién de muestras de
pacientes con eventos recurrentes de lepra, partiendo de las biopsias en los eventos de la
enfermedad antes y después de la PQT, para extraer el ADN genémico de M. leprae y realizar WGS.

A través de un modelo in vitro de células de Schwann también se evalué la capacidad de infeccion
de cepas de M. leprae asociadas y no asociadas con casos recurrentes de la enfermedad, con el
objetivo de observar posibles diferencias en la capacidad de infeccién entre M. leprae proveniente
de un paciente nuevo y un paciente con sospecha de recaida.

A partir del ARN extraido durante el modelo de infeccién de células de Schwann se realizé el
analisis de transcripcion de genes en M. leprae que estan activos durante esta y asi poder establecer
diferencias en el comportamiento transcripcional de las cepas causantes de eventos recurrentes Vs

cepas nuevas.



1. Caracteristicas genoOmicas de las cepas colombianas
de Mycobacterium leprae implicadas y no implicadas
en eventos recurrentes de lepra

1.1. Resumen

La aparicion de casos recurrentes de la lepra y su diferenciacién entre recaida y reinfeccion, a pesar
de que actualmente es un desafio, también es una herramienta para evaluar la eficacia terapéutica
de la PQT alargo plazo. La recaida y la reinfeccidon no pueden ser diferenciadas clinicamente por lo
que la secuenciacidn total de genomas es una poderosa herramienta para la caracterizacién de las
cepas ya que permite analizar la variabilidad del genoma de cada cepa. En el presente trabajo, para
dilucidar esta diferencia, se realizé la secuenciacién total del genoma de cepas colombianas de M.
leprae causantes de eventos recurrentes de la enfermedad.

El ADN se aisld a partir de muestras de biopsias de piel a partir de pacientes provenientes del
diagnostico inicial y durante la recurrencia de la enfermedad. Se realiz6 la secuenciacion total del
genoma de las cepas de M. leprae causante de cada evento y se analizaron in silico los conjuntos de
secuencias resultantes.

Los analisis de las secuencias de los genomas permitieron establecer diferencias en el nimero de
SNPs, genotipo y SNPs tnicos en las cepas del primer, segundo e incluso el tercer evento en los
pacientes analizados. Esto nos permitié confirmar 5 casos de recaida y 1 caso de reinfeccion. Los
analisis filogenéticos de las cepas analizadas mostraron que las cepas colombianas estan
estrechamente relacionadas con cepas antiguas y modernas del genotipo 31; ademas algunas cepas
colombianas mostraron estrecha relaciéon con cepas provenientes de armadillos de nueve bandas.

Este es el primer estudio en Colombia donde se describe la secuencia total de cepas colombianas
de M. leprae. Se analizan 25 casos de sospecha de recuerrencia de lepra en pacientes tratados y
curados a través de la secuenciacién total de genomas y su posterior andlisis y que fueron
identificados durante estudios previos y el seguimiento post-PQT.

Palabras clave: Mycobacteriun leprae, recaida, reinfeccion, secuenciacion total de genomas.
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1.2. Introduccion

La lepra es una enfermedad bacteriana antigua como resultado principalmente de la infeccién con
M. leprae y en menor grado por M. lepromatosis [2],1a lepra se caracteriza por presentar neuropatia
periférica no traumadtica, que involucra principalmente la piel, los nervios periféricos y las mucosas
[1]. Aunque el mecanismo de transmisiéon no se conoce con certeza, la mucosa nasal se considera
la via principal de entrada del bacilo [100] y su propagacién en poblaciones particulares depende
de la susceptibilidad genética natural de los individuos, asi como de la frecuencia del contacto entre
individuos sanos y enfermos [4,101,102]. Si bien, la mayoria de las personas expuestas a un caso
de lepra no tratado, se infectan, menos del 5% de los infectados desarrollan la enfermedad y la
consiguiente discapacidad [103].

El andlisis de gendmica comparativa, muestra que todas las cepas de M. leprae son descendientes
de un ancestro comun [38,104], se propone que el ancestro de M. leprae sufrié una evolucién
reductiva extrema que involucrd la inactivacién de la mitad de los genes en el cromosoma [17]. Los
genomas de cepas de M. leprae han mostrado ser altamente conservadas, se han identificado menos
de 300 variaciones de un solo nucleétido (SNVs, sigla en ingles) entre las cepas mas distantes [26];
por otra parte, con solo 84 SNVs se han podido definir grupos filogenéticos [26,39]. Sin embrago,
la publicacién de mas de 140 nuevos genomas ha producido la identificaciéon de al menos 3124
SNPs, que han permitido mejorar y dar mas complejidad a los andlisis filogenéticos [38].

La lepra sigue siendo una causa importante de morbilidad crénica en poblaciones vulnerables, a
pesar de la disponibilidad de un tratamiento efectivo aunque de aplicacién prolongada [54]. La
estrategia global para el control de la lepra, involucra la aplicacién de una PQT que combina
rifampicina, dapsona y clofazimina como medicamentos de primera linea; cuya combinacién, como
su tiempo de aplicaciéon, depende del diagndstico de la enfermedad [105]. Actualmente la OMS,
recomienda una PQT de 1 afio (12 dosis) para pacientes con lepra MB y 6 meses (6 dosis) para
pacientes con lepra PB [106]. A pesar del uso de la PQT, la lepra, sigue siendo un importante
problema de salud publica en varias partes del mundo, segin la OMS en el 2018 se reportaron mas
de 200.000 casos nuevos de lepra a nivel mundial, una tasa de incidencia anual totalmente estable
en la ultima década [5].

Si la lepra no se diagndstica o se trata en la fase temprana de la enfermedad, la perdida de la
sensibilidad asociada se complica en las extremidades, con la formacion de ulceras neuropaticas,
que pueden destruir otras estructuras subyacentes de la piel, incluidos los cartilagos y los huesos,
causando una discapacidad fisica irreversible [64,107], situacion que ha ido en aumento entre
2009-2018 [56].

Otro factor importante en la epidemiologia de la lepra es el reporte de recaidas, que se considera
un indicador indirecto de la eficacia de los esquemas de tratamiento de la PQT [108]. La recaida o
recurrencia, se puede presentar por la multiplicacién de bacilos sobrevivientes ala PQT. Esto puede
ser consecuencia de la activacion del estado metabdlico latente de la micobacteria o por la
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persistencia de M. leprae viable en los nervios, ganglios linfaticos o en la piel [66]. Las recaidas
pueden suceder en pacientes considerados “curados” que tuvieron un correcto tratamiento, es
decir, dosis completas y regulares, llegando a baciloscopia negativa y desaparicion de los sintomas
[86]. Entre los factores que influyen en la recaida se incluyen: el retraso en el diagnéstico inicial y
altas cargas bacilares iniciales y 1a lepra en pacientes multibacilares [86]. Esta manifestacion clinica
se diferencia de procesos como la resistencia a medicamentos y la reinfeccién, esta ultima en
pacientes que se han curado y afios después inician nuevamente la enfermedad con una nueva cepa
de M. leprae [93]. En regiones que son altamente endémicas existe un aumento de la exposicion y
transmisiéon de la enfermedad con un consecuente aumento del riesgo de reinfeccién [86].

El riesgo de recaida es significativamente mayor en pacientes con una “carga” BI (Bacillary index)
elevado (BI = 4) antes de iniciar de tratamiento, lo que se produce entre 6 a 16 afios después de la
PQT [109]. La reduccién del IB es un proceso lento, ya que solo se disminuye en una unidad
logaritmica por cada afio de ingesta de la PQT; por lo tanto, no existe un punto final estdndar para
la terminacién del tratamiento, ademas que la determinacion del IB no es un estandar practicado
universalmente [107]. En consecuencia, el seguimiento post PQT es fundamental para el
diagnostico de las recaidas evitando la generaciéon de complicaciones incluyendo el aumento en la
transmisién de la infeccion.

En paises con un predomino de casos MB, el nimero de recaidas aumenta notablemente. En Brasil
el reporte de recaidas varia entre 6 y 20% de los casos [95]. Entre los afios 2004 y 2009, se
reportaron 16.063 casos de recaidas a escala mundial, entre los que Brasil reporté6 1.483 casos para
el ano 2009, lo que corresponde al 3,9% de las recaidas del reporte mundial [96]. En Colombia, un
estudio realizado por Guerrero y colaboradores en el 2012 [86], mostré que 6,7 de cada 100
personas seguidas por afio, tuvieron una recaida entre 1 y 7 afios después de la terminacion del
tratamiento, de las que el 97% de estas se dieron antes de los 5 afios de seguimiento [86].

Las recaidas y las reinfecciones no pueden ser diferenciadas clinicamente. Por otra parte, los
métodos de genotipificacién molecular de un set especifico de loci, tienen una resolucién limitada
debido a la alta conservacion del genoma de M. leprae y a la baja diversidad de la secuencia entre
cepas de la misma area geografica [26,98]. Por lo tanto, la WGS es una herramienta util para la
tipificaciéon bacteriana y la vigilancia epidemioldgica. En un estudio realizado por Stefani y
colaboradoes (2017), se utilizé6 esta herramienta para comparar las secuencias de genomas
completos de M.leprae en episodios iniciales y recurrentes de lepra encontrando que el uso de esta
metodologia permitié la identificacién de una reinfeccién (cepas no relacionadas) y las presencia
de verdaderas recaidas por diferencias menores en la cepa [99].

En el presente trabajo se analizaron 25 casos de lepra con sospecha de recaida, con el objetivo de
determinar si la recurrencia de la enfermedad se debié a una recaida verdadera o a un evento de
reinfeccion (una nueva cepa). Para lograr esto se realizd la secuenciacion total del genoma de 56
cepas colombianas de M. leprae y se compararon los resultados de la secuenciaciéon del genoma
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completo de M. leprae tomado de las biopsias de piel en el diagnéstico inicial y durante la
recurrencia de la enfermedad. para analizar los resultados de la secuencia y los datos de los
hallazgos microbiolégicos.

1.3. Materiales y Métodos

1.3.1. Muestra de estudio

Para el presente estudio se seleccionaron mediante muestreo selectivo, 56 muestras de biopsias de
piel embebidas en parafina tomadas para el diagnéstico inicial y el evento de la recaida,
provenientes de 25 pacientes del banco biolégico del HUCDFLLA y pertenecientes al proyecto
“Estudios de genotipificacién y farmacorresistencia de Mycobacterium leprae colombiano” del
CDFLLA (cédigo 4000-16.2H), (Tabla 1.1.). En el estudio también se incluyeron 3 biopsias frescas
de pacientes nuevos.

Las biopsias provenian de casos clasificados como multibacilares y paucibacilares, de acuerdo con
los siguientes criterios: Fite-Faraco positivo en el estudio histopatolégico, Zielh Neelsen (ZN)
positivo en el examen de frotis de piel y examen clinico compatible con lepra. Las biopsias de piel
conservadas en bloques de parafina se cortaron con un micrétomo Leica® y se obtuvieron seis
cortes (4 um de espesor), utilizando una cuchilla desechable para cada muestra. Los cortes se
colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL y se almacenaron hasta su procesamiento.

Las muestras incluidas en el estudio previnieron de 28 pacientes (25 Casos recurrentes y 3 casos
nuevos). Durante el seguimiento los pacientes incluidos presentaron nuevos sintomas entre 1y 10
afios después de la finalizacién de la PQT.

En los pacientes seleccionados, la sintomatologia original detectada en el momento del diagndstico
desapareci6 tras el tratamiento especifico; durante el proceso de vigilancia post PQT y ante la
sospecha de recaida/reinfeccidn, se observaron lesiones cutaneas y signos clinicos activos de la
enfermedad. El cronograma de los eventos clinicos presentados por los pacientes seleccionados se
muestra en la tabla 1.1. y su origen geografico en la Figura 1.1.

Tabla 1.1. Informacidén epidemioldgica de los pacientes incluidos en el estudio

Meses entre la

Codificacién » Edad del Poliquimio Terapia finalizacién del
de los Cédigos de . . Fecha de la .
. Diagnostico | Sexo . tratamiento y la
pacientes en las cepas ~ recaida iad
el estudio (afios) Inicio Terminacién I (S
los sintomas
COL_545
1 COL_656 30 M 05/1994 11/1994 05/1997 18
COL_672
COL_587
2 COL. 764 66 M 03/1992 04/1993 07/1996 30
COL_509
3 COL_780 27 M 07/1992 08/1994 21/1998 48
4 o] 68 F 10/1994 01/1997 01/2000 36

COL_664
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Codificacion Poliquimio Terapia S EEETER
de los Cédigos de Edad del Fecha de la finalizacion del

. Diagnostico . tratamiento y la
pacientes en las cepas ~ recaida iad

el estudio (afios) Inicio Terminacién AR A3
los sintomas

5 28523 70 M 04/1992 05/1993 02/2002 104
6 Egtﬁgé 42 M 10/1996 11/1998 05/2002 44
7 Egt:ggg 34 F 03/1994 04/1996 12/1996 9
8 28&:2;; 27 M 04/1994 06/1996 09/2001 57
9 ggt};i 63 M 09/2003 10/2004 10/2004 1
10 ggtgg% 32 M 03/1994 04/1996 09/1998 29
11 Egﬁg;‘ 44 M 01/1998 02/1999 01/2002 35
COL_163
12 COL_412 33 M 08/1990 12/1992 04/2003 96
COL_874

e 28&;133 56 F 03/2000 04/2002 02/2003 10
14 ggtﬁg o F 02/1996 06/1998 08/1999 14
15 285;; 41 F 08/1997 09/2000 05/2002 28
16 Egl}jgg 67 F 10/2000 5/2001 05/2003 25
17 Egﬁgg 28 F 12/1999 01/2002 09/2003 19
18 ggt‘éig 47 F 11/1995 12/1997 06/1999 18
19 ggt%g 39 F 06/1993 07/1994 06/1995 11
20 ggt‘;gg 12 F 01/1987 03/1989 12/1999 160
21 Egtgi 33 M 02/1996 03/1998 06/2000 26
22 283% 18 M 06/1992 7/1994 01/1997 30
23 ggt‘égg 36 M 06/1996 09/1998 03/1999 6
24 2852; 43 M 10/1992 11/1994 9/1997 34
s ST

26 CC%LL__llsé ?422187 w M

27 COL_18-2948 49 M

28 COL_18-3026 41 M
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Figura 1.1. Origen geografico de los pacientes incluidos en el estudio. Los departamentos en verde
representan el departamento de nacimiento de los pacientes y en los globos con las fechas se especifican
el afio y lugar de residencia al momento del diagnostico del primer evento de la enfermedad.

1.3.2. Extraccion de ADN

Las muestras fueron extraidas con dos procesos de extracciéon de ADN: Las biopsias de piel
embebidas en bloques de parafina se cortaron con un micrétomo Leica® y se obtuvieron seis cortes
(de 4 um de grosor) utilizando una cuchilla desechable para cada muestra. Los cortes se colocaron
en tubos de 1,5 ml y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su procesamiento. Luego se
afiadieron 400 uL de buffer TET 1X (Buffer Triton X-100 y buffer TE 1X) a cada muestra, la que y
se hirvio por 20 minutos, hasta que fuera soluble parala eliminacion de la parafina. Posteriormente,
se realizé un tratamiento con 10uL de proteinasa K (10mg/mL) y se incubé en bafio serolégico a
65°C por 1 hora. Posteriormente se agregaron 100 pL de NaCl 5M, 400 uL de Cloroformo y se
centifugé a 12.000 xg por 15 min. Luego de la centrifugacion, se separo la fase acuosa en un tubo
eppendorf nuevo y se agregaron 600 pL de isopropanol, se incubé a -202C por 1 horay se centifugd
a 12.000 xg por 30 min a 42C. Se descarto el sobrenadante y se agregaron 700 pL de etanol al 70%
y se centifugd a 12.000 xg por 30 min a 4°C. Posteriormente se desacarto el sobrenadante, se dejo
secar el tubo completamente y posteriormente la muestra se hidrato con 50 pL buffer TE 0.1X y
mantuvo a -202C hasta su utilizacién [110,111].
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El segundo proceso de extraccion de ADN se realizé utilizando el Kit QIAamp® DNA FFPE Tissue
(QIAGEN), siguiendo las recomendaciones del fabricante. En resumen, los 6 cortes obtenidos
anteriormente (4 pum de espesor) obtenido de cada una de las muestras se pusieron
individulamente en un tubo eppendorf y se elimind la parafina mediante el tratamiento con Xilol.
Se centrifugd a 13.000 xg por 5 min, se removid el sobrenadante y se agrego etanol (100%) al pellet
y se mezcl6 por vortex. Las muestras se centrifugaron a 13.000 xg por 5 min, una vez desechado el
sobrenadante, se incubaron a 50°C por 30 min (para evaporar etanol residual).

A cada pellet se le afiadi6 buffer ALT y Proteinasa K [10 mg/mL] y se incub6 a 56°C toda la noche y
posteriormente a 90°C por 1 hora. Una vez finalizado los tiempos de incubacién se agregé RNase
[10 mg/mL] (Thermo Fisher Scientific), se incubé 2 min a temperatura ambiente, se agregé el
buffer AL y se adicioné etanol al 100%, mezclando nuevamente por vortex. El lisado se transfirié a
la columna (QIAamp MinElute colum) y se centrifugé a 8000 xg x 1 min. A continuacidn, a la
columna se le agregé el buffer AW1, seguido del buffer AW2 (con pasos de centrifugaciéon a 8000
xg X 1 min, respectivamente). La columna se transfiri6 a un tubo eppendorf nuevo y se le afiadieron
50 pL de buffer ATE se incubo por 5 min a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugo a
13.000 xg por 1 min, el ADN se re-suspendié en 50 pL.

La cuantificacién del ADN se realizé después de cada paso critico (la extraccién del ADN y la
preparacion de la libreria) (Anexo A). Por otra parte, la integridad del ADN se evalud en el sistema
Agilent TapeStation 2200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). Al contar con un tamafo
de ADN promedio menor a 200 pb no se realizé la fragmentacién del ADN. Por otra parte, para
evitar perdidas de ADN, tampoco se realizo la seleccion de las librerias por tamafio.

1.3.3. Preparacion de las librerias y secuenciacion

Para la preparacién de las librerias de ADN utilizadas en la HTS (High Throughput Shotgun
Sequencing, sigla en ingles) (Anexo B) las muestras se procesaron utilizando dos metodologias,
obteniendo dos librerias diferentes, de acuerdo a protocolos previamente establecidos, incluyendo
algunas modificaciones [112].

Primera Libreria: las librerias tratadas con UDG (Uracil DNA Glycosylase, sigla en ingles) se
prepararon en un volumen de 50 pL contenido: 20 pL de ADN, 1X de NEBuffer™ 2 (New England
Biolabs), dNTPs 300 uM (cada uno), 0.005 mg/mL de BSA, 1 mM ATP, 20 U de T4 polinucleotido
kinase (Thermo Fisher Scientific) y 3 U de enzima USER (Uracil-Specific Excision Reagent, New
England Biolabs). La reaccién fue incubada a 37°C por 3 horas. Posteriormente, se agregaron 6 U
de T4 ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific) y la mezcla de reacciéon se incub6 inicialmente a
25°C durante 30 min y posteriomente a 10°C durante 5 min.

Segunda Libreria: las librerias no tratadas con UDG se prepararon en un volumen de 50 pL que
contiene: 20 pL de ADN, 1X NEBuffer™ 2 (New England Biolabs), dNTPs 300 uM (cada uno), 0.005
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mg/mL de BSA, 1 mM ATP, 20 U de T4 polinucleotido kinase (Thermo Fisher Scientific) y 1.2 U de
T4 polimerasa (New England Biolabs) la mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 30 min.

Las dos preparaciones se continuaron separadamente mediamente el siguiente procedimiento: Las
genotecas se purificaron utilizando un kit de purificaciéon de PCR MinElute (Qiagen) usando un
volumen de eluciéon de 18 pL. A continuacion, se ligaron los adaptadores mediante reacciones
enzimadticas a un volumen que de 40 pL que contenia 18 pL de ADN, 1X Quick Ligasa buffer (New
England Biolabs), una mezcla de 2.5 pM de adaptador (Solexa) y 0.5 U de Quick Ligasa (New
England Biolabs). La mezcla se incubo a temperatura ambiente durante 20 min. Después de una
nueva etapa de purificaciéon con MinElute utilizando un volumen de elucién de 20 pL, se realiz6 una
reaccion de adapter fill-in (sintesis de cademas complementarias) en un volumen de 40 pL que
contenia: 1X de buffer ThermoPol (Thermo Fisher Scientific), ANTP 125 uM y 16U de BSM DNA
polimerasa (Thermo Fisher Scientific). La mezcla de reaccion se incubo a 37°C durante 20 min y
luego a 80°C durante 20 min.

Para las librerias tratadas con UDG, las PCR de indexacion se realizaron en un volumen de 50 uL
que contenia: 20 pL de plantilla de ADN, 1X de buffer Pfu (Thermo Fisher Scientific), 1.25U Pfu
Polimerasa (Thermo Fisher Scientific), 0.3 uM de oligonucleétido P5 y 0.3 uM de oligonucleétido
P7 y ANTP 125 pM. Las condiciones de las reacciones de PCR fueron las siguientes: 95°C durante 2
min, 10 ciclos de 95°C x 30 seg, 58°C x 30 segy 72°C x 1 min y un paso final de 72°C por 10 min.

Ambas librerias de ADN indexadas se purificaron nuevamente con el kit de purificacién de PCR
MinElute (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, las que se eluyeron en 50 pL de
buffer de elucién.

Se realiz6 una segunda etapa de amplificacion para las librerias indexadas en una reaccién de PCU
a un volumen final de 50 puL que contenia: 5 pL de plantilla de libreria indexada, 1.25U de ADN
polimerasa AccuPrime Pfx (Thermo Fisher Scientific), 1X de mezcla de reaccién AccuPrime Pfx
(Thermo Fisher Scientific) y 0.3 pM de los oligonucledtidos IS5 (Cebadores 5'-
AATGATACGGCGACCACCGA-3 ") e 1S6 (5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3'), que se unen a los
adaptadores de las librerias indexadas. Los productos amplificados se purificaron con el Kit de
purificacién de MinElute (Qiagen) (volumen de eluciéon 53ulL) y se cuantificaron usando el chip
Agilent 2100 Bioanalyzer DNA 1000. La secuenciacion se llevo a cabo en las plataformas Illumina
HiSeq 2500 (2 x 125 bp) y HiSeq 4000 (2 x 75 bp) en el Instituto de Biologia Molecular Clinica de
la Universidad de Kiel, utilizando la quimica HiSeq v4 y el protocolo del fabricante para secuencia
multiple.

1.3.4. Procesamiento de las secuencias

Se generaron multiples conjuntos de datos HTS para las 56 secuencias de las muestras de biopsias
de piel; estos datos se pre-procesaron de acuerdo con el protocolos publicados para ADN antiguo
[113]. Las secuencias se alinearon con el genoma de referencia de M. leprae TN (AL450380.1)
aplicando algoritmos establecidos. El post-procesamiento incluy¢ la identificacién de la variacion
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genodmica, la prediccion del efecto de los SNPs y el ensamblaje de novo de los genomas de M. leprae
obtenidos. A continuacidn, se muestra una descripcion detallada de cada paso (Figura 1.2.).

Pre-procesamiento de genomas: Los datos producidos para todas las muestras contenian lecturas
combinadas con un nimero variable de nucledtidos superpuestos, asi como las secuencias de los
adaptadores de las librerias. Se utilizé ClipAndMerge v1.7.3., un médulo de la programacién de
EAGER [113], para recortar las secuencias de los adaptadores, se fusionaron las lecturas
correspondientes a los extremos emparejados en regiones superpuestas y se recortaron las
lecturas resultantes. Estos pasos se explican en detalle a continuacion:

La metodologia ClipAndMerge utilizé una alineacién superpuesta de los adaptadores y los corta,
las lecturas que tenian menos de 25 nucle6tidos después de la eliminacién de los adaptadores o
que solo contenian secuencias adaptadoras (atenuadores del adaptador) se eliminaron. Todas las
lecturas restantes con una superposicién minima de 10 nucleétidos y con un maximo de 5% de
desajustes en la regiéon de superposicidn. El algoritmo selecciona la maxima superposicién que
cumple con estos criterios. La secuencia consenso se generd utilizando los nucleétidos
superpuestos en las regiones de la lectura con la puntuaciéon de calidad PHRED mas alta,
maximizando la calidad de la lectura obtenida. En un paso final, ClipAndMerge realiz6 un corte de
calidad de cada lectura y todos los nucledtidos en el extremo 3’ con puntuaciones PHRED menores
de 20. Finalmente, se eliminaron todas las lecturas con menos de 25 nucledtidos después de la
evaluacion de calidad.

Mapeo de las lecturas: Las lecturas resultantes se usaron para realizar la alineacién contra el
genoma de referencia TN de M. leprae (AL450380.1) con BWA (Bowtie2 v2.4.2) [114]. En este paso,
todas las lecturas se trataron como lecturas de extremo tnico y el mapeo se realizé utilizando el
modo de alineacién semi-global y los parametros predeterminados. Todos los archivos BAM finales
especificos de cada individuo se concatenaron usando el algoritmo MergeSamFiles de picard tools
v1.139 (http://broadinstitute.github.io/picard) y se indexaron usando SAMtools. Se utilizé DeDup
v0.9.9, parte del pipeline EAGER [113], para identificar y eliminar las lecturas duplicadas en
archivos BAM especificos. Para autenticar el conjunto de datos, se evalué la presencia de signos de
dafio en el ADN usando mapDamage v2.0.6 [115].

Genotipificacion: Se identifico la variaciéon genémica con Genome Analysis Toolkit (GATK) [116]
v3.6. Inicialmente se realiz6 una realineacidén local de los archivos BAM especificos de cada cepa
con los médulos RealignerTargetCreator y el IndelRealigner de GATK [116]. Posteriormente, se
aplicé el moédulo UnifiedGenotyper para llamar las bases de referencia y las variantes de la
alineacion. Para anotar el efecto estimado de la variaciéon gendémica identificada, se aplicéd el
software SnpEff v4.2. [117]
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Figura 1.2. Diagrama de flujo del proceso utilizado para el procesamiento de las secuencias. La
programacion consiste en tres componentes principales para el proceso y andlisis de los datos de la NGS:
preprocesamiento, mapeo y genotipificacion. Modificado y adaptado al espafiol de Peltzer (2016) [113].

1.3.5. Analisis de las secuencias

Se generaron multiples conjuntos de datos de HTS para las 56 muestras de pacientes con sospecha
de recaida. Estos conjuntos de datos se procesaron como se describi6 previamente. Las lecturas se
alinearon con el genoma de M. leprae cepa TN (AL450380.1) aplicando algoritmos establecidos. El
post-procesamiento incluyé la identificacién de la variacién gendémica entre las cepas, la prediccion
del efecto de los SNPs, el ensamblaje de novo de los genomas bacterianos y los analisis filogenéticos.
A continuacidn se muestra una descripcién detallada de cada paso.

Identificacién de variaciones: A partir de los archivos BAM obtenidos previamente se generaron
archivos mpileup usando SAMtools [118] y se proceso usando VarScan v2.3.9 [119]. Se obtuvo un
archivo VCF que contenia todos los sitios (tanto variantes como no variantes) y se utilizaron los
siguientes parametros: nimero de lecturas que cubren la posicién = 5, nimero minimo de lecturas



Capitulo 1 45

que cubren el alelo variante = 3, frecuencia minima de la variante = 0.2, calidad minima por base=
30 y la frecuencia maxima en una hebra = 90%. Los archivos VCF para todas las cepas se
combinaron utilizando la herramienta CombineVariants disponible en GATK [116]. Se utiliz6
VCFtools [120] para eliminar inserciones, deleciones y excluir posiciones que ocurrieron en
regiones repetitivas y ARNr. La herramienta SelectVariants en GATK se utiliz6 para generar un
archivo VCF que contiene solo los SNPs. Los SNPs identificados se revisaron manualmente para
detectar posibles errores e inconsistencias.

Después de la alineacion y eliminacién de duplicados, también se identificé la variacién genémica
con GATK. Primero, se realiz6 una realineacion local de los archivos BAM de las secuencias de cada
evento de cada uno de los pacientes con los médulos RealignerTargetCreator e IndelRealigner de
GATK. Posteriormente, se aplic6 el modulo UnifiedGenotyper para llamar las bases de referencia y
las variantes en el alineamiento [116].

Efecto de las mutaciones: Para anotar el efecto estimado de la variacién genémica identificada, se
aplic6 el Software SnpEff [117]. Las anotaciones se completaron manualmente con informacién con
informacion sobre el tipo de transcripcidn, la funcién disponibles en las bases de datos en NCBI y
la categoria funcional en la clasificacion EggNOG [121]. Debido a la imposibilidad de crecer M.
leprae, la mayoria de las funciones génicas predichas se basan en comparaciones con M.
tuberculosis, por lo que numerosos genes permanecen anotados como proteinas hipotéticas cuyas
funciones se desconocen.

Ensamblaje de novo: Lecturas de mapeo de 3 conjuntos de datos con una cobertura del 98%, que
cubrieron completamente el genoma de M. leprae TN (AL450380.1) al menos 10-fold, se
ensamblaron de novo utilizando el programa SPAdes v3.14.1 [122].

1.3.6. Analisis de los datos

El alineamiento de SNPs se analizaron utilizando BEAST v1.10.4 [123]. Las fechas de radiocarbono
se calibraron en afios antes del presente (Siendo el presente considerado como 2018). Se utilizé un
modelo de strict clock con una tasa uniforme en todas las ramas y un modelo de arbol de tamafio
de poblacion constante. Para tener en cuenta el sesgo de verificaciéon que podria resulta de usar
solo sitios variables en el alineamiento, se incluyeron en el anlisis el numero de sitios invariantes
(nimero de As, Cs, Ts y Gs constantes). Se llevo a cabo un analisis de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) con 30.000.000 de interacciones, muestrando cada 10.000 pasos. Las primeras 3.000.000
de interacciones se descartaron. Se utilizé Tracer [124] para visualizar los resultados del analisis
MCMC. TreeAnnotator [123] se utiliz6 para resumir la informacién de los arboles generados en un
solo arbol calculado por BEAST. Se us6 FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) para
visualizar el arbol de maxima credibilidad de clados (MCC).

Para determinar los tiempos de divergencia de las cepas colombianas de M. leprae y su relacién con
cepas de otras partes del mundo, se gener6 un alineamiento de los SNPs encontrados. Lo que
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resulté en un alineamiento que comprende 3339 sitios. Para evaluar si habia una sefial temporal
suficiente en los datos para realizar un andlisis de reloj molecular, se realiz6 una regresion de la
distancia genética de la raiz del arbol de punta fechada (donde las secuencias se han recopilado en
diferentes fechas) de las cepas de M. leprae con TempEst [125].

Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando los métodos Neighbor-Joining (N]) y Maximum
Parsimony (MP) en MEGAX [126] y un enfoque bayesiano en BEAST v1.10.4 [123]. La alineaci6on de
los SNPs de todos los genomas de M. leprae y M. lepromatosis comprendia 3339 sitios y se utilizaron
como entrada para MEGAX. El arbol de NJ se gener6 utilizando el método de distancia P. Este
método se utiliz6é porque el alineamiento no contenia sitios invariables y los genomas de M. leprae
obtenidos no eran muy divergentes. El soporte Bootstrap se generd a partir de 500 réplicas. El drbol
de MP se gener¢ utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) y 500 replicas de
bootstrap.

1.4. Resultados

1.4.1. Caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y demograficas

Para el desarrollo de este estudio se partié de un grupo de biopsias obtenidas en un estudio previo
desarrollado en el CDFLLA [86]. Las biopsias provenientes del banco biologico de la linea de
Hansen fueron tomadas entre los afios 1990 y 2018, durante el procedimiento de diagndstico y
seguimiento post-PQT de los pacientes con Lepra.

Los pacientes provinieron de 9 departamentos: Bolivar (1 municipio), Boyaca (4 municipios),
Caqueta (1 municipio), Cundinamarca (6 municipios), Huila (1 municipio), Meta (1 municipio),
Norte de Santander (1 municipio) y Santander (4 municipios) (Figura 1.1). Los pacientes incluidos
en este estudio fueron tratados con esquemas que incluyeron entre 12 y 24 dosis de Monoterapia
o PQT. La clasificacidn clinica de los pacientes incluidos en el estudio se dio por la clasificaciéon de
la OMS y la de Ridley-Jopling asi: 21 casos Multibacilares (LL=14, BL=4 y BB=3) y 4 casos
Paucibacilares (LT=1, BT=2 y LI=1).

1.4.2. Analisis de la calidad de las secuencias obtenidas

En la tabla 1.2. se muestran la cobertura y calidad obtenida en las muestras secuenciadas para la
tipificaciéon genomica y analisis genomica comparativa. La identificacién de los SNPs se realiz6
utilizando SNPcalling - SAMtools. Para evitar SNPs falsos positivos, se aplicaron los siguientes
puntos de corte: cobertura total minima de 5 lecturas no duplicadas, minimo 3 lecturas no
duplicadas que garantizan el SNP, puntuacion de la calidad del mapeo > 8, puntuacién de calidad
de la base > 15 y una frecuencia del SNP por encima 5 (Figura 1.3.). En la tabla 1.2 se muestra los
detalles de los SNPs analizados por muestra, donde se indica la profundidad obtenida durante el
proceso de secuenciacion y asi se garantizé que se cumplen los criterios de calidad establecidos
previamente. Para evitar sefiales SNP falso positivos, se aplicaron los siguientes puntos de corte:
cobertura total minima de cinco lecturas no duplicadas, minimo de tres lecturas no duplicadas que
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admiten el SNP, puntuacién de calidad de mapeo> 8, puntuaciéon de calidad de base> 15 y una

frecuencia de SNP por encima del 80%.

Tabla 1.2. Resultados de la secuenciacion total del genoma de las cepas colombianas de M.

0,
Paciente Codigo cepa Lecturas Control de calidad 0
mapeadas

1-1997
1-1995
1-1994
2-1996
2-1992
3-1998
3-1992
4-1999
4-1994
5-2002
5-1992
6-2002
6-1996
7-1996
7-1994
8-2001
8-1994
9-2004
9-2003
10-1998
10-1994
11-2002
11-1998
12-2003
12-2000
12-1990
13-2003
13-2000
14-1999
14-1996
15-2002
15-1997
16-2003
16-2000
17-2003
17-1999

COL_545
COL_656
COL_672
COL_587
COL_764
COL_509
COL_780
COL_457
COL_664
COL_199
COL_767
COL_232
COL_598
COL_600
COL_662
COL_317
COL_667
COL_122
COL_187
COL_507
COL_661
COL_193
COL_524
COL_163
COL_412
COL_874
COL_153
COL_432
COL_452
COL_613
COL_233
COL_533
COL_167
COL_406
COL_188
COL_459

leprae

827.424
972.620
738.276
594.361
717.479
654.987
658.434
547.825
508.862
1.833.225
3.704.489
2.688.744
5.522.755
1.620.060
1.650.930
6.048.227
197.062
5.470.772
4.086.899
669.303
694.502
7.134.456
6.189.579
232.51.682
9.446.539
6.578.347
6.060.112
458.632
5.544.751
626.4351
6.630.867
926.919
880.513
700.752
537.195
5.606.872

0,96
0,96
0,97
0,95
0,97
0,95
0,97
0,95
0,95
091
091
0,95
0,97
0,97
0,97
0,99
0,61
091
0,99
0,96
0,95
091
0,89
0,97
0,94
0,95
0,96
0,95
0,96
0,95
0,96
0,95
0,96
0,95
0,94
0,98

de cubrimiento
del genoma

95,6
99,5
97,9
96,9
97,0
94,3
99,4
39,6
29,3
97,6
96,7
24,5
33,2
93,7
97,6
28,5
11,5
4,4
23,1
24,8
3,1
15,6
29,0
100,0
97,8
97,0
25,5
16,6
56,2
81,2
40,4
21,8
17,5
7,2
23,4
58
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= ——
Paciente Codigo cepa Lecturas Control de calidad U RE T LY
mapeadas del genoma

18-1999 COL_488 1.040.151 0,93 18,7
18-1995 COL_640 125.616 0,94 12,2
19-1995 COL_626 7.196.848 0,98 22,2
19-1993 COL_733 6.404.738 0,81 46,4
20-1999 COL_467 4.584.080 0,69 13,5
20-1987 COL_960 3.317.376 0,80 17,2
21-2000 COL_377 921.362 0,49 20,3
21-1996 COL_611 745.955 0,79 10,6
22-1997 COL_547 4.140.708 0,98 5,5
22-1992 COL_774 5.161.607 0,95 81,0
23-1999 COL_478 3.940919 0,93 4,9
23-1996 COL_584 4.533.705 0,91 6,4
24-1997 COL_535 384.977 0,98 2,9
24-1992 COL_787 5.488.768 0,79 15,8
25-20022 COL_274 5.359.627 0,96 91,9
25-2002B COL_275 4.926.009 0,97 98,4
18-2191 17082005 25.394.276 0,97 12,5
18-9217 14279217 921.613 0,41 23,5
18-428 14279217 1.469.557 0,79 12,4

18-2948 17221022 22.739.546 0,96 100,0
18-3026 79768135 24.272.033 0,96 96,7

000 A b Alicte ] Atternative [[]] TN-Reference B

90!
0.002
3 3
0.001|
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0.000{ o} ]
0 1000 2000 3000 0 50 160 150
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Figura 1.3. Cobertura de los SNPs identificados en las cepas de colombianas de M. leprae
analizadas. A. Distribucion de la cantidad de SNPs identificados Vs la cobertura de cada SNP y B.
Histograma del numero de SNPs identificados en cada cepa comparado con la cepa de M. leprae TN
(AL450380.1).
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1.4.3. Clasificacion de casos de recaida o reinfeccion

Una vez se realizaron los andlisis de calidad de las secuencias obtenidas durante el proceso de
secuenciacidn total y se obtuvo suficiente cobertura del genoma, se compararon los SNPs y las InDel
entre los episodios inicial, secundario y/o terciario para cada caso recurrente. Se establecieron
conjuntos unicos de SNPs para cada uno de los genomas y se compararon con la lista de SNPs de
42 genomas de M. leprae previamente publicados (Anexo E). Todas las variantes Unicas y/o
discriminatorias se visuliazaron manualmente utilizando el navegador IGV para verificar posibles
inconsistencias en el alineamiento [127].

Para establecer una recaida se deben cumplir los siguientes criterios: i) 0-4 SNPs de diferencia
entre las cepas, ii) presencia de mutaciones en genes, pseudogenes que puedan ser rastreadas en
cada una de las muestras y iii) en caso de mostrar SNPs que no han sido previamente reportados
estos deben estar en cada una de las cepas [99,128,129].

La definicién de reinfeccién se bas6 en la identificacién de: i) > 5 SNPs diferentes, ii) cepas en
difrentes genotipos y/o linajes y iii) identificacion de SNPs unicos que no se encuentren en el
evento anterior o posterior [99,128,129]. De acuerdo al andlisis de calidad de las secuencias (Tabla
1.3.), se analizaron 6 casos de eventos recurrentes y un caso de un paciente con dos toma de
muestra el mismo afo.

Tabla 1.3. Resumen del analisis de la secuenciacion total del genoma entre las cepas de M.
leprae analizadas en la primera, segunda e incluso tercera aparicion de la enfermedad.

SNPs caracterisiticos y/o | Definicién de

Paciente | Cod Cepa | Total SNPs Genotipo

Unicos caso

Col 672 79 3 G1634769A ,

1 Col_656 82 31 (Pseudogen ML1801) Recaida
Col_545 78 3 J

. Col 764 85 31 G1358191T N
Col_587 89 3] (Pseudogen ML1161c) ecaida

3 Col_780 96 31 G3165254A N
Col_509 96 31 (Pseudogen ML2645c) ccaida
Col 767 112 31 .

5 i 113 - T2449775C (ML2061) Recaida
Col 662 106 31 .

7 Col_600 105 31 e
Col 874 102 31

12 Col_412 134 31 A1552530G Reinfeccion
Col 163 135 31 T1552533G

- Col 274 118 31 Nueve

Col_275 118 31
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1.4.4. Descripcion del genoma de una cepa colombiana de M.
leprae causante de reinfeccion

El andlisis del ensamblaje del genoma de la cepa de M. leprae COL_163 causante de un evento de
reinfeccién de lepra y proveniente de un paciente nacido en Suaita (Santander), Colombia, obtenida
de una muestra de biopsia de piel embebida en parafina en el 2003 y el tercer evento de la
enfermedad. Este genoma presentd una cobertura del 99% de la secuencia, con una identidad
nucleotidica mayor al >99% comparada con el genoma de M. leprae TN (AL450380.1), un tamafio
de 3°268.228 pb y un 57.8% de GC (Figura 1.4.). En el Anexo E se muestra el alineamiento multiple
de las cepas de M. leprae COL_163, TN y M. lepromatosis (Figura 1.5.) con el fin de observar las
regiones conservadas en los genomas analizados. En el alineamiento de los genomas de las cepas
COL_163 yla cepa TN mostré que difieren en 135 sitios polimoérficos (SNPs) y de estas 4 son tinicas
para esta cepa. En la tabla 1.4. se muestra un resumen del andlisis del efecto de los SNPs en el
genoma de Col_163.

Mycobacterium leprae Col_163

3'268.228 pb

Figura 1.4. Mapa circular del genoma de Mycobacterium leprae COL_163. Desde el exterior: Circulo
1 genoma circular y tamafio del mismo, circulos 2 y 3 (en sentido horario y antihorario) genes
codificantes en las cadenas — y +, respectivamente; circulo 4 funciones no CDS; circulo 5 contenido GC
y circulo 6 sesgo de G/C (G + C) / (G-C).
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Figura 1.5. Alineamiento miiltiple de los genomas de las cepas de Mycobacterium leprae TN,
COL_163 y M. lepromatosis Se realiz6 el alineamiento por el método de progressiveMauve [130] y se
grafico a través del programa PATRIC website. Las lineas rectas en cada uno de los contings confirma la
identidad estructural y las lineas diagonales la variacidn estructural entre los genomas de M. leprae y M.
lepromatosis.

Tabla 1.4. Resumen del analisis del efecto de los SNPs en la cepa colombiana de M. leprae

Col_163
esta cepa
Variaciones sin sentido en genes codificantes de proteinas 41 2
Variaciones sindnimas en genes codificantes de proteinas 30 0
Variante en pseudogenes 27 1
Variante en regiones intergénicas 37 1
Total 135 4

1.4.4.1. Relacion filogenética de la cepa colombiana de Mycobacterium leprae
COL_163 con otros genomas de M. leprae

A partir del andlisis bayesiano y de maxima parsimonia (Figura 1.6.), se observo que la cepa de M.
leprae Col_163 tiene como parientes cercanos cepas de M. leprae cuyo origen es la Europa Medieval.
Uno de estos (SK2) se aisld a partir de restos 6seos de una victima de lepra en el periodo 818-1240
D.C. en Winchester (Reino Unido) [43]. La cepa colombiana ademas tiene una estrecha relacién con
cepas provenientes de Estados Unidos especialmente con la cepa NHDP-63, la cual se ha
encontrado en armadillos de nueve bandas [45]. El genotipo 31 se ha descrito en muestras humanas
de Inglaterra, Alemania, Dinamarca [43,47] y las Américas [26] y es capaz de infectar al menos tres
hospederos diferentes: humanos, ardillas rojas y armadillos [10,38,45].
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Figura 1.6. Analisis filogenético de cepas antiguas y modernas de M. leprae y su relacion con la
cepa colombiana. A) Arbol filogenético bayesiano basado en 3339 SNPs calculadas con BEASTdoc
[123], se muestran los nodos principales. Las etiquetas de cada punta muestran el nombre de la muestra
y la fecha de aislamiento, o las fechas de radiocarbono. Las ramas principales estas codificadas por
colores. B) Arbol de méaxima parsimonia reconstruido a partir 3339 SNPs informativos y fue obtenido
usando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR). El arbol esta dibujado a escala y se utilizé6 M.
lepromatosis como cepa fuera de la especie. Las ramas principales estan codificadas por colores y los
simbolos de animales indican cepas aisladas en ardillas y armadillos. Los valores de Bootstrap (500
replicas) se muestra junto a cada nodo; estos analisis se realizaron en MEGAX [126].

Segun el arbol MCC (Figura 1.6.A), 1a cepa Col_163 divergié 1.200 YBP (Years Before Present, sigla
en ingles) (con el presente considerado para este analisis 2015) con un rango de densidad posterior
mas alto (HDP) del 95% de 965-1.399 YBP. El sublinaje o subtipo que comprende esta cepa
compartié por ultima vez un ancestro comun con las cepas de M. leprae humano Jorgen 533 y Jorgen
625 de 1.834 YBP (HPD 95% 1.476-2.259 YBP). Por ultimo, se estim6 que el ancestro comun mas
reciente (MRCA) de todas las cepas de M. leprae existia 3.500 YBP.
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1.4.4.2. Sustituciones sindnimas y no sinénimas

Cuando se compararon los genomas de las cepas de TN y Col_163, se encontré que de los 82 SNPs
en regiones codificantes 44 (54%) fueron cambios no sinénimos y 38 (46%) cambios sinénimos
(Anexo E). Las mutaciones no sinénimas identificadas se encuentran distribuidas en el perfil
funcional EggNOG asi: el 9,3% en Replicacién, recombinacion y reparacion, 5,3% en la funcién de

transcripcion entre otros (Figura 1.7).

Defense mechanisms

Signal transduction mechanisms

Function unknown

Inorganic ion transport and metabolism
Post-translational modification, protein turnover, and chaperones
Cell motility

Cell walllmembrane/envelope biogenesis

Replication, recombination and repair

Transcription

Translation, ribosomal structure and biogenesis

Lipid transport and metabolism

Coenzyme transport and metabolism

Carbohydrate transport and metabolism

Nucleotide transport and metabolism

Amino acid transport and metabolism

Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning

Energy production and conversion

1 1 1
0 10 20 30
Porcentaje

Il Sinonimas Il No sinonimas

Figura 1.7. Distribucion de las mutaciones en CDS en Mycobacterium leprae Col_163 por las
categorias funcionales de EggNOG

A continuacidn, se realiz6 la red de interaccién (incluida la asociacién predicha) entre los 39 genes
que mostraron mutaciones sinénimas y no sinénimas en Col_163, utilizando la base de datos en la
plataforma de analisis STRING y se analiz6 mas profundamente la estructura de la topologia de la
red de interaccion predicha utilizando el Software Cytoscape V.3.8.1. Se identificaron 16 genes en
el centro de la interaccidn, la mayoria relacionados con las funciones moleculares de replicacion,
transcripcion y transcripcion del ADN; los genes en este grupo son: dnaA (proteina de inicio de la
replicacién), gryA (ADN girasa subunidad A), recG (ADN helicasa), metG (metionina ARN-t ligasa)
rho (facturacion de terminacién de la transcripcidn), entre otros.
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El genoma de M. leprae Col_163 mostré mutaciones no sindénimas en un conjunto de sistemas de
secreciéon denominados ESX [131] , los cuales permiten el transporte de sustratos especificos a
través de la compleja y gruesa envoltura celular de las micobacterias y se conocen mas
generalmente como sistemas de secrecién tipo VII [132]. Estos sistemas se caracterizan por la
presencia de genes que codifican pequefias proteinas de 100 aminoacidos que tienen un motivo
Trp-X-Gly (WXG) conservado y genes que codifican que proteinas transmembranales tipo ATPasa
(EccE), las cuales median la exportaciéon dependiente de ATP de sustratos de ESX a través de la
membrana externa [133]. A parte de estas caracteristicas centrales, los sistemas ESX son bastante
diversos, sugiriendo que han sido moldeados por procesos evolutivos que ha involucrado la
duplicacién y diversificacion de genes [33]. En M. tuberculosis se ha demostrado que ESX-1 tiene
un papel esencial para la resistencia y la evasion de la respuesta del huésped y ESX-3 se ha descrito
como un sistema de secrecién que participa en la adquisicién de hierro mediada por micobactina
[134].

1.4.5. Descripcion del genoma de una cepa colombiana de M.

leprae causante de recaida
El andlisis del ensamblaje de una cepa colombiana de M. leprae Col_662, proveniente de un
paciente, nacido en el municipio de Guadalupe (Santander), diagnosticado con lepra MB (LL) en
1996 y tratado con 24 dosis de PQT el cual presenté un evento recurrente de la enfermedad
después de 9 meses de finalizado el tratamiento. El alineamiento de esta cepa con el genoma de
referencia mostré que esta cepa difiere con la cepa de referencia en 106 SNPs (Figura 1.8). En la
tabla 1.5. se muestra un resumen del analisis del efecto de los SNPs en este genoma; al comparar
los SNPs presentes en esta cepa con otras previamente secuenciadas no presentd mutaciones

Unicas.

Tabla 1.5.Resumen del analisis del efecto de los SNPs en la cepa colombiana de M. leprae
Col_622

C01_662

Variaciones sin sentido en genes codificantes de proteinas 32
Variaciones sindnimas en genes codificantes de proteinas 25
Variante en pseudogenes 24
Variante en regiones intergénicas 25

Total 106
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Mycobacteriumilepraeol_662

3’268.185pb

Figura 1.8. Mapa circular del genoma de Mycobacterium leprae COL_662. Desde el exterior: Circulo
1 genoma circular y tamafo del mismo, circulos 2 y 3 (en sentido horario y antihorario) genes
codificantes en las cadenas — y +, respectivamente; circulo 4 funciones no CDS; circulo 5 contenido GC
y circulo 6 sesgo de G/C (G + C) / (G-C).

1.4.6. Descripcion del genoma de cepas Colombianas de M.
leprae no causantes de eventos recurrentes

Se realiz6 el andlisis del ensamblaje de dos genomas de cepas de M. leprae Col_18-2948 y Col_18-
3026, provenientes de pacientes nuevos, nacidos en Villavicencio (Meta) y Bogota (Cundinamarca)
Colombia. Estos genomas presentaron una cobertura del 99% de la secuencia, con una identidad
nucleotidica mayor al >99% comparada con el genoma de M. leprae TN (AL450380.1), un tamafio
de 3°268.189 pb y 3'268.209 pb respectivamente y un 57.79% de GC (Figura 1.9). El alineamiento
de esta cepa con el genoma de referencia mostré que difieren en 141y 74 sitios polimdrficos (SNPs)
respectivamente. En la tabla 1.6. se muestra un resumen del andlisis del efecto de los SNPs en los
genomas.

Tabla 1.6. Resumen del analisis del efecto de los SNPs en las cepas colombianas de M.
leprae COL_18-2948 y COL_18-3026

Variaciones sin sentido en genes codificantes de proteinas 33 26
Variaciones sindnimas en genes codificantes de proteinas 25 21
Variante en pseudogenes 24 18
Variante en regiones intergénicas 30 24

Total 112 89
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Figura 1.9. Mapa circular del genoma de Mycobacterium leprae COL_18-2498. Desde el exterior:
Circulo 1 genoma circular y tamafio del mismo, circulos 2 y 3 (en sentido horario y antihorario) genes

codificantes en las cadenas — y +, respectivamente; circulo 4 funciones no CDS; circulo 5 contenido GC
y circulo 6 sesgo de G/C (G + C) / (G-C).

1.4.7. Analisis filogenetico de aislamientos colombianos de M.
leprae

Reconstruimos la filogenia de los genomas colombianos secuenciados con genomas previamente
secuenciados (Anexo E). En la figura 8 se muestra el andlisis filogeografico de 188 cepas, su
genotipo y la distribucidn geografica de estos genotipos en el mundo.

El andlisis de estos genomas mostré que las cepas colombianas pertenecen filogenéticamente al
Branch 3 (Subtipo 3I) (Figura 1.10). Este subtipo esta conformado por cepas antiguas provenientes
del medioevo las cuales fueron traidas a las Américas durante la colonizacién. Este Branch esta
conformado ademas por cepas provenientes de Brasil, Estados Unidos, México, Reino Unido,

Dinamarca, Venezuela, Isla Martinica y Colombia y se han descrito en tres hospederos diferentes:
humanos, ardillas de cola roja y armadillo [10,38,45].

Las cepas colombianas de M. leprae tienen como pariente cercano la cepa de M. leprae SK originaria
de la Europa Medieval y se aisl6 a partir de restos 6seos de una victima de lepra en el periodo 818-
1240 en Winchester (Reino Unido) [43]. Estas cepas colombianas tienen una estrecha relaciéon con
cepas modernas provenientes de Venezuela y Brasil (Figura 1.11.) [26,38].
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Figura 1.10. Filogeografia de cepas de M. leprae. (A) Arbol de maxima parsimonia de 188 genomas
de M. leprae que representan 8 branch y 14 subtipos. Los valores de soporte se obtuvieron o boostrap
(1000 repeticiones). Las longitudes de las branch son proporcionales a las sustituciones de nucledtidos
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Estos anadlisis se realizaron en MEGAX [126]. El arbol de enraiza mediante M. lepromatosis. (B) la
distribucién global de los genotipos estan coloreados como en la parte A

pats

Figura 1.11. Analisis filogenético de cepas antiguas y modernas de M. lepraey su relacion con las
cepas colombiana de pacientes nuevos. Arbol de maxima parsimonia reconstruido a partir 4096 SNPs
informativos, obtenido usando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR). El arbol est4 dibujado a
escalay se utilizé M. lepromatosis como cepa fuera de la especie. Las ramas principales estan codificadas
por colores y los anillos exteriores representan el origen geografico de las cepas y el periodo de la cepa.
Los valores de Bootstrap (1000 replicas) se muestra junto a cada nodo; estos andlisis se realizaron en
MEGAX [126]
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1.5. Discusion

En los anos 80s la OMS recomendé el uso de una PQT para disminuir la prevalencia de la lepra; sin
embargo la tasa de deteccién se mantiene constante en algunos paises, especialmente en zonas
tropicales, razon por la cual la lepra se define como una enfermedad tropical desantendia [57,135].
En las dltimas decadas se han realizado ajustes en la duracién del tratamiento de la lepra pasando
de una duracién de 24 a 12 meses en pacientes con MB y de 12 a 6 meses en pacientes con lepra
PB. El seguimiento y vigilancia de los pacientes una vez terminaron su tratamiento permite evaluar
la eficacia de los programas de salud publica en los paises en donde esta enfermedad sigue siendo
prevalente [16,57].

En Colombia, se han notificado recientemente entre 400 y 500 casos nuevos de lepra cada afio,
siendo uno de los paises latinoamericanos donde mas casos se reportan cada afio, a pesar de la falta
de estrategias como la busqueda activa de caso [6,92].

Los programas del control de la lepra se basan en el diagnostico, tratamiento e identificacién de
casos recurrentes de la enfermedad; en este ultimo caso la diferenciaciéon entre recaida y
reinfeccién es importante, dado que son eventos epidemiolégicos diferentes. Mientras la tasa de
recaidas es un indicador de la eficacia o fracaso del tratamiento; la reinfeccién es un indicador de
transmisién activa en el pais [86,87]. Aunque los casos de recurrencia de lepra se ha documentado
en muchas partes del mundo, el andlisis detallado de estos casos puede facilitar atin mas la
interrupcién de la cadena de transmision y, por lo tanto, controlar la enfermedad acuerdo con la
estrategia recientemente lanzada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2016-2020 [54].

Para confirmar una recaida, se requieren biopsias o el seguimiento a través de la baciloscopia en la
que se demuestra la disminucién de la carga bacteriana durante el tratamiento, seguido del
aumento de la misma después de completar el tratamiento [136]. Ademas de los signos clinicos, un
criterio de identificacién de la recaida es la presencia de bacilos acido alcohol resistentes en el
tejido; por lo que sin evidencia clara de sintomas y/o cambios en la carga bacteriana, no existe una
definicion clara de recaida [137].

En el presente estudio, se analizaron biopsias de 25 pacientes del HUCDFLLA con sospecha de
recaida y que fueron identificados en estudios previos realizados por Guerrero y colaboradores en
2012 [86,110], en los que se mostrardn que las variables asociadas con la recaida fueron: el indice
bacilar inicial > 2.0, tratamientos antireaccionales y una clasificacion clinica de LL. Para cada una
de estas, el reisgo de recaida fue de cuatro a cinco veces mas probable de presentar recaida [86].
Ademads las recaidas pueden diagnosticarse incluso 15 afos después de la finalizacion del
tratamiento [86,138,139].

En este estudio, analizamos eventos recurrentes de lepra para su clasificacién en recaida o
reinfeccion mediante la secuenciacion del ADN de M. leprae a partir de biopsias tomadas durante
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el proceso de diagnostico de estos eventos. Nuestros datos representan el primer de informe de la
secuencia total del genoma de cepas de M. leprae colombiano.

La metodologia empleada nos permiti6 realizar una clara distincion entre recaida y reinfeccién con
la aplicaciéon de criterios como: i) diferencia en el nimero de SNPs ii) mutaciones unicas o
representativas y iii) gentotipo o linaje identificado. Estos criterios fueron apropiados para
distinguir la recaida y la reinfeccién y se soporta por la distribucion de los diferentes SNPs dentro
del mismo episodio y por la cobertura del genoma lograda [99,128,140-142]. En este estudio se
obtuvieron la secuencia total de 16 genomas de pacientes con sospecha de recaida, 5 casos en los
que se confirmé larecaida y 1 caso en donde se estableci6 la reinfeccién 10 afios despues del primer
evento de la enfermedad. También se logré la secuenciacién total del genoma de 2 cepas
correspondientes a casos de pacientes nuevos.

El contiene americano alberga multiples genotipos de M. leprae y este estudio aporta conocimiento
para ampliar el panorama de la lepra en nuestro continente. En resumen, las cepas de la rama 1 se
han encontrado en Brasil, Martinique, las Antillas y Venezuela; la Rama 3 en Brasil, México, Estados
Unidos y Venezuela y la Rama 4 en Brasil y Venezuela [26,38,46,143]. El anilisis de los genotipos
circulantes en Colombia a través del andlisis de VNTR en tres regiones colombianas mostré la
circulaciéon de los genotipos 3, 2 y 4 relacionados con los linajes Europeos y Africano
respectivamente [144], pero a la fecha no se han reportado la secuenciacion total de genoma de
cepas de M. leprae circulantes en Colombia. En este estudio reportamos 18 genomas de cepas
circulantes en departamentos como Boyacd, Bolivar, Santander, Norte de Santander, Tolima y
Cundinamarca, de pacientes con eventos de recaida, reinfeccién y nuevos. En este estudio se
analizaron, mas de 3000 posiciones de SNP identificadas en el conjunto total de genomas
reportados a nivel mundial, lo que permitié tener un mayor conjunto de datos y hacer una
diferenciacién mas especifica entre cepas de M. leprae.

La reconstruccién de la filogenia de los genomas colombianos y 188 genomas previamente
secuenciados con mas de 3000 SNPs, permitié identificar que las cepas colombianas analizadas
pertenecen a la rama 3, en el que se encuentra la cepa de M. leprae mas antigua secuenciada hasta
la fecha Great Chesterford (GC96) [43], al igual que otras cepas medievales [47] y cepas
provenientes de hospederos no humanos como el armadillo y la ardilla de cola roja [10,26]. Al
realizar un anadlisis dentro de las cepas pertenecientes al genotipo 31, se encontré que las cepas
colombianas presentan estrecha relacién con la cepa SK2 de Winchester (Siglo XI) y su diversidad
probablemente se deriva de multiples introducciones de Europa [39,47]. Esto indica que la
colonizacién y migracion desde el viejo mundo probablemente contribuy6 a la introduccién de la
lepra en las Américas [39].

Por otro lado, también se encontré una estrecha relacién con las cepas circulantes en el sur de
Estados Unidos y asociadas a zoonosis del armadillo de nueve bandas, 1-30, NHDP-55 y NHDP-63,
que se originaron mucho mas recientemente, de acuerdo con la rapida expansién y propagacion de
la poblacién de armadillos desde su introduccién en esta regién [45,46]. Por lo tanto, la infeccién
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exclusiva del genotipo 31 entre los armadillos en los Estados Unidos es probablemente el resultado
de la expansion clonal de este genotipo entre los armadillos después de que se adquirié de un
hospedero humano [145]. Esto muestra el impacto de la propagacién zoonética de la lepra en las
Américas a través del armadillo de nueve bandas, no es imposible que el contacto con esto animales
haya sido un factor que contribuyé a la diseminacién de la enfermedad en el pasado [47].

La secuenciacion total de genomas de M. leprae colombiano; ademas permitié la identificacién de
sus caracteristicas genéticas como: un promedio de 114 SNPs en comparacién con la cepa de
referencia M. leprae TN, el andlisis de estas mutaciones permitio identificar que hay variabilidad en
las cepas circulantes de M leprae colombiano, lo cual se demuestra por la presencia de subtipos que
se han reportado previamente en el sur de EEUU, Venezuela y Brasil [26,38,45,47] y cuyos ancestro
son cepas aisladas de esqueletos provenientes de la Europa Medieval, que ademdas han sido
identificados causando lesiones caracteristicas de la lepra en ardillas del norte de Europa.

Anotamos funcionalmente el efecto de las mutaciones identificadas en las cepas colombianas
utilizando la base de datos eggNOG. La mayoria de las mutaciones se asignaron a categorias
funcionales caracterizadas deficientemente (Function Unknown) y no se les asignd una funcién
definitiva o no se encontraron homologos en la base de datos eggNOG. Las anotaciones restantes
se asignaron principalmente a genes involucrados en el transporte y metabolismo de aminoacidos
y replicacién, recombinacién y replicacion. La familia de proteinas ESX revel6 una gran diversidad
en M. tuberculosis [146], y estd involucrada en la interacciéon huésped-patdgeno. Es relevante que
ESAT-6 (ML0049) es un potente antigeno de células T [147,148], por lo que las mutaciones en el
gen esxA podrian indicar el mecanismo de adaptacién a la presiéon inmune, lo que podria explicar
la ocurrencia de mutaciones en SNP61425 en diferentes genotipos.

Todo lo anterior comprueba que la secuenciacion total del genoma de M leprae es una herramienta
aplicable a la diferenciacion de recaidas de la enfermedad vs reinfecciones.

1.6. Conclusiones

o Elseguimiento y vigilancia realizada por el HUCDFLLA a los pacientes una vez estos terminaron
su tratamiento permitié la identificacion de eventos recurrentes de la enfermedad
(recaida/reinfeccion), que debido al lento crecimiento de M. leprae y un tiempo prolongado en
la aparicién de signos clinicos, hacen que tiempos cortos de seguimiento del paciente
proporcionen evidencia clinica suficiente para sospechar de eventos recurrentes; este
seguimiento es de vital importancia para un evento de salud publica como la lepra.

e Nuestros resultados resaltan la importancia del seguimiento prolongado de los pacientes una
vez terminado su tratamiento, la importancia del uso de tecnologias como la secuenciacén total
de genomas en el seguimiento clinico de la lepra y su aplicacién en el punto de diagnostico de
la enfermedad.
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La metodologia utilizada para la extracciéon de ADN y secuenciacion total de genoma a partir
de biopsias embebidas en parafina fue eficiente identificar las caracteristicas genémicas de
cepas de M. leprae causantes de eventos recurrentes de lepra y los criterios genémicos para
diferenciar las recaidas de las reinfecciones, los cuales se definieron basados en el nimero y la
posicion de los SNPs identificados, la presencia de SNPs unicos y el genotipo identificado.

La aplicacién de la secuenciacion total del genomas, nos permiti6 caracterizar el mayor nlimero
de cepas de M. leprae hasta la fecha, permitiendo identificar los subtipos de las mismas y su
relacion filogenética con cepas de otras partes del mundo y asf poder mostrar un panorama
general de la lepra en Colombia.

Lareconstruccion de la filogenia nos permiti6 identificar que las cepas colombianas pertenecen
a la rama 3, en la que se encuentran cepas provenientes de Europa Medieval y cepas
provenientes de hospederos no humanos como los armadillos de nueve bandas y ardilla de cola
roja. Ademas se encontraron cepas estrechamente relacionada con la cepa de referencia NHDP-
63 (USA) la cual ha sido relacionada con transmisién zoonotica desde armadillos en esta region.

Dentro de las caracteristicas gendmicas mas relevantes de las cepas de M. leprae colombianas
se encontraron un promedio 114 SNPs con respecto a la cepa de referencia TN, las cuales
ademds tienen mutaciones no sinonimas en sistemas como ESAT-6, el cual es un potente
antigeno para las células T, por lo que la mutacién de este en M. leprae puede ser un mecanismo
de adaptacién y evasion del sistema inmune.



2. Capacidad de infeccion de cepas colombianas de
Mycobacterium leprae implicadas y no implicadas en
eventos recurrentes de lepra

2.1. Resumen

El Sistema Nervioso Periférico (PNS) es la residencia predilecta para M. leprae, uno de los
patégenos bacterianos mas antiguos conocidos por la humanidad, M. leprae. Este patégeno tiene
una capacidad notable para invadir las células gliales de soporte del PNS adulto, conocidas
comocélulas de Schwann. Debido a que los nervios periféricos son un sitio privilegiado y protegido,
las células de Schwann proporcionan un nicho mas seguro para la supervivencia, propagacién y
colonizacioén inicial de M. leprae. Los eventos recurrentes de la enfermedad, se pueden dar por la
activaciéon metabolica de M. leprae sobrevivientes a la PQT y producen la aparicién de nuevas
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Con el objetivo de conocer si existen diferencias en la capacidad de infeccién entre cepas de M.
leprae asociadas y no asociadas con posibles recaidas, durante esta parte del trabajo se utilizé un
modelo in vitro de células de Schwann infectadas con cepas de M. leprae obtenidas de pacientes
nuevos y con sospecha de recaida. Especificamente se observo la cinética de multiplicaciéon durante
el tiempo de cultivo de 1-12 dias.

Las condiciones utillizadas para la infeccién de las células de Schwann con M leprae fueron una
temperatura de 3392C y un 5% de CO. También se observ6 una variacién en la capacidad de
infeccién inicial de las células de Schwann i) en el tiempo inicial de infeccién, entre el 6.5% para
pacientes de recaida y del 27% para pacientes nuevos y ii) una variacién en el maximo de infeccién
entre el 16.5% (pacientes recaida) y el 54% (paciente nuevo).

Los resultados obtenidos sugieren diferencias en la capacidad infecciosa de cada cepa,
proporcionando evidencia de que la entrada de M. leprae no solo depende de la carga bacteriana
inicial, sino también de las caracteristicas fenotipicas de cada cepa. En este caso las cepas asociadas
con posibles recaidas, mostrarian que un fenotipo puede ser modulado favoreciendo la
multiplicacion y persistencia intracelular a través del tiempo

Palabras clave: Células de Schwann, persistencia, infeccién, M. leprae
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2.2. Introduccion

Las células de tejidos diferenciados son blancos naturales para muchos patégenos bacterianos
intracelulares, que causan numerosas enfermedades humanas. Estos microorganismos a menudo
establecen la infeccién en sus nichos preferidos manipulando o alterando funciones de la célula
diferenciada [149], la cual posee una plasticidad genémica y nuclear sin precedentes, ademas de
un potencial de reprogramaciéon nuclear [150,151]. Los patégenos bacterianos intracelulares
deben cumplir varios criterios para llevar a cabo este proceso; i) la evasién del sistema inmune, ii)
el mantenimiento de la supervivencia bacteriana y iii) promover su diseminacién [152].

Entre las células de tejido diferenciadas, las células de Schwann, las células gliales del PNS
(Peripheral Nervous System, por su sigla en ingles) se derivan de los precursores de la cresta neural
y muestran una notable plasticidad, como la capacidad de cambiar entre estados diferenciados y
no diferenciados después de una lesiéon nerviosa [153]. Las células de Schwann ademas,
comprenden dos fenotipos: mielinizadas y no mielinizadas, que cubren los axones en todo el PNS
[154]. Las células de Schwann mielinizadas envuelven individualmente axones de gran calibre (> 1
um de didmetro), propagan la conducciéon nerviosa rapida y facilitan la conduccién axonal
saltatoria. La mielina de las células de Schwann comprende varios lipidos y proteinas compactados
en una estructura multicapa que proporciona aislamiento eléctrico. Las células de Schwann no
mielinizadas no envuelven los axones, pero los axones sensoriales pequefios (<1 um de didmetro)
estan incrustados en los surcos de sus membranas y proporciona una conduccién nerviosa lenta
[154]. Las células de Schwann son muy sensibles a los cambios ambientales, que pueden afectar su
comportamiento y sus funciones celulares. Estos cambios influyen en la decisién de la célula de
permanecer inactiva, diferenciarse, sufrir una muerte celular programada o de proliferar y
diferenciarse, ademas al carecer de maquinaria antimicrobiana, pueden tolerar la carga bacteriana
[79,155].

A pesar de la diferenciacién terminal de las células de Schwann en un fenotipo mielinizado, estas
células maduras muestran una plasticidad sin precedentes. Pueden apagar su programa de mielina
en respuesta a una lesion y asi desarrollar un estado des-diferenciado que se asemeja a un fenotipo
inmaduro, pero manteniendo las propiedades del linaje celular de Schwann [156,157].

M. leprae parece aprovechar la propiedad natural de las células de Schwann e induce la
desmielinizacién como mecanismo adaptativo y asi generar células de Schwann des-diferenciadas
que facilitarian la colonizacién y manipulacién bacteriana [158] (Figura 2.1.). Las células de
Schwann del PNS no solo son un hospedero natural para M. leprae (debido a que son capaces de
soportar el crecimiento bacteriano) [17], sino ademds un refugio para su multiplicacién, ya que la
barrera hematoencefalica del PNS lo protege de la accién del sistema inmune del hospedero [64].
Estas condiciones permiten la persistencia bacteriana durante un largo periodo de tiempo, debido
a la manipulacion por parte de M. leprae de las propiedades regenerativas del PNS [79,158]. Por lo
tanto, el M. leprae residente en las células de Schwann sirve como fuente primaria de infeccién, que
no solo causa dafio a los nervios, sino que ademas es el responsable de la continua fuga de M. leprae
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de las células de Schwann, lo que en dltima instancia, facilita la diseminacién de la infecciéon a otros
tejidos [4].

Células de Schwann
adultas diferenciadas

Células de Schwann adultas
dediferenciadas

Precursor - células de Schwann

Figura 2.1. Preparacion del escenario para la reprogramacion de la célula hospedera: desde la
diferenciacion terminal hasta la desdiferenciacion y las Stem cell. M. leprae capta la capacidad
innata de plasticidad de las células de Schwann adultas, apaga el programa de mielina y adopta un
programa de dediferenciado activando las vias de sefializacién mediadas por el receptor. A diferencia
del proceso de lesion en el cual se vuelven a diferenciar las células desdiferenciadas a un estado
terminalmente diferenciado para completar el proceso de reparacion del nervio; en la infeccién por M.
leprae lleva a las células de Schwann desdiferenciadas mas alla del linaje y hacia un estado inmaduro
que genera células parecidas a las células madre y asi una ventaja bacteriana. Figura modificada y
adaptada al espafiol a partir de la referencia [159].
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Estudios recientes han demostrado que las células de Schwann mielinizadas y no mielinizadas
muestran una respuesta funcional diferente a la infeccién con el bacilo de la Irepa. Aunque por M.
leprae. Aunque M. leprae se une a los axones de células de Schwann mielinizadas y no mielinizadas
[160], las células de Schwann mielinizadas son una fuente primaria de infeccién que no solo causa
dafio a los nervios, sino ademas es responsable de la continua fuga de M. leprae y sus antigenos al
tejido neural y la circulacién, por lo tanto puede conducir a un estado de infeccién persistente o
recaida. Sin embargo, estas células son extremadamente resistentes a la invasiéon de M. leprae, por
lo que las no mielinizadas son mas susceptibles a la invasiéon con M. leprae [79].

A medida que la infeccién avanza y las bacterias se multiplican sin restricciones, la disponibilidad
de células de Schwann no mielinizadas se convierte en un factor limitante. Para evitar tal situacion,
M. leprae induce las células de Schwann no mielinizadas inactivas para volver a entrar en el ciclo
de division celular y proliferar, generando asi mas células libres de mielina, generando asi un nicho
intracelular para su supervivencia a largo plazo [79]. Durante el proceso de infeccion, es probable
que M. leprae resida y se replique dentro de las células de Schwann durante un periodo prolongado
de tiempo antes de que el sistema inmune inicie la respuesta inflamatoria que eventualmente se
manifiesta clinicamente con la perdida sensorial o sensomotora [61]. Antes de esta etapa, desde la
infeccién inicial hasta los primeros sintomas de afectacién nerviosa no se conoce nada de lo que
sucede en la infeccién temprana; esta fase inicial es una “caja negra”, pero es critica para la
propagacién de M. leprae y el establecimiento de nichos bacterianos dentro del PNS y el dafio
nervioso posterior y la progresion de la enfermedad [64].

En pacientes con lepra no tratada, se ha establecido la regeneracion de los nervios periféricos
dafiados a pesar de la presencia de M. leprae. Esto refleja el esfuerzo de M. leprae para asegurar y
propagar las células de Schwann durante la infeccion humana. Por lo tanto, una vez invadido, M.
leprae utiliza estrategias que promueven la resistencia o el rejuvenecimiento de las células de
Schwann para mantener las células infectadas en la etapa activa de modo que puedan adquirirse
factores esenciales del hospedero que son esenciales para la supervivencia bacteriana
[64,161,162].

El uso particular de potentes farmacos combinados y el desarrollo de regimenes estandar para el
tratamiento de la lepra, han marcado una gran diferencia en el éxito del tratamiento de la lepra
[163] y suimplementacidn ha reducido drasticamente el nimero de casos de aproximadamente 12
millones en 1985 a menos de 220.000 de casos nuevos en el 2018 [56]. A pesar de que la aplicaciéon
de la PQT es un proceso largo, ampliamente aceptado y no es costoso, el reporte de resistenciay de
recaidas es cada dia mas frecuente [56,57]. La recaida se da por la reaparicion de la enfermedad
después de completar el tratamiento con la PQT recomendada por la WHO [107] y se da por el
crecimiento de M. leprae sobrevivientes en el huésped y que permanecieron fase latente durante
un periodo prolongado de tiempo (5 a 10 afios). Como resultado de la activacién del estado
metabdlico del bacilo, se producen nuevas manifestaciones clinicas de la enfermedad.
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Es por lo anterior que el presente trabajo tiene como objetivo determinar la capacidad de infeccion
de cepas de M. leprae asociadas y no asociadas con posibles recaidas en un modelo in vitro de
células de Schwann.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Seleccion de los pacientes que ingresaron al estudio

En el CDFLLA se seleccionaron e incluyeron casos de pacientes que cumplieron los siguientes
criterios de inclusion:

i) Sospecha clinica de recaida emitida por el dermatélogo responsable del programa de
Hansen.
ii) Paciente cuyo diagndstico inicial haya sido realizado en el HUCDFLLA con el fin de

garantizar la existencia de una biopsia previa almacenada en el biobanco del centro.

iii) Paciente cuyo seguimiento de la PQT haya sido realizado en el HUCDFLLA asegurando la
adherencia, al igual que la vigilancia post PQT.

iv) Paciente cuyo diagnostico de recaida incluyo la evaluacién de resistencia a los
medicamentos y viabilidad del M leprae realizado en el HUCDFLLA.

V) Paciente cuyo diagnéstico de recaida incluya toma de biopsia de tejido ordenada por el
dermatdlogo tratante.

vi) Paciente que apruebe participar en el estudio y que firme voluntariamente el
consentimiento informado.

2.3.2. Cultivos de células de Schwann y obtencion de las
monocapas

La linea de células primarias de Schwann Humanas, obtenidas a partir del nervio espinal humano
se adquirieron en ScienCell, Carlsbad, CA, EE.UU. (Cat, No. 1700). Las células se cultivaron en medio
que contenia suero de crecimiento celular de Schwann, 5% de Suero Fetal Bovino y
Penicilina/Streptomicina (SCM, Cat. No. 1701, ScienCell), en frascos de cultivo celular previamente
revestidos con Poli-L-lisina 2ug/cm? (Cat. No. 0413, ScienCell), para asi promover la adhesién
celular. Las células se cultivaron a 37°C con 5% de CO; y el medio de cultivo fue renovado cada 3-
4- dias.

Se obtuvieron monocapas confluentes de células Primarias de Schwann, después de entre 3 y 4
semanas de incubacién, y se realizé un seguimiento a las caracteristicas del crecimiento
configurado a través del tiempo. Durante las observaciones diarias, se observéd que las
caracteristicas propias de las células de Schwann (forma de huso, birrefringentes, nucleos
alargados) no cambiaran a través del tiempo, y cuando los cultivos tuvieron aproximadamente 20
dias y un 90% de confluencia se realiz6 la multiplicacién del mismo (Figura 2.3.). Este proceso se
realizé en tres tiempos diferentes con el fin de establecer el tiempo maximo de viabilidad
(caracteristicas fisicas y adherencia) de las células a dos temperaturas diferentes a 33°C
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(temperatura de crecimiento optima de M. leprae) y a 37°C, temperatura recomendada para el

cultivo y mantenimiento de estas células.

Luego las células fueron lavadas con PBS 1X dos veces y se sometieron a un proceso de separacion
de la monocapa con una solucién de Tripsina/EDTA al 0,0625% (ScienCell) por 1 min. Una vez
comprobada la separacidn celular en el microscopio 6ptico, las células fueron colectadas en un tubo
de 50 mL que contenia Suero Fetal Bovino (SFB), se adicionaron 5 mL de solucién de neutralizacién
(ScienCell) y luego se centrifugé a 3.000 r.p.m por 5 min. Una vez centifugadas, se procedio a
realizar el conteo y evaluacion de viabilidad celular en cAmara de Neubauer.

Se tomaron 10 pL de la suspension celular y se mezclaron con 90 pL de azul de tripano (dilucion
1:10). Seguido, se colocaron 10 pL de la dilucién en una cdmara de Neubauer y las células se
observaron en un microscopio 6ptico y se contaron en las 4 cuadriculas para glébulos blancos. El
numero de células / mL se calcul6 como el promedio en los 4 cuadrantes x Factor de diluciéon x 10
000. Luego se prepard la suspension celular en medio SCM suplementado, de acuerdo con
la cantidad de células requeridas para el ensayo de infeccién (20.000 cls por pozo). Las células se

cultivaron en una placa de 24 pozos (sobre laminillas) (previamente tratadas con Poli-L-lisina).

2.3.3. Obtencion de biopsia de piel

En la clinica de lepra del HUCDFLLA, el medico tratante siempre solicita biopsia de piel a los
pacientes con sospecha de caso nuevo o recaida de lepra. Se considero que las lesiones incipientes
mas caracteristicas de la lepra son aquellas que comprometen los filetes nerviosos localizados en
la vecindad de la unién dermohipodermica. El medico encargado de la toma de la biopsia sigui6 el
protocolo PC-4000-167 establecido por el HUCDFLLA especifico para pacientes de Hansen. El
medico escogid la o las lesiones mas representativas, de las que las biopsias se tomaron del borde
mas activo de la lesion hacia el centro de las mismas, sin incluir piel sana, incluyendo hipodermis.
Se tomaron biopsias incisionales elipticas de las siguientes dimensiones 1 cm de longitud x 5 mm
de ancho x 7 mm de profundidad. Una parte de la biopsia de tejido se colocé en un recipiente estéril
que contenia solucién salina balanceada de hank’s Sigma ® (H9269) y se mantuvo a 4°C hasta su
procesamiento. Previo a la toma de muestra el paciente firmo un consentimiento informado, en el
que autoriza la toma y uso de su muestra para ingresar al estudio.

2.3.4. Biopsias de piel frescas incluidas en el estudio.

Para el desarrollo de este estudio se incluyeron 5 muestras de pacientes (3 nuevos y 1 paciente de
recaida) clasificados con Lepra Lepromatosa (LL) o Multibacilar (MB). Durante el diagnostico o
seguimiento del paciente con sospecha de recaida presento nuevos sintomas 40 meses después de
completar la PQT, el cual era un hombre de 45 afios. En el caso de los pacientes nuevos clasificados
con LL, fueron tres pacientes hombres de 41,49 y 75 afios, provenientes de Bogota (Cundinamarca)
y Villavicencio (Meta). Las principales caracteristicas clinicas y de laboratorio de estos pacientes se
muestran en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Principales caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes nuevos y con
sospecha de recaida

Identificacion de los pacientes 18-3026 18-2948 18-9217 18-9217
(Codigo en el estudio) (Exp4y5) (Exp 3) (Exp 1) (Exp 2)
75 45

Edad al momento del diagnostico 41 49
Sexo M M M M
Procedencia Bogota Villavicencio Bogota Bogota
. L 3 Villavicencio 3 Rio Blanco
Municipio de nacimiento Bogota Bogota .
(Meta) (Tolima)
L . Leishmaniasis . Secuelas de
Antecedentes médicos Ninguno , Diabetes
cutanea lepra
Resultado de la biopsia LBT LL LL LL

Clasificacion de Ridley-Jopling

Primer diagnostico LL LL LL LL
Recaida LL
Recurrencia

Fecha de la Recaida (mes/afo) 9/2018
Meses entre la terminacién de la PQT A0

y la recurrencia de los sintomas

Indice Bacilar

Primer diagnostico 2.0 5.0 1.8 1.5
Recaida 3.0

2.3.5. Purificacion y cuantificacion de M. leprae

Las biopsias de los pacientes fueron transferidas a una caja de Petri estéril y con ayuda de un bistur{
se secciond el tejido, se transfirio el material a un homogeneizador de tejidos de vidrio estéril y se
macero el tejido (se mantuvo el homogeneizador en hielo). Una vez macerado el tejido se adiciono
1 mL de solucién salina balanceada de Hank’s (SSBH) fria y se homogeneizé en una suspension, la
que se filtr6 a través de un filtro celular BD (352340). Se tomaron los restos celulares que quedaron
en el filtro y se ubicaron nuevamente en el homogeneizador, se adicion6 1 mL de SSBH fria se
homogeneizé nuevamente el tejido y se filtr6 nuevamente la suspensiéon y una vez mas hasta
alcanzar un volumen de 2,5 mL (AnexoA).

A la suspension se le adicioné 500 pL de tripsina al 0,5% ([0.05%] final) y se incub6 en bafio
serolégico a 372C por una hora. Después se anadié 10 mL de SSBH a la suspensién y se centrifugéd
a 3500 g por 30 min a 4°C. Una vez descartado se el sobrenadante y se adicion6 1 mL de SSBH al
precipitado y se homogeneiz6 la suspensién. La cuantificacién bacilar se realizé de acuerdo a los
criterios establecidos por Shepard y McRae (Anexo A) [114] y la viabilidad bacilar se corroboro
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mediante el kit de viabilidad Baclight LIVE/DEAD (Invitrogen, EE.UU), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

2.3.6. Infeccion de células de Schwann con M. leprae

Una vez se tuvieron las células de Schwann en monocapa. A una densidad de 20.000 células por
pozo, se afiadieron las suspensiones bacilares previamente cuantificadas de cada paciente, en una
proporcion de 10 a 50 bacilos por células. Las muestras se dejaron interactuar a una temperatura
de 33°C con 5% de CO2 adicionando medio SCM-suplementado, cada 72 horas para evitar la
deshidratacion y la alcalinizacion. En la figura 2.2. Se presenta el esquema de una caja de cultivo
celular de 24 pozos (1 caja para cada tiempo estipulado).

Figura 2.2. Esquema de la placa de cultivo utilizado en la infeccién. Durante los tiempos de < 2 hora
(TO <2 hora), 72 horas (T1 = 3 dias), 7 dias (T2 = 7 dias), 10 dias (T3 = 10 dias) y 12 dias (T4 = 12 dias).
Los pozos 1 al 6 (1y 2 no contienen el bacilo) se utilizaron para evaluar el porcentaje de infeccién, del 7
al 18 (7, 8, 13 y 14 no contienen el bacilo) se utilizaron para extraccién de ARN y los pozos del 19 al 24
(19 y 20 no contiene el bacilo) se utilizaron para la extraccién de lipidos de M. leprae. La cepa de M.
leprae Thai-53 purificada a partir de almohadillas de ratén atimicos BALB/c (nu/nu) fue donada por el
Instituto Lauro de Sousa Lima, Bauru, Sdo Pablo, Brasil y se utilizé6 como control negativo de infecciéon
(bacilos muertos).

2.3.7. Estudios de microscopia

Una vez se cumpli6 el tiempo de incubacidn de las células de Schwann infectadas con M. leprae: 2
horas (TO = 2 horas), 72 horas (T1 = 3 dias), 7 dias (T2 = 7 dias), 10 dias (T3 = 10 dias) y 12 dias
(T4 = 12 dias) en las placas de 24 pozos, se descartd el medio y las células se lavaron dos veces con
PBS 1X. Para los pozos 1 al 6, se adicioné paraformaldehido al 4% y se incubo a 37°C por 10
minutos. Una vez descartado el paraformaldehido, las células se lavaron dos veces con PBS 1X
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(entre cada lavado se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos), posteriormente se retiraron
las laminillas del pozo y se tifieron las ldminas por la técnica de Zielh Neelsen.

Las laminillas previamente fijadas, que incluian un control positivo y negativo de coloracién, se
cubrieron cada una de las lJdminas con Fucsina Fenicada previamente filtrada dejando el colorante
en contacto durante 30 minutos. Después se descart6 la fuscina, se lavaron las laminas con agua,
luego afiadié alcohol acido al 3% durante 5 minutos y se lavé nuevamente con agua.
Posteriormente se cubrieron las laminillas con azul de metileno de Loeffler (colorante de
contraste) durante 20 minutos y se lavé nuevamente con agua y se dejé secar a temperatura
ambiente. Luego se realiz6 el montaje con una citoresina (con la muestra de estudio hacia abajo)
para conservar las ldminas. Se realizo la visualizacién de la morfologia de las células infectadas en
el microscopio optico.

2.3.8. Evaluacion del porcentaje de células infectadas

Una vez se cumpli6 el tiempo de incubacidn de las células de Schwann infectadas con M. leprae: 2
horas (TO = 2 horas), 72 horas (T1 = 3 dias), 7 dias (T2 = 7 dias), 10 dias (T3 = 10 dias) y 12 dias
(T4 = 12 dias) en las placas de 24 pozos, se descart6 el medio y las células se lavaron dos veces con
PBS 1X. Para los pozos 1 al 6, se adicion6 paraformaldehido al 4% y se incubo a 37°C por 10
minutos. Una vez descartado el paraformaldehido, las células se lavaron dos veces con PBS 1X
(entre cada lavado se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos), posteriormente se retiraron
las laminillas del pozo y se tifieron las ldminas por la técnica de Zielh Neelsen. Finalmente, se realiz6
el conteo de 200 celulas y cuantas de estas estaban infectadas, como control se utilizaron células
sin infectar.

2.3.9. Evaluacion del numero de bacilos por célula en cada
punto del tiempo

Una vez se cumpli6 el tiempo de incubacidn de las células de Schwann infectadas con M. leprae: 2
horas (TO = 2 horas), 72 horas (T1 = 3 dias), 7 dias (T2 = 7 dias), 10 dias (T3 = 10 dias) y 12 dias
(T4 = 12 dias) en las placas de 24 pozos, se descart6 el medio y las células se lavaron con PBS 1X.
Para los pozos 1 al 6, se adiciono paraformaldehido al 4% y se incubo a 37°C por 10 minutos. Una
vez descartado el paraformaldehido, las células se lavaron dos veces con PBS 1X (entre cada lavado
se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos), posteriormente se retiraron las laminillas del
pozo y se tifieron las ldminas por la técnica de Zielh Neelsen. Luego se realiz6 el montaje con una
citoresina (con la muestra de estudio hacia abajo) para conservar las laminas. Finalmente, se
realizaron los conteos en microscopio 6ptico del nimero de bacilos en el citoplasma de 200 células
de Schwann, como control se utilizaron células sin infectar.

2.3.10. Analisis estadistico

Los andlisis de los resultados se presentan como la media * error estandar de la media (SEM) de
experimentos indepentientes por triplicado. Los datos se analizaron aplicando un anélisis de
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varianza de multiples mediciones (ANOVA) de una o dos vias con la prueba de Tukey’s, utilizando
GraphPrims versiéon 9 para macOS Big sur, GraphPad Software, San Diego, California EE. UU.,
Www.graphpad.com. Los valores de P < 0,05; **P < 0,01;*P < 0,001 y ***P<0,0001, se consideraron

estadisticamente significativos.

2.4. Resultados

2.4.1. Obtencion de los cultivos de células de Schwann en

monocapa.

Se obtuvieron monocapas confluentes de células Primarias de Schwann Humanas, a partir del
nervio espinal humano, después de entre 3 y 4 semanas de incubacidn, y se realiz6é un seguimiento
a las caracteristicas del crecimiento configurado a través del tiempo. Durante las observaciones
diarias, se encontré que las caracteristicas propias de las células de Schwann (forma de huso,
birrefringentes, nicleos alargados) no cambiaron a través del tiempo, cuando los cultivos tuvieron
aproximadamente 20 dias y un 90% de confluencia se realizo la multiplicacién del mismo (Figura
2.3.). Este proceso se realiz6 en tres tiempos diferentes con el fin de establecer el tiempo maximo
de viabilidad (caracteristicas fisicas y adherencia) de las células a dos temperaturas diferentes a
332C (temperatura de crecimiento optima de M. leprae) y a 37°C, temperatura recomendada para
el cultivo y mantenimiento de estas células.

Una vez las células incubadas a 372C alcanzaron una densidad aproximada de 20.000 células por
pozo, se pudo observar una adecuada disposiciéon de las células para ser contadas y una capa
homogénea en el pozo; esto permitié tener una superficie adecuada para la interacciéon
bacilo/célula y realizar el recuento del niimero de bacilos interactuando con cada célula.

Figura 2.3. Cultivo de células de Schwann. A. Células de Schwann en monocapa con un 50% de
confluencia, B. Células de Schwann en monocapa con un 80% de confluencia observada en microscopio
optico a 40x.


http://www.graphpad.com/
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2.4.2. Cuantificacion de los bacilos obtenidos.

Durante el procesamiento de las biopsias frescas, se obtuvieron diferentes concentraciones de
bacilo en 1 mL de suspension bacilar, variaciones eran esperadas, debido a las caracteristicas
intrinsecas de cada uno de los pacientes relacionados con su repertorio genético, respuesta
inmunoldgica y el estadio de la enfermedad (Inicio, recaida o reinfeccién) (Tabla 2.2.).

Tabla 2.2. Aislamiento de M. leprae a partir de pacientes con LL (Nuevos y recaida)

Recuento de
Fecha de Biopsia Tipo de Caso IB Actual bacilos/mL

Exp 1 09/09/2018 Paciente Nuevo 1.709.403

Exp 2 09/09/2018 Paciente Recaida 3.0 % 1.600.000

Exp 3 10/09/2018 Paciente Nuevo 5.0 27.254.012

Exp 4 17/10/2018 Paciente Nuevo 2.0 106.660.872

Exp 5 17/10/2018 Paciente Nuevo 2.0 62.762.831

Exp 6 10/09/2018 Control NA 134.451.081
2.4.3. Evaluacion morfoldgica de las células Schwann infectadas

con M. leprae

La captacién o internalizacion de M. leprae por parte de las células de Schwann se observé a través
de los experimentos de microscopia que permitieron observar que las células que interactuaron
con el bacilo conservaron la monocapa y la morfologia durante el tiempo, y las células infectadas
contenian los bacilos en el citoplasma. Los bacilos no se observaron sobre la superficie de la
laminilla, indicando que los lavados durante el cambio de medio fueron suficientes para eliminar
los bacilos no internalizados.

Las células que interactuaron con los bacilos durante solo 2 horas mostraron una baja cantidad de
bacilos a nivel distal en el citoplasma. A las 72 horas se observé un mayor numero de bacilos
asociados al citoplasma siguiendo la direccién y la superficie otorgada por este. Después de 7 dias
se observaron bacilos asociados al citoplasma; sin embargo, se aprecio una alteracion celular en la
SC, caracterizada por la contraccion del citoplasma y una disminucién de las células presentes. Por
ultimo, luego de 12 dias de interacciéon se observo una notable perdida celular y la mayoria de las
células muestran bacilos a nivel de su citoplasma y con una caracteristica contraccion
citoplasmatica (Figura 2.4.).
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Sin bacilos

72 Horas

7 dias

10 dias

»

L
Figura 2.4 Cultivo de células de Schwann en monocapa coloreadas con ZN. Células de Schwann en
monocapa sin bacilos e infectadas con M. leprae, coloreadas y observadas en microscopio 6ptico a 100x.
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2.4.4. Evaluacion de la capacidad de infeccion de las células de
Schwann

2.4.4.1. Comparacion del porcentaje de células de Schwann infectadas en cada

punto del tiempo
En la Figura 2.5A. se observa que a las 2 horas post-Infeccién (tiempo en el cual las células de
Schwann permiten el ingreso de M. leprae), las cepas de estudio mostraron diferencias en la
capacidad de infectar las células de Schwann. Esto evidencia que las caracteristicas inherentes de
las cepas (vivas o muertas, de pacientes de eventos recurrentes o nuevos) no tienen ningtn efecto
en la capacidad de entrada del bacilo en las células de Schwann.

Especificamente se observé un aumento en la proporcién de células infectadas desde las 2 horas,
siendo progresivamente mayor a los 3, 7, 10 y 12 dias de incubacién (Figura 2.5). En las tablas 2.3
a 2.7. se muestran los resultados del analisis de ANOVA y pruebas de comparaciones multiples de
Tukey en cada uno de los tiempos.

Tabla 2.3. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas en el tiempo 2 horas post-infeccion

Analisis de ANOVA

Distribucién Fisher-Snedecor (F) 4471
Valor de p <0,0001
¢;Diferencia significativa entre medias (p <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9947
Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 1,500 0,4121- 3,412 0,1617
Exp 1vs. Exp 3 19,50 17,59 - 21,41 <0,0001
Exp 1vs. Exp 4 12,83 10,92 - 14,75 <0,0001
Exp 1vs.Exp 5 15,00 13,09-16,91 <0,0001
Exp 1vs. Exp 6 12,67 10,75 -14,58 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 21,00 19,09 - 22,91 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 14,33 12,42 - 16,25 <0,0001
Exp 2 vs.Exp 5 16,50 14,59 - 18,41 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 14,17 12,25-16,08 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 4 6,667 4,755 - 8,579 <0,0001
Exp 3vs.Exp 5 4,500 2,588-6,412 <0,0001
Exp 3vs.Exp 6 6,833 4,921 - 8,745 <0,0001
Exp 4 vs.Exp 5 2,167 0,2545 - 4,079 0,0235
Exp 4 vs. Exp 6 0,1667 -1,745 - 2,079 0,9996

Exp 5vs. Exp 6 2,333 0,4212 - 4,245 0,0144
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Tabla 2.4. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miultiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas en el tiempo 3 dias post-infeccién

Analisis de ANOVA

Distribucién Fisher-Snedecor (F) 1417
Valor de p <0.0001
¢;Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9983
Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 3,000 1,352 a 4,648 0,0006
Exp 1 vs. Exp 3 29,67 28,02 - 31,31 <0,0001
Exp 1 vs. Exp 4 18,50 16,85 -20,15 <0,0001
Exp 1vs. Exp 5 23,67 22,02-25,35 <0,0001
Exp 1vs.Exp 6 10,50 8,852-12,15 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 32,67 31,02-34,31 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 21,50 19,85-23,15 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 5 26,67 25,02-28,31 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 13,50 11,85-15,15 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 4 11,17 9,519a12,81 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 5 6,000 4,352 a 7,648 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 6 19,17 17,52 a 20,81 <0,0001
Exp 4 vs. Exp 5 5,167 3,519 -6,815 <0,0001
Exp 4 vs. Exp 6 8,000 6,352 - 9,648 <0,0001
Exp 5vs. Exp 6 13,17 11,52 - 14,81 <0,0001

Tabla 2.5. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas en el tiempo 7 dias post-infecciéon

Analisis de ANOVA

Distribucién Fisher-Snedecor (F) 2827
Valor de p <0,0001
¢(Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9992
Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 8,000 6,484 -9,516 <0,0001
Exp 1 vs. Exp 3 24,00 22,48 - 25,52 <0,0001
Exp 1vs. Exp 4 32,33 30,82 - 33,85 <0,0001
Exp 1vs.Exp 5 29,00 27,48 - 30,52 <0,0001
Exp 1vs.Exp 6 4,000 2,484 -5516 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 32,00 30,48 - 33,52 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 40,33 38,82 - 41,85 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 5 37,00 35,48 - 38,52 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 12,00 10,48 - 13,52 - <0,0001
Exp 3 vs. Exp 4 8,333 6,817 - 9,849 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 5 5,000 3,484 - 6,516 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 6 20,00 18,48 - 21,52 <0,0001

Exp 4 vs. Exp 5 3,333 1,817 - 4,849 <0,0001
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Exp 4 vs.Exp 6 28,33 26,82 - 29,85 <0,0001
Exp 5vs. Exp 6 25,00 23,48 - 26,52 <0,0001

Tabla 2.6. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas en el tiempo 10 dias post-infeccion

Analisis de ANOVA

Distribucién Fisher-Snedecor (F) 3787
Valor de p <0,0001
¢;Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9994
Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 -4,500 3,129-5,871 <0,0001
Exp 1vs.Exp 3 -36,00 34,63 -37,37 <0,0001
Exp 1vs. Exp 4 -37,50 36,13 - 38,87 <0,0001
Exp 1vs. Exp 5 -36,00 34,63-37,37 <0,0001
Exp 1 vs. Exp 6 -9,000 7,629 - 10,37 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 -31,50 30,13-32,87 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 -33,00 31,63 - 34,37 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 5 -31,50 30,13 - 32,87 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 -4,500 3,129 -5,871 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 4 -1,500 0,1287 - 2,871 0,0294
Exp 3 vs. Exp 5 0,000 -1,371-1,371 >0,9999
Exp 3 vs. Exp 6 27,00 25,63 - 28,37 <0,0001
Exp 4 vs. Exp 5 1,500 0,1287 - 2,871 0,0294
Exp 4 vs. Exp 6 28,50 27,13 -29,87 <0,0001
Exp 5vs. Exp 6 27,00 25,63 - 28,37 <0,0001

Tabla 2.7. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas en el tiempo12 dias post-infeccion

Analisis de ANOVA

Distribucién Fisher-Snedecor (F) 3873
Valor de p <0,0001
¢;Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9994
Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 -4,500 7,629 - 10,37 <0,0001
Exp 1 vs. Exp 3 -36,00 39,63 -42,37 <0,0001
Exp 1 vs. Exp 4 -37,50 38,13 - 40,87 <0,0001
Exp 1vs.Exp 5 -36,00 35,13-37,87 <0,0001
Exp 1 vs. Exp 6 -9,000 11,13 - 13,87 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 -31,50 30,63 - 33,37 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 -33,00 29,13 - 31,87 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 5 -31,50 26,13 - 28,87 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 -4,500 2,129 - 4,871 <0,0001

Exp 3 vs. Exp 4 -1,500 0,1287 - 2,871 0,0294
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Exp3vs.Exp 5 0,000 3,129 a5,871 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 6 27,00 27,13 229,87 <0,0001
Exp 4 vs.Exp 5 1,500 1,629 a 4,371 0,0001
Exp 4 vs.Exp 6 28,50 25,63 a 28,37 <0,0001
Exp 5vs.Exp 6 27,00 22,63 a 25,37 <0,0001
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Figura 2.5. Porcentaje de infeccion de las células de Schwann infectadas con M. leprae de
pacientes colombianos de casos nuevos y de recaida. A) 2 Horas, B) 3 dias, C) 7 dias, D) 10 dias y E)
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12 dias Post-Infeccién. Transcurrido el tiempo post-infeccion las células fueron fijadas y tefiidas con la
coloracién de ZN. Experimentos 1, 3, 4 y 5 correspondes a los resultados de pacientes nuevos, el
experimento 2 corresponde a los resultados de paciente de recaida y el experimento 6, bacilos muertos
cepa Tahi-53. Los valores graficados corresponden al porcentaje de células infectadas + SEM derivados
de tres infecciones paralelas e independientes. Los asteriscos indican los analisis de varianza de una via
(ANOVA) con la prueba Tukey’s para cada tiempo P < 0,05; **P < 0,01;*P < 0,001 y ***P<0,0001.

2.4.4.2. Comparacion del porcentaje de células de Schwann infectadas por las
cepas de M. leprae y su evolucion en el tiempo

Experimento 1: Al transcurrir el proceso de infeccién especialmente en los dias 3 y 7 post infeccidn,
se observ6 un aumento significativo en la capacidad infectiva de M. leprae (Figura 2.6 A). Cuando
se compard el procentaje de células infectadas entre los dias 3y 10 y 3 y 12 no hubé un aumento
signiticativo. Sin embargo, a transcurrir 7 dias post-infecciéon se observé una disminucién en la
capacidad de infeccién de M. leprae, 1a cual aumenté nuevamente en el dia 12 (Tabla 2.8.).

Tabla 2.8. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas por M. leprae (Exp 1) a través del tiempo

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Tiempos Media 1 Media 2  Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
0vs.3 8,000 11,50 3,500 2,180 - 4,820 <0,0001
0vs.7 8,000 16,50 8,500 7,180 - 9,820 <0,0001

0vs.10 8,000 10,50 2,500 1,180 - 3,820 <0,0001
Ovs.12 8,000 13,00 5,000 3,680 - 6,320 <0,0001

3vs.7 11,50 16,50 5,000 3,680 - 6,320 <0,0001
3vs.10 11,50 10,50 1,000 0,3203-2,320 0,2210
3vs.12 11,50 13,00 1,500 0,1797-2,820 0,0182
7 vs. 10 16,50 10,50 6,000 4,680 - 7,320 <0,0001
7 vs. 12 16,50 13,00 3,500 2,180 - 4,820 <0,0001
10vs. 12 10,50 13,00 2,500 1,180 - 3,820 <0,0001

Experimento 2: La cepa de M. leprae de este experimento presentd la capacidad mas baja de
infeccién a las dos horas post-infeccion, la cual aumenté en los dias 3 y 7 post-infeccién (Figura 2.6
B). A partir del dia 7 post-infeccién se observé un aumento constante en la capacidad infectiva de
M. leprae de este experimento tanto en el dia 10 como en el dia 12 (Tabla 2.9).

Tabla 2.9. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey del
porcentaje de células de Schwann infectadas por M. leprae (Exp 2) a través del tiempo

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Tiempo Media 1 Media2 Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Ovs.3 6,500 8,500 2,000 0,6797 - 3,320 0,0007
0vs.7 6,500 8,500 2,000 0,6797 - 3,320 0,0007
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O0vs.10 6,500 15,00 8,500 7,180 - 9,820 <0,0001
0vs. 12 6,500 22,00 15,50 14,18 -16,82 <0,0001

3vs.7 8,500 8,500 0,000 -1,320- 1,320 >0,9999
3vs. 10 8,500 15,00 6,500 5,180 - 7,820 <0,0001
3vs.12 8,500 22,00 13,50 12,18 - 14,82 <0,0001
7 vs. 10 8,500 15,00 6,500 5,180 - 7,820 <0,0001
7 vs. 12 8,500 22,00 13,50 12,18 - 14,82 <0,0001
10vs. 12 15,00 22,00 7,000 5,680 - 8,320 <0,0001

Experimento 3: La capacidad infectiva de esta cepa fue la mas efectiva en el tiempo 0 post-infeccidn,
entre el tiempo 0 y los tres dias se observé un aumento significativo de celulas infectadas, que se
mantuvo estable entre los dias 3 y 7 (Figura 2.6 C.). Despues de 7 dias post-infeccién y entre los
dias 10 y 12 se observ6 un aumento del 6,5% y 8.0% en el niimero de células infectadas en estos
dias (Tabla 2.10).

Tabla 2.10. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey
del porcentaje de células de Schwann infectadas por M. leprae (Exp 3) a través del tiempo

Prueba de comparaciones miultiples de Tukey

Tiempo Media 1 Media2 Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
O0vs.3 27,50 41,17 13,67 12,35-14,99 <0,0001
0vs.7 27,50 40,50 13,00 11,68 - 14,32 <0,0001
0vs.10 27,50 46,50 19,00 17,68 - 20,32 <0,0001
0vs.12 27,50 54,00 26,50 25,18 -27,82 <0,0001
3vs.7 41,17 40,50 0,6667 -0,6536 - 1,987 0,6173
3vs. 10 41,17 46,50 5,333 4,013 - 6,654 <0,0001
3vs. 12 41,17 54,00 12,83 11,51 - 14,15 <0,0001
7 vs. 10 40,50 46,50 6,000 4,680 - 7,320 <0,0001
7 vs. 12 40,50 54,00 13,50 12,18 - 14,82 <0,0001

10vs. 12 46,50 54,00 7,500 6,180 - 8,820 <0,0001

Experimento 4: En este caso se observd un aumento constante en el porcentaje de células infectadas
desde el tiempo 0 hasta el dia 7 post-infeccion, con porcentajes de infeccién del 21%, 30% y 49%,
respectivamente. Entre el dia 7 y 10 se observé una capacidad infectiva estable con un 48%, con un
aumento del 4,5% entre el dia 10 y 12 post-infecciéon (y Tabla 2.11. y Figura 2.6.D).

Tabla 2.11. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del porcentaje de células de Schwann infectadas por M. leprae (Exp 4) a través del tiempo

Prueba de comparaciones miultiples de Tukey

Tiempo Media 1 Media2 Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Ovs.3 20,83 30,00 9,167 7,846 - 10,49 <0,0001
0vs.7 20,83 48,83 28,00 26,68 - 29,32 <0,0001
0vs. 10 20,83 48,00 27,17 25,85 - 28,49 <0,0001
0vs. 12 20,83 52,50 31,67 30,35-32,99 <0,0001
3vs.7 30,00 48,83 18,83 17,51 - 20,15 <0,0001

3vs. 10 30,00 48,00 18,00 16,68 - 19,32 <0,0001
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3vs.12 30,00 52,50 22,50 21,18 - 23,82 <0,0001
7 vs. 10 48,83 48,00 0,8333 0,4869 - 2,154 0,3974
7 vs. 12 48,83 52,50 3,667 2,346 - 4,987 <0,0001
10vs. 12 48,00 52,50 4,500 3,180 - 5,820 <0,0001

Experimento 5: Para este experimento se observo un aumento en el nimero de células desde el
tiempo 0 hasta el dia 7 post infeccion con porcentajes de infeccién del 23,%, 35,5% y 45,5%
respectivamente; entre los dias 7, 10 y 12 se observé una estabilidad en el porcentaje de infeccién
(Tabla 2.12.y Figura 2.6.E).

Tabla 2.12. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del porcentaje de células de Schwann infectadas por M. leprae (Exp 5) a través del tiempo

Prueba de comparaciones miltiples de Tukey

Medial Media2 Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado

Ovs.3 23,00 35,17 12,17 10,85-13,49 <0,0001

0vs.7 23,00 45,50 22,50 21,18 - 23,82 <0,0001
0vs. 10 23,00 46,50 23,50 22,18 -24,82 <0,0001
0vs.12 23,00 49,50 26,50 25,18 -27,82 <0,0001

3vs.7 35,17 45,50 10,33 9,013-11,65 <0,0001
3vs. 10 35,17 46,50 11,33 10,01 -12,65 <0,0001
3vs.12 35,17 49,50 14,33 13,01 -15,65 <0,0001
7vs. 10 45,50 46,50 1,000 0,3203 - 2,320 0,2210
7 vs. 12 45,50 49,50 4,000 2,680 - 5,320 <0,0001
10vs. 12 46,50 49,50 3,000 1,680 - 4,320 <0,0001

Experimento 6: En este se utilizaron bacilos muertos, a lo largo del tiempo se observd una
estabilidad en la capacidad de infecciéon de M. leprae, lo que inidica que una vez ingresado en la
célula de Schwann, se requiere que el bacilo este vivo, para infectar mas células alo largo del tiempo
(Tabla 2.13. Figura 2.6.F).

Tabla 2.13. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey
del porcentaje de células de Schwann infectadas por M. leprae (Exp 6) a través del tiempo

Prueba de comparaciones miltiples de Tukey

Medial Media2 Diferencia de Medias Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado

Ovs.3 20,67 22,00 1,333 0,01306 - 2,654 0,0466
0vs.7 20,67 20,50 0,1667 -1,154 - 1,487 0,9965
0vs.10 20,67 19,50 1,167 -0,1536 - 2,487 0,1077
0vs.12 20,67 25,50 4,833 3,513-6,154 <0,0001
3vs.7 22,00 20,50 1,500 0,1797 - 2,820 0,0182
3vs. 10 22,00 19,50 2,500 1,180 - 3,820 <0,0001
3vs.12 22,00 25,50 3,500 2,180 - 4,820 <0,0001
7vs. 10 20,50 19,50 1,000 -0,3203 - 2,320 0,2210
7 vs. 12 20,50 25,50 5,000 3,680 - 6,320 <0,0001

10vs. 12 19,50 25,50 6,000 4,680 -7,320 <0,0001
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Figura 2.6. Tendencia del porcentaje de células de Schwann infectadas con M. leprae obtenido de
pacientes colombianos de casos nuevos y de recaida. Experimentos 1, 3, 4 y 5 corresponde a los
resultados de pacientes nuevos, el experimento 2 corresponde a los resultados de paciente de recaida y
el experimento 6, bacilos muertos cepa Thai-53.

2.4.4.3. Comparacion del porcentaje de células de Schwann infectadas entre

cepas de M. leprae causantes de recaida con otras cepas analizadas
Se realiz6 la comparacidén del porcentaje de células Schwann infectadas con cepas de M. leprae del
experimento 2 (cepa causante de recaida) con los experimentos 1, 3, 4, 5 (cepas de pacientes
nuevos) y el experimento 6 (cepa de M. leprae Thai-53) (Figura 2.7). Cuando se comparan los
experimentos 2y 3,2y 4y 2y5 (que corresponden a una cepa de M. leprae obtenido de un paciente
recaida Vs M. leprae el obtenido de pacientes nuevos), se observa un aumento en el porcentaje de
las células infectadas a través del tiempo (Figura 2.7).

Es importante notar que la capacidad de infeccién de las cepas de M. leprae provenientes de
pacientes nuevos siempre es mayor, excepto cuando se compard el experimento 2 y el experimento
1, estas cepas infectaron entre el 6% y el 9% en el tiempo 0. En el caso de la cepa de M. leprae del
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experimento 1, aument6 su capacidad infectiva en los dias 3 y 7, pero disminuyé en los dias 10 y
12, caso contrario a la cepa de M. leprae del experimento 2 que aumenté su capacidad infectiva en
los dias 10 y 12 (Figura 2.7 A).

En la figura 2.7F, podemos comparar el porcentaje de infeccion a lo largo del tiempo de M. leprae
obtenido de un paciente nuevo con la cepa M. leprae Thai-53 control (bacilos muertos) (Exp 6),
observando que las células de Schwann permiten el ingreso de bacilos muertos (Tabla 2.13.)
mientras que el experimento con bacilos de pacientes nuevos se incrementa dramaticamente hasta
el dia 12. Esto implica la necesidad de viabilidad de M. leprae para aumentar el nimero de células

infectadas a través del tiempo.
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Figura 2.7. Comparacion del porcentaje de células de Schwann infectadas con M. leprae obtenido
de un paciente con un evento de recaida Vs M. leprae obtenidos de pacientes nuevos. A) Exp 1 Vs
Exp 2,B) Exp 2 Vs Exp 3, C) 7 Exp 2 Vs Exp 4, D) Exp 2 Vs Exp 5, E) Exp 2 Vs Exp 6 y F) Exp 4 Vs Exp 6.
Experimentos 1, 3, 4 y 5 correspondes a los resultados de pacientes nuevos, el experimento 2



84 Estudio de cepas de M. leprae colombiano causantes de multiples episodios sintomaticos de lepra post PQT

corresponde a los resultados de paciente de recaida y el experimento 6, bacilos muertos cepa Tahi-53.
Los valores graficados corresponden al porcentaje de células infectadas + SEM derivados de tres
infecciones paralelas e independientes.

2.4.5. Evaluacion de la multiplicacion de M. leprae durante la

infeccion de las células de Schwann

2.4.5.1. Comparacion del numero de bacilos por célula infectada en cada punto
del tiempo

Las laminas porta objetos de cada pozo se tifieron por la técnica de ZN; en cada caso se conté el
numero de bacilos en 200 células. Los resultados obtenidos indicaron que existe una variacién en
el nimero de bacilos infectantes en cada uno de los tiempos analizados. Enla Figura 2.8. se observa
el promedio del numero de bacilos de cada experimento en cada uno de los tiempos analizados, las
cepas de estudio mostrardn diferencias en la capacidad de multiplicacion a través del tiempo. Esto
evidencia que la viabilidad de M. leprae es fundamental para la infeccién y multiplicacién en las
células de Schwann. En las tablas 2.14 a 2.18. se muestran los resultados del andlisis de ANOVA y
pruebas de comparaciones multiples de Tukey en cada uno de los tiempos.

Tabla 2.14. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae por célula de Schwann infectada a 2 horas post-infeccion

Analisis de ANOVA

F 12,64
Valor de p 0,0002
¢(Diferencia significativa entre medias (p <0,05)? Si
R-cuadrado 0,8404
Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 0,03400 -0,5365 - 0,4685 0,9999
Exp 1vs. Exp 3 0,8893 0,3869 - 1,392 0,0007
Exp 1 vs. Exp 4 0,2533 0,2491 - 0,7558 0,5599
Exp 1vs. Exp 5 0,2077 0,2948 - 0,7101 0,7332
Exp 1vs. Exp 6 0,7557 0,2532 - 1,258 0,0030
Exp 2 vs. Exp 3 0,8553 0,3529 - 1,358 0,0010
Exp 2 vs. Exp 4 0,2193 -0,7218 - 0,2831 0,6899
Exp 2 vs. Exp 5 0,1737 -0,6761 - 0,3288 0,8466
Exp 2 vs. Exp 6 0,7217 0,2192 - 1,224 0,0043
Exp 3 vs. Exp 4 0,6360 0,1335-1,138 0,0111
Exp 3 vs. Exp 5 0,6817 0,1792-1,184 0,0067
Exp 3 vs. Exp 6 0,1337 -0,3688 - 0,6361 0,9409
Exp 4 vs. Exp 5 0,04567 -0,4568 - 0,5481 0,9995
Exp 4 vs. Exp 6 0,5023 0,0001474 - 1,005 0,0501

Exp 5 vs. Exp 6 0,5480 0,04552-1,050 0,0300
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Tabla 2.15. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae por célula de Schwann infectada 3 dias post-infecciéon

Analisis de ANOVA

F 183,4
Valor de p <0,0001
¢;Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9871
Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 0,1197 -0,1952 - 0,4346 0,7919
Exp 1vs.Exp 3 0,4783 0,1634 - 0,7932 0,0027
Exp 1 vs. Exp 4 2,079 1,764 - 2,394 <0,0001
Exp 1vs. Exp 5 1,698 1,383 - 2,013 <0,0001
Exp 1vs.Exp 6 0,8560 0,5411-1,171 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 0,5980 0,2831-0,9129 0,0004
Exp 2 vs. Exp 4 2,199 1,884 - 2,514 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 5 1,818 1,503 - 2,133 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 0,9757 0,6608 - 1,291 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 4 1,601 1,286 - 1,916 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 5 1,220 0,9048 - 1,535 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 6 0,3777 0,06276 - 0,6926 0,0162
Exp 4 vs. Exp 5 0,3813 0,06643 - 0,6962 0,0151
Exp 4 vs. Exp 6 1,223 0,9084 - 1,538 <0,0001
Exp 5 vs. Exp 6 0,8420 0,5271-1,157 <0,0001

Tabla 2.16. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae por célula de Schwann infectada 7 dias post-infeccion

Analisis de ANOVA

F 183,4
Valor de P <0,0001
¢;Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9871
Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor P ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 0,02267 0,2775-0,3229 0,9998
Exp 1vs.Exp 3 0,8840 0,5838-1,184 <0,0001
Exp 1vs. Exp 4 1,976 1,676 - 2,277 <0,0001
Exp 1vs.Exp5 1,992 1,692 - 2,292 <0,0001
Exp 1vs.Exp 6 1,041 0,7405 - 1,341 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 3 0,8613 0,5611-1,162 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 1,954 1,653 - 2,254 <0,0001
Exp 2 vs.Exp 5 1,969 1,669 - 2,270 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 6 1,018 0,7178 - 1,318 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 4 1,092 0,7921 - 1,393 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 5 1,108 0,8078 - 1,408 <0,0001

Exp3vs.Exp 6 0,1567 -0,4569 - 0,1435 0,5262
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Exp 4 vs.Exp 5 -0,01567 -0,3159 - 0,2845 >0,9999
Exp 4 vs. Exp 6 0,9357 0,6355-1,236 <0,0001
Exp5vs.Exp 6 0,9513 0,6511-1,252 <0,0001

Tabla 2.17. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae por célula de Schwann infectada 10 dias post-infeccion

Analisis de ANOVA

F 73,03
Valor de p <0,0001
;Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9682
Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 0,2273 0,1237-0,5783 0,3151
Exp 1vs. Exp 3 1,460 1,109 - 1,811 <0,0001
Exp 1vs. Exp 4 0,7887 0,4377 - 1,140 <0,0001
Exp 1vs.Exp 5 0,9780 0,6270 - 1,329 <0,0001
Exp 1vs.Exp 6 0,4047 0,05367 - 0,7557 0,0210
Exp 2 vs. Exp 3 1,687 1,336 - 2,038 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 1,016 0,6650 - 1,367 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 5 1,205 0,8543 - 1,556 <0,0001
Exp 2 vs.Exp 6 0,6320 0,2810 - 0,9830 0,0006
Exp 3 vs. Exp 4 0,6710 0,3200 - 1,022 0,0004
Exp 3vs.Exp 5 0,4817 0,1307 - 0,8327 0,0061
Exp 3vs.Exp 6 1,055 0,7040 - 1,406 <0,0001
Exp 4 vs.Exp 5 0,1893 0,1617 - 0,5403 0,4936
Exp 4 vs. EXp 6 0,3840 0,03300-0,7350 0,0294
Exp 5vs. Exp 6 0,5733 0,2223-0,9243 0,0015

Tabla 2.18. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae por célula de Schwann infectada 12 dias post-infeccién

Analisis de ANOVA

F 108,1
Valor de p <0,0001
¢(Diferencia significativa entre medias (P <0,05)? Si
R-cuadrado 0,9783
Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Exp 1 vs. Exp 2 0,1323 0,1753 - 0,4399 0,7018
Exp 1 vs. Exp 3 1,564 1,256 - 1,872 <0,0001
Exp 1vs. Exp 4 1,400 1,092 - 1,707 <0,0001
Exp 1 vs.Exp 5 0,7673 0,4597 - 1,075 <0,0001
Exp 1 vs.Exp 6 0,2347 0,07295 - 0,5423 0,1807
Exp 2 vs. Exp 3 1,432 1,124 -1,739 <0,0001
Exp 2 vs. Exp 4 1,267 0,9597 - 1,575 <0,0001

Exp 2 vs. Exp 5 0,6350 0,3274 - 0,9426 0,0002
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Exp 2 vs. Exp 6 0,1023 20,2053 - 0,4099 0,8652
Exp 3 vs. Exp 4 0,1643 20,4719 - 0,1433 0,5032
Exp 3 vs. Exp 5 0,7967 0,4891 - 1,104 <0,0001
Exp 3 vs. Exp 6 1,329 1,022 - 1,637 <0,0001
Exp 4 vs. Exp 5 0,6323 0,3247 - 0,9399 0,0002
Exp 4 vs. Exp 6 1,165 0,8574 - 1,473 <0,0001
Exp 5 vs. Exp 6 0,5327 0,2251 - 0,8403 0,0009
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Figura 2.8. Comparacion del nimero de bacilos por célula de Schwann infectada con M. leprae
obtenido de pacientes colombianos de casos nuevos y de recaida en cada punto de tiempo
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post-infeccion las células fueron fijadas y tefiidas con la coloracién de ZN. Experimentos 1, 3, 4y 5
correspondes a los resultados de pacientes nuevos, el experimento 2 corresponde a los resultados de
paciente de recaida y el experimento 6, bacilos muertos cepa Tahi-53. Los valores graficados
corresponden al porcentaje de células infectadas + SEM derivados de tres infecciones paralelas e
independientes. Los asteriscos indican los andlisis de varianza de una via (ANOVA) con la prueba
Tukey’s para cada tiempo P < 0,05; **P < 0,01;*P < 0,001 y ***P<0,0001.

2.4.5.2. Comparacion del numero de bacilos de M. leprae por célula de
Schwann infectada y su multiplicacion en el tiempo

En la Figura 2.9. se observa el promedio del nimero (multiplicacién) de bacilos de cada
experimento en cada uno de los tiempos analizados, En los tiempos 3 y 7 las cepas de los
experimentos que utilizaron bacilos vivos mostraron un aumento progresivo en el ndmero de
bacilos por celula infectada indicando que a partir de este dia M. leprae se multiplica en el modelo
utilizado (Tablas 2.19 a 2.24). En el caso de la cepa proveniente del paciente de recaida el aumento
en el numero de bacilos por célula infectada se da en el dia 7, esto se relaciona con los resultados
obtenidos en el porcentaje de infeccion de las células de Schwann. El control de multiplicacién el
Experimento 6 corresponde a bacilos muertos de la cepa Thai-53, los que no muestran cambios en
el nimero de bacilos por célula indicando que no hay multiplicacién de estos.

Tabla 2.19. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae (Exp 1) por célula a través del tiempo

Prueba de comparaciones miultiples de Tukey

Tiempo Media 1 Media 2 Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor P ajustado
Ovs.3 1,375 1,304 0,07100 0,2331-0,3751 0,9647
Ovs.7 1,375 1,696 0,3210 0,01688-0,6251 0,0336

0vs. 10 1,375 1,744 0,3690 0,06488 - 0,6731 0,0098

0vs.12 1,375 1,423 0,04800 -0,3521a0,2561 0,9918
3vs.7 1,304 1,696 0,3920 0,08788-0,6961 0,0052
3vs. 10 1,304 1,744 0,4400 0,1359-0,7441 0,0013
3vs.12 1,304 1,423 0,1190 0,1851-0,4231 0,8056
7 vs. 10 1,696 1,744 0,04800 0,2561-0,3521 0,9918
7 vs. 12 1,696 1,423 0,2730 -0,03112-0,5771 0,0987

10vs.12 1,744 1,423 0,3210 0,01688-0,6251 0,0336

Tabla 2.20. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae (Exp 2) por célula a través del tiempo

Prueba de comparaciones miultiples de Tukey

Medial Media2 Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor P ajustado

Ovs.3 1,409 1,184 0,2247 0,07945 - 0,5288 0,2432
Ovs.7 1,409 1,719 0,3097 0,005551-0,6138 0,0440
0vs. 10 1,409 1,517 0,1077 0,1964-0,4118 0,8563
0vs. 12 1,409 1,555 0,1463 0,1578-0,4504 0,6594
3vs.7 1,184 1,719 0,5343 0,2302-0,8384 <0,0001

3vs. 10 1,184 1,517 0,3323 0,02822 - 0,6364 0,0255
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3vs. 12 1,184 1,555 0,3710 0,06688-0,6751 0,0093
7vs. 10 1,719 1,517 0,2020 0,1021-0,5061 0,3455
7vs. 12 1,719 1,555 0,1633 0,1408 - 0,4674 0,5598
10vs. 12 1,517 1,555 0,03867 a0,2654-0,3428 0,9964

Tabla 2.21. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del niimero de bacilos de M. leprae (Exp 3) por célula a través del tiempo

Prueba de comparaciones miultiples de Tukey

Tiempo Media 1 Media2  Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
Ovs.3 2,264 1,782 0,4820 0,1779-0,7861 0,0003
0vs.7 2,264 2,580 0,3157 0,01155-0,6198 0,0382
0vs.10 2,264 3,204 0,9393 0,6352 - 1,243 <0,0001
Ovs.12 2,264 2,987 0,7227 0,4186 - 1,027 <0,0001
3vs.7 1,782 2,580 0,7977 0,4936 - 1,102 <0,0001
3vs.10 1,782 3,204 1,421 1,117 - 1,725 <0,0001
3vs. 12 1,782 2,987 1,205 0,9006 - 1,509 <0,0001
7 vs. 10 2,580 3,204 0,6237 0,3196 - 0,9278 <0,0001
7vs.12 2,580 2,987 0,4070 0,1029-0,7111 0,0034

10vs.12 3,204 2,987 0,2167 0,08745 - 0,5208 0,2768

Tabla 2.22. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miultiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae (Exp 4) por célula a través del tiempo

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Medial Media 2 Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor P ajustado
O0vs.3 1,628 3,383 1,755 1,451 - 2,059 <0,0001
O0vs.7 1,628 3,672 2,044 1,740 - 2,348 <0,0001
O0vs.10 1,628 2,533 0,9043 0,6002 - 1,208 <0,0001
Ovs. 12 1,628 2,823 1,194 0,8902 - 1,498 <0,0001
3vs.7 3,383 3,672 0,2890 0,01512-0,5931 0,0702
3vs. 10 3,383 2,533 0,8507 0,5466 - 1,155 <0,0001
3vs. 12 3,383 2,823 0,5607 0,2566 - 0,8648 <0,0001
7 vs. 10 3,672 2,533 1,140 0,8356 - 1,444 <0,0001
7 vs. 12 3,672 2,823 0,8497 0,5456 - 1,154 <0,0001
10vs. 12 2,533 2,823 0,2900 0,01412 - 0,5941 0,0687

Tabla 2.23. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miiltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae (Exp 5) por célula a través del tiempo

Prueba de comparaciones miiltiples de Tukey

Medial Media2 Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
0vs.3 1,583 3,002 -1,419 1,115-1,723 <0,0001
0vs.7 1,583 3,688 -2,105 1,801 - 2,409 <0,0001

0vs. 10 1,583 2,722 -1,139 0,8352 - 1,443 <0,0001
Ovs. 12 1,583 2,190 -0,6077 0,3036-0,9118 <0,0001
3vs.7 3,002 3,688 -0,6860 0,3819-0,9901 <0,0001
3vs. 10 3,002 2,722 0,2800 -0,02412 - 0,5841 0,0852

3vs. 12 3,002 2,190 0,8117 0,5076-1,116 <0,0001
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7 vs. 10 3,688 2,722 0,9660 0,6619 - 1,270 <0,0001
7 vs. 12 3,688 2,190 1,498 1,194 - 1,802 <0,0001
10vs. 12 2,722 2,190 0,5317 0,2276 - 0,8358 <0,0001

Tabla 2.24. Resultados del analisis ANOVA y la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
del nimero de bacilos de M. leprae (Exp 6) por célula a través del tiempo

Prueba de comparaciones miiltiples de Tukey

Media 1 Media 2 Diferencia Media Intervalo de confianza 95%, Valor p ajustado
0vs.3 2,131 2,160 0,02933 -0,3334a0,2748 0,9988
0vs.7 2,131 2,737 0,6060 0,3019-0,9101 <0,0001
0vs.10 2,131 2,149 0,01800 -0,3221-0,2861 0,9998
0vs. 12 2,131 1,658 0,4730 0,1689-0,7771 0,0005
3vs.7 2,160 2,737 0,5767 0,2726 - 0,8808 <0,0001
3vs. 10 2,160 2,149 0,01133 -0,2928 - 0,3154 >0,9999
3vs. 12 2,160 1,658 0,5023 0,1982 - 0,8064 0,0002
7 vs. 10 2,737 2,149 0,5880 0,2839-0,8921 <0,0001
7 vs. 12 2,737 1,658 1,079 0,7749 - 1,383 <0,0001

10vs. 12 2,149 1,658 0,4910 0,1869-0,7951 0,0003
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Figura 2.9. Numero de bacilos por célula de Schwann infectada con M. leprae obtenido de
pacientes colombianos de casos nuevos y de recaida. A) Exp 1, B) Exp 2, C) Exp 3, D) Exp 4 y E) Exp
5y F) Exp 6. Transcurrido el tiempo post-infeccion las células fueron fijadas y tefiidas con la coloracion
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de ZN. Experimentos 1, 3, 4 y 5 correspondes a los resultados de pacientes nuevos, el experimento 2
corresponde a los resultados de paciente de recaida y el experimento 6, bacilos muertos cepa Tahi-53.
Los valores graficados corresponden al porcentaje de células infectadas + SEM derivados de tres
infecciones paralelas e independientes. Los asteriscos indican los andlisis de varianza de una via
(ANOVA) con la prueba Tukey’s para cada tiempo P < 0,05; **P < 0,01;*P < 0,001 y ***P<0,0001.

2.5. Discusion

La caracteristica clinica mas severa de la lepra es el desarrollo de neuropatias y es una
consecuencia de la infeccion de las células de Schwann por M. leprae. En la lepra multibacilar, se
observa una gran cantidad de bacilos intracelulares en las células de Schwann en los nervios
periféricos [51], la degeneraciéon axonal producida por esta no solo genera discapacidad, sino
también pérdida dsea y atrofia muscular debido a la perdida de sensibilidad y complicaciones
asociadas que afectan los tejidos adyacentes a la piel [15]. Estas condiciones han determinado que
la lepra sea una de las enfermedades mas temidas y estigmatizadas por la humanidad [64].

La capacidad de invasidn inicial y posterior multiplicacién de M. leprae en las células de Schwann
es un proceso critico dentro de la lepra. Se conoce que estas células en pacientes con la enfermedad
pueden albergar a M. leprae durante un extenso periodo de tiempo, toda vez que que las células de
Schwann protegen de la respuesta inmune y no son fagocitos profesionales [162]. La permanencia
bacteriana en las células de Schwann favorece su supervivencia y multiplicacién, la cual es
extremadamente lenta, durante la infeccién temprana y permite a lo largo del tiempo la invasion
del tejido nervioso circundante y mas all4, lo que convierte a las células de Schwann en un blanco
importante [64].

En el presente estudio, se evalud in vitro, con células de Schwann humanas la interaccién de
diferentes cepas de M. leprae obtenidos de pacientes nuevos y pacientes con casos recurrentes de
lepra.

Ademas del estilo de vida intracelular estrictamente obligado, el bacilo de la lepra requiere una
temperatura corporal mas baja para su supervivencia y multiplicacion, por lo que en el humano se
observa un crecimiento bacteriano en tejidos periféricos, la piel y los testiculos donde la
temperatura corporal periférica es relativamente mas baja [4,51]. En el armadillo de nueve bandas,
la temperatura corporal es de 33 a 352C y M. leprae se propaga tanto en tejidos periféricos como
en 6rganos internos, como el higado [164,165].

Las condiciones experimentales utilizadas en este estudio y en estudios previos, han demostrado
que una temperatura de 37°C es desfavorable para la viabilidad intracelular de M. leprae, por lo que
se utiliz6é una incubacién a una temperatura de 33°C que es 6ptima para realizar la infeccién de las
células de Schwann con M. leprae [166]. Hagge y colaboradores [167] informaron que M. leprae
mostro una viabilidad del 56% en las células de Schwann durante 3 semanas después de la
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infeccion a 33°C, en comparacion con la viabilidad del 3,6% a 37°C [167]. Ademas, se observé que
las condiciones empleadas en este estudio permitieron mantener los cultivos infectados hasta por
12 dias sin que la monocapa se desprendiera por resequedad o por accién de los productos de la
infeccién con M. leprae.

Cuando se evalud el porcentaje de infeccion de las células de Schwann en contacto con cepas de M.
leprae provenientes de pacientes con eventos recurrentes y nuevos Se encontro un
comportamiento diferencial, mostrando que M. leprae proveniente de un paciente de recaida
aumenta su capacidad infectiva a los 7 dias post-infeccién en comparacién con el M. leprae
proveniente de pacientes nuevos este aumenta de manera constante desde el dia 3 post-infeccidén.
Para el dia 12 se observé una infeccion célular que vario entre 13 y el 54%; esto se relaciona con
los resultados presentados por Diaz Acosta y colaboradores, en donde se demuestra que las células
de Schwann pueden alcanzar hasta un 80% de infeccién con el bacilo de la lepra [78].

Al utilizar una cepa de M. leprae muerto, este alcanzé un 26% de interacciéon con células de
Schwann. Este resultado estan de acuerdo con lo observado por Diaz y colaboradores en los cuales
se establecié que el porcentaje de asociacién de las células de Schwann con bacilos M. leprae
muertos disminuye a menos del 50% [78]. Nuestros resultados demuestran que la viabilidad del
bacilo es fundamental para aumentar el nimero de células infectadas a través del tiempo; esto
también se soporta con los resultados de la capacidad de infeccién de M. leprae proveniente de
pacientes con recaida Vs los provenientes de pacientes nuevos, los cuales tiene un comportamiento
diferencial que se puede deber a debido a un proceso metabdlico disminuido en el primer caso.

Aunque la respuesta inmue del hospedero frente a M. leprae juega un papel importante en el
desarrollo clinico de la lepra, es la bacteria y su capacidad de propagacion en el tejido periferico,
como el PNS y la piel, lo que establece una infeccion productiva que favorece un escenario para un
proceso infeccioso posterior [64]. Ademas, la respuesta de las células tisulares a una alta carga
bacteriana, podrian dar lugar a condiciones patolégicas caracteristicas, especialmente en nichos
especificos como las células de Schwann, donde el trafico de las células inmunes es minmo. Este es
el caso de pacientes con lepra multibacilar, que albergan una alta carga bacilar en los tejidos
[61,64,168].

En este estudio también se evalud el nimero de bacilos por célula infectada. Nuestros resultados
mostraron que el nimero de bacilos infectantes no dependen de la cantidad de bacilos presentes
en cada suspension inicial obtenida (r=0,295), confirmando que no se requiere la viabilidad del
bacilo para la interaccién inicial de M. leprae con las células de Schwann, pero si para el aumento
de la infeccion a traves del tiempo, también confirmando los resultados obtenidos por Diaz Acosta
y col en el 2018 [71]. A su vez, la carga bacilar inicial (suspensién) si se pudo explicar (r = 0,919)
por el IB determinado en el momento de la toma de estas biopsias a los pacientes donantes, lo que
nos confirma que la viabilidad o actividad del bacilo si son determinates para su capacidad
infectiva.
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2.6. Conclusiones

1.

Cuando se realizé el cultivo inicial de las células de Schwann humanas, se encontré que las
células requirieron un mayor de tiempo de incubacién (alrededor de 20 dias) después del
proceso de descongelado y el crecimiento maximo alcanzado fue del 70%, por lo que se requirié
realizar pases a las células y asi estimular la multiplicacién celular.

Las condiciones experimentales utilizadas en este estudio nos permitieron mantener los
cultivos infectados hasta por 12 dias sin que la monocapa se desprendiera por resequedad o
por accion de los productos de la infeccion con M leprae.

La capacidad infectiva de cepas de M. leprae depende de la viabilidad del bacilo; cuando se
infectan las células con M. leprae provenientes de pacientes nuevos, esta aumenta desde el dia
0-3 post-infeccién y alcanza su pico maximo entre los dias 7 y 10 dias post-infeccién. En el caso
de las cepas provenientes de pacientes con casos recurrentes de la enfermedad (previamente
tratados), la capacidad infectiva aumenta desde el dia 7 post-infeccién y se mantiene constante
hasta el dia 12; esta diferencia puede ser debida a un metabolismo disminuido.

La carga bacilar inicial si se pudo explicar (r = 0,919) por el IB determinado en el momento de
la toma de estas biopsias a los pacientes donantes, lo que nuevamente nos confirma que la
viabilidad o actividad del bacilo son determinantes de su ingreso a las células de Schwann que
no son fagocitos profesionales y por lo tanto necesitan de las interacciones facilitadas por el
bacilo.



3. Perfil transcripcional en un modelo de infeccion de
células de Schwann, de cepas de Mycobacterium
leprae colombianas implicadas o no, en eventos de
recurrencia de la lepra

3.1. Resumen

M. leprae es un patdgeno intracelular obligado no cultivable al parecer, entre otros, a la evolucién
reductiva de su genoma, por lo que acumula un gran nimero de pseudogenes. Debido a sus
caracteristicas gendmicas y las limitaciones para el cultivo en medio artificiales, ha sido muy
limitada la informacién sobre el comportamiento transcripcional de M. leprae en diferentes
condiciones de infeccidn.

El objetivo del presente estudio fue identificar el conjunto de genes que se transcriben en M. leprae
proveniente de lesiones de pacientes durante su proceso de infecciéon en un modelo de células de
Schwann. Especificamente, el andlisis de transcripcion se realizé6 mediante la secuencia de ARN
(ARNseq) de M. leprae obtenido a partir de muestras de biopsias de piel provenientes del
diagnostico inicial y durante la recurrencia de la enfermedad, y puesto a infectar células de
Schwann.

Nuestros resultados revelan que, durante el proceso de infeccién, un aumento en la actividad de
genes involucrados en la virulencia y genes codificantes de proteinas de choque térmico que
posiblemente favorecen la supervivencia de M. leprae en condiciones de estrés o durante el cultivo
in vitro. Por otra parte, se realizaron ensayos de qPCR, para evaluar los niveles de expresién de
siete genes implicados en la sintesis de PGL-1, durante la infeccidn de células de Schwann en un
periodo de 12 dias. los resultados mostraron que las cepas de M. leprae provenientes de pacientes
conrecaida aumentan los niveles de los genes evaluados alos 7 dias post-infeccién. Por el contrario,
las cepas provenientes de pacientes nuevos la expresion de estos aument6 en el dia 3 post-
infeccién. Pudimos encontrar que las cepas de M. leprae provenientes de pacientes de recaida tiene
un metabolismo disminuido, cuando se compara con las cepas de pacientes nuevos.

Palabras clave: M. leprae, ARN-seq, Transcritoma, Glicolipido fenélico-1
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3.2. Introduccion

La lepra es una enfermedad infecciosa cronica causada por M. leprae y afecta principalmente al
sistema nervioso periférico, la piel y otros tejidos como el sistema reticulo-endotelial, huesos,
articulaciones, membranas mucosas, ojos, testiculos, musculos y las glandulas suprarrenales [4].
La neuropatia se presenta en diferentes formas clinicas, por lo que los determinantes bacterianos
y la respuesta inmune del hospedero probablemente juegan un papel importante en la progresién
de la enfermedad, aunque los mecanismos mediante los que cada uno contribuye a la lesién
nerviosa son poco conocidos. Estudios in vitro sugieren que M. leprae causa directamente la
desmielinizacion al infectar y de-diferenciar las células de Schwann que mielinizan los nervios
periféricos [66].

M. leprae fue el primer patégeno humano identificado con el microscopio, se trata de un bacilo
intracelular obligado que nunca se ha cultivado con éxito in vitro, con un tiempo de generacién de
14 dias, uno de los mas largos conocidos para una bacteria y al parecer una de las principales
razones de su prolongado periodo de incubacién en los pacientes [4,115]. Como resultado del
crecimiento restringido, se han desarrollado modelos animales como el cojinete plantar del ratéon
y el del armadillo de nueve bandas, sistemas que han proporcionado recursos basicos para estudios
genéticos, metabdlicos y antigénicos del bacilo [119]. En el armadillo de nueve bandas, M. leprae
manifiesta una diseminacion sistémica que produce cambios estructurales y patolégicos similares
a las observadas en los tejidos y nervios de los seres humanos con la enfermedad [120].

La secuenciacién del genoma de M. leprae proporcioné gran cantidad de informacién sobre este
bacilo, la que se ha utilizado para comprender su comportamiento genémico y fenotipico [9]. El
genoma de M. leprae contiene 3.27 Mb, de los que solo 1.614 ORFs (open reading frame, sigla en
inglés) (49,6%) corresponden a genes codificadores de proteinas. Una de las caracteristicas
notables del genoma de M. leprae es la existencia de 1.310 pseudogenes (41%) y que
aparentemente el 9,4% restante de su genoma no codifica para genes. Estas ultimas podrian
corresponder a secuencias reguladoras o genes residuales, que no pueden reconocerse por su gran
cantidad de mutaciones acumuladas [8,9,121]. La reduccién masiva del genoma de M. leprae
probablemente se produjo por una fuerte alteracion en su estilo de vida [51], que condujo a que el
50% de los genes se convirtieran en pseudogenes [121]. Se ha demostrado que M. leprae evolucion6
reteniendo un conjunto minimo de genes que corresponde a familias esenciales y se eliminaron
varias vias metabdlicas que limité sus condiciones de crecimiento [8,9,122].

El tropismo tisular de un patégeno bacteriano esta determinado tanto por el huésped como por los
componentes bacterianos. En las micobacterias patégenas, se ha propuesto que su pared
bacteriana contienen la mayoria de los elementos asociados con la patogénesis de la enfermedad
[169,170]. Estos componentes especificos ademas pueden dirigir al patégeno a sus nichos
favoritos. La pared celular de M. leprae contiene una extensa capa externa (electro transparente),
compuesta, entre otros por phthiocerol dimycocerosato (PDIM) y glicolipidos relacionados
incluyendo principalmente el glicolipido fendlico - 1 (PGL-1), especifico de M. leprae, que consiste
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bésicamente en un nucleo lipidico llamado Fenol- phthiocerol dimycocerosato (conservado en
otras especies micobacterianas). E1 PGL-1 (glicolipido fenélico-1), es una de las moléculas que se
sospecha son criticas en la patogenia de la lepra [76]. El PGL-1 contiene un trisacarido
antigénicamente distinto que consiste en 3,6-di-o-metil--D-glucopiranosil-(1—4)-2,3-di-o-metil-
a-L-ramnopiranosil-(1,2)-3-o-metil-a-L-ramnopiranosa, antigénicamente tunico [69,70] y que no
se ha encontrado en ninguna otra especie de las mycobacterias y bacterias en general [76,171].

Se ha observado que PGL-1 estd involucrado en la afinidad tinica de M. leprae por los nervios
periféricos. La posicién de PGL-1 en la superficie mas externa del bacilo de la lepra es ideal para
interactuar con los componentes de la célula hospedera. Se ha propuesto la posicion trisacarido de
PGL-1 promueve la invasion de las células de Schwann y por lo tanto puede ser responsable de la
capacidad dnica de M. leprae para invadir los nervios periféricos [24].

La via de biosintesis de PGL involucra mas de 20 pasos enzimaticos, y los pasos necesarios para la
formacion del nucleo lipidico son comunes en todas las micobacterias que contienen PGL. Por el
contrario, la porcidn sacarido de PGL es especifico en cada micobacteria. En un estudio realizado
por Tabouret en el 2010 [172], se reportaron los genes de M. leprae involucrados en la sintesis de
PGL-1 (Tabla 3.1.).

Tabla 3.1. Genes implicados en la formacion del dominio sacarido de PGL-1 en M. leprae

, Funcion homoéloga mas % Iden -,
Proteinas = Funcion propuesta Ref
cercana % Simil

MUL1999 (Metiltransferasa
involucrada en la metilacion
ML0126 de la posicién 3 del residuo 69 (81)
ramnosil de PGL en M.
ulcerans)
Rv2959c (Metiltransferasa
involucrada en la metilacién
ML0127 de la posicién 2 del residuo 76 (86)

Metilacion de la posiciéon 3 del

primer residuo de ramnosa [172]

Metilacion de la posicién 2 del  [173-

ramnosil de PGL en M. segundo residuo ramnosil 175]
tuberculosis)

Rv2958c (Glicosiltransferasa
MLO128 involucrada en fcransferenae.l 75 (84) Transfel.‘enaa del segundo [173-

del segundo residuo ramnosil residuo ramnosil 175]

de PGL en M. tuberculosis)

ML2346c Metilacion del residuo glicosil ~ [172]
ML2347 Metilacion del residuo glicosil ~ [172]
ML2348 R (ol niiaeee) Ramnosil transferasa [33]

en M. tuberulosis)
La tabla se adapto al espafiol a partir de Tabouret y colaboradores, 2010 [172].

El gen ppsC (involucrado en la sintesis de la faccién tiocerol) [176] y seis genes involucrados en la
sintesis de la fraccién glicosil-fenolica, en los procesos de metilacién y transferencia de dos de los
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residuos terminales y en la metilacion del primer residuo ramnosil: proteinas que codifican
ML0128 y ML2348 (glicositransferasas), ML0126, ML0127, ML2346 y ML2347 (metiltransferasas)
[172,173,175]. Los genes seleccionados se agrupan en dos regiones del genoma de M. leprae y que
tiene ortdlogos en M. tuberculosis y cuyos genes estan implicados en la formacién de PGL-tb y el
tiocerol dimicoserosato en esta bacteria (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Genes involucrados en la sintesis de PGL-1 de M. leprae y sus ortdlogos en M. tuberculosis.
Tomado y modificado de Tabouret et al [172]

La patogenicidad de M. leprae estd definida por el fenotipo del bacilo y determinada por la
expresion génica durante su estancia intracelular. Un obstaculo importante que ha impedido el
progreso en el andlisis de la expresion génica de M. leprae es la incapacidad de cultivarlo en medio
axénicos [37]. Si bien el andlisis comparativo de genomas ha permitido identificar las deficiencias
metabdlicas y su composicidn celular, este es solo un punto de partida para realizacién de estudios
funcionales. Recientemente se ha aplicado la secuenciacién dual del ARN (ARN-seq) para
secuenciar simultdneamente el transcriptoma de la célula hospederay el patégeno, con el posterior
aislamiento de cada transcriptoma in silico mediante la alineacién de los genomas de los
respectivos organismos [123,124]. Por lo que el objetivo de esta parte del estudio es identificar los
conjuntos de genes que se transcriben en M. leprae aislado a partir de lesiones de pacientes durante
la infecciéon de células de Schwann.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Cultivos de células de Schwann y obtencion de monocapas

La linea de células Primarias de Schwann Humanas, obtenidas a partir del nervio espinal humano
se adquirieron en ScienCell, Carlsbad, CA, EE.UU. (Cat, No. 1700). Las células se cultivaron en medio
que contenia suero de crecimiento celular de Schwann, 5% de Suero Fetal Bovino y
Penicilina/Streptomicina (SCM, Cat. No. 1701, ScienCell), en frascos de cultivo celular previamente
revestidos con Poli-L-lisina 2pg/cm? (Cat. No. 0413, ScienCell), para asi promover la adhesién
celular. Las células se cultivaron a 37°C con 5% de CO; hasta fueron confluentes, luego se colocaron
en placas de 24 pozos (sobre laminillas) (previamente tratadas con Poli-L-lisina) a una densidad
de 20.000 células por pozo y se mantuvieron a 37°C con 5% de CO; durante 24 horas antes de la
infeccion.

3.3.2. Purificacion de M. leprae

Las biopsias de los pacientes fueron transferidas a una caja de Petri estéril y con ayuda de un bisturi
se secciond el tejido, transfirié el material a un homogeneizador de tejidos de vidrio estéril y se
macero (se mantuvo el homogeneizador en hielo), una vez macerado el tejido se adiciono 1 mL de
solucidn salina balanceada de Hank’s (SSBH) fria y se homogeneiz6 en una suspensién, la que se
filtré a través de un filtro celular BD (352340). Se tomaron los restos celulares que quedaron en el
filtro y se ubicaron nuevamente en el homogeneizador, se afadi6 1 mL de SSBH fria se
homogeneizé nuevamente el tejido, se filtr6 nuevamente la suspensién y una vez mas hasta
alcanzar un volumen de 2,5 mL.

A la suspension se le afiadieron 500 pL de tripsina al 0,5% ([0.05%] final) y se incub6 en bafio
serologico a 37°C por una hora. Después se anadi6 a la suspensién 10 mL de SSBH y se centrifugd
a 3500 g por 30 min a 4°C. Una vez descartado, el sobrenadante y se afladié 1 mL de SSBH al
precipitado y se homogeneizé la suspensidn. La cuantificacién bacilar se realizé de acuerdo a los
criterios establecidos por Shepard y McRae [114] y la viabilidad bacilar se corroboro mediante el
kit de viabilidad Baclight LIVE/DEAD (Invitrogen, EE.UU), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

3.3.3. Infeccion células de Schwann con M. leprae

Una vez se tuvieron las células de Schwann en monocapa a una densidad de 20.000 células por
pozo, se colocaron en contacto en una proporcién de 10 bacilos por célula con las suspensiones
bacilares de cada paciente previamente cuantificas. Células y bacilos se dejaron interactuar a una
temperatura de 33°C con 5% de CO; adicionando medio SCM-suplementado, cada 72h para evitar
la deshidratacién y la alcalinizacion.

En la figura 2.2. Se presenta el esquema de una caja de cultivo celular de 24 pozos (1 caja para cada
tiempo estipulado). Los pozos 1 al 6 (1 y 2 no contienen el bacilo) se utilizaron para evaluar el
porcentaje de infeccién, del 7 al 18 (7,8, 13 y 14 no contienen el bacilo) se utilizaron para extracciéon
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de ARN y los pozos del 19 al 24 (19 y 20 no contiene el bacilo) se utilizaron para la extracciéon de
lipidos de M. leprae.

3.3.4. Extraccion de ARN

Las células infectadas recolectadas en cada tiempo se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del
ARN (lisis mecanica). El dia del experimento, la suspensidn celular se centrifug6 a 15.000 g por 30
min a 4°C. Después de la lisis mecanica, se anadieron 400 pL de buffer RLT que contenia [14,4 M]
de 2-mercaptoetanol (Termo Scientific) a cada 200 pL de lisado celular, se mezclé con vortex y se
centrifugd a 15.000 gr por 3 min a 4°C. Se tomé el sobrenadante y se afiadieron 400 pL de Etanol al
70% frio; se tomo todo el volumen, se ubicé en la columna y se centrifugé a 15.000 gr por 15 seg a
4°C, a la columna se le adicion6 80 pL de solucién de Dnasa I y se incubé a 25°C por 20 min. Luego
de incubada la columna se le adicion6 el buffer RW1 se mezclé por inversién y se centrifugd a
15.000 gr por 15 seg a 4°C, seguido de dos pasos con buffer RPE con dos pasos de centrifugacion a
15.000 gr por 15 seg a 4°C entre cada uno de ellos. Posteriormente en un tubo colector nuevo se
afiadieron 50 pL de agua libre de Rnasas y se incub6 5 min a T° ambiente y se centrifugé a 15.000
gr por 1 min. El RNA se conservé a -80°C hasta su uso.

Una vez obtenido el ARN, una alicuota se utiliz6 para medir la concentracién y la relacién 260/280
por espectrofotometria en un equipo NanoDrop 1000TM (Thermo Scientific, EE. UU.). La calidad se
midi6 con el Agilent RNA Nano Kit para cada una de las muestras; las muestras con un RIN (RNA
Integrity Number) de 7.5 o superior, fueron seleccionadas para el proceso de ARNSeq.

3.3.5. Preparacion y secuenciacion de las librerias a partir de

ARN total

Las librerias se prepararon utilizando el Kit Illumina Stranded Total RNA (Cat. # RS-122-2301) de
acuerdo con el protocolo del fabricante a partir de 100 ng de ARN total. La secuenciacion se llevo a
cabo en las plataformas Illumina HiSeq 2500 (2 x 125 bp) y HiSeq 4000 (2 x 75 bp) en el Instituto
de Biologia Molecular Clinica de la Universidad de Kiel, utilizando la quimica HiSeq v4 y el protocolo
del fabricante para secuencia multiple.

3.3.6. Procesamiento bioinformatico de las secuencias

Se eliminaron las lecturas de calidad inferior a 25 pb, los primeros diez nucle6tidos de cada lectura
y la contaminacidn por el adaptador. Los recuentos de las lecturas filtradas (que contienen genes
con = 5 lecturas en al menos una muestra) de los transcriptomas bacterianos se normalizaron
mediante DESeq2 [177], utilizando parametros predeterminados. Se generaron recuentos de genes
normalizados con DESeq2 que fueron utilizados para el analisis posterior.

El andlisis de las redes de correlacién bacteriana se realizé mediante el andlisis de correlaciéon
génica ponderada (WGCNA) [178]. La fracciéon de abundancia del ARNm para el transcriptoma de
M. leprae se calcul6 dividiendo la abundancia de cada gen (recuentos normales de DESeq2 /longitud
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del gen) por la suma de la cuantificacién total de ARNm. El andlisis de enriquecimiento de genes
bacterianos se realizé mediante el analisis de superposicién hipergeométrica de las categorias
funcionales de Mycobrowser [179] para cada gen.

3.3.7. PCR en tiempo real de genes involucrados en la
biosintesis de PGL-1

A partir del ARN obtenido en cada uno de los tiempos post infeccion de las células de Schwann con
M. leprae del paciente con un evento de recurrencia (Exp 2), el paciente nuevo (Exp 3) y control
negativo (Exp 6), se realiz6 la sintesis de ADNc por medio de la transcriptasa reversa (M-MLV RT
200 U/pl) usando un oligo de hexameros aleatorios; las muestras se almacenaron a -202C hasta su
uso (Anexo A).

La expresion de los genes involucrados en la sintesis de PGL-1 (Tabla 3.1) fue cuantificada por PCR
en tiempo real (QPCR). Estos genes fueron seleccionados por su papel en le biosintesis de PGL-1.

Para tal fin se disefaron oligonucleétidos especificos para lo genes seleccionados, usando las
herramientas primer-Blast [180] y Primer3Plus [181]. Los parametros escogidos para el disefio
fueron los siguientes: tamafio del oligonucleétido (18-24 pb), temperatura de fusiéon de los
oligonucleédtidos (~602C) y tamafio del amplicén (90-200 pb), siguiendo las recomendaciones de
Thornton y colaboradores [182] En las reacciones de amplificacidn se utilizé SYBR Green como
generador de fluorescencia, en un equipo T100™ Thermal Cycler (BioRad).

Tabla 3.2. Secuencias y caracteristicas de los primers disefiados para la deteccion de genes
implicados en la sintesis de PGL-1 en M. leprae

ppsC-F CGGAGCTAGCCGATCTCACT 20 64.5 60.0 I
127 estudio

ppsC-R CGCACAGGATTACGCATGTT 20 60.4 50.0 I
estudio

ML0126-F CTTTCGTGCGCATAATCACTG 21 60.6 47.6 e
210 estudio

ML0126-R GCGACGAGATCCTCGTAATTG 21 62.6 52.4 e
estudio
ML0127-F GATCTTCGCCATCTTGGACAG 21 62.6 524 es’iit;io

178

ML0127-R CTCGTATGCCTCAATGGCTTC 21 62.6 52.4 B
estudio

MLO128-F CGATCCACGGTACAACAACCT 21 62.6 52.4 B
172 estudio

ML0128-R TTCGATCTCGGACAGCAATTT 21 58.7 429 B
estudio

ML2346-F ATGAAGCGTCCGAACCTGAT 104 20 60.4 50.0 e

estudio
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ML2346-R GGATTCGCCTCTAACGCAAC 20 62.4 55.0 S
estudio
ML2347-F GATGGATCGCACTTTGGTGA 20 60.4 50.0 es’iit;o

113

ML2347-R CGTAGATAGCCGGGCCATAA 20 62.4 55.0 B5t
estudio

ML2348-F GGCCTATGACGAGCTCTGCT 20 64.5 60.0 B5t
165 estudio

ML2348-R CCGAAGCCGAAGTAGATTGG 20 62.4 55.0 B5t
estudio

Sod-F CACCGTTCGGAGAGAGGTTC 20 64.5 60.0 S
192 estudio

sod-R TCAACGAGATCCACCACACC 20 62.4 55.0 S
estudio

Para la estandarizacién de las condiciones de reaccién fueron evaluadas diferentes condiciones de
reaccién y temperaturas de anillamiento para cada pareja de oligonucleétidos, en el equipo T100™
Thermal Cycler (BioRad) usando el siguiente perfil de andlisis: 952C de denaturaci6n inicial por
tres minutos, seguido de 35 ciclos de amplificaciéon que comprendieron un paso de denaturacion a
952C (por 30 seg), anillamiento a diferentes temperaturas (por 30 seg) y extension s 722C (por 30
seg); finalmente el proceso termind con un paso de elongacién a 722C por 5 minutos. Los productos
de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1,8% p/v y visualizados con sibersafe (10 mg/mL).

Para la cuantificacién relativa del ADNc por qPCR se utilizé el kit comercial kit SsoAdvanced
Universal SYBR Green Supermix de BioRad®, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
utilizaron 10 ng de ADNc para la cuantificacién, usando los oligonucleétidos de la tabla 3.2. a una
concentracién final de 0,25 uM (sod, ML0126, ML0127, ML2348), 0,375 uM (ML2346, ML2346) y
0,5 uM (ML0128 y ppsC) y los ciclos térmicos comprendieron una denaturacion inicial a 952C por
5 min, 40 ciclos de denaturalizacién a 952C por 15 seg y una extension a 622C por 30 seg (Anexo
A).

Inicialmente, se construyeron las curvas de eficiencia para cada juego de oligonucleé6tidos usando
diluciones seriadas (0,01-100 ng/ pL) de ADN gendmico de M. leprae, y se estandarizaron las
condiciones de reacciéon para obtener una eficiencia cercana a 2 y un unico producto de
amplificaciéon. Todos los experimentos fueron desarrollados por triplicado sobre dos replicas
experimentales. Se utiliz6 el gen sod (superdxido-dismutasa), como control endégeno. Los valores
de expresién negativa de los genes se obtuvieron convirtiendo los valores del ciclo umbral (Ct) de
acuerdo con la siguiente formula: Valor de expresion = 2(-A4Ct) [183].

3.3.8. Analisis estadistico

Los andlisis de los resultados se presentan como la media #+ error estindar de la media (SEM) de
experimentos independientes por triplicado. Los datos se analizaron aplicando un analisis de
varianza de multiples mediciones (ANOVA) de una o dos vias con la prueba de Tukey’s, utilizando
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GraphPrims version 9 para macOS Big sur, GraphPad Software, San Diego, California EE. UU,,
Www.graphpad.com. Los valores de P < 0,05; **P < 0,01;*P < 0,001 y ***P<0,0001, se consideraron

estadisticamente significativos.

3.4. Resultados

3.4.1. Control de calidad del ARN obtenido durante la infeccion

de las células de Schwann con M. leprae

La cantidad y la calidad de ARN extraido como se mencion6 anteriormente se verificé midiendo la
concentracidn y calidad porlarelacién 260/280 en NanoDrop 1000TM (Thermo Scientific, EE. UU.)
(Tabla 3.2). Los valores 260/280 en varias muestras mostraron una relaciéon de o cercana a 2. A
estas muestras posteriormente se le realiz6 la evaluacién de la integridad del ARN a través de
electroforesis capilar para la obtencion del RIN. Los resultados de este analisis mostraron que la
mayoria de las muestras analizadas presentaron un RIN entre 4 y 7; las muestras del dia 7 las que
presentaron un RIN mayor a 7. Después del analisis de calidad y los resultados de infeccion y
multiplicacion se selecciond el dia 7 post infeccidn para la secuenciacién del ARN.

Tabla 3.3. Cuantificacion del ARN post-infeccion de las células de Schwann con M. leprae

. Tiempo Post-

Exp 1 3,08 92,4 0,077 0,042 1,82
Exp 1 3 9,08 272,4 0,227 0,132 1,72
Exp1 7 20,76 622,8 0,519 0,26 2

Exp1 10 8,1 243 0,203 0,119 1,7
Exp1 12 6,2 186 0,155 0,076 2,03
Exp 2 0 11,16 334,8 0,279 0,152 1,84
Exp 2 3 17,46 523,8 0,437 0,236 1,85
Exp 2 7 51,44 1543,2 1,286 0,678 1,9
Exp 2 10 10,83 3249 0,271 0,155 1,74
Exp 2 12 13,06 391,8 0,327 0,191 1,71
Exp 3 0 6,89 206,7 0,172 0,131 1,32
Exp 3 3 7,33 219,9 0,183 0,12 1,53
Exp 3 7 13,15 394,5 0,329 0,168 1,95
Exp 3 10 25,5 765 0,637 0,342 1,87
Exp 3 12 11,93 357,9 0,298 0,17 1,75
Exp 4 0 8,33 2499 0,208 0,112 1,87
Exp 4 3 11,85 355,5 0,296 0,162 1,83
Exp 4 7 21,75 652,5 0,544 0,28 1,94
Exp 4 10 12,72 381,6 0,318 0,149 2,13
Exp 4 12 11,66 349,8 0,292 0,147 1,99
Exp 5 0 11,02 330,6 0,276 0,148 1,86

Exp 5 3 20,89 626,7 0,522 0,248 2,1
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Exp 5 15,49 464,7 0,387 0,196 1,97
Exp 5 10 8,83 2649 0,221 0,108 2,03
Exp 5 12 11,06 3318 0,277 0,17 1,63
Exp 6 0 5,05 151,5 0,126 0,085 1,48
Exp 6 3 13,45 403,5 0,336 0,191 1,76
Exp 6 7 11,03 3309 0,276 0,14 1,97
Exp 6 10 24,48 734,4 0,612 0,298 2,06
Exp 6 12 4,83 1449 0,121 0,057 2,11
3.4.2. Analisis de lecturas del proceso de secuenciacion del ARN

Del proceso de secuenciacion de transcriptomas completos de M. leprae a partir de la infeccién de
un modelo in vitro de células de Schwann, se obtuvieron datos de secuenciacién en formato fastq,
los cuales arrojaron valores de calidad adecuados para el control de calidad al ser analizados en
MiltiQC [184] con valores >25, que mostraron pocos errores del proceso de secuenciacidn, los
cuales fueron filtrados para obtener secuencias depuradas con la herramienta Trimmomatic con
valores de calidad >25 (Tabla 3.4) [185].

Tabla 3.4. Tabla del analisis de calidad de las secuencias obtenidas

Muestra | Total de lecturas Secuencias eliminadas Longitud de las %GC
por calldad secuencias

Exp 2 8.225.483 35-91
Exp 3 7.672.921 0 35-91 50
Exp 4 8.182.693 0 35-91 49
Exp 6 6.796.098 0 35-91 51
3.4.3. Analisis de la expresion global de genes en M. leprae

durante la infeccion de células de Schwann.
Al cumplir con los filtros de calidad de las lecturas, estas se utilizaron para ser mapeadas contra el
genoma de referencia de M. leprae TN (cédigo de acceso AL450380.1). Del proceso de
secuenciacion se obtuvieron en promedio 7.719.229+/-664.682 lecturas de las cuales en promedio
14.441 +/- 18.335, mapearon contra el genoma de M. leprae, 1o que representa menos de 1x del
transcriptoma (Tabla 3.5)

Tabla 3.5. Resumen de la secuenciacion del ARN de M. leprae

I T T T T

Total de lecturas (datos crudos) 8.225.483 7.672.921 8.182.693 6.796.098
Lecturas M. leprae (datos crudos) 9.109 36.971 34.213 0
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Cobertura de M. leprae
((Lecturax50 pb)/suma de la 4X 7X 6X 0X
longitud de todos los exones)

Porcentaje de genes de M. leprae con 60% 80% 78%
2 5 lecturas

3.4.4. Composicion del transcriptoma de M. leprae asociado y no
asociados con eventos recurrentes de lepra

A continuacion, investigamos las propiedades mads especificas del transcriptoma bacteriano
durante la infeccion de células de Schwann. Al examinar las lecturas obtenidas para el exp 2 se
detectaron lecturas de M. leprae para ARN estructurales no codificantes (ARNm de transferencia,
la ribonuleasa P y el ARNr 23S). Por otra parte, se detectaron ARNm codificantes para el sistema
de secrecion ESX1 (esxA y esxB), groEL1 (Chaperonina 2 60 kDa). También se encontré6 ARNm de
pseudogenes (Tabla 3.6).

Una de las limitaciones de la aplicacién de esta metodologia en modelos de infeccién bacteriana se
debe a una falta de enriquecimiento de las células invadidas, lo que resulta en una baja cobertura
del transcriptoma bacteriano y/o una profundidad de secuenciacién poco profunda, lo que dificulta
un perfil en profundidad de la respuesta tanto del hospedero como del patégeno [186-188].

Tabla 3.6. Tabla de genes expresados por M. leprae proveniente del paciente con recaida 7 dias
post- infeccion de las células de Schwann

Gen en
Abundancia
8 lep1 ae Gene Tipo Descripcion Categoria funcional
transcripcional

Probable chromosomal
ML0001 CIER replication initiator protein DnaA ol On EHieys
2.1 Probable DNA replication and
repair protein RecF

Probable DNA gyrase (subunit A)

GyrA (DNA topoisomerase (ATP-
ML0006 gyrA CDS 25 hydrolysing)) (DNA information pathways

topoisomerase II) (Type II DNA
topoisomerase)

WXG100 family type VII secretion  virulence, detoxification,

MLO0003 recF CDS information pathways

MLO0050 esxB CDS 2.0 .
target adaptation
ML0080 MLO0SOC CDS 18 Conserved hypothetical protein TS
(pseudogen) (pseudogene)
ML0381 - DS 32 60 kDa chaperone family virulence, detO.lelcatlon,
adaptation
. CDS Probable nucleoside hydrolase
ML0403 iunH (pseudogen) 2.0 lunH (pseudogene) pseudogenes
ML0687 ML0687 CDS 2.0 RO e e 1r.1tegral cell wall and cell processes
membrane protein
CDS Probable beta-ketoacyl-CoA
ML0790 MLO0790c fsere @z 2.7 i) mee (G GERTE) pseudogenes
ML0811  rhlE CDS 2.0 AT L T T LD information pathways
helicase Rhle
ML0830 LARE gy 1.5 TPM domain-containing protein pseudogenes

(pseudogen)
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Gen en Abundancia
M.leprae Gene Tipo Descripcion Categoria funcional
TN transcrlpcwnal
ML1051 fadD36 acyl-CoA synthetase lipid metabolism
ML1226 ML1226 CDS 1.9 L-aspartate oxidase
ML2398 CDS SGNH/GDSL hyd.rolase family
ML2398 2.3 protein pseudogenes
(pseudogen)

Las propiedades del transcriptoma de M. leprae obtenidos de paciente nuevos (Exp 3 y Exp 4)
mostraron lecturas para ARN estructurales no codificantes (ARNm de transferencia, la ribonuleasa
Py el ARNr 23S). Los ARNm codificantes incluyeron el sistema de secreciéon ESX1 (esxA y esxB), las
proteinas asociadas a ESX1 (espA y esp(C) y transcripciones de las proteinas de estrés como GroES
y cspA; asi como el reguladoR transcripcional whiB1, también se encontré ARNm de pseudogenes
(Tabla 3.7).

Cuando se ha analizo6 el efecto del aumento de la transcripcién del sistema de secrecién ESX1 en
otras micobacterias como M. marinum; se encontr6 que este sistema es parcialmente responsable
de la evasion de la micobacteria del fagosoma durante las primeras horas de la infeccién [1]; en
particular, las proteinas codificadas por el operén espA pueden desempefiar un papel importante
en este proceso. En consecuencia, en micobacterias deficientes en ESX-1 (fenotipo avirulento), se
les ha atribuido una incapacidad para secretar espA y/o espC al inicio de la infeccién [189]. En
nuestros resultados se identificé que tanto las cepas causantes de eventos recurrentes y no
recurrentes expresan genes pertenecientes a este sistema y por lo tanto es importante durante la
infeccién de las células de Schwann con M. leprae.

Tabla 3.7. Tabla de genes expresados por M. leprae causantes de eventos no recurrentes a los 7
dias post- infeccién de las células de Schwann

Gen en Abundancia
M.leprae Gene Tipo Descripciéon Categoria funcional
TN transcripcional

Probable chromosomal
ML0001 dnaA 6.5 replication initiator protein information pathways
DnaA
Probable DNA gyrase (subunit A)
GyrA (DNA topoisomerase (ATP-

ML0006 gyrA CDS 5.8 hydrolysing)) (DNA information pathways
topoisomerase II) (Type Il DNA
topoisomerase)
ML0049 B fe.‘mlly type VI virulence, detoxification,
esxA CDS 3.2 secretion target .
adaptation
MLO0050 esxB CDS 31 WXG100 lelmlly type VII virulence, detolmflcatlon,
secretion target adaptation
Probable succinyl-CoA synthase, intermediary metabolism
BKDIER) — S 1 (beta chain) SucC (SCS-beta) and respiration
ML0198 . cDS 2.0 cold shock protein CspA
ML0205 ML0205 cDS 17 DUF475 domain-containing Function unknown

protein
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ML0380 groES CDS 3.6 co-chaperone GroES TEEES, AT,

adaptation
ML0405 espA CDS 3.8 hypothetical protein
MLO406 espC CDS 39 ESX-1 secretlon.-assoaated
protein

MLO0709 MLO0709 CDS 25 amidohydrolase T G
(pseudogen)

ML0804 whiB1 CDS 1.7 transcriptional regulator WhiB1

ML0827 ML0827 CDS 2.2 IS3 family transposase

ML0830 ML0830 G2 2.1 TPM domain-containing protein pseudogenes
(pseudogen)

ML1226 ML1226 CDS 1.9 L-aspartate oxidase

ML1335 ML1335 G2 3.2 flap endonuclease pseudogenes
(pseudogen)

ML1571 nicT CDS 2.1 hypothetical protein Function unknown

exopolysaccharide
piLzecy i CDS 2.5 phosphotransferase CpsY e
processes
CDS '

ML2149 ML2149 1.7 GTP 3',8-cyclase MoaA pseudogenes
(pseudogen)

ML2398 ML2398 CDS 16 SGNH/GDSL hyd.rolase family pseudogenes
(pseudogen) protein

3.4.5. Cuantificacion de la expresion de los genes involucrados

en la sintesis de PGL-1 durante la infeccion de células de
Schwann con cepas de M. leprae

Como se menciond anteriormente, la posicién triscarida de PGL-1 promueve la invasiéon de M.
leprae a las células de Schwann y por lo tanto puede ser responsable de la capacidad unica de M.
leprae para invadir los nervios periféricos [24]. El gen ppsC (Poliketido sintasa tipo I), cataliza los
pasos biosintéticos clave para la sintesis de DIM y PGL-1; Por lo tanto, se procedi6 a la evaluacién
transcripcional de este gen en cepas de M. leprae provenientes de pacientes con recaida (exp 2) y
nuevos (exp 3) durante la infeccién de las células de Schwann.

Para el exp 2, se observé una transcripcion relativa de 0,76 a las 2 horas post-infeccion, la que
aumento entre 1.7 y 8.27 veces en los dfas 3 a 10, un pico maximo a los 7 dias y una transcripcién
menor a 0 y los 12 dias post-infeccién (Figura 3.2). Estos datos se relacionan con lo observado en
el capitulo 2, en donde se describe el aumento en la multiplicacién del bacilo (exp 2) a los 7 dias
post-infeccidn. Para el exp 3, alas 2 horas post-infeccién se observ6 una expresion relativa de 9.08,
la cual aument6 29 veces su expresion en el dia 3 dia post-infeccidn, con una posterior disminucién
en los dias 7 y 12 post-infeccion (p>0.0001) (Figura 3.2).

Cuando se compard el comportamiento transcripcional diferencial entre los experimentos
analizados se determind que el exp 3 tuvo una expresiéon >30 veces en el dia 3, mientras que en el
dia 7 el exp 2 mostré una expresién mayor del gen ppsC.

El comportamiento de los genes ML2346, ML2347 y ML2348, presentes en locus 1 de M. leprae
(Figura 3.2), present6 un comportamiento similar a lo descrito para el gen ppsC. En la figura 3.2. se
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observa que para el exp 2, los tres genes alcanzaron su maxima expresion relativa a los 7 dias post-
infeccién y para el exp 3 a los 3 dias post infeccion. El perfil transcripcional de estos genes puede
deberse a una transcripcién operénica.

Cuando se analiz6 el comportamiento transcripcional de los genes ML0126, ML0127 y ML0128,
ubicados en el segundo locus en M. leprae e involucrados en el proceso de metilacion y traslocaciéon
de los residuos ramnosil de PGL-1, mostraron un comportamiento diferente al comportamiento
transcripcional de los genes analizados en el locus 1. Los genes ML0126 y ML0127 tuvieron una
expresion positiva en el exp 2; la cual tuvo variaciones en el gen ML0126 entre los dias 0 y 7 post
infeccién. En el caso del gen ML0128 se observé una expresion negativa en todos los dias analizados
(Figura 3.2).

Para el exp 3 los genes ML0126 y ML0O127 tuvieron una expresién positiva en todos los dias
analizados alcanzando su pico maximo a los 3 dias post-infeccién; la cual fue disminuyendo a través
del tiempo. Para el gen ML0128 este inicio con una expresién negativa a las 2 horas-post-infeccion,
se elevd a los 3 dfas, la cual decay6 negativamente a los 7 dias post-infeccién (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Perfil transcripcional de los genes involucrados en la sintesis de PGL-1 en M. leprae. Los niveles de transcripcién se presentan como la relacién de la
expresion de las cepas de M. leprae durante la infeccidn de las células de Schwann. La transcripcion relativa de los genes analizados se normalizé en relacion con el gen
constitutivo sod. Los valores graficados corresponden al promedio *+ desviacion estandar derivados de tres replicas técnicas. Los asteriscos indican los analisis de varianza
de dos vias (ANOVA) con la prueba Sidaks **P < 0,01 y ****P<0,0001



3.5. Discusion

Los signos clinicos mas severos de la lepra se dan por la desmielinizacién progresiva de los nervios
infectados. Por lo tanto, identificar los genes que se transcriben en M. leprae durante la infeccién
de células de Schwann es un paso importante para la compresion basica de los mecanismos en M.
leprae que favorecen su multiplicacion en la célula de Schwann.

En este estudio, evaluamos la transcripcién de genes a través de la ARNseq de cepas de M. leprae
causantes o no de eventos de recurrentes de la enfermedad, durante la infeccién de células de
schwann.

La infeccién es una de las interacciones mas intrincadas entre dos organismos de diferentes
especies, especialmente en un escenario donde el patégeno invade un hospedero. Estos procesos
son capaces de revelar como patégenos intracelulares reprograman sus procesos moleculares
(tanscriptoma, proteoma y/o metaboloma, etc) desde el interior de la célula hospedera [190] . Sin
embargo a medida que la percepcién de la expresion génica cambia de una visidén centrada en la
proteinas a una mas centrada en pro del ARN [191]. En este nivel, los analisis duales del ARN han
demostrado ser mas desafiantes, principalmente debido a las dramaticas diferencias con respecto
al transcriptoma del hospedero y del patégeno [192]

A la fecha pocos han sido los trabajos que analizan el transcritoma completo por ARNseq en M.
leprae, debido a la imposibilidad de cultivo en medio artificiales y aunque la carga bacteriana
aumente en el andlisis con modelos in vivo, también aumenta el nivel de dificultad metodolégica
para el cubrimiento del transcriptoma bacteriano ya que a pesar de tener modelos de
multiplicacién como el cojinete plantar de ratones inmunosuprimidos, no muchos laboratorios en
el mundo pueden acceder a estos modelos de infeccion [193]. Diferentes estudios han reportado la
aplicacion de ARNseq dual en modelos de infeccidon [194-196], sin embargo, debido a diferencias
fundamentales entre transcriptomas bacterianos y eucariotas, tales andlisis se ha restringido a
hospederos infectados con parasitos eucariotas y bacterias con una alta tasa de multiplicaciéon
intracelular [186-188].

En el presente trabajo, se obtuvo ARN total durante la infeccién de células de Schwann, se eligi6 el
dia 7 post-infecciéon de acuerdo con los resultados de capacidad de infecciéon y multiplicacién,
evaluados en el capitulo 2. Se encontré que en este tiempo post-infecciéon hay un aumento en el
numero de células infectadas y en el nimero de bacilos por célula. La metodologia empleada utilizé
la eliminacién de subunidades ribosomales, basada en el uso de perlas magnéticas. Esta
metodologia nos permiti6 evaluar cerca de 30.000 lecturas del trascriptoma bacteriano, aunque
esto representa una cobertura menor a 1x esta es la primera aproximaciéon experimental que
analiza el transcriptoma de M. leprae en un modelo de infecciéon de células de Schwann. En un
estudio realizado por Montoya y colaboradores [197], realizaron ARNseq dual de tejido de
pacientes con LL y evaluaron aspectos de la respuesta inmune del huésped y vinculo la activacién
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de proteinas de choque térmico de M. leprae a la respuesta inmune de paciente. En este trabajo se
obtuvieron hasta 1 millén de lecturas para el ARN de M. leprae con cerca de 200 genes y
pseudogenes [197].

Las cepas de M. leprae en analizadas en este estudio, mostraron la transcripcién de los genes esxB-
esxA; locus que se encuentra dentro del locus esx-1 en el genoma de M. tuberculosis y que codifica
el sistema de secrecion tipo VII [198]. Diferentes estudios han sugerido que estos genes
desempefian un papel importante en la virulencia, patogenicidad, supervivencia intracelular y
evasion de larespuesta inmune de las micobacterias [199]. El andlisis de transcriptoma de M. leprae
provenientes de pacientes nuevos ademas reveld la expresion de los genes EspA, EspC o EspB otros
factores de ESX-1; los cuales se ven afectados sin la presencia funcional de los genes EsxA/B [200].

En estudios previos [201], revelaron que M. leprae genera su propio ATP cuando se incuba in vitro.
Lee y colaboradores ademas confirmaron que M. leprae no puede observar ATP exdgeno durante
la incubacién in vitro, lo que confirma que M. leprae tiene su propio mecanismo para generar ATP,
que es fundamental para sus actividades bioquimicas [201]. Proteinas de choque térmico como
GroEL, GroES dependen de ATP para su funcionamiento y su actividad puede ser la base para la
supervivencia de M. leprae en diferentes condiciones de estrés [202]. Nuestros resultados
identificaron la transcripcién de genes codificantes de proteinas de choque térmico durante la
infeccion de células de Schwann, lo que confirma que la mayoria de estas proteinas son criticas
para la supervivencia de M. leprae en diferentes condiciones de crecimiento, ya que en el estudio
realizado por Montoya y colaboradores [197], también encontraron la expresidn de estos genes. En
este aspecto las cepas de M. leprae provenientes de eventos recurrentes y no recurrentes no
presentaron diferencias significativas, ya que las dos mostraron actividad en esos sistemas de

secrecion.

Nuestros resultados muestran, la expresion diferencial de los genes implicados en la sintesis de
PGL-1 en las cepas analizadas. En el caso de M. leprae provenientes de pacientes nuevos aumenta
en el dia 3 post-infeccién y las cepas de M. leprae de casos recurrentes en el dia 7 post-infeccidn;
estos datos se relacionan con los resultados mostrados en el capitulo 2; y soporta que PGL-1 influye
en la capacidad infectiva de M. leprae y que la diferencia en el comportamiento transcripcional se
puede deber a condiciones metabdlicas disminuidas en el caso de M. leprae proveniente de caso
recurrente.

3.6. Conclusiones

1. Estaeslaprimeraaproximacién experimental en la que se analiza el transcriptoma de M. leprae
durante la infeccion de células de Schwann; aunque se obtuvo una cobertura menor a 1x, los

resultados obtenidos nos permiten mejorar la aproximacién experimental para lograr una
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mayor cobertura de M. leprae y asi conocer su comportamiento transcripcional durante la

infeccién de células de Schwann.

Durante el analisis del ARN a través de ARNseq, se cobertura de genes implicados en la
virulencia, patogenicidad, supervivencia intracelular y evasién de la respuesta inmune de las
micobacterias como EspA, EspC o EspB y esxA.

El andlisis de la transcripcién de genes involucrados en la sintesis de PGL-1 de M. leprae
durante la infeccién de las células de Schwann demostré un comportamiento diferencial entre
las cepas de M. leprae provenientes de casos recurrentes en comparacién con las cepas
provenientes de pacientes nuevos, los cuales se relacionan con los resultados mostrados en el
capitulo 2 y en donde se estableci6é que la capacidad infectiva de M. leprae provenientes de
casos de recaida aumenta en el dia 7 a diferencia de M. leprae de pacientes nuevos la cual

aumenta en el dia 3 y se puede deber a la actividad metabolica de cada cepa.

Los genes involucrados en la sintesis de PGL-1 y que se encuentran en el locus 1 de M. leprae
mostraron un perfil transcripcional similar en las dos cepas analizadas; lo que indico una
transcripcion operonica. En el caso de los genes evaluados pertenecientes al locus 2, aunque
tuvieron un aumento en la expresion en los dias 3 y 7 post-infecciéon; en el caso del gen ML0128

este en el tiempo 0 y 12 dias post-infeccién mostraron una expresién menor a 1.



4. Discusion general

La capacidad de M. leprae de invadir las células gliales de los nervios periféricos (células de
Schwann), hacen que la lepra sea una de las causas de neuropatias infecciosas mas comunes. Los
programas del control de la lepra se basan en el diagnéstico, tratamiento e identificacién de casos
recurrentes de la enfermedad; en este dltimo caso la diferenciacién entre recaida y reinfeccion es
importante, dado que son eventos epidemiolégicos diferentes [86,137]. Mientras la tasa de
recaidas es un indicador de la eficacia o fracaso del tratamiento; la reinfeccion es un indicador de
transmisién activa en el pais [86,87]. En este sentido y como se detalld en el capitulo 1, la
extremadamente limitada variabilidad gendmica entre cepas de M. leprae de la misma area
geografica de origen plantea un desafio importante para distinguir eventos de recaida o reinfeccién
con una cepa estrechamente relacionada [203]. En nuestro estudio se tomaron biopsias de piel de
lesiones diferentes (diagnostico inicial y recurrencia) de 25 pacientes, las cuales fueron analizadas
através de la secuenciacion total de genomas y cuyos resultados nos permitieron confirmar 5 casos
de recaida y una reinfeccidn.

La lepra presenta un periodo de incubacidn que puede oscilar entre 2 y 15 afios. Aunque es mas
relevante en adultos, la lepra también se ha reportado en nifios <15 afios e incluso en nifos
menores de 1 afio que indican, al menos en nifios, un periodo de incubacién corto de la enfermedad
[204]. La disponibilidad y el mayor uso de técnicas de secuenciacion total del genoma de M. leprae
en eventos recurrentes de lepra pueden aclarar la duracién del periodo de incubacién en cada caso
especialmente en individuos genéticamente susceptibles que permanecen expuestos al bacilo en
areas endémicas.

Los resultados de este estudio permitieron clasificar eventos recurrentes de lepra en recaida y
reinfeccién en un periodo de andlisis de 10 afios; lo que destaca que periodos de observacion de
los pacientes post-PQT proporciona evidencia clinica suficiente para la sospecha e identificacién
de casos recurrentes. Ademads, este estudio resalta la importancia de la aplicaciéon de la
secuenciacién total de genomas sobre los métodos de genotipificacién tradicionales los cuales
utilizan un nimero limitados de loci o VNTRs para la tipificacion.

Las cepas de M. leprae exhiben una fuerte relaciéon entre los subtipos de SNPs y la ubicacidon
geografica, los cuales son el reflejo de las primeras migraciones humanas y las rutas comerciales
utilizadas en la antigliedad como en el caso de la colonizacién europea en las Américas, la ruta de
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la seda que unia Europa y China. es por esto que la tipificacién de SNP proporciona pruebas del
origen, diseminacidn y la filogenia de la enfermedad [1]. El andlisis genémico de las cepas de M.
leprae secuenciadas en este estudio estan filogenéticamente relacionadas con cepas de origen
Europeo (Medieval) [47] y cepas provenientes de hospederos no humanos como el armadillo y la
ardilla de cola roja [10,26]. El analisis al interior del genotipo 31 mostré que las cepas colombianas
presentan estrecha relacién con la cepa SK2 de Winchester (Siglo XI) [39,47] y con las cepas
circulantes en el sur de Estados Unidos y asociadas a zoonosis del armadillo de nueve bandas, I-30,
NHDP-55 y NHDP-63, que se originaron mucho mas recientemente, de acuerdo con la rapida
expansiéon y propagacién de la poblaciéon de armadillos desde su introduccién en esta regiéon
[45,46]. Esto muestra el impacto de la propagacién zoonoética de la lepra en las Américas a través
del armadillo de nueve bandas; Es posible que el contacto con esto animales haya sido un factor
que contribuyé a la diseminacién de la enfermedad en el pasado [47].

Un factor diferencial de la lepra es el desarrollo de neuropatias, consecuencia de la infeccién de las
células de Schwann por M. leprae [51]; en donde la capacidad de invasién inicial y posterior
multiplicacién de M. leprae en las células de Schwann es un proceso critico debido a que las células
de Schwann protegen de la respuesta inmune, favoreciendo la multiplicacién y supervivencia
bacteriana [162].

Las condiciones experimentales utilizadas en este estudio permitieron realizar el cultivo,
mantenimiento e infeccién de las células de Schwann con M. leprae y se alcanz6 una viabilidad del
56% en las células de Schwann durante 3 semanas después de la infeccién a 33°C, en comparaciéon
con la viabilidad del 3,6% a 37°C [167]. Ademas, se observd que las condiciones empleadas en este
estudio permitieron mantener los cultivos infectados hasta por 12 dias sin que la monocapa se
desprendiera por resequedad o por accién de los productos de la infeccién con M. leprae.

La evaluacién del comportamiento de las cepas de M. leprae provenientes de eventos recurrentes
y no recurrentes mostr6 un comportamiento diferencial; se observo que M. leprae de un paciente
de recaida aumenta su capacidad infectiva a los 7 dias post-infecciéon en comparaciéon con el M.
leprae proveniente de pacientes nuevos donde se aumenta de manera constante la capacidad
infectiva a partir del dia 3 post-infeccién. Por su parte, para el dia 12 se observé una infeccién
celular que vario entre 13 y el 54%, lo que con resultados previos en donde se demuestra que las
células de Schwann pueden alcanzar hasta un 80% de infecciéon con M. leprae [78]. También
Nuestros resultados demuestran que la viabilidad del bacilo es fundamental para aumentar el
numero de células infectadas a través del tiempo, como se puede observar en la capacidad de
infeccion de M. leprae proveniente de pacientes con recaida Vs los provenientes de pacientes
nuevos, los cuales tiene un comportamiento diferencial posiblemente producido por un proceso
metabdlico disminuido en el primer caso.

Los hallazgos del capitulo 2 se relacionan con los resultados mostrados en el capitulo 1 en donde
se evidencié la importancia de un seguimiento prolongado de los pacientes post-PQT debido a que
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los tiempos de incubacién de M. leprae son prolongados y se puede tardar hasta mas de 10 afios en
la aparicién de nuevos signos clinicos.

A la fecha pocos han sido los trabajos que analizan el transcriptoma completo por ARNseq en M.
leprae, debido a la imposibilidad de cultivo en medio artificiales y aunque la carga bacteriana
aumente en el andlisis con modelos in vivo, también aumenta el nivel de dificultad metodoldgica
para el cubrimiento del transcriptoma bacteriano [193].

En el presente trabajo, se obtuvo ARN total durante la infeccién de células de Schwann, se eligi6 el
dia 7 post-infeccién de acuerdo con los resultados de capacidad de infecciéon y multiplicacién,
evaluados en el capitulo 2. La metodologia empleada utilizé la eliminacién de subunidades
ribosomales, basada en el uso de perlas magnéticas y nos permiti6 evaluar cerca de 30.000 lecturas
del transcriptoma bacteriano, aunque esto representa una cobertura menor a 1x esta es la primera
aproximacién experimental que analiza el transcriptoma de M. leprae en un modelo de infeccién de
células de Schwann.

Las cepas de M. leprae en analizadas en este estudio, mostraron la transcripcién de los genes esxB-
esxA. Estos genes se encuentran en el locus esx-1 en el genoma de M. tuberculosis y que codifica el
sistema de secrecion tipo VII, un sistema que se ha sugerido que desempefian un papel importante
en la virulencia, patogenicidad, supervivencia intracelular y evasion de la respuesta inmune de las
micobacterias [199]. El andlisis de transcriptoma de M. leprae provenientes de pacientes nuevos
ademas reveld la expresion de los genes EspA, EspC o EspB (otros factores de ESX-1), los cuales se
ven afectados sin la presencia funcional de los genes EsxA/B [200]. También se observé la
transcripcion de genes codificantes de proteinas de choque térmico en M. leprae durante la
infeccién de las células de Schwann, lo que confirma que la mayoria de estas proteinas son criticas
para la supervivencia de M. leprae en diferentes condiciones de crecimiento [197], El andlisis
transcripcional de las cepas de M. leprae provenientes de eventos recurrentes y no recurrentes no
presentaron diferencias significativas, ya que las dos mostraron la misma actividad en esos
sistemas de secrecion.

Nosotros evaluamos la transcripcién de genes implicados en la via biosintética de PGL-1, la que
involucra mas de 20 pasos enzimaticos [1]. Nuestros resultados muestran, la expresion diferencial
de los genes implicados en la sintesis de PGL-1 en las cepas analizadas. En el caso de M. leprae
provenientes de pacientes nuevos aumenta en el dia 3 post-infeccidn y las cepas de M. leprae de
casos recurrentes en el dia 7 post-infeccion; estos datos se relacionan con los resultados mostrados
en el capitulo 2; y soporta que PGL-1 influye en la capacidad infectiva de M. leprae y que la
diferencia en el comportamiento transcripcional se puede deber a condiciones metabdlicas
disminuidas en el caso de M. leprae proveniente de caso recurrente.

Las aproximaciones de biologia molecular, bioinformatica y microbiologia utilizados en este
estudio nos permitieron establecer caracteristicas genémicas y transcriptémicas de cepas de M.
leprae causantes o no de eventos recurrentes de lepra en Colombia. Sin embrago, muchos esfuerzos
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deben hacerse con el objeto de elucidar las condiciones fisioldgicas por las que M. leprae tiene la
capacidad de infectar las células de Schwann y a su vez el sistema nervioso periférico.



5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

En coherencia con nuestro propdsito global de describir las caracteristicas gendmicas y
transcriptomicas de cepas colombianas de M. leprae causantes de eventos recurrentes de la
enfermedad. Podemos decir que nuestro sistema ha resultado una herramienta valiosa para
concluir que:

1. Aunque las cifras de lepra en Colombia y en el mundo se han mantenido estables en los tltimos
afios, la lepra sigue siendo un problema de salud publica especialmente en paises en donde no
se hace un control rapido del progreso de esta enfermedad. Por lo tanto, concluimos de acuerdo
con nuestros resultados que la vigilancia post-PQT es importante para la identificacién rapida
de casos recurrentes de lepra.

2. Lautilizacién de metodologias como la secuenciacién total de genomas, nos permiten clasificar
casos recurrentes de lepra en recaidas y reinfeccidn; ademas de poder realizar un seguimiento
detallado de la transmisién de la enfermedad en regiones con un alto nimero de casos de lepra.

3. Las condiciones experimentales utilizadas en este estudio nos permiti6 establecer un modelo
de infeccién de células de Schwann humanas con M. leprae obtenidos de pacientes.

4. La capacidad infectiva de cepas de M. leprae, depende de la viabilidad del bacilo; analizé el
comportamiento de cepas de M. leprae provenientes de pacientes recurrentes vs pacientes
nuevos se observd diferencia en el aumento alcanzando su pico maximo entre los 7 y 3 dias
respectivamente, esta diferencia puede ser debida a un metabolismo disminuido.

5. Las condiciones experimentales utilizadas nos permitié determinar un comportamiento
transcripcional diferencial de gene involucrados en la sintesis de PGL-1 entre las cepas de M.
leprae provenientes de pacientes con recaida los cuales aumentaron sus niveles de expresién a
los 7 dias post-infeccion; a diferencia de las cepas provenientes de pacientes nuevos la
expresion de estos aumentd en el dia 3 post-infeccidn.

6. Las aproximaciones de biologia molecular, bioinformatica y microbiologia utilizados en este
estudio nos permitieron establecer caracteristicas gendmicas y transcriptémicas de cepas de
M. leprae causantes o no de eventos recurrentes de lepra en Colombia. Sin embrago, muchos
esfuerzos deben hacerse con el objeto de elucidar las condiciones fisiol6gicas por las que M.
leprae tiene la capacidad de infectar las células de Schwann y a su vez el sistema nervioso
periférico.
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5.2. Recomendaciones

Con el desarrollo de este trabajo fue posible generar nuevas preguntas que serdn abordadas en
futuros proyectos de investigaciéon de la linea de Hansen del Hospital Universitario Centro
Dermatolégico Federico Lleras Acosta y el grupo “Bioquimica y Biologia Molecular de las
Micobacterias” de la Universidad Nacional de Colombia y que posiblemente contribuiran con
informacion valiosa para la comunidad cientifica.

Desde el punto de vista de salud publica, seria importante ampliar el nimero de pacientes que han
presentado eventos recurrentes de la enfermedad, con el fin de conocer el impacto a nivel de salud
publica del seguimiento molecular de estos eventos en el pais, ya que encontramos con la
secuenciacién total del genoma una poderosa herramienta para el seguimiento epidemiolégico de
la enfermedad en Colombia. Sin embargo, la limitante se encuentra en la obtencién de los recursos
(muestras y financiacién) para este tipo de estudios. No obstante, a pesar de las dificultades en la
obtencién de las muestras y recursos es factible, por lo que esperamos en el futuro ampliar el
numero de casos analizados y que estos no solo sean de pacientes diagnosticados en el HUCFLLA
sino provenientes de otras instituciones del pais. Siendo este un objetivo de los sistemas de control
y vigilancia en salud.

En este mismo sentido esperamos poder ampliar el andlisis temporal de las mutaciones
identificadas en las cepas colombianas de M. leprae y las implicaciones de las mismas en
condiciones como por ejemplo durante la infeccién de células de Schwann; con el fin de establecer
si un genotipo tiene mayor facilidad en su capacidad infectiva que otro.

En este estudio también encontramos diferencias en la capacidad infectiva y tasa de multiplicacién
de cepas de M. leprae provenientes de pacientes de recaidas y nuevos. Por lo tanto, es importante
establecer un patrén transcriptomico in situ al inicio del evento y durante el tratamiento con el fin
de establecer el comportamiento de M. leprae en el tejido y asi conocer las diferencias en el
comportamiento transcripcional de estos eventos.

Aunque en este estudio logramos identificar la transcripcién de algunos genes de M. leprae durante
la infeccién de células de Schwann a través de la metodologia de RNAseq, la cobertura de este no
fue suficiente para conocer el comportamiento transcripcional de todos los genes, debido a la alta
presencia de ARNr y ARNm de la célula hospedera, por lo que se recomienda utilizar metodologias
como el single cell RNAseq y asi tener un mayor poder secuenciacion.



6. Anexos

1.

Anexo A. Protocolos utilizados en el estudio

Protocolo 1. Extraccion de ADN a partir de biopsias embebidas en

parafina

Consideraciones generales

Este protocolo operativo estandar se basé en los protocolos proporcionado por Qiagen®.

2.

Materiales

Xilol

Etanol Absoluto

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen®)

Consumibles: Tubos Eppendor de 1,5 mL (libres de ADNasa/ARNasa), puntas de pipetas de 200
y 1000 pL con filtro y libres de ADNasa/ARNasa.

Equipos: Pipetas automaticas de 200 y 1000 pL, Thermomixer o bloque térmico que permita
incubaciones a 56, 70 y 902C, Microcentrifuga con rotor para tubos de 2 mL y vortex.

Procedimiento

Tomar el bloque de muestra, cortar 8 secciones de 5-10 um, asegurando que todo el material
disponible se coloca en un tubo Eppendorf de1.5 a 2.0 mL.

Nota: Si la superficie de la muestra ha sido expuesta al aire, descartar las dos primeras
secciones.

Afiadir 1 mL de Xilol a la muestra, cerrar la tapa y agitar con vortex hasta que se disuelva la
parafina (10 seg aprox). Asegurarse que el tubo estd completamente cerrado para evitar que
se vierta el xilol, la contaminacién cruzada

Nota: Dejar toda la noche para degradar completamente la parafina.

Centrifugar a 13.000 gr por 5 min a T2 ambiente, para recoger el sedimento del tejido. Si no se
forma sedimento del tejido, repita este paso.

Nota: Una temperatura de centrifugado baja puede llevar a que la extraccién no sea 6ptima.
Eliminar y desechar el sobrenadante. Conservar el sedimento.
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Agregar 1 mL de etanol (96-100%) al sedimento del tejido y mezclar por vortex. El etanol
extrae el xilol residual de la muestra.

Centrifugar a 13.000 gr por 5 min a T2 ambiente. Eliminar el sobrenadante evitando el contacto
con el sedimento.

Abrir el tubo e incubar a 402C hasta el etanol residual se evapore.

Nota: una temperatura de incubacién mas baja reduce la velocidad de evaporaciéon, mientras
que una temperatura mayor puede secar en exceso el sedimento, dificultando su suspension.

Resuspender el sedimento en 180 pL de buffer ALT y afiadir 20 pL de proteinasa K y mezcle
por vortex.

Nota: El sedimento debe estar bien suspendido en el buffer ATL para garantizar el maximo
rendimiento en la recuperacion.

Incubar a 562C durante 1 hora (o hasta que la muestra se haya lisado completamente).

. Incubar a 902C durante 1 hora. La incubacién a 90°C en buffer ATL invierte parcialmente los
acidos nucleicos por el formaldehido.
Nota: Si emplea un unico bloque térmico dejar la muestra a temperatura ambiente tras la
incubacién a 562C hasta que el bloque térmico haya alcanzado los 902C.

. Centrifugar brevemente el tubo para eliminar las gotas en el interior del tubo.

. Afiadir a la muestra 200 pL de buffer AL y mezcle a fondo mediante agitacién por vortex. A
continuacion. Afiadir 200 pL etanol (96-100%) y mezclar con vortex.

. Centrifugar brevemente el tubo pata eliminar las gotas en el interior del tubo.

. Transferir todo el lisado a la columna QIAamp MinElute, cerrar la tapa y centrifugar a 6000 gr
por 1 minuto. Poner de la columna QIAamp MinElute en un tubo de lavado de 2 mL limpio y
desechar el tubo de lavado anterior.

Nota: Si el lisado no atravesé completamente la membrana tras el centrifugado, repetir el
centrifugado a una velocidad mayor velocidad hasta que la columa QIAamp MinElute quede
vacia.

. Abrir la columna QIAamp MinElute y afiadir 500 pL de buffer AW1 reconstituido. Cerrar la tapa
y centrifugar a aproximadamente 6000 gr durante 1 minuto. Disponga la columna QIAamp
MinElute en un tubo de lavado de 2 mL limpio y desechar el tubo de lavado anterior.

16. Abrir la columna QIAamp MinElute y afiadir 500 pL de buffer AW2 reconstituido. Cerrar la tapa

y centrifugar a aproximadamente 6000 gr durante 1 minuto. Disponga la columna QIlAamp
MinElute en un tubo de lavado de 2 mL limpio y desechar el tubo de lavado anterior.

Nota: Tener cuidado en el momento de retirar la columna QIAamp MinElute de la centrifuga,
se debe evitar contacto de esta con el liquido residual.

. Centrifugar a 13.000 gr para secar la membrana.

. Poner la columna QIAamp MinElute en un tubo de elucién de 1,5 mL limpio y desechar el tubo
de lavad que contiene el filtrado. Abra con cuidado la tapa de la columna QlAamp MinElute y
aplicar 25 pL de buffer ATE en el centro de la membrana e incubar 5 min a T2 ambiente.

. Centrifugar a 13000 gr por 1 min.
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2.
a.

Protocolo 2. Tratamiento de las muestras de ADN con UDG

Materiales

USER® Enzyme (BioLabs®)

Uracil Glycosylase Inhibitor (UGI), (BioLabs®)

T4 Polymerase (BioLabs®)

T4 Polynucleotide Kinase (BioLabs®)

Solexa adapter mix

Taq DNA polymerase with ThermoPol® Buffer

Bsm DNA Polymerase, large fragment (8 U/uL) Thermo Scientific™

ATP

BSA, Molecular Biology Grade, (BioLabs®)

dNTPs

Quick Ligation kit (BioLabs®)

Solexa adapter mix (Illumina)

Etanol

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Consumibles: Tiras de tubos de PCR de 0,2 mL (libres de ADNasa/ARNasa), puntas de pipetas
de 200 y 1000 pL con filtro y libres de ADNasa/ARNasa.

Equipos: Pipetas automaticas de 20, 200 y 1000 pL, Thermomixer o bloque térmico que
permita incubaciones a 12, 25, 37, 56 y 802C, Microcentrifuga con rotor para tubos de 2 mLy
vortex.

Procedimiento
Tratamiento con UDG

Mezcla de reaccion

() | 25% ()
H,0

14,1 352,5
Buffer Tango 10x 6 150
ATP 100mM 0,6 15
dNTPs 25mM 0,2 5
BSA 20mg/ml 0,5 12,5
USER Enzyme 10/l 3,6 90
Mezcla Total 25
ADN 25

Agregar 25 pL de mezcla a cada tubo (usar tiras de tubos de PCR de 0,2 mL)
Agregar 25 pL de muestra (ADN) a cada tubo (tiras de PCR de 0,2 mL) mezclar suavemente por
pipeteo (usar siempre una punta nueva).
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Mezclar cuidadosamente moviendo el tubo con un dedo y realizar un spin.
e Incubar a 372C durante 30 min, luego a 122C durante 1 min.

b. Inhibicion de UDG

e Agregar 3,6 uL de UGI (Uracil Glycosylase Inhibitor, sigla en inglés) (Conc. Stock: 2 U, Conc. Final:
0,1343 U) a cada libreria.

e Mezclar cuidadosamente y Centrifugar brevemente

e Incubar a 372C durante 30 min, luego a 122C durante 1 min.

c. Reparacion de extremos romos

1 ) 25% )

T4 PNK* 3,00 75
T4 Polymerase 1,65 41,25
Mezcla Total 4,65

*T4 Polynucleotide Kinase

e Agregar 4,65 pL de mezcla a cada reaccién (tubo de 0,2 mL)
e Mezclar cuidadosamente y realizar un spin.
e Incubara 259C durante 20 min, luego a 122C durante 10 min.

d. Purificacion MinElute

e Preparar una columna nueva de purificacién y un tubo eppendorf de 1,5 mL para cada muestra.

e Agregar 700 puL de buffer PB a cada columna

e Agregar la muestra a la columna previamente preparada y mezclar por pipeteo.

e (Centrifugar a maxima velocidad por 30 seg y descartar el sobrenadante.

e Agregar 700 pL de buffer PE a cada columna.

o (Centrifugar a maxima velocidad por 30 seg y descartar el sobrenadante.

e Centrifugar el tubo en seco a maxima velocidad por 1 min.

e (Colocar la columna en un tubo nuevo eppendorf de 1,5 mL (previamente rotulado).

e  Eluir en 20 pL de buffer EB, incubar a temperatura ambiente por 1 min, luego centrifugar a
maxima velocidad por 1 min.

e. Ligacion del adaptador

b ) 25v (1)

Quick Ligase Buffer (2X) 20 500

Solexa adapter mix 1 25
Mezcla Total 21
Templado 20

e Agregar 21 pL de la mezcla y el volumen completo del eluido del tltimo paso (~ 20 pl) a cada
tubo (usar tiras de tubos de PCR de 0,2 mL)
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e Después, agregar 1 uL de Quick ligase (Conc. Stock: 5 U, Conc. Final: 0,125 U) a cada libreria y
mezclar por pipeteo.
e Incubar a 222C durante 20 min.

f. Purificacion MinElute

e Preparar una columna nueva de purificacién y un tubo eppendorf de 1,5 mL para cada muestra.

e Agregar 700 pL de buffer PB a cada columna

e Agregar la muestra a la columna previamente preparada y mezclar por pipeteo.

e Centrifugar a maxima velocidad por 30 seg y descartar el sobrenadante.

e Agregar 700 uL de buffer PE a cada columna.

e Centrifugar a maxima velocidad por 30 seg y descartar el sobrenadante.

o (Centrifugar el tubo en seco a maxima velocidad por 1 min.

e Colocar la columna en un tubo nuevo eppendorf de 1,5 mL (previamente rotulado).

e Eluir en 22 pL de buffer EB, incubar a temperatura ambiente por 1 min, luego centrifugar a
maxima velocidad por 1 min.

g. Fill-in
Hz0 13,8 345
Thermol pol buffer (10X) 4 100
dNTPs 25mM 0,2 5
Bsm polymerase 8U/ul 2 50
Mezcla Total 20
Templado 22

e Adicionar 20 uL de la mezcla y el volumen completo del eluido del ultimo paso (~22 pl) a cada
tubo (usar tiras de tubos de PCR de 0,2 mL).

e Incubar a 372C durante 30 min y después a 802C durante 10 min.

e Mantenera-20°C.
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Protocolo 3. PCR de indexacion de las muestras de ADN tratadas con
UDG

1. Materiales

e PfuPolymerasa

e Pfubuffer

e dNTPs

e Primers P5y P7

e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

e (Consumibles: Tiras de tubos de PCR de 0,2 mL (libres de ADNasa/ARNasa), puntas de pipetas
de 200 y 1000 pL con filtro y libres de ADNasa/ARNasa.

e Equipos: Pipetas automaticas de 20, 200 y 1000 pL, Thermomixer o bloque térmico que
permita incubaciones a 12, 25, 37, 56 y 809C, Microcentrifuga con rotor para tubos de 2 mL y
vortex.

2. Procedimiento
e Preparar un tubo eppendorf de 1,5 mL nuevo y una tira de tubos de PCR (4 pocillos) para
cada muestra.

e Preparar la siguiente mezcla en un tubo de 15 mL o en varios tubos de 2 mL.

b (u) | 100x ()

H.0 HPLC 35,6 142,4 3560
Pfu buffer (10x) 5 20 500
dNTPs (200 mM) 0,4 1,6 40
Pfu Polymerase 1 4 100

Mezcla Total 42 168 4200

e Dividir la mezcla asi: 42*4 = 168 L (para cuatro reacciones) en un tubo de 1,5 mL nuevo.

e Agregar 6 uL del cebador P7 y 6 ul del cebador P5 a cada mezcla. (Utilizar la combinaciéon
especifica, previamente establecida).

e Agregar las muestras de ADN tratado con UDG (~ 40 pl) a la mezcla apropiada.

e Mezclar cuidadosamente moviendo los tubos con el dedo, realizar un spin.

e Tomar 50 pl de la reaccién y dispensar en los 4 tubos de la tira (previamente preparada).

e Programa de PCR
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95°C | 95°C

10 ciclos

Etiquetar tubos nuevos de 1.5 mL con la identificaciéon de cada libreria y la fecha de
preparacién.

Purificacion MinElute

Preparar una columna nueva de purificacién (Qiagen) y un tubo eppendorf de 1,5 mL para
cada muestra.

Agregar 500 pL de buffer PB a cada columna

Agregar 50 uL de la muestra (dos veces para un volumen total de 100 pL) a la columna
previamente preparada con PB y mezclar por pipeteo.

Centrifugar a maxima velocidad por 1 min y descartar el sobrenadante.

Agregar nuevamente 500 pL de buffer PB a cada columna; y agregar el resto de la muestra
(Total: 100 pL nuevamente) a la columna y mezclar por pipeteo.

Centrifugar a maxima velocidad por 1 min y descartar el sobrenadante.

Agregar 600 pL de buffer PE a cada columna.

Centrifugar a maxima velocidad por 1 min y descartar el sobrenadante.

Centrifugar el tubo en seco a maxima velocidad por 1 min.

Colocar la columna en un tubo nuevo eppendorf de 1,5 mL (previamente rotulado).

Eluir en 53 uL de buffer EB, incubar a temperatura ambiente por 1 min, luego centrifugar
a maxima velocidad por 1 min.

Almacenar las muestras a -202C, hasta su procesamiento.
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Protocolo 4. Obtencion y purificacion de M. leprae a partir de
biopsias frescas

=

Materiales

Solucién Suero-Fenol

Solucién salina balanceada de hank’s frio (Sigma ref H9269)

1 tubo con medio de cultivo Lowentein Jensen

1 tubo con medio de cultivo 7H9

Consumibles: Papel absorbente, tubos Falcon de 50 mL, Filtro celular BD Falcon (Ref 352340),
Caja de Petri (estéril), Jeringa de 5 a 10 mL, Aguja de insulina, Tubos de 5 mL estériles, Tubos
eppendorf de 2 mL, Gradilla y soporte para tubos y microtubos, laminas porta objetos, Puntas
de 1000, 100 y 10 pL con filtro

e FEquipos: Pipetas automaticas de 100, 200 y 1000 pL, Thermomixer o bloque térmico,
Centrifuga refrigerada y vortex,

2. Procedimiento

a. Obtencion de los bacilos

Notas:

e El procedimiento debe realizarse usando bata desechable estéril, para evitar cualquier
contaminacién.

e Sies posible realizar el procedimiento en condiciones frias (Contenedor con hielo) y asi evitar
la pérdida de viabilidad de los bacilos.

e Silos bacilos purificados se utilizaran para la infeccién de células, deberan ser utilizados en un
periodo no mayor a 8 horas.

e Lacamara de flujo debera ser preparada previamente y asi poder ponerla en U.V. al menos 15

min antes de iniciar el proceso.

1. Transferir la biopsia del paciente a una caja de Petri estéril y con ayuda de unas tijeras de punta
curva o bisturi, picar el tejido.

2. Conayuda de las tijeras o el bisturi, transferir el material a un tubo de 5 mL estéril que contiene
1 mL de solucién de hank’s frio.

3. Homogeneizar los tejidos utilizando el homogeneizador en tres bloques de 15 segundos.

Nota: Evitar que la suspension eleve demasiado la temperatura, realizar el homogeneizado con

intervalos de 1 min. Se recomienda mantener en hielo para evitar la disminucién de la viabilidad

de los bacilos.

4. Pasar la suspensién por el filtro celular ubicado sobre un tubo falcon de 50 mL. (retirar el
exceso de piel y tejido).
5. Adicionar al tubo de la suspensién 1 mL de solucién de hank’s fria y homogeneizar y filtrar.
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6.

Tomar los residuos que quedaron en el filtro y ponerlos el en tubo en donde se realiza el
homogeneizado y adicionar 1 mL de solucién de hank’s fria. Homogeneizar y filtrar. Realizar
este procedimiento hasta alcanzar un volumen de 9 mL.

Nota: Los procesos de lavado tienen como objetivo recuperar la mayor cantidad de bacilos posible.

7.

Adicionar a la suspensidn en el tubo falcén 1,5 mL de tripsina al 0,5% ([0.05%] final) e incubar
en bafio seroldgico a 372C por una hora.

Nota: Sellar el tubo con papel parafilm y asi evitar contaminacion.

10.

11.

12.

13.

Adicionar a la suspension en el tubo falcén 1,5 mL de tripsina al 0,5% ([0.05%] final) e incubar
en bafio serolégico a 372C por una hora.

Completar el volumen a 40 mL con solucién de hank’s fria (Dilucién de la tripsina).
Centrifugar a 5000 rpm por 30 min a 42C (Si la suspension estd en tubos eppendorf centrifugar
a 6000 rpm por 14.20 min a 42C).

Descartar el sobrenadante y adicionar de 1 a 3 mL de solucién de hank’s (Volumen a utilizar
depende del pellet formado).

Dispersar los grumos con ayuda de una jeringa y aguja de insulina, mezclando suavemente 10
veces (Esto permite la homogeneizacion de la suspensién y el rompimiento de las globias).
Poner la suspensiéon en un tubo eppendorf de 2 mL y tomar dos gotas para control de
esterilidad en medio BHI, L] y 7H9.

Solucién fenol-suero Cuantificacion los bacilos

Marcar tres campos de 1 cm de didmetro en tres ldminas portaobjetos nuevos y desengrasados.
Marcar cada una de las l1dminas portaobjetos asi: N (Normal), 1/10 y 1/100 y la identificacién
del paciente.

Hacer dos diluciones 1/10 y 1/100 de la suspensidn bacilar con solucién salina de Hank’s.

En los campos marcados en las ldminas poner 10 pL de solucién fenol suero.

Colocar 10 pL de cada la dilucién en cada circulo, haciendo un extendido homogéneo. Dejar
secar a temperatura ambiente y fijar por calor. Realizar esto con las laminas N (Suspensiéon)
1/10y 1/100.

Colorear por la técnica de Zielh Neelsen (De Naranjo et al. 1988).

Contar en los tres extendidos el nimero de bacilos en 20 campos y sacar el promedio.
Calcular en N° de bacilos totales con la siguiente formula.

Numero de bacilos contados

BAAR =
/campo 60 campos contado

* Factor de correccion del micro * Factor de diluciéon

BAAR
BAAR totales =
campo

Factor de diluciéon depende de la lJdmina en donde se haya realizado la lectura.
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# bacilos . 1000 puL . DC
# campos 10 pL DCM

Bacilos/mL =

Siendo DC el didmetro del circulo y DCM el didmetro del campo microscopico (OMS 1989).
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Protocolo 5. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc a partir de células
de Schwann infectadas con M. leprae

1. Consideraciones generales
Este protocolo operativo estandar se basé en los protocolos proporcionado por Qiagen®.

2. Materiales

¢ Rneasy Mini Kit (250)

e Etanolal 70%

e 2-Mercaptoethanol

e Dnasal

e Consumibles: Tiras de tubos de PCR de 0,2 mL (libres de ADNasa/ARNasa), puntas de pipetas
de 200 y 1000 pL con filtro y libres de ADNasa/ARNasa.

e Equipos: Pipetas automadticas de 20, 200 y 1000 pL, Thermomixer o bloque térmico,
Microcentrifuga con rotor para tubos de 2 mL y vortex.

3. Procedimiento

1. Cosechar un maximo de 1x107 células, como un sedimento celular. Agregar 350 - 600 pL de
buffer RTL y mezclar con vortex. Centrifugar el lisado durante 3 minutos a maxima velocidad,
retirar el sobrenadante con cuidado y tselo en el siguiente pasé.

2. Agregar 1 volumen de etanol al 70% al lisado y mezclar por pipeteo.

3. Transferir hasta 700 uL de la muestra, incluido cualquier precipitado, a una columna Rneasy
Mini colocada de un tubo de recolecciéon de 2 mL. Cierre la tapa y centrifugar durante 15
segundos a 210000 rpm, deseche el flujo continuo.

Nota: Si utiliza el kit de Dnasa por primera vez, prepare la solucion de Dnasa 1 agregando 550 pL

de agua libre de Rnasa en el vial de la Dnasa. Mezclar suavemente (No usar vortex). Para el

almacenamiento a largo plazo de la solucién, divida esta en alicuotas de un solo uso y almacenar a

-209C hasta por 9 meses. Las alicuotas descongeladas se pueden almacenar a 2 - 82C hasta por 6

semanas. No vuelva a congelar alicuotas después de descongelar.

4. Agregar 350 pL de buffer RW1 a la columna Rnesy, cierre la tapa y centrifugue durante 15 seg
a 210000 rpm, deseche el flujo continuo.

5. Agregar 10 pL de solucién de DNAsal a 70 pL de buffer RDD. Mezclar suavemente por inversion
y centrifugar brevemente.

6. Agregar la mezcla de DNAsa I (80 pL) directamente a la membrana de la columna Rnesy y
colocar en la mesa de trabajo (20-302C durante 15 minutos.

7. Agregar 350 pL de buffer RW1 a la columna Rnesy, cierre la tapa y centrifugar a 210000 rpm,
deseche el flujo continuo.

Nota: Agregar 4 volimenes de etanol al 100% al buffer RPE.
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10.

11.

B W N e A

Agregar 500 pL de buffer RPE a la columna Rnesy, cierre la tapa y centrifugar a 210000 rpm,

por 15 seg, para lavar la membrana y deseche el flujo continuo.

Agregar 500 pL de buffer RPE a la columna Rnesy, cierre la tapa y centrifugar a 210000 rpm,

por 2 min y deseche el flujo continuo.

Colocar la columna en un tuvo colector de 2 mL nuevo, cierre la tapa y centrifugue a maxima

velocidad durante 1 min.

Colocar la columna Rnesy en un nuevo tubo de recoleccién de 1.5 mL y agregar 30-50 pL de

agua libre de Rnasas directamente a la membrana de la columna. Cierre la tapa y centrifugar

durante 1 min a 210000 rpm, por 1 min para eluir el ARN.

. Si el rendimiento de ARN esperado es >30 pg, repetir el paso 11 usando otros 30-50uL de agua
libre de Rnasa. Vuelva a usar el tubo de recoleccion del paso 11.

Sintesis de ADNc

Tomar 10 pL del ARN previamente extraido y adicionar 1 pL de random primer [0,2 pg/pL].
Incubar a 652C durante 5 min.

Una vez finalizado en tiempo de incubacién, poner inmediatamente en hielo.

A la mezcla anterior adicionar 9 pL de la siguiente mezcla:

1x ()

H,0 DEPC 2,0
Buffer 5x 4

dNTPs (10 mM) 2,0
Transcriptasa reversa (200 U/uL) 1
Mezcla Total 9

Mezclar con vortex.

En un termociclador realizar los siguientes pasos de incubacion.

e 302Cx 10 min.

e 42°Cx5horas.

e 4°Cx 20 min.

Guardar el ADNc a - 20°C, se recomienda realizar una verificacién previa del ADNc
amplificando por PCR convencional con el gen housekeeping sod
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Protocolo 6. Protocolo PCR en tiempo real para el analisis de PGL-1
en M. leprae

1. Materiales

e Tubos Eppendorf (libres de ARNasa / ADNasa)

e Master Mix: SsoAdvanced Universal SYBER Green Supermix

e Agua RF (agua libre de ARNasa)

e Tampén TE (TrisHC1 5 mM y EDTA 0,1 mM pH 8,0)

e (Consumibles: Tiras de tubos de PCR de 0,2 mL (libres de ADNasa/ARNasa), puntas de pipetas
de 200 y 1000 pL con filtro y libres de ADNasa/ARNasa, tubos eppendorf

e Equipos: Pipetas automdticas de 20, 200 y 1000 pL, Thermomixer o bloque térmico,
Microcentrifuga con rotor para tubos de 2 mL y vortex, centrifuga de placa, termociclador de
PCR en tiempo real.

2. Procedimiento
Preparacion

1. Encender la cabina de flujo laminar, limpiar previamente con alcohol y dejar la luz ultravioleta
durante 15 minutos.

2. Enla cabina de flujo laminar, diluir el stock de los primers a una concentraciéon de 10 uM en
tubos eppendorf libres de ARNasa/ADNasa.

3. Preparar la mezcla asi:

Buffer (10X) 5 uL

Primer F (10 uM) 0.25 uL
Primer R (10 uM) 0.25 pL
Agua 2,5 uL

Agregar 8 uL de la mezcla de reaccién a cada pozo de la placa de PCR (placa de 96).

5. Fuera de la cabina de flujo laminar, agregar 2 uL. de ADNc (concentraciéon del ANDc 5ng/uL)
por reaccion. De esta forma la reaccion tendra un volumen final de 10 pL.

6. Llevar la placa al termociclador

Curva estandar

1. Tomar 2puL de ADNc de cada una de las muestras de interés y se deben mezclar en un tubo
eppendorf (mezclar con vortex para lograr una muestra homogénea).

2. Apartir de esta mezcla, preparar entre 5 y 6 diluciones en base 10. (La mezcla de ADNcrestante
se debe guardar a -20°C, para utilizarlo en fututos experimentos).
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3. Las muestras diluidas se deben conservar en hielo hasta que se prepare la placa de reaccién.
Las muestras deben ser diluidas en agua libre de DNAsas o buffer TE al 0,1%.

Preparacién mezcla de reaccién curva estdndar
1. Prepare la mezcla de reaccidn con los componentes y volimenes asi:

Buffer (10X) 5 uL

Primer F (10 uM) 0.25 pL
Primer R (10 uM) 0.25 pL
Agua 3,5uL

2. Coloque la mezcla de reaccién en los tubos correspondientes y adicione 1 pL. de ADNc diluido
(nota: recuerde que se debe hacer por duplicado), evite la formacién de burbujas, para esto
ponga las muestras por las paredes del tubo.

3. Debe poner las reacciones en hielo hasta que monte la placa de reaccién en el equipo.

Puntos para tener en cuenta durante la preparacién

o Siel experimento incluye mas de un ensayo diana, prepare la mezcla de cada ensayo de manera
separada.

e Incluir un volumen de exceso en los calculos para compensar la pérdida que se produce durante
las transferencias de reactivos, se recomienda un volumen de exceso del 10%.

e Para una correcta preparacién de los reactivos se debe tener en cuenta las recomendaciones
del fabricante.

e Se deben mantener los ensayos protegidos de la accién de la luz directa, con bajas
temperaturas.

e Previo a la realizacién de la mezcla, de vueltas al tubo que contiene la master mix y luego
centrifugue brevemente para retirar restos de la tapa.

e Para descongelar las muestras que se encuentran congeladas, coldéquelas en hielo. Una vez
descongeladas agite las muestras para resuspenderlas y a continuacién centrifugue los tubos
brevemente.

o No se deben marcar las tapas o el adhesivo de la placa de reaccién, esto interfiere con la lectura
realizada por el equipo.
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Anexo B. Cuantificacion de ADN después de la extraccion y

después de la preparacion de las librerias

Codificacion de los
pacientes en el

estudio - afo de toma

Cddigo de la
muestra

Concentracion
ADN (ng/pL)

Concentracion de la | Tamaiio

Libreria (ng/pL)

de la muestra
1-1997

1-1995
1-1994
2-1996
2-1992
3-1998
3-1992
4-1999
4-1994
5-2002
5-1992
6-2002
6-1996
7-1996
7-1994
8-2001
8-1994
9-2004
9-2003
10-1998
10-1994
11-2002
11-1998
12-2003
12-2000
12-1990
13-2003
13-2000
14-1999
14-1996
15-2002

COL_545
COL_656
COL_672
COL_587
COL_764
COL_509
COL_780
COL_457
COL_664
COL_199
COL_767
COL_232
COL_598
COL_600
COL_662
COL_317
COL_667
COL_122
COL_187
COL_507
COL_661
COL_193
COL_524
COL_163
COL_412
COL_874
COL_153
COL_432
COL_452
COL_613
COL_233

1.39
1.66
1.21
2.68
2.36
1.78
2.26
2.00
2.23
1.54
1.31
1.71
2.48
1.15
12.2
2.32
0.078
1.73
3.94
1.87
2.03
1.39
1.37
1.66
0.56
3.48
1.50
<LOD
1.24
1.92
2.30

10.4
6.12
11.1
37.2
15.2
23.2
11.7
10.3
32.0
2.71
33.3
0.910
4.99
17.9
26.0
2.39
0.968
8.91
3.92
12.1
20.1
4.22
15.6
5.87
1.48
16.8
5.1
0.711
22.8
13.9
16.8

195
184
189
183
160
195
187
188
182
197
199
192
192
189
188
202
189
221
210
194
190
196
186
587
181
193
216
172
187
181
194
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Codificacion de los

pacientes en el Cddigo dela | Concentraciéon | Concentracion de la | Tamaiio
estudio - afio de toma muestra ADN (ng/pL) Libreria (ng/pnL)
de la muestra

15-1997 COL_533 2.07 33.3 197
16-2003 COL_167 2.16 29.1 209
16-2000 COL_406 1.58 219 202
17-2003 COL_188 2.31 14.1 198
17-1999 COL_459 2.36 211 200
18-1999 COL_488 2.35 31.1 199
18-1995 COL_640 1.29 21.3 186
19-1995 COL_626 1.43 1.67 196
19-1993 COL_733 1.44 1.87 198
20-1999 COL_467 1.85 14.2 197
20-1987 COL_960 1.25 13.7 175
21-2000 COL_377 1.37 0.770 192
21-1996 COL_611 1.29 0.620 175
22-1997 COL_547 2.53 41.8 191
22-1992 COL_774 1.73 13.5 195
23-1999 COL_478 1.68 31.6 198
23-1996 COL_584 2.60 10.6 181
24-1997 COL_535 3.83 221 204
24-1992 COL_787 1.36 7.55 191
25-20022 COL_274 191 32.6 209
25-2002B COL_275 1.71 37.5 229
18-2191 17082005 2.59 19.9 221
18-9217 14279217 2.56 38.2 208

18-428 14279217 1.88 0.560 207
18-2948 17221022 2.23 12.78 266
18-3026 79768135 1.76 20.3 247

Limite de deteccion: LOD
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Anexo C. Programas usados para los analisis

Programa

BEAST

Bowtie 2

ClipAndMerge

DESeq?2

EAGER

Genome Analysis
Toolkit (GATK)

Integrative
Genomics Viewer
(IGV)

MapDamage

MEGAX

bioinformaticos

Uso en el proyecto

Programa multiplataforma para el andlisis bayesiano de
secuencias moleculares utilizando MCMC. Est4 orientado para el
analisis de filogenias enraizadas y analisis evolutivos utilizando
modelos de reloj molecular estrictos o relajados.

Herramienta para alinear las lecturas obtenidas durante el
proceso de secuenciacién con secuencias de referencia. Este
permite modos de alineamiento con espacios, local y
emparejado.

Parte de las herramientas EAGER; este método realiza un corte
altamente eficiente de las lecturas de secuenciacion.

Método de andlisis diferencial de los datos de secuenciacién,
que utiliza una estimacion para mejorar la estabilidad e
interpretabilidad de las estimaciones. Este permite un analisis
cuantitativo centrado en la fuerza mas que en la mera expresion
diferencial.

Herramientas que abordan en pre-procesamiento, el mapeo,
eliminacion de duplicados por PCR y la genotipificaciéon de
secuencias o datos generados por secuenciaciéon NGS (p. Ej.,
[llumina HiSeq, MiSeq o NextSeq)

Conjunto de herramientas para el andlisis genémico que se
centra en el descubrimiento de variantes. Este identifica SNP e
InDels en datos en ADN y ARNseq obtenidos por secuenciacién
de alto rendimiento

Herramienta de visualizaciéon que permite la exploraciéon
intuitiva y en tiempo real de diversos conjuntos de datos
gendmicos a gran escala. Admite la integracién flexible de una
amplia gama de tipos de datos gendmicos, incluidas lecturas de
secuencias alineadas, mutaciones, nimero de copias, pantallas
de interferencia de ARN, expresién génica, metilaciéon y
anotaciones genémicas.

Herramienta computacional que rastrea y cuantifica los
patrones de dafos entre las lecturas secuenciacién obtenidas
por la secuenciacién NGS de ADN antiguo.

Software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA),
implementa métodos y herramientas analiticas para explorar,
descubrir y analizar secuencias de ADN y proteinas desde una
perspectiva evolutiva, generando andlisis de filogenédmica y
filomedicina.

[123]

[114]

[113]

[177]

[113]

[116]

[127]

[115]

[126]

Referencia
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Programa Uso en el proyecto Referencia

Proporciona informacién tanto generada in silico como revisada
manualmente dentro de bases de datos dedicadas a los genomas

Mycobrowser completos de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium [179]
leprae, Mycobacterium marinum y Mycobacterium smegmatis.
MultiQC Analiza las estadisticas resumidas de los resultados y archivos [184]

de registro generados por otras herramientas bioinformaticas.

Esta herramienta combina BLAST con un algoritmo de
alineacion global para garantizar una alineacién cebador-

Primer-Blast objetivo completa y es lo suficientemente sensible como para [180]
detectar objetivos que tienen un numero significativo de
desajustes con los cebadores.

Primer3Plus, una interfaz para disefio de oligonucleétidos, esta

PRl admite una variedad de formatos de secuencia, como FASTA.

[181]

Categoriza de forma rapida los efectos de las variantes en las
SnpEff secuencias del genoma, basados en su ubicacién gen6émica y [117]
predice los efectos en la codificacion.

Anota variaciones genémicas como: SNPs, InDel, polimorfismos
de multiples nucleétidos en funcién de sus ubicaciones
SnpEff gendmicas. También predice efectos de codificacion como [117]
cambios sinénimos o no sinénimos, ganancia o pérdida de
codones, codones de parada o cambios en el marco de lectura.

Genera ensamblajes unicelulares, proporcionando informacién
SPAdes sobre genomas de bacterias no cultivables que se obtienen [122]
mediante tradicionales de metagenémica.

Conjunto de programas usados para interactuar con datos de

SAMTools . .. ..
secuenciacion de alto rendimiento.

[118]
Herramienta para investigar la sefial temporal de las filogenias
moleculares. En este se pueden analizar arboles

TempEst contemporaneos (donde todas las secuencias se han recopilado [125]
al mismo tiempo y arboles de punta fechada (donde las
secuencias se han recopilado en diferentes fechas)

Software para visualizar y analizar los archivos MCMC
generados a través de la inferencia filogenética bayesiana. Este

Tracer . o . o 124
proporciona la reconstruccién de la trayectoria demografica, [124]
visualizacién multivariado, entre otras.

Programa para resumir la informacién de andlisis producidos
or BEAST en un solo arbol “Objetivo”. La informacidn resumida
TreeAnnotator P ) [123]

incluye las probabilidades de los nodos en el arbol objetivo, las
estimaciones posteriores y los limites HDP.

Incluye una variedad de pasos de procesamiento para el recorte
Trimmomatic y filtrado de lecturas producto del proceso de secuenciacion, [185]
identifica las secuencias de los adaptadores y filtrado de calidad.
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Programa Uso en el proyecto Referencia
Herramienta para detectar variantes en los datos obtenidos a

VarScan . Yy o [119]
parir de la secuenciacién de alto rendimiento.
Se puede usar para encontrar grupos (moédulos) de genes
altamente correlacionados, para resumir dichos grupos usando
el gen propio del mdédulo o un gen concentrador intramodular,

WGCNA gen prob & [178]

para relacionar médulos entre si y con rasgos de muestra
externos (usando la red de genes propios metodologia), y para
calcular las medidas de pertenencia al médulo. adjunto.
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Anexo D. Resultados del analisis de SNPs por muestra

# de

. . # de
Frecuencia | observaciones

CHROM Profundidad observaciones | Longitud del SNP

del Alelo del alelo de

. del alelo alterno
referencia

SNP_73 A G 1145.29 snp 47 1 1 46 1
SNP_883 G A 2217.65 snp 80 1 1 79 1
SNP_1011 G A 2654.16 snp 92 1 1 91 1
SNP_7614 C T 440.757 snp 58 1 0 57 1
SNP_8453 T C 1276.19 snp 72 1 0 72 1
SNP_10505 C T 2899.56 snp 97 1 1 96 1
SNP_21139 G T 2160.45 snp 81 1 2 79 1
SNP_22488 G A 2469.75 snp 80 1 0 80 1
SNP_38202 C T 2109.06 snp 78 1 0 78 1
SNP_52851 T C 2512.77 snp 83 1 0 83 1
SNP_61425 A G 2398.08 snp 84 1 0 84 1
SNP_61530 C T 2191.96 snp 78 1 0 78 1
SNP_77864 T C 2779.69 snp 95 1 0 95 1
SNP_116225 C T 1904.36 snp 76 1 1 75 1
SNP_156948 C T 2221.12 snp 82 1 0 82 1
SNP_298572 A G 2785.07 snp 113 1 2 110 1
SNP_305310 G A 3345.98 snp 117 1 0 117 1
SNP_330125 G A 2821.84 snp 108 1 1 107 1
SNP_481476 A G 2959.69 snp 94 1 0 94 1
SNP_485138 T C 3043.98 snp 97 1 1 96 1
SNP_494674 T G 2900.29 snp 99 1 0 99 1
SNP_508481 T C 454.011 snp 60 1 1 58 1
SNP_530685 C T 2750.79 snp 93 1 0 92 1
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. H

Profundidad

Frecuencia
del Alelo

# de
observaciones
del alelo de

# de
observaciones

Longitud del SNP

SNP_574639
SNP_604325
SNP_623365
SNP_657736
SNP_694090
SNP_774704
SNP_832152
SNP_840584
SNP_890453
SNP_904824
SNP_954663
SNP_972005
SNP_1017407
SNP_1038669
SNP_1070051
SNP_1087397
SNP_1104232
SNP_1113923
SNP_1143423
SNP_1155582
SNP_1160426
SNP_1164291
SNP_1206341
SNP_1217336
SNP_1223294
SNP_1227631

o009 3900000900030

> 3 Hd o000 00000020040 2>

3057.8
3906.68
2430.56
2532.06
1885.55
3249.05
2992.66
2680.41
2621.66
2681.38
2509.86
3286.16
2044.59
2684.26
2670.29

2552.4

1518.6
2274.58
2283.22
1657.66
1970.29
2661.42
3625.09
2997.05
2507.87
3229.42

snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp

105
132
95
81
65
117
108
91
86
93
87
110
72
96
95
86
54
78
80
61
74
94
130
106
86
120

e S Y

referencia

(=)

SO O kB, O O P N O O O O NORFPR O P OO O WPk o o - o

del alelo alterno

105
132
94
81
65
115
105
91
86
93
86
110
70
96
93
86
54
78
80
59
73
94
130
104
86
119
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# de
. . # de
CHROM ALT TYPE Profundidad Frecuencia | observaciones observaciones | Longitud del SNP
del Alelo del alelo de
. del alelo alterno
referencia
snp

SNP_1257185 T C 2849.18 100 1 1 99 1
SNP_1265267 T G 2726.17 snp 98 1 1 96 1
SNP_1291018 G A 2789.47 snp 95 1 1 94 1
SNP_1324009 C G 3969.73 snp 140 1 0 140 1
SNP_1329459 C T 2679.73 snp 94 1 0 94 1
SNP_1339813 T C 3399.24 snp 119 1 1 118 1
SNP_1348426 T C 1134.32 snp 72 1 0 72 1
SNP_1351149 C G 2624.8 snp 94 1 0 94 1
SNP_1450888 G A 2296.4 snp 80 1 0 80 1
SNP_1466041 C A 2756.59 snp 97 1 1 96 1
SNP_1527053 G C 154.068 snp 65 1 2 63 1
SNP_1529088 A G 2178.46 snp 73 1 0 73 1
SNP_1579109 T G 2262.36 snp 82 1 1 81 1
SNP_1585800 A G 2838.42 snp 93 1 0 93 1
SNP_1588112 G C 3150.39 snp 109 1 0 109 1
SNP_1600434 T G 2069.8 snp 65 1 0 65 1
SNP_1605956 G A 507.516 snp 43 1 0 43 1
SNP_1614069 T C 2005.28 snp 68 1 0 68 1
SNP_1625045 T G 232.111 snp 57 1 0 57 1
SNP_1642875 G T 440.223 snp 57 1 0 57 1
SNP_1643162 T C 2085.01 snp 71 1 1 70 1
SNP_1657373 G T 2898.31 snp 103 1 0 102 1
SNP_1677493 G C 2198.77 snp 80 1 0 80 1
SNP_1701590 G C 292.739 snp 58 1 0 58 1
SNP_1734697 G A 2650.57 snp 95 1 2 93 1
SNP_1759651 G A 2599.06 snp 89 1 1 88 1
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. H

SNP_1787399
SNP_1797211
SNP_1843283
SNP_1897187
SNP_1900006
SNP_1926696
SNP_1928719
SNP_1962036
SNP_1983606
SNP_1996633
SNP_2011747
SNP_2015320
SNP_2043287
SNP_2100523
SNP_2104127
SNP_2119392
SNP_2155013
SNP_2174865
SNP_2184965
SNP_2200732
SNP_2459766
SNP_2542313
SNP_2553176
SNP_2706236
SNP_2714879
SNP_2751783

> - g 9 o> 003> 0> 0000 > 00000

QO OO0 0000000000039 -900x2>> -394

2533.4
3143.22
2003.54

23111
2658.99
3159.84
1974.51

2929.5
2079.89
2607.64
588.293

2694.9
2969.67
3100.51
3337.64
498.652

2562.3
2662.92

366.22
2372.07
661.534
3043.43
2975.09
2314.32
2505.21
2925.66

snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp
snp

Profundidad

95
126
69
85
91
102
68
106
82
87
75
101
107
106
115
67
90
92
74
87
56
107
105
85
88
102

Frecuencia
del Alelo

e S Y

#de
observaciones
del alelo de
referencia

\S]

O PR kP O O O O O© O R P O O O NOPRF F NO OO O O K

# de
observaciones

del alelo alterno

92
125
69
85
90
102
68
104
81
86
75
98
107
106
115
66
89
92
74
87
56
106
105
84
87
102

Longitud del SNP

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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# de
Frecuencia | observaciones wile
CHROM ALT Profundidad observaciones | Longitud del SNP
del Alelo del alelo de
. del alelo alterno
referencia

SNP_2784324 A G 2054.62 snp 73 1 1 72 1
SNP_2818521 T C 817.463 snp 83 1 0 83 1
SNP_2935685 A C 2389.81 snp 83 1 2 81 1
SNP_2964999 T C 3066.78 snp 100 1 0 100 1
SNP_2978374 C A 2476.84 snp 89 1 1 88 1
SNP_2990150 T C 2145.23 snp 77 1 0 77 1
SNP_2999976 C T 2104.97 snp 81 1 2 79 1
SNP_3016175 T C 4066.69 snp 143 1 0 143 1
SNP_3102778 A C 2737.98 snp 96 1 1 95 1
SNP_3110858 T C 1724.3 snp 63 1 0 63 1
SNP_3175296 A C 384.434 snp 53 1 0 53 1
SNP_3243731 A G 1991.92 snp 80 1 1 79 1
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Anexo E. Lista de 42 genomas de M. leprae usados para
inferir SNPs en casos recurrentes

| Nombre | Ao | __Pais | _Genotipo | Branch | Descritoen |
TN 2000 India 1A 1 [17]
Thai53 2005 Tailandia 1A 1 [26]
S2 1995 Antillas 1B 1 [43]
S11 2000 India 1D 1 [43]
Airaku-3 2000 Japon 1D 1 [44]
3077 1074 Suecia 2F 2F [43]
Jorgen_749 1223 Dinamarca 2F 2F [47]
Refshale_16 1103 Dinamarca 2F 2F [43]
SK8 1200 Reino Unido 2F 2F [43]
SK14 1200 Reino Unido 2F 2F [205]
Jorgen_625 1368 Dinamarca 31 3 [43]
Jorgen_533 1293 Dinamarca 31 3 [47]
Jorgen_722 1256 Dinamarca 31 3 [47]
Jorgen_404 1276 Dinamarca 31 3 [47]
Jorgen_427 1258 Dinamarca 31 3 [47]
GC96 415 Reino Unido 31 3 [47]
SK2 1283 Reino Unido 31 3 [43]
NHDP-98 2004 USA 31 3 [45]
NHDP-55 2004 USA 31 3 [45]
130 2005 USA 31 3 [45]
NHDP-63 2004 USA 31 3 [26]
Brw15-1 2015 Reino Unido 31 3 [10]
Brw15-20 2015 Reino Unido 31 3 [10]
Brw15-5 2015 Reino Unido 31 3 [10]
Brw15-10 2015 Reino Unido 31 3 [10]
USs57 2000 Islas Marshall 3K-1 5 [38]
Ryukyu-2 2000 Japon 3K-1 5 [38]
Amami 2000 Japon 3K-1 5 [38]
Zensho-9 2000 Japén 3K-1 5 [38]
S9 1996 Nueva Caledonia 3K-0 0 [43]
CM1 1994 Filipinas 3K-0 0 [11]
Jorgen_507 1068 Dinamarca 3K-0 0 [47]
Kyoto-2 2000 Japon 3K-0 0 [32]
Korea-3-2 2000 Corea 3K-0 0 [38]
Zensho-2 2000 Jap6n 3K-0 0 [38]
S10 2006 China 3K-0 0 [43]
S15 1992 Martiniqués 3L 4 [206]
S13 2013 Mali 4N 4 [43]
S14 2013 Mali 40 4 [43]
Br4923 2004 Brasil 4p 4 [26,39]
Ch4 2009 Sierra Leona 4 4 [11]
SM1 1979 Africa 4 4 [11]
Mx1-22 (M. Outgroup [32]

lepromatosis)
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Anexo F. Tabla de polimorfismos en M. leprae Col_163 que incluyen SNP sinénimos y no

= yd -
sinonimos
Ty Yy T P
missense_variant dnaA chromosomal replication initiator protein DnaA Ser25Gly A
883 missense_variant dnaA chromosomal replication initiator protein DnaA Gly295Ser G A
1011 synonymous_variant dnaA chromosomal replication initiator protein DnaA Glu337Glu G A
7614 synonymous_variant gyrA intein-containing DNA gyrase subunit A Arg99Arg C T
8453 missense_variant gyrA intein-containing DNA gyrase subunit A Leu379Pro T C
10505 missense_variant gyrA intein-containing DNA gyrase subunit A Ser1063Phe C T
21139 missense_variant ML0017 serine/threonine protein kinase Leu352Met G T
22488 missense_variant pbpA D,D-transpeptidase PbpA Pro394Ser G A
38202 missense_variant MLO0032 leucine—tRNA ligase Arg628Trp C T
52851 missense_variant eccE type VII secretion protein EccE Trp287Arg T C
61425 missense_variant ML0049 WXG100 family type VII secretion target Met90Thr A G
61530 missense_variant ML0049 WXG100 family type VII secretion target Arg55GIn C T
77864 synonymous_variant gltB glutamate synthase large subunit Gly52Gly T C
116225 synonymous_variant ML0093 GNAT family N-acetyltransferase Gly285Gly C T
156948 missense_variant MLO116 hypothetical protein Val328lle C T
223209 missense_variant MLO0159 hypothetical protein Gly187Agr G A
298572 synonymous_variant ML0227 DUF3180 domain-containing protein Val19Val A G
313361 missense_variant metG methionine—tRNA ligase Leul54Pro A G
330125 missense_variant mfd transcription-repair coupling factor Ala687Thr G A
470179 missense_variant MLO0376 alpha/beta hydrolase Lys298GIn A C
473882 non . groL chaperonin GroEL Gly109Trp G T
synonymous_variant
481476 synonymous_variant guaB IMP dehydrogenase Leu272Leu A G
485138 missense_variant choD GMC family oxidoreductase Leu563Pro T C
494674 missense_variant ML0397 diguanylate cyclase Glu358Asp T G
508481 missense_variant ML0410 PE family protein Val52Ala T C
509023 missense_variant ML0411 PPE family protein Val90Ala T C
509325 missense_variant ML0411 PPE family protein His191Asp C G
509578 missense_variant ML0411 PPE family protein Ser275Asn G A
530685 missense_variant ML0430 MFS transporter Ala389Val C T
574639 synonymous_variant ML0473 hypothetical protein Pro34Pro G A
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623365
657736
687105
694090
767345
774704
832152
890453
904824
1017407
1038669
1087397
1155582
1206341
1217336

1223294

1270719
1277394
1291018
1324009

1329459

1339813
1351149
1439376

1561458
1561478
1561491
1585800
1588112
1625045
1677493
1714490
1734697
1759651

synonymous_variant
synonymous_variant
missense_variant
missense_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
missense_variant
synonymous_variant
missense_variant
missense_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
missense_variant
synonymous_variant

synonymous_variant

missense_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
missense_variant

synonymous_variant

synonymous_variant
Synonymous_variant
Synonymous_variant

synonymous_variant
Synonymous_variant
Synonymous_variant
missense_variant

missense_variant

synonymous_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
missense_variant

alaS
gmk
ML0568
ML0569
ML0634
ML0642
ML0694
ctpC
manB
ML0855
asnB
ftsZ
recX
ML1040
xclC

dapD

ML1099

ML1103

ML1114
rho

ML1137

murA
ML_RS05780
ML1216

ML1308
ML1308
ML1308
ML1333
ML1334
pyrG
tsnR
ML1427
Int
nadE

alanine—tRNA ligase

guanylate kinase

hypothetical protein

L,D-transpeptidase

decaprenyl diphosphate synthase
zinc-dependent metalloprotease

hypothetical protein

manganese-exporting P-type ATPase CtpC
phosphomannomutase/phosphoglucomutase
insulinase family protein

asparagine synthase (glutamine-hydrolyzing)
cell 145ndexaci protein FtsZ

recombination regulator RecX

ribonuclease D

acyl-CoA synthetase
2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-
succinyltransferase

lipoprotein

FAD-binding protein

ABC transporter ATP-binding protein
transcription termination factor Rho
undecaprenyl/decaprenyl-phosphate alpha-N-
acetylglucosaminyl 1-phosphate transferase
UDP-N-acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase

hypothetical protein
adenosylmethionine—8-amino-7-oxononanoate
transaminase

PPE domain-containing protein

PPE domain-containing protein

PPE domain-containing protein

RNA helicase

DUF4333 domain-containing protein

CTP synthase

RNA methyltransferase

sugar ABC transporter substrate-binding protein
apolipoprotein N-acyltransferase

NAD(+) synthase

Leu403Leu
Vall155Val
Leu98Pro
Thr113Ala
Ala212Ala
Arg407Arg
His57Arg
Vall173Ala
Val50Val
Glu387Lys
Arg324GIn
Gly34Gly
Ala142Ala
Ala66Thr
Val76Val

Val201Val

Vall6Gly
Pro128Pro
Asn120Asn
GIn227Glu

Ile3191le

Asp78Asp
Arg20Arg
Ala259Ala

Thr28Thr
Phe35Phe
Pro39Pro
Thr436Ala
Gly264Ala
Pro298Pro
Ala129Ala
Arg426Arg
Leu569Leu
Ala566Val
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1787399
1897187

1914268
1996633
2015320
2043287
2184965
2301051
2459766
2542313
2751783

2768633

2878161

2964999
2999976
3016175
3102778
3248058

missense_variant
non
synonymous_variant
synonymous_variant
synonymous_variant
missense_variant
synonymous_variant
missense_variant
synonymous_variant
missense_variant
missense_variant
synonymous_variant

missense_variant

missense_variant

synonymous_variant
missense_variant
synonymous_variant
missense_variant
synonymous_variant

ML1484
nicT

ML1589
kasB
recG

ilvC
ML1804
ML_RS09800
glcB

ML2140

asd

ML2336

ML2406

clpB
ML2518
ML2534
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ML_RS13780

ribose-5-phosphate isomerase
hypothetical protein

phosphatidate cytidylyltransferase
beta-ketoacyl-ACP synthase
ATP-dependent DNA helicase RecG
ketol-acid reductoisomerase
hypothetical protein

DUF1067 domain-containing protein
malate synthase G

MarR family transcriptional regulator
aspartate-semialdehyde dehydrogenase
aminotransferase class I/11-fold pyridoxal
phosphate-dependent enzyme
1,4-dihydroxy-2-naphthoate
polyprenyltransferase

ATP-dependent chaperone ClpB
hypothetical protein

PE family protein

hypothetical protein

DUF1067 domain-containing protein

Gly159Asp
Ala127GIn

Met189Met
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Asp545Glu
Pro145Pro
Tyr41His
Thr17Thr
Lys591Glu
Ser35Leu
Ala299Ala

Ser100Arg
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Tyr151Ser
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