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RESUMO

A regido africana possui uma das maiores taxas de incidéncia e mortalidade de tuberculose a nivel
global, representando 28% dos casos mundialmente, representando os Paises Africanos de Lingua
Oficial Portuguesa (PALOP) igualmente uma elevada incidéncia desta doenca. Portugal, por outro
lado, apresentou em 2014 uma taxa de incidéncia moderada de 20 casos por 100 000 habitantes, com a
capital Lisboa a assumir-se como uma das regiGes mais afetadas e a Unica com casos de resisténcia
TB-XDR. A caracterizacdo das estirpes Mycobacterium tuberculosis mais predominantes na regido de
Lisboa foi realizada, desconhecendo-se a estrutura populacional destas estirpes nas diferentes
comunidades de imigrantes, nomeadamente nos PALOP.

Com o objetivo de estabelecer uma possivel associacdo entre a estrutura populacional de
M. tuberculosis de imigrantes provenientes dos PALOP e as estirpes em circulagdo em Lisboa,
caracterizou-se por spoligotyping 133 isolados clinicos recuperados entre 2008 e 2010, de imigrantes
provenientes da Guiné-Bissau, Cabo Verde, Mocambique, Angola e Sdo Tomé e Principe. Para além
deste, foi ainda realizada a genotipagem de nove estirpes com resisténcia a um ou mais antibacilares
pela técnica MIRU-VNTR 24loci.

Na observacdo da distribuicdo populacional destes isolados através da construcdo de arvores de
extensdo minima para cada sub-populagdo foi demonstrada a existéncia de um complexo clonal
comum em todos os sub-grupos, pertencendo a linhagem LAM, e mais especificamente, aos SITs 20 e
42. Esta linhagem é igualmente prevalente nos dados existentes para Portugal na base de dados
internacional SITVITWEB.

A analise por MIRU-VNTR 24loci das estirpes resistentes permitiu a detecao de trés clusters distintos,
compostos por seis das nove estirpes, associados a diferentes perfis de resisténcia. Dois dos clusters
detetados foram identificados como clusters genéticos Lisboa3-A e Lisboa3-B, que estdo associados a
estirpes de tuberculose multirresistente (TB-MR) e tuberculose extensivamente resistente (TB-XDR)
em Portugal.

Estes resultados demonstram uma estrutura populacional de M. tuberculosis similar entre os
sub-grupos estudados, sugerindo que a tuberculose se tem vindo a disseminar nestas sub-populacGes
de imigrantes e que a importacdo de estirpes para Portugal desempenha um papel menor do que
inicialmente se pensava, reforcando a nogdo de um elevado grau de endemicidade da tuberculose em
Portugal.

Palavras-chave: M. tuberculosis; Portugal; imigrantes; Spoligotyping; MIRU-VNTR 24loci; Lisboa3
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ABSTRACT

Africa has one of the highest tuberculosis (TB) incidence and mortality rates in the world, accounting
for 28% of the cases worldwide, with Portuguese-speaking African Countries equally affected by this
disease. On the other hand, Portugal presents a moderate incidence rate of 20 cases per 100 000
habitants, with its capital city’s region, Lisbon, as one of the most affected regions and the only one
with the presence of MDR-TB strains. The prevailing strains of Mycobacterium tuberculosis in Lisbon
were identified but still with no success in discovering its phylogeographic origin.

Thus, in an attempt to establish a possible link between the M. tuberculosis strains infecting
immigrants from African countries and the strains circulating in Lisbon, we characterized by
spoligotyping 133 M. tuberculosis clinical isolates, recovered between 2008 and 2010, from
immigrants from Guinea-Bissau, Cabo Verde, Mozambigue, Angola and Sdo Tomé e Principe.
Additionally, nine isolates resistant to one or more antibacillary drugs were further genotyped by 24-
loci MIRU-VNTR.

Minimum spanning trees constructed for each sub-population in order to study the structure of each
sub-population showed a common cluster belonging to the LAM lineage, specifically, SITs 20 and 42.
Besides being the most represented lineage in each group of strains analysed it was the most
represented in the SITVITWEB data for Portugal.

24-loci MIRU-VNTR data enabled the detection of three distinct genetic clusters associated with drug
resistance encompassing 6 of the 9 drug resistant strains analysed. Two of the detected clusters were
identified as the Lisboa3-B and Lisboa3-A genetic clusters which are associated with
multidrug/extensively drug resistance in Lisbon.

These results denote a partially similar M. tuberculosis population structure across the sub-populations
studied, suggesting that TB has spread to these immigrant sub-populations in Portugal and that strain
importation to the Portuguese territory plays a minor role than what was previously though,
reinforcing the notion of a high degree of endemicity of tuberculosis in Portugal.

Keywords: M. tuberculosis; Portugal; immigrants; Spoligotyping; 24-loci MIRU-VNTR; Lisboa3
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1. INTRODUCAO 2016

1. INTRODUCAO
1.1 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE
1.1.1 Tuberculose no Mundo

A tuberculose (TB) é uma doenca infeciosa provocada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) que se manifesta principalmente a nivel pulmonar, embora possa também afetar outros
Orgdos. Esta infecdo tem vindo a acompanhar o Homem ao longo da sua historia e causou mais mortes
do que qualquer outro agente patogenico.

Apesar das varias tentativas de controlo e prevenc¢do desta doenca através da vacinagdo em massa com
a vacina BCG e o desenvolvimento de tratamentos recorrendo a diferentes antibacilares desde o
séc. XX, em 2014 estima-se que tenham ocorrido cerca de 9,6 milhdes de novos casos de TB em todo
0 mundo, o equivalente a uma taxa de incidéncia de 133 casos por 100 000 habitantes, segundo 0s
dados da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) [7].

Ocorreram neste mesmo ano 1,5 milhdes de mortes por TB, com uma taxa de mortalidade global de 16
casos por 100 000 habitantes. Esta taxa apresenta uma enorme variabilidade geogréfica, sendo os
valores mais baixos encontrados na América com aproximadamente duas mortes em 100 000
habitantes e pertencendo a taxa mais alta a regido Africana (Tabela 1.1). Trata-se portanto de uma das
doencas que mais preocupacdo suscita a nivel mundial, devido principalmente a sua facil transmisséo
e dificil tratamento [8]. O nimero mais elevado de casos de TB em 2014 foi registado em Africa e no
Sudeste asiatico, sendo que este Ultimo juntamente com a regido Oeste do Pacifico conta com 58% dos
casos de TB.

Tabela 1.1- Incidéncia, prevaléncia e mortalidade nas diferentes regides, estimadas pela OMS em 2014 (valores incluem os
casos HIV positivos) (adaptado de OMS, 2015 [7]).

Regido OMS Populagédo Mortalidade mor—[:ﬁga de Notificagdo Taxa notificacdo Incidéncia Taxa Incidéncia
(milhares) (em milhares) (por 100 000 H) (milhares) (por 100 000 H) (milhares) (por 100 000 H)
Africa 963 361 750 46 1300 852 135 2700 281
América 981 613 23 1,7 215226 22 280 28
Este 635 745 91 14 453393 71 740 117
Mediterranico
Europa 907 279 37 3,7 273 381 30 340 37
Sudeste 1906 087 520 24 2482074 130 4000 211
Asiatico
Oeste do 1845 184 93 48 1335816 72 1600 85
Pacifico
Global 7239 269 1500 16 6 060 742 84 9600 133

Na Europa, as taxas de notificacdo e de mortalidade sdo das mais baixas mundialmente, de
aproximadamente 36,7 e 3,7 casos por 100 000 habitantes, respetivamente [7]. Estes resultados
devem-se muito possivelmente a continua melhoria das praticas de saude publica nestes paises,
resultando numa descida da incidéncia de TB de 5,2% por ano desde 2005, sendo esta a maior taxa de
reducdo de incidéncia de todas as regides [9, 10]. Apesar desta diminuicdo, varios paises a possuir
uma taxa de incidéncia bastante elevada, principalmente na regido este da Europa.

Em relagdo a regido Africana a taxa de incidéncia é de 281 casos por 100 000 habitantes, um nimero
alarmante que é superior em mais do dobro da taxa de incidéncia global e que representa 28% dos
casos em todo 0 mundo [7]. A nivel da mortalidade por TB, esta mesma regido apresenta uma taxa de
mortalidade por TB de 46 mortes por 100 000 habitantes. Apesar destes valores terem vindo a
diminuir nos Gltimos anos, no entanto tem descido de forma muito lenta, sendo sem dlvida
preocupante os valores calculados para esta regido [7].
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1. INTRODUCAO 2016

A nivel mundial, os paises em desenvolvimento sdo 0s que apresentam maior nimero de casos de
prevaléncia de TB, com uma maior incidéncia nas regides na Africa subsariana e no sudeste asiatico.
Nestes paises, devido a pobreza presente nestas regides, como a falta de &gua potavel e baixas
condicBes de higiene e habitabilidade acrescido a uma maior incidéncia de outras doengas,
principalmente o Virus da imunodeficiéncia humana (HIV), levam a que um maior nimero de
individuos possua o sistema imunitario enfraquecido levando a que seja mais provavel que M.
tuberculosis acelere a progressdo da doenca, aumentando assim e aumentado a mortalidade.

Juntamente com o HIV, a TB é a maior causadora de mortes dentro das doencas infeciosas, com cerca
de 80% das mortes a nivel global em Africa e no Sudeste Asiatico [7]

1.1.2 TB em Portugal

Em Portugal, a taxa de casos notificados de TB diminuiu cerca de 5% entre 2013 e 2014. No ultimo
ano deste periodo foram notificados 2264 casos de TB, dos quais 2080 eram casos novos, com uma
taxa de incidéncia de 20 casos por 100 000 habitantes e uma taxa de notificagdo de 21,8 casos por 100
000 habitantes [1].

Segundo dados provisorios, no ano de 2015 foram notificados 2089 casos, sendo 1925 novos casos,
com uma taxa de incidéncia de 18,6 casos por 100 000 habitantes e de notificacdo de 20,2 casos por
100 000 habitantes, revelando-se mais baixa que os dois anos anteriores [11]..

Os distritos com maior incidéncia em 2014 foram Lisboa, Setubal, Porto e Algarve, com taxas de
incidéncia que variam entre 20-50 casos por 100 000 habitantes, classificado como incidéncia
intermédia (>20 casos por 100 000 habitantes e <50 casos por 100 000 habitantes). Cerca de 63,4%
dos casos registados ocorreram em individuos do sexo masculino e a faixa etaria mais representada foi
a dos 35-54 com 39,8% dos doentes, revelando um deslocamento da incidéncia para faixas etérias
mais avancgadas [1]. Neste mesmo ano foram notificados 224 L 2

casos na cidade de Lisboa e 101 casos na cidade do Porto s
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Portugal continua a possuir valores de incidéncia superiores - o

a maioria dos paises da Europa ocidental. Para além disso, a
resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da TB tem-
se revelado o principal problema no controlo desta doenga.

Cerca de 4% dos casos apresentava-se em 2014 como

multirresistente (TB-MR, i.e., resistente a isoniazida e ”~

rifampicina), sendo Portugal um dos paises com maior -

proporcdo de casos extensamente resistentes (TB-XDR, i.e., i

TB-MR acrescida de resisténcia a uma fluoroquinolona e um T —

antibacilar injetavel de segunda-linha, como a amicacina,
capreomicina ou canamicina). Figura 1.1- Distribuicdo geografica da taxa

- N , de incidéncia por 100 000 habitantes, por
De acordo com o relatorio da Direcdo Geral de Saide (DGS) distr'ito's em' 2814 (extraido de :)GS 2(?15

de Lisboa e Vale do Tejo, em 2015 a regido de Lisboa [1]).

apresentou uma enorme discrepancia no nimero de casos

multirresistentes em relacdo a todas as outras regides, representando 73% dos casos totais, seguida
pela regido Norte com apenas 14% dos casos. A grande maioria destes casos € TB-MR sendo apenas
em Lisboa reportados casos TB-XDR [11].
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Para além das resisténcias aos antibacilares, em 2014 cerca de 15,9% do total de casos de TB foram
associados a populacdo estrangeira em Portugal, com uma taxa de incidéncia calculada pela DGS de
95,4 casos por 100 000 habitantes, um valor muito superior & presente em Portugal (20 casos por
100 000 habitantes). Cerca de 79,2% destes casos foram diagnosticados ap6s a permanéncia de mais
de dois anos em Portugal [1].

Lisboa apresenta uma elevada densidade populacional, contendo uma populacdo de imigrantes
bastante pronunciada que representa cerca de 8,8% a 8,4% em 2015 [11]. Néo tendo sido descoberto o
ancestral das estirpes portuguesas e com base nos lagos historicos que unem Portugal aos Paises
Africanos de Lingua Oficial Portuguesa (PALOP), pondera-se sobre uma possivel ancestralidade em
Africa das estirpes presentes em Portugal e sobre a possivel importacio de estirpes através dos
imigrantes.

A taxa de incidéncia e mortalidade de TB entre estes paises africanos é bastante mais elevada do que
em Portugal, sendo que os imigrantes que provém dos varios PALOPs possuem maior probabilidade
de contrairem esta doenca, e a partir dai de a transmitirem. Cabo Verde € um dos mais presentes com
38 674 imigrantes, seguido de Angola com 18 247 imigrantes, Guiné-Bissau com 17 091 imigrantes e
Séo Tomé e Principe com 9 564 imigrantes [12].

1.1.3 TB nos Paises Africanos de Lingua Oficial Portuguesa (PALOP)

No ano 2000 a regido africana apresentava uma taxa de incidéncia de TB de 314 casos por 100 000
habitantes e uma taxa de mortalidade de 53 casos por 100 000 habitantes sem incluir os casos de co-
infecdo com o HIV. Em 2009, a taxa de incidéncia aumentou para 345 casos por 100 000 habitantes
tendo a taxa de mortalidade diminuido para 52 casos por 100 000 habitantes. Estes valores tém vindo a
diminuir até 2015, continuando esta regido, no entanto, a possuir a lideranca na taxa de notificacao,
incidéncia e mortalidade quando comparada com outras regides do mundo [7].

Um dos problemas nestas zonas consiste na dete¢do das estirpes que apresentam resisténcias aos
farmacos normalmente administrados no tratamento, existindo varias dificuldades ndo sé a nivel de
infraestruturas e recursos, mas também de transporte das amostras biolégicas para o laboratério a fim
de obter um diagndstico. Para além disso, nestes paises, a elevada taxa de mortalidade muitas vezes
encontra-se associada ao HIV, que leva a progresséo da infecdo pela TB muito mais rapida e fatal [7,
13].

No contexto dos PALOP, a Guiné é um dos paises com mais casos de TB, com uma taxa de incidéncia
de 369 casos por 100 000 habitantes e uma taxa de mortalidade bastante alarmante de 144 casos por
100 000 habitantes. [7, 13] (Tabelal.2).

Tabela 1.2- Casos notificados e mortalidade estimados pela OMS nos diferentes paises PALOP (os valores incluem os casos
HIV positivos) (adaptado OMS 2015 [7]).

. Populagéo Mortalidade Ta)fa Casos T?Xﬁ ~ Incidéncia  Taxa de incidéncia
Paises (milhoes) (milhares) Mortalidade notificados notificagdo (milhares) (por 100 000H)
(por 100 000 H) (por 100 000 H)
Cabo Verde <1 0,18 36 274 53 0,71 138
Guiné Bissau 2 2,6 144 2282 127 6,6 369
Angola 24 16 67 53552 221 90 370
Mocambique 27 55 201 57773 212 150 551
Sdo Tomeé e <1 0,019 10 158 85 018 97
Principe

Angola possui igualmente uma taxa de incidéncia bastante alarmante, de 370 casos por 100 000
habitantes, sendo uma das mais altas dos PALOP [14].
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De todos os paises PALOP, Mocambique apresenta o valor mais elevado de taxa de incidéncia e de
mortalidade (Tabela 1.2). Este foi considerado um dos 22 paises de elevado risco pela OMS em 2014,
sendo que, no total, estes paises contam com cerca de 80% dos casos de TB registados a nivel
mundial. Em 2015 foi um dos quatro paises que, a nivel mundial, apresentaram uma taxa de incidéncia
superior a 500 casos por 100 000 habitantes.

A taxa de notificacdo de Cabo Verde é uma das mais baixas destes paises, com uma taxa de incidéncia
de 138 casos por 100 000 habitantes, sendo S&o Tomé e Principe o que apresenta os valores mais
baixos de todos os paises PALOP, seja a nivel de taxa de mortalidade (Tabela 1.2), ou a nivel de taxa
de incidéncia com 97 casos por 100 000 habitantes.

Em muitos destes paises, as condicBes de realizacdo de testes de susceptibilidade aos antibacilares,
seja de primeira ou de segunda linha, sdo precérias, o que pode justificar a elevada mortalidade em
alguns dos PALOP (Tabela 1.2). O facto de ndo ser possivel ter conhecimento das resisténcias que
cada estirpe apresenta aos diferentes antibacilares torna bastante dificil a administracdo correcta do
tratamento e maior a probabilidade de falha da terapéutica administrada, o que pode,
consequentemente, levar a um aumento das estirpes de TB-MR e TB-XDR em circulagéo.

1.2 MICOBACTERIAS

1.2.1 Género Mycobacterium: Caracteristicas gerais

O género Mycobacterium pertence a familia Mycobacteriaceae, ordem Actinomycetales, classe
Actinobacteria, filo Actinobacteria e reino Bacteria. Este € constituido por bactérias sem mobilidade,
ndo formadoras de esporos e maioritariamente aerdbias obrigatérias, embora algumas espécies
consigam sobreviver a baixas concentracdes de oxigénio [15, 16]. Estas células possuem forma de
bastonete, com dimensdes 0,2 a 0,6 x 1,0 até 10,0 um de tamanho, possuindo algumas crescimento
bastante lento e a capacidade de formar filamentos ramificados facilmente fragmentados em bacilos e
cocos. Dentro deste género as bactérias sdo classificadas segundo as suas caracteristicas morfoldgicas,
a composicdo do involucro celular, que lhes confere a propriedade &cido-alcool resistente, e o elevado
conteudo de guanina e citosina (65,5%) no seu genoma [17, 18].

Este género é formado por trés grupos, dois deles constituidos por espécies patogénicas obrigatorias,
as bactérias do complexo M. tuberculosis (MTBC) e

Mycobacterium leprae, e o terceiro contendo as espécies
mm fﬁm .ymfmm ambientais, designadas de  micobactérias  néo-
oM tuberculosas (NTM), que existem na natureza e sao
: ”U UUHUUUUU”U”“ mj saprofitas, comensais ou simbiontes e que apesar de nao
serem patogénicas podem, no entanto, causar infecGes

oportunistas em humanos e animais [19].
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A

[

PG A estrutura da parede celular destas células comega com

- 'ﬁ ”ﬁ m uma membrana plasmatica interna (IM) coberta por uma

da d idogli (PG), d

o | e e e e e
L (OM) [6].

Figura 1.2 — Representagdo do invélucro celular Ligado covalentemente & camada de peptidoglicanos

de M. tuberculosis. IM: membrana plasmatica eyistem os arabinogalactanos, polissacaridos complexos
interna; PG: camada de peptidoglicanos; AG:

camada de arabinogalactanos; OM: membrana COMPOStOS por D-galactofuranoses € D-
externa. Adaptado de Bansal-Mutalik et al.[6]). arabinofuranoses, que se ligam por sua vez aos acidos
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micdlicos e a membrana externa. Esta membrana € constituida por essencialmente lipidos, com um
numero de cadeias de hidrocarbonetos semelhante a membrana interna e composta por &cidos
micdlicos ligados covalentemente aos arabinogalactanos da parede celular [6].

Os &cidos micdlicos sdo constituidos por acidos gordos de cadeia longa que formam uma barreira
hidrofobica na superficie da célula, sendo esta camada fundamental para a sobrevivéncia destas células
em vérias condices de stress [20].

Tanto a camada de peptidoglicanos como a de arabinogalactanos sdo altamente hidrofilicas, estando
covalentemente ligadas aos &cidos micélicos, dificultando a penetragdo de moléculas hidrofébicas e
possuindo um papel importante na resisténcia intrinseca por parte das micobactérias [21].

A estrutura da parede celular em M. tuberculosis fornece uma barreira excepcionalmente impermeavel
a passagem de compostos e farmacos, conferindo fatores de viruléncia que alteram o funcionamento
normal das células hospedeiras e Ihes permitem resistir no hospedeiro, desempenhando assim um
papel fundamental na sobrevivéncia no hospedeiro [21].

Devido ao involucro celular, o diagndstico dos bacilos por método direto com recurso a microscopia
ndo pode ser realizado por coloragdo de Gram, recorrendo-se a coloracdo de Ziehl-Neelsen, em que as
bactérias alcool-acido resistentes permanecem coradas de vermelho e geram uma confirmag&o visual
da presenga de micobactérias.

Outros géneros possuem igualmente bactérias com a presenca de acidos micdlicos na estrutura celular
da parede e sdo acido-resistentes, apesar de terem algumas diferencas, tal como os géneros Nocardia e
Corynebacterium que, juntamente com o género Mycobacterium, formam um grupo monofilético
dentro da classe Actinobacteria.

1.2.2 Taxonomia

O filo Actinobacteria representa uma das maiores unidades taxonémicas dentro do dominio Bacteria,
possuindo a classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae, onde se
encontra 0 género Mycobacterium. As bactérias pertencentes aos géneros Corynebacterium,
Mycobacterium e Nocardia, designado por grupo CMN, partilham o mesmo involucro celular,
constituido por &cidos micdlicos e conferindo-lhes propriedades Unicas e diferentes de todas as
bactérias [3].

A familia Mycobacteriaceae apenas possui um unico género, Mycobacterium, onde se encontram
descritas mais de 150 espécies, sendo as principais espécies patogénicas para o Homem as
pertencentes ao MTBC [22, 23].

Com base na taxa de crescimento das bactérias deste grupo formaram-se dois grupos taxondémicos.
Um dos grupos € constituido por espécies de crescimento lento, como os patogénicos mais conhecidos
M. tuberculosis, Mycobacterium bovis e Mycobacterium avium, que requerem sete ou mais dias de
incubacéo a temperatura 6tima (30°C) para obter coldnias visiveis. O outro grupo consiste em espécies
de crescimento rapido, normalmente bactérias oportunistas e nao patogénicas que se encontram no
solo, onde se obtém col6nias em menos de sete dias em condi¢des 6timas. As espécies relevantes a
nivel clinico s&o normalmente de crescimento lento, apesar de ndo ser exclusivo.

Uma das primeiras classificagdes taxonomicas foi criada por Runyon e colegas, consistindo na
distincdo de bactérias do género Mycobacterium em grupos artificiais distintos, com base na taxa de
crescimento e pigmentacdo. Esta classificagdo, no entanto, exclui bactérias do MTBC e bactérias
pertencentes a este género gue ndo sdo cultivaveis [24, 25].
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Com o desenvolvimento da biologia molecular outras técnicas foram surgindo e complementando a
informacdo fenotipica na reconstrucdo da filogenia das micobactérias através da comparacdo de
sequéncias genéticas conservadas nos genomas, como o rRNA 16S. Através destas técnicas constatou-
-Se (ue existe uma associa¢do entre 0 numero de operdes ribossomais e a taxa de crescimento das
estirpes deste género [23]. A descoberta de que as estirpes de crescimento rapido tém dois operdes, o
rrnA e rmB, e as estirpes de crescimento lento possuem apenas um, levou a proposta de que as
espécies de crescimento lento se separaram da linha filogenética e perderam o segundo operdo, que
seria semelhante ao rrnB, fazendo com que o rrnA seja a Unica fonte de rRNA [23].

Familias Ordens Classes

Micromonosparaceae

Frankincese (Froukia)

Acidpthermaceae
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Figura 1.3— Arvore filogenética da classe Actinobacteria baseada em 1500 nucledtidos de rRNA
16S. A escala corresponde a 5 nucleétidos (adaptado de Ventura et al. [3]).

1.2.3 Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

As diversas espécies causadoras de TB em humanos e outros mamiferos encontram-se agrupadas num
grupo designado de Complexo M. tuberculosis (MTBC). Este grupo é constituido por espécies
patogénicas geneticamente muito semelhantes, pertencendo atualmente a este as espécies
M. tuberculosis, M. canettii, M. africanum, M. microti, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi,
M. orygis e M. suricattae, que diferem entre si no tropismo para o hospedeiro, na patogenicidade e na
distribuicdo geografica.

Um método utilizado para classificar filogeneticamente estas espécies baseia-se na analise da presenca
ou auséncia de regifes gendmicas informativas designadas regibes de diferenga (RD) no genoma das
estirpes do MTBC. Dada a baixa variabilidade genética entre as espécies MTBC, as RD permitem
diferenciar entre os varios membros, permitindo classifica-los e identifica-los [26].

Todas as espécies do MTBC sdo capazes de infetar humanos, sendo, no entanto, M. tuberculosis a
mais predominante afetando milhdes de pessoas a nivel mundial e podendo infetar em menor grau
outros animais que estejam em contacto com o hospedeiro [7, 27].
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Deste grupo, 0 que apresenta 0 maior espectro de hospedeiros é M. bovis, conseguindo infetar para
além do ser humano, bovinos domésticos ou selvagens e cabras, sendo este Gltimo também infetado
por M. caprae [28].

A espécie M. canettii e M. africanum sdo das principais estirpes presentes em Africa, apresentando
esta Ultima caracteristicas bioquimicas muito semelhantes a M. tuberculosis e M. bovis, tal como M.
microti, podendo ser estas diferenciadas a partir da analise genética das RD [29-31].

M. microti difere das outras micobactérias deste grupo devido a sua morfologia celular em forma de S
e devido ao seu tropismo muito especifico pelos animais de laboratdrio, principalmente roedores,
infetando também humanos imunocomprometidos [32].

Em 2010 M. mungi foi descrito a partir de uma epidemia em mangustos de Africa e foi adicionado ao
MTBC devido a sua semelhanca de 99 % com o genoma de M. tuberculosis. Existe no meio ambiente,
onde é responsavel por causar lesdes granulomatosas ao nivel do nariz nestes mamiferos [30]. No caso
de M. orygis, estdo presentes 17 a 20 copias da regido 156110, apresentando um padrdo RFLP-1S6110
totalmente diferente do de outras espécies. E indistinguivel de M. tuberculosis do ponto de vista
clinico quando afeta humanos e consegue ser transmitido de humanos para bovinos [30].

M. pinnipedii caracteriza-se pelo tropismo para pinipedes, podendo no entanto infetar outros animais
gue entrem em contacto com os infetados [27, 33].

No caso de M. suricattae, 0 seu tropismo € para suricatas selvagens, possuindo uma enorme delecdo
no locus DR pelo que ndo € reconhecido pela técnica spoligotyping [34]. Do ponto de vista
filogenético, apresenta um ancestral comum com M. africanum e o seu rRNA 16S, em que difere por
um SNP (Single-nucleotide polymorphism) dos outros membros do MTBC [30].

Através da anélise genética das RD destas espécies, considera-se que 0os membros do MTBC possam
ter evoluido a partir do mesmo ancestral, mas que através de eventos, como insercdes e dele¢des no
DNA tenham resultado na especiacdo de M. tuberculosis com os diferentes niveis de patogenicidade
caracteristicos [35].

[ M. tubereulosis |

M. africenum subtipo 1 |

Exls510

Atipica RD1*™

Amncestral

MTEC

Tipico RD&™ Dassie bacillus |

Tipiea RD1*
Ex0911%

Atipico RDE43s
165 DIV 424

M. orpgre, M. pucron, M. pinnipedin, W, bovis ete,

Figura 1.4- Filogenia do MTBC detalhando diferentes regides de diferenca relevantes e
diferencas SNP (adaptado de Parsons et al. [2]).

O genoma de M. tuberculosis € relativamente pequeno, no entanto, bastante versatil, codificando para

a maioria das vias anabdlicas e catabdlicas de sintese ou degradagdo de aminoéacidos e apresentando
apenas 4 000 genes. A maioria destes genes codifica para enzimas envolvidas na lipélise, ou seja a
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sobrevivéncia da bactéria dentro do hospedeiro, e para a lipogénese, ou seja para sintese do involucro
celular [17].

1.2.4 Transmissao, Infecdo e Patogénese

A TB é transmitida por via aérea principalmente através de individuos infetados, sendo estes a mais
importante fonte de infecdo. A transmissdo de M. tuberculosis para 0 hospedeiro humano comeca no
momento em que ocorre a inalagcdo de aerossois contendo bactérias libertadas por doentes infetados
guando estes tossem, espirram ou falam.

Estes aerossdis permanecem em suspensdo no ar por varios minutos ou até horas devido ao seu
tamanho reduzido, sendo que a maioria dos bacilos quando séo inalados pelo Homem s&o expelidos,
em que apenas uma parte destes, de tamanho mais reduzido (1-3 um), conseguem ultrapassar esta
barreira e atingir os alvéolos [36].

O risco de infecdo aquando a inalacdo destes aerossdis depende de varios fatores como a capacidade
de infecdo de M. tuberculosis ao ser inalado, a proximidade do hospedeiro com a fonte de aerossois
contaminados com bacilos, a quantidade de aerossois inalados e a capacidade de resposta do sistema
imunitario do hospedeiro.

Quando no pulmao, as micobactérias sdo fagocitadas por macré6fagos alveolares e células dendriticas,
ficando retidas em vesiculas endociticas que maturam para fagossomas. Estes posteriormente fundem
com os lisossomas que conferem as bactérias retidas um ambiente acidico provocado pela producéo de
hidrolases lisossomais, oxigénio reativo e espécies de azoto com o objetivo de destruir o agente
patogénico [36, 37].

No entanto, M. tuberculosis desenvolveu mecanismos para ultrapassar este ambiente indspito e para
sobreviver dentro do macréfago, impedindo a fusdo dos lisossomas com os fagossomas e evitando
assim as defesas do hospedeiro. A infegdo é posteriormente contida em estruturas designadas de
granulomas, constituidas por macréfagos ativados e outras células imunitarias que migram ao local de
infecdo, rodeando-a de modo a limitar a disseminacdo das micobactérias para outros locais do corpo
[37, 38]. Este apresenta as bactérias um ambiente com baixa concentracdo de oxigeénio, pH e
nutrientes, pelo que estas respondem ativando o estado de dorméncia [36].

As micobactérias podem persistir por tempo indefinido nestas estruturas chegando a atingir décadas
sem qualquer sintoma clinico ou transmissdo para outros hospedeiros. Uma diminui¢do na imunidade
pode resultar no entanto na reativacao das células bacterianas, e provocar a ativagdo da doenga [39]. A
imunidade desempenha um papel critico na prevencdo de uma reativagao.

A reativacdo de M. tuberculosis pode acontecer devido a varios fatores relacionados principalmente
com o sistema imunitario do hospedeiro ou por razbes genéticas ou ambientais, ou até por uma
alteracdo na normal producdo de quimiocinas e citoquinas implicadas na resposta inflamatéria. Nestes
casos, a estrutura do granuloma rompe e pode resultar na reativacdo do metabolismo principal por
parte das micobactérias, provocando doenga pulmonar, resultando o controlo desta infecdo cronica
num equilibrio permanente do hospedeiro com a micobactéria [40].

Para detetar uma infecdo de TB ativa o principal método utilizado é a observacdo de uma amostra
(expetoracdo, urina, liquido pleural, liquido pericardio) ou tecido suspeito ao microscopio com
coloracdo Ziehl-Nielsen, um método direto e comum em todo o mundo. Em paises desenvolvidos,
procede-se depois & cultura do microrganismo, sendo este considerado o método de referéncia padréo.
Posteriormente pode ser realizada a identificacdo das estirpes e a sua caracterizagao através de técnicas
moleculares [7]. Em paises em desenvolvimento, muitas vezes apenas é feito o diagndstico através da
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observacdo ao microscopio devido a falta de recursos e condi¢fes para uma melhor confirmacgéo e
caracterizacao das estirpes, até mesmo a nivel de perfis de resisténcia.

Sem tratamento, a taxa de morte desta doenca é bastante alta. Novos farmacos, principalmente de
segunda linha, estdo a ser desenvolvidos, devido ao nimero cada vez maior de casos de resisténcia aos
antibacilares utilizados regularmente no tratamento [41].

1.2.5 Tratamento e resisténcia a antibacilares

M. tuberculosis é considerado um dos agentes patogénicos mais bem-sucedidos de sempre, possuindo
para além da capacidade de sobreviver aos mecanismos de defesa do organismo do hospedeiro, a
aptidao de desenvolver resisténcia a maioria dos farmacos disponiveis contra a TB [42].

O tratamento da TB assenta em farmacos, designados antibacilares. A terapia comega sempre com 0s
antibacilares de primeira linha, seguindo-se em caso de resisténcia os antibacilares de segunda linha,
atuando estes de maneira diferente sobre as células [43].

A primeira linha de farmacos é maioritariamente bactericida, e combina um elevado grau de eficicia
com relativa toxicidade para o paciente durante o tratamento. Os farmacos que pertencem a esta linha
sdo a isoniazida, a rifampicina, a estreptomicina, o etambutol e a pirazinamida. Cada um destes
farmacos tem um alvo especifico de modo a ultrapassarem as defesas das micobactérias e as
destruirem [44].

Os farmacos de segunda linha sdo maioritariamente bacteriostaticos, com uma eficiéncia mais baixa e
usualmente mais téxicos e por isso mesmo sdo mais utilizados para fortalecer os tratamentos quando
existe a presenca de resisténcias aos farmacos de primeira linha [43]. Alguns dos antibacilares que
fazem parte deste grupo sdo a ofloxacina, capreomicina, amicacina, rifabutina, etionamida, &cido para-
aminossalicilico (PAS), linezolide e moxifloxacina [43].

A terapia padrdo estabelecida pela OMS utilizada atualmente comeca com a combinacdo de agentes
bactericidas potentes de primeira linha, como a isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol por
dois meses, seguindo-se uma fase de quatro meses onde sdo administrados apenas isoniazida e
rinfampicina. Utiliza-se sempre a combinacdo de varios fa&rmacos de modo a diminuir a probabilidade
de as estirpes de M. tuberculosis adquirirem resisténcia aos antibacilares utilizados [45].

As estirpes resistentes a isoniazida e a rifampicina (os dois antibi6ticos mais eficazes contra a TB) sao
designadas por TB-MR [46]. Para curar doentes portadores de estirpes TB-MR, estes devem tomar
uma combinacdo de antibacilares de segunda linha, possuindo maior probabilidade de causarem
efeitos secundarios que os farmacos de primeira linha e ndo sendo tdo eficazes pelo que devem ser
tomados durante periodos mais longos [47].

Ao contrario do tratamento de doentes com estirpes susceptiveis, cuja duracdo é de apenas seis meses,
0 tratamento no caso de estirpes TB-MR requere um minimo de vinte meses sujeito a medicagdo com
a adicdo de um agente injetavel nos primeiros oito meses [43].

Para além das estirpes TB-MR, ja foram identificadas estirpes extensivamente resistentes (TB-XDR)
em varios paises de todo o mundo. Estas estirpes séo resistentes a isoniazida, a rifampicina e ainda a
antibacilares de 22 linha e das fluoroguinolonas (como a levofloxacina e a moxifloxacina). Estas

estirpes sdo muito dificeis de erradicar e, por vezes, € necessario um tratamento cirdrgico para
remover as por¢des afetadas dos pulmdes [48].

A resisténcia fenotipica pode ser conferida naturalmente através de adaptac@es fisiologicas que levam
a que a bactéria seja tolerante a certos antibioticos, designando-se por resisténcia intrinseca. As
micobactérias desenvolveram mecanismos moleculares multiplos que neutralizam a citotoxicidade da
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maioria dos antibacilares, fornecendo resisténcias a alguns dos antibioticos utilizados contra a TB e
tornando dificil o desenvolvimento de novos farmacos [45]. Uma das adaptacfes por parte destas
células é a caracteristica baixa permeabilidade da parede celular das micobactérias, que funciona como
barreira para a entrada de farmacos na célula [42].

Apesar destas adaptagdes fisioldgicas que permitem a M. tuberculosis progredir na infecdo no
hospedeiro, o fen6tipo MR/XDR pode ser causado igualmente pela acumulacdo sequencial de
mutacdes espontdneas em diferentes genes que envolvem resisténcia a um farmaco individual,
tratando-se esta de uma resisténcia adquirida [45, 49]. Esta resisténcia é descrita como o resultado de
mutagdes cromossomais em bactérias sob pressdo seletiva por contacto com os antibioticos, existindo
uma série de genes cuja mutacdo pode conferir resisténcia aos antibacilares e uma vantagem seletiva
[50]. A continua exposicdo aos farmacos durante o tratamento junto com a ndo aderéncia de doentes
levou a selecdo de estirpes resistentes que de outra maneira poderiam ndo predominar numa populagéo
devido a sua baixa adaptacdo. Este processo ocorre durante a combinagdo de farmacos, criando assim
uma evolugdo destas estirpes que gradualmente adquirem resisténcia aos varios farmacos existentes
[50].

Em 2014 foram relatados casos de estirpes TB-XDR em mais de 105 paises pelo mundo, sendo a
Europa uma das regiGes com mais casos [7].

1.3 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A compreensdo da transmissdo das doencas infeciosas é essencial para estabelecer um conjunto de
diretrizes eficazes na prevencdo contra estas, e neste caso, por M. tuberculosis.

Antes do surgimento das técnicas moleculares o estudo da epidemiologia era impreciso e possuia
baixo poder discriminativo, afetando assim a abordagem a seguir quanto ao controlo das doencas
infeciosas. Através da utilizacdo de uma abordagem multidisciplinar, associando as caracteristicas
epidemiol6gicas as propriedades bioldgicas dos isolados clinicos ficou cada vez mais acessivel o
estudo da propagacdo da doenga e a sua distribuicdo, determinando assim os fatores que levam ao
surgir da doenca. A epidemiologia molecular foi desenvolvida com o objetivo de compreender o modo
de transmissdo desta patologia, baseando-se em técnicas moleculares capazes de caracterizar as
estirpes. A genotipagem é utilizada para estudar a escala de transmissdo global da doenca, a sua
diversidade genética e os fatores ambientais envolvidos na formag&o das varias populagdes.

Nos microrganismos pertencentes ao MTBC existe, no geral, auséncia de transferéncia horizontal de
material genético, apresentando M. tuberculosis uma estrutura populacional clonal, representada por
linhagens, familias ou clusters monofiléticos, ou seja, grupo de estirpes descendentes de um ancestral
comum [17].

O aumento do numero de variagdes especificas nestas espécies permite diferenciar as vérias estirpes
do MTBC. Mudancas no genoma provocadas por muta¢des nucleotidicas aleatdrias, como as delecdes,
insercdes e duplicagdes, conhecidas como polimorfismos de longa sequéncia (LSP, do inglés Large
Sequence Polymorphisms) ou regides de diferenca (RD, do inglés Region of Difference), e
polimorfismos de um Gnico nucleétido (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms), permitem
classificar as diferentes estirpes do MTBC.

Para além destes, através da caracterizacao das cdpias de elementos de repeticdo presentes no genoma
de M. tuberculosis, da andlise de espacadores oligonucleotidicos, e da comparacdo de sequéncias
genodmicas consegue-se analisar os membros do MTBC relativamente a sua filogenia, distribuicdo
geografica, viruléncia, transmissibilidade e aquisicao de resisténcias a antibacilares [26].
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Estas diferencas tém sido usadas como marcadores para estudos epidemioldgicos e/ou na identificagdo
de estirpes do MTBC ao nivel de espécie. Os diferentes genétipos encontram-se geograficamente
representados de maneira diferente, podendo ser designados de acordo com a zona geogréafica,
histérica ou cultura da regido onde foram isolados pela primeira vez. Devido ao baixo nivel de
variacdo nas sequéncias existe a necessidade de recorrer a uma analise multilocus, de modo a obter um
maior poder discriminatério entre isolados clinicos filogeneticamente proximos [51]. Tém sido
desenvolvidos varios métodos com o objetivo de compreender as redes de transmissdo da TB baseados
em polimorfismos presentes no DNA gendémico das micobacteérias [52].

1.3.1 RFLP-1S6110

Um dos métodos que foi mais utilizado para diferenciar as estirpes pertencentes ao MTBC é o RFLP
(Restriction-Fragment-Length Polymorphism) — 1S6110. Esta técnica que analisa a distribuicdo da
I1S6110 nos genomas das diferentes estirpes requer o crescimento em cultura, a extracdo do DNA e a
digestdo deste com uma endonuclease de restricdo, a Pvull. Esta enzima é utilizada para clivar a
sequéncia 1S6110 apenas uma vez [53]. Os fragmentos de restricdo sdo separados por electroforese em
gel de agarose e analisados por Southern blot utilizando uma sonda que hibrida apenas num dos lados
(Figura 1.5) [53, 54]. De modo a conseguir comparar os diferentes perfis obtidos, o tamanho de cada
fragmento que hibrida com a 1S6110 deve ser determinado recorrendo a marcadores moleculares. Esta
técnica foi largamente utilizada, devido a sua elevada reprodutibilidade, elevado poder de
discriminacéo e baixo custo [51].

A 1S6110 é uma sequéncia que pode duplicar e inserir-se em locais nao aleatérios ao longo do
genoma, dando origem a milhares de diferentes padrfes de bandas onde estirpes que ndo sao
relacionadas epidemiologicamente revelam diferentes padrdes de RFLP, sendo e estirpes relacionadas
apresentam um padrdo bastante similar [53, 54]. A tipificacdo do DNA é baseada em polimorfismos
gerados por variabilidade tanto no nimero de cépias como na posi¢do cromossomal da 1S6110 nos
isolados clinicos de M. tuberculosis [53].

Cromossoma
M. tuberculosis

=] rs6110 < sonda I56110
B il focus DR L sites Pvulr
I mmu [> ] Primers PCR

Genotipagem baseada em MIRU

Figura 1.5 — Genoma hipotético de estirpe X M. tuberculosis, com
sequéncias repetitivas polimorficas 1S6110, MIRUs e DR, com
genotipagem de M. bovis Calmette-Guérin (BCG) e a estirpe de
laboratério H37Rv. Reparar que na técnica RFLP-1S6110 a sonda apenas
se insere a direita da zona onde ocorre o corte pela Pvull (adaptado de
Barnes et al.[5]).
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Este método apresenta, no entanto, algumas desvantagens como o facto de requerer crescimento em
cultura para extrair o DNA a ser utilizado, o que pode levar semanas para que seja obtido em
quantidade suficiente e posteriormente purificado. Para além disso, o seu poder de discriminacdo
depende do numero de copias 1S6110 [53, 55]. Outra das desvantagens coloca-se a nivel da
comparacdo interlaboratorial que se torna mais dificil [34, 55].

No sentido de ultrapassar as desvantagens do RFLP-1S6110, foram desenvolvidas outras técnicas,
nomeadamente técnicas baseadas em PCR recorrendo a outros loci polimérficos, como é o caso do
MIRU-VNTR e o spoligotyping. Estes foram gradualmente substituindo o RFLP-1S6110 ao longo do
tempo, sendo as mais utilizadas atualmente.

1.3.2 Spoligotyping

O método Spacer Oligonucleotide Typing (Spoligotyping) é baseado na andlise do locus Direct-Repeat
(DR), que consiste em sequéncias repetitivas de 36 pb separadas por sequéncias ndo repetitivas, as
Gltimas designadas de espacadores com 34-41 pb.

A regido DR, presente apenas no cromossoma de estirpes do MTBC, pertence a familia de sequéncias
CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) e parece possuir uma evolucdo
unidireccional com maior tendéncia a perder espagadores em vez de ganhar. O nimero de copias de
sequéncias DR varia de genoma para genoma, no entanto os espacgadores entre dois DR especificos sdo
conservados entre as estirpes. O spoligotyping deteta a presenga ou auséncia destes espagadores,
nomeadamente de 43 espacadores especificos do genoma de M. tuberculosis [54]. O padrdo de
auséncia/presenca dos espagadores de uma determinada estirpe é utilizado para diferenciar estirpes. De
modo a simplificar a leitura, o padréo de 43 espacadores € convertido num codigo octal, obtendo-se no
final um conjunto de 15 nimeros (Figura 1.6) [56].

— TS0

DR locus

—— OR FH DR — DR — DR — DR —| DR — BCG
Ak 14dP 2 AP 4dAb5Ab 6
— — b— pb—
1 2 3 4 B
= = = = = = = —— H3ITRv

AF 1P 2R 3idp4dp
P b b—d b

fr SEB0 S0SBEs SRS NNET LR RIREIRERN BCG
080 0% 000000000000 BBt RR RN Ssselne H37Rv
Ll l] L1 (AL LXT 11 1] X
3 10 13 0 23 i 35 40
Espagadores

Figura 1.6 — Representacdo de regibes DR e resultados obtidos por spoligotyping
em M. bovis BCG, H37Rv e estirpe hipotética M. tuberculosis X. M.bovis BCG é
caracterizado pela auséncia dos espagadores 39 a 43, sendo assim distinguido das
estirpes M. tuberculosis (adaptado de Barnes et al.[5]).
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O spoligotyping apresenta varias vantagens. Este método, comparativamente ao RFLP-1S6110, é
relativamente rapido, simples e robusto para a detecédo e tipificacdo simultdnea de M. tuberculosis
apenas requerendo pequenas quantidades de DNA. Os resultados sdo expressos como positivo ou
negativo para cada espagador consoante ha hibridagdo ou ndo com a membrana, podendo ser
expressos em formato digital. Para além disso, a partir dos resultados, torna-se possivel distinguir M.
tuberculosis de M. bovis (Figura 1.6).

A técnica apresenta a desvantagem de possuir menor poder de discriminacdo que o RFLP-1S6110,
apresentando maior poder de discriminacdo quando se tratam de estirpes com baixo ndmero se
sequéncias 1S6110 [54].

Os resultados das varias analises spoligotyping a estirpes diferentes em varias regiées do mundo foram
armazenados em bases de dados. Estas revelam a estrutura das populacdes e a distribuicdo geogréfica
local e global das micobactérias [57].

A cada octal adicionado a base de dados que ndo seja igual a nenhum perfil existente na base de dados
é adicionado um namero de identificacdo designado SIT (Shared International Types). Uma linhagem
¢ composta por diferentes SITs e é determinada por regras especificas baseadas no padrdo de
hibridacédo especifica de alguns espacadores [56].

Dados globais obtidos a partir da base de dados internacional de spoligotyping SITVIT WEB,
permitem observar a distribuicdo geogréfica das linhagens de M. tuberculosis (Figura 1.7). Dada a
evolugéo clonal do MTBC e o facto de afetar o Homem desde muito cedo, acompanhando-o desde a
sua expansdo a partir de Africa, a historia migratoria do Homem estéa diretamente relacionada com a
filogeografia da populacdo do MTBC, revelando diferentes linhagens predominantes consoante a area
geogréfica [57].

As linhagens existentes sdo Central-Asian (CAS), East-African-indian (EAI), Haarlem (H),
Latin-American-Mediterranean (LAM), S, T, X, Manu e Beijing. A genotipagem por spoligotyping
permitiu j& identificar um total de 62 sub-linhagens genéticas [57].

Figura 1.7 — Distribuicdo global das diferentes linhagens em 2012 representada pelos gréaficos
circulares. Regides correspondentes a cada grafico estdo representadas por diferentes cores.
(extraido do website SITVIT WEB em Junho de 2016).
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Na América do Norte sdo encontradas a maioria das linhagens e em percentagens semelhantes, sendo
gue nas Caraibas encontra-se principalmente H, LAM e T, com X em menor percentagem. Na
América do Sul existe maior predominancia da LAM em relagdo as outras, seguida pela T e pela H.

No caso da Europa a familia T é a mais encontrada, seguida pela H com maior percentagem no leste
da Europa, EAI no norte da Europa a linhagem S no sul.

Nas varias sub-regides de Africa, LAM é o clade mais prevalente, com a exce¢do de a oeste de Africa
o clade AFRI se revelar mais predominante, existindo o grupo T na mesma propor¢do em todas as
regides.

A linhagem Beijing tem-se propagado globalmente nos ultimos anos e € visto como um indicador da
transmissdo recente de M. tuberculosis para uma certa regido. O perfil de spoligotyping é muito
caracteristico com a presenca de espacadores apenas do 35 ao 43, sendo encontrado em trés sub-
regides de Africa, a norte, este e sul, apesar de neste Gltimo ser mais prevalente. Esta linhagem é
conhecida por estar presente em maior predominancia na Asia [58, 59]. Isolados CAS sdo também
encontrados na regido este e norte de Africa, com a linhagem S a revelar-se a norte e a sul, a X apenas
asul e EAl a norte e a este.

Na Russia mais de 50 % dos isolados pertencem a linhagem Beijing, e a EAI encontra-se presente a
sul e sudoeste da Asia, sendo que CAS existe também em algumas regides asiaticas.

T é uma linhagem mais frequente a oeste da Asia, enquanto T juntamente com LAM sdo muito
encontrados na regido da Oceéania [57].

Este método permite portanto posicionar uma dada estirpe num contexto filogenético mais alargado e
inferir acerca da estrutura populacional de M. tuberculosis. Esta varia consoante a area geografica
sendo a capacidade de diferenciar entre familias de genotipos importante a nivel epidemiolégico, no
sentido em que pode influenciar no desenvolvimento de tratamentos e/ou vacina contra esta doenga.
Aspetos como a distribuicdo no espaco e no tempo da doenca, a sua patogenicidade e a respetiva
distribuicdo filogeogréfica no mundo sdo fatores importantes para o0 seu controlo. Nos paises
desenvolvidos os resultados tém sido utilizados para criar diretrizes de controlo da TB [60].

1.3.3 MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Variable Number of
Tandem Repeats)

Outra das técnicas baseadas em PCR, designada por Mycobacterial Interspersed Repetitive Units -
Variable Number of Tandem Repeats (MIRU-VNTR), baseia-se na amplificacdo por PCR de variable
numbers of tandem repeats (VNTRS), diferentes classes de elementos genéticos que se encontram
intercalados no genoma de M. tuberculosis, designados de mycobacterial interspersed repetitive units
(MIRUSs) [61]. Nesta técnica sdo analisados loci constituidos por repeticdes nucleotidicas em tandem
no genoma, variando estas regides em sequéncia e comprimento, sendo estes marcadores
extremamente Gteis para a genotipagem de agentes patogénicos geneticamente homogéneos, como é o
caso de M. tuberculosis [62].

Neste método é realizada a amplificagcdo de mdaltiplos loci utilizando primers especificos de forma a
determinar o tamanho dos produtos através de electroforese capilar, electroforese em gel de agarose ou
por cromatografia liquida, e consequentemente o nimero de repeti¢des existente em cada loci [61].
Existem conjuntos pré-definidos de 12, 15 ou 24 loci do genoma de M. tuberculosis que podem ser
empregues dependendo do grau de diferenciacdo desejado.
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Por se tratar de uma técnica baseada em PCR pode ser aplicada diretamente em culturas de M.
tuberculosis sem ser necessaria a purificacdo prévia do DNA ou mesmo diretamente em amostras
clinicas, o que representa uma vantagem em relacdo a genotipagem por RFLP-1S6110 [62].

Com este tipo de analise o poder de discriminacdo pode ser bastante elevado, dependendo do ndmero
ou conjunto de loci a ser analisado. Esta técnica pode ser utilizada para caracterizar grande nimero de
estirpes, fornecendo todos os resultados em modo digital como c6digos numéricos, sendo por isso facil
a comparacao de resultados entre laboratérios (Figura 1.6).

O facto de se caracterizar loci distintos, torna-a apropriada mesmo para estirpes com poucas copias de
I1S6110, uma das desvantagens do RFLP-1S6110. Trata-se no entanto de um método mais dispendioso
gue o RFLP-1S6110 e possuindo por vezes um poder de discriminacdo menor ou igual a este, sendo
que muitas vezes se combina com a técnica spoligotyping [55].

1.3.4 Whole Genome Sequencing (WGS)

As técnicas de tipificacdo, como o RFLP-1S6110, MIRU-VNTR e Spoligotyping caracterizam 0s
gendtipos de isolados de M. tuberculosis, estando no entanto restringidos ao nimero de loci analisados
e apresentam limitacfes quando se trata de tracar redes de transmissdo dado o reduzir do nimero de
loci analisados. A sequenciacdo gendmica total ou Whole Genome Sequencing (WGS) veio colmatar
este problema pois permite caracterizar toda a variacdo no genoma bacteriano e tem por isso o poder
mais alto de discriminacdo molecular [54]. Trata-se de uma técnica que consegue fornecer informagéo
genética de todos os alvos gendmicos possiveis e com informagdes adicionais sobre resisténcias a
farmacos, determinantes de viruléncia e evolucdo do genoma [63].

O WGS permite pesquisar diferencas a nivel nucleotidico em estirpes que sdo classificadas como
idénticas por outras técnicas e pode ser uma ferramenta importante para delinear redes de transmissao
impossiveis de rastrear atraves da investigacdo epidemiologica tradicional. A andlise gendmica dos
padrbes de diferentes SNPs permite inferir a relagdo filogenética precisa entre varios isolados. No
entanto, a utilizacdo de diferentes algoritmos para limpar, filtrar e analisar os dados WGS, leva a
resultados dificeis de interpretar, tornando por vezes dificil a comparagdo entre laboratorios.

1.3.5 Epidemiologia molecular em Portugal

Em Portugal, estudos anteriores sobre a diversidade genética de estirpes de M. tuberculosis presentes
na Regido de Salde de Lishoa revelaram a existéncia de uma familia de clusters genéticos idénticos,
designada de familia Lisboa [64].

A analise de estirpes de Lisboa por RFLP-1S6110 permitiu a identificacdo de quatro clusters com um
perfil idéntico de RFLP, partilhando trés dos clusters um grau de similaridade de cerca de 75 %. Estes
foram inicialmente designados de A, B e C, sendo o cluster A o mais predominante, designado mais
tarde de familia Lisboa com um perfil de RFLP de 90 % de similaridade entre as estirpes pertencentes
a este grupo e um padrdo de resisténcia caracteristico. Estas estirpes, principalmente detetadas na
regido de Lisboa foram, contudo, detetadas em outras regides do pais [64].

A familia Lisboa encontra-se muito associada a estirpes TB-MR, sendo neste momento bastante
associada também a estirpes TB-XDR. Nos ultimos anos, o nimero de isolados com resisténcia a
etionamida aumentou, tal como a resisténcia as fluoroquinolonas [65].

Foi identificado também um segundo cluster endémico, designado de cluster Q1 (cluster B por RFLP-
1S6110). As estirpes deste cluster, quando analisadas por MIRU-VNTR 12 loci, revelaram que existe
um total de 11 alelos que sdo partilhados com a familia Lisboa, revelando serem bastante proximas.
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Esta familia Lisboa é constituida por isolados que partilham um perfil de RFLP-1S6110 similar de
nove bandas e uma taxa de similaridade de 95 % com a técnica MIRU-VNTR, pertencendo a linhagem
LAM [66].

A estrutura filogenética da linhagem LAM esta dividida em trés sub-linhagens globais, onde o clade
mais importante da familia Lisboa, o Lisboa3, aparece num ramo muito recente da RD174. Pensa-se
que o ancestral das estirpes SIT20 existiu na América do Sul, nomeadamente no Brasil, propondo-se a
hipétese de durante as migracdes entre Portugal, Brasil e os PALOP esta estirpe tenha sido transmitida
para o resto do mundo, mas especialmente para Portugal onde sofreu alteracbes e se tornou
predominante [67].

Ja o clade Q1 tem origens mais complexas, encontrando-se filogeneticamente muito préximo do clade
LAM_ZWE presente em paises do sul de Africa. No entanto, nenhum dos paises com o clade
LAM_ZWE foi col6nia portuguesa, pelo que se assume que estirpes LAM transportadas pelos
portugueses podem ter sido transmitidas as coldnias inglesas, tendo-se depois propagado e dado
origem ao LAM-ZWE que afeta estes paises. Esta teoria explica assim a semelhanga entre 0 Q1
encontrado em Portugal e 0 LAM_ZWE mais prevalente em Africa [67].
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1.4 OBJETIVOS

Em Portugal, a taxa de incidéncia de TB tem descido nos ultimos anos, no entanto, continua a ser
superior a muitos paises da Europa. Lisboa possui um elevado nimero de casos de TB, existindo
também a presenca de casos TB-MR e TB-XDR. Esta é uma das principais regides em Portugal onde
se concentram imigrantes provenientes de varios paises, nomeadamente dos PALOP, que apresentam
uma taxa de incidéncia e mortalidade de TB bastante elevadas. Face a esta situacdo, é portanto da
maior importancia o conhecimento acerca da dindmica de circulacdo de diferentes estirpes de
M. tuberculosis associadas a imigrantes e a sua relacdo com a estrutura populacional em Portugal.

De forma a contribuir para este conhecimento pretendeu-se com este trabalho realizar os seguintes
objetivos:

- ldentificar e caracterizar genotipicamente, através da técnica de spoligotyping estirpes isoladas de
imigrantes provenientes de PALOP com TB ativa em Lisboa;

- Analisar e comparar a estrutura populacional de M. tuberculosis ao nivel das varias sub-popula¢des
de imigrantes;

- Investigar possiveis associagdes de genotipos especificos com fen6tipos de resisténcia a antibacilares
de primeira e segunda-linha;

- Discriminar e identificar clusters MIRU-VNTR associados a resisténcia a antibacilares;

- Avaliar a importancia das estirpes associadas a populag6es de imigrantes no contexto epidemiolégico
da TB em Portugal.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 ISOLADOS CLINICOS

Neste estudo foram analisados 133 isolados, provenientes de individuos imigrantes de diferentes
nacionalidades oriundos dos PALOP.

Os isolados clinicos em questdo foram isolados e identificados, entre 2008 e 2010, como pertencentes
ao MTBC pelo Laboratorio de Saude Publica da Administracdo Regional de Lisboa. Para efeitos de
caracterizacdo molecular, DNAs extraidos pelo mesmo laboratério foram enviados para o Laboratorio
de Micobacteriologia Molecular do Instituto de Investigagdo do Medicamento (iMed.ULisbhoa),
juntamente com os dados fenotipicos de suscetibilidade aos antibacilares de primeira e, quando
aplicavel, de segunda-linha. Os testes de sensibilidade antimicrobiana (TSA) foram realizados com a
metodologia BACTEC MGIT 960 (Becton-Dickinson, New Jersey, EUA).

2.2 SPOLIGOTYPING

2.2.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

A genotipagem por spoligotyping foi realizada recorrendo a amplificacdo da regido DR por PCR
utilizando os primers DRa (5’-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’, biotinilado na extremidade 5°) e DRb
(5’-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3%). Cerca de 2,5 ng de DNA foram utilizadas para a reacao.
Foram utilizados dois controlos positivos e um negativo, nomeadamente M. tuberculosis H37Rv e M.
bovis BCG como positivos e adgua bidestilada estéril para o negativo. Os controlos positivos permitem
verificar se todas as sondas se encontram funcionais.

Foram utilizados 50 uL da seguinte mistura de reacdo para o PCR: 31,3 uL de agua bidestilada estéril,
1,5 puL cloreto de magnésio a 50 mM, 4 uL. de dNTPs a 2,5 mM, 4 uL de cada um dos Primers DRa e
DRb a 5 pmol/ pL, 0,2 uL de NZYTaq DNA polimerase (NZYtech) a 5 U/uL. A amplificagdo foi
realizada num termociclador T3 Thermocycler (Biometra® Goettingen, Germany), tendo o programa
consistido em: um passo de desnaturacdo inicial a 96°C por 3 min; 40 ciclos de 1 min a 96°C, 1 min a
55°C e 30 s a 72°C; terminando com um Gltimo passo de extensdo final de 10 min a 72°C.

2.2.2 Preparacgdo da membrana

Na preparacdo da membrana de nitrocelulose Biodyne C (Pall Corporation, Port Washington, USA)
iniciou-se o processo ao diluir 0s oligonucleotidos em 150 pl de NaHCO; a 500 mM e a pH 8,4
(Anexo 1) e ativou-se a membrana em 10 mL de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDAC)
a 16% (p/v, preparado no dia) durante 10 min a temperatura ambiente. Lavou-se a membrana com
agua destilada, retirou-se o excesso por aspiragéo e colocou-se 150 pL dos oligonucleétidos em cada
poco recorrendo a um sistema miniblotter, adicionando ao primeiro e ultimo pogo tinta de caneta
permanente diluida a 1:100 em 2x SSPE.

Apos a incubagdo de 1 min, a membrana foi inativada através da incubagdo por 10 min em NaOH a
100 mM numa garrafa de hibridacdo. Procedeu-se as lavagens desta com agitacdo em 250 mL de 2x
SSPE / 0.1% SDS por 5 min a 60°C, adicionando posteriormente EDTA a 20 mM e a pH 8 por 15 min
e armazenou-se a membrana a 4°C na solucdo de EDTA a 20 mM até ser novamente utilizada. A
composicao de todas as solugdes utilizadas encontra-se descrita no Anexo 2.
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2.2.3 Hibridagao

Para a hibridagdo, diluiu-se 20 pL do produto PCR em 150 pL de 2x SSPE / 0,1% SDS e desnaturou-
se durante 10 min a 100°C. Lavou-se a membrana em 250 mL 2x SSPE / 0,1% SDS por 5 min a 60°C
e colocou-se a membrana no miniblotter, tendo-se posteriormente adicionado os produtos de PCR
amplificados diluidos. A hibridacao ocorreu por 60 min a 60°C e lavou-se duas vezes a membrana em
2x SSPE / 0,5% SDS durante 10 min a 60°C, seguindo-se uma incuba¢do com conjugado de
estreptavidina-peroxidase diluida a 1:4000 em 10 mL de 2x SSPE / 0.5% SDS durante 60 min a 42°C.

A membrana foi lavada duas vezes com 250 mL de 2x SSPE / 0,5% SDS durante 10 min cada a 42°C
e passada por 250 mL de 2x SSPE durante 5 min a temperatura ambiente.

2.2.4 Detecado Quimioluminiscéncia

Para a detecdo da quimoluminiscéncia recorreu-se a incubagdo da membrana durante 1 min em 20 mL
de reagente de detecdo ECL (Amersham ECL Detection Reagent; GE Healthcare, Little Chalfont,
Reino Unido) e expds-se um filme Amersham Hyperfilm ECL durante 15 min (GE Healthcare, Little
Chalfont, Reino Unido).

2.2.5 Regeneracgdo da membrana

De forma a regenerar a membrana para nova utilizagdo, lavou-se a membrana duas vezes em SDS 1%
por 30 min a 80°C, seguida de uma ultima lavagem em EDTA a 20 mM durante 15 min a temperatura
ambiente.

A membrana foi armazenada em EDTA a 20 mM a 4°C para evitar a desidratagao.

2.2.6 Interpretacdo dos resultados

Os perfis de hibridacdo obtidos foram inicialmente codificados num codigo simétrico (um quando o
espacador apresenta sinal e o valor zero quando ndo existe sinal). Este cédigo binario foi convertido
para um codigo octal de 15 digitos, em que: 000=0; 001=1; 010=2; 011=3; 100=4; 101=5; 110=6;
111=7. O co6digo octal de cada estirpe foi pesquisado na base de dados online SITVIT WEB
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/), de forma a obter a linhagem e SIT para
cada estirpe [56, 57].

Nas situagcGes em que nas respetivas bases de dados ndo tenha sido, até & data, depositada qualquer
estirpe com perfil idéntico ao obtido, designou-se 0 mesmo como sendo um perfil 6rfao.
2.2.7 Arvores de Extensdo minima (minimum spanning tree)

Com os resultados obtidos pelo spoligotyping realizou-se a construcdo de arvores minimum spanning
tree recorrendo & base de dados online MIRU-VNTR plus (www.miru-vntrplus.org), tendo-se definido
a delineagdo de complexos clonais envolvendo estirpes com perfis com apenas um locus de diferencga
(www.miru-vntrplus.org).

2.3 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR

A genotipagem por MIRU-VNTR de 24 loci foi realizada através de amplificacdo por PCR multiplex
usando a polimerase de DNA HotStarTaq (Qiagen®, US), como ja descrito por Supply et al. (2001)
[62]. A convencéo para nomenclatura dos loci MIRU-VNTR encontra-se descrita no Anexo 3.
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2.3.1 Misturas de reacao

Preparam-se as misturas de reacao anteriormente a adicdo de DNA gendémico num volume final de 20
uL de acordo com a Tabela 2.1.

Tabela 2.1- Volume de cada componente para a preparacéo das misturas PCR multiplex.

Misturas de reacgdo 1 2 3 4 5 6 7 8
4 0 0424 2401 2163b 2 20 2347
Lo 26 16 0577 3690 1955 23 24 2461
40 31 2165 4156 4052 39 27 3717
Agua bidestilada estéril (uL) 83 8.7 75 87 79 87 83
Tampéo 10x (uL) 2 2 2 2 2 2 2
Solugio Q 5x (uL) 4 4 4 4 4 4 4 4
MgCl, 25 Mm (uL) 12 04 0 1,2 0 0,8 0 0.4
dNTP 5 mM (uL) 0.8 0.8 08 0.8 0.8 08 08 08
Primers- (cada, pL) 04 04 04 0.4 0.4 04 04 0.4
DNA polimerase (uL) 008 008 008 008 0,08 008 008 008
DNA (uL) 5 ng/pL 2 2 2 2 2 2 2 2
Total (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20

“Concentragdo inicial de cada primer: 20 pmol/ul. Concentragdo inicial dos oligonucleétidos marcados: 2 pmol/pl para o
locus 0577, 3690 e 1955, 8 pmol/ul para o locus 4052, 20 pmol/ul para o locus 4156 e 4 pmol/ul para os outros loci. A
sequéncia dos primers e a marcagao encontra-se no anexo 3.

2.3.2 Amplificacao

A amplificagdo dos loci alvo foi realizada através de Multiplex-PCR, num termociclador T3
Thermocycler (Biometra® Goettingen, Germany). A reacdo de amplificacdo ocorreu segundo as
condicBes: 15 min de desnaturacdo a 95°C, seguida de 1 min a 94°C, emparelhamento 1 min a 59°C,
90s a 72°C, com extensdo final durante 10 min a temperatura de 72°C. O numero de ciclos do
programa de amplificacdo foi ajustado consoante a reacdo ou o método de eletroforese, sendo o
numero de ciclos para a analise automatica foi de 30 ciclos para a mistura 1, 2, 4, 6, 7 e 8 de 35 ciclos
para a mistura 3 e 5. Se a analise for manual devem ser executados 40 ciclos para todas as rea¢des. As
sequéncias dos primers utilizados encontram-se no Anexo 3. O PCR simplex foi realizado quando para
alguns locus VNTR o nimero de copias a partir do PCR multiplex néo foi possivel determinar.

Tabela 2.2- Volume de cada componente para preparagdo das misturas de reagdo de PCR simplex.

Misturas de reagéo para PCR simplex

Reagentes Volume (uL)
Agua bidestilada estéril 11,8
Tampao 10x (NZY tech) 2,5
DMSO 1
MgCl, 25 mM (Quiagen) 1,5
dNTP 5 mM (NZY tech) 2
Primer Forward* 1
Primer Reverse* 1
NZYTap DNA polimerase 5 U/pL (NZY tech) 0,2
DNA (2-5 ng/uL) 2
Total 25

*Os primers ndo marcados tém concentra¢éo de 20 pmol/uL. Nos primers marcados a concentragdo ¢ de 2 pmol/uL para o
locus 0577, 3690 e 1955; 8 pmol/uL para o locus 4052; 20 pmol/uL para o locus 4156 e 4 pmol/uL para os restantes loci.
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2.3.3 Andlise do produto por eletroforese em gel de agarose

A anélise dos produtos de amplificacéo foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v)
com brometo de etidio (concentracdo final de 0,5 pg/mL). Foi utilizado como marcador de massas
moleculares 0 NZYDNA Ladder VI (NZYTech, Lisboa, Portugal).

2.3.4 Andlise do produto por eletroforese capilar

Para a realizacdo da eletroforese capilar, foram preparadas amostras contendo 1,2 pL. do produto, 15
pL de formamida HI-DI (Applied Biosystem®, Foster City, USA) e 0,35 puL de marcador MapMarker
100-1200 ROX (Bioventures, USA). As amostras foram desnaturadas a 94°C durante 10 min e
imediatamente refrigeradas. De seguida, a placa foi enviada para analise de fragmentos através de
eletroforese capilar (Stab vida, Caparica, Portugal).

2.3.5 Interpretacao dos resultados

Analisou-se os resultados da eletroforese capilar das reacGes de amplificagdo multiplex através do
software Peak Scanner (Applied Biosystems®, Foster City, USA), distinguindo-se os diferentes picos
correspondentes a produtos de amplificagdo consoante a sua marcagdo fluorescente. O tamanho do
produto de PCR foi automaticamente calculado tendo em conta o marcador interno de massas
moleculares utilizado através do método de Local Southern. O valor obtido é comparado com o0s
valores tabelados para cada locus VNTR de forma a determinar o alelo correspondente [68]. Na
maioria das vezes os picos individuais sdo acompanhados de picos de menor intensidade (picos
stutter), que ndo foram considerados. Nos casos em que foram detetados picos com intensidade
semelhante repetiu-se a amplificagdo por PCR multiplex ou simplex para os loci em causa.

2.3.6 Dendrograma

Um dendrograma foi construido utilizando o algoritmo de medida de distancia genética Dsy para o
calculo de distancias e o método de clustering UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages), recorrendo a base de dados online MIRU-VNTR plus (www.miru-vntrplus.org)
[61]. Os isolados HPV115 e ARS2202 sdo estirpes de referéncia do clade Q1 e Lisboa3-B,
respetivamente.

Considerou-se um cluster MIRU-VNTR um conjunto de dois ou mais isolados clinicos com perfil de
MIRU-VNTR 24 loci idéntico.
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3. RESULTADOS
3.1 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA POR SEXO E FAIXA ETARIA

No presente estudo foram analisados 133 isolados clinicos de M. tuberculosis, previamente isolados
entre 2008 e 2010 no laboratério de Saude Publica da Administracdo Regional de Lisboa de
imigrantes provenientes de PALOP. Tendo em conta o numero reduzido de isolados provenientes de
Mocambique (n=10) e Sdo Tomé e Principe (n=9), focou-se o estudo nas trés sub-populacdes de
imigrantes com maior representacdo na amostra, perfazendo um total de 114 isolados de doentes
oriundos de Guiné-Bissau (n=30), Cabo Verde (n=33) e Angola (n=51).

Analisando a distribuicdo por sexo e faixa etéria, verificou-se existir em todas as sub-populacdes uma
maior predominancia de casos de TB no sexo masculino. Por faixa etaria a predominancia de casos
tem distribuicdo variavel, tanto no sexo masculino como feminino na sub-populacdo da Guiné-Bissau
0 maior numero de casos ocorreu na faixa etaria dos 15-24 anos; Cabo Verde, 45-54 anos; e Angola no
sexo masculino 35-44 anos e no sexo feminino dos 25-34 anos (Figura 3.1). Nesta analise um isolado
de Cabo Verde e um de Angola ndo foram contabilizados devido a falta de dados.

Casos de tuberculose por grupo etario e sexo em Angola
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Figura 3.1 — NUmero de isolados oriundos da Angola (A), Cabo Verde
(B) e Guiné-Bissau (C), por faixa etaria e género.
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Dos 133 isolados analisados, nove apresentaram resisténcia a um ou mais antibacilares. Quatro
isolados foram considerados estirpes MR-TB (TB6938, TB8074, TB10348 e TB8868) e quatro
apresentaram monoresisténcia a estreptomicina (TB10301, TB2577, TB5578 e TB5460) e um isolado
monoresisténcia a rifampicina (TB6619) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1- Nacionalidade, perfil de Spoligotyping, clade, SIT e resisténcias de 12 linha e de 22 linha e classificagdo TB
multiresistente das estirpes com resisténcia e com diagnostico em Portugal em 2008, 2009 e 2010.

Suscetibilidade 12 Suscetibilidade Tipo de

ID Nacionalidade Octal Clade SIT linha ? 22linha® Resisténcia
S I R E P

B OFLO;

6938 Angola 677777607760771 LAM1 20 R R R R R ETH TB-MR
8-(254 Angola 677777607760771 LAM1 20 R R R S S ETH TB-MR
1(-)2?:18 Cabo Verde 677777607760771 LAM1 20 R R R S S ETH TB-MR

B R L ex CAP:

8868 Guiné-Bissau  677777607763771 MANU2 o6rfio R R R S S ETH TB-MR
133%1 Mocambique  677777607740771 LAM 1752 R S S S S nd Monorresisténcia
NS Angola  700076777760771 X 92 R S S S S nd  Monoresisténcia
52?8 Angola T777777607760771 LAM 42 R S S s S nd Monorresisténcia
5-2?0 Mogambique  677777607740771 LAM 1752 R S S S S nd Monorresisténcia
A Angola  700076777760771 X 92 S S R S S nd  Monoresisténcia
? resisténcia a antibacilares de primeira linha: S- Estreptomicina; I- lIsoniazida; R- Rifampicina; E- Etambutol;

P- Pirazinamida.
b resisténcia a antibacilares de segunda linha: OFX- Ofloxacina; CAP- Capreomicina; ETH- Etionamida; S- sensivel; R-
resistente; nd-Nao foram encontradas estirpes com perfis de Spoligotyping idénticos na base de dados SITVIT WEB.

3.2 CARACTERIZACAO GENOTIPICA POR SPOLIGOTYPING

Dada a falta de informacéo epidemioldgica e estrutura populacional de M. tuberculosis ao nivel da
sub-populacdo de imigrantes provenientes de PALOP em Portugal afetados pela TB, procurou-se
caracterizar por spoligotyping os isolados de M. tuberculosis obtidos de modo a conseguir posiciona-
los num contexto macroepidemioldgico e analisar a estrutura populacional. Devido principalmente a
falta de recursos e infraestruturas nos PALOP as estirpes em circulacdo ndo sdo rotineiramente
isoladas e/ou caracterizadas, ndo existindo na maior parte das situa¢des dados acerca das linhagens
com maior predominancia.

Todas as estirpes foram genotipadas por spoligotyping, sendo divididas em sub-grupos
correspondendo ao pais de origem do doente. Com o objetivo de identificar possiveis associagdes com
0s paises de origem, compararam-se 0s resultados obtidos para 0s sub-grupos oriundos de Angola,
Guiné-Bissau e Cabo Verde com os dados existentes sobre a estrutura populacional de M. tuberculosis
em Portugal e com os dados existentes para o respetivo pais. Os perfis de spoligotyping obtidos foram
analisados e classificados através da base de dados internacional SITVITWEB, permitindo obter a
sub-linhagem, linhagem e o SIT para cada estirpe analisada (Tabela 3.2). O tratamento dos resultados
foi realizado através do calculo da percentagem de cada linhagem e SIT no total do sub-grupo.

A partir da amostra em estudo, no sub-grupo da Guiné-Bissau foram detetados os clades LAM (40%),
Beijing, T (13,33%), MANU2 (6,7%), AFRI (3,3%), AFRI_1 (3,3%) e CAS (3,3%); na sub-populacéo
de Cabo Verde as linhagens LAM (54,54%), Beijing (21,21%), T (6,1%), H (6%) e X (6%); e na
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sub-populacdo de Angola principalmente LAM (68%), T (10%), H (4%), MANU2 (4%), X (4%),
Beijing (2%) e S (2%) (Figura 3.2).

Em relacdo aos SITs encontrados nas estirpes da sub-popula¢do da Guiné encontram-se em maior
frequéncia os SIT20/LAML1 e SIT1/Beijing (13,33%) seguido dos SIT33/LAM3 e do SIT42/LAM9
(10%); na sub-populacdo de Cabo Verde, foram o SIT20/LAM1 (24,24%), SIT1/Beijing (18,18%),
SIT42/LAMO (12,12%), SIT33/LAM3 e SIT17/LAM2 (6%) os mais representados; e, a sub-populacéo
de Angola possui em maior frequéncia os SIT20/LAM1 (24%), SIT42/LAM9 (18%) (Figura 3.3).

Para 12 das 133 estirpes analisadas ndo foram encontrados na base de dados SITVITWEB-Portugal
perfis semelhantes para uma classificagdo de linhagem ou SIT (perfil 6rfao) (Tabela 3.2). As estirpes
de perfil 6rfao ndo foram consideradas no tratamento dos resultados.

A frequéncia relativa dos diferentes clades e SITs encontrados para 0s sub-grupos Angola e Guiné-
Bissau foram comparados com os dados existentes sobre as estirpes que circulam em Angola [4] e
Guiné-Bissau (origem SITVITWEB), respetivamente, e com a estrutura populacional existente em
Portugal (Figura 3.4), sendo igualmente comparados os resultados dos trés sub-grupos entre si. Em
relacdo ao sub-grupo Cabo Verde, ndo existem dados sobre a estrutura populacional do pais, pelo que
este foi comparado unicamente com os dados existentes para Portugal (SITVITWEB).

Observa-se que existe uma clara predominancia da linhagem SIT20/LAM nos resultados das sub-
populagdes, com uma maior representatividade igualmente do SIT1 da linhagem Beijing por parte das
sub-populacdes da Guiné-Bissau e de Cabo Verde. O sub-grupo de Angola apresenta a estrutura
populacional mais semelhante com a de Portugal, enquanto o sub-grupo Guiné-Bissau apresenta a
maior diversidade de resultados, possuindo apenas um isolado da linhagem AFRI_1. As sub-linhagens
LAM1 e T1, bastante representadas nos dados de Portugal, foram detetadas em todas as sub-
populagoes com frequéncias diferentes.
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Tabela 3.2- Nacionalidade, perfil de Spoligotyping, clade, SIT e resisténcias de 12 linha e de 22 linha das estirpes em estudo com diagndstico em Portugal em 2008, 2009 e 2010.

Suscetibilidade 12

Suscetibilidade 22

Nacionalidade ID Octal Clade Linhagem SIT linha linha
S I R E P

Angola TB 6938 677777607760771 LAM1 LAM 20 R R R R R OFLO; ETH
Angola TB 7581 777377607760771 LAM9 LAM 81 S S S S S nd
Angola TB 8074 677777607760771 LAM1 LAM 20 R R R S S ETH
Angola TB 9574 T77777774020771 Hi1 Haarlem 47 S §$ § S S nd
Angola TB 1702 777777606060731 LAM11_ZWE LAM 815 S §$ § S S nd
Angola TB 2063 777777607560771 LAM6 LAM 64 S S S S S nd
Angola TB 2087 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Angola TB 2577 700076777760771 X3 X 92 R S S S S nd
Angola TB 2640 T77777777760771 T1 T 53 S S S S S nd
Angola TB 2842 777737770000000 orfio orfio 56 S S S s S nd
Angola TB 2895 777777607560771 LAM6 LAM 64 S §S § S S nd
Angola TB 2926 772177606760771 LAMS3 LAM 1759 S §S § S S nd
Angola TB 3088 000000001560711 orfao orfio orfdo S S S s S nd
Angola TB 3106 577767607560771 orfio orfio orfdo S S S s S nd
Angola TB 3234 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Angola TB 3342 776377777760771 S S 34 s S S s S nd
Angola TB 3453 677777607760771 LAM1 LAM 20 s S S s S nd
Angola TB 3696 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S s S nd
Angola TB 3942 777777607560771 LAM6 LAM 64 S S S s S nd
Angola TB 3962 777777774060771 T1 T 1872 S S S s S nd
Angola TB 4061 777777607760731 LAMA4 LAM 60 S S S s S nd
Angola TB 10788 677737607760771 LAM2 LAM 17 S S S s S nd
Angola TB 2822 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S s S nd
Angola TB 4090 777777606060731 LAM11_ZWE LAM 815 S § S§ S S nd
Angola TB 4505 777777557760771 T5_MADRID2 T 58 S S S S S nd
Angola TB 5079 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Angola TB 5200 T77777777760601 T1 T 244 S S S S S nd
Angola TB 5331 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Angola TB 5578 777777607760771 LAM9 LAM 42 R S S S s nd
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Suscetibilidade 12

Suscetibilidade 22

Nacionalidade ID Octal Sub-linhagem Linhagem SIT linha linha ®
S I R E P
Angola TB 6032 777777607760771 LAMO9 LAM 42 S S S S S nd
Angola TB 6313 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Angola TB 6619 700076777760771 X3 X 92 S S R S S nd
Angola TB 6656 601775607760771 LAM1 LAM 1545 S S S S S nd
Angola TB 6657 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Angola TB 6724 T77777777763771 MANU2 MANU 54 S S S S S nd
Angola TB 7397 TI7777777763771 MANU2 MANU 54 S S § s S nd
Angola TB 7404 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S § s S nd
Angola TB 7557 777777607760771 LAM9 LAM 42 S §$ § S S nd
Angola TB 7707 677777607760771 LAM1 LAM 20 S §$ § S S nd
Angola TB 7978 777777607760771 LAM9 LAM 42 S §$ § S S nd
Angola TB 8240 677777607760771 LAM1 LAM 20 S §$ § S S nd
Angola TB 8465 000000004020771 H2 Haarlem 2 S S S sS S nd
Angola TB 8698 T77777777760771 T1 T 53 S S S sS S nd
Angola TB 9151 677737607760771 LAM2 LAM 17 S S S sS S nd
Angola TB 9324 776177607760771 LAM3 LAM 33 S S S s S nd
Angola TB 9512 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S s S nd
Angola TB 10170 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S s S nd
Angola TB 10395 777777740020771 H3 Haarlem 946 S S S s S nd
Angola TB 10432 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S s S nd
Angola TB 10522 677737607760771 LAM2 LAM 17 S S S s S nd
Angola TB 1666 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S s S nd
Cabo Verde TB 6192 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S s S nd
Cabo Verde TB 6516 776177607760771 LAM3 LAM 33 S S S s S nd
Cabo Verde TB 6568 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S s S nd
Cabo Verde TB 6602 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Cabo Verde TB 6799 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Cabo Verde TB 6804 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S S S nd
Cabo Verde TB 7502 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Cabo Verde TB 7538 700775007413771 orfio orfio orfao S S S S S nd
Cabo Verde TB 8215 677737607760771 LAM2 LAM 17 S S S S S nd
Cabo Verde TB 8410 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S§ S S nd
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Suscetibilidade 12

Suscetibilidade 22

Nacionalidade ID Octal Sub-linhagem Linhagem SIT linha? linha °
S I R E P
Cabo Verde TB 8629 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Cabo Verde TB 9021 T77777776020771 H3 Haarlem 1908 S S S S S nd
Cabo Verde TB 9351 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S S S nd
Cabo Verde TB 9913 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S S S nd
Cabo Verde TB 10348 677777607760771 LAM1 LAM 20 R R R S S ETH
Cabo Verde TB 10735 677737607760771 LAM?2 LAM 17 S S S S S nd
Cabo Verde TB 2569 777760177760601 orfao orfao orfao S S S S S nd
Cabo Verde TB 2719 T77777774020771 Hi1 Haarlem 47 S § S S S nd
Cabo Verde TB 2981 776177607760771 LAM3 LAM 33 S S S S S nd
Cabo Verde TB 3435 757777600000000 orfao orfao 1757 S S S S S nd
Cabo Verde TB 3475 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Cabo Verde TB 3600 777777607760751 LAMO LAM 1154 S S S S S nd
Cabo Verde TB 3813 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Cabo Verde TB 3983 T77777777760771 T1 T 53 S S S S S nd
Cabo Verde TB 10026 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S S S nd
Cabo Verde TB 10761 000000000000371 Beijing Beijing 250 S S S S S nd
Cabo Verde TB 3056 677777607760771 LAM1 LAM 20 S § § S S nd
Cabo Verde TB 4089 677747607760771 LAM1 LAM orfao S § § S S nd
Cabo Verde TB 4184 677777607760771 LAM1 LAM 20 S § § S S nd
Cabo Verde TB 4327 700076777760771 X3 X 92 S § § S S nd
Cabo Verde TB 5034 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Cabo Verde TB 4192 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Cabo Verde TB 6885 T77777777760601 T1 T 244 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 9838 T777767777760771 T1 T 118 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 9841 677777607760771 LAM1 LAM 20 S § § S S nd
Guiné-Bissau TB 10109 776177607760771 LAM3 LAM 33 S S § S S nd
Guiné-Bissau TB 10090 677777776000371 orfao orfao 90 S S § S S nd
Guiné-Bissau TB 1762 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S § S S nd
Guiné-Bissau TB 2305 777777607763771 MANU2 MANU 1247 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 2487 777777777760601 T1 T 244 S S S s s nd
Guiné-Bissau TB 2639 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S § S S nd
Guiné-Bissau TB 2662 777377607760771 LAM9 LAM 81 S S § S S nd
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Suscetibilidade 12

Suscetibilidade 22

Nacionalidade ID Octal Sub-linhagem Linhagem SIT linha? linha ®
S I R E P
Guiné-Bissau TB 3004 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 3166 777777607760771 LAMO9 LAM 42 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 3662 617777777403771 orfio orfio orfdo S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 3760 700377777777671 orfio orfio orfdo S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 4100 677777607760731 orfao orfao 1321 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 4987 776177607760771 LAM3 LAM 33 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 5552 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S § s S nd
Guiné-Bissau TB 5957 772177606760771 LAM3 LAM 1759 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 6558 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 6649 777737777760731 T2-T3 T 73 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 6966 T77777777760601 T1 T 244 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 7436 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 7484 770777404177671 Afri_1 Afri orfao S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 7780 760377777743671 Afri Afri orfao S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 7782 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Guiné-Bissau TB 7835 703777700000000 CAS CAS orfao S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 7962 T77777777760771 T1 T 53 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 8044 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 8277 000000000003771 Beijing Beijing 1 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 8659 776177607760771 LAM3 LAM 33 S S S s S nd
Guiné-Bissau TB 8868 677777607760771 LAM1 LAM 20 R R R S S CAP:ETH
Mocambique TB 3182 777777600000771 orfao orfao 397 S S S s S nd
Mogambique TB 6339 700777747413771 EAI6-BGD1 EAI 129 S S S S S nd
Mogambique TB 8225 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Mocambique TB 9124 476000377414771 orfao orfio orfio S S S s S nd
Mocambique TB 10301 677777607740771 LAM1 LAM 1752 R S S S s nd
Mocambique TB 2685 T77777774020771 H1 Haarlem 47 S S S S S nd
Mocambique TB 3224 T777777717413731 orfao orfao orfdo S S S S S nd
Mogambique TB 3386 TI7777777760771 T1 T 53 S S S S S nd
Mogambique TB 3623 T777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
Mogambique TB 5460 677777607740771 LAM1 LAM 1752 R S S S S nd
S&o Tomé e Principe TB 6250 777737777760731 T2-T3 T 73 S S S S S nd
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Suscetibilidade 12 Suscetibilidade 22 linha
b

Nacionalidade ID Octal Sub-linhagem Linhagem SIT linha
S I R E P
Séo Tomé e Principe TB 7420 T77777743760771 LAM10_CAM LAM 61 S S S S S nd
Séo Tomé e Principe TB 8576 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Sdo Tomé e Principe TB 8806 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Sdo Tomé e Principe TB 9426 677777607760771 LAM1 LAM 20 S S S S S nd
Séo Tomé e Principe TB 3365 677776777760601 X2 X 18 S S S S S nd
Séo Tomé e Principe TB 11123 777377607760771 LAM9 LAM 81 S S S S S nd
S&o Tomé e Principe TB 4677 777777607760771 LAM9 LAM 42 S S S S S nd
S&o Tomé e Principe TB 6487 T77777777760731 T2 T 52 S § S S S nd

#resistente a antibacilares de primeira linha: S- Estreptomicina; I- Isoniazida; R- Rifampicina; E- Etambutol; P- Pirazinamida.

® resistente a antibacilares de segunda linha: OFX- Ofloxacina; CAP- Capreomicina; ETH- Etionamida; nd - ndo determinado; S- sensivel; R- resistente; 6rfdo: N&o foram encontradas estirpes com
perfis de Spoligotyping idénticos na base de dados SITVIT WEB.
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(A) Sub-grupo Angola
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(C) Sub-grupo de Cabo Verde
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Figura 3.2 — Clades das estirpes em estudo dos sub-grupos de Angola (A), Guiné-Bissau (B) e Cabo Verde (C) analisados neste
estudo juntamente com os dados de Portugal e (A) FFUL Angola; (B) SITVITWEB Guiné-Bissau (dados de Portugal e Guiné-Bissau
retirados da base de dados SITVITWEB e dados de Angola obtidos em Perdigéo et al., 2016[4]).
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(A) Sub-grupo Angola
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Figura 3.4 — Representagdo das (A) Linhagens com base na consulta da base de dados de Portugal (SITVITWEB); (B) SITs com
base na base de dados de Portugal (SITVITWEB).

3.3 ESTRUTURA POPULACIONAL E COMPLEXOS CLONAIS

Os resultados das estirpes em analise foram utilizados para a formacéo de arvores de extensdo minima
baseadas no perfil spoligotyping, tendo-se delineado complexos clonais com apenas um locus de
diferenca, no maximo, entre as estirpes (Figura 3.5).

Em ambos os trés sub-grupos analisados existe a formacdo de complexos clonais, verificando-se nos
sub-grupos um complexo clonal em comum constituido por estirpes LAM e compreendido na sua
maioria por estirpes SIT20/LAM1 e SIT42/LAM9. Dado este ser o principal clade onde se detetam
casos de resisténcia, podera existir uma possivel associagdo entre este e 0s casos de resisténcia na
amostra em estudo.

No caso das estirpes do sub-grupo de Angola apenas existe a formag&o de um complexo, sendo este
formado pela linhagem LAM e pelos SITs 20, 42, 17, 60, 64 e 81, enquanto em Cabo Verde ocorreu a
formac&o de dois complexos clonais, 0 1 de linhagem LAM com os SITs 20, 42, 17 e 1154 e 0 2 de
linhagem Haarlem de SITs 47 e 1908.

As estirpes provenientes de imigrantes da Guiné-Bissau sdo as que apresentam maior diversidade ao
nivel das familias encontradas, com a formacao de dois complexos clonais de diferentes clades e SITs.
O complexo clonal 1 é formado por estirpes pertencentes a linhagem LAM com SITs 20, 42, 81 e
1321 e o complexo clonal 2 é constituido pela linhagem T, sendo formado pelos SITs 53 e 118.
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(C) Sub-grupo Guiné-Bissau
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Figura 3.5 — Arvores de extensio minima formadas pelas estirpes do sub-grupo de (A) Angola,
(B) Cabo Verde e (C) Guiné-Bissau. Cada circulo é formado por um conjunto de estirpes,
alterando de tamanho conforme o ndmero de estirpes pertencente. Os circulos possuem uma cor
correspondente a linhagem, com o ndmero do SIT no interior ou caso ndo possuam ndmero,
representam estirpes 6rfdo sem nimero SIT. A &rea a sombreado em cada arvore corresponde a um
complexo clonal (CC), formado por estirpes com um maximo de um locus de diferenca,
identificado na arvore possuindo uma linha continua a ligar os circulos. As linhas a tracejado
relacionam circulos com mais de um locus de diferenca, sendo o nimero inserido na linha o
numero de loci diferente. (imagem adaptada da base de dados online MIRU-VNTR Plus).
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3.4 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR

Das 133 estirpes estudadas, nove apresentaram resisténcia a farmacos de primeira e de segunda linha,
sendo que quatro destes sdo TB-MR (Tabela 3.5). Recorreu-se a técnica MIRU-VNTR 24loci para
analisar estes isolados com maior poder de discriminacdo e permitir a identificacdo dos clusters a que
pertencem as estirpes resistentes.

No total foram identificados trés clusters, MIRU-VNTR compostos por duas estirpes cada (excluindo
as estirpes de referéncia incluidas para efeitos de comparacéo); o cluster Lisboa3-A ao qual pertencem
as estirpes TB10348 e TB8074 (SIT20/LAM1); o cluster Lisboa3-B que compreende as estirpes
TB6938 e TB8868 e um terceiro cluster constituido pelas estirpes TB10301 e TB5460 (Figura 3.6).
Tanto o cluster Lisboa3-A como o cluster Lisboa3-B ja foram previamente associados a estirpes MR-
TB, 0 que esta de acordo com estudos anteriores [66].

Resisténcia
Isolado MIRU-VNTR loci Spoligotyping 12 Linha SIT Clade Cluster
2
FIR RSB IRBSBRE 24 §
NNNNNNNNNNNNNNNNNN
ARS202 2442132324241161435632822 IRSP 20 LAM1
TB6938 244213232424116143532822 IRSEP 20 LAM1 Lisboa3-B
TB8868 244213232424116143532822 RS 20 LAM1
TB10348 2442132323241161436532822 e LS 20 LAM1 | Lisboa3-A
TB8074 2442132323241161436532822 Eeesemmmeeess e R———— RS 20 LAM1
TB5578 244213232424116143532522 Sessesssmsssssmsssasssass T eammns S 42 LAM9
HPVI15/08 2 44213132324114142532822 CCICmemamsms TWCIITD  RSEP 1106 LAM4
TB10301 214213222225126153332422 Ee e Cuasass TR S 1752 ]
TB5460 214213222225126153332422 S ssmmesssssssss T ussass I TReamns S 1752 1]
— TB2577 243244331234424153333332 0 s 92 X3
L—— 86619 243254332234425153333332 SESCIIIILT NANNE ERARERERRRNSRE_ [ NERNENE [ 92 X3

01

Figura 3.6 — Dendrograma da analise genotipica por MIRU-VNTR 24 loci das 9 estirpes resistentes de varias nacionalidades. O
dendrograma foi construido utilizando o método UPGMA em que os clusters foram formados por isolados com perfil MIRU-VNTR
idéntico.

Resisténcia de primeira linha: S- Estreptomicina; I- Isoniazida; R- Rifampicina; E- Etambutol; P- Pirazinamida.
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4. DISCUSSAO

A migracio em massa pela populacdo humana desde que saiu de Africa para o resto do mundo parece
ter sido o inicio do processo de disseminacdo de M. tuberculosis, adaptando-se e, dando origem a uma
enorme quantidade de linhagens diferentes, estando atualmente distribuida geograficamente com
diferentes clades predominantes [69].

A linhagem LAM foi também influenciada pelo Homem, sendo hoje em dia detetada em éareas e
bastante diferentes da regido onde foi primeiramente descrita, no Oeste do Mediterraneo. Atualmente,
existe a norte da Eurasia e na regido mediterranica de Africa, com excecdo da Asia [57].

Muitos paises da Europa mostraram obter um aumento do numero de casos de TB principalmente nas
cidades devido ao maior aglomerado de pessoas, com maior prevaléncia de casos em imigrantes
provenientes especialmente de paises de Africa e Asia [70]. Na Dinamarca, por exemplo, o nimero de
casos de TB aumentou em 77 % entre 1986 e 1999, principalmente devido ao aumento do nimero de
imigrantes provenientes de paises de elevada prevaléncia de TB [71].

Portugal declarou em 2006 possuir problemas relacionados com a presenca de imigrantes da América
latina e de Africa, paises com elevadas taxas de HIV e TB [72]. Atualmente o nimero de imigrantes
em Portugal tem vindo a baixar, no entanto a taxa de incidéncia da TB neste grupo tem-se mantido nos
mesmos Vvalores, sendo em 2014 de 95,4 casos por 100 000 habitantes e com uma elevada taxa de
coinfegéo pelo HIV [1].

Nas 133 estirpes provenientes de imigrantes analisadas neste estudo, obteve-se um maior nimero de
isolados provenientes de doentes do sexo masculino, o que esta de acordo com os dados ja existentes,
tanto para Portugal como para os outros paises [7, 73].

No que diz respeito a faixa etaria dos doentes infetados pelas estirpes em andlise sdo bastante
diferentes consoante a sub-populagdo em estudo, tendo-se verificado no sub-grupo da Guiné-Bissau
gue a faixa-etaria com maior incidéncia de TB é dos 15-24 anos. No pais da Guiné-Bissau, a faixa-
etaria com maior notificacdo de casos é dos 35-44 anos, igual a média obtida para toda a regido
Africana, sendo bastante mais alta que a obtida no sub-grupo que apresenta um intervalo de idades
bastante abaixo, sendo um possivel indicador, a priori, de um padrdo de transmissdo ativa da TB na
populagdo estudada. [7]

Dada a faixa etaria detetada neste sub-grupo, possivelmente poderia ter ocorrido a migracéo devido a
dificuldade dos doentes em obter tratamento na regido africana, e especificamente nos paises PALOP,
deslocando-se até Portugal, onde a lingua ndo € um obstaculo, para o tratamento e aumentando assim a
diversidade cultural nos hospitais [74].

Na sub-populacdo de Cabo Verde as idades mais representadas foram entre os 45-54 anos, mostrando
uma maior incidéncia para grupos etarios mais avancados [73] .

No caso do sub-grupo de Angola, obteve-se uma maior frequéncia de casos de TB em idades
diferentes para cada sexo, onde nas mulheres a faixa etaria mais representada foi dos 25-34 anos e nos
homens foi dos 35-44 anos.

Comparativamente, Portugal apresenta igualmente uma diferenca na faixa etéaria da incidéncia da TB
entre sexos, com 0 sexo masculino com um pico de incidéncia na faixa etaria dos 35-44 anos até 45-54
anos e o sexo feminino nos 25-34 anos, semelhante aos dados obtidos para a sub-populagdo de Angola

[1].

O deslocamento de pessoas entre paises ndo s6 pode potencialmente provocar um aumento da
transmissdo de doencas, como também uma alteracdo das proprias caracteristicas associadas a esta,
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como o sexo e a idade. A nivel da Europa existe uma grande variabilidade da distribui¢do da TB por
sexo e faixa etéria, dependendo da prevaléncia de TB em cada pais. Nos paises com maior nimero de
casos a TB é mais predominante na faixa etéria dos 25-44 anos, em paises com menos casos de TB as
taxas de notificacdo vao aumentando com a idade ou mantém-se constantes em grupos de idade [10].
Tal é explicado principalmente pela presenca ou ndo de doengas como o HIV que torna os doentes
imunodeprimidos e que associada a TB pode levar a que a infecdo progrida mais rapidamente, de
modo a incidir numa faixa etaria mais jovem.

No entanto, para este tipo de analise de incidéncia por faixa-etaria e sexo ndo podemos considerar
representativas as amostras estudadas devido a sua pequena dimensdo e pelo facto de se tratarem de
amostras de conveniéncia, pelo que apesar de os dados obtidos fornecerem algumas indicag6es, devem
ser interpretados com ponderacdo. Seria necessaria uma amostra maior e mais representativa para
confirmar este padrdo de idades.

Torna-se no entanto, importante uma caracterizacdo precisa das estirpes mais importantes
epidemiologicamente, a sua distribuicdo geografica e a dindmica da sua disseminagdo. Desta forma,
numa primeira fase, a analise da diversidade genotipica das estirpes foi realizada por spoligotyping, o
que permitiu classificar e diferenciar as estirpes em diferentes clades e SITs, comparando 0s varios
sub-grupos aqui analisados. O spoligotyping é importante para conseguir identificar ndo s as estirpes
como também a distribuicdo da transmissao desta doenca devido a eventos migratorios do ser humano
[52].

Os isolados do sub-grupo de Sdo Tomé e Principe foram analisados e apesar de o nimero ser reduzido,
os dados obtidos mostraram uma grande diversidade de linhagens e de SITs diferentes. O clade
LAM10 CAM é endémico do oeste de Africa, principalmente de Camarbes e paises na sua
vizinhanga, pelo que o aparecimento deste isolado pode ser justificado por um evento recente de
transmissdo. Devido ao facto de ndo existirem dados sobre as estirpes deste pais ndo é possivel realizar
uma verificacdo dos dados [75].

Na analise dos 10 isolados clinicos provenientes de doentes de origem mocambicana obteve-se uma
grande diversidade de clades, sendo o0 LAML1 e o SIT1752 os encontrados em maior numero.
Comparando os resultados obtidos com os dados existentes na SITVITWEB, os perfis SIT42/LAM9,
SIT129/EAI6-BGD1, SIT20/LAM1 e SIT53/T1 encontram-se presentes na base de dados, e os clades
LAM1e LAM9 foram também detetadas na analise de Viegas et al.[58] sobre as estirpes deste pais.
Mocambique foi considerado pela OMS um dos paises com mais casos de TB a nivel mundial,
revelando a necessidade de caracterizar as estirpes em circulagdo a nivel molecular no sentido de
melhor compreender o contexto epidemiolégico [7, 58].

No entanto, tanto nos dados de S8 Tomé e Principe como de Mogambique ndo se podem retirar
conclusdes devido ao numero baixo de amostras a ser analisadas nao ser representativo do pais.

A nivel dos sub-grupos Angola, com 51 isolados; Guiné-Bissau, com 33 isolados; e Cabo Verde com
30 isolados caracterizados, surgem em comum as estirpes SIT20/LAM1, apresentando uma elevada
prevaléncia nos trés sub-grupos.

Comecando por analisar os dados existentes para Guiné-Bissau (SITVITWEB) revela-se uma enorme
predominancia do clade AFRI_1 (46,9%), seguida de EAI-SOM (11,24%), LAM9 (9,69%) e T1
(8,91%). Na amostra em estudo do sub-grupo da Guiné-Bissau observou-se que os clades de maior
frequéncia (T1, LAM1, LAM9, LAM3, Beijing) encontram-se igualmente presentes na estrutura
populacional de Portugal (T1 (20,56%), LAM1 (18,33%), LAM9 (16,39%), LAM3 (4,44%) e Beijing
(1,11%)), mas em diferente predominancia. Nos dados do pais da Guiné-Bissau os clades LAMS,
LAM1 e Beijing ndo sdo predominantes ao ponto de ndo existirem estirpes pertencentes a esta
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linhagem no SITVITWEB para este pais, revelando-se a estrutura populacional da amostra do sub-
grupo obtida mais semelhante a de Portugal.

Nas estirpes da sub-populacdo da Guiné-Bissau foram detetados um isolado AFRI_1 (3,3%) e um
isolado AFRI (3,3%), mas gque ndo estdo classificados com SIT e encontram-se em percentagem muito
inferior em comparacdo com a estrutura populacional ja descrita para a Guiné-Bissau. Neste pais foi
identificado um grupo de estirpes Unico bastante relacionado geneticamente entre si, designado de
familia Guiné-Bissau, constituido por estirpes M. africanum e de linhagem AFRI [23, 69]. Estes clades
encontram-se em maior prevaléncia na regifo oeste de Africa e principalmente na Guiné-Bissau [14].
Dado o baixo namero de estirpes AFRI na amostra em estudo e o facto de a linhagem AFRI ter sido
identificada em Portugal em estudos anteriores e igualmente em imigrantes, possivelmente estas
estirpes poderdo ter sido importados da Guiné-Bissau para Portugal [69, 74].

Os SITs do sub-grupo analisado da Guiné-Bissau encontram-se presentes na base de dados de Portugal
(SITVITWEB) estando apenas dois presentes no pais da Guiné-Bissau, o SIT42/LAM9 e o
SIT20/LAML.

Nas amostras em estudo ocorreu alguma prevaléncia do SIT1, correspondente a linhagem Beijing,
estando este igualmente presente em Portugal, embora em menor frequéncia. Apesar da sua origem
endémica na Asia e em parte da antiga Unifo Soviética, a rapida expansdo destas estirpes pensa-se
estar relacionada com vantagens adaptativas, como a resisténcia a vacinacdo BCG ou ao tratamento
com os antibacilares [59]. No entanto, é raro encontrarem-se estirpes Beijing na regifo oeste de Africa
onde se localizam a Guiné-Bissau e Cabo Verde, apenas se encontrando em maior frequéncia a norte,
este e sul de Africa [57].

Tal representatividade pode ser explicada devido a elevada disseminacdo que esta linhagem tem
sofrido pelo mundo nos ultimos anos e principalmente na Europa. Em Portugal a sua frequéncia
também aparenta ter subido [59, 74]. Algumas estirpes pertencentes ao SIT1 foram encontradas ao
longo de Africa, tendo-se assumido serem resultado de migracBes entre Portugal e Guiné-Bissau
devido ao facto de partilharem alguns padrbes RFLP com estirpes previamente caracterizadas na
regido portuguesa [69, 76].

Através da construcdo de arvores de extensdo minima para cada sub-populacéo estudada, no sub-grupo
da Guiné-Bissau verificou-se existirem dois complexos clonais, confirmando a proximidade genética
das estirpes dentro da mesma linhagem, com um complexo clonal mais prevalente constituido pela
linhagem LAM (SITs 20, 42, 81 e 1321) e um segundo constituido pela linhagem T (SITs 53 e 118). O
clade LAM e T ja tinham sido referidos como presentes na estrutura populacional do pais da Guiné-
Bissau e de Portugal juntamente com a sua predominéncia no sub-grupo [69].

No caso do sub-grupo de Angola, apesar de em diferentes percentagens, os principais clades
identificados foram igualmente representados em Portugal, possuindo este as estirpes T1 (20,56%),
LAM1 (18,3%) e LAM9 (16,39%) como as mais predominantes, e Angola as estirpes LAM9 (21,6%),
LAM1 (18,2%) e T1 (31,8%). A estrutura populacional de Angola e Portugal parece ser bastante
semelhante, com uma elevada predominancia das linhagens LAM e T, sendo os resultados deste sub-
grupo concordantes com a estrutura populacional recentemente descrita hum estudo realizado em
Luanda, Angola [4].

Existe, no entanto, o clade LAM11 ZWE (4%) no sub-grupo de Angola que ndo esta presente nos
dados nem de Angola nem de Portugal. Por terem sido detetados apenas duas estirpes, pode revelar
uma potencial disseminagdo destas estirpes a partir dos paises que fazem fronteira com Angola para
este ou até mesmo para Portugal, dada a detecdo deste clade por importacdo em estudos anteriores da
populagéo portuguesa [58, 66, 67]. Dado o facto de os restantes clades estarem presentes na estrutura
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populacional de Portugal, muito provavelmente as estirpes LAM11 ZWE presentes neste sub-grupo
foram importadas de Angola [77].

Verificou-se a evidéncia de um unico complexo clonal na arvore obtida com as estirpes do sub-grupo
de Angola, constituido apenas pela linhagem LAM e pelos SITs 20 e 42 em maior frequéncia e 0s
SITs 17, 60, 64 e 81 em menor nimero. Tal resultado revela uma predominancia do clade LAM sobre
as outras nesta sub-populacéo.

Em relacdo a sub-populacdo de Cabo Verde, os clades obtidos sdo igualmente compativeis com os
dados de Portugal, com LAM1 (18,33%) e LAM9 (16,39%) em maior frequéncia, e Beijing (1,11%).
O clade Beijing foi ja previamente identificado em Potugal (SITVITWEB), ndo existindo, no entanto,
dados para Cabo Verde.

Através da analise da arvore formada por este sub-grupo obtiveram-se dois complexos clonais, um
formado pela linhagem LAM (SITs 20, 42, 17 e 1154) e outro pela linhagem Haarlem, com os SITs
1908 e 47, com LAM a possuir uma maior frequéncia. A linhagem Haarlem é uma das linhagens mais
representadas na Europa, ocorrendo na regido Africana apenas a sul.

Observaram-se as principais linhagens dos paises mais proximos a Cabo Verde pertencentes a Africa
ocidental, envolvendo a Guiné-Bissau, Senegal, Guiné e Gambia, no sentido de comparar a estrutura
populacional destes paises com os dados obtidos. Nesta regido as estirpes de sub-linhagens AFRI_2,
T1 e LAMY, sdo as mais predominantes, revelando-se bastante diferentes dos resultados obtidos do
sub-grupo de Cabo Verde [78].

Analisando os principais imigrantes em Cabo Verde observa-se que estes sdo principalmente
provenientes de Angola e Portugal, possuindo uma estrutura populacional bastante semelhante entre si
e com o sub-grupo de Cabo Verde, excetuando o clade Beijing cuja origem no pais se desconhece.

Uma das hipo6teses que explica esta estrutura populacional baseia-se em possiveis eventos de
transmissdo em Portugal associados a deslocaces geogréaficas que introduziram algumas mudancas a
nivel de prevaléncia dos gendtipos. A elevada prevaléncia de estirpes SIT20/LAM1 e SIT42/LAM9
nas trés sub-populacdes estudadas, que se traduz na existéncia de um complexo clonal comum a estas
sub-populacdes, apoia esta hipotese. Os clades mais representados em todos os sub-grupos s&o
igualmente representados na populagdo de M. tuberculosis detetada em Portugal (SITVITWEB).

E, no entanto, necessario distinguir os complexos clonais aqui identificados do que poderdo ser redes
de transmissdo ativa na comunidade. Os complexos clonais aqui delineados por spoligotyping
encerram uma variabilidade genética consideravel que vai para além do que pode ser considerado
como estirpes epidemiologicamente relacionaveis. Apesar de se ter utilizado a diferenga minima de
um locus para delinear complexos clonais, o facto de esta ser uma técnica com um poder
discriminatério inferior impede o seu uso rotineiro na identificacdo de possiveis ligacdes
epidemioldgicas. Os complexos clonais assim identificados tornam-se, todavia, especialmente Uteis a
nivel de comparacéo da estrutura populacional [79].

A grande maioria destas estirpes revelaram pertencer a linhagens relativamente recentes a nivel
filogenético, com clades como Beijing, CAS, Haarlem, LAM, S, T e X, que se acredita terem derivado
de familias ancestrais como a EAl e AFRI, e terem-se tornado atualmente nas mais dominantes,
enquanto as ancestrais tém diminuido a sua frequéncia. Tal é explicado pelo facto de as estirpes mais
recentes possuirem, possivelmente, uma maior facilidade de obter resisténcia aos antibacilares devido
a recente evolucéo [80].
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A regido Europeia € a area com mais casos TB-MR no mundo, possuindo 15 dos 27 paises com maior
namero de casos de TB multirresistente, e embora todos os doentes tenham acesso a tratamento a taxa
de sucesso € apenas de 75% [10].

Grande parte das estirpes que circulam na Regido de Salde de Lisboa pertence a um grupo de estirpes
geneticamente relacionadas designada familia Lisboa, identificada na década de 90 e associada a TB-
MR e TB-XDR [41, 64]. Outro clade endémico associado a TB-MR e TB-XDR em Lishoa é o clade
Q1, composto por estirpes SIT1108/LAMA4 [66].

A prevaléncia desta familia na regido de Lisboa tem vindo a aumentar, sendo que em 2014, 74% das
estirpes TB-MR e 80% das TB-XDR detetadas faziam parte desta familia, revelando a evolugdo desta
familia a nivel de resisténcia [66].

Das nove estirpes resistentes (quatro TB-MR) genotipadas por MIRU-VNTR 24 loci foram
encontrados trés clusters genéticos constituidos por duas estirpes cada.

Dois dos trés clusters identificados pertencem ao clade Lisboa3 (Lisboa3-A e Lisboa3-B) e séo
provenientes de doentes de diferentes nacionalidades, revelando a presenca desta familia endémica em
Portugal nesta populagdo de imigrantes [66].

Na caracterizacdo da amostra em estudo ndo se encontraram estirpes TB-MR pertencente ao clade Q1
entre os imigrantes, podendo revelar que este, apesar de também associado a TB-MR e TB-XDR na
Regido de Saude de Lisboa, ndo aparenta ter ainda penetrado nestas comunidades com o sucesso do
clade Lishoa3.

O facto de os resultados obtidos por MIRU-VNTR 24 loci serem compativeis com a familia Lisboa3
caracteristica de Portugal, e acrescido da similaridade de resultados entre as estirpes dos varios sub-
grupos e de Portugal, nomeadamente a predominancia da linhagem LAM e SITs 20 e 42 em todas as
arvores obtidas, torna dificil ponderar a migracéo para a regido portuguesa pelos doentes ja portadores
da doenca. Pode afirmar-se que provavelmente a TB se propagou por entre as sub-populacdes
analisadas de imigrantes em Portugal e ndo que os imigrantes teriam trazido consigo a doenca.
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Neste estudo, foram analisadas varias estirpes de imigrantes provenientes de diferentes paises PALOP
com o objetivo de determinar se estes foram infetados em Portugal ou nos seus paises, e se as estirpes
presentes atualmente em Portugal tiveram origem em ancestrais dos paises analisados.

Primeiramente caracterizaram-se as estirpes analisando as caracteristicas associadas aos doentes,
nomeadamente a idade e 0 sexo, sendo 0 sexo masculino com mais casos em Portugal e nos dados
analisados. A faixa etaria nos imigrantes de Guiné-Bissau foram os jovens adultos (15-24 anos), sendo
a faixa etéria mais nova detetada neste estudo. A nivel de Cabo Verde, ocorreu uma incidéncia em
idades mais avancadas (45-54 anos), provocadas potencialmente por reinfeces de estirpes contraidas
antes. Angola apresenta uma incidéncia de TB em faixas etarias diferentes consoante 0 sexo, com 0s
Homens a contrairem infecdo mais tarde (35-44 anos) do que as mulheres (25-34 anos). Sugere-se que
seja realizado um estudo com maior nimero de isolados para que seja possivel confirmar estes dados
devido a amostra em estudo ndo ser representativa.

As estirpes provenientes de S8 Tomé e Principe e Mogambique foram apenas caracterizadas, nao
tendo sido os resultados analisados e discutidos devido ao baixo numero de amostras. Os sub-grupos
Guiné-Bissau, Angola e Cabo Verde foram examinados através da comparacdo dos resultados com
Portugal e com os respetivos paises de origem, complementando com a formacdo de arvores de
extensdo minima de modo a ilustrar a estrutura populacional entre as estirpes.

A Guiné-Bissau revelou-se o sub-grupo com maior diversidade, possuindo varios clades com maior
frequéncia e a formacdo de dois complexos clonais de linhagens diferentes (LAM, T) na arvore
formada por estas estirpes. O sub-grupo de Angola obteve a estrutura populacional mais semelhante
com a de Portugal, com LAM1, LAM9 e T1 como as mais predominantes e apenas a formacao de um
complexo clonal constituido por estirpes LAM. No caso da sub-populacdo de Cabo Verde nédo foi
possivel a comparacdo com o proprio pais por ndo possuir dados, no entanto apresentou uma
frequéncia elevada em linhagens igualmente elevadas em Portugal. A importacdo de duas estirpes
AFRI nas estirpes do sub-grupo da Guiné-Bissau e duas estirpes do clade LAM_ZWE nas estirpes do
sub-grupo de Angola, foi comprovada dada a baixa frequéncia e a identificagdo destes clades em
Portugal por importacdo em outros estudos [69, 74, 77].

Todos os sub-grupos analisados tiveram em comum na &rvore resultante o grupo clonal LAM,
constituido sempre pelo SITs 20 e 42 presentes em elevada frequéncia. As estirpes SIT20/LAM1 e a
linhagem T mantiveram-se presentes em todos o0s sub-grupos. Estas linhagens sdo das mais
representadas em Portugal nos dados do SITVITWEB, existindo uma semelhanca entre a estrutura
populacional das estirpes analisadas e a de Portugal.

A linhagem LAM apesar de ser bastante frequente em Africa, também é um dos principais clades
detetados em Portugal e nas estirpes analisadas [57]. Na populacdo portuguesa os clades LAM1 e
LAMDO estdo associados a dois clades filogenéticos designados familia Lisboa3 e Q1, identificados por
MIRU-VNTR e associados a estirpes TB-MR e TB-XDR [66].

Das nove estirpes identificadas com resisténcia, foram detetados dois clusters constituidos por estirpes
TB-MR pertencentes a familia Lisboa3-A e Lisboa3-B, provenientes de imigrantes de nacionalidades
diferentes. O clade Lisboa3 possui uma delecdo RD174 e RDRIO, apenas identificadas em Portugal e
na América do Sul e encontrados muito poucos casos em Africa [67].

Os resultados deste estudo mostram que a estrutura populacional das estirpes analisadas é bastante
similar & populacdo presente em Portugal, com a familia Lisboa3 presente em estirpes resistentes,
indicando que muito provavelmente a maioria destes resultados sdo mais influenciados pela TB
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endémica da populacdo portuguesa do que pelo seu pais de origem, pelo que estes imigrantes
possivelmente foram infetados em Portugal, com a importacdo de apenas alguns casos de estirpes
africanas.

A familia Lisboa continua a manter a sua predominancia na estrutura populacional de Portugal,
revelando-se preocupante pela sua associagdo com resisténcias a antibacilares de primeira e de
segunda linha. Nesta analise verificou-se a presenga deste clade num grupo de imigrantes provenientes
de paises PALOP, demonstrando ndo a transmissdo de estirpes de Africa para Portugal, mas a
disseminagdo desta familia pelo pais e por estes doentes.

A capacidade de obter resisténcias aos antibacilares tal como o perfil de transmissdo de M.
tuberculosis podem ser influenciados pelas caracteristicas genéticas e a enorme capacidade de
adaptacao evolucionaria das estirpes. E necessario compreender as relacdes e a dindmica das linhagens
de estirpes MTBC atraves da caracterizagdo molecular dos gendtipos, de maneira a desvendar a sua
distribuicdo pelo mundo, o sucesso da sua disseminagdo e conseguir prevenir a sua transmissédo e
principalmente o desenvolvimento de resisténcias [59, 81].
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7. ANEXOS

7.1 ANEXO 1 — DILUICAO DOS OLIGONUCLEOTIDOS

Tabela 7.1 — Diluigao dos oligonucleétidos utilizados no Spoligotyping (Adaptado de Suplly et al., 2006[61]).

Diluicdo 1 Diluicio 2
volume volume
stock ";’t'é‘c"l‘f "g";‘znée diluicdo 1 (‘j’ﬁmg‘az (‘j’ﬁmg‘az e final diluido 2 diluicdo 2
(pmoL/pL) (uL) L) (pmoL/pL) 1(uL) 1(uL) Nétll—lll(?)03 dzlltjlﬁio (pmoL/168pL)  (pmoL/150pL)
SP1 100 2,5 47,5 5,0 50 9,6 162,4 172 48,0 41,9
SP2 100 7,2 42,8 14,4 50 2,8 165,2 168 40,3 36,0
SP3 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP4 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP5 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP6 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP7 100 5 45 10,0 50 8,96 159,04 168 89,6 80,0
SP8 100 16 34 32,0 50 5,6 162,4 168 179,2 160,0
SP9 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP10 100 3 47 6,0 50 2,8 165,2 168 16,8 15,0
SP11 100 6 44 12,0 50 2,8 165,2 168 33,6 30,0
SP12 100 12 38 24,0 50 2,8 165,2 168 67,2 60,0
SP13 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP14 100 6 47 12,0 50 2,8 165,2 168 33,6 30,0
SP15 100 19 44 38,0 50 8 160 168 304,0 2714
SP16 100 2,5 38 5,0 50 5,6 162,4 168 28,0 25,0
SP17 100 20 47,5 40,0 50 2,8 165,2 168 112,0 100,0
SP18 100 2,5 44 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP19 100 2,5 31 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP20 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP21 100 16 30 32,0 50 8,4 159,6 168 268,8 240,0
SP22 100 2,5 47,5 5,0 50 5,6 162,4 168 28,0 25,0
SP23 100 10 40 20,0 50 2,8 165,2 168 56,0 50,0
SP24 100 10 40 20,0 50 2,8 165,2 168 56,0 50,0
SP25 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP26 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP27 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP28 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP29 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP30 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 1665,2 168 14,0 12,5
SP31 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP32 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP33 100 20 30 40,0 50 2,8 165,2 168 112,0 100,0
SP34 100 5 45 10,0 50 8,96 159,04 168 89,6 80,0
SP35 100 2,5 47,5 5,0 50 5,6 1624 168 28,0 25,0
SP36 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP37 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP38 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP39 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP40 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP41 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP42 100 5 45 10,0 50 2,8 165,2 168 28,0 25,0
SP43 100 16 34 32,0 50 2,8 165,2 168 89,6 80,0
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7.2 ANEXO 2 — PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA SPOLIGOTYPING

Antes de se iniciar a técnica é necessario preparar todas as solugdes necessarias.

Para a preparacdo de 1 litro de 20 x SSPE adicionou-se 175,3 g de NaCl; 27,6 g de NaH2PO4; e 7,4 g
de EDTA a 800 mL de agua bidestilada, ajustando-se o pH posteriormente para 7.4. Perfez-se o
volume da solugdo para os 1000 mL e autoclavou-se.

Para a preparacdo de 200 ml de 10% SDS adicionou-se 20 g de SDS em 200 mL de agua bidestilada.

Na solucdo de 1000 mL EDTA a 20 mM adicionou-se 7,4 g de EDTA a 800 mL de &gua bidestilada,
ajustou-se o pH para 7.4 e perfez-se o volume, levando posteriormente a autoclavar.

Através da solucdo 20x SSPE preparou-se 500 mL de 2x SSPE; e juntamente com o 10% SDS
preparou-se 1 L de 2x SSPE / 0,1% SDS e 1 L de 2x SSPE / 0,5% de SDS.
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7.3 ANEXO 3 — SEQUENCIAS DE PRIMERS

Tabela 7.2 — Sequéncia de Primers utilizados para realizagdo do PCR por MIRU-VNTR (adaptado de Suplly et al.,
2006[61]).

Tamanho da
Multiplex Locus unid_a(_je Pares de primers (de 5’ para 3’ com marcacio indicada’)
repetitiva
(pb)
w0 oo
wn mwe weom s LSO
m_wne e e
W W s ekt
o o e Ceheerec st
A2 MIRUIL 83 Gral0GACGTGGTCITOAT (VED)
150 MIRUGZ S 1uCTCGeACGACOGCTOARAAT (FAM)
e mwmmm N
I I 3L
R =
oo mw_weon s CASAROI
v wmon s omAcrcecercocaan
9 MRU& 5L QGCAGCAGAGCCCOGGATICTIC (FAM)
MIXE STL MIRUAS S8 CTTGAACGOGCARATIGTGA
ne  EmA 7 AAAICSTOCCATGACCTICTTAT D
o e
MixF 3690 MIRUSZ 5 §R0AGCOGCACCGOGGAAAGCTTAG
4156 MIRU 53 59 I,\?Q)%CACGGATTGCTCTAGT GCCGGCGTCCATGTT
263 QUBIL 6 N AGTGAATGGTGGCAT (FAM)
T e
wnn  w SN oo
w7 WRUsm 5 SCRCCICCOICRTARACCT T
e weon s e S
3171 MIRU 49 54 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (NED)

GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

“ FAM (6-carboxifluoresceina); VIC e NED néo tém constituigdo conhecida publicamente.
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