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Resumo

A tuberculose (TB) representa actualmente um problema de saide pablica. A
maioria dos casos, em 2013, ocorreu na Asia e na Regido Africana, particularmente na
Africa Subsaariana, onde se detectaram na Guiné-Bissau 387 novos casos de TB por
100 000 habitantes. No mesmo ano detectaram-se em Portugal 26 novos casos por cada
100 000 habitantes.

O presente estudo compreende a analise genotipica, através das técnicas de
Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit — Variable Number of Tandem Repeat
(MIRU-VNTR) e Spoligotyping de isolados clinicos oriundos da Guiné-Bissau e da
Regido de Saude de Lisboa. Permitiu caracterizar e identificar estirpes de
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) responsaveis por casos de TB na Guine-
Bissau e posiciona-las num contexto macroepidemiolégico e comparar estirpes
provenientes da Guiné-Bissau, com estirpes circulantes na Regido de Salude de Lisboa,
incluindo a comparacdo com isolados de individuos nacionais da Guiné-Bissau. A
caracterizacdo e identificacdo de estirpes de M. tuberculosis responsaveis por casos de
TB, na sua maioria resistentes, oriundos da Guiné-Bissau revelou uma maior incidéncia
da linhagem Beijing e LAM9, e na Regido de Lisboa as linhagens mais prevalentes
foram a LAM4, T1 e Beijing.

Verificou-se que a TB, em Portugal e na Guiné-Bissau, afecta mais 0 sexo
masculino e estd a surguir em grupos etarios mais novos (20-30 anos). Através da
comparagcdo com bases de dados internacionais, verificou-se que as estirpes Beijing
oriundas da Guiné-Bissau poderdo estar relacionadas com fluxos migratdrios entre a
Guiné-Bissau e paises da antiga Unido Soviética.

A comparagdo entre isolados oriundos da Guiné-Bissau com isolados da regido
de Lisboa permitiu verificar que os imigrantes guineenses em Portugal apresentam uma
estrutura populacional de M. tuberculosis semelhante a portuguesa, 0 que sugere que a
TB endémica em Portugal assume uma maior importancia nesta comunidade. A
deteccdo de clusters MIRU-VNTR aponta para a ocorréncia de transmissdo de TB

multirresistente nas regides estudadas.

Palavras-chave: MIRU-VNTR, Spoligotyping, Multirresisténcia, Lisboa.
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Abstract

Nowadays tuberculosis (TB) represents a public health problem. Most cases in
2013 occurred in Asia and in the African Region, particularly in sub-Saharan Africa,
where, in Guinea-Bissau was detected 387 new cases of TB per 100 000 inhabitants. At

the same year, in Portugal were detected 26 new cases per 100 000 inhabitants.

This study comprehends the genotypic analysis, through Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit - Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-VNTR) and
Spoligotyping, of clinical isolates from Guinea-Bissau and the Lisbon Health Region.
This work allowed us to characterize and identify Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) strains responsible for TB cases in Guinea-Bissau as well as its genetic
diversity. It also allowed us to position theseisolates in a macroepidemiologic
context,and compare strains from Guinea-Bissau with circulating strains in the Lisbon
Region of Health, including strains from Guinea-Bissau immigrants.. The
characterization and identification of M. tuberculosis strains responsible for TB cases,
mostly resistant, coming from Guinea-Bissau revealed a higher prevalence of Beijing
lineage strains, followed by (sub)-lineage LAMY, and in the Lisbon Health Region a
high prevalence of LAM4, T1 and Beijing strains.

Regarding patient data, the comparison between Portugal and Guinea-Bissau
clearly shows that males are more affected and that TB appears at younger ages
between 20-30 years. The comparison of the genotypic data against international
databases suggests that the prevalence of the Beijing lineage in Guinea-Bissau might be
associated with migratory events between Guinea-Bissau and former Soviet Union
countries. The joint analysis of Guinea-Bissau and Lisbon clinical isolates show that
immigrants coming from Guinea-Bissau in Portugal have a M. tuberculosis population
structure similar to the Portuguese structure. This suggest that endemic TB in Portugal
probably assumes a higher role in this community. The detection of MIRU-VNTR
clusters suggests ongoing recent transmission of multidrug resistant TB in the studied

regions.

Key words: MIRU-VNTR, Spoligotyping, Multidrug-resistant, Lisbon.
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1. INTRODUCAO

1.1 ENQUADRAMENTO HISTORICO

Os primeiros vestigios de tuberculose (TB) foram encontrados em 0ssS0s
humanos com 6000 e 8000 anos a.C., no periodo neolitico (Formicola et al., 1987).
No mesmo periodo encontraram-se vestigios da doenca espalhados pelo mundo:
Europa, Egipto e Continente Americano (Hershkovitz et al., 2008; Cave, 1939). Em
1481 foi descrito o primeiro caso de TB em Portugal, a doente foi a Madre Prioresa
do Mosteiro de Jesus, que tera transmitido a doenca a Infanta Santa Joana, falecida
em 1490. Na primeira metade do seculo XVI, Girolamo Frescatoro, estabeleceu a
no¢do de transmissdo e os padrdes de contagiosidade, sugerindo a transmissdo inter-
humana. Na década de oitenta, Zacarias Sylvius, descreveu o tubérculo como
unidade lesional da TB e mais tarde Richard Morton verificou que, para além dos
pulmdes, outros 6rgdos eram infectados. Nos séculos XVII e XVIII houve vérias
contradicGes sobre a contagiosidade da doenca, a partir desta altura verifica-se a
expansdo da TB por toda a Europa, atingido o seu pico nos séculos XVIII e XIX. E
precisamente nestes séculos que a doenca esta descrita como sendo responsavel por
um quarto da mortalidade global europeia, a chamada Peste Branca (Young, 1998).
Com o surto devastador, a populagéo rural transferiu-se para as grandes cidades, que
comecaram a implementar medidas higieno-sanitarias numa tentativa de combate a
doenca (Burdass, 2009; Pdsa et al., 2012).

Robert Koch, teve um papel fulcral no diagnostico da TB. No dia 24 de
Marco de 1882 (proclamado dia mundial da TB) deu a conhecer o microrganismo
responsavel pela doenca — o Mycobacterium tuberculosis (Sakula, 1983b).
Posteriormente descreveu a tuberculina, que pensou ser uma forma terapéutica, no

entanto, em 1905 Von Pirquet apresenta-a como um teste de diagndstico.

Numa tentativa de combate a TB foram criados sanatérios em zonas
montanhosas onde o nivel de incidéncia era menor. Apesar de terem sido ineficazes
na cura permitiram evitar que a doenca se espalhasse mais pela sociedade. O
primeiro sanatorio Portugués foi criado em 1854 no Funchal, pela Rainha D. Amélia.

Em 1913, Albert Calmette e Camille Guérin desenvolvem a vacina que ainda é



utilizada como profilaxia para a TB: a vacina BCG (Bacilo de Calmette e Guérin).
Estes investigadores perceberam que expondo culturas de bacilos bovinos em meio
com glicerina e bilis bovina, estes iam perdendo a viruléncia. Conseguiram assim
obter um bacilo sem viruléncia mas com a sua capacidade imunogénica, o BCG.
Estava assim criada a vacina antituberculosa, mas faltava um medicamento capaz de
curar a TB, que surge em 1944, desenvolvido por Selman A. Waksman, a
estreptomicina, o primeiro antibacilar a ser descoberto. Estava aberta a porta para a
descoberta de outros antibacilares (Sakula, 1983a). A terapéutica encontrada permitiu
diminuir o nivel de incidéncia da TB até 1985. Nesta altura surgiu uma epidemia de
VIH que aumentou drasticamente a incidéncia da TB. Em 1993, a doenca foi
considerada um problema emergente a nivel global (Burdass, 2009; Fine et al.,
1999).

Em 1998 foi determinada a sequéncia completa do genoma do M.
tuberculosis, que permitiu varios avancos na compreensao bioldgica da bactéria. O
conhecimento da epidemiologia da TB permanece com uma importancia vital para o

controlo da doenca, sobretudo nos paises com elevada incidéncia (Cole, 1998).



1.2 TUBERCULOSE NO MUNDO

A TB é uma doenca infecciosa que representa actualmente um grave
problema de saude publica, principalmente nos paises subdesenvolvidos (Figura 1).
A maioria dos casos estimados, em 2013, ocorreu na Asia (56%), de onde se destaca
a China, India, Bangladesh, Indonésia e Paquistdo; e no continente Africano, em
particular na Africa Subsaariana (29%). Menores proporcdes de casos ocorreram na
regido do Mediterraneo Oriental (8%), na Europa (4%) e na Ameérica (3%). Em 2013,
a OMS estima que tenham ocorrido cerca de 9 milhdes de novos casos e 1,5 milhes
de mortes devido a TB por todo o mundo, dos quais 360 000 eram VIH-positivos
(WHO, 2014a).

A incidéncia da TB tem vindo a diminuir lentamente ao longo dos Gltimos
anos e estima-se que, através de um diagndstico e tratamento eficazes, 37 milhdes de
vidas tenham sido salvas entre 2000 e 2013. No entanto, dado que a maioria das
mortes por TB é evitavel, o nUmero de mortos pela doenca ainda é inaceitavelmente
elevado (WHO, 2014a).

Estimated TB incidence rates, 2013
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Figura 1 - Novos casos de TB no mundo em 2013, por 100 000 habitantes (WHO, 2014b).



1.3 PORTUGAL E GUINE-BISsSAU

Portugal e Guiné-Bissau sdo dois paises com ligacdes histdricas e que
integram a Comunidade de Paises de Lingua Portuguesa (CPLP). A Guiné-Bissau €
um pequeno pais cuja populacdo tem um elevado grau de mobilidade dentro do pais
mas pouco contacto com a populacdo dos paises africanos vizinhos (Kéllenius et al.,
1999). Cerca de um terco da populacio da Africa Subsaariana esta infectada com M.
tuberculosis (Dye et al., 1999). No ano de 2000, estima-se que 17 milhdes de pessoas
na Africa Subsaariana foram infectadas com M. tuberculosis e VIH, o que representa

70% de todas as pessoas co-infectadas no mundo (Corbett et al., 2003).

Na Figura 2 é possivel avaliar a evolugdo da TB em Portugal e na Guiné-
Bissau de 2000 até 2013. Portugal tem vindo a conseguir controlar o nimero de
novos casos de TB, uma vez que, a sua incidéncia tem vindo a diminuir nos ultimos
anos. Pelo contrério, a Guiné-Bissau ndo esta a conseguir atingir um controlo eficaz
da doenca, pois a incidéncia tem vindo a aumentar gradualmente desde 2000. Em
Portugal registaram-se cerca de 26 novos casos por cada 100 000 habitantes em
2012, enquanto na Guiné-Bissau, no mesmo ano, existiram 382 novos casos por
100 000 habitantes (Figura 2). Portugal registou em 2013 um total de 2292 casos de
TB, dos quais 2142 eram novos €asos, OuU seja, casos sem tratamento anterior. Estes
nameros indicam uma reducdo de 257 casos em compara¢do com o0s 2399 em 2012
(WHO, 2014b).

Incidéncia de TB em Portugal e na Guiné-Bissau
(taxa por 100 000 habitantes)

450
400
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250
200
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50

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Guiné-Bissau 305 317 330 342 353 361 366 367 368 369 372 376 382 387
Portugal 51 48 45 43 40 37 3% 33 31 29 28 27 26 26

Figura 2 - Evolucéo da taxa de incidéncia da TB em Portugal e na Guiné-Bissau de 2000 até 2013
(adaptado de WHO, 2014c).



1.4 TAXONOMIA

As micobactérias estdo incluidas na familia Mycobacteriaceae, que contém
apenas o género Mycobacterium. Actualmente, na base de dados “List of prokaryotic
names with standing in nomenclature” ha citagdo de 170 espécies deste género.
Filogeneticamente proximos do Mycobacterium estdo os generos Corynebacterium,
Nocardia e Rhodococcus, o que se reflecte no elevado conteddo GC que apresentam
e ainda pelo facto de também serem produtores de &cidos micdlicos (Rastogi et al.,
2001).

As micobactérias estdo divididas em dois grandes grupos, as micobactérias de
crescimento rapido e as de crescimento lento. As de crescimento lento demoram mais
de sete dias a formar colonias visiveis e as de crescimento rapido demoram menos de
sete dias a formar coldnias visiveis a partir de um inoculo diluido. Alguns
investigadores compararam o rRNA 16S e verificaram que a filogenia reflecte a
divisdo entre as micobactérias de crescimento lento e rapido, com uma maior

coeréncia entre espécies de crescimento lento (Stahl et al., 1990).
As micobactérias podem também ser classificadas com base na pigmentacéo:

e Na&o cromogénicas — ndo apresentam producdo de pigmentos, p.e., M.
tuberculosis ou M. bovis;

e Fotocromogénicas — produzem pigmentos por foto inducéo, p.e., M. marinum
e M. kansasii;

e Escotocromogénicas — produzem pigmentos na auséncia de luz, p.e., M.

gordonae.

Mais tarde, Runyon, apresentou uma classificacdo baseada em caracteres
fenotipicos, pigmentacdo e tempo de crescimento:

e Grupo | — micobactérias de crescimento lento fotocromogénicas;
e Grupo Il — micobactérias de crescimento lento escotocromogénicas;
e Grupo Il — micobactérias de crescimento lento ndo-cromogénicas;

e Grupo IV — micobactérias de crescimento rapido.



1.5 CARACTERISTICAS GERAIS DAS MICOBACTERIAS

As bactérias sdo organismos procariotas, apresentando uma estrutura
relativamente simples. As bactérias representativas do género Mycobacterium
(micobactérias), sdo bacilos aerébios, imoveis, sem esporos e medem cerca de 1 a 10
um. A sua parede celular tem um elevado conteudo lipidico de &cidos micolicos,
tornando a bactéria resistente a descoloracao, apos a exposicao subsequente a alcoois
e &cidos. Esta caracteristica —alcool-acido resisténcia — permite uma diferenciacdo
rapida das micobactérias em esfregacos corados (Rastogi et al., 2001).

O involucro celular das micobactérias € composto por uma membrana
plasmatica interna, coberta por uma camada espessa de peptidoglicano,
arabinogalactano e membrana externa (Figura 3). A camada de peptidoglicano forma
a base sobre a qual estdo ancorados os arabinogalactanos, um polissacarideo
ramificado composto por D-arabinose e D-galactose. O residuo terminal de D-
arabinose é esterificado a &cidos micdlicos hidrofobicos de alto peso molecular,
ligados a moléculas glicolipidicas de superficie. Os componentes lipidicos
representam 60% do involucro celular. Porinas e proteinas de transporte estdo
integradas em todas as camadas do involucro celular e representam 15% da sua
constituicdo (Rastogi et al., 2001; Kaur et al., 2009). Muitas das espécies de
micobactérias crescem lentamente dividindo-se a cada 12-24 horas e requerendo um
periodo de 2 dias a 8 semanas para que 0 crescimento seja detectado em cultura
(Kaur et al., 2009).

Porina

Membrana
externa

Acidos micélicos

Arabinogalactano

Peptidoglicano

Membrana
plasmatica

Figura 3 - Esquema da estrutura do invdlucro do M. tuberculosis (adaptado de Kaur et al., 2009).



1.6 COMPLEXO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

O Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) € composto por varias
espécies e (sub)-espécies, incluindo o M. tuberculosis sensu stricto, M. africanum,
M. bovis, M. microti, M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae, M. orygis
e M. mungi. Geneticamente, todos os membros deste complexo sdo bastante
semelhantes tendo cerca de 99,9% de semelhanca nucleotidica e sequéncias do rRNA
16S idénticas (Cousins, 2003).

O M. tuberculosis é o principal responsavel pela TB e encontra-se espalhado
por todo o mundo. Varios estudos tém demostrado que as linhagens de M.
tuberculosis estdo fortemente associadas com as regiGes geograficas. A filogenia
global da estirpe indica que as linhagens se tém adaptado as caracteristicas
populacionais, dai existirem linhagens especificas ou muito mais prevalentes em

determinadas zonas geogréaficas (Caws et al., 2008).

O M. africanum tem uma elevada incidéncia nos paises da Africa Ocidental,
sendo a Guiné-Bissau o pais mais afectado, em que 52% dos casos de TB séo
causados por M. africanum, seguido da Gambia (38%) e da Serra Leoa (24%) (De
Jong et al., 2010). O M. africanum produz resultados variaveis na caracterizacéo
bioquimica classica, o que dificultou a sua classificacdo em (sub)-espécies. Através
da caracterizacdo bioguimica é possivel distinguir o M. africanum do tipo | (Oeste
Africano) e do tipo Il (Leste Africano). Com técnicas de genotipagem molecular o
M. africanum tipo | foi subdividido em M. africanum tipo | ou Africano 1 West,
prevalente em todo o Golfo da Guiné, e em M. africanum tipo Il ou Africano 2 West,

predominante no oeste da Africa Ocidental (De Jong et al., 2010).

O M. bovis é mais prevalente em bovinos e outros animais como alces e
veados. No ser humano afecta principalmente os pulmdes e os nédulos linfaticos. E
quase indistinguivel da TB causada por M. tuberculosis e ocorre principalmente em
individuos que manipulam e bebem leite contaminado. Os trabalhadores agricolas
podem adquirir a doenca pela inalagdo dos bacilos provenientes da tosse de bovinos

infectados. Em regides onde a TB bovina tem sido combatida, ocorrem alguns casos



residuais entre idosos devido a reactivacdo de lesbes latentes (Hardie et al., 1992;
O’Reilly et al., 1995). Os casos de TB por M. bovis representam menos de 1% de

todos casos de TB.

O M. microti causa TB nos roedores de pequeno porte. Esta espécie tem um
crescimento lento, dai a dificuldade no seu isolamento e diferenciacdo. Com técnicas
moleculares ¢é possivel a sua deteccdo e tipagem precisas. Em estudos retrospectivos
a espécie foi detectada em cerca de sete individuos do sexo masculino de diferentes
zonas geogréaficas em que um dos individuos era imunocompetente, outro possuia
VIH e em dois deles a bactéria estava na causa de TB pulmonar (Brodin et al., 2002;
Emmanuel et al., 2007).

O M. canettii surgiu pela detec¢do, num paciente com linfoadenite, de bacilos
que originavam culturas de colonias suaves e brilhantes (caracteristicas do
Mycobacterium). Na rotina laboratorial pode ser desvalorizado devido a sua
semelhanca com o M. tuberculosis. Os casos conhecidos de infec¢do por M. canettii

s&o mais prevalentes em Africa (Surname et al., 2008).

A estirpe M. caprae foi identificada pela primeira vez em tecido infectado de
cabra, dai 0 nome atribuido. Esta espécie é sensivel a pirazinamida e geneticamente
apresenta uma combinacdo de polimorfismos especificos. No gene gyrB foi detectada
a substituicdo de nucleotidos especificos, ndo existentes em outras espécies (Aranaz
etal., 1999; Aranaz et al., 2003).

O M. pinippedii foi detectado em amostras de tecidos infectados de pinipedes
(focas, ledes-marinhos e morsas). Existiram algumas ddvidas quanto a sua
classificacdo, no entanto o perfil obtido da analise proteica e dos fragmentos de
DNA, indicaram que esta espécie representa um clade isolado. Dados filogenéticos e
propriedades bioquimicas confirmaram que a espécie pertence ao CMT (Cousins et
al., 2003; Cousins et al., 1993).



O M. suricatta causa TB nos suricatas, foi relatado pela primeira vez em 2002
e isolado na Africa do sul. Anteriormente as estirpes encontradas nestes animais
eram definidas como M. tuberculosis, M. bovis e como um membro do CMT
adaptado ao animal. A ocorréncia de TB causou preocupacfes sobre o risco de
infeccdo para outros animais selvagens, animais domésticos e seres humanos
(Parsons et al., 2013).

O M. orygis foi encontrado em antilopes e o primeiro isolado desta espécie
foi detectado no 6rix, em 2012. Causa TB também em seres humanos, tendo uma
maior incidéncia na Africa e no sul da Asia (van Ingen et al., 2012; Gey van Pittius,
2012).

O M. mungi foi isolado em mangustos (Mungos mungo) que viviam perto de
populacdes humanas em Botswana. Esta espécie provoca elevadas taxas de
mortalidade entre os mangustos que vivem perto dos humanos (Alexander et al.,
2010).



1.7 TUBERCULOSE

1.7.1 INFECCAO E MODO DE TRANSMISSAO

O M. tuberculosis é transportado em particulas com 2 a 3 bacilos
provenientes de pessoas com TB pulmonar ou laringea, através de tosse, espirro ou
da propria fala. Apds inalagdo, as particulas dirigem-se para os alvéolos pulmonares
onde o M. tuberculosis infecta os macrofagos alveolares, que asseguram a
disseminacdo através de barreiras anatomicas, comecando pelo epitélio respiratorio.
A expressdo de certos genes nos macrofagos alveolares confere a micobactéria uma
maior probabilidade de multiplicacdo e de viruléncia, motivo pelo qual estas células
sdo os seus alvos preferenciais. O facto do tempo de vida dos macrdéfagos alveolares
ser mais longo possibilita a multiplicacdo inicial do nimero de bacilos (Ahmad.,
2011; Forrellad et al., 2013).

O M. tuberculosis utiliza diversos receptores do complemento (CR) como
portas de entrada para 0 meio intramacrofagico, principalmente através da activacao
do receptor C3 (CR3). A sua ligacdo ao CR3 inibe a producdo de IL-12 pelos
macrofagos, beneficiando a sobrevivéncia do M. tuberculosis. Isto acontece porque,
a IL-12 é uma interleucina que favorece a resposta dos linfocitos T CD4", logo, néo
existindo a sua producdo também ndo existe uma resposta imunol6gica adequada por
parte dos macréfagos (Ahmad, 2011; Forrellad et al., 2013; Guirado et al., 2013).
Outra particularidade consiste no facto de a expressdo de CR4 aumentar com a
diferenciacdo de mondcitos para macréfagos, existindo um aumento acentuado do
nimero de macrofagos alveolares. Este facto permite explicar o porqué de a
fagocitose de M. tuberculosis por macréfagos alveolares superar a de mondcitos
(Ahmad, 2011; Forrellad et al., 2013; Guirado et al., 2013).

Apds a fagocitose o macrofago liberta citocinas (glicoproteinas que induzem
a producéo de anticorpos), uma delas é o factor de necrose tumoral-alfa (TNF-a)) que
actua sobre os macrofagos, induzindo os intermediarios reactivos de nitrogénio
(RNIs), que sdo bastante eficazes contra as micobactérias virulentas. Outra citocina

produzida pelas células imunitérias em resposta a presenca da bactéria é o IFN-y.
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A micobactéria sobrevive no fagossoma do macréfago durante varios dias se, 0
lisossoma ndo se fundir com o fagossoma e se ndo houver acidificacdo do meio
intrafagossomico. (Ahmad, 2011; Forrellad et al., 2013; Guirado et al., 2013)

PEARS K\ .
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% Cura o
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pongagio
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% Reactivacdo
dos bacilos
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Disseminagdo
-2 =M. tuberculosis @ Sistema Imunitario

Figura 4 - Processo de Infec¢do pelo M. tuberculosis. Quando o bacilo infecta 0 homem
podem ocorrer trés situagfes distintas: i) O sistema imunitario consegue combater a infec¢do; ii) A
infec¢do evolui para TB por deficiéncia do sistema imunitario, o que acontece com frequéncia nos
individuos com VIH; iii) Apds inalagdo o M. tuberculosis é fagocitado pelos macréfagos alveolares,
gue permitem a transferéncia de antigénios para as células dendriticas. E assim ocorre estimulagdo das
células T CD4*, T CD8", T y5 e T CDI1. A libertacdo de IFN-y e TNF-a vai activar outros macréfagos
e promover a resposta imunoldgica. DC: célula dendriticas; M¢: macrofago infectado (adaptado de
Kaufmann et al., 2005).

A disseminacédo da doenca é acompanhada de proliferagdo bacteriana até que,
passadas duas a dez semanas, uma resposta imunitaria competente trava o processo
descrito ou, em casos de susceptibilidade, a doenca instala-se (Figura 4). Alguns dos
bacilos podem ficar quiescentes mas vidveis durante um numero indeterminado de
meses ou anos. A este estado de contencdo da multiplicacdo bacilar designa-se por
TB latente e ndo é infeccioso (Ahmad, 2011; Barrios-payan et al., 2010). A
patologia causa diversos sintomas como astenia, tosse e emagrecimento (Barrios-
payan et al., 2010; Burdass, 2009).
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A predisposi¢do para TB é mais elevada em individuos com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH) devido a diminuicdo do sistema imunitario. O VIH
altera funcionalmente os mondcitos e macrofagos, por diminuicéo da capacidade dos
linfocitos CD4", ficando desta forma comprometida a resposta inicial ao M.
tuberculosis (Ahmad, 2011; Talip et al., 2013). Nestes individuos a TB tem uma
progressao mais rapida e a reactivacdo é mais frequente assim como a reinfeccao.
Contudo ndo é s6 o VIH que influencia o curso da TB, o contrario também acontece.
A TB promove a libertacdo de TNF-a, IL-1pB ¢ IL-6 pelos macréfagos, o que acelera

a replicagédo do VIH e a progressao da infeccdo (Ahmad, 2011).

A TB pulmonar varia desde formas assintomaticas a formas mais graves
resultantes da disseminacdo. A TB pulmonar € diferenciada em primaria ou
secundaria. A TB priméria € diagnosticada e desenvolvida nos primeiros cinco anos
apos a infeccdo enquanto a TB secundaria desenvolve-se apds 0s primeiros cinco

anos a seguir a infecgdo priméria (Burdas, 2009; Bombarda et al., 2001)

Apesar de a TB se instalar principalmente nos pulmdes, a doenca ndo é
exclusivamente pulmonar. Alguns exemplos de TB extrapulmonar sdo a TB do
aparelho locomotor, ocular ou das glandulas supra-renais. (Bolognesi et al., 2013;
Santos et al., 2014; Oliveira et al., 2014; Basu et al., 2014).
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1.8 TUBERCULOSE RESISTENTE

O aparecimento de estirpes de M. tuberculosis resistentes aos antibacilares €
apontado, conjuntamente com a pandemia de VIH, como uma das principais razdes
para a reemergéncia da TB na década de 1980, o que levou a OMS a decretar esta

doenca como uma emergéncia global em 1993 (Mdiller et al., 2013).

Os pacientes com TB resistente sdo classificados como tendo resisténcia
adquirida ou primaria, de acordo com a existéncia de tratamentos anteriores. A OMS
definiu que existe resisténcia adquirida quando é isolado M. tuberculosis resistente
em individuos que j& foram tratados para a TB, e resisténcia primaria quando séo
isolados bacilos resistentes em pacientes sem um historial de tratamentos anteriores
(WHO, 2014).

A OMS, para uniformizar e para facilitar a compreensdo de taxas de

resisténcia atribuiu as seguintes definicoes:

- Monorresisténcia: caracteriza uma estirpe que é resistente a um dos
antibacilares de primeira linha (WHO, 2010a).

- Polirresisténcia: significa resisténcia a mais do que um dos antibacilares de
primeira linha (WHO, 2010a).

- TB Multirresistente (TB-MR): resisténcia simultdnea a isoniazida e
rifampicina, a que se podem associar resisténcias a outros farmacos
antibacilares (WHO, 2010b).

- TB extensivamente resistente (TB-XDR): TB com resisténcia a isoniazida e
rifampicina (TB-MR), a qualquer fluroquinolona (ciprofloxacina ou
ofloxaxina) e a um agente injectavel de segunda linha (amicacina, canamicina
ou capreomicina) (WHO, 2010b).

Hoje em dia fala-se de uma TB totalmente resistente, embora ainda ndo exista

consenso na sua definicéo.
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Em 2012, praticamente todos os paises do mundo reportaram casos de
multirresisténcia, independentemente da sua condi¢do econdmica. O numero de
casos notificados de TB-MR é menor na Europa Ocidental e Central; e América do
Norte, sequidos da Africa e América do Sul. A Europa de Leste apresenta o maior
namero de casos reportados de TB-MR (WHO, 2014a).

Em 2013, foram detectados 480 000 novos casos de TB-MR por todo o
mundo (WHO,2014a). No mesmo periodo, na Guiné-Bissau foram notificados 37
novos casos de TB-MR (WHO, 2014c) e em Portugal foram notificados 14 (1,5%)
novos casos de TB-MR (CDEC, 2015).

O principal mecanismo de resisténcia consiste na aquisicdo de mutacGes em
genes que estdo directamente relacionados com o processamento dos antibacilares,
conferindo resisténcia aos mesmos (Muller et al., 2013). Outros mecanismos de
resisténcia estdo relacionados com a estrutura da parede celular. Esta contém lipidos
complexos associados ao acido micdlico, que conferem impermeabilidade a entrada
dos antibacilares com actividade citoplasmatica (Buridnkova et al., 2004; Bosne-
David, 2000). Paralelamente, o M. tuberculosis tem varios transportadores proteicos
transmembranares que podem excretar os antibacilares do interior do bacilo,
impedindo a sua ac¢do (Louw, 2009). Adicionalmente, o bacilo da TB produz beta-
lactamases, tornando-o resistente aos antibidticos beta-lactamicos (Kwon et al.,
1995).

Durante a infecgcdo, 0 M. tuberculosis pode encontrar-se em compartimentos
especificos (granulomas), onde o oxigénio e os nutrientes sdo reduzidos. Para
sobreviver, o bacilo entra num estado de dorméncia em que cessa a divisdo e reduz o
metabolismo, 0 que Ihe confere uma resisténcia temporaria a certos antibacilares
(Gomez et al., 2004). Este fendmeno é distinto da resisténcia adquirida pois ndo esta
associado a alteracbes genéticas e 0 organismo torna-se susceptivel quando se volta a
dividir. A duragdo prolongada do tratamento pode dever-se a dificuldade na
eliminacdo dos bacilos latentes, que desenvolvem tolerdncia aos antibacilares,

particularmente a isoniazida (Karakousis et al., 2008; Vilchéze et al., 2006).
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1.9 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

O diagnostico microbiolégico da TB, apds a correcta colheita da amostra
clinica (expectoracao), inicia-se com microscopia e eventual amplificagdo directa de

acidos nucleicos, seguida de cultura e identificagdo da mesma.

A microscopia permite avaliar se o bacilo é alcool acido resistente e pode ser
realizada pela coloragéo de Ziehl-Neelsen (ZN) ou pela coloragdo com auramina ou
rodamina. A baciloscopia pela coloracdo de ZN de esfregacos de amostras clinicas
permite a deteccdo de micobactérias. Este método apresenta uma baixa sensibilidade
pois requer uma amostra com elevado numero de bacilos, o que o torna inadequado
para casos paubacilares como por exemplo casos de TB extra-pulmonar (Rastogi et
al.,, 2001). Em 2009, a OMS recomendou a microscopia LED (microscopia
fluorescente de diodo emissor de luz) como uma alternativa para a microscopia por
ZN. Este método é mais sensivel que a microscopia convencional. Globalmente, a

mudanga para microscopios de LED tem sido gradual (WHO, 2014a).

A amplificacdo directa a partir da amostra clinica descontaminada é realizada
em sistemas automatizados através da amplificacdo do DNA ou RNA. Os exemplos
mais utilizados s@o o Amplicor (Roche, Suica) que amplifica 0 DNA e permite
detectar M.tuberculosis, M. avium e M. intracellulare com obtencéo de resultados no
préprio dia (Soini et al., 2001); o sistema Artus (Qiagen, Holanda) detecta estirpes
do CMT também através da amplificagdo do DNA e apds uma hora é possivel obter
resultados (Hur et al., 2011); o sistema E-MTD (GenProbe, California, USA)
permite a deteccdo do complexo CMT por amplificacdo do RNA, permitindo obter
resultados em duas a trés horas (Soini et al., 2001); outro sistema de deteccéo
automética por amplificacdo do RNA é o Genotype Mycobacteria Direct (Hain
lifescience, Alemanha) que permite a detec¢do de cinco espécies de micobactérias
clinicamente relevantes e o resultado € obtido em poucas horas (Neonakis, 2009);
finalmente o sistema GeneXpert MTB / RIF (Cepheid, California, USA), que
funciona por PCR em tempo real, é especifico para M. tuberculosis e permite obter
resultados em duas a trés horas. Este Gltimo sistema permite ainda a detecgcdo de
mutacdes relacionadas com a resisténcia a rifampicina. Varios estudos demostraram
uma sensibilidade de 90 — 99% para este sistema (Steingart et al., 2014; Van Deun et
al., 2013; Zetola et al., 2014; Zwerling et al., 2014).
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O exame cultural € o pilar do diagnéstico da TB, sendo bastante sensivel e
especifico, contudo € um método demorado (Guillet-Caruba et al., 2014). Os meios
solidos onde se realiza a cultura séo o de Lowenstein-Jensen e Middlebrook 7H11. O
crescimento visivel de M. tuberculosis pode levar cerca de 3 a 8 semanas (Abe,
2003).

A combinacgdo dos meios liquidos com indicadores de crescimento permitiu
desenvolver sistemas de detec¢do automaticos que visam um crescimento e detecgéo
mais rapidos de M. tuberculosis (Ardito et al., 2001; Bemer et al., 2002). O sistema
automatizado mais utilizado é o BACTEC® MGIT® 960, existindo outros como 0
Versa TREK (Bio-Mérieux, Franca). O BACTEC® MGIT® 960 utiliza o meio de
cultura liquido Middlebrook em tubos que contém um composto fluorescente fixo ao
silicone da base. A fluorescéncia é libertada quando o oxigénio é consumido pelas
micobactérias e detectada por exposi¢do do tubo a luz ultravioleta (Scarparo et al.,
2001). Este sistema permite uma incubacdo e monitorizacdo continua do aumento da
emisséo de fluorescéncia, demorando entre 7 a 12 dias. Este sistema tem-se revelado
atil também para a realizacdo dos testes de susceptibilidade aos antibacilares. O
sistema Versa TREK detecta as micobactérias pela diminui¢do da pressao devido ao
consumo do oxigénio. A principal vantagem deste método é que permite detectar
micobactérias em qualquer amostra clinica, incluindo sangue e urina (Mirrett et al.,
2007).

No caso de um teste cultural positivo é necessario proceder a identificacdo da
espécie micobacteriana através de sondas de identificacdo. Séo utilizados métodos
automatizados que permitem ndo sé a identificacdo de estirpes do CMT como
também de outras micobactérias. Como exemplos, o sistema AccuProbe (Hologic,
US) permite a deteccdo de estirpes do CMT, M. avium, M. intracellulare,
M.gordonae e M. kansasii; o sistema MGIT TBc Identification test (Becton
Dickinson, US) apenas identifica estirpes especificas para 0 CMT, assim como o
Genotype MTBC (Hain, Lifescience, Alemanha) (Machado et al., 2014; Richter et
al., 2003); outro sistema é o INNO-LiPA (Innogenetics, Bélgica) que permite a
identificacdo do género Mycobacterium e 16 espécies micobacterianas; e ainda o
Genotype CM (Hain Lifescience, Alemanha) que também permite a detec¢do do
CMT e de 13 micobactérias ndo tuberculosas (Borstel et al., 2005).
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Para testes de identificacdo com resultado positivo deverdo ser realizados
testes de susceptibilidade aos antibacilares que podem igualmente ser realizados
usando sistemas automatizados de cultura em meio liquido como o Bactec MGIT
960 (antibacilares de primeira e segunda linha) e/ou o Versa TREK (rifampicina,

Isoniazida, etambutol e piraminazida).

Alguns testes moleculares permitem, para além da identificacdo de M.
tuberculosis, a deteccdo de resisténcias. O INNO-LiPA RIF.TB (Innogenetics,
Belgica) baseado em hibridacdo reversa, permite também a deteccdo de mutacdes
que caracterizam a resisténcia a rifampicina (numa regido do gene rpoB) (Viveiros et
al.,, 2005). O MTBDRplus (Hain Lifescience, Alemanha) também se baseia na
técnica de hibridacdo reversa e permite a identificacdo de mutacdes em genes
associados a resisténcia a rifampicina e/ou a isoniazina (Lacoma et al,. 2008;
Dorman et al., 2012; Barnard et al., 2012). Baseado no mesmo principio, o sistema
Genotype® MTBDRsI (Hain Lifescience, Alemanha) permite a deteccdo de estirpes
resistentes ao etambutol, as fluoroquinolonas e a antibacilares injectaveis de segunda

(amicacina, canamicina e capreomicina) (Theron et al., 2014).
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1.10 TRATAMENTO

A taxa de cura da TB € de 95% nos casos que ndo apresentem complicacoes.
Para que o tratamento seja eficaz é necessario que o diagndstico seja preciso, assim
como a determinacdo da resisténcia aos farmacos. A sua administracdo deve ser

realizada em regimes eficazes e controlados (Zumla et al., 2015).

O tratamento da TB assenta principalmente na utilizacdo de farmacos de
primeira linha por terem uma maior eficacia e baixos niveis de toxicidade para o
homem. Este grupo € composto por cinco antibacilares: estreptomicina, isoniazida,
rifampicina, etambutol, pirazinamida. A rifampicina é o unico antibacilar de primeira
linha com alguma eficécia contra as micobactérias latentes. A isoniazida tem uma
concentracdo minima inibitdria bastante reduzida, dai a sua extrema eficacia no
tratamento. A pirazinamida é importante no tratamento de curta duracdo em

combinacdo com a isoniazida e a rifampicina (Geetha et al., 2012).

Quando os antibacilares de primeira linha ndo sdo eficazes no tratamento da
TB recorre-se aos farmacos de segunda linha. Quando comparados com os de
primeira linha sdo menos eficazes e mais tdxicos. Alguns dos antibacilares que fazem
parte deste grupo séo a ofloxacina, capreomicina, amicacina, rifabutina, etionamida,
acido para-aminossalicilico, linezolide e moxifloxacina (Shim et al., 2013; WHO,
2014a).

Actualmente, o regime de tratamento de curta duracdo é o regime padrdo
definido pela OMS, com a duracdo de seis meses e divide-se em duas fases. A
primeira fase ou fase intensiva dura dois meses e consiste na administracdo de
isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol. A segunda fase ou fase de
continuagdo dura quatro meses e sdo administrados isoniazida e rifampicina. Este
regime é recomendado para pacientes sem suspeita de TB-MR, embora o etambutol
deva ser mantido durante toda a fase, em locais com elevadas taxas de resisténcia aos
antibacilares de primeira linha, ou seja, resisténcia a farmacos que ndo tenha
resultado de um tratamento anterior (WHO,2014a). Em caso de a doenca ja se ter
disseminado, de imunossupressdo ou de a cultura continuar positiva ao fim de oito
semanas, a terapia dos seis meses ndo é suficiente e o tratamento é prolongado até

aos nove meses (Zumla et al., 2015).
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No tratamento da TB-MR sé&o utilizados antibacilares mais caros e mais
toxicos, os antibacilares de segunda linha. O regime de tratamento recomendado pela
OMS encontra-se esquematizado na Tabela 1 (WHO, 2014a).

Tabela 1 - Orientac¢des para o tratamento de TB-MR (adaptado de WHO, 2014a).

Teste de Fase inicial Fase de continuacéo
sensibilidade aos L Duracéo S Duracéo
- Antibacilares (mesgs) Antibacilares (mesgs)
Ca_namic_ina Etionamida
. Etionamida b Fluoroquinolonas”
Né&o aplicavel Fluoroquinolonas >6 Pirazinamida 12-18
Pirazinamida
+/- Etambutol +/- Etambutol
Estreptomicina Etionamida
Resisténcia a: Etionamida Fluoroauinolonas”
Isoniazida + Fluoroquinolonas” >6 Piraginamida 12-18
rifampicina Pirazinamida +/- Etambutol
+/- Etambutol
1 antibacilar
Resisténcia a injectavel Todos excento os
todos 0s 1 Fluoroquinolona” - o] P 18
antibacilares de Utilizar dois de: 26 anti actlares
13linha PAS®, etionamida ou Injectavers
cicloserina
Teste de

sensibilidade aos
antibacilares de 22
linha

Regime individualizado consoante o padréo de sensibilidade

O uso do regime standardizado pode ser exequivel num pafs com recursos limitados e alta incidéncia
de TB.

® ciprofloxacina ou ofloxaxina

¢ 4cido para-aminosalicilico
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1.11 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular surgiu em grande parte devido a integracdo da
biologia molecular, medicina clinica, estatistica e epidemiologia. Esta abrangente
area estuda o papel dos factores genéticos e ambientais tanto ao nivel molecular
como a nivel celular ou bioguimico, tendo em conta a etiologia da doenca e a sua
distribuicdo geografica. Mais especificamente a epidemiologia molecular tenta
utilizar uma abordagem multidisciplinar para identificar os factores que determinam
a causa da doenga, a sua propagacao e distribuicdo no espago e no tempo (Mathema
et al., 2006; Barnes et al., 2007). Os estudos epidemiolégicos sdo realizados pela
associacdo das caracteristicas epidemioldgicas com as propriedades biologicas de
isolados clinicos de individuos sintométicos. A sua utilizacdo é vastissima e estdo
constantemente a ser descobertas novas formas de a aplicar. Antes de existirem
métodos moleculares, ndo era possivel entender a propagacéo exacta da TB. Neste
sentido a epidemiologia molecular tem sido muito aplicada a estudos populacionais,
permitindo estabelecer ligacGes epidemioldgicas entre doentes que, de outra maneira,
nunca seriam relacionados. Os estudos de epidemiologia molecular mostram que a
transmissdo da TB varia localmente. Locais onde ndo existem condicBes higieno-
sanitarias sdo muitas vezes os focos de transmissdo da TB. Os servigos de cuidados
de salde, bares e transportes publicos tém sido também importantes locais de
transmissdo da TB. Os esforcos para identificar populacdes de alto risco e locais de
transmissdo sdo cruciais para o efectivo controlo da doenca (Zamudio et al., 2015;
Ma et al., 2015; Lonnroth et al., 2015).

A multiplicidade de ferramentas moleculares disponiveis é fundamental para
escolher o método epidemioldgico adequado para tratar de uma questdo em particular
(transmissdo, surtos ou filogenia). Em geral, os aspectos-chave na escolha da
abordagem molecular adequada para estudos epidemiol6gicos, sdo a taxa de
polimorfismos e a diversidade genética das estirpes. Estes, juntamente com a
prevaléncia geral da TB, devem ser levados em consideracdo na escolha do método

epidemioldgico e na avaliacdo de dados (Mathema et al., 2006).

Durante quase duas décadas a técnica gold-standard de genotipagem era
baseada na deteccdo da sequéncia de insergdo IS6110 (presente apenas em estirpes

do CMT e cujo seu numero de copias varia entre 1 e 20 por cromossoma) por RFLP
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(Restriction Fragment Lenght Polymorphism). A técnica tem um elevado poder
discriminatorio mas apresenta algumas desvantagens pois requer uma quantidade de
DNA consideravel, apenas possivel de obter através da cultura. Estirpes diferentes
apresentam uma grande variabilidade, quer no ndmero de cOpias quer na sua
localizacdo. As limitagBes da técnica foram ultrapassadas pelas técnicas de Spacer
Oligonucleotide Typing (Spoligotyping) e Mycobacterial Interspersed Repetitive
Units - Variable Number of Tandem Repeats (MIRU-VNTR) (Barnes et al., 2007;
Mathema et al., 2006).

A genotipagem por MIRU-VNTR baseia-se na amplificagdo por PCR das
regides intergenicas de repeticdes nucleotidicas com um numero variavel em tandem
(VNTR) com 40 a 100 pb, designadas por MIRUs (Figura 5). Na técnica sdo
amplificados 12, 15 ou 24 loci e cada um é caracterizado pelo nimero de repeticdes,
gerando um codigo numeérico (Barnes et al., 2007). As técnicas MIRU-VNTR 15 loci
e 24 loci possuem maior poder discriminatério que o MIRU-VNTR 12 loci pois
englobam mais regides de estudo, aumentando assim a especificidade. O MIRU-
VNTR 15 loci foi proposto como a tecnica standard para descriminacgao
epidemioldgica de isolados M. tuberculosis e 0 MIRU-VNTR 24 loci é avaliado
como sendo o sistema de alta resolucdo para estudos filogenéticos uma vez que,
permite uma descriminacdo mais precisa entre isolados da mesma espécie (Mathema
et al., 2006). A metodologia MIRU-VNTR permite a catalogacdo digital dos
resultados, facilitando a comparacéo inter-laboratorial de perfis (Barnes et al., 2007;
Supply et al., 2006). A técnica pode ser realizada de forma automatizada pela
utilizacdo de primers marcados com fluorocromos, permitindo a genotipagem de um

elevado numero de isolados em menos tempo (Supply et al., 2006).

A técnica de Spoligotyping analisa o locus DR (direct repeat) existente no
cromossoma de M. tuberculosis com 10 a 50 cépias de 36 pb separadas por
espacadores com sequéncias diferentes (Figura 5). As regides DR podem perder
irreversivelmente espacadores devido a recombinacdo homologa ou a transposicao
do 1S6110, ndo sendo possivel obter fragmentos de DNA adicionais. A variabilidade
existente na auséncia ou presenca de espagadores especificos e o padrdo de
espacadores num isolado particular pode ser usado na sua genotipagem. O método
Spoligotyping é baseado na amplificacdo por PCR das regides espacgadoras no locus
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DR e deteccdo por hibridagdo reversa utilizando sondas especificas. Dada a
unidireccionalidade evolutiva deste tipo de marcador, delecbes de DRs e de
espacadores podem ocorrer varias vezes e de forma independente levando a uma
evolucdo convergente (Mathema et al., 2006). Comparativamente com a
genotipagem por RFLP-1S6110 este método tem a vantagem de necessitar de
pequenas quantidades de DNA, e os resultados, positivo ou negativo, podem ser
expressos em formato numeérico, o que a semelhanca do MIRU-VNTR facilita a
comparacdo inter-laboratorial de perfis (Barnes et al., 2007). Esta comparacdo é
possivel através da base de dados SITVIT WEB (www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE) que nos permite ter acesso a linhagem de
cada isolado assim como ao SIT (Spoligotyping International Type). O SIT indica
que o perfil de Spoligotyping em estudo ja foi identificado em dois ou mais isolados
clinicos, no caso de apenas ter sido isolado uma vez este é designado por Orphan
(Demay et al., 2012).

Através da técnica de Spoligotyping é possivel reconhecer as estirpes M.
africanum pela auséncia dos espacadores nove a 39 no seu perfil de Spoligotyping
(Huard et al., 2006). Dados prévios sugerem que algumas, mas ndo todas, as estirpes
AFRI_1 tém delecdo do espacador numero oito em adicdo as delecbes nos
espacadores nove e 39. Estirpes AFRI_2 apresentam delecdo dos espacadores sete a

nove e 39 (Vasconcellos et al., 2010).

Comparando a técnica de Spoligotyping com a de MIRU-VNTR verifica-se
que a técnica MIRU-VNTR tem maior poder de descriminacdo, principalmente
quando utilizados os 24 loci. Contudo a técnica de Spoligotyping permite

caracterizar as estirpes num contexto macroepidemioldgico.
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Figura 5 - Genoma do M. tuberculosis. A - MIRUs; B — 1S6110; C- Locus Direct Repeats (Adaptado
de Barnes et al., 2007).

Em Portugal, nas duas ultimas décadas, a TB-MR e a TB-XDR tém estado
altamente associadas com uma familia de estirpes geneticamente muito semelhantes,
designada por familia Lisboa (Perdigédo et al., 2013). A familia Lisboa foi definida
como um grupo de estirpes que partilham um perfil de RFLP-1S6110 semelhante de
nove a 11 bandas (pertencente a linhagem LAM) e/ou partilha de uma taxa de
similaridade de pelo menos 95% quando genotipadas por MIRU-VNTR 12 loci. A
prevaléncia dessa familia na regido de Lisboa pode representar até 74% e 80% dos
casos de TB-MR e TB-XDR, respectivamente. Outro cluster fortemente relacionado
com a resisténcia na regido pertence a linhagem LAM e é designado por Q1. Este
cluster € geneticamente muito proximo da familia Lisboa, provavelmente com uma
origem comum. Quando genotipadas por MIRU-VNTR 12 loci, as estirpes Q1 tém
sido idénticas ao cluster Lisboa 3, para 11 loci MIRU-VNTR. Porém, quando
genotipadas por Spoligotyping, apresentam perfis mutacionais distintos, devido a

supressdo dos espacadores 38-43 no locus DR (Perdigédo et al., 2013).

Em vérios estudos epidemioldgicos do CMT na Guiné-Bissau foi identificado
um grupo unico de espécies designadas por Familia Guiné-Bissau. As estirpes desta
familia apresentam um perfil de Spoligotyping AFRI-1 mas por RFLP-1S6110
apresentam um perfil distinto, tendo poucas inser¢des 1S6110 e ndo contém as
regides de diferenca RD7, RD8, RD9, e RD10, RD701 e RD702 (Groenheit et al.,
2011). Apesar de serem genotipicamente proximas, sdo bastante heterogéneas

fenotipicamente (p.e. na resisténcia a pirazinamida) (Kallenius et al., 1999).
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A estirpe de M. tuberculosis H37Rv (estirpe virulenta), é a estirpe mais
utilizada na investigagao e como referéncia laboratorial, foi a primeira cujo genoma
foi sequenciado. O seu genoma completo e as informacgdes sobre a espécie foram
publicadas em 1998 por Cole et al (Cole et al., 1998). Mais recentemente, 0
desenvolvimento e difusdo de tecnologias de sequenciacdo de nova geragdo tem
permitido a sequenciagdo gendmica de um numero cada vez maior de isolados
clinicos num periodo temporal cada vez menor. Trata-se de uma metodologia
passivel de ser implementada com varias finalidades, incluindo a genotipagem. Este
método potencialmente permite identificar todas as diferengas existentes a nivel
nucleotidico entre dois isolados, exibindo um maior poder discriminatério quando
comparado com os métodos de tipagem classicos (RFLP-1S6110, Spoligotyping e
MIRU-VNTR) (Perdigdo et al., 2014). Permite ainda identificar surtos de TB e
avaliar a direcgdo da transmisséo entre individuos. Walker et al. (2013) definiram um
limiar de 12 single nucleotide polymorphisms (SNPs) de diferenca, acima do qual a
transmissdo recente é excluida (Walker et al., 2013). A técnica é também utilizada
para a descriminacdo de isolados de M. tuberculosis dentro de clusters MIRU-VNTR
(Perdigdo et al., 2014). A vigilancia de rotina por sequenciacdo ainda esta longe mas,
espera-se um maior entendimento da transmissdo da doenca, a medida que mais
estirpes sdo sequenciadas e que os dados produzidos sdo analisados a luz da

informacao clinica e epidemioldgica tradicional (Perdigdo et al., 2014).
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1.12 OBJECTIVOS

O trabalho desenvolvido compreende a analise genotipica de isolados clinicos
oriundos da Guiné-Bissau e da Regido de Saude de Lisboa com tuberculose. Os
objectivos deste trabalho séo:

1. Caracterizar e identificar estirpes de M. tuberculosis responsaveis por
casos de TB na Guiné-Bissau;

2. Posicionar, num contexto macroepidemiologico, as estirpes identificadas;
3. Comparar estirpes provenientes da Guiné-Bissau, com estirpes circulantes

na Regido de Saude de Lisboa, incluindo a comparagdo com estirpes de

individuos de nacionalidade guineense (Guiné-Bissau).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 IsoLADOS CLINICOS

Neste estudo foram utilizados um total de 53 isolados clinicos de M.

tuberculosis, correspondendo cada isolado a um doente com tuberculose:

13 Isolados enviados pelo laboratério de micobactérias do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical (IHMT), oriundos do Hospital Raoul
Follereau, Guiné-Bissau, em 2012, de pacientes guineenses com
diagndstico clinico de TB e baciloscopia positiva aos dois meses de
tratamento;

9 Isolados clinicos provenientes da Regido de Saude de Lisboa, enviados
pelo IHMT entre 2003 e 2008;

6 Isolados clinicos provenientes da Regido de Saude de Lisboa, enviados
pelo Hospital Curry Cabral entre 2013 e 2014;

25 Isolados clinicos provenientes de doentes da Regido da Salude de
Lisboa com nacionalidade guineense, enviados pelo Laboratorio de Salude
Pablica da Administracdo Regional de Salde de Lisboa (ARS) entre 2007
e 2008.

As amostras enviadas consistiram em DNA extraido nos laboratérios de

micobacteriologia do IHM (método CTAB) ou ARS (Termdlise), excepto para 0s

isolados clinicos provenientes do Hospital Curry Cabral, cuja amostra enviada

consistiu na cultura e o DNA foi extraido no Laboratorio de Micobactérias da

Faculdade de Farmacia no decorrer do presente trabalho. Os dados fenotipicos dos

isolados (antibiogramas e identificacdo) e dados demograficos dos respectivos

doentes foram fornecidos pelos respectivos laboratérios de origem.
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2.2 EXTRACCAO DE DNA

O procedimento utilizado para extrair e purificar DNA de M. tuberculosis no
decorrer do presente estudo consistiu no método de CTAB, previamente descrito por
Van Soolingen et al. (van Soolingen et al., 2001). Duas ansas de cultura no meio
Lowenstein-Jensen dos isolados em estudo foram inicialmente ressuspendidas em
400 pl de tampéo, 80°C durante 20 minutos, de forma a inactivar a cultura. Apds
arrefecimento da suspensdo, foram adicionados 50 pl de lisozima (10 mg/ml)
seguido de incubacdo overnight a 37°C. De seguida, adicionaram-se 75 pul da solucéo
SDS/proteinase K (ver Anexo 3) e incubou-se 10 minutos a 65°C. Seguidamente,
foram adicionados 750 pl de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), agitou-se
vigorosamente (vortex) e centrifugou-se durante 8 minutos a 15 700 rcf. Transferiu-
se a fase aquosa (superior) para um novo tubo ao qual adicionou-se 450 ul de
isopropanol para precipitacdo do DNA. Colocou-se o tubo a — 20°C durante pelo
menos 60 minutos e de seguida centrifugou-se a 15 700 rcf durante 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado, ficando cerca de 20 pl, adicionou-se 1 ml de etanol frio
a 70% e inverteu-se o tubo algumas vezes de modo a lavar o DNA precipitado
(remocdo de ibes). O sobrenadante foi descartado ficando cerca de 20 pl no tubo,
centrifugou-se durante 1 minuto a 15 700 rcf. Todo o sobrenadante foi removido
cuidadosamente. O pellet foi deixado a secar durante aproximadamente 15 minutos a
temperatura ambiente de modo a evaporar todo o etanol. Dissolveu-se o pellet em

cerca de 70 pul de tampédo a 1X e deixou-se a 4°C overnight.

Apo6s a extraccdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria num
aparelho NanoDrop (NanoDrop, Thermo Scientific, USA) e diluido para 5 ng/ul e 25

ng/ul para posterior utilizacao.
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2.3 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR

A genotipagem por MIRU-VNTR foi realizada para cada isolado através de
amplificagdo por PCR multiplex de 24 loci, usando a polimerase de DNA HotStarTaq
(Qiagen®, US), como ja descrito por Supply et al. (2001). A conven¢do MIRU-
VNTR encontra-se no Anexo 1.

2.3.1 MISTURAS DE REACCAO

As misturas de reaccdo de PCR devem ser preparadas no momento em que
sdo utilizadas, antes da adi¢cdo do DNA gendmico. No entanto, existem solugdes que
necessitam de preparacao (como a diluicdo dos dNTP), estas podem ser preparadas
antecipadamente e armazenadas a -20°C até a sua utilizagdo. O volume final por

reaccdo (apds a adicdo de DNA) foi de 20 pl (Tabela 2 e Tabela 3).

Tabela 2 - Volume de cada componente para preparacdo das misturas de PCR multiplex.

Misturas de reaccao 1 2 3 4 5 6 7 8
4 10 0424 2401 2163b 2 20 2347
Loci 26 16 0577 3690 1955 23 24 2461

40 31 2165 4156 4052 39 27 3171

Agua bidestilada estéril (ul) 7 8,3 8,7 75 8,7 79 87 8,3

Tampdao 10x (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2
Solugéo Q (ul) 4 4 4 4 4 4 4 4
MgCl, 25mM (ul) 1,2 0,4 0 1,2 0 0,8 0 0,4
dNTP 5mM 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Primers (cada, pul) 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
DNA polimerase (ul) 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
DNA (ul) 5ng/ pl 2 2 2 2 2 2 2 2

Total(u) 20 20 20 20 20 20 20 20

*A concentragdo dos primers ndo marcados € de 20 pmol/pl. Nos primers marcados a concentragéo €
de 2 pmol/ul para o locus 0577, 3690 e 1955; 8 pmol/ul para o locus 4052; 20 pmol/u para o locus
4156 e 4 pmol/ul para os restantes loci.
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2.3.2 AMPLIFICACAO

A amplificacdo dos loci alvo foi realizada por PCR de acordo com as
condicgdes descritas na Tabela 3, num termociclador T3 Thermocycler (Biometra®
Goettingen, Germany). O numero de ciclos do programa de amplificacdo foi ajustado
consoante a reac¢do ou o método de electroforese (Tabela 4). Os produtos de PCR

foram armazenados a 4°C ou a -20°C caso a sua utilizacdo seja mais demorada.

Tabela 3 - Volume de cada componente para preparacdo das misturas de reac¢do de PCR simplex.

Misturas de reaccdo para PCR simplex

Reagentes Volume (pl)
Agua bidestilada estéril 11,8
Tampao 10x (NZYtech) 2,5
DMSO 1
MgCl, 25mM (Quiagen) 1,5
dNTP 5mM (NZYtech) 2
Primer Forward* 1
Primer Reverse* 1
NZYTag DNA polimerase 5U/ul 02
(NZYtech) ’
DNA (2-5 ng/ ul) 2
Total 25

*A concentracdo dos primers ndo marcados é de 20 pmol/pl. Nos primers
marcados a concentragdo é de 2 pmol/ul para o locus 0577, 3690 e 1955; 8 pmol/ul
para o locus 4052; 20 pmol/u para o locus 4156 e 4 pmol/ul para os restantes loci.

As sequéncias dos primers utilizados encontram-se no Anexo 2.

Tabela 4 - Programa de PCR multipex.

Duracéo

(minutos) Temperatura
15 95°C_ O nlmero de ciclos para a analise
1 94°C | automatica foi de 30 para a mistura 1, 2, 4,
1 59°C | 6, 7 e 8 e de 35 ciclos para a mistura 3 e 5.
1,30 72°C1Se a andlise for manual devem ser
10 12°C  executados 40 ciclos para todas as
o0 4°C  reaccdes.
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2.3.3 ANALISE DO PRODUTO POR ELECTROFORESE EM GEL DE

AGAROSE

Os produtos de amplificacdo foram analisados por electroforese em gel de
agarose a 2% (p/v) com o brometo de etidio (concentragdo final: 0,5 ul/ml). Para
preparacdo das amostras foram utilizados, por amostra, 6 pl de agua bidestilada
estéril, 4 pl do produto de PCR e 2 pl de tampéo de aplicacdo 6X. O marcador de
pesos moleculares NZYDNA Ladder VI (NZYTech, Lisboa, Portugal) foi aplicado em
trés pocos e apos aplicacdo total das amostras de amplificagdo no gel, procedeu-se a
electroforese durante 3h a 100V.

2.3.4 ANALISE DO PRODUTO POR ELECTROFORESE CAPILAR

Para realizacdo da electroforese capilar, foram aplicados 1,2 pl do produto de
PCR numa placa de 96 pogos contendo 15 pl de formamida HI-DI (Applied
Biosystem®, Foster City, USA) e 0,35 ul de marcador MapMarker 100-1200 ROX
(Bioventures, USA), por poco.

Apbs a aplicacdo, as amostras foram desnaturadas a 94°C durante 10 minutos
e imediatamente refrigeradas. De seguida, a placa foi enviada para electroforese
capilar num sequenciador AbPrism® 3130XL Genetic Analyser (Applied
Biosystems®, Foster City, USA).
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2.3.5 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Gel de agarose

A interpretacdo dos resultados obtidos através do gel de electroforese a 2%
consiste na analise do tamanho de fragmento de acordo com o marcador utilizado, tal
como demostrado na Figura 6. Para cada tamanho de banda foi atribuido um alelo.
Os valores obtidos sdo analisados na base de dados online MIRU-VNTR Plus

(www.miru-vntrplus.org).

Allele MIRT 40

700 pb 354

600 pb 408

462

500 pb s16

570

400 pb ___

624

678

A [ R [ W|R|~O

732

Figura 6 - Identificacdo alélica por MIRU-VNTR do locus 40 (adaptado de Supply et al., 2005).

Electroforese capilar

Os resultados obtidos por electroforese capilar das reac¢fes de amplificacao
multiplex foram analisados através do software Peak Scanner (Applied Biosystems®,
Foster City, USA), que permite distinguir os diferentes picos correspondentes a
produtos de amplificacdo consoante a sua marcagdo fluorescente. O tamanho do
produto de PCR foi automaticamente calculado pelo software referido através da
comparacdo com a posicdo do marcador de tamanho padrdo. O valor obtido é
comparado com os valores tabelados para cada locus VNTR de forma a determinar o
alelo correspondente. 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 detectados picos com intensidade semelhante repetiu-se a amplificacéo
por PCR multiplex ou simplex para os loci em causa. Os alelos obtidos para cada
locus e para cada isolado foram posteriormente analisados na base de dados online

MIRU-VNTR Plus (www.miru-vntrplus.org).
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2.4 SPOLIGOTYPING

2.4.1 PREPARACAO DA MEMBRANA

De modo a preparar a membrana de nitrocelulose (Pall Corporation, Port
Washington, USA) com as sondas imobilizadas, diluiram-se os oligonucleétidos (ver
Anexo 5) em 150 pl de NaHCO3; 500mM a pH 8,4. De seguida, activou-se a
membrana por incubagdo em 10 ml de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida
(EDAC) a 16% (p/v, preparado no dia) durante 10 minutos na garrafa de hibridacédo a
temperatura ambiente. A membrana foi lavada em agua destilada durante 2 minutos e
foi colocada no miniblotter, tendo em atencdo se todos os pocos estdo na area da
membrana. A agua em excesso foi retirada por aspiragdo e em seguida foram
aplicados, em cada um dos pocos, 150 pl de cada sonda (previamente diluida). Os
pocos das extremidades foram utilizados para marcacdo do limite da membrana

através da aplicagdo de tinta de caneta permanente, diluida a 1:100 em SSPE 2x.

A preparacéo das solucdes utilizadas encontra-se descrita no Anexo 4.

2.4.2 AMPLIFICACAO

Para realizacdo do PCR foram necessarios 10 ng de DNA. Como controlo
positivo foram utilizados: 0 DNA do M. tuberculosis H37Rv e do M. bovis BCG. Na
reaccdo de controlo negativo foi utilizada dgua bidestilada estéril em substituicdo da
solucdo de DNA. O DNA do M. tuberculosis H37Rv e do M. bovis BCG permitiram
verificar se todas as sondas estavam funcionais. Foram utilizados dois primers
designados por DRa (5-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’, biotinilado na
extremidade 5°) e DRb (5’-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3"). O volume de cada
componente utilizado para a amplificacdo do DNA encontra-se descrito na Tabela 5

e o programa de amplificacdo esta descrito na Tabela 6.
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Tabela 5 - Volume de cada componente para preparacao da mistura de PCR de Spoligotyping.

Misturas para PCR de Spoligotyping

Reagentes Volume (ul)
Agua bidestiladada estéril 30,3
Tampéo 10 x 5
MgCl; 25mM 1,5
dNTP 5mM 4
Primers DRa (5mM) 4
Primer DRb (5mM) 4
NZYTaq DNA polimerase 5 U/ul (NZYtech) 0,2
DNA (2-5 ng/ ul) 1

Total 50 pl

Tabela 6 - Programa de PCR de Spoligotyping.

Duragédo (minutos) Temperatura

3 96°C
1 96°C
1 55°C ] 40 X
0,30 72°C
10 72°C
oo 4°C
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2.4.3 HIBRIDACAO

Para hibridacdo dos produtos de PCR, a membrana foi previamente lavada
durante 5 minutos com 250 ml de 2xSSPE / 0.1% de SDS a 60°C. De seguida
colocou-se a membrana no miniblotter de forma a que as sondas imobilizadas na
membrana ficassem perpendiculares aos sulcos do miniblotter. Em paralelo,
adicionou-se 20 ul do produto de PCR a 150 pl de SSPE 2x / 0,1% SDS, desnaturou-
se durante 10 minutos a 100°C e de seguida colocou-se imediatamente em gelo.
Antes de se colocarem as amostras no miniblotter, este foi aspirado para os sulcos
ficassem completamente secos. De seguida os produtos de PCR diluidos foram
aplicados no miniblotter de forma a ndo formar bolhas e hibridaram durante 60
minutos a 60°C numa superficie horizontal sem qualquer tipo de agitagdo. Em
seguida, removeram-se as amostras de todos 0s pogos por aspiracdo e retirou-se a
membrana do miniblotter. A membrana foi de seguida lavada duas vezes em 250 ml
de SSPE 2x / 0.5% de SDS durante 10 minutos a 60°C. Apos a lavagem a membrana
foi incubada numa garrafa de hibridacdo, com o conjugado de estreptavidina-
peroxidase diluido a 1:4000 (2,5 pl do conjugado em 10 ml de SSPE 2x / 0.5% SDS)
durante 60 minutos a 42°C. Lavou-se a membrana duas vezes com 250 ml de SSPE
2x [ 0.5% SDS durante 10 minutos a 42°C. De seguida lavou-se a membrana duas
vezes, a temperatura ambiente, com 250 ml de SSPE 2x durante 5 minutos com

ligeira agitacdo.

2.4.4 DETECCAO DA QUIMIOLUMINESCENCIA

Para deteccdo da quimioluminescéncia a membrana foi incubada durante 1
minuto em 20 ml de reagente de deteccdo (Amersham ECL Detection Reagent; GE
Healthcare, Carnaxide, Portugal). A membrana foi envolvida em plastico numa
cassete de revelacdo e a partir deste passo todos os restantes foram realizados numa
camara escura. Colocou-se o filme de quimioluminescéncia (Amersham Hyperfilm
ECL, GE Healthcare, Carnaxide, Portugal) em contacto com a membrana durante 15
minutos para revelacdo da imagem. De seguida, colocou-se o filme numa solugéo

reveladora, lavou-se com &gua corrente e foi colocado numa solucgéo fixadora.

34



2.4.5 REGENERACAO DA MEMBRANA

De modo a regenerar a membrana para utilizacdes posteriores, esta foi lavada
duas vezes com SDS a 1% durante 30 minutos a 80°C e de seguida com EDTA
20mM a pH8 durante 15 minutos a temperatura ambiente. A membrana foi guardada
a 4°C num saco de plastico com EDTA a 20mM, devidamente selado para impedir

que desidratasse.

2.4.6 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Apds a revelacdo da imagem o resultado que se obtém é semelhante ao
demonstrado na Figura 7. Quando a estirpe apresenta sinal para o espacador atribui-
se 0 nimero 1, caso contrario atribui-se o numero 0. Este procedimento tem de ser
realizado para todos os 43 espagadores, obtendo-se desta forma um codigo binério.
Esse codigo é ainda codificado para um cédigo octal, em que: 000=0; 001=1; 010=2;
011=3; 100=4; 101=5; 110=6; 111=7. O cddigo octal é introduzido e analisado nas
bases de dados online MIRU-VNTR Plus (www.miru-vntrplus.org) e SITVIT WEB
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/).

1 Espacadores 43

ca
ANENENENENNNNENENEN | DNNNNNNNEEN | | | DEEEEEE ccroccrene

1111111111111111111001111111111100001111111 CodigoBindrio
111)111)111)111]111)111)100111111]111110/000[111[111]1 Grupos-14+1
7 7 7 7 7 7 4 7 7 7 6 0 7 7 1 Cidigooctal

Figura 7 - Interpretacdo dos resultados por Spoligotyping.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS CLINICOS ORIUNDOS DA GUINE-
Bissau

3.1.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

No presente estudo foram caracterizados 13 isolados clinicos oriundos da
Guine-Bissau, provenientes de 7 (53,8%) doentes do sexo masculino e 6 (46,2%) do
sexo feminino, cujas idades variaram entre os 19 e os 72 anos (Figura 8). Dos 13
isolados clinicos em estudo verificou-se que 9 (69,2%) apresentaram resisténcia
cumulativa a isoniazida e a rifampicina, tendo sido classificados como isolados

multirresistentes (Tabela 7). Nao foram detectados isolados TB-XDR.

[o)]
J

(%2
!

S
|

—e— Masculino

Ne° de isolados clinicos
w
|

2 Feminino
—a— Total
1 - / ~
0 v T J N |
10-19 20-29 30-39 40-49 >50
Faixa etaria

Figura 8 - Numero de isolados oriundos da Guiné-Bissau por faixa etéria e género.
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Tabela 7 - Dados demograficos e o padrdo de susceptibilidade dos isolados clinicos oriundos da
Guiné-Bissau.

Susceptibilidade a antibacilares de primeira e segunda linha”

Isolado Género® Idade

S 1 REP OFX CAP AMK RFB ETH PAS LZ MOX
G65 M 24 S RRSS S S S R S S S S
G73 M 41 S RRRR S S S R S S S S
G44 M 62 S S SSS nd nd nd nd nd nd nd nd
G67 F 72 SSSSS nd nd nd nd nd nd nd nd
G4 F 20 SSSSS nd nd nd nd nd nd nd nd
G3 F 20 RRRRR S S S R R R S S
G23 F 70 RRRRR S S S R R R S S
G24 M 42 RRRRR S S S R R R S S
G42 F 19 RRRRS S S S R R R S S
G104 M 29 RRRRR S S S R R R S S
G57 F 28 RRR S S S S S R R R S S
G41 M 39 SSSSS nd nd nd nd nd nd nd nd
G77 M 33 RRRRR S S S R R R S S

& Género: M- masculino; F- feminino.

® Antibacilares de primeira e segunda linha: S- Estreptomicina; I- Isoniazida; R- Rifampicina;
E- Etambutol; P- Pirazanamida; OFX- Ofloxacina; CAP- Capreomicina; AMK- Amicacina; RFB-
Rifabutina; ETH- Etionamida; PAS- Acido para-amino-salicilico; LZ- Linezolide; MOX-
Moxifloxacina; nd- ndo determinado; R- Resistente; S- Sensivel.

3.1.2 GENOTIPAGEM POR SPOLIGOTYPING

Com a finalidade de caracterizar as estirpes do ponto de vista da
epidemiologia molecular e de as posicionar num contexto macroepidemioldgico
global, foram genotipadas pela técnica de Spoligotyping. Os perfis obtidos foram
analisados e classificados através da base de dados online SITVIT WEB (Tabela 8)
(Demay et al., 2012). Os perfis de Spoligotyping obtidos demonstraram que dos 13
isolados, 8 pertencem a linhagem Beijing, 2 a (sub)-linhagem LAM9, 2 a (sub)-
linhagem AFRI_1 e 1 a (sub)-linhagem T1 (Tabela 8).

Os isolados pertencentes a linhagem Beijing (G3, G104, G77, G23, G24,
G57, G42 e G41) apresentaram um perfil de hibridagéo idéntico (SIT 1) com sinal
nos Ultimos 9 espacadores. A semelhanca dos isolados Beijing, os isolados LAM
(G65 e G73) também apresentaram um perfil idéntico entre eles (SIT 42), mostrando
auséncia de sinal nos espacadores 21 a 24 e 33 a 36, caracteristico das estirpes LAM.
Dois dos isolados em estudo (G44 e G67) pertencem ao clade AFRI_1 (M.
africanum) mas ndo apresentam um perfil completamente idéntico uma vez que, 0

isolado G44 apresenta uma delegéo adicional do espagador nimero 32.
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Ao nivel da distribuicdo dos isolados resistentes pelos diferentes clades
verificou-se que dos 9 isolados TB-MR, 7 séo Beijing e 0s restantes 2 pertencem ao
clade LAMO.

Tabela 8 - Perfil de Spoligotyping dos isolados clinicos em estudo oriundos da Guiné-Bissau em
2012.

Identificacdo  Spoligotyping Clade SIT Perfil de Spoligotyping

G65 777777607760771 LAM9 42

G73 777777607760771 LAM9 42 o -

G44 770777777767671 AFRI_1 187 - —
G67 770777777777671 AFRI_1 181 - .
G4 777777777760601 T1 L ——— -
G3 000000000003771  Beijing 1 crrrcrrrererrerrereereereers

G23 000000000003771  Beijing 1 corerrerrerrrrorrerrereereereer

G24 000000000003771  Beijing 1 crrrcrrrererrerrereereereers

G42 000000000003771  Beijing 1 oo

G104 000000000003771  Beijing 1 crrrrrrererrerrereereereers

G57 000000000003771  Beijing 1 corerrerrerrrrorrerrereereereer

G41 000000000003771  Beijing 1 crrrcrrrererrerrereereereers

G717 000000000003771  Beijing 1  corerrerrerrrorrerrereereereer
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3.1.3 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR

Com o intuito de se obter uma caracterizacdo genotipica de maior poder
discriminatorio e assim identificar possiveis gendtipos envolvidos em episddios de
transmissdo recente, os isolados clinicos oriundos da Guiné-Bissau foram ainda
genotipados pela técnica de MIRU-VNTR 24 loci (Supply et al., 2006). Foram
detectados dois clusters distintos, envolvendo estirpes Beijing. Um dos clusters é
formado pelas amostras G3 e G104 e o outro pelas amostras G77, G23 e G24. As
restantes estirpes Beijing ndo agrupam em nenhum cluster. Os dendrogramas foram
realizados com a distancia categoria DSW (Stepwise weithed) e UPGMA (Unweght
Pair Group Method with Arithmetic Avoreges)
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3.2 CARACTERIZACAO DE ISOLADOS CLINICOS PROVENIENTES DE
DOENTES DA REGIAO DE SAUDE DE LISBOA COM NACIONALIDADE
GUINEENSE

3.2.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Dada a presenca em Portugal de uma grande comunidade de imigrantes
provenientes de Paises Africanos de lingua oficial Portuguesa, procurou-se comparar
a estrutura populacional das estirpes provenientes da Guiné-Bissau com as estirpes
circulantes na comunidade de individuos de nacionalidade guineense na Regido de
Saude de Lisboa. Para este fim, foram estudados os isolados clinicos com
diagnostico nesta regido mas provenientes de doentes de nacionalidade guineense
entre 2008 e 2009. Foram analisados 26 doentes dos quais 19 (73.1%) sé@o do sexo
masculino e 7 (26.9%) do sexo feminino. As idades variaram dos 18 aos 63 anos. Na
faixa etaria dos 11 aos 20 anos existem trés casos do género masculino, dos 21 aos
30 foram encontrados cinco casos do sexo masculino e quatro do sexo feminino. Dos
31 aos 40 anos existem quatro casos do sexo masculino, entre os 41 e 50 anos
existem dois casos do sexo feminino e cinco do masculino, dos 51 aos 60 apenas

existem dois casos sdo do sexo masculino (Figura 10).

Foi apenas encontrado um isolado (TB 8868) com perfil de multirresisténcia
(resistente a estreptomicina, isoniazida, rifampicina, capreomicina e etionamida). As

restantes amostras sdo sensiveis aos farmacos de primeira linha (Tabela 9).

10 -
[%2]
S
g 8
S
g 6
S —— Masculino
S 4 -
2 Feminino
(<5}
S 2 —a— Total
z
0

11-20 21-30 31-40 41-50 51-60
Faixa etéaria

Figura 10 - NUmero de isolados clinicos com diagndstico em Portugal provenientes de
doentes de nacionalidade guineense por faixa etaria e género.
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Tabela 9 - Dados demograficos dos doentes de nacionalidade guineense e susceptibilidade de isolados
clinicos com diagndstico em Portugal entre 2008 e 2009.

Susceptibilidade a

o Susceptibilidade
antibacilares de

Isolado Género? Da_ta de _Idadfa d_e orimeira linha® a antibacilares
nascimento diagnostico de segunda
S I R E P linha®

TB 8868 M 17-01-1949 60 R R R S S CAP, ETH
TB 8659 M 21-06-1956 53 S S S S S nd

TB 8277 M 01-01-1968 41 S S S S S nd

TB 8044 F 14-07-1967 42 S S S S S nd

TB 2662 F 24-10-1985 24 S S S S S nd

TB 7962 M 23-05-1962 47 S S S S S nd

TB 7835 F 12-04-1986 23 S S S S S nd

TB 7782 M 04-08-1978 31 S S S S S nd

TB 7780 M 08-03-1979 30 S S S S S nd

TB 7484 M 02-04-1966 43 S S S S S nd

TB 7436 M 03-03-1990 19 S S S S S nd

TB 7009 M 20-05-1990 19 S S S S S nd

TB 6649 M 17-03-1991 18 S S S S S nd

TB 6558 M 12-09-1984 25 S S S S S nd

TB 5957 M 18-03-1967 41 S S S S S nd

TB 5552 M 12-09-1963 45 S S S S S nd

TB 4987 M 20-04-1972 36 S S S S S nd

TB 4100 F 22-05-1984 24 S S S S S nd

TB 3760 F 15-03-1981 27 S S S S S nd

TB 3662 F 03-04-1965 43 S S S S S nd

TB 3166 M 14-06-1968 40 S S S S S nd

TB 3004 M 30-06-1987 21 S S S S S nd

TB 2639 M 02-12-1983 25 S S S S S nd

TB 2487 F 21-09-1980 28 S S S S S nd

TB 2187 M 06-12-1970 38 S S S S S nd

TB 1762 M 26-02-1983 25 S S S S S nd

8 Género: M-masculino; F- feminino.

* Susceptibilidade a antibacilares de primeira linha: S- Estreptomicina; I- Isoniazida; R-
Rifampicina; E- Etambutol; P- Pirazinamida; R- Resistente; S- Sensivel.

¢ Susceptibilidade a antibacilares de segunda linha: CAP- Capreomicina; ETH- Etionamida;
nd- ndo determinado.
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3.2.2 GENOTIPAGEM POR SPOLIGOTYPING

Para a avaliacdo dos isolados clinicos num contexto macroepidemiologico e
do ponto de vista molécula foi novamente utilizada a técnica de Spoligotyping
(Demay et al., 2012). Para estes isolados apenas foi realizado Spoligotyping devido
as quantidades de DNA disponiveis.

Os perfis de Spoligotyping obtidos demostraram a existencia de cinco
clusters nesta amostras (Figura 11). No geral, foram detectados 10 (38.5%) isolados
pertencentes a linhagem LAM, das quais 4 foram classificadas como LAM9, 3 como
LAML1 e as restantes 3 como LAMS3; 4 (15.4%) pertencentes a linhagem Beijing; 3
(11.5%) a (sub)-linhagem T1; 2 (7.7%) foram classificados como pertencentes a
(sub)- linhagem MANU?2; 2 (7.7%) apresentaram classificacdo ambigua; e 2 (7.7%)
isolados clinicos apresentaram um perfil que ndo consta na base de dados SITVIT
WEB (Tabela 10).

Os dois isolados (TB 8868 e TB 2187) da (sub)-linhagem MANU2 né&o
apresentam um perfil de Spoligotyping completamente idéntico uma vez que o
isolado TB 8868 apresenta uma delecdo adicional no espacador nimero 3 (Tabela
10). Para além das amostras da (sub)-linhagem LAM9 em cluster, foi identificada
outra amostra LAM9 (TB 2662). O seu perfil difere dos restantes isolados clinicos
pela delecédo adicional do espacador nimero 10. Para além dos isolados em cluster da
(sub)-linhagem LAM3 (TB 8659 e TB 4987) foi encontrado outro isolado da
linhagem (TB 5957) que apresenta duas dele¢des adicionais no espagador niamero 7
e 27. Para a (sub)-linhagem T dois isolados em cluster (TB 7009 e TB 2487)
apresentaram uma delecdo adicional de quatro espacadores quando comparados com
o isolado TB 7962.

Para dois dos isolados clinicos em estudo (TB 4100 e TB 6649) néo foi
possivel uma classificacdo concreta, uma vez que o algoritmo do SITVIT WEB néo
conseguiu definir qual a linhagem especifica dos isolados (classificagdo ambigua).
Enquanto que, para os isolados TB 3760 e TB 3662 ndo foram encontradas na base
de dados SITVIT WEB estirpes com 0 mesmo perfil. O isolado da (sub)-linhagem
AFRI (TB 7780) e (sub)-linhagem AFRI_1 (TB 7484) apresentam perfis de
Spoligotyping bastante distintos. O isolado TB 7780, possui uma dele¢cdo dos
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espacadores 6 a 10, 31 a 33 e 38 enquanto o isolado TB 7484 tem delecdo dos
espacadores 7 a 9, 20 a 24, 26 a 29 e 38. O isolado TB 7835 € o Unico da linhagem

CAS e o seu perfil é definido apenas pela presenca dos espacadores 1 a3 e 8 a 21. As

amostras da linhagem Beijing tém o perfil de Spoligotyping caracteristico, contendo

apenas os Ultimos 9 espacadores.

Isolado Resisténcia de Linhagem Spoligotyping
primeira linha

TB 8868 SR NIANUZ || N S—
‘[ TB 2187 Sensivel MANU2 NERNNENNENANNENNENNN [ NNENEAN | ANNEEEEER
TB B044 Sensivel LAMS9 NEEENENNENEENENENNEN (| NNNENEEN || NNEEEEN
TB 5552 Sensivel LAMS ENENNENNENNENENEENEN | SENESEEN || NENEENEE
| [l 73188 Sensivel LAMS NN EENERNNNEERANRNNAN ENNENENE ) NNEEEEN
TB 7782 Sensivel LAM1 EN ENENNENNENENEENEN (| SENESEEN || EENEENEE
TB 6558 Senshel LAMA T T T S T T —
TB 2639 Sensivel LAM1 NN ENNNNENNENENEENEN || NNNSSEEN || NNSENEN
— TB 2662 Sensivel LAMS ENNENNENE EENENEEEEE  EENEEEEE  NEEEEER
TB 4100 Sensivel AMBIGUO: LAMTLAMA NN NN EEEEEENE | |  EE n
TB 8659 Sensivel LAM3 NENNNEEN || NNNNNNNEN | || NNNENEEN ||| NENENEN
] *E TB 4987 Sensivel LAM3 I T T T T T W T T —
TB 5957 Sensivel LAM3 | (L I N NNN || || ||| NNEN N || _ NEEN ||| [|]]
TB 7962 Sensivel T1 ENNENNENENEENENNENENNNENNENENEEN  NEEEEER
TB 6649 Sensivel AMBIGUO: T3 T2 ENENNENEENEE ENENNENENNNENEENEEN (| NEN NEE
— TB 7009 Sensivel T LLLLLLLUEELLELLLLLELLLLL L L RN | AN |
TB 2487 Senshel T1 T — T W TTT N
TB7780 Sensivel AFRI NEEEE [ [ NNEENNENENANENENNEEEN ([ NNEN NEER
—|: TB 3760 Sensivel EEE | ENEEEESNENENENENEENEENENENEN NEEN
| TB 3662 Sensivel NN NN ARRNNNNNNNENN O NANNEEEEN
TE 7484 Sensivel AFRI_1 NANNRN. || MESNASMRNARRLLLL® || NENRREREN ARN
TB 7835 Sensivel CAS | mEEN [ ||| | EESESSESSNEESSNEESENE]
TB 8277 Sensivel Beijing NENENNNNNRRNRNNERRNNNNNNRRRENNERER LI oL LLL
TB 7436 Sensivel Beijing R A
TB 3004 Sensivel Beijing [EEEENENEENEEEENENNNNENENENEENEEEEE |
| TB 1762 Sensivel Beijing N

01

Figura 11 — Dendograma de analise genotipica por Spoligotyping dos isolados clinicos com
diagnostico em Portugal mas nacionalidade da Guiné-Bissau. Resisténcia de primeira linha: S-
Estreptomicina; |- Isoniazida; R- Rifampicina. Para os isolados TB 3760 e TB 3662 ndo foram
encontradas estirpes com o mesmo perfil de Spoligotyping na base de dados SITVIT WEB.
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Tabela 10 - Perfil de Spoligotyping dos isolados clinicos em estudo com diagnoéstico em Portugal
entre 2008 e 2009 mas com nacionalidade da Guiné-Bissau.

Spoligotyping

Isolado (c6digo octal) Clade SIT Perfil de Spoligotyping
TB 8868 677777607763771 MANU2 ORPHAN == .
TB 2187 777777607763771 MANU2 1247 .
TB 8044 777777607760771 LAM9 42
TB 5552 777777607760771 LAM9 42
TB 3166 777777607760771 LAM9 42
TB 2639 677777607760771 LAM1 20 -
TB 6558 677777607760771 LAM1 20 -
TB 7782 677777607760771 LAM1 20 -
TB 2662 777377607760771 LAM9 81
TB4100 677777607760731 pioocs 1321 - - ——
TB 8659 776177607760771 LAM3 33 T TTY T
TB 4987 776177607760771 LAM3 33 T Ty T
TB 5957 772177606760771 LAM3 1759 L e T
TB 7962 777777777760771 T1 53 o=
TB 6649 777737777760731 730 CUO 73 S
TB 7009 777777777760601 T1 244 e
TB 2487 777777777760601 T1 244 s ==
TB 7780 760377777743671 AFRI ORPHAN T T ————
TB 3760 700377777777671 nd? nd? T o
TB 3662 617777777403771 nd? nd? =T ——
TB 7484 770777404177671 AFRI_1 ORPHAN = T ——
TB 7835 703777700000000 CAS ORPHAN  mmcrr:
TB 8277 000000000003771 Beijing 1
TB 7436 000000000003771  Beijing 1
TB 3004 000000000003771 Beijing 1
TB 1762 000000000003771 Beijing 1

% N&o foram encontrados perfis de Spoligotyping iguais na base de dados SITVIT

WEB.
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3.3 CARACTERIZAGAO DOS ISOLADOS CLINICOS RESISTENTES

PROVENIENTES DA REGIAO DE SAUDE DE LISBOA

3.3.1 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

No presente estudo foram caracterizados 14 isolados clinicos, na sua maioria

TB-MR, oriundos da Regido de Saude de Lisboa e, no decurso deste trabalho,

enviados ao Laboratorio de Micobactérias do Instituto de Investigacdo do

Medicamento da Universidade de Lisboa (iMed.ULisboa) para genotipagem. Oito

(57,1%) isolados sdo provenientes do Instituto de Higiene e Medicina Tropical e seis

(42,9%) isolados séo provenientes do Hospital de Curry Cabral.

O isolado IHMT 269/03 é monorresistente; o IHMT 49/07, IHMT 139/07 e o
IHMT 20/08 sdo TB-XDR e os restantes séo TB-MR (Tabela 11). Para os isolados

HCC, na data de escrita da tese, a informacdao obtida foi de que todos eram TB-MR.

Tabela 11 - Dados demograficos dos isolados clinicos com diagnéstico em Portugal.

Susceptibilidade a antibacilares de primeira e segunda linha*

Isolado  Género® Idades”
S 1 RE P OFX CAP AMK RFB ETH PAS LZ MOX
IHMT 269/03 F D SRSSS nd nd nd nd nd nd nd nd
IHMT 49/07 M 23 RRRRR R R R R R S S R
IHMT 96/07 M 34 S RRSS S S S R R S S S
IHMT 139/07 M 50 RRRRR R R R R R S S R
IHMT 256/07 M 33 RRRRR R S S R R S S R
IHMT 320/07 M 27 RRRRR S S S R R S S S
IHMT 397/07 M D RRRSS S S S R S S S S
IHMT 20/08 F 36 RRRRR R R R R R S S R

& Género: M - masculino; F - feminino.

b |dade: D — idade desconhecida

¢ Susceptibilidade a antibacilares de primeira linha e segunda linha: S - Estreptomicina; | —
Isoniazida; R- Rifampicina; E- Etambutol; P- Pirazinamida; OFX- Ofloxacina; CAP- Capreomicina;
AMK- Amicacina; RFB- Rifabutina; ETH- Etionamida; PAS- Acido para-amino-salicilico; LZ-

Linezolide; MOX- Moxifloxacina; nd-ndo determinado; R- Resistente; S- Sensivel.
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3.3.2 GENOTIPAGEM POR SPOLIGOTYPING

Este conjunto de estirpes foi igualmente analisado pela técnica de
Spoligotyping, tendo-se encontrado 4 clusters. No geral foram detectados 5 isolados
da (sub)-linhagem T1, 6 isolados da linhagem LAM, dos quais 4 foram classificados
como LAM4 e 2 como LAML1,; e, 3 isolados pertencem a linhagem Beijing.

Trés dos isolados da (sub)-linhagem T1 apresentam o mesmo perfil de
Spoligotyping mas foram detectados mais 2 isolados desta (sub)-linhagem, em que
um isolado apesenta uma delecéo adicional no espacador nimero 40 (IHMT 269/03)
e outro apresenta uma delecdo adicional de 4 espacadores, do 38-41 (IHMT 96/07).
Todas as amostras da linhagem LAM1, LAM4 e Beijing apresentam o mesmo perfil
de Spoligotyping (Tabela 12).
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Tabela 12 - Perfil de Spoligotyping dos isolados clinicos em estudo da regido de satde de Lisboa.

Spoligotyping

Identificacao (codigo octal) Clade SIT Perfil de Spoligotyping

IHMT 96/07 TI7777777760601  T1 244 = T
IHMT 397/08 T77777777760771 T1 53 ==

HCC 646/13 77777760771 T1 53 ==

HCC 735/13 T77777777760771 T1 53 ==

IHMT 269/03 T77777777760751 T1 612 s
IHMT 256/07 677777607760771 LAM1 20 -

IHMT 139/07 677777607760771 LAM1 20 -

IHMT 49/07 777777607760400 LAM4 1106 o rrrmerrTD
IHMT 320/07 777777607760400 LAM4 1106 ror Crrmcro
IHMT 20/08 777777607760400 LAM4 1106 T rrrmerrrn
HCC 5/14 777777607760400 LAM4 1106 I Crrmerrrrn
HCC 1/14 000000000003771  Beijing 1

HCC 3/14 000000000003771  Beijing 1

HCC 4/14 000000000003771  Beijing 1
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3.3.3 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR

Na andlise por MIRU-VNTR a que estes isolados foram igualmente sujeitos
incluiram-se os resultados da genotipagem de trés isolados multirresistentes, ja
previamente caracterizados e pertencentes aos clusters mais importantes e associados
com a TB-MR na Regido de Salude de Lisboa: IHMT 134/09 (Lisboa3-A), HCC
1470 (Lisboa3-B) e HCC 916/10 (Q1) (Perdigdo et al., 2014). Através do
dendrograma elaborado verificou-se a existéncia de 4 clusters MIRU-VNTR e que,
excluindo os isolados introduzidos para efeitos de comparagdo, 6 (42.9%) dos 14
isolados genotipados encontram-se em cluster (Figura 12). Para a linhagem T1,
detectou-se um cluster com os isolados HCC 646/13 e HCC 735/13. Para a (sub)-
linhagem LAM4 os isolados IHMT 320/07, IHMT 20/08, HCC 916/10 pertencem ao
cluster Q1 e para a (sub)-linhagem LAM9 forma-se outro cluster. Verificou-se que
os isolados IHMT 256/07, IHMT 139/07, HCC 1470 pertencem ao cluster Lisboa3-
B. Entre as estirpes Beijing, 2 dos 3 isolados (HCC 3/14 e HCC4/14) apresentam um

perfil idéntico, formando um cluster.
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3.4 COMPARACAO DOS ISOLADOS ORIUNDOS DA GUINE-BISSAU COM 0S
ISOLADOS PROVENIENTES DA REGIAO DE SAUDE DE LISBOA

3.4.1 GENOTIPAGEM POR SPOLIGOTYPING

Comparou-se de seguida, numa andlise conjunta, todos os isolados
genotipados por Spoligotyping. Foram encontrados 7 clusters para as (sub)-linhagens
T1, LAM1, LAM9, LAM4 e linhagem Beijing. Destes, 3 clusters (Beijing, T1 e
LAM9) sdo compostos por isolados da Regido de Saude de Lisboa e isolados
oriundos da Guiné-Bissau. Observou-se ainda que os clusters compostos pelas
estirpes Lisboa3 e Q1, apenas incluem isolados provenientes da Regido de Salde de
Lisboa. Estdo, no entanto, bastante proximos das estirpes Lisboa3 os isolados LAM9

provenientes da Guiné-Bissau (Figura 13).
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Isolado Resisténcia de Linhagem Spoligotyping

IHMT 58/ 07 IR T T [ O T T
G4 Sensivel T Lol L L L e e
TB7003 Sensivel T1 EEININEEEEENNNEEEENNNNEEEENEEEE (BN W
TB 2487 Sensivel T1 EENISINEEEEEENNNNNENNNNENNEEEEEE O EE .
IHMT 297/ 08 SIR T e W ([ WM
HCC 848/13 TE-MR T1 EENISINEEESSSNNNENSSENNNSNENEEEE | S EEEEEE
HCC 735/13 TE-MR T1 EEININEEEEENNNEEEEENNNEENENEEEE | DEEEEEE
TB 7982 Sensivel T1 EENISINEEESSSNNNENSSENNNSNENEEEE | S EEEEEE
IHMT 289/03 1 T1 EE NSNS EEEEEE NN EEEEENEEEE | EEEE m.
TB 8849 Sensivel AMBIGOUS: T2T2 EENININESEES SNNSNESNNENSNENEEEE | NS EEE
IHMT 256 /07 SIREF LAN1 1 1| R | [ | WO
IHMT 138/07 SIREP LAN1 N NN NN | NS [ SN
IHMT 134/09 SRP LAN1 Lo L N L e
HCC 1470 SIREF LAN1 N NN NN | NS [ SN
TBT782 Sensivel LAN1 1 1| R | [ | WO
TB 8558 Sensivel LAN1 N NN NN | NS [ SN
TB 2839 Sensivel LAN1 Lo L N L e
GB5 IR LANS EEIIEENEEEEESNEEEEEE | SNEENEEE | EEEEEEE
G73 IREF LANS R EEEEEEENEEEEEEEE | SN EEE | eEEEEE
TE 8044 Sensivel LAMSE EEIIEENEEEEESNEEEEEE | SNEENEEE | EEEEEEE
TE 5552 Sensivel LANS R EEEEEEENEEEEEEEE | SN EEE | eEEEEE
TB 3168 Sensivel LANS EEIIEENEEEEESNEEEEEE | SNEENEEE | EEEEEEE
TE 4100 Sensivel AMBIGUD LAMT LAMS R NNNNNENEEENENERNE | NN
TB 2862 Sensivel LANS NN SEEENEEEEE | NS [ SN
TE 8868 SIR MANUZ S A EEEEEEENEEEEEEEE | SEEEN NN | SEE SR
TB 2187 Sensivel MANUZ EEIIENENEEEESEESEESEE | SNSSISNE | SEESEEEEE
TB 8859 Sensivel LANZ L L EEE L R N
T8 4987 Sensivel LANZ L_LLL L NN L R e
T8 5957 Sensivel LANZ [ Ll m mmm L e mmee
IHMT 43/ 07 SIREP LANA | [ W0
IHMT 320/ 07 SIREP LANS 1 | | | | w0 1 [
IHMT 20/ 08 SIREP LAN4 | [ W0
HCC 5/ 14 TE-MR LANS 1 | | | | w0 1 [
HCC918 /10 TE-MR LANS | [ W0
T 3882 Sensivel | IS SSEEEEEEEEEEEEEE | SSeEEEEe.
Gad Sensivel AFRI-1 EENIES | SESESNNSNESENENSNENINEE SEESE EEEE
G87 Sensivel AFRI-1 EENEEN | SESEENESEESNNEEENENN D NEEEEEE N EEEE
TBT7E0 Sensivel AFRI T [ W
TB 3760 Sensivel mmE [ eSS NN A EEEEEEE . RN
TEBT484 Sensivel AFRI_1 L L mEn___ L _EEEEE mEmE ______ L= ____}
TB 7835 Sensivel CAS 0 ([ (0 ([T WITITT]
G3 SIREP Beijing [EEE N EEESEESEENEEEES SEEEEEEEEEEEEE |
G104 SIREF Beijing [EEE IS EEEEEEEEEEEEEES S EEEEEEEEEEEEm |
GTT SIREP Beijing [EEE N EEESEESEENEEEES SEEEEEEEEEEEEE |
G57 SIR Beijing [EEE IS EEEEEEEEEEEEEES S EEEEEEEEEEEEm |
G41 Sensivel Beijing OO T T T T T T T T T T T
G23 SIREP Beijing [N SN ENEENEE A NNEENENNEENEEEEEEEEEE |
G24 SIREP Beijing [EEE N EEESEESEENEEEES SEEEEEEEEEEEEE |
G42 SIRE Beijing [EEE IS EEEEEEEEEEEEEES S EEEEEEEEEEEEm |
HCC 1/ 14 TB-MR Beijing OO T T T T T T T T T T T
HCC 3/14 TB-MA Beijing [EEE IS EEEEEEEEEEEEEES S EEEEEEEEEEEEm |
HCC £/14 TB-MR Beijing [EEE N EEESEESEENEEEES SEEEEEEEEEEEEE |
TBE2TT Sensivel Beijing [EEE I EEEEESEE S EEEEEEEESEEEEESEEEEE |
TB 7438 Sensivel Beijing [EESISINESSEESSNNSNESSNNEEEEEE REEEE
TB 3004 Sensivel Beijing AT T T T T TN AT T T T TR AT T T T T TR T T T T
TB 1782 Sensivel Beijing OO O T T LT T T T

0.1

Figura 13 - Andlise genotipica por Spoligotyping dos isolados clinicos com diagnostico em Portugal
e oriundos da Guiné-Bissau. Resisténcia de primeira linha: S- Estreptomicina; |- Isoniazida; R-
Rifampicina; E- Etambutol; P- Pirazinamida; TB-MR- Na data de escrita da tese a informacdo obtida
foi de que os isolados eram TB-MR. Para os isolados TB3662 e TB 3760 ndo foram encontradas
estirpes com perfis de Spoligotyping iguais na base de dados SITVIT WEB.
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Todos os isolados foram agrupados segundo o seu SIT e perfil octal de forma

a calcular a percentagem de cada SIT por regido geografica (Tabela 13).

Tabela 13 - Numero de isolados em estudo de acordo com o SIT e perfil octal. Percentagens
calculadas segundo o total por coluna.

Numero de isolados (%0)

Linhagem SIT Perfil Octal GE® GBPT® PT Total
LAMO 42 777777607760771 2 (15) 3 (12) 0 5(9,4)
LAM9 81 777377607760771 0 1(4) 0 1(1,9)

T1 244 777777777760601 1 (8) 2(8) 1(7) 4(75)

T1 612 777777777760751 0 0 17 19

T1 53 777777777760771 0 1(4) 321 4(7,5)

nd® 777777777760601 0 2 (8) 0 1(1,9)

Beijing 1 000000000003771  8(61) 4(15) 3(21) 15(28,3)

MANU2 ORPHAN  677777607763771 0 1(4) 0 4 (7,5)

MANU2 1247 777777607763771 0 1(4) 0 1(1,9)

LAM1 20 677777607760771 0 3(12) 2(14) 5094

LAM3 33 776177607760771 0 2 (8) 0 2 (3,9)

LAM3 1759 772177606760771 0 1(4) 0 1(1,9)

LAM4 1106 777777607760400 0 0 4(26) 4(7,5)

AFRI_1 187 770777777767671 1 (8) 0 0 1(1,9)

AFRI 1 181 770777777777671 1 (8) 0 0 1(1,9)

AMBIGUOQOS: 14 0 1(1,9

L AML LAMA 1321 677777607760731 0 () (1.9)

AMB 50US 73 T77737777760731 O 1(4) o 119
AFRI ORPHAN  760377777743671 0 1(4) 0 1(4)
AFRI_1 ORPHAN  770777404177671 0 1(4) 0 1(4)
CAS ORPHAN  703777700000000 0 1(4) 0 1(4)
Total 13 26 14 53

% GB: Isolados oriundos da Guiné-Bissau;

b.GB.PT: Isolados da regido de salde de Lisboa mas com nacionalidade da
Guiné-Bisaau;

c- PT: Isolados da regido de salde de Lisboa;

d- nd: Ndo foram encontradas estirpes com perfis de Spoligotyping idénticos
na base de dados SITVIT WEB
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3.4.2 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR

Genotipagem por MIRU-VNTR 12 loci

A analise por MIRU-VNTR 12 loci utiliza 12 loci distintos: 154, 580, 802,
960, 1644, 2059, 2531, 2687, 2996, 3007, 3192 e 4348. Através da analise do
dendrograma verificou-se a existéncia de 6 clusters MIRU-VNTR compreendendo
um total de 21 isolados e associados aos clades LAM4, LAM1, LAM9, T1 e Beijing.
Nenhum dos clusters € composto, em simultaneo, por isolados oriundos da Regido de
Saude de Lisboa e da Guiné-Bissau. A semelhanca da anélise comparativa da
genotipagem por Spoligotyping, os isolados da (sub)-linhagem LAM9 (G65 e G73)
formam um cluster individualizado dos restantes LAM, bastante préximas das
estirpes Lisboa3 (Figura 14). Verificou-se ainda, que os isolados IHMT96/07 e G4
provenientes da Regido de Salde de Lisboa e Guiné-Bissau, respectivamente,
apresentam-se bastante proximos, diferindo apenas em uma repeticdo num dos 12

loci.
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Genotipagem por MIRU-VNTR 24 loci

A analise por MIRU-VNTR 24 loci baseia-se na avaliacdo de todos os 24
loci: 154, 424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955, 2059, 2163b, 2165, 2347, 2401,
2461, 2531, 2687, 2996, 3007, 3171, 3192, 3690, 4052, 4165 e 4348. Tratando-se de
um conjunto com maior poder discriminatorio. Verificou-se a existéncia de 5 clusters
MIRU-VNTR, compreendendo um total de 13 isolados associados aos clades LAM4,
LAM1 e Beijing (Figura 15). No dendrograma elaborado, as estirpes LAM9
provenientes da Guiné-Bissau mantém-se a uma distancia genética inferior a 0.1 das
estirpes Lisboa3. O mesmo deixou de ser verdade para as estirpes T1 que

apresentam, com este conjunto de loci, uma maior distancia genética entre si.

A topologia dos dendrogramas elaborados com recurso ao conjunto de
MIRU-VNTR 24 loci mostrou-se consistente com a distribuicdo dos diferentes
clades definidos pela técnica de Spoligotyping quando comparado com o conjunto 12

loci.
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Figura 15 — Dendograma de analise genotipica por MIRU-VNTR 24 loci dos 30 isolados clinicos de M. tuberculosis.
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4. DISCUSSAO

A TB é actualmente um problema de saude publica. Portugal tem conseguido
controlar o nimero de novos casos da doenca, enquanto na Guiné-Bissau os valores
tém vindo a aumentar (WHO, 2014b). A Guiné-Bissau é um pais da Africa
Subsaariana com relevancia em Portugal pois 18% dos emigrantes com TB séo
oriundos da Guiné-Bissau (DGS, 2012). No presente estudo pretendeu-se contribuir
para melhorar o conhecimento da situacdo epidemioldgica da TB na Guiné-Bissau e

a sua relacdo com Portugal.

A incidéncia da TB é varidvel ao longo dos diferentes grupos etarios (Righi et
al., 2015). A nivel global, segundo a OMS, esta doenga afecta mais o0 sexo masculino
e a idade média da infeccdo sdo os 43 anos de idade (WHO, 2014). Em Portugal a
idade média de diagnostico é de 48 anos (WHO, 2010). No presente estudo as idades
de diagnostico variaram entre os 18 e os 72 anos e a faixa etaria com maior
incidéncia é dos 20-30 anos, para os isolados da Regido de Lisboa e para os isolados
oriundos da Guiné-Bissau. Trata-se, muito provavelmente, da camada mais activa da
populacdo e uma maior incidéncia neste grupo etario especifico € um possivel
indicador, a priori, de um padrdo de transmissdo activa da TB na populacéo
estudada. Nas situagdes em que a incidéncia da TB apresenta uma tendéncia
decrescente ao longo do tempo espera-se, de um ponto de vista epidemioldgico, uma
deslocacdo da incidéncia para grupos etarios mais velhos (Borgdoff et al., 2001).
Assume-se que tal se deve ao facto de a proporc¢do de casos devidos a reactivacdo de
uma infeccdo contraida anteriormente assumir uma maior importancia, fazendo a
incidéncia em grupos etarios superiores reflectir um maior risco de infeccdo no
passado (Borgdoff et al., 2001). Pelo contrario, os dados recolhidos durante este
estudo indicam que a faixa etaria em que existe maior incidéncia da infeccéo se situa
abaixo da média global reportada pela OMS. No entanto, a amostra de isolados em
estudo ndo pode ser considerada representativa devido a sua dimenséo, pelo que os
resultados obtidos, apesar de fornecerem uma indicacdo para a situacao real, devem
ser interpretados com prudéncia. Seria necessario uma amostra maior e

representativa para confirmar este padrao de idades.
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Gustafson et al. (2004), ao estudarem um conjunto de 247 isolados clinicos
da Guiné-Bissau num periodo de 3 anos (1996 a 1998) verificaram que a maior
incidéncia de casos ocorria no sexo masculino (67%). Em Portugal, Ferreira et al.
(2014) estudaram durante quatro meses 78 doentes com TB activa e também
verificaram uma maior incidéncia da doenga no sexo masculino (66,7%). No
presente estudo, também se verificaram mais isolados do sexo masculino, o que esta
de acordo com varios dados ja publicados (DGS, 2014; Stival et al., 2014; Borgdorff,
2001).

Neste trabalho um dos objectivos foi caracterizar e identificar estirpes de M.
tuberculosis responsaveis por casos de TB, na sua maioria resistentes, oriundas da
Guiné-Bissau assim como a sua diversidade e o seu posicionamento filogenético.
Epidemiologicamente, segundo Groenheit et al. (2011) e dados fornecidos pela
SITVIT WEB, as (sub)-linhagens mais prevalentes na Guiné-Bissau, sdo a AFRI_1
(46,9%) e a LAMO9 (9,69%), verificando-se uma elevada percentagem de casos com
SIT desconhecido (11,24%). Entre os isolados clinicos em estudo foram encontradas
diversas (sub)-linhagens de M. tuberculosis: T1, LAM1, LAM3, LAM4, LAMY,
MANU?2, CAS e a linhagem Beijing. A Ultima, representa 61% dos isolados clinicos
em estudo oriundos da Guiné-Bissau, seguido da (sub)-linhagem LAM9 (SIT42),
para 15% dos isolados. A linhagem Beijing na Guiné-Bissau demonstra uma
prevaléncia superior, 0 que pode estar relacionado com o facto de as amostras
recebidas serem na sua maioria (70%) TB-MR. Sugere-se que possa também estar a
ocorrer gradualmente a introducdo de novas estirpes, nomeadamente da linhagem
Beijing. A sua introducdo pode derivar de deslocacBGes geogréaficas, ou seja, a sua

origem pode estar noutro pais.

De modo a contextualizar geograficamente as estirpes encontradas, realizou-
se uma comparacdo das mesmas com isolados ja descritos na base de dados MIRU-
VNTRplus. Foi encontrada uma similaridade de 100%, utilizando 24 loci, entre trés
isolados (23%) da linhagem Beijing oriundos da Guiné-Bissau (G77, G23 e G24) e
trés estirpes descritas na antiga Unido Soviética. Estes dados sugerem que as estirpes
Beijing, agora prevalentes na Guiné-Bissau, possam ter origem em paises da antiga
Unido sovietica. Nos anos 80, Pokrovskii et al. (1998) estudaram vinte isolados
clinicos para descreverem a introducdo de VIH-2 no espaco da Unido Soviética
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através de imigrantes provenientes de paises da Africa ocidental e detectaram que
25% dos seus isolados pertenciam a doentes provenientes da Africa Ocidental, o que
demostra uma a relacdo entre os varios paises, nomeadamente a Guiné-Bissau
(Pokrovskii et al., 1988). O facto de a Africa ocidental manter relacdes com paises da
antiga Unido Soviética, apoia a hipotese do fluxo de diferentes estirpes entre paises

de continentes ndo relacionados.

Os isolados AFRI_1 oriundos da Guiné-Bissau, pertencem aos SIT mais
frequentes no pais: SIT 181 (32,73%) e SIT 187 (12,27%) (SITVIT WEB). No
estudo representam 16% dos isolados oriundos da Guiné-Bissau. Em Portugal foram
também encontrados isolados AFRI_1 mas ndo pertencem ao mesmo SIT. Esta
(sub)-linhagem ja foi identificada em pacientes europeus sem ligacdo aparente ao
continente Africano, o que remete para a mobilidade geografica e consequente
transmissdo de estirpes endémicas de outros paises ou continentes (De Jong et al.
2010). A (sub)-linhagem AFRI_1, SIT 181 e 187, é a principal (sub)-linhagem da
familia Guiné-Bissau, que tal como o nome indica é prevalente na Guiné-Bissau.
Esta familia caracteriza-se por os membros apresentarem um perfil de Spoligotyping
AFRI-1; um perfil caracteristico de RFLP-1S6110 com poucos locais de insercao da
IS6110 e, por ndo possuirem as regides de diferenca ou delecdes gendomicas RD7,
RD8, RD9, RD10, RD701 e RD702. Groenheit et al. (2014), investigaram isolados
recolhidos entre 1989 e 2008, e para determinar as linhagens presentes compararam
os perfis de Spoligotyping com a base de dados SITVIT2. Verificaram que a
linhagem mais prevalente na Guiné-Bissau era a AFRI (47,10%), dos quais apenas
um ndo pertencia a familia Guiné-Bissau. Alguns isolados descritos como
pertencentes a esta familia apresentam o mesmo perfil de Spoligotyping que os
isolados AFRI_1 oriundos da Guiné-Bissau encontrados neste estudo da familia
Guiné-Bissau. Estes dados sugerem que os isolados em estudo oriundos da Guiné-
Bissau, da (sub)-linhagem AFRI_1, pertencem a familia Guiné-Bissau mas seria

necessario estudar as regides de diferenca para confirmagé&o.

O presente estudo focou-se também na comparacdo por MIRU-VNTR 12 loci
e 24 loci dos isolados provenientes da Guiné-Bissau com os isolados da Regido de
Saude de Lisboa e ainda compara-los com os isolados da regido de Lisboa mas cujos
doentes tém nacionalidade Guineense (Guiné-Bissau). Utilizando um conjunto de 12
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loci observaram-se 6 clusters, compreendendo um total de 22 isolados, enquanto que,
com 24 loci observam-se 5 clusters, contendo 10 isolados. Como esperado, a
introducdo de um maior numero de loci aumenta o poder discriminatério da técnica,
0 que se traduz num menor numero de clusters e uma menor percentagem de
isolados em clusters (33% vs 73%). Desta forma a utilizagdo de MIRU 24 loci
apresentou um maior poder discriminatorio sendo um método alta resolugdo para
estudos filogenéticos (Supply et al. 2006) e bastante utilizado em estudos
epidemioldgicos (Balcells et al., 2015; Sola et al., 2003). Os isolados em estudo da
linhagem LAM1, LAM4 e LAM9 formam, para cada (sub)-linhagem, um cluster
com a técnica MIRU 12 loci mas quando sdo avaliados por MIRU 24 loci s6 alguns
isolados agrupam e os restantes surgem proximos do clade LAM correspondente.
Uma vez que os loci utilizados no conjunto de 24 loci apresentam de forma geral
uma maior diversidade alélica (Supply et al., 2006), este facto sugere uma
diversificagdo mais recente entre isolados da mesma linhagem com uma origem
comum. Para além de maior poder discriminatorio, verificou-se que a topologia do
dendrograma elaborado com recurso ao conjunto de 24 loci mostrou-se consistente
com a distribuicdo dos diferentes clades definidos pela técnica de Spoligotyping
quando comparado com o conjunto 12 loci, realgcando a sua maior fiabilidade para

uma analise filogenética.

Por outro lado a existéncia de clusters genéticos pela técnica MIRU-VNTR
24 loci aponta para a existéncia de transmisséo recente da TB ao nivel das diferentes
regides estudadas. Na Guiné-Bissau, esta situacdo foi detectada apenas ao nivel das
estirpes Beijing com um total de 2 clusters envolvendo 5 isolados TB-MR. Na
Regido de Saude de Lisboa foram detectados 4 clusters envolvendo 9 isolados
clinicos, todos TB-MR. A capacidade da técnica MIRU-VNTR 24 loci para
identificar episodios de transmissdo recente é evidenciada nesta regido pela
existéncia de um cluster com dois isolados provenientes de doentes que sdo
familiares, em que se presume ter havido transmissao entre ambos (HCC 3/14 e HCC
4/14). Destaca-se pois, em ambos 0s locais, a ocorréncia de episodios de transmissédo
recente independentes e que requerem medidas adicionais de modo a conter a

propagacéo das diferentes estirpes associadas a estes casos.
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Neste estudo analisaram-se ainda, de um ponto de vista genotipico, estirpes
de M. tuberculosis circulantes na comunidade de imigrantes provenientes da Guiné-
Bissau. Em Portugal, segundo a DGS, os imigrantes nacionais de Angola
representam 22% dos novos casos de TB em estrangeiros, seguidos dos da Guiné-
Bissau (18%), Cabo Verde (18%), Brasil (10%), Roménia (7%) e Mocambique (5%).
Estima-se que no conjunto das comunidades, enquanto residentes em Portugal, a taxa
de incidéncia ¢é quatro vezes mais do que na populacdo geral devido as condicdes de
vida (DGS, 2012). De todos os casos relatados de TB em imigrantes residentes em
Portugal, 67,5% tém origem na Africa Subsaariana (DGS,2014). Gagneux et al.
(2006) sugerem gue mesmo num pais que ndo o de origem, os imigrantes tendem a
ser infectados pelas estirpes historicamente mais presentes nos respectivos paises de
origem (Gagneux et al., 2006). Os dados obtidos contrariam esta ideia uma vez que
mostram que a estrutura populacional encontrada na Regido de Lisboa mas cujos
doentes sdo oriundos da Guiné-Bissau € mais semelhante com a estrutura
populacional da espécie em Portugal. Sugere-se assim que nesta comunidade a
situacdo epidemioldgica € na sua maior parte mais influenciada pela TB endémica

em Portugal do que pela situacdo epidemioldgica no seu pais de origem.

A actual crise econdmica e o impacto social, assim como o aumento da taxa
de desemprego, a distribuicdo monetaria assimétrica, o stress e a deterioracdo das
condicBes de vida, afectam a satde publica da populagdo, diminuindo a estabilidade
imunitaria (Couceiro et al., 2011). Os farmacos de primeira linha sdo combinados de
forma a potencializar a accdo contra o M. tuberculosis e a prevenir o
desenvolvimento de resisténcias (Muller et al., 2013). No entanto os cuidados de
salde para doentes com TB-MR e TB-XDR sao mais limitados e ineficazes, além de
que, em paises mais desfavorecidos o diagndstico ndo € tdo preciso nem o tratamento
é adequado. Deste ponto de vista a OMS desenvolveu um plano de estratégia que tem
como principal desafio reduzir a sua incidéncia. A nivel global 3,5% de novos casos
e 20,5% de casos ja tratados foram casos de TB-MR em 2013 (WHO).

Neste estudo foram comparadas as amostras oriundas da Guiné-Bissau com
amostras Portuguesas e foram introduzidos trés isolados, ja previamente
caracterizados, representativos dos clusters Lisboa3 e Q1 (Perdigéo et al., 2014). A
prevaléncia da familia Lisboa nesta regido pode representar até 74,0% a 80,0% dos
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casos de TB-MR e TB-XDR, respectivamente (Perdigédo et al., 2014). Foram
encontrados na regido de Lisboa isolados de ambos os clusters, quatro isolados
clinicos pertencentes ao cluster Q1 e dois pertencentes ao cluster Lisboa3,
representando 27% e 13% dos isolados clinicos da regido de Lisboa,
respectivamente. Entre os isolados destes clusters trés deles sdo TB-XDR,
representando 33% dos isolados Q1 e 50% dos isolados Lisboa3. Nos isolados
clinicos oriundos da Guine-Bissau e da regido de Lisboa mas com nacionalidade
Guineense ndo foi detectado nenhum isolado pertencente a estes clusters, o que
demonstra a sua prevaléncia na capital Portuguesa. Com estes dados sugere-se que,
para o desenvolvimento de TB-MR e TB-XDR em Portugal causada pelos cluster
Lisboa3 e Q1, os imigrantes provenientes da Guiné-Bissau ndo contribuem para a sua
epidemiologia porque, apesar de apresentarem isolados destes clusters, ndo sdo TB-
MR.

No presente estudo verifica-se uma elevada prevaléncia entre os isolados TB-
MR da regido de Lisboa da linhagem Beijing, que representa 21% dos isolados. Tal
facto pode estar associado com estirpes provenientes de outras zonas geograficas,
pelo que seriam necessarios estudos adicionais para compreender e monitorizar a

introducdo destas novas estirpes na regido de Lisboa.
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5. CONCLUSAO

O trabalho desenvolvido teve como objectivos a caracterizagédo e
identificacdo de estirpes de M. tuberculosis responsaveis por casos de TB na Guiné-
Bissau assim como analisar a diversidade genética dos isolados clinicos com origem
na Guiné-Bissau e posicionar, num contexto macroepidemioldgico, as estirpes
identificadas. Foi também possivel comparar estirpes provenientes da Guiné-Bissau,
com estirpes circulantes na Regido de Saude de Lisboa, incluindo a comparagdo com

estirpes de individuos de nacionalidade guineense (Guiné-Bissau).

A TB, tanto em Portugal como na Guiné-Bissau afecta mais o0 sexo masculino
e estd a surguir em idades cada vez mais novas (20-30 anos). Sugere-se que seja
realizado um estudo com maior niumero de isolados para que seja possivel confirmar

estes dados devido a amostra em estudo ter um ndmero reduzido de isolados.

A caracterizacdo e identificacdo de estirpes de M. tuberculosis responsaveis
por casos de tuberculose, na sua maioria resistentes, oriundos da Guiné-Bissau
revelou uma maior incidéncia da linhagem Beijing (61%), seguida da (sub)-linhagem
LAM9 (15%). A Africa Subsaariana e os paises da antiga Unifo Soviética mantém
algumas relacbes, 0 que pode estar associado a insercdo de novas estirpes da
linhagem Beijing. Seria de interesse para ambos os Paises perceber que tipo de
relacdo existe e até que ponto esta esta a influenciar a inser¢do de novas estirpes na
Guiné-Bissau. No futuro seria também interessante estudar as regides de diferenca de
forma a verificar se os isolados AFRI_1 oriundos da Guiné fazem parte da familia

Guiné-Bissau.

A comparacdo por MIRU-VNTR 12 loci e 24 loci dos isolados provenientes
da Guiné-Bissau com os isolados da Regido de Saude de Lisboa permitiu confirmar
que a introducdo de um maior nimero de loci aumenta o poder discriminatério da
técnica, tendo o0 MIRU 24 loci um maior poder discriminatorio e uma distribuicdo
consistente no dendrograma, permitindo também verificar quando existe transmisséo
recente entre os isolados clinicos. Desta forma, confirma ser um método de alta

resolucéo para estudos filogenéticos.
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O presente estudo é de elevada relevancia tanto para Portugal como para a
Guiné-Bissau uma vez que os resultados obtidos permitem verificar que os isolados
de doentes da Regido de Lisboa mas oriundos da Guiné-Bissau sdo, em termos
filogenéticos, mais semelhantes com a estrutura populacional Portuguesa.
Provavelmente, a maioria serd mais influenciada pela TB endémica em Portugal do
que pela situacdo epidemioldgica no seu pais de origem. Conclui-se ainda que 0s
imigrantes oriundos da Guiné-Bissau em Portugal ndo estdo associados a genotipos
com perfis de multirresisténcia, sendo entdo o problema da multirresisténcia
endémico do proprio pais. Verifica-se também que em Portugal existe uma elevada
prevaléncia da linhagem Beijing, associada a multirresisténcia, mas seriam
necessarios estudos adicionais e forte vigilancia epidemioldgica de forma a

monitorizar e compreender a disseminacao destas estirpes na regiao.
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7. ANEXOS

7.1 ANEXO 1: CONVENCAO MIRU-VNTR

Tabela 14 - Conven¢do MIRU-VNTR. Adaptado de Suplly et al., 2006

Convengdo MIRU-VNTR
154 MIRU 02
424 VNTR 42
S77 VNTR 43 ETRC
580 MIRU 04 ETRD
802 MIRU 40
960 MIRU 10
1644 MIRU 16

1955
2059  MIRU 20

2163b QUB 11b
2165 ETRA

2347 VNTR 46
2401 VNTR 47
2461 VNTR 48
2531 MIRU 23
2687 MIRU 24
2996 MIRU 26

3007  MIRU 27 QUB5
3171  VNTR49

3192  MIRU 31 ETRE

3690  VNTR52

4052 QUB 26

4156 VNTR 53 QUB 4156C
4348 MIRU 39
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7.2 ANEXO 2: SEQUENCIA DE PRIMERS

Tabela 15 - Sequéncia de Primers utilizados para realizagdo do PCR por MIRU-VNTR. Adaptado de
Suplly et al 2006.

Multiplex  Locus Alelo Tamanho  Pares de primers (de 5’ para 3’ com marcag¢io em
(pb) evidéncia)
Mix 1 580 MIRU 04 77 GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
2996 MIRU26 51 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (HEX)
802 MIRU 40 54 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
Mix 2 960 MIRU 10 53 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM)
1644 MIRU 16 53 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (HEX)
3192 MIRU 31 53 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED)
Mix 3 424 42 51 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM)
577 43 58 CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
2165 ETRA 75 AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
Mix 4 2401 47 58 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM)
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
3690 52 58 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC)
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
4156 53 59 TGACCACGGATTGCTCTAGT
GCCGGCGTCCATGTT (NED)
Mix 5 2163b QUB-11b 69 CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM)
1955 57 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC)
CAACATCGCCTGGTTCTGTA
4052 QUB-26 111 AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED)

CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
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Tabela 165 (cont.) - Sequéncia de Primers utilizados para realizacdo do PCR por MIRU-VNTR.
Adaptado de Suplly et al., 2006.

Multiplex Locus  Alelo  Tamanho Pares de primers (de 5’ para 3’ com

(pb) marcacao em evidéncia)
Mix 6 154 MIRU 02 53 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (FAM)

2531 MIRU23 53 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG (HEX)
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC

4348  MIRU39 53 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG (NED)
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC

Mix 7 2059 MIRU20 77 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG (FAM)
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
2687 MIRU24 54 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA (HEX)
3007 MIRU27 53 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (NED)

Mix 8 2347 46 57 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT (FAM)
AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC

2461 48 57 ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT (VIC)
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC

3171 49 54 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (NED)

GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC
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7.3 ANEXO 3: PREPARACAO DE SOLUCOES PARA EXTRACCAO DE DNA

Buffer TE 10X: dissolveu-se 100 mM de Tris/HCL a pH 8 e 10 mM de
EDTA em &gua destilada. A solucdo foi a autoclavar e mantida a temperatura

ambiente até um ano.

Buffer TE 1X: Adicionou-se 1 volume de Buffer TE 10X para 9 volumes de
agua destilada. A solucéo foi a autoclavar e pode ser mantida & temperatura ambiente

até um ano.

Lisozima a 10 mg/ml em &gua destilada guardada em aliquotas a -20°C até

um ano.

SDS 10%: 10 g de Dodecil Sulfato de Sddio (SDS) por 100 ml de agua
destilada. A solucdo foi dissolvida a 65°C durante 20 minutos.

Solucdo de SDS/Proteinase K: Foi preparada no dia da sua utilizagdo.
Adicionou-se 70 ul de SDS 70% a 5ul de proteinase K 10 mg/ml por cada amostra e

foi ao vortex vigorosamente.

NaCl 5M: Junta-se 29,2 g de NaCl por 100 ml de agua destilada. Foi a

autoclavar e pode ser mantida a temperatura ambiente até um ano.

Solucdo de CTAB/NaCl: Foram dissolvidas 4,1 g de NaCl em 80 ul de agua
destilada. Adicionou-se 10 g de CTAB (M-cetyl-N,N,N,-trimethyl ammonium
bromide) e dissolveu-se a 65°C. O volume foi ajustado para os 100 ml com &gua
destilada. Manter & temperatura ambiente até seis meses.

Cloroformio/alcool Isoamilico: Fazer uma dilui¢do de 1:24. Pode ser mantida

& temperatura ambiente até um ano.
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7.4 ANEXO 4: PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA SPOLIGOTYPING

Antes de se iniciar a técnica € necessario preparar todas as solugdes

necessarias.

Para preparacao de 1 litro de SSPE a 20x adicionou-se 175,3 g de Nacl, 27,6
g de NaH,PO, 7,4 g de EDTA, perfez-se o volume até aos 800 ml e ajustou-se o pH
para 7,4. Perfez-se novamente o volume da solucdo para os 1000 ml e vai a
autoclavar. Para preparacdo de 200 ml de SDS a 10% adicionou-se 20 g de SDS em
agua bidestilada, ndo é necessario autoclavar. O EDTA, 1 litro, foi preparado com
7,4 g de EDTA, adicionou-se 800 ml de &gua bidestilada, ajustou-se o pH para 7,4 e

perfez-se o volume, a solugéo vai a autoclavar.

Apbs a preparacdo do SSPE 20x, preparou-se 500 ml de SSPE a 2x. De
seguida foram preparadas as restantes solucdes: 1 litro de SSPE 2x / 0,1% SDS e 1
litro de SSPE 2x / 0,5% de SDS.
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7.5 ANEXO 5: DILUICAO DOS OLIGONUCLEOTIDOS

Tabela 16 - Dilui¢do dos oligonucle6tidos utilizados no Spoligotyping. Adaptado.

Diluicéo 1 Diluicéo 2
volume volume dilui¢do v_olgnle v_oIL§n2e elluinie V?iIrL:;rI]e A A
stock diluicdo diluicéo de oo diluicdo 2 diluicdo 2
emoly  Stock  dH20 1 1 1 NaHco3 91Uicdo  noiiegury  (pmoliisou)
(k1) (u1) (pmol/pl) ) ) ) (5')

SP1 100 2,5 47,5 50 50 9,6 162,4 172 48,0 419
SP2 100 7,2 42,8 14,4 50 2,8 165,2 168 40,3 36,0
SP3 100 2,5 47,5 50 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 50 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 1624 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 44 12,0 50 2,8 165,2 168 33,6 30,0
SP15 100 19 31 38,0 50 8 160 168 304,0 2714
SP16 100 2,5 47,5 5,0 50 5,6 1624 168 28,0 25,0
SP17 100 20 30 40,0 50 2,8 165,2 168 112,0 100,0
SP18 100 2,5 47,5 5,0 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
SP19 100 2,5 47,5 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 34 32,0 50 8,4 159,6 168 268,8 240,0
SP22 100 2,5 47,5 50 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 50 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 50 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 50 50 2,8 165,2 168 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 50 50 2,8 165,2 168 14,0 12,5
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Tabela 16 (cont.) - Diluicao dos oligonuclettidos utilizados no Spoligotyping. Adaptado.

Diluigéo 1 Diluigéo 2
volume volume . . _ S
volume volume diluigdo dolre el final  diluicéo diluicao
stock diluicdo dilui¢do S 2
stock dH20 1 NaHC diluicao
(pmol/ul) 1 (pmol/168  (pmol/150
(ki) (k) (pmol/ul) ) ) 03 ul) ul)
(uD) ()
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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