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Resumo

A situagao da tuberculose em Portugal justifica a apli-
cagao de uma estratégia de genotipagem do Mycobac-
terium tuberculosis, tanto mais que Portugal encontra-
-se inserido no contexto global de mobilidade das
populagdes humanas e das suas consequéncias sobre a
pandemia.

Virios estudos internacionais posicionam as técnicas do
spoligotyping e MIRU-VNTR gping como de primeira
linha na epidemiologia molecular do M. tuberculosis
por estarem baseadas em tecnologias simples (PCR) e
produzirem padrées, podendo ser traduzidos em c6di-
go numérico de interpretacio directa. Assim, tem sido
proposta a aplicacio do spoligotyping a todos os isolados
clinicos, enquanto o MIRU-VNTR #ping seria aplica-
do aos isolados com spoligotype comum. Outras técni-
cas, incluindo 0 IS6110-RFLP, seriam reservadas a apli-
cagoes segundo critérios seleccionados.

Os trabalhos anteriores em Portugal utilizando o spo-
ligotyping apontaram para a vantagem de uma estraté-

Abstract

The tuberculosis situation in Portugal justifies the use
of a strategy for the genotyping of Mycobacterium tu-
berculosis, particularly as Portugal is part of the global
backdrop of human mobility, something which has a
knock-on effect on the pandemic.

Several international studies have placed spoligotyp-
ing and MIRU-VNTR typing as first line techniques
for the molecular epidemiology of Mycobacterium
tuberculosis as these techniques rely on simple tech-
nologies (PCR) and produee patterns which are eas-
ily translated into a direct interpretation numerical
code. Spoligotyping has been accordingly proposed
for all the isolates, while MIRU-VNTR typing
should be applied to isolates with a common spolio-
type. Other techniques, including IS6110-RFLP,
should be reserved for use ill accordance with select-
ed criteria.

Previous studies in Portugal using spoligotyping
have underlined the advantages of a strategy based
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gia de genotipagem baseada numa amostragem con-
secutiva e sem critério de pré-selecgio. Esta permite a
caracterizagio da estrutura populacional do M. ruber-
culosis através do conhecimento da distribuicao dos
genotipos geograficamente, no tempo e dentro dos
vérios grupos de risco.

Por outro lado, a associagio do spoligotyping com o
MIRU-VNTR #yping e, eventualmente, outras técni-
cas, deveri ser avaliada em vdrios contextos, como na
identificagao de situagbes de transmissio recente, na
distin¢do entre episddios de reinfecgio e recaida, na
caracteriza¢do da amplitude e dindmica de transmis-
sao da doenca.

A solugao do problema da tuberculose em Portugal
passa por uma estruturagio na utiliza¢io da genotipa-
gem em apoio a luta contra a tuberculose, a ser avalia-
da através de exemplos e resultados concretos.

Rev Port Pneumol 2008; XIV (4): 509-516

Palavras-chave: Mjycobacterium tuberculosis, Epide-
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Introducéio

A utilizagao da genotipagem no controlo da

on sampling consecutive patient isolates with no
prior selection criteria. This allows characterisation
of the M. tuberculosis population structure through
monitoring the distribution of the genotypes geo-
graphically over time and within the various risk
groups.

On the other hand, the association of spoligotyping,
MIRU-VNTEF (typing and, possibly, other tech-
niques, needs evaluating as part of bigger pictures,
including identifying recent transmission situations,
distinguishing between reinfection and relapse epi-
sodes and ma pping the size and dynamics of disease
transmission.

The solution to the tuberculosis problem in Portugal
implies structuring genotyping’s role in tuberculosis
prevention and control and its evaluation through
concrete examples and results.

Rev Port Pneumol 2008; XIV (4): 509-516

Key-words: Mycobacterium tuberculosis, molecular
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através do CDC de um programa global de
aplicagao da genotipagem do M. tuberculosis
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tuberculose passa pelo conhecimento da
distribui¢ao de genotipos do Mycobacterium
tuberculosis geograficamente e dentro dos
vérios grupos de risco.

O esforgo resultante de vérios grupos de in-
vestigagao, nomeadamente dos centros de
referencia europeus para a tuberculose e da
prépria Sociedade Europeia de Micobacte-
riologia (ESM, http://www.esmycobacte-
riology.eu), conduziram ao desenvolvimen-
to de novas metodologias de genotipagem!-1,
e em 2004 2 iniciagdo pelos Estados Unidos,
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na prevencio e controlo da tuberculose
(hetp://www.cdc.gov/nchstp/tb/genoty-
ping/toc.htm). A nivel europeu, encontra-se
em curso a elabora¢ao de novas recomenda-
¢oes a este nivel.

Esta evolugao foi possivel pela introdugio e
estandardizacio internacional de novos mé-
todos de genotipagem o spoligotyping e va-
riable number of tandem repeats of mycobac-
terial intersperced repetitive units typing
(MIRU-VNTR gping). Estes métodos, pro-
duzindo padrées simples, podendo ser tra-
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duzidos em c6digo numérico de interpreta-
¢ao directa, facilitaram a padronizacio
internacional e a constitui¢do de importan-
tes bases de dados onde estao representados
genotipos de isolados provenientes de cen-
tenas de paises em todo o mundo, tal como
a versao mais actual da base de dados inter-
nacional de spoligotypes a SpolDB4 (http://
www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT-
demo). O spoligotyping e MIRU-VNTR zy-
ping, por estarem baseadas em tecnologias
simples (PCR), também apresentam vanta-
gens técnicas e financeiras que as levaram a
serem posicionadas como de primeira linha
em relagio a técnica de genotipagem por
analise de ADN gendémico total (IS6110-
-RFLP).

Actualmente, nos Estados Unidos, foi pro-
posta a aplicacio do spoligotyping e MIRU-
-VNTR gping em todos os isolados clinicos.
A situagio da tuberculose em Portugal justi-
fica a aplicacdo de uma estratégia de genoti-
pagem do bacilo da tuberculose, tanto mais
que Portugal também se encontra inserido
no contexto global de mobilidade das popu-
lagbes humanas e das suas consequéncias
sobre a pandemia. Neste contexto, é impor-
tante considerar o papel do pais nos desco-
brimentos e na colonizacio de territdrios
em varios continentes; na historia contem-
porénea, a mobilidade dos portugueses atra-
vés da emigracao; e, mais recentemente, o
facto de Portugal também se ter tornado um
pais de imigragao.

Até recentemente, as bases de dados interna-
cionais, caracterizadas por uma vasta infor-
magao quanto a variedade genética do com-
plexo M. tuberculosis e conhecimento preciso
da distribui¢ao geogréfica a nivel mundial,
ignoravam a realidade portuguesa. Foi atra-
vés do trabalho que tem vindo a ser desen-
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volvido que foram introduzidos gendtipos
de isolados portugueses na base de dados
SpolDB4!720, Este trabalho evidenciou vi-
rios gendtipos de aparente especificidade
portuguesa e o aparecimento regular de es-
tirpes de possivel origem asidtica, africana,
da Europa de Leste e de outros paises, e cons-
tituiu uma primeira tentativa de caracteriza-
¢ao da estrutura populacional dos isolados
clinicos de M. tuberculosis em Portugal. Por
outro lado, a andlise temporal dos dados nao
deixou de preocupar ao constatar que certos
genétipos tém vindo a aumentar, como os
pertencendo a familia genotipica Beijing re-
conhecido pela sua elevada viruléncia???, e
que outros concentram um grande niimero
de estirpes multirresistentes. A monitoriza-
¢ao de tais situagoes é de uma importincia
considerdvel na luta contra a tuberculose.

A solu¢ao do problema da tuberculose em
Portugal passa por uma estrutura que pet-
mita a aplicagio da genotipagem do bacilo
da tuberculose no apoio a luta contra a tu-
berculose, adoptando, 4 imagem estratégica
internacional, uma visio com orientagao
para a prevencao.

Identificacao de situagées de transmissao
recente

Exemplos nio faltam demonstrando a apli-
cagao destas tecnologias na identificagao de
doentes envolvidos em episédios de trans-
missao recente (http://www.cdc.gov/nchs-
tp/tb/genotyping/toc.htm) e que também
estao na base da caracteriza¢io da amplitude
e da dinAmica de transmissdo da doenca. A
aplicagao estratégica da genotipagem pode
contribuir para a detecgao atempada de sur-
tos, a detecgao de situagoes de transmissio
ndo suspeitas, a monitorizacio da circulagio
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O spoligotyping
permitiu a subdivisao
do M. tuberculosis
em nove familias de

spoligotype
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de estirpes, a avaliacio de investigagoes de
contacto, a detecgio facilitada de falsos po-
sitivos e a distingao entre episédios de re-
infecgao e recaida. Nestes estudos, o contri-
buto dos epidemiologistas e clinicos também
¢ fundamental no estabelecimento da cadeia
de transmissao.

Manter uma amostragem sem critério de
pré-seleccio parece ser a melhor maneira de
detectar e identificar situagbes ndo previstas
de transmissio recente. No entanto, salien-
tamos a importincia de monitorizar a tu-
berculose multirresistente e a tuberculose
em grupos de maior risco (residentes em la-
res, toxicodependentes, profissionais de sad-
de, doentes VIH, etc.), introduzindo estu-
dos com base em critérios de pré-selecgao.

Caracterizagao da estrutura populacional
do M. tuberculosis

O spoligotyping permitiu a subdivisao do M.
tuberculosis em nove familias de spoligotype:
M. africanum, M. bovis (incluindo o M. bo-
vis BCG), East African-Indian (EAI), Bei-
jing, Haarlem, Latin American and Medi-
terranean (LAM), Central and Middle
Eastern Asian (CAS), uma familia europeia
X, e uma familia pouco definida T?¢. Estas
foram ainda subdivididas em subfamilias.
A utilidade na classificagao de estirpes de M.
tuberculosis segundo a familia de spoligotype
tem vindo a ser reconhecido pela sua forca
de sugestdo, nomeadamente de cendrios de
transmissao e pelo delinear imediato de al-
vos de estudo e de intervengao®.

O spoligotyping aplicado com base numa
amostragem sistemadtica, consecutiva e sem
critério de pré-selecgio, permite a caracteri-
zacio da estrutura populacional do M. ruber-
culosis. Como tal, constitui uma base para a
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comparagio regional e internacional de ge-
nétipos e tentativas de monitorizagao da cir-
culagao de estirpes, nomeadamente entre pa-
ou culturalmente e
economicamente relacionados, tais como,

fses  vizinhos

por exemplo no caso de Portugal, Espanha,
Brasil e PALOP etc., através do estudo da
distribuicao geografica e de alteracdes tempo-
rais. Nestes termos, a abordagem através de
estudos populacionais contribui para funda-
mentar uma visao global da situacio relativa
a tuberculose.

Estratégia de genotipagem do M. tuber-
culosis

O objectivo da elaboragao de uma estratégia
de aplicagio da genotipagem do bacilo da
tuberculose baseada em estudos populacio-
nais a partir dos isolados clinicos serd que
esta conduza a uma visdo global da situacao
e contribua para a compreensao da dinimi-
ca relativa a tuberculose.

Esta pressupée um nimero de requisitos
que incluem: 1) a colecgio de estirpes; 2) a
compilacio de dados; 3) a aplicacio siste-
mitica do spoligotyping a todos os isolados;
4) a aplicagio do MIRU-VNTR #ping a to-
dos os isolados com spoligotype comum.

A colecgao de estirpes

A conservacio dos isolados clinicos de M.
tuberculosis através da criagio de um ban-
co de estirpes é um pré-requisito que
constituird uma ferramenta valiosa para
estudos de genotipagem, e inclusivamente
para a seleccio de estirpes-padrio dteis
em estudos comparativos internacionais e
em estudos multicéntricos e de controlo

de qualidade.
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As estirpes poderio ser conservadas em con-
di¢oes dptimas para gerar novas culturas ou
para a extrac¢do de ADN sob forma de sus-
pensdo aquosa, com uma densidade pelo
menos compardvel ao padrao McFarland 1,
a manter entre -20.°C e -80.°C.

Compilagao de dados

A aplicagio de técnicas de genotipagem do
bacilo da tuberculose na caracterizagao da es-
trutura populacional do agente e na resolugio
de situagoes de transmissao recente requer a
compilagio de dados bacteriolégicos no 4m-
bito da epidemiologia molecular (spoligoty-
ping, MIRU-VNTR #ping, IS6110-RFLP) e
do diagnéstico (baciloscopia quantificada, re-
sisténcia aos antibidticos etc.), e dados clinico-
epidemiolégicos (histéria prévia de tubercu-
lose; origem geogréfica; identificacio do
grupo de risco, etc.). Para os estudos de situa-
coes concretas, dados complementares pode-
10 ser necessarios.

A concepgao de bases de dados podendo ser
articuladas entre vdrios parceiros facilitando a
associagio do genétipo do isolado clinico com
dados clinicos ou epidemiolégicos é um desen-
volvimento importante nesta drea de trabalho.

Aplicagao do spoligotyping a todos os iso-
lados

O spoligotyping, pela sua acessibilidade, estd
particularmente adaptado a estudos em
grande escala. Para alem de facilitar o diag-
néstico diferencial do complexo M. tubercu-
losis, esta técnica estd na origem de estudos
sobre a distribui¢do geogrifica dos gendti-
pos>#%16 que, do ponto de vista cientifico,
orienta actualmente esfor¢os na tentativa da
monitorizagio da circulagio de estirpes
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(tanto a nivel internacional como nacional e
regional) e na tentativa de associagao de ge-
nétipos ao conceito de adaptabilidade e vi-
ruléncia.

A técnica de spoligotyping estd baseada na
amplificagio da regido Direct Repeat (DR)
e da subsequente hibrida¢io dos produtos
amplificados com oligonucleétidos comple-
mentares as regioes dos espacadores varid-
localizados  entre as  sequéncias
DR!$202425 A deteccio dos oligonucledti-
dos realiza-se através de hibridacio southern
blot utilizando uma membrana na qual os

veis

oligonucléotidos dos espagadores se encon-
tram covalentemente ligados. A deteccio
dos sinais da hibrida¢io permite a definicio
dos spoligotypes pela presenga ou auséncia de
um ou mais espagadores.

Aplica¢ao do MIRU-VNTR #yping

a todos os isolados com spoligotype
comum

A associagao das técnicas, MIRU-VNTR
typing e spoligotyping tém revelado para a
maioria dos casos um poder discriminatd-
rio compardvel com o IS6110-RFLP. En-
quanto o IS6110-RFLP, pelo facto de pro-
duzir um padrao complexo que implica a
utilizagao de soffware sofisticado e dificulta
a comparagio interlaboratorial, passou a ser
considerado como em fim de linha unica-
mente para a discriminagao entre padrdes
idénticos pelas duas técnicas PCR ou para
confirmagio de suspeita, através de dados
de natureza epidemiologica, de transmissao
recente.

A técnica do MIRU-VNTR #yping baseada
no ndimero varidvel de repetigoes em tandem
de virias classes de unidades repetitivas (va-
riable number of tandem repeats of mycobacte-

UESA DE

PNEUMDLDGIA

O spoligotyping, pela
sua acessibilidade,
esta particularmente
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rial intersperced repetitive units typing) estd
baseada na amplificagio por PCR e utiliza
primers especificos das regioes flanqueadoras
de multiplos /oci para a determinagao do na-
mero de cépias dos MIRU-VNTR através
da andlise do tamanho dos produtos de am-
plificagao''2. O sistema mais utilizado con-
siste num conjunto de 12 Joci*? e foi integra-
do no sistema de controlo epidemioldgico a
escala nacional nos Estados Unidos (http://
www.cdc.gov/nchstp/tb/genotyping/toc.
htm). Mais recentemente, um conjunto op-
timizado de 24 /oci foi definido, incluindo
um subgrupo de 15 Joci especifico para in-
vestigacoes de natureza epidemioldgica'l.

Avaliagao através de estudos operacionais
Importa ainda salientar que a aplicagio de
uma estratégia na utilizagao da genotipagem
do M. tuberculosis no apoio a luta contra a
tuberculose requer avaliacio. Esta passa por
uma importante coordenagio em que a
orientagdo deverd ter apoio numa visio glo-
bal da tuberculose, onde a indole laborato-
rial ¢ fundamental. A andlise operacional a
vdrios niveis, baseada em estudos e resulta-
dos concretos, serd de uma importante con-
tribuigao para a elaboragio de uma estraté-
gia nacional.

Repercussoes em estudos de investigagio
aplicada, fundamental

A integracio de dados de natureza bacterio-
l6gica, clinica e epidemiolégica, constitui
uma base para estudos de investigacio apli-
cada e fundamental, onde é possivel prever
importantes contributos em apoio a orien-
tagao de programas de luta contra a tuber-
culose. De facto, estes estudos facilitam a
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associagao de genétipos a resisténcia anti-
bidtica e 3 multirresisténcia e conduzem a
nogodes de adaptabilidade de genétipos e de
como estes podem contribuir para a dina-
mica da tuberculose, bem como para a sua
eventual implicagao na manifestagio clini-
ca, resposta terapéutica, etc.
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