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ResumoResumoResumoResumoResumo
O presente estudo populacional, que decorreu en-
tre 1999 e 2003, foi baseado na utilização do
Spoligotyping na genotipagem de 452 isolados do
complexo Mycobacterium tuberculosis de doentes com
tuberculose internados no Hospital Fernando Fon-
seca. Spoligotypes foram identificados como shared types

(ST) recorrendo a uma base de dados internacional.
Onze ST raros, não identificados na base de dados,
acomodaram 8,4% dos isolados. Aliás, particular a
Portugal poderá ser a predominância de ST
identificados na base de dados mas não previamente
classificados como famílias genotípicas, tais como
o ST244, ST150 e ST389, representando 13,3 % do

Original Article

AbstractAbstractAbstractAbstractAbstract
The present population study, from 1999 to 2003,
has been based on the use of Spoligotyping in the
genotyping of 452 isolates of the Mycobacterium tu-

berculosis complex from tuberculosis patients of the
Fernando Fonseca Hospital. Spoligotypes were iden-
tified as “shared types” (STs) with the aid of an
international database. Eleven rarely found STs,
not identified in the database, grouped 8.4% of the
isolates. Moreover, particular to Portugal, may be
the predominance of STs identified in the data-
base but not previously classified as genotypic fami-
lies, such as ST244, ST150 and ST389, represen-
ting 13.3 % of the total. The identification of clinical
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isolates of M. africanum genotype Afri1 and of M.

tuberculosis genotype CAS1 may confirm import of
isolates of African and Asian origin. M. tuberculosis

of the Beijing family was first reported by us as of
1999. Since then, the number of isolates at the
Hospital has passed from one to five annually,
representing 2.2% of the total and the tenth most
predominant family in the present study. M. tuber-

culosis Beijing may correspond to an emerging pro-
blem in Portugal due to recent immigration from
Eastern Europe and Asia. Other genotypes, ST150
and ST389, have shown increase, the significance
of which is not clear. However, the relative fre-
quencies of the predominant families LAM, T1
and Haarlem remained relatively stable. The
present study confirms the genetic variability in
Portugal of M. tuberculosis complex isolates. These
studies may contribute to the definition of priori-
ties in the national tuberculosis control programs.
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total. A identificação de isolados clínicos de M.

africanum de genótipo Afri1 e de M. tuberculosis de
genótipo CAS1 poderá confirmar a importação de
isolados de origem africana e asiática. M. tuberculosis

da família Beijing foi pela primeira vez por nós
assinalado a partir de 1999. Desde então, o número
de isolados provenientes do hospital passou de um
para cinco, anualmente, representando actualmente
2,2%, o que a coloca em décimo lugar em pre-
valência. M. tuberculosis Beijing poderá corresponder
a um problema emergente em Portugal devido à
recente imigração proveniente da Europa Orien-
tal e da Ásia. Outros genótipos, ST150 e ST389,
mostraram um incremento, cujo significado não é
claro. No entanto, as frequências relativas das
famílias predominantes LAM, T1 e Haarlem
mantiveram-se relativamente estáveis. O presente
estudo confirma a variabilidade genética em Por-
tugal dos isolados do complexo M. tuberculosis. Estes
estudos poderão contribuir para a definição de
prioridades nos programas nacionais de luta con-
tra a tuberculose.

Rev Port Pneumol 2005; XI (6): 513-531

Palavras-chave: Complexo Mycobacterium tuberculosis,
Spoligotyping, Portugal.

IntrIntrIntrIntrIntroduçãooduçãooduçãooduçãoodução
A contribuição da tipagem molecular de
estirpes de Mycobacterium tuberculosis –
genotipagem – é, sem dúvida, uma ferra-
menta imprescindível na compreensão da
situação portuguesa relativamente à tuber-
culose.
Num estudo recente foi analisada uma
amostragem de 219 isolados do complexo

IntrIntrIntrIntrIntroductionoductionoductionoductionoduction
The contribution to molecular typing –
genotyping – of the Mycobacterium tuberculo-

sis strain is without a doubt an indispen-
sable tool in understanding the tubercu-
losis situation in Portugal.
In a recent study, a sample of 219 isolates
of the complex Mycobacterium tuberculosis

(MTBC) was analysed from tuberculosis
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Mycobacterium tuberculosis (MTBC) de doentes
com tuberculose internados no Hospital
Fernando Fonseca, entre os anos 1999 e
20021. A análise genotípica destes isolados
foi baseada na técnica do Spoligotyping que
analisa uma região cromossómica
específica do MTBC, o locus DR (Direct Re-

peats)2-4. A existência de uma base de dados
internacional de Spoligotype5 e a facilidade
com que esta permite comparar e nomear
Spoligotypes tem sido útil em estudos da dinâ-
mica de transmissão dentro das popula-
ções e da proveniência geográfica de estir-
pes isoladas.
De facto, com o Spoligotyping, existe pela
primeira vez na história da tuberculose a
possibilidade de obter com facilidade
informações relativas à distribuição geo-
gráfica de espécies e famílias genotípicas
do MTBC. O próprio MTBC, que inclui
as espécies M. tuberculosis, M. bovis (entre os
quais se encontra a estirpe vacinal M. bovis

BCG), M. africanum, M. microti e o M. canetti,
tem-se revelado muito mais vasto do que
originalmente se pensava, criando a actual
polémica sobre a nomenclatura que se en-
contra em plena e rápida evolução.
Com o auxílio de uma base de dados in-
ternacional, o nosso primeiro estudo de
carácter populacional revelou a predomi-
nância de famílias genotípicas comuns aos
países da Europa Ocidental (LAM, Latino-
American Mediterranean, T, Haarlem),
mas também nos alertou quanto à possível
importação da tuberculose de populações
oriundas da América do Sul, da Ásia e da
Europa Oriental1.

ObjectivosObjectivosObjectivosObjectivosObjectivos
Tendo em consideração a informação
citada, o objectivo do presente trabalho é

patients hospitalized at the Fernando
Fonseca Hospital between 1999 and 20021.
The genotype analysis of these isolates was
made based on the Spoligotyping technique
which analyses a specific chromosome
region of MTBC, the DR (Direct Re-
peats)2-4 locus. The existence of the inter-
national Spoligotype5 database and the ease
with which this allows us to compare and
identify Spoligotypes has been useful in stu-
dies into the dynamics of transmissions
between populations and the geographi-
cal provenance of isolates.
In fact, the existence of Spoligotyping means
that information on the geographical dis-
tribution of MTBC genotypic species and
families can be easily gleaned for the first
time in the history of tuberculosis.
MTBC, which includes the species M. tu-

berculosis, M. bovis (among which is the vac-
cine strain M. bovis BCG), M. africanum, M.

microti and M. canetti, has turned out to be
substantially greater than was originally
thought. This has led to the current heated
and rapidly changing discussion over the
nomenclature.
With the help of an international data base
our first study into the populational cha-
racter revealed the predominance of geno-
typic families common to Eastern Euro-
pean (LAM “Latino-American Mediter-
ranean”, T, Haarlem), but also called at-
tention to the possible importance of tu-
berculosis in the populations coming from
South America, Asia and Eastern Europe1.

Aims
Taking the abovementioned information
into account, the aim of this study is to
update the first study by using Spoligotyping

to analyse the 452 MTBC isolates taken
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Com o Spoligotyping,
existe pela primeira
vez na história da
tuberculose a
possibilidade de obter
com facilidade
informações relativas
à distribuição geo-
gráfica de espécies e
famílias genotípicas
do MTBC

Com o auxílio de
uma base de dados
internacional, o
nosso primeiro
estudo de carácter
populacional revelou
a predominância de
famílias genotípicas
comuns aos países
da Europa Ocidental
(..) mas também nos
alertou quanto à
possível importação
da tuberculose de
populações oriundas
da América do Sul,
da Ásia e da Europa
Oriental
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actualizar o primeiro estudo pela análise
por Spoligotyping de 452 estirpes do MTBC
isoladas desde há cinco anos, entre 1999 e
2003, de doentes com tuberculose
internados no Hospital Fernando Fon-
seca.

Materiais e métodosMateriais e métodosMateriais e métodosMateriais e métodosMateriais e métodos

Estirpes

Foram analisados 452 isolados do MTBC
de doentes de tuberculose com cultura
positiva internados no Hospital Fernando
Fonseca coleccionados durante cinco anos
entre 1999 e 2003 (1 isolado/doente).
As culturas foram mantidas em meio Lo-
wenstein Jensen (BBL, Becton Dickin-
son, Quilaban, Portugal).

Spoligotyping
A técnica do Spoligotyping foi efectuada
segundo as recomendações do fabricante
do kit membrana  (Isogen Bioscience BV,
Maarsen, Netherlands), como previa-
mente descrita1. Em linhas gerais, pro-
cedeu-se à extracção do DNA bacteriano
por fervura, seguido da amplificação e
marcação por PCR da totalidade da região
DR, com utilização de primers específicos.
A detecção dos 43 oligonucleótidos, cor-
respondendo aos espaçadores entre as
sequências DR, realizou-se através de
hibridação Southern Blot, utilizando a mem-
brana disponibilizada com o kit, na qual
os oligonucléotidos dos 43 espaçadores se
encontram covalentemente ligados numa
determinada ordem, paralelamente uns
aos outros. Os produtos de PCR, mar-
cados com biotina, foram aplicados com
a ajuda de um miniblotter (Isogen Bioscience

over five years (1999 – 2003) from tuber-
culosis patients hospitalised at Fernando
Fonseca Hospital.

Materials and methods

Strains

452 MTBC isolates which had been col-
lected over a five year period (1999-2003)
from tuberculosis patients with positive
culture hospitalised at Fernando Fonseca
Hospital were analysed. (1 isolate/pa-
tient).
The cultures were stored at a medium
Lowenstein Jensen (BBL, Becton Di-
ckinson, Quilaban, Portugal).

Spoligotyping
Spoligotyping was carried out in accordance
with the recommendations of the mem-
brane Kit manufacturer (Isogen Bioscience
B.V., Maarsen, Netherlands), as pre-
viously described1. In general terms, bac-
terial DNA is extracted by boiling then
the whole DR region is amplified and
marked by PCR, using specific primers.
43 oligonucleotides, corresponding to the
spacers between the DR sequences, were
detected via “Southern Blot” hybridiza-
tion using the membrane which comes
with the Kit, and using this the oligonu-
cleotides of the 43 spacers were discovered
to be covalently linked in a determined
order, parallel one to another. The PCR
products, markers with biotin, were ap-
plied with the help of a miniblotter (Iso-
gen Bioscience B.V., Maarsen, Nether-
lands) whose fissures are arranged
perpendicularly in relation to the pattern
of lines of the oligonucleotides of the
spacers. The hybridization was carried out
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BV, Maarsen, Netherlands) cujas ranhuras
são dispostas perpendicularmente em
relação ao padrão de linhas dos oligonu-
cleótidos dos espaçadores. A hibridação
foi efectuada e seguida por uma etapa de
incubação em estreptavidina-peroxidase,
que liga a peroxidase aos produtos PCR.
Estes produtos são reconhecidos por
quimioluminescência, baseada na acção da
peroxidase sobre o revelador ECL (enhanced

chemiluminescence) (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, England). A detecção
dos sinais da hibridação foi obtida por
exposição a uma película de autorradio-
grafia Hyperfilm ECL (Amersham Bios-
ciences, Buckinghamshire, England),
permitindo a definição dos Spoligotypes
pela presença ou ausência de um ou mais
espaçadores.

Análise dos Spoligotypes
Os dados foram analisados, como pre-
viamente descrito, pelo programa Excel

que permitiu a ordenação e agrupamento
dos diversos Spoligotypes1.
Os Spoligotypes partilhados por mais de uma
estirpe foram designados ST (shared types).
A análise dos Spoligotypes foi efectuada
utilizando a base de dados internacional
em cuja versão estão representados 817
isolados de M. tuberculosis, segundo o ST5.
Uma tentativa de agrupamento dos Spoli-

gotypes por famílias genotípicas foi realizada
segundo as regras descritas por Filliol e
colaboradores6,7.

Estudo da susceptibilidade aos

antibióticos de primeira linha

Os s i s temas  Bactec  460TB ou
BactecMGIT960 (Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA) foram utilizados no

and followed by an incubation stage in
Streptavidin Peroxidase, which binds the
peroxidase to the PCR products. These
products are detected by chemilumines-
cence based on the action of the peroxi-
dase on the developer ECL (“enhanced
chemiluminescence”) (Amersham Bios-
ciences, Buckinghamshire, England). The
detection of signs of hybridization was
made by exposing a film of autoradiogra-
phy – Hyperfilm ECL (Amersham Bios-
ciences, Buckinghamshire, England) –
which defines the Spoligotypes by the
presence or absence of one or more
spacers.

Analysis of  the Spoligotypes
An Excel program was used to analyse the
data, as mentioned above. The program
was designed to order and group the va-
rious Spoligotypes1.
Spoligotypes common to more than one
strain were called STs (shared types). The
Spoligotypes were analysed using a ver-
sion of an international data base housing
817 ST5 M. tuberculosis isolates.
The criteria drawn up by Filliol et al were
those used to group the Spoligotypes by geno-
typic families6,7.

Research into the susceptibility of  first

line antibiotics

Both the Bactec 460TB and the
BactecMGIT960 systems (Becton
Dickinson, Sparks, MD, USA) were used
in the study into the susceptibility of first
line antibiotics, in accordance with the
criteria of the Fernando Fonseca Hospi-
tal laboratory norms which were in use
between 1999 and 2003. The study’s
methodologies are based on a critical pro-
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estudo da susceptibilidade aos antibióticos
de primeira linha segundo os critérios do
plano laboratorial do Hospital Fernando
Fonseca, em vigor entre os anos de 1999 e
2003. As metodologias estão baseadas no
estudo da proporção critica de 1%, ava-
liada comparando o crescimento em pre-
sença de antibiótico com o crescimento
do controlo sem antibiótico, mas rece-
bendo um inóculo inicial 100 vezes mais
diluído, designado por controlo 1:100. A
execução das provas de resistência são
efectuadas segundo as instruções do fabri-
cante que fornece os liofilizados dos
antibióticos estreptomicina, isoniazida,
etambutol, rifampicina e PZA para utili-
zação em meios Bactec 12B (no ins-
trumento Bactec  460TB) ou
BactecMGIT  (no instrumento
BactecMGIT 960) ou, no caso
específico da PZA, meio Bactec PZA
(Bactec 460TB) ou BactecMGIT
960 PZA (BactecMGIT 960).
A multirresistência (MDR) significa que
o bacilo é resistente a mais de um agente
antituberculoso, incluindo a isoniazida e
a rifampicina8.

ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados
Dos 452 Spoligotypes dos isolados analisados,
trezentos e setenta e quatro, 82,7%, foram
acomodados dentro de 47 ST. Destes, 36
ST correspondentes a 336 dos isolados,
74,3%, estão representados no Quadro I
por ordem de frequência decrescente,
estando identificados na base de dados
internacional pelo um número ST5. Onze
destes ST, representando 38 isolados,
8,4%, representados no Quadro II, não
foram identificados na base de dados in-
ternacional (sem número ST).

portion of 1%, evaluated by comparing
growth when antibiotics are present with
growth in the Control in which no anti-
biotics are present, but receiving an ini-
tial inoculation 10 times more diluted,
called control1:100. The resistance trials
were carried out in accordance with the
instructions of the manufacturer who sup-
plied the lyophilisates of the Streptomy-
cin, Isoniazid, Ethambutol, Rifampicin
and Pyrazinamide (PZA) antibiotics to be
used in the Bactec 12B method (in the
Bactec 460TB tool) or BactecMGIT
(in the BactecMGIT 960 tool) or, in
the specific case of PZA, Bactec PZA
method  (Bac t ec  460TB)  o r
Bac tecMGIT  960  PZA
(BactecMGIT 960).
Multi-drug resistant (MDR) means that
the bacillus is resistant to more than one
antituberculosis agent, including Isoniazid
and Rifampicin8.

Results
Of the 452 Spoligotypes of the isolates ana-
lysed, three hundred and seventy four
(82.7%) fitted into 47 STs. Of these, 36
STs, corresponding to 336 of the isolates
(74.3%), are shown in Table I in descen-
ding order of frequency. They were iden-
tified on the international data base by an
ST5 number. Eleven of these STs, repre-
senting 38 isolates (8.4%), and shown on
Table II, were not identified on the inter-
national data base (no ST number).
Unique Spoligotypes, not shared, were
found in 78 isolates, representing 17.3%
of the total number of isolates analysed
(data not shown).
Approximately 50% of the total number
of was distributed into 9 STs. Among
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Quadro I – Spoligotypes identificados na base de dados internacional1

1 Tabela representando 74.3% da totalidade dos isolados analisados, identificados na base de dados internacional de Spoligotype:
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
2  Nome da família genotípica (Filiol e coll., 2002).
3  NC = Não classificada: família genotípica não classificada (Filiol e coll., 2002).
4  Freq. = Frequência relativa ao número total de isolados, expressa em percentagem (%).
5  N.º de isolados = Número de isolados entre 1999 e 2003.

Suzana David, Vanessa Barros, Clara Portugal, Abílio Antunes, Ângela Cardoso Ana Calado, Luísa Sancho, José Germano de Sousa

ST1 Família2 Freq.4 N.º de
isolados5

20 LAM1 11,1% 50 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
42 LAM9 10,8% 49 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
53 T1 6,6% 30 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii

244 NC3 6,0% 27 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiieeeei
150 NC 4,2% 19 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
47

Haarlem
1

4,0% 18 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeeiiiiiii
50 Haarlem 3,1% 14 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeiiiiiii

389 NC 3,1% 14 iieiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
64 LAM6 2,9% 13 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiieiiieeeeiiiiiii
34 S 2,4% 11 iiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
1 Beijing 2,2% 10 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiii

118 NC 1,5% 7 iiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
17 LAM2 1,3% 6 iieiiiiiiiiieiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
51 NC 1,1% 5 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiieeee
92 X3 1,1% 5 iiieeeeeeeeeiiiiieiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii

157 NC 0,9% 4 iiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeiiii
49 NC 0,9% 4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeiiieiii
44 NC 0,9% 4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeiiiiiii
4 NC 0,9% 4 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
73 NC 0,9% 4 iiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiieiii
33 LAM3 0,9% 4 iiiiiiiieeeiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
58 NC 0,9% 4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiiiiieeeeiiiiiii

211 NC 0,7% 3 iiiiiiiieeeieiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
344 NC 0,7% 3 iiieeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
26 CAS1 0,4% 2 iiieeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiiiiiiii

193 NC 0,4% 2 iieiiiiiiiiieieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
793 NC 0,4% 2 iiieeeeeeeeeeieiieiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
154 NC 0,4% 2 iiiieiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
29 NC 0,4% 2 iiiiieeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiii

181 Afri1 0,4% 2 iiiiiieeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiii
81 NC 0,4% 2 iiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
93 LAM5 0,4% 2 iiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii

173 NC 0,4% 2 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
151 NC 0,4% 2 iiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeeeieeeeiiiiiii
402 NC 0,4% 2 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
60 LAM4 0,4% 2 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiieiii
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Table I – Spoligotypes identified in the international data base1

1  Table representing 74.3% of the total amount of isolates analysed identified in the international Spoligotype data base: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
2  Name of genotypic family (Filiol et al., 2002).
3  NC = Non Classified: non classified genotypic family (Filiol et al., 2002).
4  Freq. = Frequency relative to the total number of isolates, expressed in a percentage (%).
5  N.º of isolates = Number of isolates between 1999 and 2003.
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ST1 Family2 Freq.4
N.º of

isolates5

20 LAM1 11.1% 50 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
42 LAM9 10.8% 49 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
53 T1 6.6% 30 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee

244 NC3 6.0% 27 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
150 NC 4.2% 19 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeee
47 Haarlem 4.0% 18 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeee
50 Haarlem 3.1% 14 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee

389 NC 3.1% 14 iieiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeee
64 LAM6 2.9% 13 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiieiiieeee
34 S 2.4% 11 iiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
1 Beijing 2.2% 10 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeii

118 NC 1.5% 7 iiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
17 LAM2 1.3% 6 iieiiiiiiiiieiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
51 NC 1.1% 5 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
92 X3 1.1% 5 iiieeeeeeeeeiiiiieiiiiiiiiiiiiiieeee

157 NC 0.9% 4 iiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
49 NC 0.9% 4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee
44 NC 0,9% 4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeee
4 NC 0.9% 4 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiieeee
73 NC 0.9% 4 iiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
33 LAM3 0.9% 4 iiiiiiiieeeiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
58 NC 0.9% 4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiiiiieeee

211 NC 0.7% 3 iiiiiiiieeeieiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
344 NC 0.7% 3 iiieeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
26 CAS1 0.4% 2 iiieeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeii

193 NC 0.4% 2 iieiiiiiiiiieieiiiiieeeeiiiiiiiieeee
793 NC 0.4% 2 iiieeeeeeeeeeieiieiiiiiiiiiiiiiieeee
154 NC 0.4% 2 iiiieiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
29 NC 0.4% 2 iiiiieeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeee

181 Afri1 0.4% 2 iiiiiieeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii
81 NC 0.4% 2 iiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
93 LAM5 0.4% 2 iiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee

173 NC 0.4% 2 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieiiiiiiiiiiieeee
151 NC 0.4% 2 iiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeeeieeee
402 NC 0.4% 2 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee
60 LAM4 0.4% 2 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeee
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Spoligotypes únicos, não partilhados, foram
deparados em 78 isolados, representando
17,3% da totalidade dos isolados analisados
(dados não apresentados).
Aproximadamente 50% da totalidade dos
isolados encontram-se distribuídos por 9
ST. Entre estes ST, dos mais represen-
tados, reconhecemos seis padrões repre-
sentativos de famílias genotípicas ou
regiões geográficas6,7: LAM (Latino-Ameri-

can Mediterranean, América Latina e Medi-
terrâneo), Haarlem e T (uma família de
genótipos relativamente antigos) (Qua-
dros I e III). Os restantes três não foram
identificados como famílias genotípicas
nos trabalhos internacionais: ST244,
ST150, e ST389.

these STs, of the most represented, we re-
cognised six patterns representative of
genotypic families or geographical regions
6,7: LAM (Latino-American Mediterra-
nean), Haarlem and T (a relatively old
genotypic family). (Tables I and III). The
remaining three, ST244, ST150, and
ST389, were not identified as genotypic
families in international studies.
While the annual proportions of some Sts
show only a small variation, as is the case
with ST20 (LAM1), ST42 (LAM9), ST53
(T1) and ST244, in others an apparent
growth or decrease can be seen, as illus-
trated in Figure 1. For example, between
2001 and 2003 an increase in the frequency
of ST150, ST389 and ST1 (Beijing), and a

Quadro II – Spoligotypes não identificados na base de dados internacional1

1 Tabela representando 8,4% da totalidade dos isolados analisados, não identificados na base de dados internacional de Spoligotype:
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm

2 Freq. = Frequência relativa ao número total de isolados, expressa em percentagem (%).
3 N.º de isolados = Número de isolados entre 1999 e 2003.
4 Controlos do Spoligotyping: M. tuberculosis H 37Rv e M. bovis BCG.
5 NA = Não aplicável.
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Freq.2 N.º de

Isolados3

Spoligotypes

1,8% 8 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeieeeeee
1,3% 6 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiieeeeeiiiiiii
0,9% 4 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiieiiieeeeiiiiiii
0,7% 3 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiieiii
0,7% 3 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiieiii
0,7% 3 iiiieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
0,7% 3 iiiiiieieeeiiiiiiiiieeeeiieiiiiieeeeiiiiiii
0,4% 2 iieiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiieeeeeiiiiiii
0,4% 2 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiieiiieeeeiiiiiii
0,4% 2 iiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiiii
0,4% 2 iiiiiieeiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
NA5 Controlo BCG4 iieiiiiieiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee
NA5 Controlo

H37Rv4
iiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii
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Enquanto as proporções anuais de alguns
ST variam pouco, como é o caso do ST20
(LAM1), ST42 (LAM9), ST53 (T1) e ST244,
com outros observou-se um aparente
aumento ou diminuição, como ilustrado
na Fig. 1. Por exemplo, entre 2001 e 2003
observou-se um aumento nas proporções
de ST150, ST389 e ST1 (Beijing) e uma
diminuição nos casos dos ST47 e ST50
(Haarlem1 e Haarlem3, respectivamente).
A família mais importante em décimo
lugar pelo número de isolados é a família
Beijing. Esta família representa 2,2% do
total dos isolados, revelando um aumento
progressivo desde a sua primeira obser-
vação em 1999 no hospital1 (Fig.1). Neste
estudo, nenhum dos isolados da família
Beijing era MDR.

decrease in the cases of ST47 and ST50
(Haarlem1 and Haarlem3, respectively)
was seen.
The most important family in tenth place
due to the number of isolates is the Beijing
family. This family represents 2.2% of the
total number of isolates, showing that it
has been increasing progressively since it
was first observed in the Hospital in 19991

(Fig.1). In this study, none of the isolates
of the Beijing family was MDR.
Genotypic families of African and Asiatic
origin were identified. Two clinical cases
of M. africanum ST181 (AFRI 1) were iden-
tified in 2003, and in 2002 two cases of M.

tuberculosis of the CAS1 family were iden-
tified (Table IV).
The MDR isolates represent 6.4% do to-

Table II – Spoligotypes non identified in the international data base1

1 Table representing 8.4% of the total number of isolates analysed not identified in the international Spoligotype database: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
2 Freq. = Frequency relative to the total number of isolates, expressed in a percentage (%).
3 N.º of isolates = Number of isolates between 1999 and 2003.
4 Controls of Spoligotyping: M. tuberculosis H 37Rv and M. bovis BCG.
5 NA = Non Applicable.
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Freq.2 N.º of

Isolates3

Spoligotypes

1.8% 8 iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeieeeeee
1.3% 6 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiieeeeeiiiiiii
0.9% 4 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiieiiieeeeiiiiiii
0.7% 3 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiieiii
0.7% 3 iiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiieiii
0.7% 3 iiiieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
0.7% 3 iiiiiieieeeiiiiiiiiieeeeiieiiiiieeeeiiiiiii
0.4% 2 iieiiiiiiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiieeeeeiiiiiii
0.4% 2 iieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiieiiieeeeiiiiiii
0.4% 2 iiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiiii
0.4% 2 iiiiiieeiiiiiieiiiiieeeeiiiiiiiieeeeiiiiiii
NA5 Control BCG4 iieiiiiieiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee
NA5 Control H37Rv4 iiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii



Família1 ST3 Freq. (%)4

LAM1 ST 20 11.1

LAM9 ST 42 10.8

T1 ST 53 6,6

NC2 ST 244 6.0

NC2 ST 150 4.2

Haarlem1 ST 47 4.0

Haarlem3 ST 50 3.1

NC2 ST 389 3.1

LAM6 ST 64 2.9
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Family1 ST3 Freq. (%)4

LAM1 ST 20 11.1

LAM9 ST 42 10.8

T1 ST 53 6,6

NC2 ST 244 6.0

NC2 ST 150 4.2

Haarlem1 ST 47 4.0

Haarlem3 ST 50 3.1

NC2 ST 389 3.1

LAM6 ST 64 2.9

Foram identificadas famílias genotípicas de
origem africana e asiática. Em 2003, identi-
ficámos dois casos clínicos por M. africanum

ST181 (AFRI 1) e em 2002 dois casos por
M. tuberculosis da família CAS1 (Quadro IV).

tal. Three genotypic families, defined by
their LAM1, LAM9 and ST389 Spoligotypes,
make up 58.6% of the MDR isolates. The
MDR strain was four times more preva-
lent in ST389 than in the other Spoligotypes

(Table V).

Frequência

relativa (%)

Quadro III – Spoligotypes representando
aproximadamente 50% dos ST mais
frequentes dos isolados do complexo My-

cobacterium tuberculosis dos doentes com
tuberculose do Hospital Fernando
Fonseca.

1 Nome da família genotípica (Filiol e coll., 2002).
2 NC = Não classificada: família genotípica não

classificada (Filiol e coll., 2002).
3 Identificado na base de dados internacional de

Spoligotype:
h t t p : / /www.cdc .gov /nc idod /E ID /vo l7no3 /
sola_data.htm

4 Freq. = Frequência relativa ao número total de
isolados, expressa em percentagem (%).

Table III – Spoligotypes representing ap-
proximately 50% of the most frequent STs
of the isolates of the Mycobacterium tuber-

culosis complex of tuberculosis patients at
Fernando Fonseca Hospital.

1 Name of genotypic family (Filiol et al., 2002).
2 NC = Not classified: genotypic family not classified

(Filiol et al., 2002).
3  Identified in the international Spoligotype database:

http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
4 Freq. = Frequency relative to the total number of iso-

lates, expressed in a percentage (%).
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Fig. 1 – Família ou Spoligotypes de Mycobacterium tuberculosis. Fig. 1 – Mycobacterium tuberculosis Spoligotypes or family.

Annual

proportion (%)
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Quadro IV – Spoligotypes identificados como pertencendo à espécie M. africanum, família genotípica Afri11, e M. tuberculosis, família genotípica
CAS11

1 Nome da família genotípica (Filiol e coll., 2002).
2 Identificado na base de dados internacional de Spoligotype:

http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
3 Controlos do Spoligotyping: M. tuberculosis H 37Rv e M. bovis BCG.
4 NA = Não aplicável.

Table IV – Spoligotypes identified as belonging to the M. africanum species, genotype family Afri11, and M. tuberculosis, genotype family CAS11

1 Name of genotypic family (Filiol et al., 2002).
2 Identified in the international Spoligotype database:
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
3 Controls of Spoligotyping: M. tuberculosis H 37Rv and M. bovis BCG.
4 NA = Non applicable.

, , g , , g , , ,

Spoligotypes Família1 ST2 N.º de
isolados

iiiiiieeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiii Afri1 181 2

iiieeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiiiiiiii CAS1 26 2

iieiiiiieiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee NA4 482 Controlo BCG3

iiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii NA4 452 Controlo
H37Rv3

Spoligotypes Family1 ST2 N.º of isolates

iiiiiieeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiii Afri1 181 2

iiieeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiiiiiiii CAS1 26 2

iieiiiiieiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee NA4 482 Controlo BCG3

iiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeiiiiiii NA4 452 Controlo
H37Rv3
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Familia1 ST3 Freq. em relação ao (%) Razão6

Nº de
isolados4

Nº
isolados

MDR5

LAM1 ST 20 34.5 11.0 3

LAM9 ST 42 10.3 10.8 1

NC2 ST 389 13.8 3.1 4
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Os isolados MDR representaram 6,4% do
total. Três famílias genotípicas, definidas
pelos seus Spoligotypes, LAM1, LAM9 e
ST389, acomodaram 58,6% dos isolados
MDR. A MDR foi quarto vezes mais
prevalente no ST389 do que nos outros
Spoligotypes (Quadro V).

DiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussão
A tuberculose ameaça um terço da po-
pulação mundial. Foi declarada emer-
gência global desde 1993 (Global Health

Emergency) devida a deterioração da situação
do controlo em várias partes do mundo,
o alastramento do VIH e o aumento da
população.
Portugal continua a ser um dos países da
UE com a maior taxa de incidência de tu-
berculose, com cerca de 34,4 casos/100 000
habitantes9. Vários factores fazem com
que os parâmetros usuais de intervenção
ou prevenção sejam também adaptados:

Quadro V – Spoligotypes representando aproximadamente 59%
dos isolados do complexo Mycobacterium tuberculosis

multirresistentes (MDR)

1 Nome da família genotípica (Filiol e coll., 2002).
2 NC = Não classificada: família genotípica não classificada (Filiol e coll., 2002).
3 Identificado na base de dados internacional de Spoligotype:

http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
4 Freq. = Frequência relativa em relação ao número total de isolados, expressa

em percentagem (%).
5 Freq. = Frequência relativa em relação ao número de isolados MDR, expressa

em percentagem (%).
6 Relação entre a frequência relativa em relação ao número de isolados e a

frequência relativa em relação ao número de isolados MDR.

TABLE V – Spoligotypes representing approximately 59% of the
isolates of the Mycobacterium tuberculosis multi-drug resistant
(MDR) complex

1 Name of genotypic family (Filiol et al., 2002).
2 = Not classified: genotypic family not classified (Filiol et al., 2002).
3 Identified in the international Spoligotype database:

http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol7no3/sola_data.htm
4 Freq. Frequency relative to the total number of isolates, expressed in a percentage (%).
5 Freq. = Frequency relative to the total number of MDR isolates, expressed in a percentage (%).
6 Relationship between the frequency relative to the total number of isolates and the frequency

relative to the total number of MDR isolates.

Discussion
Tuberculosis poses a threat to a third of
the world’s population. It has been classi-
fied as a global health emergency since
1993 due to control of tuberculosis wor-
sening in several parts of the world, the
spread of HIV and the growth in the
world’s population.
Portugal remains one of the EU countries
with a higher rate of tuberculosis, with
around 34.4 cases/100 000 inhabitants9.
There are several factors which have
caused the normal intervention or preven-
tion parameters to be adapted: An increase
in HIV infection due to its frequent asso-
ciation with tuberculosis, the disease be-
ing brought to the country by immigrants
coming from countries with insufficient
means of controlling the disease and a
3.5% MDR proportion in Portugal in
20039. This is above the European coun-
try average. MDR strains represent from
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A tuberculose foi
declarada emergência
global desde 1993

Portugal continua a
ser um dos países da
UE com a maior taxa
de incidência de
tuberculose

Family1 ST3 Freq. In relation to (%) Reason6

Nº of
isolates

Nº of MDR
isolates5

LAM1 ST 20 34.5 11.0 3

LAM9 ST 42 10.3 10.8 1

NC2 ST 389 13.8 3.1 4
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o aumento da infecção por VIH devido à
sua frequente associação à tuberculose, a
situação relativa à importação da doença
por via de populações imigrantes prove-
nientes de países mostrando uma insu-
ficiência nas medidas de controlo da
tuberculose e uma proporção de 3,5% de
MDR em Portugal em 20039 que ultra-
passa a média dos países europeus. A MDR
representa desde já, para as futuras
gerações, uma ameaça que mereceria ser
cuidadosamente avaliada8 devido ao
prolongamento da fase de transmissão, na
possibilidade de estas estirpes virem a
reinfectar indivíduos, mesmo estando estes
sob cobertura antituberculosa contra uma
estirpe sensível10,11 e devido às caracte-
rísticas da fase de infecção latente que, na
infecção por M. tuberculosis, pode ser par-
ticularmente longa.
Contudo, no contexto português, estudos
baseados na genotipagem de estirpes do
MTBC continuam a ser escassos. No en-
tanto, estes são extremamente úteis em
epidemiologia da tuberculose para identi-
ficação de factores da distribuição da
doença, temporal e geograficamente, de
factores de transmissão, bem como de
manifestação e progressão da doença.
Estudos estes que podem contribuir para
a definição de prioridades nos programas
de luta contra a tuberculose.
Quando se fala de tuberculose estamos a
referir-nos a micobactérias que pertencem
ao MTBC9. Este complexo compreende
as espécies M. tuberculosis, que inclui M. tu-

berculosis, M. bovis (entre os quais se encontra
a estirpe vacinal M. bovis BCG), M.

africanum, M. microti e M. canetti. A dife-
renciação entre os membros do MTBC é
de extrema importância, uma vez que

this moment on and for future generations
a threat which merits careful evaluation8

as, with the prolonging of the transmis-
sion phase, there is the possibility of these
strains re-infecting people even when they
are under anti-tuberculosis cover against
a drug-sensitive strain10,11 and also due to
the characteristics of the latent infection
phase. In the case of infection by M. tuber-

culosis, this phase could be particularly
long.
In Portugal, there is still a scarcity of stu-
dies based on the genotyping of the
MTBC strains. What there is, however,
is extremely useful in determining the epi-
demiology of tuberculosis by identifying
the disease’s distribution factors, both tem-
poral and geographical, the transmission
factors and the disease’s manifestation and
progression. Studies such as these could
contribute to defining the priorities to be
set in campaigns against tuberculosis.
In terms of tuberculosis, we refer to the
microbacteria which belong in the
MTBC9. This complex comprises the M.

tuberculosis species, which includes the M.

tuberculosis, M. bovis (among which is the
vaccine strain M. bovis BCG), M. africanum,
M. microti and the M. canetti. The differen-
tiation among the members of the MTBC
is an extremely important one, in that it
allows a more focused treatment to be
disseminated and breaks the chain of trans-
mission of the disease.
Molecular technology has completely
changed the face of laboratory diagnosis
of tuberculosis, meaning a better and
quicker identification of the members of
the MTBC can be made and also the dif-
ferentiation of these into genotypic fami-
lies. This differentiation is coming more

, , g , , g , , ,

No contexto
português, estudos
baseados na
genotipagem de
estirpes do MTBC
continuam a ser
escassos



R E V I S T A  P O R T U G U E S A  D E  P N E U M O L O G I A 527

permite instruir uma terapêutica mais
orientada e quebrar a cadeia de trans-
missão da doença.
A tecnologia molecular alterou por
completo o diagnóstico laboratorial da
tuberculose, permitindo uma melhor e
mais rápida identificação dos membros do
MTBC e a diferenciação deste em famílias
genotípicas. Esta diferenciação assenta
cada vez mais sobre técnicas baseadas em
biologia molecular, que permitem uma
melhor e mais rápida identificação das
micobactérias. As novas técnicas de bio-
logia molecular mostraram que o MTBC
é mais vasto do que anteriormente se
pensava. Talvez o Spoligotyping tenha sido a
técnica que mais contribuiu nesta área,
visto que permitiu o agrupamento dos
Spoligotypes por famílias genotípicas.
O Spoligotyping facilita a diferenciação das
espécies do complexo M. tuberculosis, tem
um bom nível de diferenciação para a
analise epidemiológica, mas também é útil
na determinação da origem geográfica das
estirpes pela existência de um banco de
dados internacional, o qual permite uma
comparação a este nível5-7.
O Spoligotyping, é uma técnica de genoti-
pagem do complexo M. tuberculosis. Baseia-
-se na metodologia PCR e analisa uma
região cromossómica específica do com-
plexo, o locus DR (Direct Repeats), pela
determinação da ausência ou presença de
espaçadores específicos entre as sequências
DR2-4. O locus DR é uma região cromos-
sómica que contém, em número variável,
a sequência curta DR, de 36 pares de base.
Esta sequência está separada por espaça-
dores não repetitivos, também de sequên-
cia curta, de 35 a 41 pares de base. A téc-
nica analisa a presença ou ausência de 43

and more to be centred on molecular bi-
ology based techniques, allowing a better
and faster identification of the microbac-
teria.  The new molecular biology tech-
niques show that the MTBC is a lot big-
ger than was previously believed. It is
entirely possible that Spoligotyping has been
the technique which has contributed the
most in this field, seeing that it allows the
Spoligotypes to be grouped into genotypic
families.
Spoligotyping make it easier to differentiate
between the species of the M. tuberculosis

complex and has a good level of differen-
tiation for epidemiological analysis. In
addition it is useful in determining the geo-
graphical origin of strains, via the exist-
ence of an international data bank which
allows comparisons to be made at this
level5-7.
Spoligotyping is a genotyping technique for
the M. tuberculosis complex. It is based on
PCR methodology and analysis of a chro-
mosome region specific to the complex,
the DR (Direct Repeats) locus, through
determining the absence or presence of
specific spacers between the DR se-
quences2-4. The DR locus is a chromosome
region which contains in a varying number
a short DR sequence of 36 base pairs. This
sequence is separated by non-repetitive
spacers, also short sequence, of 35 to 41
base pairs. The technique detects the pres-
ence or absence of 43 DR locus spacers of
a known sequence. The PCR is carried
out using primers based on the DR and
the DNA sequence of the spacers is am-
plified. After that it is detected by hybridi-
zation with oligonucleotides representing
the sequences which are specific to the
spacers. This explains the Spoligotyping name
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espaçadores do locus DR, cuja sequência é
conhecida. O PCR efectuado utiliza pri-

mers baseados na sequência do DR e o
DNA dos espaçadores é amplificado.
Depois é detectado por hibridação com
oligonucleótidos representando as sequên-
cias específicas dos espaçadores, o que
explica a designação de Spoligotyping - Spacer

oligonucleotide typing.
O estudo, que decorre desde 1999, é um
estudo populacional de natureza retros-
pectiva a partir dos isolados do MTBC
provenientes de doentes de tuberculose do
Hospital Fernando Fonseca.
O presente trabalho confirma a notável
variabilidade genética a nível dos isolados
clínicos do MTBC dos doentes do Hospi-
tal Fernando Fonseca1.
Foram detectados ST raros, não identi-
ficados na base de dados internacional, que
representam 8,4% dos isolados acomo-
dados em onze ST (Quadro II). A detec-
ção de ST raros pode estar relacionada
com uma transmissão epidemiológica,
alertando para a necessidade de proceder
ao estudo da relação clonal entre as estir-
pes, sendo possível uma associação à MDR
ou ao VIH.
Deparamos com particularidades relativas
as estirpes isoladas no nosso país devido à
elevada prevalência de ST que não foram
classificados em famílias genotípicas6,7. É
o caso dos ST244, ST150 e ST389 que
representam 13,3 % do total dos isolados
(Quadro III). Esta ideia não é estranha,
visto a existência de família de estirpes com
características nacionais terem sido assina-
ladas em estudos prévios12-14.
A análise por Spoligotyping, que permite a
correlação entre o genótipo e a distri-
buição geográfica da doença, pode for

- “Spacer oligonucleotide typing”.
This study has been running since 1999 and
is a retrospective populational study into
the isolates of MTBC of tuberculosis pa-
tients at the Fernando Fonseca Hospital.
This study confirms the remarkable ge-
netic variety of the clinical isolates of the
MTBC patients at the Fernando Fonseca
Hospital1.
Rare STs were detected which were not
identified on the international data base,
representing 8.4% of the isolates fitting
into eleven STs (Table II). The detection
of rare STs could be connected with the
epidemiological transmission, raising
awareness of the need to carry out a study
of the clonal relationship between the
strains, as an association with MDR or
HIV is possible.
We found particularities relative to the
isolate strains in Portugal due to the high
prevalence of STs which were not classi-
fied into genotypic families 6,7. This is the
case of the ST244, ST150 and ST389
strains which make up 13.3 % of the total
amount of isolates. (Table III). This is not
startling given that the existence of fami-
lies of strains with national characteris-
tics has been seen in previous studies12-14.
Spoligotyping analysis, which allows the
genotype and the geographical distribu-
tion of the disease to be correlated, can
supply us with details of the spread of
tuberculosis. In this study, we identified
for the first time in Portugal two clinical
isolates of M. africanum of a genotypic fa-
mily Afri1, originating in Africa15. This
information is also of particular impor-
tance for the field of tropical medicine and
understanding the growth of tuberculo-
sis16. Two isolates of M. tuberculosis of Asiatic
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Notável variabilidade
genética a nível dos
isolados clínicos do
MTBC dos doentes

A análise por
Spoligotyping, que
permite a correlação
entre o genótipo e a
distribuição
geográfica da
doença, pode
fornecer elementos
sobre a circulação da
tuberculose
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necer elementos sobre a circulação da
tuberculose. Neste estudo identificamos
pela primeira vez no país dois isolados clí-
nicos de M. africanum de uma família
genotípica Afri1 de origem africana15. Este
resultado também é de uma importância
notável, do ponto de vista da medicina
tropical e no contexto da evolução da
tuberculose16. Dois isolados de M. tubercu-

losis de origem asiática, pertencendo à
família CAS1, tinham sido identificados
desde o estudo precedente1. Estes casos
confirmam a muito recente importação
destas estirpes, visto serem respectivamente
de 2003 por Afri1 e de 2002 por CAS1.
Assinalamos o problema da importação,
desde 1999, de M. tuberculosis da família
Beijing (ST1). Esta família clonal, relati-
vamente recente, é considerada emer-
gente17. É conhecida pela sua possível
associação à vacinação por BCG18, também
à multirresistência19, e possui uma aparente
e documentada vantagem selectiva em
relação a outras famílias do complexo M.

tuberculosis18. O facto de a família Beijing
(ST 1), que representava 1,4 % do total dos
isolados no estudo precedente1, ter passado
a representar 2,2% no estudo actual, poderá
ser significativo, correspondendo a um
problema emergente no nosso país decor-
rente da recente imigração de populações
asiáticas e da Europa Oriental.
Para além do Beijing, outros genótipos
conheceram entre 2001 e 2003 um au-
mento da frequência relativa, ST150 e
ST389, cujo significado da evolução ainda
não é conhecido.
Contudo, as frequências relativas dos
Spoligotypes predominantes da família LAM,
24,8%, T1, 6,6%, e Haarlem, 7,1%,
mantiveram-se relativamente estáveis.

origin belonging to the CAS1 family have
been identified since the previous study1.
These cases confirm the very recent im-
porting of these strains: Afri1 in 2003 and
CAS1 in 2002.
We would like to draw attention to the
fact that the M. tuberculosis strain of the
Beijing family (ST1) has been imported
since 1999. This relatively recent clonal
family is considered as emerging17. It is
known due to its possible association with
the BCG vaccination18. It is multi-drug
resistant19 and has an apparent selective
and documented advantage over other M.

tuberculosis complex families18. The fact that
the Beijing (ST 1) family, which represents
1.4 % of the total number of isolates in
the previous study1, now equals 2.2% in
this study could be significant, corre-
sponding to a problem emerging in Por-
tugal in tandem with recent immigration
of Asiatic and Eastern European popula-
tions.
In addition to the Beijing family, ST150
and ST389 are other genotypes which
have had a relative increase in frequency
between 2001 and 2003. The significance
of this growth is as yet unknown.
Overall, the relative frequency of the
Spoligotypes is to be found in the LAM fa-
mily (8%), T1 (6.6%) and Haarlem (7.1%),
meaning that they are relatively stable.
These are the first studies of this type
undertaken in Portugal. They will cer-
tainly give rise in the near future to a
deeper understanding of the tuberculosis
situation in this country.
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