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Sumário 

 

Portugal é um dos países europeus com maior incidência de tuberculose (TB), encontrando-se 

entre os cinco países com taxa de notificação superior a 20/100 000 habitantes, apresentando 

também a mais elevada percentagem (14,6%) de individuos seropositivos para o vírus da 

Imunodeficiência Adquirida (HIV) entre casos de TB. Uma das maiores ameaças ao tratamento e 

controlo de TB é o surgimento de casos de infecção com características de multirresistência (TB-

MR) e resistência extensiva (XDR-TB) aos antibacilares. A maioria das estirpes de TB-MR que 

circulam na região de saúde de Lisboa pertence a uma família particular de estirpes 

geneticamente relacionadas, a família Lisboa, detectada nos anos 90. A prevalência desta família 

de estirpes tem vindo a aumentar ao longo dos anos, mostrando os estudos mais recentes que 

mais de 85% dos casos de TB-MR são família Lisboa. Estirpes de TB-MR derivaram 

recentemente para estirpes XDR-TB, representando cerca de 50% das estirpes TB-MR, e sendo 

todas da família Lisboa.  

A família Lisboa constitui uma ameaça ao controlo da TB no país e a sua prevalência nos 

últimos anos sugere que estas estirpes poderão ter vantagens selectivas relativamente a outras. 

Com o objectivo de definir a origem evolutiva, bem como a identificação de factores que 

favoreçam a permanência e disseminação das estirpes Lisboa em Portugal, procedeu-se ao estudo 

de delecções genómicas e polimorfismos de um único nucleótido em dois isolados da família 

Lisboa, e um isolado não-Lisboa. Os isolados foram analisados quanto à presença ou ausência de 

14 regiões de diferença (RD) e a região pks15/1 e, para uma análise mais detalhada do percurso 

evolutivo das estirpes portuguesas, foi estudada a filogenia baseada em polimorfismos de um 

único nucleótido (SNP).  

A filogenia baseada em SNPs não-sinónimos, que ocorrem nos codões katG463 e gyrA95, 

permitiu a classificação das referidas estirpes no grupo genético principal 2 (PGG2) e, a análise 

conjunta de nove SNPs sinónimos permitiu a observação de um padrão correspondente ao SCG-

5.  

O estudo dos loci RD revelou a ausência de quatro regiões nas estirpes Lisboa e não-Lisboa, 

designadamente TbD1, as regiões pks15/1, RD174 e a recém caraterizada RDrio. Os dados 

obtidos neste estudo são coerentes com as classificações filogenéticas propostas para a evolução 

dos membros do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC), apresentadas por vários 
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investigadores. Entre os genes ausentes destacam-se os que codificam proteínas extracelulares 

(PPE55 e PPE56) que são expressas nas fases mais recentes da infecção por Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis), podendo dificultar a resposta imunológica do hospedeiro, e genes 

que codificam proteínas que participam na regulação do estado de dormência, sugerindo alguns 

autores uma maior propensão para o desenvolvimento de TB activa. A ausência destas regiões 

em estirpes da família Lisboa pode assumir alguma influência na sua patogenicidade e 

virulência. 

 

Palavras-chave: Tuberculose, família Lisboa, delecções genómicas 
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Abstract 

 

Portugal is one of the european countries with the highest incidence of tuberculosis (TB), 

been located on the five countries with the higher reporting rate to 20/100 000 inhabitants. 

Portugal also has the highest percentage of individual seropositive for Human Immunodeficiency 

virus (HIV) among TB cases (14,6%). One of the biggest threats to control TB is the emergence 

of case infection with features of multidrug resistance (MDR-TB) and extensive drug-resistance 

(XDR-TB) TB. Most strains of MDR-TB circulating in the Lisbon area belong to a particular 

family of genetically related strains, the Lisboa family, detected in the 90’s. The prevalence of 

these family of strains has been increasing over the years. The most recent studies show that 

more than 85% of the MDR-TB cases belong to Lisboa family. XDR-TB has been recently 

derived from MDR-TB strains and account for about 50% of these, all belonging to Lisboa 

family.  

Lisboa family is a threat to TB control in Portugal and its prevalence in recent years suggest 

that these strains may have selective advantages over others. In order to define the evolutionary 

origin and the identification of factors that favors the continued existence and spread of Lisboa 

strains in the Portuguese setting, genomic deletions and single nucleotide polymorphisms in two 

isolates of the Lisboa family, and one non-Lisboa isolate were studied. The isolates were 

analyzed for the presence or absence of 14 regions of difference (RDs), including the pks15/1 

region. For a more detailed analysis of the evolutionary path of the portuguese strains we studied 

the phylogeny based on single nucleotide polymorphisms (SNPs).  

The phylogeny based on non-synonymous SNPs, wich occur at codons katG463 and gyrA95, 

allowed the classification of these strains in the principal genetic group 2 (PGG2), and the joint 

analysis of nine synonymous SNPs allowed the observation of a pattern corresponding to the 

SCG-5.  

On the other hand, the study of the RD loci revealed the absence of four regions in the three 

strains analyzed, in particular TbD1, regions pks15/1, RD174 and the recently characterized 

RDrio. The data obtained from this study is consistent with the phylogenetic classification 

proposed for the evolution of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) members, 

presented by several authors. Between the absent genes we highlighted those that encode 

extracellular proteins (PPE55 and PPE56), that are expressed on the earliest phases of 
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Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) infection, and could hamper the immune response 

of host, and genes that encode proteins involved in regulation of the dormancy state, which some 

authors suggesting a greater propensity to develop active TB. The absence of these regions in 

Lisboa strains may exert some influence on its pathogenicity and virulence.  

 

Keywords: Tuberculosis, Lisboa family, genomic deletions. 
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1. Introdução 
 

O M. tuberculosis é o microorganismo que mais indivíduos afecta em todo o mundo, 

atingindo cerca de 3 milhões de pessoas todos os anos. A associação do género Mycobacterium 

ao hospedeiro humano remonta aos tempos pré-históricos, tendo sido identificado 

Mycobacterium bovis (M. bovis) em múmias do período Neolítico, encontradas na Sibéria, e M. 

tuberculosis em múmias Egípcias e Sul Americanas, todos com sintomas de uma forma rara de 

tuberculose que afecta a coluna vertebral, conhecida como doença de Potts (Salo et al, 1994; 

Zink et al, 2003; Taylor et al, 2007). Descoberto em 1882 por Robert Koch, o M. tuberculosis é 

o principal agente etiológico da TB, apesar de outras espécies constituintes do MTC, tal como M. 

cannetti, M. africanum ou M. bovis, sejam também causa desta infecção em humanos. 

Actualmente, o MTC é composto por sete espécies e subespécies que inclui M. tuberculosis, M. 

canettii, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. pinnipedii, e M. caprae (Ernst et al, 2007). Os 

membros do MTC caracterizam-se por 99% de identidade nucleotídica, diferindo entre si quanto 

ao tropismo pelo hospedeiro, fenótipo, patogenicidade e epidemiologia (Brosch et al, 2002; 

Mostowy et al, 2002).  

 

1.1.  Género Mycobacterium 

 

1.1.1.  Taxonomia 

 

O género Mycobacterium pertence à classe Actinobacteria , ordem Actinomicelates, família 

Mycobacteriaceae (Figura 1). A classe Actinobacteria inclui os organismos Gram positivos 

(apesar de não ser possível corar micobactérias pela técnica de Gram), com elevado conteúdo 

Guanina-Citosina (G+C) que apresentam crescimento filamentoso, formando um micélio, ou 

possuem uma tendência para tal. No geral, as micobactérias são saprófitas livres, estando bem 

adaptadas a diferentes habitats, como solo e ambientes aquáticos (Ventura et al, 2007). O género 

Mycobacterium é muito diversificado e compreende mais de 100 espécies diferentes, sendo 

algumas estas espécies agentes causadores de uma vasta gama de doenças em humanos (Murray 

et al, 2005).  
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1.1.2.  Características gerais 

 

As bactérias pertencentes ao género Mycobacterium são classificadas de acordo com as suas 

características morfológicas, composição do envelope celular e elevado conteúdo em G+C (entre 

60% a 70%) (Murray et al, 2005). O M. tuberculosis, um microorganismo aeróbio obrigatório, 

são bacilos com 0,2-0,6 x 1,0-10 µm de dimensão, rectos ou ligeiramente curvos, por vezes 

ramificados. São imóveis e não formadores de esporos, podendo formar filamentos facilmente 

Figura 1. Árvore filogenética de Actinobacteria, baseada em 1.500 nucleótidos da sequência 16S rRNA. A 
negrito estão representadas as famílias com membros submetidos a sequenciação do genoma completo no 
momento da redacção do artigo (Ventura et al, 2007). 

Família Ordem Classe 
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fragmentados em bacilos e cocos (Prescott et al, 2005). A ultraestrutura das micobactérias 

apresenta um envelope celular (Figura 2) muito impermeável, contendo uma elevada variedade 

de lípidos, como ácidos micólicos que conferem resistência àlcool-acídica, sendo por isso 

possível de distinguir da maioria das bactérias através da coloração de Ziehl-Neelsen (Figura2); 

glicolípidos (lipoarabinomananos - LAM), polipétidos (phenolphthiocerol) e polissacáridos 

(arabinogalactanos e arabinomanos) (Cole, 2002).  

Existem outras bactérias que possuem ácidos micólicos, e são ácido-resistentes, tal como os 

géneros Nocardia e Corynebacterium que, juntamente com o género Mycobacterium, formam 

um grupo monofilético dentro da classe Actinobacteria (Figura 1) (Ventura et al, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O género Mycobacterium é constituido pelo MTC, Mycobacterium leprae (M. leprae) agente 

etiológico de Lepra, e micobactérias designadas não-tuberculosas (MNT). As últimas são 

micobactérias ambientais, podendo ser encontrados como saprófitas, comensais e simbiontes, 

distinguindo-se do MTC pelo facto de não serem patogénios obrigatórios, causando no ser 

humano infecções oportunistas (Primm et al, 2004). As MNT podem ser classificadas de acordo 

com a velocidade de crescimento e pigmentação, e também quanto ao seu potencial patogénico 

(David et al, 1994).  

Figura 2. Bacilos álcool-ácido resistentes, corados de vermelho pela técnica de Ziehl-Neelsen à esquerda 

(http://lib.jiangnan.edu.cn/ASM/039-2.jpg) e, à direita, esquema representativo do envelope celular de M. 
tuberculosis (Adaptado de Park et al, 2000). 

Glicolípido 
Porina 

Porção ramificada de LAM 
 

Ácido Micólico 

Porção Arabinano de LAM 

Motivo Pentaarabinosil 
 

Lipomanano 
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Linker 
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Peptidoglicano 

 
Proteina associada a 
membrana 
Fosfatidil inositol manosídeo 
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O crescimento micobacteriano é muito lento, variando o tempo de incubação entre dois a 

quarenta dias após inoculação em meio sólido até formar colónias visíveis (Prescott et al, 2005). 

São consideradas de crescimento rápido as micobactérias formadoras de colónias visíveis num 

período de cerca de sete dias, sendo de crescimento lento as micobactérias que necessitem de 

mais de sete dias de incubação. Relativamente à produção de pigmento, segundo Runyon as 

micobactérias dividem-se em quatro grupos:  

� Grupo I – micobactérias fotocromogénicas, possuem crescimento lento e produzem 

pigmento amarelo quando expostas à luz, em aproximadamente 7 dias. São exemplo 

M. ulcerans, M. marinum e M. kansasii; 

� Grupo II – micobactérias escotocromogénicas, possuem crescimento lento e produzem 

pigmento amarelo-alaranjado, quer na presença ou ausência de luz. Exemplos M. 

scrofulaceum e M. xenopi; 

� Grupo III – micobactérias não cromogénicas e não fotocromogénicas possuem 

crescimento lento, produzem pouco ou nenhum pigmento. São exemplo o complexo 

M. avium-intracellulare; 

� Grupo IV – micobactérias de pigmentação variável. Crescimento rápido em menos de 

1 semana a 25ºC ou a 37ºC. São exemplo M. fortuitum, M. phlei e M. smegmatis. 

 

 

As micobactérias podem ser classificadas em três grupos, de acordo com o potencial 

patogénico da espécie (David et al, 1994; Murray et al, 2005): 

� Estritamente patogénicas – M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis, M. africanum; 

� Potencialmente patogénicas – M. kansasii, M. ulcerans, M. xenopi, M. scrofulaceum, 

M. avium, M. intracellulare, M. haemophilum, M. genavense, M. simiae, M. chelonae, 

M.marinum; 

� Raramente patogénicas – M. phlei, M. smegmatis, M. butyricum, M. gordonae. M. 

thermoresistibile, M.gordonae, M. fortuitum , M. triviale, M. gastri, M. terrae, M. 

flavenscens, entre outras. 
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Uma das características dos membros do MTC reside no crescimento lento, necessitando 

cerca de três a quatro semanas para formação de colónias em meio de cultura (Cole, 2002). A 

morfologia das colónias difere entre os membros do complexo, apresentando as colónias de M. 

tuberculosis uma morfologia rugosa e não cromogénicas (Figura 3). Em meio líquido, as 

micobactérias podem crescer formando um pseudo-micélio, devido ao factor corda, sendo esta 

característica influenciada pela composição e condições de cultura (Badak et al, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.  Infecção, patogénese e transmissão do bacilo da Tuberculose  

 

A tuberculose é transmitida por aerossóis de particulas contendo bacilos de M. tuberculosis, 

libertadas pelos pulmões de indivíduos com TB activa. Uma vez inaladas estas particulas, com 1 

a 5 µm de diâmetro, as micobactérias são reconhecidas e fagocitadas por macrófagos alveolares, 

onde proliferam rapidamente, desenvolvendo uma vigorosa resposta imunológica celular por 

parte do hospedeiro, na qual participam linfócitos T CD4+ e, mais tarde, linfócitos T CD8+ 

(Robbins et al, 2001; Kaufmann e McMichael, 2005). Os macrófagos alveolares são o primeiro 

tipo celular envolvido na fagocitose de micobactérias, participando em seguida células 

dendríticas (DC) e macrófagos derivados de monócitos (Henderson et al, 1997).  

A endocitose de micobactérias envolve diferentes receptores presentes nas células fagocíticas, 

que estabelecem ligação com bacilos não-opsinizados, tal como os receptores de manose e 

receptores do complemento (Schlesinger, 1993), ou reconhecem antigénios na superfície de 

micobactérias. Participam ainda receptores toll-like (TLR), mediadores de imunidade inata, 

Figura 3. Colónias de M. tuberulosis (http://www.fiocruz.br/ccs/media/ipec_tb2.jpg)  
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essenciais para o reconhecimento micobacteriano em macrófagos e DC (Visitin et al, 2001), 

sendo também importantes no desenvolvimento de uma resposta imunitária eficaz contra 

micobactérias, participando na activação de factores transcricionais e sinalização para a 

produção de citocinas (Means et al, 1999). As células fagocíticas assumem um importante papel 

na iniciação e direcção da imunidade mediada por linfócitos T, através da apresentação de 

antigénios micobacterianos e expressão de sinais co-estimuladores e citocinas (Van Crevel et al, 

2002). A apresentação de antigénios micobacterianos pelos macrófagos e DC envolve, 

inicialmente, moléculas da classe II do sistema Major de Histocompatibilidade (MHC), que 

apresentam proteínas micobacterianas a linfócitos T CD4+; e moléculas de classe I do MHC, 

expressas em todas as células nucleadas, apresentando proteínas micobacterianas a linfocitos T 

CD8+. Este mecanismo permite a apresentação de antigénios citolíticos, importante para 

antigénios que de alguma forma escapam ao fagossoma (Mazzaccaro et al, 1996).  

Após a fagocitose de micobactérias, macrófagos e DC iniciam a produção de IL-12, através 

dos receptores TLR, que direcciona o desenvolvimento da resposta de linfocitos T CD4+ com 

produção de IFN-γ. A principal função de IFN-γ consiste em activar macrófagos infectados, 

induzindo estes à produção de espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio, necessários para a 

eliminação do bacilo (Flynn e Chan, 2001). A produção de IFN-γ é também realizada por 

linfócitos T CD8+, estimulando a libertação de TNF-α pelo macrófago, uma citocina importante 

na formação do granuloma (Mohan et al, 2001), que caracteriza a protecção imunitária do 

hospedeiro.  

O granuloma (Figura 4) consiste numa massa celular, composta por macrófagos activos, 

células epitelióides gigantes e multinucleadas, rodeadas por linfócitos e, num estadio posterior, 

estará envolto em tecido fibrótico (Kaufmann e McMichael, 2005; Birkness et al, 2007). A sua 

principal função consiste no confinamento micobacteriano no interior dos macrófagos, através da 

indução da expressão de óxido nítrico sintase (iNOS) de modo a prevenir a disseminação, e a 

concentração da resposta imunológica directamente no local da infecção (Chan et al, 1992; 

MacMicking et al, 1997; Flynn e Chan, 2001; Saunders e Britton, 2007).  
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Nesta fase é também induzido um estado de dormência, devido à privação de nutrientes e 

oxigénio exercida pelo granuloma, sendo mantida a viabilidade micobacteriana mas num estado 

não replicativo (Betts et al, 2002; Voskuil et al, 2003). A resposta deste tecido representa assim a 

fase de contenção da infecção, durante a qual não se verificam sinais da doença e o hospedeiro 

não transmite a infecção (Russel, 2001). O granuloma permanece no hospedeiro 

persistentemente, formando a base da lesão tuberculosa, na qual o microorganismo tem 

capacidade de perdurar durante anos (Flynn e Chan, 2001).  

 

Contudo, ocasionalmente a resposta imune não é eficaz, dando origem à reactivação da 

infecção, causando doença activa (Flynn e Chan, 2001). A ineficácia da contenção surge na 

sequência de alterações no estado imunitário do hospedeiro, sendo normalmente associada a 

idade avançada, malnutrição ou co-infecção com HIV. Nestas circunstâncias, o centro do 

granuloma inicia um processo de necrose caseosa, com libertação de micobactérias e 

disseminação, em partículas de aerossol, através de simples actos como falar, tossir ou espirrar, 

seguindo-se um novo ciclo de infecção num outro hospedeiro. A infecção ocorre essencialmente 

a nível pulmonar, mas as micobactérias podem disseminar e atingir vários tecidos pela via 

hematogénica (Figura5) (Robbins et al, 2001; Rossell, 2001; Saunders e Britton, 2007). 

 

Figura 4. Corte histológico de um granuloma 
tuberculoso, corado com Hematoxilina e 
Eosina. (Adaptado de http://www.pathologyatlas.ro/ 

pathology_atlas_imagini/pulmonary_tuberculosis_chronic_i
nflammation_03.jpg) 
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A infecção por M. tuberculosis desenvolve-se numa sequência de eventos definida, com 

várias possibilidades de desfecho (Figura 6). Primeiro, o bacilo pode ser eliminado através da 

resposta imunitária inata por parte do hospedeiro; dos indivíduos infectados, uma proporção 

desenvolve TB activa num período de tempo variável entre 1 a 3 anos e, por último, como ocorre 

na generalidade dos casos, os individuos possuem infecção clinicamente latente. O estadio de 

latência clínica é de extrema importância para o controlo e epidemiologia da TB, sendo estimado 

que um terço da população mundial se encontra infectado na forma latente. Nesta situação, os 

indivíduos encontram-se infectados com M. tuberculosis embora não apresentem sintomas 

clínicos de TB, não representando também fontes de contágio para a população. Em cerca de 

10% destes indivíduos irá ocorrer reactivação da infecção, causando TB activa (Flynn e Chan, 

2001). 

 

 

 

 

Figura 5. Diferentes órgãos e sistemas afectados por M. tuberculosis (Adaptado de 
http://sitemaker.umich.edu/medchem13/files/rccm_tuberculosis_body.gif) 
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O curso da infecção e as suas consequências epidemiológicas dependem da interacção entre 

hospedeiro, factores ambientais e factores bacterianos. Considerando os últimos, uma das 

principais caraterísticas micobacterianas localiza-se no envelope celular, possuindo algumas das 

estruturas propriedades antigénicas, tal como LAM e PDIM (phenolphthiocerol-

dimycocerosate), que permitem o reconhecimento e desenvolvimento de uma resposta 

imunológica por parte do hospedeiro (Cole, 2002; Arentz e Hawn, 2007). Além da 

antigenicidade, o envelope celular confere algumas propriedades características das 

micobactérias, nomeadamente o crescimento lento, resistência a detergentes e antibacilares 

comuns. Tem sido também referido que as diferenças genéticas entre estirpes de M. tuberculosis 

induzem diferentes respostas imunológicas a nível pulmonar, resultando em diferentes patologias 

e mortalidade (López et al, 2003). 

 

Figura 6. Diferentes formas de infecção por M. tuberculosis e respectivos mecanismos 
imunitários (Adaptado de Kaufmann et al, 2003). 
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1.3.  Diagnóstico laboratorial de M. tuberculosis 

 

Actualmente, os métodos laboratorais mais utilizados para o diagnóstico de M. tuberculosis 

consistem na baciloscopia, cultura microbiológica e métodos moleculares para identificação da 

espécie e genotipagem.  

A baciloscopia permite a identificação de bacilos álcool-ácido resistentes, que adquirem cor 

vermelha através da técnica de Ziehl-Neelsen. Uma vez que esta característica não é exclusiva de 

micobactérias, é feito isolamento em cultura de modo a identificar micobactérias e determinar 

também a sensibilidade a fármacos antibacilares. Os principais meios de cultura utilizados são o 

meio sólido Löwenstein-Jensen e o meio Middlebrook, sólido ou líquido, existindo também 

sistemas automáticos para detecção de micobactérias, como por exemplo sistemas BACTEC, que 

aumentam a velociade de crescimento ao utilizar meios enriquecidos. O produto biológico mais 

comummente usado para baciloscopia e cultura é a expectoração, podendo ser também analisado 

lavados broncoalvéolares, biopsia transbronquial, aspirados gástricos, líquido pleural e 

peritoneal, urina e sangue (Teixeira et al, 2007). 

Apesar da existência de fármacos eficazes para o seu tratamento, o M. tuberculosis tem vindo 

a evoluir surgindo estirpes multirresistentes que, associado à fácil transmissão dos bacilos, 

ameaçam o controlo da TB, que permanece um dos maiores problemas de Saúde Pública a nível 

mundial. Actualmente o diagnóstico diferencial, necessário ao tratamento individual dos 

pacientes, e a detecção de resistências aos antibacilares dependem do isolamento do bacilo por 

cultura. A detecção de resistências aos antibacilares usando os métodos fenotípicos clássicos, 

fiáveis e amplamente testados, tem a desvantagem de necessitar de um longo periodo de tempo 

para obtenção de resultados. 

A diferenciação de linhagens de M. tuberculosis através de técnicas moleculares, tornou-se 

uma ferramenta importante no estudo, controle e prevenção da TB. As técnicas mais utilizadas 

na epidemiologia molecular, como RFLP-IS6110 (do inglês Restriction Fragment Length 

Polymorphism), Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing), e MIRU (Mycobacterial 

Interspersed Repetitive Units)-VNTR (do inglês Variable-Number Tandem Repeat), consistem 

na análise de regiões variáveis, exclusivas ao género Mycobacterium, que através dos seus 

diferentes padrões permitem identificar e agrupar as estirpes do MTC em diversos subgrupos ou 

famílias (Beggs et al, 2000; Cowan et al, 2002; Sun et al, 2004; Brudey et al, 2004; Krishnan et 

at, 2007; MÖbius et al, 2008). 
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1.4.  Tuberculose em Portugal 

 

Portugal é um dos países da Europa com maior incidência de TB, apesar do decréscimo 

contínuo que se tem verificado ao longo dos anos. Entre 2003 e 2007, Portugal registou a quarta 

maior descida em 28 países da União Europeia no mesmo período de tempo, diminuindo a 

incidência de TB em 7,2%. Contudo, encontra-se entre os cinco países com taxa de notificação 

de TB superior a 20/100 000 habitantes (Mapa 1) e, juntamente com Islândia e Estónia, 

representa a mais elevada percentagem (14,6%) de indivíduos HIV-positivo entre casos de TB 

(ECDC, 2009).  

 

 

 

 

Em 2006, foram registados em Portugal 3092 casos novos de TB, correspondendo a uma taxa 

de notificação de 29,4 casos por 100,000 habitantes. No ano de 2008, foram diagnosticados 2916 

casos de infecção (taxa de notificação de 25,3 casos por 100,000 habitantes), dos quais 2686 

novos casos e 230 retratamentos, menos 406 novos casos e 11 retratamentos do que os registados 

no ano 2006. A distribuição geográfica é heterogénea, sendo as áreas de incidência maior os 

Mapa 1. Incidência de casos notificados na Europa, em 2007 (Adaptado de ECDC, 2009). 
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distritos de Lisboa, Porto e Setubal (DGS, 2007; DGS, 2009). A incidência de TB é superior nos 

indivíduos do sexo masculino, sendo a idade mediana dos doentes entre 35-44 anos apesar de, ao 

longo dos últimos anos, ser notável a descida da incidência entre jovens adultos. 

Uma das maiores ameaças ao tratamento e controlo da TB é o surgimento de casos de 

infecção com características de multirresistência (TB-MR) – existência de estirpes de M. 

tuberculosis com resistência a pelo menos Isoniazida (INH) e Rifampicina (RIF), os dois mais 

importantes fámacos no tratamento da TB. Dados recentes da Direcção Geral de Saúde (DGS, 

2009) indicam que a incidência da TB-MR tem vindo a reduzir, representando, em média 2% do 

número total de casos de TB em 2008 – 1,6% nos casos novos e 7,3% nos retratamentos. Esta 

proporção está em acordo com a mediana na União Europeia, encontrando-se praticamente 

circunscrita às áreas metropolitanas do Porto e, principalmente, de Lisboa. O inadequado 

tratamento de TB-MR aumenta a probabilidade de desenvolvimento de estirpes com resistência 

extensiva (XDR-TB), caracterizadas por resistência a fluoroquinolonas e pelo menos um 

fármaco injectável de 2ª linha (Amikacina, Kanamicina ou Capreomicina) além da resistência à 

INH e à RIF. Em Dezembro de 2008 a prevalência de TB-MR era de 74 casos, dos quais 34% 

apresentam características de XDR-TB, sendo 66% residentes em Lisboa e Vale do Tejo (DGS, 

2009). 

O agravamento da TB tem origem multifactorial, incluindo o aumento da pobreza, situações 

de exclusão social como toxicodependência (TD), movimentos migratórios a partir de regiões 

com índices de TB muito elevados, à desactivação parcial de medidas de luta contra a TB, à 

transmissão dentro de instituições como hospitais, prisões e outros centros (Antunes et al, 2000; 

Constant et al, 2004). Porém, a forte influência exercida pelo aumento de indivíduos infectados 

com o HIV tornou-se a maior ameaça ao controlo da TB. No ano de 2007, em 4% dos casos a 

TB foi o primeiro indicador de SIDA (ECDC, 2009). São vários os estudos que constatam a 

infecção HIV-positiva e a TD como um importante factor de risco para a aquisição de TB-MR, 

sendo a causa atribuída à diminuição das defesas do sistema imunitário. As alterações 

comportamentais que se associam ao consumo de substâncias como o álcool e drogas ilícitas, 

facilitam comportamentos de risco que aumentam a disseminação de doenças infecciosas entre 

estes indivíduos, nomeadamente TB (Antunes et al, 2000; Keizer et al, 2000; Hannah et al, 

2001; Constant et al, 2004; Fleming et al, 2006). Em 2001, num estudo desenvolvido no Serviço 

de Doenças Infecciosas do Hospital Santa Maria, dos 39 casos estudados, verificaram que 24 

casos são TB-MR, todos associados a co-infecção com HIV, dos quais nove são TD. Este estudo 
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alerta para o aumento significativo da incidência de TB-MR, neste serviço, ao longo dos últimos 

anos, de 12,5% em 1998 para 18,6% em 2000 (Constant et al, 2004). Porém, estes dados 

retratam apenas uma instituição específica. Num estudo a nível nacional, com o objectivo de 

caracterizar a resistência a fármacos, analisando um conjunto de 1105 isolados colhidos entre 

1995 e 1998, Antunes e colaboradores (Antunes et al, 2000) verificaram resistência a fármacos 

em 197 isolados, e 48 casos de TB-MR, dos quais 17 consistem em novos casos e os restantes 

(31 casos) ocorreram em individous previamente tratados. Estes resultados revelam não só um 

aumento da resistência adquirida a antibacilares no geral, mas também o aumento considerável 

da incidência de TB-MR adquirida (21%), estando esta relacionada com um tratamento 

inadequado no passado, quer por incumprimento ou má prescrição terapêutica. Os dados 

relativos à TB-MR entre indivíduos HIV-positivos revelam elevada prevalência de co-infecção 

(29.2%).  

A evidente associação entre TB-MR, a infecção por HIV e TD parece estar também 

relacionada com hábitos de toxicofilia por parte destes indivíduos, uma vez que a principal causa 

de resistências aos antibacilares é devida ao baixo nível de adesão à terapêutica. É igualmente 

relevante referir que, em casos de co-infecção, a TB surge com uma expressão clínica diferente, 

sendo a sintomatologia inespecífica, com alterações típicas das infecções oportunistas ou mesmo 

manifestações que surgem no decurso da infecção por HIV. Esta inespecificidade dificulta o 

diagnóstico de TB e atrasa a instituição da terapêutica, podendo levar a um aumento significativo 

da possibilidade de contágio na comunidade. Este facto torna-se particularmente importante no 

contexto da transmissão nosocomial, devido à elevada necessidade de cuidados hospitalares por 

parte destes indivíduos (Constant et al, 2004). 

 

1.4.1.  Epidemiologia Molecular 

 

Em Portugal, a maioria das estirpes TB-MR que circulam na região de saúde de Lisboa 

pertence a uma família particular de estirpes geneticamente relacionadas, detectada nos anos 90. 

Nesse estudo, foram identificados três clusters, usando o método RFLP com a sonda IS6110, 

sendo o cluster de maior representação o cluster A, composto de três subclusters (A1, A2 e A3), 

com uma homologia entre eles superior a 90% (Figura 7). Este cluster, o qual recebeu 

posteriormente a designação de família Lisboa, correspondeu a 72% dos isolados e apresentava 
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um padrão característico de multirresistência, incluindo não só a resistência à INH e à RIF, mas 

também à estreptomicina (STP) e, em alguns casos, ao etambutol (EMB) (Portugal et al, 1999). 

As estirpes foram isoladas principalmente em doentes HIV-positivos, embora a transmissão 

tenha sido demonstrada não só entre estes doentes, como em indivíduos imunocompetentes. 

Apesar das estirpes terem sido detectadas essencialmente na região de Lisboa, encontram-se 

disseminadas por todo o país e, num estudo recente, é sugerido que a transmissão das estirpes 

predominantes, como por exemplo estirpes Lisboa 3, possa ocorrer internacionalmente (Portugal 

et al, 1999; Portugal et al, 2007).  

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Dendrograma baseado na comparação de DNA fingerprint de 43 estirpes TB-MR, isoladas em 
Lisboa (Portugal et al, 1999). 
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Desde os anos 90, a família Lisboa tem sido associada quase exclusivamente à TB-MR, com 

prevalência de cerca de 50% das estirpes TB-MR em 2001 e 2002, 56% em 2003 e 88% entre 

2004-2006. Muitas das estirpes evoluiram para estirpes XDR-TB, sendo que entre 2004-2006 a 

prevalência de XDR-TB detectada foi de 53% das estirpes TB-MR analisadas, consistindo na 

mais alta percentagem da Europa (Perdigão et al, 2008). Estes dados são particularmente 

alarmantes, visto que esta forma de resistência é de dificil tratamento, colocando em causa todos 

os avanços conseguidos no controlo e redução de mortes por TB (WHO, 2007).  

 

1.5.  Diversidade genética e biológica de M. tuberculosis 

 

O M. tuberculosis é um microorganismo patogénico obrigatório que não se replica 

naturalmente fora do ambiente do hospedeiro. Tendo os membros do MTC coevoluido com a 

espécie humana durante milhões de anos, é provável que, ao contrário de outros oportunistas 

patogénicos, o bacilo da TB viável codifique um mínimo de genes de virulência necessários para 

a infecção, replicação e disseminação bem sucedidas. 

 

O sucesso relativo de uma família clonal de M. tuberculosis sobre outra implica um equilibrio 

entre níveis de expressão génica e factores ambientais. A expressão génica diferencial pode 

sofrer influência de variações resultantes de rearranjos cromossomais, tais como 

recombinações/delecções, transposições de sequências de inserção, ou polimorfismos de um 

único nucleótido. Assim, a ocorrência de diferentes eventos genómicos podem conduzir a 

vantagens adaptativas, seleccionando com sucesso uma linhagem clonal (Mathema et al, 2006) 

em deterimento de outras, resultando na alteração da capacidade do micoorganismo em 

sobreviver, replicar e disseminar. 

 

Membros do MTC são considerados relativamente homogéneos a nível nucleotídico, mas o 

aumento do número de variações específicas nas espécies, linhagens ou estirpes tem sido 

revelado pela identificação de multicópias de elementos de repetição, análise de espaçadores 

oligonucleotídicos, e a comparação de sequências genómicas de várias espécies e estirpes 

constituintes deste complexo. Estas diferenças têm sido usadas como marcadores para estudos 

epidemiológicos e/ou na identificação de estirpes de MTC ao nível de espécie. Os dados obtidos 
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permitem analisar a biodiversidade entre membros do MTC, relativamente à sua filogenia, 

distribuição geográfica e tropismo pelo hospedeiro, virulência, transmissibilidade, aquisição de 

resistências a antibacilares, e capacidade de invasão ou indução da resposta imunitária. 

 

A diversidade genética e biológica das estirpes de M. tuberculosis advém primariamente de 

grandes alterações genómicas, nomeadamente delecções, inserções e duplicações, as quais são 

colectivamente conhecidas como polimorfismos de longa sequência (LSP, do inglês Large 

Sequence Polymorphisms) ou regiões de diferença (RD, do inglês Region of Difference), e de 

polimorfismos de um único nucleótido (SNP, do inglês Single Nucleotide Polymorphisms), 

variações alélicas resultantes de mutações nucleotídicas aleatórias. Na formação dos loci RD 

estão envolvidas alterações como erros na replicação de DNA, movimento de elementos 

genéticos móveis, ou recombinação entre fragmentos adjacentes de DNA homólogo, com perda 

da sequência interveniente (Huard et al, 2006). Estas regiões foram inicialmente identificadas 

através da comparação do genoma de M. bovis e M. bovis BCG com a estirpe laboratorial 

H37Rv,  onde se observou a ausência de 11 regiões nas estirpes M. bovis BCG relativamente à 

estirpe H37Rv (Behr et al, 1999; Gordon et al, 1999). Brosch e colaboradores (Brosch et al, 

2002) verificaram que, na análise de delecções de estirpes do MTC, a sua maioria ocorre não por 

eventos independentes mas sim por cascatas de sucessívas delecções. Uma vez ocorrida uma 

delecção numa estirpe progenitora, a delecção específica pode servir como marcador genético 

para genotipagem da progenia dessa mesma estirpe (Figura 8). 
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Os loci RD variam no tamanho, desde delecções de alguns nucleótidos a polimorfismos de 

longa sequência, tornando-se fixos quando um clone com genótipo variante é transmitido 

sucessivamente, sendo fundador de uma nova linhagem (Huard et al, 2006). Estes padrões de 

delecção são uma importante fonte de variabilidade entre membros do MTC e, na medida em 

que a população de M. tuberculosis tem uma estrutura clonal (Supply et al, 2003; Hirsh et al, 

2004) não ocorrendo fenómenos de transferência génica horizontal, representam eventos 

genéticos unidireccionais tendo um papel importante na evolução da espécie ou mesmo do 

género Mycobacterium, emergindo assim como importante sistema de caracterização para 

Figura 8. Esquema da via evolucionária do bacilo da TB, proposto por Brosch e colaboradores (Brosch et al, 
2002), ilustra a perda sucessíva e unidireccional de DNA em algumas linhagens, revelando a ordem na qual os 
membros descendem de um ancestral comum. Este esquema é baseado na presença ou ausência de regiões de 
diferença conservadas e na sequência de polimorfismos de 5 genes seleccionados (Adaptado de Brosch et al, 
2002).  
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estudos epidemiológicos e evolucionários em M. tuberculosis (Brosch et al, 2002; Mostowy et 

al, 2002; Parsons et al, 2002; Rao et al, 2005; Huard et al, 2006). 

A comparação de genomas de estirpes de diferentes genótipos levou à descoberta de RDs 

específicas de diversas linhagens, tendo sido sugerido que podem existir diferenças entre estas 

sublinhagens na sua capacidade de transmissão e de causar doença (Fleischmann et al, 2002; 

Tsolaki et al, 2005; Kong et al, 2006). Baseando-se no estudo destas regiões, Tsolaki e 

colaboradores (Tsolaki et al, 2005) identificaram três classes de polimorfismos que permitem 

definir estirpes da família Beijing/W, conhecidas pela hipervirulência e disseminação a nível 

mundial. Devido às diferentes frequências genéticas com que surgem na população, observaram 

que as regiões RD105, RD149, RD152 e RD207 estão ausentes em todos os isolados desta 

família, enquanto as regiões RD181, RD142 e RD150 estão variavelmente ausentes, tendo 

observado ainda a existência de 14 LSPs exclusivos a uma única estirpe. Estes dados permitiram 

a identificação da linhagem de estirpes da família Beijing/W, definida pela delecção RD105 que 

é comum a todos os isolados, divergindo posteriormente em várias sublinhagens, que 

possibilitam a análise da estrutura filogenética ao identificar estirpes com diferentes fenótipos 

(Mostowy et al, 2002; Tsolaki et al, 2005). Assim, estes marcadores específicos são ferramentas 

robustas que permitem uma simples e rápida identificação dos isolados. 

 

Comportando os loci RD vários importantes genes e factores de virulência, a sua presença ou 

ausência pode influenciar o impacto epidemiológico e relevância clínica de certas estirpes, 

atendendo que diferentes genótipos conferem diferentes atributos biológicos (Kong et al, 2006). 

Analisando 648 isolados clinicamente caracterizados quanto à delecção de cinco RDs (RD105, 

RD181, RD142, RD150 e RD239), Kong e colaboradores (Kong et al, 2006) observaram uma 

relação entre a ausência de determinadas regiões e a manifestação clínica de TB, ao associar um 

elevado número de casos (95%) de TB extratorácica em indivíduos cujos bacilos apresentam a 

combinação das delecções RD105, RD181 e RD142, ou a combinação das delecções RD105, 

RD181 e RD152.   
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Apesar das informações relativas à diversidade e frequência de polimorfismos que surgem nas 

populações micobacterianas, alguns autores revelam ainda que os padrões de delecções 

genómicas são distintos em estirpes que circulam numa determinada região geográfica, podendo 

ser estudada a descendência e a disseminação de um isolado partindo da sua origem (Rao et al, 

2005; Gagneux et al, 2006). Rao e colabradores (Rao et al, 2005) analisaram 131 isolados de M. 

tuberculosis oriundos de quatro países, com base em 14 loci RD e na região tuberculosis specific 

deletion (TbD1), região que permite diferenciar estirpes modernas e ancestrais de M. 

tuberculosis (Brosch et al, 2002), tendo observado após a construção de um dendograma, que os 

isolados que pertenciam a uma região geográfica específica se agrupavam num único cluster. 

Assim, os isolados agrupavam-se em quatro clusters, cada um geograficamente específico e 

dividido em subclusters dependendo da variação do padrão de RD, não tendo sido encontrado 

nenhum padrão de RD semelhante em isolados de países diferentes. Resultados semelhantes 

foram reportados por Gagneux e colaboradores (Gagneux et al, 2006) que, ao estudar a estrutura 

populacional de M. tuberculosis a nível global, revelaram que a população genética é altamente 

estruturada geograficamente, sendo possível a distinção de linhagens que se encontram 

associadas a áreas geográficas específicas. Assim, foram descritas seis grandes linhagens para o 

MTC, com base no padrão de delecção de loci RD: a linhagem Indo-Oceânica, que inclui as 

estirpes que conservam a região TbD1, designadas estirpes “modernas” de M. tuberculosis; 

linhagem do Sudeste Asiático, onde se encontra a família Beijing; linhagem Leste-Africano-

Indiano; as linhagens Oeste-Africano 1 e 2, que correspondem as estirpes conhecidas como M. 

africanum; e linhagem Euro-Americana, que engloba as estirpes que pertencem ao PGG2 e 

PGG3. A linhagem Euro-Americana divide-se ainda em cinco sub-linhagens – Médio-Oriente, 

Europa-América, Oeste-Africano, Sul-Africano e África-Central.  

 

Os  loci RD reflectem também as primeiras migrações humanas e mesmo outras mais recentes 

para África e a co-adaptação hospedeiro-patogéneo (Hersheberg et al, 2008). Através da análise 

de uma colecção global de estirpes do MTC, Hersheberg e os seus colaboradores (Hersheberg et 

al, 2008) demonstraram que a deriva genética (variação aleatória do pool genético, que ocorre de 

geração em geração) é uma importante força evolucionária que, associada com as alterações 

demográficas humanas, promove diversidade entre membros do MTC. Ao explorar a complexa 

interacção entre a evolução micobacteriana e o crescimento e mobilidade da população humana, 

os investigadores descreveram um cenário filogeográfico da TB humana (Figura 9). Este cenário 
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sugere que os membros do MTC tenham origem em África, o único continente onde se 

encontram as seis maiores linhagens MTC, migrando as estirpes das linhagens ancestrais para a 

Europa, e as mais recentes estirpes das linhagens modernas para as regiões que circundam o 

oceano Índico. O aumento da população humana global foi maior na Europa, Índia e na Ásia 

Ocidental, regiões associadas com as três linhagens modernas do MTC. Com o aumento recente 

da migração humana, estas linhagem tendem a estar distribuídas globalmente, verificando-se 

também algumas migrações para África (Hersheberg et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

Figura 9. Cenário filogeográfico da TB humana, proposto por Hersheberg e colaboradores 
(Hersheberg et al, 2008), no qual as estirpes de M. tuberculosis têm origem em África, alcançando outras 
áreas do globo com as primeiras migrações humanas (A), e a sua distribuição pelo mundo, e de regresso a 
África (B), através das migrações humanas mais recentes (Hersheberg et al, 2008). 
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A análise de sequências de isolados do MTC revelou que polimorfismos alélicos são raros, 

ocorrendo num rácio de 1 em 10.000pb. Para o estudo das relações filogenéticas entre membros 

do MTC, vários autores sugerem a análise de polimorfismos de um único nucleótido – SNP, 

(Brosch et al, 2002; Gutacker et al, 2002; Mostowy et al, 2002; Baker et al, 2004; Filliol et al, 

2006a; Alland et al, 2007) variações alélicas que derivam de mutações nucleotídicas aleatórias, 

por vezes sujeitas a pressão selectiva. Divididas em duas classes, as substituições podem ser 

designadas nsSNP (SNP não-sinónimos), havendo alteração da codificação de um aminoácido, 

ou sSNP (SNP sinónimos) quando a substituição não altera a estrutura das proteínas.  

 

Foram identificados três grupos genéticos do MTC, por Sreevatsan e colaboradores 

(Sreevatsan et al, 1997), com base em dois nsSNPs que ocorrem no codão 463 do gene katG e no 

codão 95 do gene gyrA. Estes dois locais não participam na resistência a antibacilares e são 

usados como marcadores genéticos na análise de divergência de estirpes. Deste modo, é possível 

dividir os isolados modernos do MTC em três grupos genéticos principais (PGG): o grupo 

genético principal 1 (PGG1), considerado o evolucionariamente mais antigo, associado a M. 

tuberculosis ancestral, M. microti, M. africanum e M. bovis; o PGG2 que terá surgido de uma 

estirpe PGG1 na sequência de um polimorfismo no gene katG (Leu463Arg), e por último, uma 

estirpe PGG2 sofre alteração no gene gyrA (Thr95Ser) dando origem às linhagens de M. 

tuberculosis pertencentes ao PGG3.  

 

Numa análise mais aprofundada, Gutacker e colaboradores (Gutacker et al, 2002) 

identificaram oito famílias relacionadas através da análise de sSNP, por comparação de genomas 

de quatro isolados do MTC. A árvore filogenética obtida resultou da análise de 113 sSNP, tendo-

se verificado que cada cluster pertencia apenas a um único PGG, o que sugere uma forte 

correlação entre os dois tipos de análise. Contudo, estes estudos não identificam 

sistematicamente grupos filogenéticos com base na análise de clusters, permanecendo 

indeterminado a posição e o número de SNP cluster groups (SCG) entre M. tuberculosis.  
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Com o intuito de melhor definir as relações entre estes grupos, Filliol e colaboradores (Filliol 

et al, 2006a) analisaram 212 loci SNP, incluindo sSNP, nsSNP e igSNP (SNP intergénico), em 

isolados M. tuberculosis e M.bovis, o que permitiu organizar os isolados em sete SCGs, sendo 

possível a identificação de cinco subgrupos analisando apenas sSNP (Figura 10). Os resultados 

sugerem que a maioria dos clusters ter-se-ia separado por múltiplas mutações, não sendo 

detectados isolados de M. tuberculosis que se posicionem intermediamente entre dois tipos de 

clusters. Esta distribuição é consistente com as subdivisões anteriormente descritas para estirpes 

de M. tuberculosis, apesar das barreiras geográficas ou raízes evolucionárias, o que demonstra o 

grau de diferenciação no qual M. tuberculosis aparenta divergir em linhagens, contendo 

sublinhagens distintas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Esquema da distribuição de SNP sinónimos dentro de cada PGG, proposto por Filliol e 
colaboradores (Filliol et al, 2006a). O modelo foi baseado na análise de um conjunto de 212 SNPa aplicado em 
327 isolados. Os números designam cada SCG, enquanto os três maiores grupos resultam da combinação de 
dois alelos, katG463 e gyrA95  (PGG) (Filliol et al, 2006b). 
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1.6. Objectivos 

 

Sendo as estirpes M. tuberculosis da família Lisboa as mais prevalentes no nosso país, e 

associadas quase exclusivamente a TB-MR e XDR-TB, torna-se clara a existência de vantagem 

adaptativa, que lhes permite alta transmissibilidade e prevalência. O presente estudo tem como 

principal objectivo a caracterização de grandes alterações genómicas em estirpes de M. 

tuberculosis da família Lisboa, a fim de identificar possíveis factores de disseminação, 

patogenicidade e virulência, que possam ajudar a caracterizar e explicar a extensiva expansão 

desta família em Portugal. Neste sentido, os isolados pertencentes a esta família serão analisados 

quanto à presença ou ausência das principais regiões de diferença. Será também caracterizado o 

grupo genético principal (Sreevatsan et al, 1997) através do estudo de polimorfismos nos genes 

katG e gyrA e, por fim, a análise de SNP cluster group (Alland et al, 2007).  
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2. Material e Métodos 
 

2.1.  Amostra 

 

Foram analisados no presente estudo 132 isolados, previamente caracterizados por MIRU-

VNTR (Perdigão et al, 2009), colhidos num hospital central de Lisboa, no ano de 2006. Destes 

isolados seleccionaram-se três, dois pertencentes à família de estirpes Lisboa (Lisboa2 e 

Lisboa3) com mais de 90% de similaridade, e um isolado não pertencente à família Lisboa 

(cluster1), que apresenta 85% de similaridade com esta família. Os isolados da família Lisboa 

são susceptíveis a todos os fármacos de 1ª linha, enquanto que o isolado não-Lisboa possui 

resistência a INH e STP. 

 

2.2.  Cultura e isolamento de DNA micobacteriano 

 

Os isolados utilizados neste estudo foram cultivados em meio Löwenstein-Jensen, por um 

período de 2-3 semanas. Para extracção de DNA, foi transferida uma ansa caregada de bactérias 

num tubo contendo 450µL de TE pH 1x, promovendo-se lise celular através de banho-maria à 

tempratura de 80ºC, durante 20minutos (min). Após lise celular adicionou-se à suspensão 50µL 

de lisozima 10mg/mL, incubando-se as amostras com agitação a 37ºC durante a noite. 

Adicionou-se 75µL de uma solução de 10%SDS/proteinase K, permanecendo 10 min a 65ºC. 

Para precipitação das proteínas, juntou-se à suspensão 100µL de NaCl 5M e 100µL da solução 

pré-aquecida CTAB/NaCl. Ao verificar uma solução esbranquiçada após homogenização, 

incubaram-se as amostras durante 10min à termperatura de 65ºC. Adicionou-se 750µL de 

clorofórmio/álcool isoamilico na proporção 24:1, centrifugou-se durante 8 min a 13000 rotações 

por minuto (rpm). A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde se adicionou 450µL de 

isopropanol se agitou, estimando a quantidade de DNA presente, e colocou-se a -20ºC durante 

30min. Após centrifugação a 13000 rpm durante 15min, descartou-se o sobrenadante e 

adicionou-se 1mL de etanol 70% frio (-20ºC), agitando-se o tubo para lavar o DNA precipitado. 

Centrifugou-se 5 min a 13000 rpm, seguido-se outra centrifugação durante 1min a 13000 rpm. 

Removeu-se o restante sobrenadante, deixou-se secar à temperatura ambiente, verificando a 
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evaporação do etanol, e dissolveu-se o sedimento com a quantidade de TE 1x estimada 

anteriormente (Van Soolingen, 2002).   

 

2.3.  Amplificação de Regiões de Diferença 

 

As estirpes de M. tuberculosis foram analisadas quanto à presença ou ausência das principais 

regiões de diferença, previamente descritas para outras grandes famílias de estirpes por Gagneux 

e colaboradores (Gagneux et al, 2006). A amplificação destas regiões foi realizada através de 

reacção de PCR, com T3 thermocycler (Biometra®), contendo 10 pmol de cada primer, 2µL de 

DNA extraído previamente, e 12 µL de 2x Red PCR Master Mix (Invitek®),  juntando água 

destilada até atingir um volume total de 25µL. As sequências dos primers e o respectivo peso 

molecular dos produtos de amplificação estão descritos na Tabela 1.  

As regiões RD5, RD9, RD193 e pks15/1 foram amplificadas segundo as condições: 

desnaturação 4 min a 94ºC, seguida de 20 ciclos com 1 min e 30 segundos (seg) a 94ºC, 

emparelhamento 64ºC 1 min e 30 seg, extensão a 72ºC durante 3 min, e 15 ciclos com 94ºC 1 

min, emparelhamento 64ºC 1 min e 30 seg, extensão 72ºC 3 min (com incremento de 4 seg), e 

extensão final à temperatura de 72ºC durante 10 min. A mistura de reacção com os primers RD5 

e RD9 contém 2 mM MgCl2. 

As regiões RD239, RD724 e RD750 foram amplificadas segundo as condições: desnaturação 

4 min a 94ºC, seguida de 20 ciclos com 1 min e 30 seg a 94ºC, emparelhamento 58ºC 1 min e 30 

seg, extensão a 72ºC durante 3 min, e 15 ciclos com 94ºC 1 min, emparelhamento 58ºC 1 min e 

30 seg, extensão 72ºC 3 min (com incremento de 4 seg), e extensão final à temperatura de 72ºC 

durante 10 min. A mistura de reacção com os respectivos primers contém 3 mM MgCl2. 

As regiões RD115, RD174 e RD183 foram amplificadas segundo as condições: desnaturação 

4 min a 94ºC, seguida de 20 ciclos com 1 min a 94ºC, emparelhamento 58ºC 1 min e 30 seg, 

extensão a 72ºC durante 9 min, e 15 ciclos com 94ºC 1 min, emparelhamento 56ºC 1 min e 30 

seg, extensão 72ºC 9 min (com incremento de 4 seg), e extensão final à temperatura de 72ºC 

durante 10 min. A mistura de reacção com o primer RD174 contém 3 mM MgCl2. 
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A região RD761 foi amplificada segundo as condições: desnaturação 4 min a 94ºC, seguida 

de 20 ciclos com 1 min e 30 seg a 94ºC, emparelhamento 64ºC 1 min e 30 seg, extensão a 72ºC  

durante 3 min, e 15 ciclos com 94ºC 1 min, emparelhamento 60ºC 1 min e 30 seg, extensão 72ºC 

3 min (com incremento de 4 seg), e extensão final à temperatura de 72ºC durante 10 min.  

A região RD726 foi amplificada segundo as condições: desnaturação 4 min a 94ºC, seguida 

de 20 ciclos com 1 min a 94ºC, emparelhamento 58ºC 1 min e 30 seg, extensão a 72ºC  durante 6 

min, e 15 ciclos com 94ºC 1 min, emparelhamento 58ºC 1 min e 30 seg, extensão 72ºC 6 min 

(com incremento de 4 seg), e extensão final à temperatura de 72ºC durante 10 min. A mistura de 

reacção contém 3 mM MgCl2. 

A região RD122 foi amplificada segundo as condições: desnaturação 4 min a 94ºC, seguida 

de 20 ciclos com 1 min a 94ºC, emparelhamento 58ºC 1 min e 30 seg, extensão a 72ºC  durante 9 

min, e 15 ciclos com 94ºC 1 min, emparelhamento 58ºC 1 min e 30 seg, extensão 72ºC 9 min 

(com incremento de 4 seg), e extensão final à temperatura de 72ºC durante 10 min. 

A amplificação da região TbD1 foi realizada através de reacção de PCR, contendo 10 pmol de 

cada primer, 2µL de DNA extraído previamente, uma unidade de NZYTaq polymerase 

(nzytech®), 1,5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, juntando água destilada até atingir um volume total 

de 25µL. A amplificação ocorreu segundo as condições: desnaturação 4 min a 94ºC, seguida de 

20 ciclos com 1 min a 94ºC, emparelhamento 62ºC 1 min e 30 seg, extensão a 72ºC  durante 6 

min, e 15 ciclos com 94ºC 1 min, emparelhamento 62ºC 1 min e 30 seg, extensão 72ºC 6 min 

(com incremento de 4 seg), e extensão final à temperatura de 72ºC durante 10 min. 

A região RDrio foi amplificada através de Multiplex-PCR, utilizando os primers IS1561, e 

RDrio Bridge (Gibson et al, 2008), na concentração de 10mMol/µL, com 12,5µ de Taq Red, 2µL 

DNA, adicionando-se água destilada até prefazer o total de 25µL de reacção. A reacção de 

amplificação ocorreu segundo as condições: 5min de desnaturação a 95ºC, seguida de 45 ciclos a 

95ºC 1min, emparelhamento a 64ºC durante 1min, e 4min a 72ºC, com extensão final durante 

10min à temperatura de 72ºC.   
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2.4.  Amplificação de Single Nucleotide Polymophisms 

 

Os isolados de M. tuberculosis foram analisados quanto à existência de polimorfismos nos 

genes katG463 e gyrA95 para determinação do PGG. Procedeu-se à amplificação do gene katG463 

utilizando os primers katG 904 e katG 1523 (Tabela 2), sob as seguintes condições de 

amplificação: desnaturação 2 min a 94ºC, seguida de 50 ciclos com 1min a 94ºC, 

emparelhamento 60ºC 1min e extensão a 72ºC durante 1min. Para amplificação do gene gyrA95, 

sob as seguintes condições de amplificação: 1ciclo de desnaturação 4 min a 95ºC, 35 ciclos de 

1min a 94ºC, emparelhamento a 55ºC durante 1 min, e extensão a 72ºC durante 1 min, 1ciclo de 

extensão final, 72ºC durante 10 min. 

 Na análise do SCG procedeu-se à amplificação de nove SNPs, descrito por Alland e 

colaboradores (Alland et al, 2007), cuja análise conjunta permite a distinção de dez SCG (Tabela 

3). As sequências dos primers que flanqueiam estas regiões encontra-se na Tabela 2, ocorrendo a 

amplificação nas seguintes condições: 1 ciclo de desnaturação de 4 min a 94ºC, 30 ciclos de 

1min a 94ºC, 1 min de emparelhamento a 63ºC e 1 min de extensão a 72ºC, 1 ciclo de extensão 

final, 72ºC durante 1 min. 

 

2.5.  Sequenciação e análise bioinformática 

 

Os produtos de PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1.5%, em tampão 

TBE 0.5%, aplicando o marcador de peso molecular peqGOLD 100 pb DNA-Ladder, da 

peqLab®, para análise dos produtos de amplificação dos loci RD5, RD9 e pks15/1, sendo 

utilizado para análise das restantes regiões o marcador peqGOLD DNA-sizer V (λ-BstEII), da 

peqLab® (Figura 11). Para análise de polimorfismos e confimação das regiões deletadas, as 

amostras foram purificadas a partir do produto de PCR, adicionando 250µL de Binding Buffer 

em colunas MSB Spin PCRapace (Invitek®), seguida de centrifugação durante 3min a 12000 

rpm. Após centrifugação transferiu-se o filtro para um novo tubo, adicionando 20µL da solução 

Elution Buffer e, terminada a incubação de 5min, centrifugou-se 5min a 10 000 rpm.   
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Os produtos purificados foram enviados para sequenciação na Macrogen Inc, e 

posteriormente analisados com os programas bioinformáticos CLC Sequence Viewer versão 6, e 

BioEdit Sequence Alignment Editor.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquematização das bandas de electroforese dos marcadores peqGOLD 100 bp DNA-
Ladder, à esquerda, e peqGOLD DNA-Sizer V, à direita (Adaptado de http://www.biotarget.pt). 

 

peqGOLD 100 bp DNA-Ladder peqGOLD 100 bp DNA-sizer V 

0.5µg/lane, 
Gel de 8cm de comprimento 

1x TAE, 7V/cm, 45min 
0.5µg/lane, 
Gel de 8cm de comprimento 
1x TBE, 5V/cm, 1h 



 

29 

 

 

RD Primers (5’-3’) Forward (F) e Reverse (R) Tm 
(ºC) 

Produto 
amplificação (bp) Fonte 

     H37Rv deletado  

RD5 
F: CTGGTCGAATTCGGTGGAGT 57.0 

152 _ Parsons et al, 2002 
R: ATGGTCTCCGACACGTTCGAC 59.2 

RD9 

F: GTGTAGGTCAGCCCCATCC 57.6 

306 206 Parsons et al, 2002 Int: CAATGTTTGTTGCGCTGC 53.5 

R: GCTACCCTCGACCAAGTGTT 57.0 

RD105 
F: GGAGTCGTTGAGGGTGTTCATCAGCTCAGTC 64.4 

4252 785 Gagneux et al, 2006 
R: CGCCAAGGCCGCATAGTCACGGTCG 67.5 

RD115 
F: TTCGGGGGCCAGGTCGTTGAT 63.6 

3442 835 Gagneux et al, 2006 
R: CCGCGGGAATGCCTGCTGTTAT 62.4 

RD122 
F: GCCGGCACCGCTAATCGCTACTT 63.9 

1456 285 Gagneux et al, 2006 
R: TTCTCTTGGGCATGATCATCCTTTCGTTA 59.7 

RD174 
F: GGTGCCCTCCCGCAGAACTGT 64.5 

4525 874 Gagneux et al, 2006 
R: AGCGCGATCGCAGCGGTGAA 64.9 

RD183 
F: CCGAACCGCCCGCATCAAG 62.0 

3965 1048 Gagneux et al, 2006 
R: ACGACGGCCGAAACCACAGGAA 63.5 

RD193 
F: CCGACTACGCCTGGCGCTAAACC 64.2 

1308 807 Gagneux et al, 2006 
R: GTAGGGGCCACCCGGATTGTCAC 64.0 

RD239 
F: GGCCAACATCGACCACCTACCC 62.2 

1730 888 Gagneux et al, 2006 
R: ATCCTCGCTACCGGCACCTCAT 52.5 

RD724 
F: CCATGCGATTTGACTTCCGATTGA 57.8 

1288 1650 Gagneux et al, 2006 
R: ATATACCGTGCCGCGACTTGCTCT 62.3 

RD726 
F: GCCCGGGCGGATGCTGTT 64.4 

2062 313 Gagneux et al, 2006 
R: CGGCGGCGCGTTTGTCA 62.7 

RD750 
F: GTCGGCGGTCTGCTTCGTTCC 63.0 

1533 743 Gagneux et al, 2006 
R: CCTGTCGGCCGGGTGTCTTTC  62.8 

RD761 
F: GCCGGCGTGCTCAATGCTCAG 63.9 

1389 295 Gagneux et al, 2006 
R: CCTAGGCCGGCGACGAAGTGC 65.1 

TbD1 
F: CGTTCAACCCCAAACAGGTA 55.2 

* _ Brosch et al, 2002 
R: AATCGAACTCGTGGAACACC 55.1 

pks15/1 
F: CTGGGTTGGCCTGCACGTGGGCCATAA 68.4 

143 143 Gagneux et al, 2006 
R: GCCCCCGCAGAGGCGCCGGTT 72.4 

*  presente em M. bovis: 500pb  

Tabela 1: Sequências dos primers que flanqueiam as principais regiões de diferença, com respectiva temperatura de 
fusão (Tm), tamanho molecular do produto de amplificação na estirpe de referência H37Rv, e em estirpes com a 
região deletada. 
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RD Primers (5'-3') Forward (F) e Reverse (R) Tm  (ºC) 
Produto 

amplificação 
(bp) 

Fonte 

IS1561 
F: GACCTGACGCCGCTGACAC 61.2 

530 Gibson et al, 2008 

R: CACCTACACCGCTTCCTGCC 60.7 

RDrio 
Bridge 

F: CACTCCGGCTGCCAATCTCGTC 62.4 
1175 Gibson et al, 2008 

R: CACCGCCACGCTGAATGAGACCA 63.9 

   

 

 

   
Primers (5'-3') Forward (F) e Reverse (R) Tm(ºC) 

Produto 
amplificação 

(pb) 
Fonte 

        

katG 
katG904: AGCTCGTATGGCACCGGAAC 59.9 

620 Uhl et al, 1996 
katG1523: TTGACCTCCCACCCGACTTG 59.4 

gyrA 
F: CAGCTACATCGACTATGCGA 54.2 

320 
Ginsburg et al, 

2005 R: GGGCTTCGGTGTACCTCAT 57.0 

913274 
F: AAGGTGCTCGACGATACGGCC 61.8 

389 Presente estudo 
R: GCCTTCTGGTTCGGGTTGGAG 60.5 

2154724 
F: GTTGACCTCCCACCCGACTTG 60.2 

260 Presente estudo 
R: CCGTTGCGAGATACCTTGGGC 60.7 

1977 
F: CGTTCGCTGGATACCACCCGC 63.0 

309 Presente estudo 
R: TTTAGCCACCCACGACACCGC 62.5 

54394 
F: GAAGGGGCGTTGTTGGCAGC 62.2 

350 Presente estudo 
R: TTCGCAACCGCCTTCTCCGC 63.3 

74092 
F: GCGCGGTCCAGTGTCATCGA 62.4 

297 Presente estudo 
R: AGCCGCCATCAAGGAACTGC 60.8 

105139 
F: TCCAGACGTTCCAGAGACCGC 61.2 

339 Presente estudo 
R: CCAGGACTCACCTCCTTGCC 60.1 

144390 
F: ATTCGTCGTCGCCTTGCTGGC 62.9 

323 Presente estudo 
R: TCGTCCCGCCGGTGAACATG 62.6 

232574 
F: CGTTGCGGCTGGACCATTACC 61.1 

359 Presente estudo 
R: CCCGACGAACACCGACACCTC 62.3 

311613 
F: TTCCGTGGGCCGTCAAGATCA 61.2 

260 Presente estudo 
R: TGAAGCCACTATCGCCGTCCG 61.7 

Tabela 2: Sequências dos primers específicos para a identificação de SNPs sinónimos e não sinónimos, com 
respectivo tamanho molecular do produto de amplificação e temperatura de fusão (Tm). 

Tabela 1: (continuação) 
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SCG 
SNP 

1977 54394 74092 105139 144390 232574 311613 913274 2154724 

1 G G C C G G T G A 

2 G G C A G G T C A 

3a G G C C G G T C A 

3b G G C C G G T C C 

3c G G C C G T T C C 

4 G G C C A T T C C 

5 G A C C G G T C C 

6a A A C C G G T C C 

6b A A C C G G G C C 

7 G G T C G G T G A 

Tabela 3: Conjunto mínimo de SNP que permite a classificação de estirpes M. tuberculosis em 10 SCG 
distintos (Adaptado de Alland et al, 2007). 
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3. Resultados 
 

Por forma a delinear a linhagem filogenética das estirpes da família Lisboa, estirpes muito 

associadas à multirresistência a antibacilares e as mais prevalentes na região de Lisboa, 

procedeu-se à análise de delecções genómicas e polimorfismos de um único nucleótido, através 

de reacções por PCR utilizando primers específicos para as referidas regiões, e sequenciação.  

 

3.1.  Caracterização da amostra por MIRU-VNTR 

 

No presente estudo foram analisados três isolados, seleccionados de uma população de 132 

isolados previamente caracterizados por MIRU-VNTR (Figura 12), provenientes de um hospital 

central de Lisboa. Os isolados, 112 HPV06, 130 HPV06 e 157 HPV06, pertencem 

respectivamente aos clusters Lisboa3, Lisboa2 e C1. A selecção dos isolados foi realizada com 

base na representatividade dos maiores clusters da família Lisboa e uma estirpe de um cluster 

não-Lisboa, embora com cerca de 85% de similaridade por MIRU-VNTR com a família Lisboa 

(Perdigão et al, 2009). Foi utilizada a estirpe M. tuberculosis H37Rv como controlo. 

 

3.2.  Determinação do Grupo genético principal (PGG) e SNP cluster group (SCG)   

 

De acordo com Sreevatsan et al (1997), as estirpes de M. tuberculosis podem ser divididas em 

três PGG, tendo como base a análise de dois polimorfismos nos genes katG463 e gyrA95. 

Procedeu-se à amplificação e sequenciação das referidas regiões nos dois isolados Lisboa e 

isolado não-Lisboa, utilizando primers específicos, tendo sido observada  após o alinhamento 

com a estirpe H37Rv uma substituição nucleotídica no locus 463 do gene katG (T por G) em 

todas as estirpes analisadas. Ao contrário da estirpe H37Rv, que tem uma substituição de C por 

G, não se observaram alterações na sequência do gene gyrA95 em qualquer um dos isolados 
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analisados. A existência do polimorfismo no gene katG resulta na alteração da codificação 

aminoacídica, sendo produzido o aminoácido arginina em vez de leucina. Comparando os 

resultados obtidos com o cenário evolutivo de M. tuberculosis, proposto por Sreevatsan e 

colaboradores (Sreevatsan et al, 1997) conclui-se que as estirpes da família Lisboa, e estirpe não-

Lisboa, pertencem ao PGG2, caracterizado pela produção dos resíduos aminoacídicos arginina 

no gene katG463, e tirosina a nível do gene gyrA95. Numa análise mais pormenorizada, fez-se a 

pesquisa de polimorfismos sinónimos, que possibilitam a distinção de vários grupos dentro de 

cada PGG, designado SCG. O estudo de nove SNPs permite a classificação dos isolados em 10 

SCGs (Tabela 3, ver em Materiais e Métodos); a amplificação e sequenciação das nove regiões 

nos isolados da família Lisboa e isolado não-Lisboa, permitiu a observação de um padrão de 

polimorfismos idêntico ao polimorfismo característico do SCG-5 (Tabela 4), pertencendo a 

estirpe H37Rv ao SCG-6b (Filliol et al, 2006a; Alland et al, 2007). Esta análise é consistente 

com os resultados obtidos no PGG, colocando os isolados da família Lisboa no grupo de estirpes 

modernas de M. tuberculosis.  
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Figura 12. Dendograma obtido através da análise de MIRU-VNTR, em 132 isolados clínicos de M. 
tuberculosis (Perdigão et al, 2009). 
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3.3.  Análise de Regiões de Diferença 

 

As estirpes M. tuberculosis da família Lisboa foram analisadas quanto à presença ou ausência 

de 14 regiões de diferença e da região pks15/1, usadas para distinguir membros relacionados do 

MTC, estando os resultados expressos na Tabela 5. Numa primeira fase, estudaram-se quatro 

marcadores que permitem a distinção de estirpes M. bovis (RD9), M. microti (RD5) e M. 

tuberculosis (TbD1 e RD239 – Indo-Oceânica) (Brosch et al, 2002; Parsons et al, 2002). Foram 

considerados dois grupos de M. tuberculosis com base na presença ou ausência de uma região 

específica, TbD1, designando-se ancestrais as estirpes que conservam esta região, que está 

deletada nas estirpes “modernas” de M. tuberculosis (Brosch et al, 2002). Todos os isolados em 

estudo apresentam a delecção TbD1 (Figura 13), estirpes modernas de M. tuberculosis, estando 

em concordância com os resultados obtidos na análise de SNPs.     

 

 

 

 

 

 

Tabela 5: Resultado da análise de presença ou ausência de RDs em três isolados. Os circulos, claros e 
escuros, indicam a ausência ou presença das RDs específicas, respectivamente.  
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Uma vez ausente a região TbD1, procedeu-se ao estudo dos marcadores que definem as 

quatro grandes linhagens de M. tuberculosis, nomeadamente RD105 (Sudeste-Asiático), RD750 

(Leste-Africano-Indiano) e pks15/1 (Euro-Americana) (Gagneux et al, 2006). Os dois primeiros 

marcadores estão presentes nos três isolados analisados, revelando a análise sequêncial do locus 

pks15/1 uma delecção de 7pb, quando comparada com as estirpes de referência M. tuberculosis 

210 (Beijing) (Figura 14). O locus pks15/1, envolvido na biossintese de glicolípidos fenólicos 

(PGL), é considerado um factor de virulência em algumas estirpes do MTC (Reed et al, 2004; 

Ehrt e Schnappinger, 2007). Estando o fenótipo de produção de PGL associado à presença de 

7pb e 1pb (Constant et al, 2002; Reed et al, 2004), os resultados sugerem um fenótipo de não 

produção de PGL nas estirpes da família Lisboa, fenótipo semelhante ao da estirpe de referência 

H37Rv. 

 

 

 

 

 

  

 

M. tuberculosis 210 

M.bovis 

H37Rv 

112HPV06 (Lisboa3) 

130HPV06 (Lisboa2) 

157HPV06 (C1) 

 

Figura 14. Alinhamento de parte da sequência do locus pks15/1 nas estirpes de referência M. tuberculosis 210 
(família Beijing), M bovis e estirpe H37Rv, e nos isolados da família Lisboa 112HPV06 e 130HPV06, e 
estirpe 157HPV06 (C1). 

Figura 13. Amplificação da região TbD1, 
observando-se um fragmento de 500pb na estirpe M. 
bovis BCG (4). A ausência de banda nos isolados 
112HPV06 (1), 130HPV06 (2) e 157HPV06 (3) 
indica a delecção desta região. M) marcador de  peso 
molecular λ-BstEII.  
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Pertencendo as estirpes não produtoras de PGL à linhagem Euro-Americana (Gagneux et al, 

2006) de M. tuberculosis, foram analisadas as regiões que definem as suas sublinhagens (RD115, 

RD122, RD183, RD193, RD174, RD726, RD724 e RD761), tendo sido verificada a delecção da 

região RD174 (Figura 15), cuja ausência é específica da sublinhagem Oeste-Africano (Gagneux 

et al, 2006), nos três isolados analisados.  

O produto de amplificação desta região foi sequenciado para confirmação da delecção, 

encontrando-se o respectivo alinhamento com a estirpe de referência H37Rv em anexo (Anexo 

I). A linhagem Euro-Americana é a mais frequente nos continentes Europeu e Americano apesar 

de algumas sublinhagens predominarem em diferentes regiões de África e Médio Oriente 

(Gagneux et al, 2006).   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 15. Amplificação da região RD174, 
observando-se um fragmento de cerca de 800pb nos 
isolados 112HPV06 (1), 130HPV06 (2) e 157HPV06 
(3), o que indica a delecção desta região. Não foi 
possível a amplificação do fragmento que 
corresponde à presença do locus RD174 na estirpe 
M.tuberculosis H37Rv (4), devido ao seu elevado 
peso molecular (mais de 4500pb). M) marcador de  
peso molecular λ-BstEII.   
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 Lazzarini e colaboradores (Lazzarini et al, 2007) descreveram uma estirpe prevalente no Rio 

de Janeiro, Brasil, que apresenta o maior LSP documentado até ao momento, com 26,317 kb, 

denominado RDrio. Fez-se pesquisa da região RDrio, visto que um dos marcadores para esta RD 

consiste na delecção do locus RD174, que está também ausente nas estirpes Lisboa estudadas. 

De modo a identificar a existência do polimorfismo RDrio, procedeu-se à pesquisa do elemento 

de inserção IS1561, que é interno à região RDrio, ou do fragmento correspondente à perda desta 

região, através de PCR-Multiplex (Lazzarini et al, 2007; Gibson et al, 2008).  

 A técnica revelou a amplificação de um fragmento de 1175 pb nas estirpes da família Lisboa e 

não-Lisboa, que corresponde à sequência do genoma que flanqueia os genes constituintes da 

região RDrio, enquanto a estirpe de referência H37Rv apresenta a amplificação de um fragmento 

de 530pb, relativa à presença do elemento de inserção IS1561 (Figura 16) (Gibson et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise sequencial dos fragmentos de 1175pb mostra uma perfeita homologia com as 

regiões do genoma que flanqueiam o locus RDrio (ver em anexo II), o que comprova a ausência 

desta região nas estirpes da família Lisboa.  

 

 

 

 

 

702pb 

Figura 16: Amplificação da região RDrio, observando-se 
um fragmento de 1175pb nos isolados 112HPV06 (1), 
130HPV06 (2) e 157HPV06 (3), e um fragmento de 
530pb na estirpe H37Rv (4), que corresponde à 
amplificação do elemento de inserção IS1561, sendo 
este interno à região deletada RDrio. M) marcador de  
peso molecular λ-BstEII. 
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4. Discussão 
 

Em Portugal, a maioria das estirpes TB-MR que circulam na Região de Saúde de Lisboa 

pertence a uma família particular de estirpes geneticamente relacionadas, a família Lisboa, 

envolvida num surto no final da década de 90 e identificadas por Portugal e colaboradores 

(Portugal, Covas et al. 1999). Nessa altura, foram analisados 71 isolados de M. tuberculosis, 

provenientes de 14 unidades hospitalares da região de Lisboa, que apresentavam resistência a 

pelo menos dois antibacilares: INH e RIF, consideradas por isso estirpes TB-MR. A análise das 

estirpes por RFLP, usando a sonda IS6110, permitiu a identificação de quatro clusters com perfil 

idêntico de RFLP, partilhando três clusters (cluster A, B e C) um grau de similaridade de cerca 

de 75%. O cluster predominante – o cluster A, dividido em três subclusters – o qual recebeu 

posteriormente a designação de família Lisboa, apresentou perfis de RFLP com 90% 

similaridade entre si, possuindo as estirpes um padrão característico de multirresistência, 

incluindo para além da resistência à INH e RIF, também à STP e, em alguns casos, ao EMB. As 

estirpes foram isoladas principalmente em doentes seropositivos para HIV e TD, embora a 

transmissão tenha sido demonstrada não só entre estes doentes, como em indivíduos 

imunocompetentes. Estas estirpes, principalmente detectadas na região de Lisboa foram contudo 

transmitidas a outras regiões do país (Portugal et al, 1998).  

Nos últimos anos, tem-se vindo a determinar a diversidade genética dos isolados de M. 

tuberculosis que circulam em Lisboa, de modo a avaliar a prevalência das estirpes da família 

Lisboa. Em 2001-2002 detectou-se uma prevalência de cerca de 50% dos casos TB-MR, e 56% 

em 2003, como sendo pertencentes à família Lisboa (Perdigao, Macedo et al. 2008). Os estudos 

mais recentes (2004-2006) mostram que a prevalência da família entre casos TB-MR é agora de 

88% (Macedo, 2007). Estirpes de TB-MR derivaram recentemente para estirpes XDR-TB, 

representando cerca de 50% das estirpes TB-MR (Perdigao, Macedo et al. 2008). As estirpes 

XDR-TB estão agrupadas em dois perfis de MIRU-VNTR diferentes, mas relacionados, 

pertencentes à família Lisboa, e são provavelmente o resultado de mais de 10 anos de circulação 

de estirpes TB-MR Lisboa. A família Lisboa é uma ameaça ao controlo da TB no país e a sua 

predominância nos últimos anos sugere que estas estirpes poderão ter vantagens selectivas 

relativamente a outras. 
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Com o intuito de definir a origem evolutiva, bem como a identificação de factores que 

favoreçam a permanência e disseminação das estirpes da família Lisboa em Portugal, procedeu-

se ao estudo de delecções genómicas e polimorfismos de um único nucleótido. Para o efeito, de 

132 isolados de um hospital central de Lisboa previamente caracterizados por MIRU-VNTR, 

foram seleccionados três isolados, dois pertencentes à família Lisboa e um não-Lisboa, para 

análise da presença ou ausência de 14 loci RD e região pks15/1, anteriormente descritos para 

outras importantes famílias de M. tuberculosis, por Gagneux e colaboradores (Gagneux et al, 

2006). Foi igualmente estudada a filogenia baseada em polimorfismos sinónimos e não 

sinónimos (Sreevatsan et al, 1997; Filliol et al, 2006a), para uma análise mais detalhada do 

percurso evolutivo das estirpes portuguesas.  

A análise filogenética realizada em estirpes M. tuberculosis da família Lisboa, baseada nos 

nsSNP que ocorrem nos codões katG463 e gyrA95, permitiu a classificação das três amostras no 

PGG2, na sequência da observação de uma substituição nucleotídica no codão 463 do gene katG, 

pertencendo a estirpe de referência H37Rv ao PGG3. De modo a inferir um padrão evolucionário 

mais aprofundado dentro deste grupo foram analisados nove sSNPs, que no seu conjunto 

definem dez grupos e subgrupos filogenéticos (Alland et al, 2007), tendo sido o padrão de 

polimorfismo apresentado pelas estirpes Lisboa e pela não-Lisboa correspondente ao cluster 

SCG-5, um dos grupos que apresenta maior diversidade (Filliol et al, 2006a). Os SCG não se 

encontram uniformente distribuidos, variando a sua predominância consoante a região de origem 

do paciente ou de colheita dos isolados (Filliol et al, 2006a; Gutaker et al, 2006). Ao observar a 

distribuição geográfica de SCG, verifica-se que o cluster SCG-5 é maioritariamente 

predominante no Uganda (África), e co-predominante no México, Texas, Colômbia, Nova York 

(Continente Americano) e Espanha (Europa) (Filliol et al, 2006a; Brimacombe et al, 2007; 

Hazbón et al, 2008). Num estudo de Filliol e colaboradores (Filliol et al, 2006a), no qual 

analisaram a distribuição de SCG entre as diferentes famílias definidas pela técnica de tipagem 

Spoligotyping, concluiram que todos os isolados classificados como SCG-5 pertenciam ao 

PGG2, tal como as estirpes Lisboa, estando associado a elementos da família LAM (Latin 

American and Mediterranean) definida por Spoligotyping (Vultos et al, 2008), tendo sido 

igualmente identificado como SCG-5 alguns isolados da superfamília T e família Haarlem (H), 

que possui dois grupos filogenéticos distintos (SGC-3a e SCG-5). Uma vez que a aquisição de 

nsSNP constitui uma das formas através da qual M. tuberculosis adquire resistência a 

antibacilares, Brimacombe e colaboradores (Brimacombe et al, 2007) estudaram os perfis de 
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resistência a antibacilares e mutações que conferem resistências nos diferentes clusters SCG, 

mostrando que os SCG-5, SCG-3b e SCG-1 comportam maior número de mutações, possuindo 

SCG-5 e SCG-1 todas as mutações responsáveis pela aquisição de resistência à INH, um dos 

fármacos mais potentes no tratamento da infecção por M. tuberculosis. Estirpes que possuem 

elevadas taxas de mutação, designadas mutator, têm sido encontradas em populações de 

bactérias patogénicas, tal como Escherichia coli (E. coli), Salmonella enterica e Helicobacter 

pylori, sendo este fenótipo resultado de alterações em genes que codificam para enzimas de 

reparação de DNA e para proteínas que asseguram a eficácia da replicação de DNA (Denamur e 

Matic, 2006). Alguns estudos revelam uma associação entre estirpes mutator, patogenicidade e 

resistência a antibacilares, ao mostrar que estirpes mutator de E. coli patogénica têm vantagem 

adaptativa in vivo em modelo de infecção urinária em ratinhos, e a resistência a antibacilares está 

significativamente aumentada em isolados patogénicos de Pseudomonas aeruginosa com 

fenótipo mutator, relativamente às estirpes não-mutator (Oliver et al, 2000; Labat et al, 2005). É 

de interesse uma análise mais aprofundada, no sentido de averiguar se as estirpes M. tuberculosis 

pertencentes ao grupo SCG-5, tal como as estirpes Lisboa, têm uma maior tendência para 

fenótipos mutator, e se existe uma relação entre o fenótipo mutator e mutações em genes de 

reparação, replicação ou recombinação, que possam estar a elevar a taxa de mutação, 

aumentando a capacidade de adaptação das estirpes ao meio onde estão inseridas.  

Dados obtidos após amplificação de 14 loci RD, permitiram observar a ausência de quatro 

regiões, designadamente TbD1, as regiões pks15/1, RD174 e a recém caracterizada RDrio. A 

região TbD1, cuja delecção define as estirpes modernas de M. tuberculosis (Brosch et al, 2002), 

encontra-se ausente em todas as estirpes analisadas, incluindo a estirpe de referência H37Rv. A 

presença da região TbD1 é característica de estirpes ancestrais, tal como estirpes M. tuberculosis 

pertencentes à família EAI (East Africa-Indian), definida por Spoligotyping, com prevalência na 

Ásia Oriental, Médio Oriente, Ásia Central, e Oceânia, sendo a prevalência mais elevada no 

Sudeste Asiático (Sun et al, 2004; Brudey et al, 2006). Em M. bovis, o locus TbD1 contém o 

gene mmpS6, e a porção 5’ do gene mmpL6 (Mycobacterial membrane protein Large), que 

codificam proteínas de membrana e proteínas de transporte transmembranar (Garnier et al, 

2003). O genoma de M. tuberculosis contém 13 genes da família MmpL (Cole et al, 1998), que 

codificam para proteínas RND (resistance-nodulation-cell division) cuja função consiste em 

reconhecer e mediar o transporte de uma grande variedade de substâncias, incluindo fármacos 

anti-tuberculose, através da membrana citoplásmica, funcionando como bombas de efluxo 
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(Paulsen et al, 1996; Putman et al, 2000). Apesar de não ser totalmente conhecida a sua função, 

julga-se que mmpL6 seja induzida pela INH (Betts et al, 2003) e, apesar de não serem associadas 

funções determinantes relativamente ao transporte ou resistência a fármacos anti-tuberculose por 

parte destas proteínas (Domenech et al, 2005), estudos demonstram que sensivelmente 50% dos 

isolados com delecção da região TbD1 são resistentes à INH, enquanto que apenas 10% dos 

isolados que possuem esta região são resistentes (Phyu et al, 2005; Stavrum et al, 2008). Uma 

vez que a resistência à INH constitui o primeiro passo para o desenvolvimento de 

multirresistência, a alteração ou perda de proteínas de transporte membranar pode ter surgido 

como mecanismo de sobrevivência vantajoso, possibilitando a permanência de estirpes em 

condições antes adversas.  

A observação de uma delecção de 7pb no locus pks15/1, sugere um fenótipo de não produção 

de PGL, uma família de lípidos presente no envelope celular, sendo produzidos por algumas 

micobactérias de crescimento lento, nomeadamente M. leprae, M. ulcerans e alguns membros do 

MTC (Daffé e Laneelle, 1988). O locus pks15/1, localizado numa região do genoma que inclui 

os genes mas, mmpL7 e os genes ppsA-E, codifica uma enzima de elongação que participa na 

biossíntese de PGL, um imunomodulador que está associado ao fenótipo de hipervirulência em 

modelo animal, incluindo resposta imunológica e pré-inflamatória (Constant et al, 2002; 

Sirakova et al, 2003; Reed et al, 2004; Tsenova et al, 2005). Uma vez que a capacidade de 

induzir uma forte reposta inflamatória por parte do hospedeiro está relacionada com a virulência 

das estirpes, verificaram que a perda de PGL induz o aumento da libertação in vitro de citocinas 

pró-inflamatórias, TNF-α e IL 6 e IL12, enquanto a sua sobreprodução inibe a libertação destes 

mediadores pró-inflamatórios (Reed et al, 2004; Ehrt e Schnappinger, 2007). Assim, a não 

indução do sistema imunitário do hospedeiro constitui um factor de virulência, sendo 

característico das estirpes M. tuberculosis mais patogénicas. Estudos comparativos de sequências 

do locus pks1/15, demonstraram que a produção de PGL ocorre nas estirpes que possuem 7pb ou 

1pb nesta região, tal como sucede nas estirpes M. tuberculosis 210 (Beijing) e M.bovis, 

respectivamente. Estirpes que possuam uma delecção de 7pb exibem uma mutação frameshift 

que leva à inactivação do locus pk15/1, incapacitando assim a produção de PGL (Constant et al, 

2002; Chaiprasert et al, 2006). É este o caso da estirpe de referência H37Rv, e curiosamente das 

estirpes da família Lisboa e não-Lisboa. Na incapacidade de produzir PGL, este funciona como 

atenuador da virulência nas estirpes Lisboa. No entanto, poderá existir nas estirpes Lisboa 

alguma alteração genómica compensatória, ainda não identificada, que permita a sua elevada 
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prevalência em comparação com outras famílias de estirpes. A delecção de 7pb no locus pks15/1 

constitui um marcador de estirpes da linhagem Euro-Americana. A linhagem Euro-Americana, 

que engloba as estirpes pertencentes aos PGG 2 e PGG 3, é a mais frequente nos continentes 

Europeu e Americano apesar de algumas sublinhagens predominarem em diferentes regiões de 

África e Médio Oriente (Gagneux et al, 2006).  

A análise de estirpes da família Lisboa, e não-Lisboa, revela a ausência da região RD174, que 

define as estirpes da sublinhagem Oeste-Africano de M. tuberculosis. Esta região é constituída 

por seis genes, Rv1992c a Rv1997, codificando os loci Rv1992 e Rv1997 as proteínas CtpG e 

CtpF respectivamente, proteínas de membrana com actividade ATPase, estando envolvidas no 

movimento transmembranar de metais catiónicos, mecanismos de fosforilação e ligação a Mg2+. 

O locus Rv1994c codifica uma proteína reguladora da transcrição da família MerR (Canneva et 

al, 2005), desconhecendo-se até ao momento a função das proteínas codificadas pelos restantes 

genes (Cole et al, 1998). MerR consiste numa família de activadores transcricionais de resposta à 

presença de iões metálicos no citoplasma bacteriano, com forte selectividade para o ião mercúrio 

(Hobman et al, 2005; Hobman, 2007). Os genes Rv1996 e ctpF fazem parte de um programa 

transcricional que regula o estado de dormência em M. tuberculosis, designado regulão de 

dormência, que ocorre nos estadios mais recentes da infecção, quando exposto a condições de 

hipóxia e óxido nítrico (NO) na forma de granuloma, durante a resposta imunitária normal por 

parte do hospedeiro (Park et al, 2003; Voskuil et al, 2003; Zhang et al, 2008). Este sistema, 

constituído por 48 genes envolvidos na respiração anaeróbica e metabolismo lipídico, é induzido 

em condições de baixa concentração de NO ou oxigénio, in vitro, permitindo a adaptação a um 

estado de dormência, com estabilização de componentes vitais para a célula bacteriana de forma 

a prolongar a sobrevivência por extensos períodos de latência. Estes genes são regulados pelo 

factor de transcrição DosR (dormancy survival regulator) codificado pelo locus Rv3133c, sendo 

necessário para indução de uma forte resposta genética para a redução da concentração de 

oxigénio (Park et al, 2003; Voskuil et al, 2003). Seis dos genes de regulação da dormência, 

incluindo Rv1996, contêm um motivo UspA, encontrado também em E. coli, envolvido na 

resistência à radiação UV e mitomicina C (Voskuil et al, 2003). Este último é um dado 

importante na medida em que tem sido referido que micobactérias em estado de dormência 

induzido por baixa concentração de oxigénio exibem elevada resistência à mitomicina C (Phe et 

al, 2001).  
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A ausência da região RD174 representa assim uma delecção de dois genes no regulão DosR 

(Jong et al, 2009). Porém, desconhece-se a função individual dos genes constituintes do regulão 

de dormência, não estando descritas alterações sugestivas de níveis de incapacidade de entrada 

no estado de dormência das referidas estirpes. Por outro lado, tem sido observado que alterações 

na indução dos genes de resposta à hipóxia resultam de mutações no gene dosR, e não de outros 

genes individuais (Park et al, 2003). Assim, seria de esperar que as estirpes com esta delecção 

mantivessem a sua capacidade de entrada num estado de latência, promovendo a sobrevivência a 

longo-tempo de M. tuberculosis num estado não replicativo. Contudo, estudos sugerem que a 

perda de genes associados à latência favoreça uma rápida progressão a TB activa e transmissão 

(Tsolaki et al, 2004). Jong e colaboradores (Jong et al, 2008) fizeram um estudo com 12 

sublinhagens de M. tuberculosis e mostraram que doentes infectados com estirpes da 

sublinhagem Oeste-Africano de M. tuberculosis possuem uma probabilidade acrescida de 

progressão a TB activa, sendo a segunda linhagem mais provável em que tal possa ocorrer. Uma 

vez que as estirpes da família Lisboa pertencem a esta sublinhagem, é possível que este 

fenómeno possa ocorrer nas estirpes da família Lisboa, contribuindo para o aumento da sua 

transmissão e disseminação na comunidade. 

Recentemente foi descrito no Rio de Janeiro, Brasil, um polimorfismo de longa sequência 

denominado RDrio, ausente nas estirpes M. tuberculosis predominantes da região, igualmente 

caracterizadas pela delecção da região RD174 (Lazzarini et al, 2007; Gibson et al, 2008). No 

presente estudo, a análise sequencial das estirpes Lisboa e da estirpe não-Lisboa evidencia a 

ausência do locus RDrio, consistindo este numa sequência de 26,317 kb de DNA contíguo, a mais 

longa delecção identificada em estirpes M. tuberculosis até ao momento. Na formação deste 

polimorfismo, cujo mecanismo consiste na recombinação homóloga entre os genes que 

flanqueiam a região, resultando num evento de duplo crossover com excisão e perda do 

segmento genómico interveniente, foram removidos oito genes (Rv3347c a Rv3354) e outros 

dois foram modificados (Lazzarini et al, 2007). Os genes Rv3346c e Rv3355c, que flanqueiam a 

região deletada, ao sofrer recombinação homóloga originaram um gene quimérico Rv3346/55c, 

que consiste na sequência 5’ do gene Rv3346c, continuando numa fusão da região central de 

perfeita homologia, e terminando na porção 3’ do gene Rv3355c (Lazzarini et al, 2007).  
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Entre os genes deletados, encontram-se os genes Rv3352c e Rv3353c que codificam 

oxidorredutases (Deshayes et al, 2008); os genes Rv3348 e Rv3349c codificam transposases 

envolvidas na transposição dos elementos IS1608 e IS1561, respectivamente; os genes Rv3347c 

e Rv3350c codificam as proteínas PPE55 e PPE56 respectivamente, entre outros com função 

ainda desconhecida.  

O genoma de M. tuberculosis codifica cerca de 69 membros da família PPE (Proline-Proline-

Glutamic acid), que contém uma sequência N-terminal conservada com 180 aminoácidos, 

seguida de uma sequência C-terminal variável, que distingue as proteínas em quatro subfamílias 

(Cole et al, 1998; van Pittius et al, 2006). As proteínas da família PPE são expressas na 

superfície extracelular e, apesar da semelhança entre si, pelo facto de apresentarem grande 

variabilidade são consideradas potenciais antigénios para o hospedeiro imunitário (Cole et al, 

1998; Cole, 2002; Fleischmann et al, 2002). Um dos mecanismos desta variação reside na 

alteração da sequência dos genes que codificam para proteínas PPE, tendo sido demonstrado que 

a frequência de substituições sinónimas e não-sinónimas é consideravelmente elevada nos genes 

da família PE/PPE, quando comparada com outras famílias de genes (Fleischmann et al, 2002). 

Eventos de recombinação homóloga são igualmente sugeridos como mecanismos efectivos que 

contribuem para a diversidade antigénica na resposta imunitária do hospedeiro, permitindo novos 

determinantes de virulência (Karboul et al, 2008). Tem sido referido que alguns genes PPE se 

encontram independentemente modificados ou deletados, em várias espécies do complexo e 

linhagens M. tuberculosis, sendo disto exemplo a perda de PPE55 e PPE56 nas estirpes 

M.microti e M.pinnipedii, e o elevado grau de polimorfismo apresentado por PPE55 em estirpes 

M.canettii (Huard et al, 2006).  

A função das proteínas PPE55 e PPE56 está ainda por determinar, porém é conhecida a sua 

indução in vivo em modelo ratinho TB e in vitro, 24 horas após a infecção, quando as 

micobactérias são fagocitadas por macrófagos activados (Talaat et al, 2004; Voskuil et al, 2004). 

As proteínas PPE55 e PPE56 pertencem à subfamília MPTR da família de proteínas PPE de M. 

tuberculosis (van Pittius et al, 2006), possuindo a porção C-terminal de PPE55, uma região de 

2977 aminoácidos, 67% de homologia com a mesma região em PPE56. A porção C-terminal da 

proteína PPE55 é muito imunogénica, tendo sido detectada a sua expressão durante as fases 

incipiente e subclínica da infecção por M. tuberculosis, em soro de indivíduos com TB, sero-

negativos para HIV (97%), e 71% dos casos de co-infecção HIV/TB, sendo que os dados 
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sugerem uma relação entre a expressão in vivo desta proteína com a infecção activa por M. 

tuberculosis (Singh et al, 2005). Sendo as proteínas PPE55 e PPE56 expressas durante a fase 

subclínica da infecção, que corresponde à replicação activa do microorganismo sem 

manifestação clínica de TB, participam nos primeiros contactos entre o microorganismo e 

hospedeiro imunitário. Na ausência destas proteínas, o reconhecimento do microorganismo por 

parte do sistema imunitário do hospedeiro pode estar dificultado, não havendo uma resposta 

imunitária eficaz, sendo possível o desenvolvimento de manisfestações clínicas mais severas. 

 

De facto, estudos que focam a patogenicidade e virulência das estirpes RDrio sugerem que 

indivíduos infectados com esta estirpe possuem uma forma mais severa de TB, sendo 

característica a elevada frequência de hemoptises, associada a uma maior perda de peso e 

aumento da concentração bacilar em expectoração (Lazzarini et al, 2007). São vários os estudos 

que têm demonstrado que pacientes com elevada concentração bacilar em expectoração estão 

associados a TB pulmonar cavitária (Gomes et al, 2003; Matsuola et al, 2004; Palaci et al, 

2007), tendo sido recentemente realçado que a probabilidade de desenvolver doença cavitária é 

oito vezes superior em indivíduos infectados com RDrio do que indivíduos infectados com 

estirpes não-RDrio (Lazzarini et al, 2008). A presença de TB cavitária parece aumentar o risco de 

recidiva e desenvolvimento de resistência a fármacos, assumindo também um efeito significativo 

no perfil de antigénios que são reconhecidos pelos anticorpos (o número de antigénios 

reconhecidos é superior em pacientes com TB cavitária do que pacientes com TB não-cavitária) 

(Samanich et al, 2001; Lazzarini et al, 2008). Por outro lado, na medida em que a elevada 

contagem de unidades formadoras de colónias (CFU) é um indicador de multiplicação bacteriana 

acelerada, in vivo, pode aumentar a transmissão visto que casos de baciloscopia positiva 

constituem as fontes mais potentes de infecção na comunidade (Liippo et al, 1993). 

 

 

 

 

 



 

48 

 

Relativamente à disseminação deste novo genótipo, estudos revelam que as estirpes RDrio não 

se encontram restritas ao Brasil, circulando actualmente a nível mundial, havendo sido 

identificados isolados RDrio em quatro dos cinco continentes (Lazzarini et al, 2007; Gibson et al, 

2008). Além da sua identificação nos estados Rio de Janeiro e Minas Gerais, Brasil, foram 

encontradas estirpes RDrio no Equador, Guiana Francesa, países Sul Americanos e Estados 

Unidos. Foram também encontrados isolados nas ilhas das Caraíbas (Guadeloupe, Haiti e 

Martinique), Sul de África e República do Djibouti e também na Europa, em Espanha e Holanda. 

Os resultados mostram claramente que as estirpes M. tuberculosis RDrio estão globalmente 

disseminadas (Gibson et al, 2008), sendo Portugal o terceiro país europeu a detectar estirpes com 

genótipo RDrio, nomeadamente as estirpes da família Lisboa. A associação do fenótipo RDrio às 

estirpes Lisboa pode contribuir para o seu sucesso, ao conseguir iludir o sistema imunitário do 

hospedeiro, e provavelmente aumentar a sua capacidade de transmissão e disseminação na 

comunidade.  

Os dados obtidos no presente estudo apoiam as classificações filogenéticas propostas para a 

evolução dos membros do MTC, apresentadas por vários investigadores (Sreevatsan et al, 1997; 

Filliol et al, 2006a; Gagneux et al, 2006), nas quais todos os descendentes do complexo derivam 

de um ancestral comum. Analisando conjuntamente as regiões deletadas, e os possíveis efeitos 

fenotípicos que assumem, observa-se um conjunto de características que podem conduzir ao 

sucesso das estirpes Lisboa em deterimento de outras: 1) a ausência de proteínas de superfície 

que dificultam o reconhecimento por parte do hospedeiro, levando a uma menor eficácia do 

sistema imunitário na contenção da infecção, associada ao facto de 2) estarem também ausentes 

proteínas de indução do estado de dormência, que podem levar a uma maior propensão para 

desenvolver TB activa, e 3) uma possível associação das estirpes Lisboa com o fenótipo mutator, 

que permite elevada taxa de mutação e melhor capacidade de adaptação a condições 

desfavoráveis, nomeadamente à presença de fármacos antibacilares. Estes factores podem estar a 

contribuir para o aumento da capacidade de adaptação a condições adversas, transmissão e 

disseminação das estirpes Lisboa na comunidade. Normalmente, uma família de estirpes é 

caracterizada por uma das técnicas aceite de tipagem, quando apresenta mais de 90% de 

similaridade. No entanto, as estipes do cluster C1, que apresentam um perfil de MIRU-VNTR 

com 85% de similaridade com a família Lisboa, possuem o mesmo padrão de delecções das 

estirpes Lisboa. Isto leva a pensar que estas estipes podem ter uma origem comum e ter derivado 

em famílias distintas, e por isso partilharem as regiões analisadas. Por outro lado, poderão existir 
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outros factores, presentes apenas nas estirpes Lisboa, que conferem vantagem adaptativa e 

permitem maior prevalência em deterimento de outras estirpes. 

 

Sendo as estirpes da família Lisboa associadas quase exclusivamente a TB-MR e XDR-TB, 

considera-se importante a realização de mais estudos, mais alargados, incluindo outras famílias 

de estirpes não-Lisboa, e outras mais afastadas geneticamente, que permitam não só identificar 

factores que possam contribuir para a sua virulência e transmissão, mas também explicar a 

vantagem selectiva das estirpes Lisboa em Portugal.  

Uma vez que as estirpes Lisboa carecem de duas proteínas de superfície que interagem com o 

hospedeiro humano nas fases mais recentes da infecção, PPE55 e PPE56, sugere-se o estudo 

dessas mesmas proteínas, através da criação de estirpes mutantes e inoculação de ratinhos, de 

forma a averiguar a influência da expressão e não-expressão de PPE55 e PPE56, associando 

também com a evolução da infecção e manifestações clínicas de TB. Igualmente importante seria 

o estudo de factores a nível do hospedeiro que possam constituir condições favoráveis ao 

desenvolvimento da infecção, bem como estudos de fitness que permitam analisar a capacidade 

de crescimento destas estirpes M. tuberculosis e, estabelecendo comparação com estirpes de 

outras famílias, identificar possíveis factores bacterianos que possam conferir vantagem 

adaptativa às estirpes da família Lisboa, aumentando a capacidade de sobrevivência, replicação e 

infecção destas estirpes, aumentando a probabilidade de transmissão à comunidade. Todos estes 

estudos deverão ter em conta o estudo de dados clínicos de indivíduos infectados com estirpes 

M. tuberculosis da família Lisboa, com o objectivo de estabelecer uma possível correlação entre 

genótipo e a forma clínica de TB apresentada por estes doentes, analisando a severidade e 

duração dos sintomas, bem como a eficácia das medidas terapêuticas.  
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Anexo I 

–  
Alinhamento do produto de amplificação da região RD174 
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Anexo II 
– 

Alinhamento do produto de amplificação da região RDrio 

 

Uma vez que os genes Rv3346c e Rv3355c, que flanqueiam a região RDrio, sofreram fusão 

da região central, e na impossibilidade de definir o ponto de quebra de que resultou este 

polimorfismo, o fragmento sequenciado foi alinhado com a região homóloga dos primers 

forward (sequência A) e reverse (sequência B) na estirpe de referência H37Rv.  
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Sequência B 

 

 

 

 
 
  

 
 


