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Sumario

Portugal é um dos paises europeus com maior irgialée tuberculose (TB), encontrando-se
entre os cinco paises com taxa de notificacdo super20/100 000 habitantes, apresentando
também a mais elevada percentagem (14,6%) de dhdisi seropositivos para o virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) entre casos de TBna das maiores ameacas ao tratamento e
controlo de TB é o surgimento de casos de infecQ&ocaracteristicas de multirresisténcia (TB-
MR) e resisténcia extensiva (XDR-TB) aos antibaega A maioria das estirpes de TB-MR que
circulam na regido de saude de Lisboa pertence a familia particular de estirpes
geneticamente relacionadas, a familia Lisboa, titamos anos 90. A prevaléncia desta familia
de estirpes tem vindo a aumentar ao longo dos amostrando os estudos mais recentes que
mais de 85% dos casos de TB-MR sdo familia Liskestirpes de TB-MR derivaram
recentemente para estirpes XDR-TB, representanda cie 50% das estirpes TB-MR, e sendo
todas da familia Lisboa.

A familia Lisboa constitui uma ameaca ao contradoTdB no pais e a sua prevaléncia nos
altimos anos sugere que estas estirpes poderd@antagens selectivas relativamente a outras.
Com o objectivo de definir a origem evolutiva, bemmo a identificagdo de factores que
favorecam a permanéncia e disseminacéo das edtigtem em Portugal, procedeu-se ao estudo
de deleccdes genomicas e polimorfismos de um (micte6tido em dois isolados da familia
Lisboa, e um isolado ndo-Lisboa. Os isolados faaaalisados quanto a presenga ou auséncia de
14 regides de diferenca (RD) e a regis15/1e, para uma analise mais detalhada do percurso
evolutivo das estirpes portuguesas, foi estudafibgenia baseada em polimorfismos de um
Gnico nucleoétido (SNP).

A filogenia baseada em SNPs ndo-sin6nimos, queremonos coddes kafts e gyrA”®,
permitiu a classificacdo das referidas estirpegraopo genético principal 2 (PGG2) e, a anélise
conjunta de nove SNPs sinGnimos permitiu a obsé@ovde um padréo correspondente ao SCG-
5.

O estudo dotoci RD revelou a auséncia de quatro regides nas estifigboa e néo-Lisboa,
designadamente TbD1, as regif@s15/1 RD174 e a recém caraterizada "RDOs dados
obtidos neste estudo séo coerentes com as clagdiis filogenéticas propostas para a evolucao

dos membros do complexblycobacterium tuberculosigMTC), apresentadas por Varios



investigadores. Entre 0s genes ausentes destacam¢ge codificam proteinas extracelulares
(PPES5 e PPES56) que sdo expressas nas fases pwigeseda infecgcdo pdfycobacterium
tuberculosigM. tuberculosiy podendo dificultar a resposta imunoldgica dgoedeiro, e genes
qgue codificam proteinas que participam na regulagiestado de dorméncia, sugerindo alguns
autores uma maior propensédo para o desenvolvinteniB activa. A auséncia destas regides
em estirpes da familia Lisboa pode assumir algunfliéincia na sua patogenicidade e

viruléncia.

Palavras-chave Tuberculose, familia Lisboa, deleccbes genémicas



Abstract

Portugal is one of the european countries with Higilest incidence of tuberculosis (TB),
been located on the five countries with the higreporting rate to 20/100 000 inhabitants.
Portugal also has the highest percentage of ingi@ideropositive for Human Immunodeficiency
virus (HIV) among TB cases (14,6%). One of the bgjghreats to control TB is the emergence
of case infection with features of multidrug resiste (MDR-TB) and extensive drug-resistance
(XDR-TB) TB. Most strains of MDR-TB circulating ithe Lisbon area belong to a particular
family of genetically related strains, the Lisb@anily, detected in the 90’s. The prevalence of
these family of strains has been increasing overydgars. The most recent studies show that
more than 85% of the MDR-TB cases belong to Lisferaily. XDR-TB has been recently
derived from MDR-TB strains and account for aboQ#®%of these, all belonging to Lisboa
family.

Lisboa family is a threat to TB control in Portugadd its prevalence in recent years suggest
that these strains may have selective advantagasotivers. In order to define the evolutionary
origin and the identification of factors that fagdhe continued existence and spread of Lisboa
strains in the Portuguese setting, genomic delettord single nucleotide polymorphisms in two
isolates of the Lisboa family, and one non-Lisbsaldte were studied. The isolates were
analyzed for the presence or absence of 14 regibd#ference (RDs), including thpks15/1
region. For a more detailed analysis of the evoh#ry path of the portuguese strains we studied
the phylogeny based on single nucleotide polymaerpbki(SNPs).

The phylogeny based on non-synonymous SNPs, wichraat codonkatG*®® and gyrA*®,
allowed the classification of these strains in ph@cipal genetic group 2 (PGG2), and the joint
analysis of nine synonymous SNPs allowed the obhserv of a pattern corresponding to the
SCG-5.

On the other hand, the study of the RD loci rewedihee absence of four regions in the three
strains analyzed, in particular TbD1, regions pksl®RD174 and the recently characterized
RD™. The data obtained from this study is consisteith ithe phylogenetic classification
proposed for the evolution of th®lycobacterium tuberculosisomplex (MTC) members,
presented by several authors. Between the absewsgee highlighted those that encode

extracellular proteins (PPE55 and PPES56), that expressed on the earliest phases of



Mycobacterium tuberculosi®/. tuberculosi¥infection, and could hamper the immune response
of host, and genes that encode proteins involvedgnlation of the dormancy state, which some
authors suggesting a greater propensity to devadtipe TB. The absence of these regions in

Lisboa strains may exert some influence on itsquhicity and virulence.

Keywords: Tuberculosis, Lisboa family, genomic deletions.
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CFU — Unidades formadoras de col6nias
CTAB/NaCl — Brometo de amonio hexadeciltrimetil
DC — Células dendriticas

DNA — Acido desoxirribonucleico

EMB — Etambutol

G+C - Guanina-Citosina

HIV — Virus da Imunodefiéncia Adquirida

IFEN-y — Interferdo gama

IL — Interleucina

INH — Isoniazida

LAM - Lipoarabinomanano

LSP — Polimorfismos de Longa Sequéncia

M. —Mycobacterium
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SNP - Polimorfismos de um anico nucleétido
igSNP — SNP intergénico

NsSNP- SNP néo-sinénimos

SSNP— SNP sinénimos

STP — Estreptomicina

TAE — tampéo Tris-Acetato-EDTA

TB — Tuberculose

TBE — Tampaéo Tris-Borato-EDTA

TB-MR — Tuberculose multirresistente

TD — Toxicodependéncia

TE — Tampao Tris-HCI-EDTA

TLR — Receptorewll-like

TNF-a — Factor de Necrose Tumoral alfa
VNTR - Repeticdes em namero variavel
XDR-TB — Tuberculose com extensiva resisténcia
KUg — Micrograma
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1. Introducao

O M. tuberculosisé o microorganismo que mais individuos afecta edo to mundo,
atingindo cerca de 3 milhdes de pessoas todosass Anassociagdo do genevtycobacterium
ao hospedeiro humano remonta aos tempos pré-hisdritendo sido identificado
Mycobacterium bovigM. bovi§ em mumias do periodo Neolitico, encontradas bérki, eM.
tuberculosisem mamias Egipcias e Sul Americanas, todos cotorsas de uma forma rara de
tuberculose que afecta a coluna vertebral, conhemitino doenca de Potts (S&bal 1994,
Zink et al 2003; Tayloret al 2007). Descoberto em 1882 por Robert Koch|. duberculosist
o0 principal agente etioldégico da TBpesar de outras espécies constituintes do MTEpri@o M.
cannetti, M. africanumou M. bovis sejam também causa desta infeccdo em humanos.
Actualmente, o MTC é composto por sete espéciedbespécies que incl. tuberculosisM.
canettii M. africanum M. bovis M. microti, M. pinnipedii e M. caprae(Ernstet al 2007). Os
membros do MTC caracterizam-se por 99% de idergigextleotidica, diferindo entre si quanto
ao tropismo pelo hospedeiro, fenétipo, patogenitdda epidemiologia (Broschat al 2002,
Mostowy et al 2002).

1.1.  GéneroMycaobacterium

1.1.1. Taxonomia

O géneroMycobacteriumpertence a classkctinobacteria, ordemActinomicelatesfamilia
MycobacteriaceagFigura 1). A classé\ctinobacteriainclui os organismos Gram positivos
(apesar de néo ser possivel corar micobactériast@ehica de Gram), com elevado contetudo
Guanina-Citosina (G+C) que apresentam crescimalamdntoso, formando um micélio, ou
possuem uma tendéncia para tal. No geral, as nutéims sdo sapréfitas livres, estando bem
adaptadas a diferentes habitats, como solo e atabiaguaticos (Ventuet al 2007). O género
Mycobacteriumé muito diversificado e compreende mais de 10@asp diferentes, sendo
algumas estas espécies agentes causadores destimngarma de doencas em humanos (Murray
et al 2005).



Familia Ordem Classe

Micromaonasporaceae

Frankiaceae (Frankia)
Acidothermacese
S_.'wr'.'::a‘:.r.}zj..r:u.‘s-:agr
Geodermalophilaceae
Microsphaeraceae
Pseudonocardiaceas
Streptomycetaceae (Streptomyces)

Nocardiaceas (Nocardia)

CGordeniuceags

- Mycebacteriaceae (Mycobacterturm)
Dietziaceae

Tsukamurellaceae

Corynebacieriaceae (Corynebacterium)

Actinomycetales

Intrasporanglaceae
Dermabacteraceae
Jonesiaceae :
rEAlc et Actinobacteria

Brevibacteriaceae

Dermatophilaceae
Micrococcaceae
Promicramenssporaceae
Cellulomenadaceae (Tropheryma)
Microbacteriaceae (Leifsonia)
-Aetinomycetaceae
Propionibacteriacene (Propionibacteritim)
Novardioidaceae

Streptosporangiaceac
Thermonosporaceae
Nacardiopsaceae ( Thermobifida )
Glyeomyeetaceae

Bifidobacteriacene (Bifidobacterium) - Bifidobacteriales
ciaimicrobiaceae Acidimicrobiales
“oriobacteriaceae Corfobacteriales
Spagrobacteraceae Spaerobacierales

Rubrobacieraceae Rubrobacrerales

0.05

Figura 1. Arvore filogenética dé\ctinobacteria baseada em 1.500 nucleétidos da sequéncia 168.rRN
negrito estdo representadas as familias com mensbimsetidos a sequenciacdo do genoma completo no
momento da redaccéo do artigo (Ventetral 2007).

1.1.2. Caracteristicas gerais

As bactérias pertencentes ao géndgzobacteriumsao classificadas de acordo com as suas
caracteristicas morfolégicas, composicao do eneetefular e elevado conteddo em G+C (entre
60% a 70%) (Murrayet al, 2005). OM. tuberculosis um microorganismo aerobio obrigatério,
sdo bacilos com 0,2-0,6 x 1,0-10 um de dimensapseou ligeiramente curvos, por vezes

ramificados. S&o imoveis e ndo formadores de esppadendo formar filamentos facilmente



fragmentados em bacilos e cocos (Presebtal 2005). A ultraestrutura das micobactérias
apresenta um envelope celular (Figura 2) muito impdével, contendo uma elevada variedade
de lipidos, como acidos micdlicos que conferemstéscia alcool-acidica, sendo por isso
possivel de distinguir da maioria das bactérieavét da coloracdo de Ziehl-Neelsen (Figura2);
glicolipidos (lipoarabinomananos - LAM), polipételaphenolphthiocerol) e polissacéaridos
(arabinogalactanos e arabinomanos) (Cole, 2002).

Existem outras bactérias que possuem acidos noisple sdo acido-resistentes, tal como os
génerosNocardia e Corynebacteriungue, juntamente com o génevtycobacterium formam

um grupo monofilético dentro da clagsetinobacteria(Figura 1) (Ventur&t al, 2007).

Glicolipida

Porine

Porcao ramificada de LAM

Acido Micoélico
Por¢éo Arabinano de LAM

Motivo Pentaarabinosil

Lipomanano
Arabinano
Linker
Galactano
Peptidoglicano

Proteina associada a
membrana

Fosfatidil inositol manosideo
Acucar poliprenil

Figura 2. Bacilos é&lcool-acido resistentes, corados de ghvonpela técnica de Ziehl-Neelsen a esquerda
(http://lib.jiangnan.edu.cn/ASM/039-2.jpg, & direita, esquema representativo do envelogelacede M.
tuberculosiqAdaptado de Parét al, 2000).

O géneraMycobacteriumeé constituido pelo MTOMycobacterium lepraéM. leprag agente
etiolégico de Lepra, e micobactérias designadastutdrculosas (MNT). As Ultimas séo
micobactérias ambientais, podendo ser encontraoio® saprofitas, comensais e simbiontes,
distinguindo-se do MTC pelo facto de ndo serem g@tws obrigatérios, causando no ser
humano infec¢gbes oportunistas (Priretral, 2004). As MNT podem ser classificadas de acordo
com a velocidade de crescimento e pigmentacdankéa quanto ao seu potencial patogénico
(David et al, 1994).



O crescimento micobacteriano € muito lento, vamgandtempo de incubagédo entre dois a
quarenta dias apos inoculagdo em meio sélido atéafocolonias visiveis (Prescett al, 2005).
Sao consideradas de crescimento rapido as micolaactérmadoras de coldnias visiveis num
periodo de cerca de sete dias, sendo de crescidegntoas micobactérias que necessitem de
mais de sete dias de incubacg&o. Relativamente dugfio de pigmento, segundo Runyon as

micobactérias dividem-se em quatro grupos:

v" Grupo | — micobactérias fotocromogénicas, possusracomento lento e produzem
pigmento amarelo quando expostas a luz, em apra@mante 7 dias. Sdo exemplo
M. ulcerans M. marinume M. kansasii

v Grupo Il — micobactérias escotocromogénicas, possuescimento lento e produzem
pigmento amarelo-alaranjado, quer na presenca eé@naia de luz. Exemplos!.
scrofulaceune M. xenopj

v' Grupo lll — micobactérias ndo cromogénicas e nammcfomogénicas possuem
crescimento lento, produzem pouco ou nenhum pigmeddo exemplo o complexo
M. avium-intracellulare;

v" Grupo IV — micobactérias de pigmentacao variavets€imento rapido em menos de

1 semana a 25°C ou a 37°C. S&o exemplmrtuitum M. phleie M. smegmatis

As micobactérias podem ser classificadas em trépogr de acordo com o potencial
patogénico da espécie (Dawtlal 1994; Murrayet al, 2005):

v’ Estritamente patogénicas\- tuberculosisM. leprae, M. bovis, M. africanum

v Potencialmente patogénicaswv kansasii, M. ulcerans, M. xenopi, M. scrofulatgu
M. avium, M. intracellulare, M. haemophilum, M. geense, M. simiae, M. chelonae,
M.marinum;

v' Raramente patogénicasM. phlei, M. smegmatis, M. butyricum, M. gordonkk
thermoresistibile, M.gordonae, M. fortuitum , Miviale, M. gastri, M. terrae, M.

flavenscensentre outras.



Uma das caracteristicas dos membros do MTC residerescimento lento, necessitando
cerca de trés a quatro semanas para formacéo @eaokem meio de cultura (Cole, 2002). A
morfologia das coldnias difere entre os membrosatoplexo, apresentando as coléniadvide
tuberculosisuma morfologia rugosa e ndo cromogénicas (FiggraE& meio liquido, as
micobactérias podem crescer formando um pseuddimicvido ao factor corda, sendo esta

caracteristica influenciada pela composicao e ¢diedide cultura (Badagt al 1999).

Figura 3. Col6nias deM. tuberulosighttp://www.fiocruz.br/ccs/media/ipec_tb2.jpg)

1.2. Infeccéo, patogénese e transmissdo do bacilo dabEuculose

A tuberculose é transmitida por aerossois de pdasccontendo bacilos dé. tuberculosis
libertadas pelos pulmdes de individuos com TB acti¥éma vez inaladas estas particulas, com 1
a 5 um de diametro, as micobactérias sao record®eifagocitadas por macrofagos alveolares,
onde proliferam rapidamente, desenvolvendo umare#go resposta imunoldgica celular por
parte do hospedeiro, na qual participam linfécifo€D4 e, mais tarde, linfécitos T CD8
(Robbinset al, 2001; Kaufmann e McMichael, 2005). Os macréfaglosolares sdo o primeiro
tipo celular envolvido na fagocitose de micobaew&ri participando em seguida células
dendriticas (DC) e macrofagos derivados de mors¢ifendersoet al, 1997).

A endocitose de micobactérias envolve diferentespi®res presentes nas células fagociticas,
gue estabelecem ligacdo com bacilos néo-opsinizadbsomo os receptores de manose e
receptores do complemento (Schlesinger, 1993),econhecem antigénios na superficie de

micobactérias. Participam ainda receptot@like (TLR), mediadores de imunidade inata,

5



essenciais para o reconhecimento micobacterianonaoiéfagos e DC (Visitiret al, 2001),
sendo também importantes no desenvolvimento de rgmposta imunitaria eficaz contra
micobactérias, participando na activacdo de fastdranscricionais e sinalizacdo para a
producédo de citocinas (Meaasal, 1999). As células fagociticas assumem um imptatpapel
na iniciacdo e direc¢do da imunidade mediada pdéditos T, através da apresentacdo de
antigénios micobacterianos e expressao de sinastouuladores e citocinas (Van Creeelal,
2002). A apresentacdo de antigénios micobacterigmeles macréfagos e DC envolve,
inicialmente, moléculas da classe Il do sistemaoMde Histocompatibilidade (MHC), que
apresentam proteinas micobacterianas a linfocit@D%+; e moléculas de classe | do MHC,
expressas em todas as células nucleadas, aprekepiateinas micobacterianas a linfocitos T
CD8+. Este mecanismo permite a apresentacdo dgémius citoliticos, importante para
antigénios que de alguma forma escapam ao fagogddazaaccaret al 1996).

ApOs a fagocitose de micobactérias, macréfagos enizam a producéo de IL-12, atraves
dos receptores TLR, que direcciona o desenvolvimdatresposta de linfocitos T CD4+ com
producdo de IFN= A principal fungcédo de IFN-consiste em activar macréfagos infectados,
induzindo estes a produgdo de espécies reactivaxigénio e nitrogénio, necessarios para a
eliminacdo do bacilo (Flynn e Chan, 2001). A pra@duge IFNy € também realizada por
linfocitos T CDE, estimulando a libertagdo de TNtFpelo macrofago, uma citocina importante
na formagdo do granuloma (Moha&t al 2001), que caracteriza a protecgdo imunitaria do
hospedeiro.

O granuloma (Figura 4) consiste numa massa celatanposta por macréfagos activos,
células epitelidides gigantes e multinucleadaseadds por linfocitos e, num estadio posterior,
estara envolto em tecido fibrético (Kaufmann e Mchiel, 2005; Birknesst al 2007). A sua
principal fungdo consiste no confinamento micobém® no interior dos macréfagos, através da
induc@o da expressédo de Oxido nitrico sintase (IN€@Smodo a prevenir a disseminagéo, e a
concentracdo da resposta imunoldgica directamenmtcal da infeccdo (Chaat al 1992;
MacMicking et al, 1997; Flynn e Chan, 2001; Saunders e Britton7200



Agregacéo de

Figura 4. Corte histoldgico de um granuloma
tuberculoso, corado com Hematoxilina e

Eosina.(Adaptado de http:/iwww.pathologyatlas.ro/
pathology_atlas_imagini/pulmonary_tuberculosis_ohoo
nflammation_03.jpg)

4 caseosa
b % 3 < ot central
- Colarde MR
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Nesta fase é também induzido um estado de dormé&mevédo a privacdo de nutrientes e
oxigénio exercida pelo granuloma, sendo mantidebilidade micobacteriana mas num estado
nao replicativo (Bettst al, 2002; Voskuilet al, 2003). A resposta deste tecido representa assim a
fase de contencdo da infeccdo, durante a qualen&iergicam sinais da doenca e o hospedeiro
ndo transmite a infeccdo (Russel, 2001). O granalopermanece no hospedeiro
persistentemente, formando a base da lesdo tubsagcuha qual o microorganismo tem

capacidade de perdurar durante anos (Flynn e @bad).

Contudo, ocasionalmente a resposta imune ndo ézef@ando origem a reactivagdo da
infeccdo, causando doenca activa (Flynn e Chanl)2@0 ineficacia da contencdo surge na
sequéncia de alteragbes no estado imunitario dpedego, sendo normalmente associada a
idade avangada, malnutricdo ou co-infeccdo com HN¥stas circunstancias, o centro do
granuloma inicia um processo de necrose caseosa, lfwertacdo de micobactérias e
disseminacdo, em particulas de aerossol, atravésnides actos como falar, tossir ou espirrar,
seguindo-se um novo ciclo de infeccdo num outrgpddsiro. A infeccdo ocorre essencialmente
a nivel pulmonar, mas as micobactérias podem diasene atingir varios tecidos pela via
hematogénica (Figura5) (Robbiesal, 2001; Rossell, 2001; Saunders e Britton, 2007).
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Prostata,

A infecgdo porM. tuberculosisdesenvolve-se numa sequéncia de eventos deficata,
varias possibilidades de desfecho (Figura 6). Rrone bacilo pode ser eliminado através da
resposta imunitaria inata por parte do hospedeios; individuos infectados, uma proporgéo
desenvolve TB activa num periodo de tempo variémgke 1 a 3 anos e, por ultimo, como ocorre
na generalidade dos casos, os individuos possuiEtcéo clinicamente latente. O estadio de
laténcia clinica é de extrema importancia parararoto e epidemiologia da TB, sendo estimado
que um terco da populagdo mundial se encontratadeca forma latente. Nesta situagéo, os
individuos encontram-se infectados cdvh tuberculosisembora ndo apresentem sintomas
clinicos de TB, ndo representando também fontesod&gio para a populacdo. Em cerca de
10% destes individuos ira ocorrer reactivacdo flecgdo, causando TB activa (Flynn e Chan,
2001).
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O curso da infeccdo e as suas consequéncias epldgimas dependem da interaccéo entre
hospedeiro, factores ambientais e factores bantexiaConsiderando os Ultimos, uma das
principais carateristicas micobacterianas loca&ao envelope celular, possuindo algumas das
estruturas propriedades antigénicas, tal como LAM P®IM (phenolphthiocerol-
dimycocerosafe que permitem o0 reconhecimento e desenvolvimem#o uma resposta
imunolégica por parte do hospedeiro (Cole, 2002erdz e Hawn, 2007). Além da
antigenicidade, o envelope celular confere algun@mepriedades caracteristicas das
micobactérias, nomeadamente o crescimento lentist&acia a detergentes e antibacilares
comuns. Tem sido também referido que as diferegeaéticas entre estirpes Mle tuberculosis
induzem diferentes respostas imunoldgicas a nied@nar, resultando em diferentes patologias

e mortalidade (L6peet al, 2003).



1.3.  Diagnostico laboratorial deM. tuberculosis

Actualmente, os métodos laboratorais mais utilizapara o diagndstico dd. tuberculosis
consistem na baciloscopia, cultura microbiologioaé&odos moleculares para identificagdo da
espécie e genotipagem.

A baciloscopia permite a identificagdo de bacilm®d-acido resistentes, que adquirem cor
vermelha através da técnica de Ziehl-Neelsen. Usmajue esta caracteristica ndo é exclusiva de
micobactérias, é feito isolamento em cultura de onaddentificar micobactérias e determinar
também a sensibilidade a farmacos antibacilareqri@sipais meios de cultura utilizados sédo o
meio solido Léwenstein-Jensen e o meio MiddlebraaMdido ou liquido, existindo também
sistemas automaticos para deteccao de micobactéwias por exemplo sistemas BACTEC, que
aumentam a velociade de crescimento ao utilizaosnenriquecidos. O produto bioldégico mais
comummente usado para baciloscopia e cultura @ectracdo, podendo ser também analisado
lavados broncoalvéolares, biopsia transbronquiabirados gastricos, liquido pleural e
peritoneal, urina e sangue (Teixedtaal, 2007).

Apesar da existéncia de farmacos eficazes para ttatamento, ®. tuberculosigem vindo
a evoluir surgindo estirpes multirresistentes cassociado a facil transmissdo dos bacilos,
ameacam o controlo da TB, que permanece um dogesgicoblemas de Saude Publica a nivel
mundial. Actualmente o diagndéstico diferencial, ess@rio ao tratamento individual dos
pacientes, e a deteccdo de resisténcias aos aatibadependem do isolamento do bacilo por
cultura. A detecgcdo de resisténcias aos antibasilasando os métodos fenotipicos classicos,
fiaveis e amplamente testados, tem a desvantagereadssitar de um longo periodo de tempo
para obtencao de resultados.

A diferenciacdo de linhagens d& tuberculosisatravés de técnicas moleculares, tornou-se
uma ferramenta importante no estudo, controle eepigiio da TB. As técnicas mais utilizadas
na epidemiologia molecular, como RFLFEIS0 (do inglés Restriction Fragment Length
Polymorphisn), Spoligotyping $pacer Oligonucleotide Typihge MIRU (Mycobacterial
Interspersed Repetitive UNit¥YNTR (do inglésVariable-Number Tandem Repgatonsistem
na analise de regifes variaveis, exclusivas aorgévgcobacterium que através dos seus
diferentes padrdes permitem identificar e agrugagsdirpes do MTC em diversos subgrupos ou
familias (Begg®t al, 2000; Cowaret al, 2002; Suret al, 2004; Brude)et al, 2004; Krishnaret

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

Portugal € um dos paises da Europa com maior inci@léde TB, apesar do decréscimo
continuo que se tem verificado ao longo dos anoge2003 e 2007, Portugal registou a quarta
maior descida em 28 paises da Unido Europeia nonmeeriodo de tempo, diminuindo a
incidéncia de TB em 7,2%. Contudo, encontra-seeedrcinco paises com taxa de notificagéo
de TB superior a 20/100 000 habitantes (Mapa ljumtamente com Islandia e Estonia,
representa a mais elevada percentagem (14,6%)ddedmos HIV-positivo entre casos de TB
(ECDC, 2009).

Casos de TB por 100 000 habitantes
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11-20

21-50

>50

N&o incluido e/ou nédo reporte

ORROT

CJAndoma

= Liechtenstein
1 Luxembourg
I Malta |

O Monaam
— San Marino

Mapa 1. Incidéncia de casos notificados na Europa, eni 280aptado de ECDC, 2009).

Em 2006, foram registados em Portugal 3092 casessrmte TB, correspondendo a uma taxa
de notificacdo de 29,4 casos por 100,000 habitaN@ano de 2008, foram diagnosticados 2916
casos de infeccdo (taxa de notificagcdo de 25,3scpsp 100,000 habitantes), dos quais 2686
novos casos e 230 retratamentos, menos 406 nosos ed. 1 retratamentos do que os registados

no ano 2006. A distribuicdo geogréafica € heterogesendo as areas de incidéncia maior os
11



distritos de Lisboa, Porto e Setubal (DGS, 2007SD#009). A incidéncia de TB é superior nos
individuos do sexo masculino, sendo a idade medlasaloentes entre 35-44 anos apesar de, ao
longo dos ultimos anos, ser notavel a descidaaldéncia entre jovens adultos.

Uma das maiores ameagas ao tratamento e controlbBdé o surgimento de casos de
infeccAo com caracteristicas de multirresisténd@iB-NIR) — existéncia de estirpes dé.
tuberculosiscom resisténcia a pelo menos Isoniazida (INH) farRoicina (RIF), os dois mais
importantes famacos no tratamento da TB. Dadostesela Direc¢cdo Geral de Saude (DGS,
2009) indicam que a incidéncia da TB-MR tem vinde@uzir, representando, em média 2% do
nimero total de casos de TB em 2008 — 1,6% nossasmms e 7,3% nos retratamentos. Esta
propor¢cdo estda em acordo com a mediana na Unidop&ar encontrando-se praticamente
circunscrita as areas metropolitanas do Porto iecipalmente, de Lisboa. O inadequado
tratamento de TB-MR aumenta a probabilidade demedamento de estirpes com resisténcia
extensiva (XDR-TB), caracterizadas por resistérgidluoroquinolonas e pelo menos um
farmaco injectavel de 22 linha (Amikacina, Kanamecou Capreomicina) além da resisténcia a
INH e a RIF. Em Dezembro de 2008 a prevalénciaBleMR era de 74 casos, dos quais 34%
apresentam caracteristicas de XDR-TB, sendo 66lerdes em Lisboa e Vale do Tejo (DGS,
2009).

O agravamento da TB tem origem multifactorial, uimeflo 0 aumento da pobreza, situagdes
de excluséo social como toxicodependéncia (TD),imertos migratorios a partir de regides
com indices de TB muito elevados, a desactivacécigbale medidas de luta contra a TB, a
transmissao dentro de instituicbes como hospipaisies e outros centros (Anturetsal, 2000;
Constantet al 2004). Porém, a forte influéncia exercida pelmento de individuos infectados
com o HIV tornou-se a maior ameaga ao controlo BaNo ano de 2007, em 4% dos casos a
TB foi o primeiro indicador de SIDA (ECDC, 2009)a&varios os estudos que constatam a
infecgdo HIV-positiva e a TD como um importantetéaae risco para a aquisicdo de TB-MR,
sendo a causa atribuida a diminuicdo das defesasisiema imunitario. As alteragcbes
comportamentais que se associam ao consumo deésciast como o alcool e drogas ilicitas,
facilitam comportamentos de risco que aumentanssediinacdo de doencas infecciosas entre
estes individuos, nomeadamente TB (Antueesl 2000; Keizeret al 2000; Hannalet al,
2001; Constargt al, 2004; Fleminget al 2006). Em 2001, num estudo desenvolvido no Servig
de Doencas Infecciosas do Hospital Santa Maria,3@osasos estudados, verificaram que 24

casos sédo TB-MR, todos associados a co-infeccadivindos quais nove séo TD. Este estudo
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alerta para o aumento significativo da incidén@al®8-MR, neste servico, ao longo dos ultimos
anos, de 12,5% em 1998 para 18,6% em 2000 (Constaalt 2004). Porém, estes dados
retratam apenas uma instituicdo especifica. Nurmdesa nivel nacional, com o objectivo de
caracterizar a resisténcia a farmacos, analisande@anjunto de 1105 isolados colhidos entre
1995 e 1998, Antunes e colaboradores (Antwated 2000) verificaram resisténcia a farmacos
em 197 isolados, e 48 casos de TB-MR, dos quaiotgistem em novos casos e 0s restantes
(31 casos) ocorreram em individous previamentadeg. Estes resultados revelam ndo s6 um
aumento da resisténcia adquirida a antibacilaregenal, mas também o aumento consideravel
da incidéncia de TB-MR adquirida (21%), estandoa estlacionada com um tratamento
inadequado no passado, quer por incumprimento oupraescricdo terapéutica. Os dados
relativos a TB-MR entre individuos HIV-positivosvedam elevada prevaléncia de co-infeccao
(29.2%).

A evidente associagcdo entre TB-MR, a infeccdo ptv ©d TD parece estar também
relacionada com héabitos de toxicofilia por partstele individuos, uma vez que a principal causa
de resisténcias aos antibacilares é devida ao Ivéwed de adesdo a terapéutica. E igualmente
relevante referir que, em casos de co-infec¢cdd® aufFge com uma expressao clinica diferente,
sendo a sintomatologia inespecifica, com alterajipess das infec¢cdes oportunistas ou mesmo
manifestacfes que surgem no decurso da infeccadilyorEsta inespecificidade dificulta o
diagnostico de TB e atrasa a instituicdo da tetag@gpodendo levar a um aumento significativo
da possibilidade de contagio na comunidade. Este tarna-se particularmente importante no
contexto da transmissdo nosocomial, devido a etenadessidade de cuidados hospitalares por
parte destes individuos (Constahtl 2004).

1.4.1. Epidemiologia Molecular

Em Portugal, a maioria das estirpes TB-MR que t@rouna regido de saude de Lisboa
pertence a uma familia particular de estirpes gearaente relacionadas, detectada nos anos 90.
Nesse estudo, foram identificados todssters usando o método RFLP com a sond&lis)
sendo aclusterde maior representagéclusterA, composto de trésubclustergAl, A2 e A3),
com uma homologia entre eles superior a 90% (FigQraEstecluster o qual recebeu

posteriormente a designacéo de familia Lisboagspondeu a 72% dos isolados e apresentava
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um padrdo caracteristico de multirresisténciauindio ndo so6 a resisténcia a INH e a RIF, mas
também a estreptomicina (STP) e, em alguns casastambutol (EMB) (Portugadt al, 1999.

As estirpes foram isoladas principalmente em deeht®/-positivos, embora a transmissao
tenha sido demonstrada ndo sO entre estes doentes, em individuos imunocompetentes.
Apesar das estirpes terem sido detectadas esseental na regido de Lisboa, encontram-se
disseminadas por todo o pais e, num estudo recersiggerido que a transmisséo das estirpes
predominantes, como por exemplo estirpes Lisbge$8sa ocorrer internacionalmente (Portugal
et al,1999; Portugaét al 2007).
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Figura 7. Dendrograma baseado na comparacdo de DNA firngemge 43 estirpes TB-MR, isoladas em
Lisboa (Portugagt al, 1999).
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Desde os anos 90, a familia Lisboa tem sido astacjaase exclusivamente a TB-MR, com
prevaléncia de cerca de 50% das estirpes TB-MR @0t 2 2002, 56% em 2003 e 88% entre
2004-2006. Muitas das estirpes evoluiram parapestiXDR-TB, sendo que entre 2004-2006 a
prevaléncia de XDR-TB detectada foi de 53% daspesti TB-MR analisadas, consistindo na
mais alta percentagem da Europa (Perdighal 2008). Estes dados sao particularmente
alarmantes, visto que esta forma de resisténceadifidil tratamento, colocando em causa todos

0S avangos conseguidos no controlo e redugéo desror TB (WHO, 2007).

1.5. Diversidade genética e biol6gica del. tuberculosis

O M. tuberculosisé um microorganismo patogénico obrigatério que 13&0 replica
naturalmente fora do ambiente do hospedeiro. Te@sdmembros do MTC coevoluido com a
espécie humana durante milhdes de anos, € progaeelao contrario de outros oportunistas
patogénicos, o bacilo da TB viavel codifique umimimde genes de viruléncia necessarios para

a infecgdao, replicacdo e disseminacdo bem sucedidas

O sucesso relativo de uma familia clonaMlguberculosissobre outra implica um equilibrio
entre niveis de expressdo génica e factores araliemt expressdo génica diferencial pode
sofrer influéncia de variagbes resultantes de aeprs cromossomais, tais como
recombinagdes/delecgbes, transposicdes de segsi@eiamsercdo, ou polimorfismos de um
Gnico nucledtido. Assim, a ocorréncia de diferent@entos gendmicos podem conduzir a
vantagens adaptativas, seleccionando com sucessdinitagem clonal (Mathemet al, 2006)
em deterimento de outras, resultando na alteraghacagpacidade do micoorganismo em

sobreviver, replicar e disseminar.

Membros do MTC séo considerados relativamente hémags a nivel nucleotidico, mas o
aumento do numero de variagbes especificas nagiespéinhagens ou estirpes tem sido
revelado pela identificagdo de multicopias de eldgowe de repeticdo, analise de espacadores
oligonucleotidicos, e a comparacdo de sequénciaéngeas de vdrias espécies e estirpes
constituintes deste complexo. Estas diferencassiim usadas como marcadores para estudos

epidemiolégicos e/ou na identificacao de estirpe®d@C ao nivel de espécie. Os dados obtidos
15



permitem analisar a biodiversidade entre membrosMde&, relativamente a sua filogenia,
distribuicdo geografica e tropismo pelo hospedainuléncia, transmissibilidade, aquisicdo de

resisténcias a antibacilares, e capacidade dedovasindugdo da resposta imunitaria.

A diversidade genética e biologica das estirpeMdéuberculosisadvém primariamente de
grandes alteragdes gendmicas, nomeadamente dedeagsercdes e duplicacdes, as quais sao
colectivamente conhecidas como polimorfismos degdosequéncia (LSP, do inglésrge
Sequence Polymorphisjnsu regides de diferenca (RD, do ingRegion of Differenge e de
polimorfismos de um anico nucleétido (SNP, do isg&ingle Nucleotide Polymorphisins
variagfes alélicas resultantes de mutacdes nutilesdi aleatérias. Na formagédo dosi RD
estdo envolvidas alteragcbes como erros na repbcagh DNA, movimento de elementos
genéticos moveis, ou recombinacéo entre fragmerdasentes de DNA homélogo, com perda
da sequéncia interveniente (Huatlal 2006). Estas regibes foram inicialmente ideradas
através da comparacdo do genomaMiebovis e M. bovis BCG com a estirpe laboratorial
H37Rv, onde se observou a auséncia de 11 reg&®estirped/. bovisBCG relativamente a
estirpe H37Rv (Behet al, 1999; Gordoret al 1999). Brosch e colaboradores (Brosthal,
2002) verificaram que, na analise de deleccoestipes do MTC, a sua maioria ocorre nao por
eventos independentes mas sim por cascatas desisasedelec¢des. Uma vez ocorrida uma
deleccdo numa estirpe progenitora, a deleccéo ifispepode servir como marcador geneético

para genotipagem da progenia dessa mesma estigoea(B).
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Figura 8. Esquema da via evolucionéaria do bacilo da TBppsto por Brosch e colaboradores (Brostlal,

2002), ilustra a perda sucessiva e unidireccioadDHA em algumas linhagens, revelando a ordem ahagi
membros descendem de um ancestral comum. Estenesgudaseado na presenca ou auséncia de regides de
diferenca conservadas e na sequéncia de polimadisie 5 genes seleccionados (Adaptado de Breseh

2002).

Os loci RD variam no tamanho, desde deleccdes de alguwisatidos a polimorfismos de
longa sequéncia, tornando-se fixos quando um chora gendétipo variante € transmitido
sucessivamente, sendo fundador de uma nova linhéigaardet al, 2006). Estes padrdes de
deleccdo sdo uma importante fonte de variabilidadee membros do MTC e, na medida em
gue a populagédo dd. tuberculosisem uma estrutura clonal (Supmy al, 2003; Hirshet al,
2004) ndo ocorrendo fendémenos de transferénciacgéhorizontal, representam eventos
genéticos unidireccionais tendo um papel importargeevolugdo da espécie ou mesmo do

género Mycobacterium emergindo assim como importante sistema de eizatdo para
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estudos epidemiolégicos e evolucionarios MmtuberculosigBroschet al, 2002; Mostowyet
al, 2002; Parsonst al, 2002; Racet al 2005; Huarcket al 2006).

A comparacdo de genomas de estirpes de diferepteftigos levou a descoberta de RDs
especificas de diversas linhagens, tendo sido islaggue podem existir diferengas entre estas
sublinhagens na sua capacidade de transmissédccaudar doenca (Fleischmaehal 2002;
Tsolaki et al 2005; Konget al 2006). Baseando-se no estudo destas regidesakisol
colaboradores (Tsolalgt al 2005) identificaram trés classes de polimorfismqas permitem
definir estirpes da familia Beijing/W, conhecidaslg hiperviruléncia e disseminac¢éo a nivel
mundial. Devido as diferentes frequéncias genétioas que surgem na populacdo, observaram
que as regides RD105, RD149, RD152 e RD207 est@entes em todos os isolados desta
familia, enquanto as regibes RD181, RD142 e RDId&ifloevariavelmente ausentes, tendo
observado ainda a existéncia de 14 LSPs exclusivmsa Unica estirpe. Estes dados permitiram
a identificac@o da linhagem de estirpes da farBidiging/W, definida pela delec¢cdo RD105 que
€ comum a todos os isolados, divergindo posteriofeneem varias sublinhagens, que
possibilitam a andlise da estrutura filogenéticadmmtificar estirpes com diferentes fendtipos
(Mostowy et al, 2002; Tsolakiet al 2005). Assim, estes marcadores especificos s&ofentas

robustas que permitem uma simples e rapida ideat#fio dos isolados.

Comportando ofci RD varios importantes genes e factores de viridémacsua presencga ou
auséncia pode influenciar o impacto epidemiol6ggcoelevancia clinica de certas estirpes,
atendendo que diferentes gendtipos conferem difsseatributos bioldgicos (Konet al 2006).
Analisando 648 isolados clinicamente caracterizaf@nto a deleccdo de cinco RDs (RD105,
RD181, RD142, RD150 e RD239), Kong e colaborad@esng et al 2006) observaram uma
relacdo entre a auséncia de determinadas regéesamifestacdo clinica de TB, ao associar um
elevado numero de casos (95%) de TB extratoraecicandividuos cujos bacilos apresentam a
combinagéo das delecgbes RD105, RD181 e RD142, enmbinacdo das delecgbes RD105,
RD181 e RD152.
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Apesar das informacdes relativas a diversidadecqgiéncia de polimorfismos que surgem nas
populacées micobacterianas, alguns autores revelentia que os padrbes de deleccdes
gendmicas sao distintos em estirpes que circulamarideterminada regido geografica, podendo
ser estudada a descendéncia e a disseminacao delado partindo da sua origem (Retoal,
2005; Gagneuxt al 2006). Rao e colabradores (Retal 2005) analisaram 131 isoladosMe
tuberculosisoriundos de quatro paises, com base etodARD e na regiatuberculosis specific
deletion (TbD1), regido que permite diferenciar estirpesdemas e ancestrais del.
tuberculosigBroschet al, 2002), tendo observado apds a construcao de ndogeama, que 0s
isolados que pertenciam a uma regido geograficacégm se agrupavam num Unicluster
Assim, os isolados agrupavam-se em quatusters cada um geograficamente especifico e
dividido em subclusters dependendo da variacdoadiodp de RD, ndo tendo sido encontrado
nenhum padrdo de RD semelhante em isolados despdifsgentes. Resultados semelhantes
foram reportados por Gagneux e colaboradores (Gagrteal, 2006) que, ao estudar a estrutura
populacional déM. tuberculosisa nivel global, revelaram que a populagédo genétiallamente
estruturada geograficamente, sendo possivel anghsti de linhagens que se encontram
associadas a areas geograficas especificas. Assam descritas seis grandes linhagens para o
MTC, com base no padrdo de deleccddaode RD: a linhagem Indo-Oceénica, que inclui as
estirpes que conservam a regido ThD1, designadapess‘modernas” deM. tuberculosis
linhagem do Sudeste Asiatico, onde se encontrandlif@aBeijing; linhagem Leste-Africano-
Indiano; as linhagens Oeste-Africano 1 e 2, queespondem as estirpes conhecidas cMno
africanum e linhagem Euro-Americana, que engloba as estiqpee pertencem ao PGG2 e
PGG3. A linhagem Euro-Americana divide-se aindacgémeo sub-linhagens — Médio-Oriente,
Europa-América, Oeste-Africano, Sul-Africano e A&iCentral.

Os loci RD reflectem também as primeiras migragfes humamassmo outras mais recentes
para Africa e a co-adaptacdo hospedeiro-patogétersifeberget al, 2008).Através da analise
de uma colecc¢éo global de estirpes do MTC, Hersgebes seus colaboradores (Hershebérg
al, 2008) demonstraram que a deriva genética (varialgiétdria dgool genético, que ocorre de
geracdo em geracdo) é uma importante forca evoléiga que, associada com as alteragbes
demogréaficas humanas, promove diversidade entrebnesntdo MTC. Ao explorar a complexa
interaccao entre a evolucdo micobacteriana e e@ioneato e mobilidade da populagdo humana,

os investigadores descreveram um cenario filogéiogrda TB humana (Figura 9). Este cenario
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sugere que os membros do MTC tenham origem em &@\fiic Uinico continente onde se
encontram as seis maiores linhagens MTC, migrasdestirpes das linhagens ancestrais para a
Europa, e as mais recentes estirpes das linhagedsrnas para as regiées que circundam o
oceano Indico. O aumento da populagdo humana gfobataior na Europa, india e na Asia
Ocidental, regibes associadas com as trés linhagedsrnas do MTC. Com o aumento recente
da migracdo humana, estas linhagem tendem a dstdbuddas globalmente, verificando-se

também algumas migracées para Africa (Hershediead) 2008).

B vl

Figura 9. Cenario filogeografico da TB humana, proposto ptersheberg e colaboradores
(Hersheberget al, 2008), no qual as estirpes Me tuberculosigém origem em Africa, alcancando outras
areas do globo com as primeiras migrag6es humanas @& sua distribuicdo pelo mundo, e de regrasso
Africa (B), através das migragdes humanas maisites¢Hersheberet al, 2008).
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A analise de sequéncias de isolados do MTC revglsupolimorfismos alélicos sdo raros,
ocorrendo num racio de 1 em 10.000pb. Para o eslasloelacdes filogenéticas entre membros
do MTC, varios autores sugerem a analise de pdiismoos de um Unico nucleétide SNP,
(Broschet al, 2002; Gutackeet al 2002; Mostowyet al, 2002; Bakeeet al, 2004; Filliol et al,
2006a; Allandet al 2007) variagfes alélicas que derivam de mutagdeleotidicas aleatorias,
por vezes sujeitas a pressao selectiva. Divididasdeas classes, as substituicdes podem ser
designadas nsSNP (SNP n&o-sin6nimos), havendagdteida codificacdo de um aminoacido,

ou sSNP (SNP sindnimos) quando a substituicdo It @ estrutura das proteinas.

Foram identificados trés grupos genéticos do MT@r Preevatsan e colaboradores
(Sreevatsaet al, 1997), com base em dois nsSNPs que ocorrem rfmet8 do genkatGe no
coddo 95 do gengyrA Estes dois locais ndo participam na resisténcatdoacilares e sao
usados como marcadores genéticos na andlise deé&liota de estirpes. Deste modo, é possivel
dividir os isolados modernos do MTC em trés grupgeséticos principais (PGG): o grupo
genético principal 1 (PGG1), considerado o evol@itamente mais antigo, associadda
tuberculosisancestralM. microti, M. africanume M. bovis 0 PGG2 que terd surgido de uma
estirpe PGG1 na sequéncia de um polimorfismo ne gatG (Leu463Arg), e por ultimo, uma
estirpe PGG2 sofre alteracdo no gegywA (Thr95Ser) dando origem as linhagens Me

tuberculosigpertencentes ao PGG3.

Numa analise mais aprofundada, Gutacker e colabmad (Gutackeret al 2002)
identificaram oito familias relacionadas atravésdalise de sSNP, por comparacdo de genomas
de quatro isolados do MTC. A arvore filogenétictidibresultou da analise de 113 sSNP, tendo-
se verificado que cada cluster pertencia apenam ainico PGG, o que sugere uma forte
correlacdo entre os dois tipos de analise. Contuglstes estudos néo identificam
sistematicamente grupos filogenéticos com base maisa de clusters, permanecendo

indeterminado a posi¢cao e o0 numero de $NBter groupgSCG) entreéM. tuberculosis
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Com o intuito de melhor definir as relagbes ensteegrupos, Filliol e colaboradores (Filliol
et al, 2006a) analisaram 21@ci SNP, incluindo sSNP, nsSNP e igSNP (SNP interggnam
isoladosM. tuberculosise M.bovis 0 que permitiu organizar os isolados em sete SE&wlo
possivel a identificagdo de cinco subgrupos amadsapenas sSNP (Figura 10). Os resultados
sugerem que a maioria dos clusters ter-se-ia stpgpar mdultiplas mutacdes, ndo sendo
detectados isolados dé. tuberculosisque se posicionem intermediamente entre dois tigos
clusters. Esta distribuicdo € consistente com bdigigdes anteriormente descritas para estirpes
de M. tuberculosisapesar das barreiras geograficas ou raizes éwoéuias, o que demonstra o
grau de diferenciacdo no qudd. tuberculosisaparenta divergir em linhagens, contendo

sublinhagens distintas.

10

7

2 ® (M. bowis)

@1 ®2 "3a ®3b O3 ®4 //
@5 ®@6a ~6b ® 7 (M bovis) <~ B6b
Group | Group Il Group Il

Figura 1C. Esquema da distribuicdo de SNP sinénimos dengéracatla PGG, proposto por Filliol e
colaboradores (Filliokt al, 2006a). O modelo foi baseado na analise de ufumimnde 212 SNPa aplicado em
327 isolados. Os numeros designam cada SCG, enqoarttés maiores grupos resultam da combinagdo de
dois aleloskatG'*®* e gyrA® (PGG) (Filliolet al, 2006b).
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1.6. Objectivos

Sendo as estirpdgl. tuberculosisda familia Lisboa as mais prevalentes no nosss, jgai
associadas quase exclusivamente a TB-MR e XDR-dmBatse clara a existéncia de vantagem
adaptativa, que lhes permite alta transmissibikdadgrevaléncia. O presente estudo tem como
principal objectivo a caracterizagdo de grandesragbes genOmicas em estirpes Me
tuberculosis da familia Lisboa, a fim de identificar possivdactores de disseminacéo,
patogenicidade e viruléncia, que possam ajudaractemizar e explicar a extensiva expanséo
desta familia em Portugal. Neste sentido, os isslagrtencentes a esta familia serdo analisados
quanto a presenca ou auséncia das principais eed@diferenca. Sera também caracterizado o
grupo genético principal (Sreevatsatnal, 1997) através do estudo de polimorfismos nosgene
katGegyrAe, por fim, a anélise de SMRister group(Alland et al, 2007).
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2. Material e Métodos

2.1. Amostra

Foram analisados no presente estudo 132 isoladegamente caracterizados por MIRU-
VNTR (Perdigacet al 2009), colhidos num hospital central de Lisbaaano de 2006. Destes
isolados seleccionaram-se trés, dois pertencentéaméia de estirpes Lisboa (Lisboa2 e
Lisboa3) com mais de 90% de similaridade, e umagwlndo pertencente a familia Lisboa
(clusterl), que apresenta 85% de similaridade csta familia. Os isolados da familia Lisboa
sdo susceptiveis a todos os farmacos de 12 limupaato que o isolado néo-Lisboa possui
resisténcia a INH e STP.

2.2. Cultura e isolamento de DNA micobacteriano

Os isolados utilizados neste estudo foram cultisaglm meio Léwenstein-Jensen, por um
periodo de 2-3 semanas. Para extraccdo de DNAafmferida uma ansa caregada de bactérias
num tubo contendo 450uL de TE pH 1x, promovendtssecelular através de banho-maria a
tempratura de 80°C, durante 20minutos (min). AEsdelular adicionou-se a suspensao 50uL
de lisozima 10mg/mL, incubando-se as amostras cgitacdo a 37°C durante a noite.
Adicionou-se 75uL de uma solucdo de 10%SDS/pradeing permanecendo 10 min a 65°C.
Para precipitacdo das proteinas, juntou-se a ss&pet©OOuL de NaCl 5M e 100uL da solucéo
pré-aquecida CTAB/NaCl. Ao verificar uma solucddoraaquicada apdés homogenizagéo,
incubaram-se as amostras durante 10min a termperdtl 65°C. Adicionou-se 750uL de
cloroférmio/élcool isoamilico na propor¢céo 24:1ntdugou-se durante 8 min a 13000 rotagdes
por minuto (rpm). A fase aquosa foi transferideapam novo tubo, onde se adicionou 450pL de
isopropanol se agitou, estimando a quantidade d& pMdsente, e colocou-se a -20°C durante
30min. ApoOs centrifugacdo a 13000 rpm durante lbndli@scartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 1mL de etanol 70% frio (-20°C), agitasse o tubo para lavar o DNA precipitado.
Centrifugou-se 5 min a 13000 rpm, seguido-se otgrarifugacéo durante 1min a 13000 rpm.

Removeu-se o restante sobrenadante, deixou-se &eamperatura ambiente, verificando a
24



evaporacdo do etanol, e dissolveu-se o sedimemo &oquantidade de TE 1x estimada

anteriormente (Van Soolingen, 2002).

2.3. Amplificacdo de Regides de Diferenca

As estirpes d®. tuberculosidoram analisadas quanto a presencga ou ausénc@idegpais
regides de diferenca, previamente descritas parasograndes familias de estirpes por Gagneux
e colaboradores (Gagneex al 2006). A amplificacdo destas regides foi reakizattavés de
reaccdo de PCR, com TBermocycler(Biometrd), contendo 10 pmol de cada primer, 2uL de
DNA extraido previamente, e 12 uL de 2x Red PCRt&tallix (Invitek®), juntando agua
destilada até atingir um volume total de 25uL. Aqu€ncias dos primers e o respectivo peso

molecular dos produtos de amplificagéo estdo desana Tabela 1.

As regides RD5, RD9, RD193 pksl15/1 foram amplificadas segundo as condigbes:
desnaturacédo 4 min a 94°C, seguida de 20 ciclos Tamin e 30 segundos (seg) a 94°C,
emparelhamento 64°C 1 min e 30 seg, extensdo adizé@te 3 min, e 15 ciclos com 94°C 1
min, emparelhamento 64°C 1 min e 30 seg, extendd® 3 min (com incremento de 4 seg), e
extensdo final & temperatura de 72°C durante 10Aninistura de reac¢do com os primers RD5
e RD9 contém 2 mM MgGl

As regides RD239, RD724 e RD750 foram amplificaglsgundo as condi¢des: desnaturacao
4 min a 94°C, seguida de 20 ciclos com 1 min eeg(as94°C, emparelhamento 58°C 1 min e 30
seq, extensao a 72°C durante 3 min, e 15 ciclos®®@ 1 min, emparelhamento 58°C 1 min e
30 seq, extensdo 72°C 3 min (com incremento dg) sextensao final a temperatura de 72°C

durante 10 min. A mistura de reac¢&@o com os reispsgbrimers contéem 3 mM Mggl

As regides RD115, RD174 e RD183 foram amplificaglsgundo as condigbes: desnaturacao
4 min a 94°C, seguida de 20 ciclos com 1 min a 9dfdparelhamento 58°C 1 min e 30 seg,
extensdo a 72°C durante 9 min, e 15 ciclos com 94/@n, emparelhamento 56°C 1 min e 30
seg, extensdao 72°C 9 min (com incremento de 4 segxtensao final a temperatura de 72°C

durante 10 min. A mistura de reac¢do com o prini2t ” contém 3 mM MgGl
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A regidao RD761 foi amplificada segundo as condigdesnaturacdo 4 min a 94°C, seguida
de 20 ciclos com 1 min e 30 seg a 94°C, emparelhiantl°C 1 min e 30 seg, extenséo a 72°C
durante 3 min, e 15 ciclos com 94°C 1 min, emparanto 60°C 1 min e 30 seg, extenséo 72°C

3 min (com incremento de 4 seg), e extensao fibagperatura de 72°C durante 10 min.

A regidao RD726 foi amplificada segundo as condig@esnaturacdo 4 min a 94°C, seguida
de 20 ciclos com 1 min a 94°C, emparelhamento 38%h e 30 seg, extenséo a 72°C durante 6
min, e 15 ciclos com 94°C 1 min, emparelhament&€5BMmin e 30 seg, extensdo 72°C 6 min
(com incremento de 4 seg), e extensdo final & teatyra de 72°C durante 10 min. A mistura de

reacgdo contém 3 mM Mggl

A regidao RD122 foi amplificada segundo as condigdesnaturacdo 4 min a 94°C, seguida
de 20 ciclos com 1 min a 94°C, emparelhamento 38%h e 30 seq, extensdo a 72°C durante 9
min, e 15 ciclos com 94°C 1 min, emparelhament&€5BMmin e 30 seg, extensdo 72°C 9 min

(com incremento de 4 seg), e extenséo final & teatyra de 72°C durante 10 min.

A amplificac@o da regido TbhD1 foi realizada atragtéseaccéo de PCR, contendo 10 pmol de
cada primer, 2uL de DNA extraido previamente, unmdade de NZYTagpolymerase
(nzytecl?), 1,5 mM MgCh, 200 uM dNTP, juntando 4gua destilada até atimgirvolume total
de 25uL. A amplificagdo ocorreu segundo as condigesnaturacao 4 min a 94°C, seguida de
20 ciclos com 1 min a 94°C, emparelhamento 62°Gnlen80 seg, extensdo a 72°C durante 6
min, e 15 ciclos com 94°C 1 min, emparelhament@€6RMmin e 30 seg, extensao 72°C 6 min

(com incremento de 4 seg), e extensao final a teatyr@ de 72°C durante 10 min.

A regido RDO° foi amplificada através de Multiplex-PCR, utilizknos primers 18561 e
RD™ Bridge (Gibsoret al, 2008), na concentragéo de 10mMol/uL, com 12,5fiateRed, 2uL
DNA, adicionando-se agua destilada até prefazestal e 25uL de reaccdo. A reaccdo de
amplificacdo ocorreu segundo as condi¢fes: Smotedeaturacdo a 95°C, seguida de 45 ciclos a
95°C 1min, emparelhamento a 64°C durante 1min, i@ 4n72°C, com extenséo final durante

10min a temperatura de 72°C.
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2.4.  Amplificagéo de Single Nucleotide Polymophisms

Os isolados d@/. tuberculosisforam analisados quanto a existéncia de polimmodgs nos
genes kat®® e gyrA”* para determinacdo do PGG. Procedeu-se & ampiificdg gene katts®
utilizando os primers katG 904 e katG 1523 (Tab2)a sob as seguintes condicbes de
amplificacdo: desnaturacdo 2 min a 94°C, seguidab5@eciclos com 1min a 94°C,
emparelhamento 60°C 1min e extensdo a 72°C dutarite Para amplificacdo do gene gyTA
sob as seguintes condigbes de amplificagédo: 1dieldesnaturagdo 4 min a 95°C, 35 ciclos de
1min a 94°C, emparelhamento a 55°C durante 1 mémtemsado a 72°C durante 1 min, 1ciclo de

extensao final, 72°C durante 10 min.

Na analise do SCG procedeu-se a amplificacdo de 18NPs, descrito por Alland e
colaboradores (Allandt al, 2007), cuja andlise conjunta permite a distird@idez SCG (Tabela
3). As sequéncias dos primers que flanqueiam estp®es encontra-se na Tabela 2, ocorrendo a
amplificacdo nas seguintes condic¢des: 1 ciclo dmateracdo de 4 min a 94°C, 30 ciclos de
1min a 94°C, 1 min de emparelhamento a 63°C e ldmiextensdo a 72°C, 1 ciclo de extensao

final, 72°C durante 1 min.

2.5.  Sequenciacéo e andlise bioinformética

Os produtos de PCR foram analisados por electregécgen gel de agarose a 1.5%, em tampéo
TBE 0.5%, aplicando o marcador de peso molecpleqGOLD 100 pb DNA-Laddeda
peqLaB@, para andlise dos produtos de amplificacdo Idos RD5, RD9 epksl15/1 sendo
utilizado para analise das restantes regifes oatarpeqGOLD DNA-sizer \(A-BsEll), da
pegLald (Figura 11). Para andlise de polimorfismos e coaf@o das regides deletadas, as
amostras foram purificadas a partir do produto @& Padicionando 250uL dginding Buffer
em colunas MSB Spin PCRapace (Invitekseguida de centrifugacdo durante 3min a 12000
rpm. Apos centrifugagdo transferiu-se o filtro pama novo tubo, adicionando 20uL da solugéo

Elution Buffere, terminada a incubagéo de 5min, centrifugoursi@ & 10 000 rpm.
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Os produtos purificados foram enviados para sedgagie na Macrogen Inc, e
posteriormente analisados com os programas biondfticos CLCSequence Viewerersao 6, e

BioEdit Sequence Alignment Editor

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

0
P

bp_ngp/05Spa % bp ng/0.5pg

2453 871 174
{24 A7 149
B3EY  BhF 131
5GBS BBE 117
0
1000 450 9.0 3675 a9 76
Zan 450 90 5 B 7B
800 450 940
— 700 450 90 2323 239 4
— 600 450 90 1929 199 40
500 1150 23.0
— 400 40.0 8.0 1371 141 2.8
— 200 400 80
— 100 400 8D % o2 72 14
B =
2 =
= -—
P~
- 0.5uglane,
0.5uglane, Gel de 8cm de comprimento
Gel de 8cm de comprimento 1x TAE, 7V/icm,45min

1x TBE, 5V/icm,1h

Figura 11. Esquematizacdo das bandas de electroforese doadoees peqGOLD 100 bp DNA-
Ladder, a esquerda, e peqGOLD DNA-Sizer V, a dirgiidaptado de http://www.biotarget.pt).
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Tabela 1 Sequéncias dos primers que flanqueiam as priscipgides de diferenga, com respectiva temperakeira
fusdo (Tm), tamanho molecular do produto de angpliiio na estirpe de referéncia H37Rv, e em estopesa
regido deletada.

RD

RD5

RD9

RD105

RD115

RD122

RD174

RD183

RD193

RD239

RD724

RD726

RD750

RD761

ThD1

pks15/1

F:
R:
F:

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

CTGGTCGAATTCGGTGGAGT
ATGGTCTCCGACACGTTCGAC
GTGTAGGTCAGCCCCATC!

Int: CAATGTTTGTTGCGCTG(

R:
: GGAGTCGTTGAGGGTGTTCATCAGCTCAGTC
: CGCCAAGGCCGCATAGTCACGGTCG

: TTCGGGGGCCAGGTCGTTGAT

: CCGCGGGAATGCCTGCTGTTAT

: GCCGGCACCGCTAATCGCTACTT

: TTCTCTTGGGCATGATCATCCTTTCGTTA
: GGTGCCCTCCCGCAGAACTGT

: AGCGCGATCGCAGCGGTGAA

: CCGAACCGCCCGCATCAAG

: ACGACGGCCGAAACCACAGGAA

: CCGACTACGCCTGGCGCTAAACC

: GTAGGGGCCACCCGGATTGTCAC

: GGCCAACATCGACCACCTACCC

: ATCCTCGCTACCGGCACCTCA

: CCATGCGATTTGACTTCCGATTG/

: ATATACCGTGCCGCGACTTGCTCT

: GCCCGGGCGGATGCTGTT

: CGGCGGCGCGTTTGTCA

: GTCGGCGGTCTGCTTCGTTCC

: CCTGTCGGCCGGGTGTCTTTC

: GCCGGCGTGCTCAATGCTCAG

: CCTAGGCCGGCGACGAAGTG

: CGTTCAACCCCAAACAGGTA

: AATCGAACTCGTGGAACACC

: CTGGGTTGGCCTGCACGTGGGCCATAA
: GCCCCCGCAGAGGCGCCGGTT

O |lm|/xo m|xo m om0\ mi|xo | m|o|m|xo m om0 mio|m|io|miag|m

GCTACCCTCGACCAAGTGT

* presente erM. bovis. 500pt

Tm
(°C)

57.0
59.2
57.6
53.5
57.0
64.4
67.5
63.6
62.4
63.9
59.7
64.5
64.9
62.0
63.5
64.2
64.0
62.2
52.5
57.8
62.3
64.4
62.7
63.0
62.8
63.9
65.1
55.2
55.1
68.4
72.4

Produto
amplificacéo (bp)
H37Rv deletado

152

306 206
4252 785
3442 835
1456 285
4525 874
3965 1048
1308 807
1730 888
1288 1650
2062 313
1533 743
1389 295

*
143 143

Fonte

Parsonst al, 2002

Parson®t al, 2002

Gagnewet al, 2006

Gagneuwset al, 2006

Gagneuwset al, 2006

Gagneuwset al, 2006

Gagneuwet al, 2006

Gagnewset al 2006

Gagneuwset al, 2006

Gagneuwet al, 2006

Gagnewset al, 2006

Gagneuwset al, 2006

Gagnewset al 2006

Broschet al, 2002

Gagnewset al, 2006
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Tabela 1:

RD

(continuacac

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

F: GACCTGACGCCGCTGACAC
R: CACCTACACCGCTTCCTGCC
RD™ F: CACTCCGGCTGCCAATCTCGTC

1S1561

Bridge

R: CACCGCCACGCTGAATGAGACCA

Tm (°C) amplificacédo

61.2
60.7
62.4
63.9

Produto
(bp)

530

1175

Fonte

Gibsonet al, 2008

Gibsonet al, 2008

Tabela 2 Sequéncias dos primers especificos para a id&gio de SNPs sin6bnimos e ndo sinbnimos, com

respectivo tamanho molecular do produto de ampljfio e temperatura de fusdo (Tm).

katG

gyrA

913274

2154724

1977

54394

74092

105139

144390

232574

311613

30

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

katG904: AGCTCGTATGGCACCGGAAC
katG1523: TTGACCTCCCACCCGACTT

F: CAGCTACATCGACTATGCG/

R: GGGCTTCGGTGTACCTCA

F: AAGGTGCTCGACGATACGGCC
R: GCCTTCTGGTTCGGGTTGGAG
F: GTTGACCTCCCACCCGACTTG
R: CCGTTGCGAGATACCTTGGGC
F: CGTTCGCTGGATACCACCCGC
R: TTTAGCCACCCACGACACCGC
F: GAAGGGGCGTTGTTGGCAGC
R: TTCGCAACCGCCTTCTCCGC
F: GCGCGGTCCAGTGTCATCGA
R: AGCCGCCATCAAGGAACTGC
F: TCCAGACGTTCCAGAGACCGC
R: CCAGGACTCACCTCCTTGCC
F: ATTCGTCGTCGCCTTGCTGGC
R: TCGTCCCGCCGGTGAACAT(C

F: CGTTGCGGCTGGACCATTAC
R: CCCGACGAACACCGACACCT!
F: TTCCGTGGGCCGTCAAGATCA
R: TGAAGCCACTATCGCCGTCCG

Tnec) amplificagcéo

59.9
59.4
54.2
57.0
61.8
60.5
60.2
60.7
63.0
62.5
62.2
63.3
62.4
60.8
61.2
60.1
62.9
62.6
61.1
62.3
61.2
61.7

Produto

(pb)

620

320

389

260

309

350

297

339

323

359

260

Fonte

Uhl et al, 1996

Ginsburget al,
2005

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo



Tabela Z Conjunto minimo de SNP que permite a classifioad@ estirped/. tuberculosisem 10 SCG

distintos (Adaptado de Allangt al, 2007).

SCG

1977 54394 74092

105139

144390

232574

311613

913274

2154724

3a
3b
3c

6a
6b

(9]

O>TTO0000O

(0]

O>rTTT0O000O0OO

(@)

OO0 000000

(@)

OO 000000 >

(9]

OO0 O00O0

(9]

OO0 44000

-

N I e B B B B

(9]

OO0 0O0O0O0O0OO0n

>

>000000>» >
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3. Resultados

Por forma a delinear a linhagem filogenética daspes da familia Lisboa, estirpes muito
associadas a multirresisténcia a antibacilares enais prevalentes na regido de Lisboa,
procedeu-se a andlise de delec¢des gendmicasneopiidimos de um uUnico nucleétido, através

de reaccdes por PCR utilizando primers especifiaos as referidas regifes, e sequenciacao.

3.1.  Caracterizacdo da amostra por MIRU-VNTR

No presente estudo foram analisados trés isolagtesccionados de uma populagédo de 132
isolados previamente caracterizados por MIRU-VNFRra 12), provenientes de um hospital
central de Lisboa. Os isolados, 112 HPVO06, 130 HPMWO 157 HPVO06, pertencem
respectivamente aos clusters Lisboa3, Lisboa2 eAGElecc¢do dos isolados foi realizada com
base na representatividade dos maiores clustefanuiia Lisboa e uma estirpe de um cluster
nao-Lisboa, embora com cerca de 85% de similarigaddMIRU-VNTR com a familia Lisboa

(Perdigacet al 2009). Foi utilizada a estirpd. tuberculosidH37Rv como controlo.

3.2. Determinagéo do Grupo genético principal (PGG) e ISP cluster group (SCG)

De acordo com Sreevatsanal (1997), as estirpes dé. tuberculosigpodem ser divididas em
trés PGG, tendo como base a andlise de dois pdismms nos gene&atG'® e gyrA™.
Procedeu-se a amplificacdo e sequenciacdo dasdesferegibes nos dois isolados Lisboa e
isolado nao-Lisboa, utilizando primers especifidesndo sido observada apo6s o alinhamento
com a estirpe H37Rv uma substituicdo nucleotidicdoous 463 do genatG (T por G) em
todas as estirpes analisadas. Ao contrario dgpedtiB7Rv, que tem uma substituicdo de C por

G, ndo se observaram alteracdes na sequéncia @oggeN> em qualquer um dos isolados
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analisados. A existéncia do polimorfismo no gé&a¢G resulta na alteracdo da codificacao
aminoacidica, sendo produzido o aminoacido argirdma vez de leucina. Comparando 0s
resultados obtidos com o cenério evolutivo Me tuberculosis proposto por Sreevatsan e
colaboradores (Sreevatsanal, 1997) conclui-se que as estirpes da familia laskeaoestirpe nao-
Lisboa, pertencem ao PGG2, caracterizado pela p&mddos residuos aminoacidicos arginina
no genekatG'®®, e tirosina a nivel do gergyrA®™. Numa andlise mais pormenorizada, fez-se a
pesquisa de polimorfismos sinénimos, que posdhilit distingdo de varios grupos dentro de
cada PGG, designado SCG. O estudo de nove SNP#gerglassificacdo dos isolados em 10
SCGs (Tabela 3, ver em Materiais e Métodos); a ificggldo e sequenciacdo das nove regides
nos isolados da familia Lisboa e isolado n&o-Lislpeamitiu a observagédo de um padréo de
polimorfismos idéntico ao polimorfismo caractedstido SCG-5 (Tabela 4), pertencendo a
estirpe H37Rv ao SCG-6b (Filli@t al, 2006a; Allandet al 2007). Esta andlise é consistente
com os resultados obtidos no PGG, colocando oadeslda familia Lisboa no grupo de estirpes

modernas d&l. tuberculosis
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Figura 12. Dendograma obtido através da analise de MIRU-VNSIR 132 isolados clinicos dé

tuberculosigPerdigacet al, 2009).
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3.3.  Analise de Regibes de Diferenca

As estirpedM. tuberculosida familia Lisboa foram analisadas quanto a pgasen auséncia
de 14 regides de diferenca e da regik®l5/]1 usadas para distinguir membros relacionados do
MTC, estando os resultados expressos na TabelairfaNbrimeira fase, estudaram-se quatro
marcadores que permitem a distingdo de estifdedovis (RD9), M. microti (RD5) e M.
tuberculosig(TbD1 e RD239 — Indo-Oceénica) (Brosethal 2002; Parsonst al, 2002). Foram
considerados dois grupos b tuberculosiscom base na presenga ou auséncia de uma regido
especifica, TbD1, designando-se ancestrais ape&stijue conservam esta regido, que esta
deletada nas estirpes “modernas”™ietuberculosigBroschet al 2002). Todos os isolados em
estudo apresentam a deleccdo TbD1 (Figura 13j)pestmodernas dé. tuberculosisestando

em concordancia com os resultados obtidos na argdiSNPs.

Tabela £ Resultado da andlise de presenca ou auséncidDgeR trés isolados. Os circulos, claros e
escuros, indicam a auséncia ou presenca das RBsifisgs, respectivamente.

Regides de Isolados

Diferenca 112 (Lisboa3) 130 (Lisboa2) 157 (C1)
ThD1 o o o
pks15/1 @) 0) 10
RD5 b L] .
RD9 © L] .
RD105 b L] .
RD115 O L4 L
RD122 hd L4 L
RD174 @) @) (@)
RD183 b L] .
RD193 O L] .
RD239 b L L]
RD724 © L4 L
RD726 bd L4 L
RD750 o L] °
RD761 b L] .
RDR\O @) 0) 10
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Figura 13. Amplificacdo da regido TbD1,
observando-se um fragmento de 500pb na estirpe
bovis BCG (4). A auséncia de banda nos isolados
112HPVO6 (1), 130HPVO6 (2) e 157HPV06 (3)
indica a deleccéo desta regiao. M) marcador de pes

702pb molecular-BstEll.

500pb

Uma vez ausente a regido TbD1, procedeu-se aocesingl marcadores que definem as
guatro grandes linhagens Nk tuberculosisnomeadamente RD105 (Sudeste-Asiatico), RD750
(Leste-Africano-Indiano) @ks15/1(Euro-Americana) (Gagneuwst al 2006). Os dois primeiros
marcadores estao presentes nos trés isoladosaalsligevelando a analise sequéncidbdas
pks15/1uma deleccéo de 7pb, quando comparada com gsesstie referéncill. tuberculosis
210 (Beijing) (Figura 14). Qocus pks15/1 envolvido na biossintese de glicolipidos fendico
(PGL), é considerado um factor de viruléncia enumalgs estirpes do MTC (Reedl al, 2004;

Ehrt e Schnappinger, 2007). Estando o fendétiporddygédo de PGL associado a presenca de
7pb e 1pb (Constamt al 2002; Reecket al 2004), os resultados sugerem um fenétipo de néo

M. tuberculosis 210 efefefele]  [cl [efefel

producdo de PGL nas estirpes da familia Lisbodtiiem semelhante ao da estirpe de referéncia
M.bovis GGGGG - -- ---6G
H37Rv GGGGG - -- - ---

H37Rv.
IIG GG
112HPVO06 (Lisboa3) GGGGG - - - - - - -

130HPVO6 (Lisboa?2) GGGGEG--- ---- G GG
157HPVO6 (C1) GGGGG - - - - - - -llGlGG

Figura 14. Alinhamento de parte da sequéncidatuspks15/1nas estirpes de referéndita tuberculosi210
(familia Beijing), M bovis e estirpe H37Rv, e nos isolados da familia Lish&#2aHPV06 e 130HPVO06, e
estirpe 157HPVO06 (C1).
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Pertencendo as estirpes nao produtoras de PGhagkm Euro-Americana (Gagneeial,
2006) deM. tuberculosisforam analisadas as regides que definem as shlslagens (RD115,
RD122, RD183, RD193, RD174, RD726, RD724 e RD7&%)do sido verificada a deleccdo da
regido RD174 (Figura 15), cuja auséncia é espacificsublinhagem Oeste-Africano (Gagneux

et al 2006), nos trés isolados analisados.

O produto de amplificagcdo desta regido foi sequelwcipara confirmagdo da deleccéo,
encontrando-se o respectivo alinhamento com gedtie referéncia H37Rv em anexo (Anexo
). A linhagem Euro-Americana € a mais frequents cantinentes Europeu e Americano apesar
de algumas sublinhagens predominarem em diferaegies de Africa e Médio Oriente
(Gagneuwet al, 2006).

Figura 15. Amplificacdo da regido RD174,
observando-se um fragmento de cerca de 800pb nos
isolados 112HPVO06 (1), 130HPVO06 (2) e 157HPV06
(3), o que indica a deleccdo desta regido. Nao foi
possivel a amplificacdo do fragmento que
corresponde a presenca bocus RD174 na estirpe
M.tuberculosisH37Rv (4), devido ao seu elevado
peso molecular (mais de 4500pb). M) marcador de
peso moleculak-BstEll.

874pb
702pb
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Lazzarini e colaboradores (Lazzargtial, 2007) descreveram uma estirpe prevalente no Rio
de Janeiro, Brasil, que apresenta o maior LSP deotado até ao momento, com 26,317 kb,
denominado RE¥. Fez-se pesquisa da regido "®visto que um dos marcadores para esta RD
consiste na deleccédo dmcus RD174, que esta também ausente nas estirpes Léesthodadas.

De modo a identificar a existéncia do polimorfisRD"™, procedeu-se & pesquisa do elemento
de insercéo 18561, que é interno & regido RH ou do fragmento correspondente & perda desta

regido, através de PCR-Multiplex (Lazzamtial, 2007; Gibsoret al 2008).

A técnica revelou a amplificacdo de um fragmemtd 75 pb nas estirpes da familia Lisboa e
nao-Lisboa, que corresponde a sequéncia do genomdlapqueia os genes constituintes da
regido RO°, enquanto a estirpe de referéncia H37Rv apreseataplificacdo de um fragmento
de 530pb, relativa a presenca do elemento de &s¢gt561 (Figura 16) (Gibsoet al, 2008).

Figura 16: Amplificacéo da regido R, observando-se
um fragmento de 1175pb nos isolados 112HPV06 (1),

1264pb < 130HPVO06 (2) e 157HPVO06 (3), e um fragmento de
1175pb 530pb na estirpe H37Rv (4), que corresponde a

amplificagdo do elemento de insercdd36], sendo
702pb este interno a regido deletada "®DM) marcador de
530pb peso moleculak-BsEll.

A analise sequencial dos fragmentos de 1175pb aastra perfeita homologia com as
regides do genoma que flanqueiarocus RD™ (ver em anexo Il), o que comprova a auséncia

desta regido nas estirpes da familia Lisboa.
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4. Discussao

Em Portugal, a maioria das estirpes TB-MR que t@rouna Regido de Saude de Lisboa
pertence a uma familia particular de estirpes gemamaente relacionadas, a familia Lisboa,
envolvida num surto no final da década de 90 etifileadas por Portugal e colaboradores
(Portugal, Covas et al. 1999). Nessa altura, fosmalisados 71 isolados dé. tuberculosis
provenientes de 14 unidades hospitalares da retgdasboa, que apresentavam resisténcia a
pelo menos dois antibacilares: INH e RIF, consid@sgpor isso estirpes TB-MR. A analise das
estirpes por RFLP, usando a sondallB) permitiu a identificagdo de quatro clusters caarfip
idéntico de RFLP, partilhando trés clusters (clusieB e C) um grau de similaridade de cerca
de 75%. O cluster predominante — o cluster A, dilidem trés subclusters — o qual recebeu
posteriormente a designacdo de familia Lisboa, septeu perfis de RFLP com 90%
similaridade entre si, possuindo as estirpes unmrdpadaracteristico de multirresisténcia,
incluindo para além da resisténcia a INH e RIF,@m & STP e, em alguns casos, ao EMB. As
estirpes foram isoladas principalmente em doengespssitivos para HIV e TD, embora a
transmissdo tenha sido demonstrada n&o sO entes elktentes, como em individuos
imunocompetentes. Estas estirpes, principalmeniez@delas na regido de Lisboa foram contudo
transmitidas a outras regioes do pais (Portegal 1998).

Nos ultimos anos, tem-se vindo a determinar a digade genética dos isolados e
tuberculosisque circulam em Lisboa, de modo a avaliar a péewah das estirpes da familia
Lisboa. Em 2001-2002 detectou-se uma prevaléncized= de 50% dos casos TB-MR, e 56%
em 2003, como sendo pertencentes a familia LisBeadigao, Macedo et al. 2008). Os estudos
mais recentes (2004-2006) mostram que a prevalé@aciamilia entre casos TB-MR é agora de
88% (Macedo, 2007). Estirpes de TB-MR derivaramemégmente para estirpes XDR-TB,
representando cerca de 50% das estirpes TB-MR i@erdMacedo et al. 2008). As estirpes
XDR-TB estdo agrupadas em dois perfis de MIRU-VN@Rerentes, mas relacionados,
pertencentes a familia Lisboa, e sdo provavelmemsultado de mais de 10 anos de circulagdo
de estirpes TB-MR Lisboa. A familia Lisboa € umaeaga ao controlo da TB no pais e a sua
predominancia nos ultimos anos sugere que estapessipoderdo ter vantagens selectivas

relativamente a outras.
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Com o intuito de definir a origem evolutiva, bemmmmo a identificacdo de factores que
favorecam a permanéncia e disseminagdo das edfi@psnilia Lisboa em Portugal, procedeu-
se ao estudo de delec¢des genomicas e polimorfideasn Unico nucleétido. Para o efeito, de
132 isolados de um hospital central de Lisboa preente caracterizados por MIRU-VNTR,
foram seleccionados trés isolados, dois pertensentEamilia Lisboa e um n&o-Lisboa, para
analise da presenca ou auséncia déo@4RD e regidgoks15/1 anteriormente descritos para
outras importantes familias dé. tuberculosis por Gagneux e colaboradores (Gagnetral,
2006). Foi igualmente estudada a filogenia baseaa polimorfismos sinénimos e nédo
sinénimos (Sreevatsaet al 1997; Filliol et al, 2006a), para uma andlise snde¢talhada do

percurso evolutivo das estirpes portuguesas.

A analise filogenética realizada em estirpdstuberculosisda familia Lisboa, baseada nos
nsSNP que ocorrem nos coddesG'® e gyrA”®, permitiu a classificacdo das trés amostras no
PGG2, na sequéncia da observagédo de uma substituicieotidica no coddo 463 do gduatG,
pertencendo a estirpe de referéncia H37Rv ao PG&®odo a inferir um padrao evolucionario
mais aprofundado dentro deste grupo foram anaksambwve SSNPs, que no seu conjunto
definem dez grupos e subgrupos filogenéticos (Allah al, 2007), tendo sido o padrdo de
polimorfismo apresentado pelas estirpes Lisboala p&o-Lisboa correspondente aloister
SCG-5, um dos grupos que apresenta maior divesi(fatiol et al, 2006a). Os SCG nao se
encontram uniformente distribuidos, variando ag@glominancia consoante a regido de origem
do paciente ou de colheita dos isolados (Fillichle2006a; Gutakest al, 2006). Ao observar a
distribuicAo geografica de SCG, verifica-se que closter SCG-5 € maioritariamente
predominante no Uganda (Africa), e co-predominatdviéxico, Texas, Colémbia, Nova York
(Continente Americano) e Espanha (Europa) (Fileolal, 2006a; Brimacombet al 2007;
Hazbonet al 2008). Num estudo de Filliol e colaboradoresliffilet al, 2006a), no qual
analisaram a distribuicdo de SCG entre as difesefiarmilias definidas pela técnica de tipagem
Spoligotyping, concluiram que todos os isoladosssifcados como SCG-5 pertenciam ao
PGG2, tal como as estirpes Lisboa, estando associadlementos da familia LAM_&tin
American and Mediterraneandefinida por Spoligotyping (Vultogt al 2008), tendo sido
igualmente identificado como SCG-5 alguns isolad@superfamilia T e familia Haarlem (H),
que possui dois grupos filogenéticos distintos (S8a& SCG-5). Uma vez que a aquisi¢do de
nsSNP constitui uma das formas através da dualtuberculosisadquire resisténcia a

antibacilares, Brimacombe e colaboradores (Brimdeoet al 2007) estudaram os perfis de
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resisténcia a antibacilares e mutacfes que confegsisténcias nos diferentes clusters SCG,
mostrando que os SCG-5, SCG-3b e SCG-1 comportaor mamero de mutagdes, possuindo
SCG-5 e SCG-1 todas as mutacOes responsaveis qetacao de resisténcia a INH, um dos
farmacos mais potentes no tratamento da infec¢c@ddMpduberculosis Estirpes que possuem
elevadas taxas de mutacdo, designadasator, tém sido encontradas em populacbes de
bactérias patogénicas, tal corascherichia coli (E. colij)Salmonella enterica Helicobacter
pylori, sendo este fendétipo resultado de alteracdes erasggue codificam para enzimas de
reparacdo de DNA e para proteinas que assegurfindeia da replicacdo de DNA (Denamur e
Matic, 2006). Alguns estudos revelam uma associagdi®@ estirpesnutator, patogenicidade e
resisténcia a antibacilares, ao mostrar que estimgtator de E. coli patogénica tém vantagem
adaptativan vivoem modelo de infec¢do urinaria em ratinhos, essténcia a antibacilares esta
significativamente aumentada em isolados patogénide Pseudomonas aeruginoseom
fenétipomutator, relativamente as estirpes n@otator (Oliver et al, 2000; Labaet al, 2005). E

de interesse uma andlise mais aprofundada, nalealgiaveriguar se as estirpéstuberculosis
pertencentes ao grupo SCG-5, tal como as estirm®d, tém uma maior tendéncia para
fenotiposmutator, e se existe uma relacdo entre o fendtipdator e mutagcdes em genes de
reparacdo, replicacdo ou recombinacdo, que possdar a elevar a taxa de mutagéo,

aumentando a capacidade de adaptacao das estirpesconde estdo inseridas.

Dados obtidos apés amplificagdo del@di RD, permitiram observar a auséncia de quatro
regides, designadamente TbhD1, as regjdlesl5/1 RD174 e a recém caracterizada "RDA
regido TbD1, cuja delecgéo define as estirpes madedleM. tuberculosigBroschet al, 2002),
encontra-se ausente em todas as estirpes analisaddamdo a estirpe de referéncia H37Rv. A
presenca da regido TbD1 é caracteristica de estupeestrais, tal como estirpdstuberculosis
pertencentes a familia EAE&st Africa-India, definida por Spoligotyping, com prevaléncia na
Asia Oriental, Médio Oriente, Asia Central, e Odaaisendo a prevaléncia mais elevada no
Sudeste Asiatico (Suet al 2004; Brudeyet al 2006). EmM. bovis o locus TbD1 contém o
genemmpS6 e a porcdo 5 do genmmplL6 (Mycobacterial membrane protein Langegue
codificam proteinas de membrana e proteinas depoate transmembranar (Garnier al,
2003). O genoma di. tuberculosicontém 13 genes da familia MmpL (Celeal, 1998), que
codificam para proteinas RNDe6istance-nodulation-cell divisidrcuja funcdo consiste em
reconhecer e mediar o transporte de uma grandedeai®é de substancias, incluindo farmacos

anti-tuberculose, através da membrana citoplasnfigacionando como bombas de efluxo
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(Paulseret al 1996; Putmaret al 2000). Apesar de ndo ser totalmente conhecida duncao,
julga-se quenmpL6seja induzida pela INH (Betéd al, 2003) e, apesar de ndo serem associadas
fungcBes determinantes relativamente ao transpartesisténcia a farmacos anti-tuberculose por
parte destas proteinas (Domenetlal 2005), estudos demonstram que sensivelmente 538% d
isolados com deleccdo da regido TbD1 sao resistént®lH, enquanto que apenas 10% dos
isolados que possuem esta regido sao resistertgs €Pal, 2005; Stavrunet al, 2008). Uma

vez que a resisténcia a INH constitui o primeirosgoa para o desenvolvimento de
multirresisténcia, a alteracdo ou perda de prated®atransporte membranar pode ter surgido
como mecanismo de sobrevivéncia vantajoso, posaiiilb a permanéncia de estirpes em

condi¢des antes adversas.

A observacao de uma deleccao de 7plonospks15/1 sugere um fenétipo de ndo producéo
de PGL, uma familia de lipidos presente no envetmelar, sendo produzidos por algumas
micobactérias de crescimento lento, nomeadaménteprae M. ulceranse alguns membros do
MTC (Daffé e Laneelle, 1988). @cuspks15/1 localizado numa regido do genoma que inclui
0s genesnas mmpl7 e os geneppsA-E codifica uma enzima de elongacdo que participa na
biossintese de PGL, um imunomodulador que est&ias®oao fendtipo de hiperviruléncia em
modelo animal, incluindo resposta imunoldgica e-ipfématodria (Constantet al 2002;
Sirakovaet al 2003; Reecet al 2004; Tsenovat al 2005). Uma vez que a capacidade de
induzir uma forte reposta inflamatéria por partehdspedeiro esté relacionada com a viruléncia
das estirpes, verificaram que a perda de PGL indazmento da libertacao vitro de citocinas
pro-inflamatorias, TNFe: e IL 6 e IL12, enquanto a sua sobreproducao iaibkbertacao destes
mediadores pro-inflamatérios (Reed al 2004; Ehrt e Schnappinger, 2007). Assim, a nao
inducdo do sistema imunitario do hospedeiro caristitm factor de viruléncia, sendo
caracteristico das estirpkbk tuberculosiamais patogénicas. Estudos comparativos de se@senci
dolocuspks1/15, demonstraram que a producdo de PGL opagrestirpes que possuem 7pb ou
1pb nesta regido, tal como sucede nas estipeguberculosis210 (Beijing) e M.bovis
respectivamente. Estirpes que possuam uma delels;@pb exibem uma mutac&@meshift
que leva a inactivagao diocuspk15/1, incapacitando assim a producdo de PGLd{@atet al,
2002; Chaiprasest al 2006). E este o caso da estirpe de referénci®i|3¥ curiosamente das
estirpes da familia Lisboa e ndo-Lishoa. Na incalaale de produzir PGL, este funciona como
atenuador da viruléncia nas estirpes Lisboa. Nan¢émt podera existir nas estirpes Lisboa

alguma alteragdo gendmica compensatoria, aindadedmificada, que permita a sua elevada
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prevaléncia em comparacao com outras familiastitpes A deleccdo de 7pb tacuspksl5/1
constitui um marcador de estirpes da linhagem Bumericana. A linhagem Euro-Americana,
gue engloba as estirpes pertencentes aos PGG Ze3P€& a mais frequente nos continentes
Europeu e Americano apesar de algumas sublinhggedsminarem em diferentes regides de
Africa e Médio Oriente (Gagneuet al 2006).

A andlise de estirpes da familia Lisboa, e ndodashevela a auséncia da regido RD174, que
define as estirpes da sublinhagem Oeste-Africandl.diberculosis Esta regido é constituida
por seis genes, Rv1992c a Rv1997, codificandmasRv1992 e Rv1997 as proteinas CtpG e
CtpF respectivamente, proteinas de membrana cdrmidade ATPase, estando envolvidas no
movimento transmembranar de metais catiénicos, nimvas de fosforilacdo e ligacao aWIg
O locus Rv1994c codifica uma proteina reguladora da trégése da familia MerR (Cannews
al, 2005), desconhecendo-se até ao momento a fusprdteinas codificadas pelos restantes
genes (Colet al 1998). MerR consiste numa familia de activadtnasscricionais de resposta a
presenca de ides metalicos no citoplasma bactercano forte selectividade para o i&o mercuario
(Hobmanet al, 2005; Hobman, 2007). Os genes Rv1996 e ctpF fgzete de um programa
transcricional que regula o estado de dorménciaMentuberculosis designado reguldo de
dorméncia, que ocorre nos estadios mais recentedetgdo, quando exposto a condi¢cdes de
hipoxia e 6xido nitrico (NO) na forma de granulordarante a resposta imunitaria normal por
parte do hospedeiro (Pasgt al 2003; Voskuilet al, 2003; Zhanget al, 2008). Este sistema,
constituido por 48 genes envolvidos na respiragaer@bica e metabolismo lipidico, & induzido
em condi¢fes de baixa concentracdo de NO ou oxigénvitro, permitindo a adaptagdo a um
estado de dorméncia, com estabilizagdo de compemeitais para a célula bacteriana de forma
a prolongar a sobrevivéncia por extensos periodoténcia. Estes genes sdo regulados pelo
factor de transcrigdo DosRdrmancy survival regulatyrcodificado peldocusRv3133c, sendo
necessario para inducdo de uma forte respostaicergdra a reducdo da concentracdo de
oxigénio (Parket al 2003; Voskuilet al 2003). Seis dos genes de regulacdo da dorméncia,
incluindo Rv1996, contém um motivo UspA, encontradmbém emE. coli, envolvido na
resisténcia a radiagdo UV e mitomicina C (Vosketl a, 2003). Este ultimo é um dado
importante na medida em que tem sido referido qimbactérias em estado de dorméncia
induzido por baixa concentragdo de oxigénio exiledemada resisténcia a mitomicina C (e
al, 2001).
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A auséncia da regido RD174 representa assim ursagdel de dois genes no reguldo DosR
(Jonget al, 2009). Porém, desconhece-se a fungéo individeglgénes constituintes do regulédo
de dorméncia, ndo estando descritas alteracdestsagede niveis de incapacidade de entrada
no estado de dorméncia das referidas estirpeuRar lado, tem sido observado que alteragdes
na inducé@o dos genes de resposta a hipoxia resdéamutacdes no gexdesR e ndo de outros
genes individuais (Par&t al 2003). Assim, seria de esperar que as estirpasesta deleccao
mantivessem a sua capacidade de entrada num estdak&ncia, promovendo a sobrevivéncia a
longo-tempo deM. tuberculosisnum estado néo replicativo. Contudo, estudos suge&ue a
perda de genes associados a laténcia favorecadpiak progresséo a TB activa e transmissao
(Tsolaki et al, 2004). Jong e colaboradores (Jagtgal 2008) fizeram um estudo com 12
sublinhagens deM. tuberculosise mostraram que doentes infectados com estirpes da
sublinhagem Oeste-Africano del. tuberculosispossuem uma probabilidade acrescida de
progressao a TB activa, sendo a segunda linhagesnpmavavel em que tal possa ocorrer. Uma
vez que as estirpes da familia Lisboa pertencensta sublinhagem, é possivel que este
fendmeno possa ocorrer nas estirpes da familiao&jsbontribuindo para o aumento da sua

transmissao e disseminac¢éo na comunidade.

Recentemente foi descrito no Rio de Janeiro, Brasil polimorfismo de longa sequéncia
denominado RE¥, ausente nas estirpd4. tuberculosispredominantes da regido, igualmente
caracterizadas pela delecgéo da regido RD174 (tinzzd al 2007; Gibsoret al, 2008). No
presente estudo, a analise sequencial das eslirgleza e da estirpe ndo-Lisboa evidencia a
auséncia déocusRD™, consistindo este numa sequéncia de 26,317 kbiNdeddntiguo, a mais
longa deleccédo identificada em estirpés tuberculosisaté ao momento. Na formacgdo deste
polimorfismo, cujo mecanismo consiste na recomliinaiomdloga entre 0s genes que
flanqueiam a regido, resultando num evento de depbssovercom excisdo e perda do
segmento gendmico interveniente, foram removidts genes (Rv3347c a Rv3354) e outros
dois foram modificados (Lazzarigt al, 2007). Os genes Rv3346¢c e Rv3355c, que flanquaiam
regido deletada, ao sofrer recombinacdo homélagamaram um gene quimérico Rv3346/55c,
gue consiste na sequéncia 5’ do gene Rv3346¢,nuamilo numa fusdo da regido central de

perfeita homologia, e terminando na porcéo 3’ deegev3355c (Lazzarirgt al 2007).
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Entre os genes deletados, encontram-se os gene35Rv3E Rv3353c que codificam
oxidorredutases (Deshayes al 2008); os genes Rv3348 e Rv3349c codificam ti@sesges
envolvidas na transposi¢éo dos elementd$08e ISL561 respectivamente; 0os genes Rv3347c
e Rv3350c codificam as proteinas PPE55 e PPES@atdsgmente, entre outros com funcao
ainda desconhecida.

O genoma dd/. tuberculosiscodifica cerca de 69 membros da familia PPl{ne-Proline-
Glutamic acid, que contém uma sequéncia N-terminal conservasa £80 aminoécidos,
seguida de uma sequéncia C-terminal variavel, ggimgue as proteinas em quatro subfamilias
(Cole et al 1998; van Pittiuset al 2006). As proteinas da familia PPE s&o expresaas
superficie extracelular e, apesar da semelhanga sitpelo facto de apresentarem grande
variabilidade s@o consideradas potenciais antigép@a o hospedeiro imunitario (Cae al,
1998; Cole, 2002; Fleischmaret al 2002). Um dos mecanismos desta variacdo reside na
alteracdo da sequéncia dos genes que codificanppzteinas PPE, tendo sido demonstrado que
a frequéncia de substituicdes sinGnimas e ndo4smaé consideravelmente elevada nos genes
da familia PE/PPE, quando comparada com outradidandie genes (Fleischmaehal, 2002).
Eventos de recombinagdo homologa séo igualmentridog como mecanismos efectivos que
contribuem para a diversidade antigénica na respostnitaria do hospedeiro, permitindo novos
determinantes de viruléncia (Karbaetl al 2008). Tem sido referido que alguns genes PPE se
encontram independentemente modificados ou deletagta varias espécies do complexo e
linhagensM. tuberculosis sendo disto exemplo a perda de PPE5S5 e PPE5SGsimpes
M.microti e M.pinnipedii e o elevado grau de polimorfismo apresentaddp&55 em estirpes
M.canettii(Huardet al, 2006).

A funcéo das proteinas PPES55 e PPES6 esta ainddepenminar, porém é conhecida a sua
inducdoin vivo em modelo ratinho TB én vitro, 24 horas apos a infeccdo, quando as
micobactérias séo fagocitadas por macrofagos activéralaaet al 2004; Voskuilet al 2004).

As proteinas PPES55 e PPE5S6 pertencem a subfamiiBRMia familia de proteinas PPEMe
tuberculosis(van Pittiuset al, 2006), possuindo a por¢do C-terminal de PPE5%, tagido de
2977 aminoacidos, 67% de homologia com a mesméaaegn PPE5S6. A porcdo C-terminal da
proteina PPE5S5 é muito imunogénica, tendo sidoctita a sua expressdo durante as fases
incipiente e subclinica da infec¢cdo pgdr tuberculosisem soro de individuos com TB, sero-

negativos para HIV (97%), e 71% dos casos de @m¢dfo HIV/TB, sendo que os dados
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sugerem uma relacdo entre a expressaaivo desta proteina com a infeccdo activa pbr
tuberculosis(Singh et al 2005). Sendo as proteinas PPE5S5 e PPE56 expidissage a fase
subclinica da infeccdo, que corresponde a replicagétiva do microorganismo sem
manifestacdo clinica de TB, participam nos pringeioontactos entre o microorganismo e
hospedeiro imunitario. Na auséncia destas protethasconhecimento do microorganismo por
parte do sistema imunitario do hospedeiro poder ektizultado, ndo havendo uma resposta

imunitéria eficaz, sendo possivel o desenvolvimeetmanisfestagdes clinicas mais severas.

De facto, estudos que focam a patogenicidade ¢&miia das estirpes RDsugerem que
individuos infectados com esta estirpe possuem fon@a mais severa de TB, sendo
caracteristica a elevada frequéncia de hemopt&ssmiciada a uma maior perda de peso e
aumento da concentracdo bacilar em expectorac&adtiniet al, 2007). S&o varios os estudos
que tém demonstrado que pacientes com elevadantoag@o bacilar em expectoracdo estédo
associados a TB pulmonar cavitaria (Goreésal, 2003; Matsuoleet al, 2004; Palacket al,
2007), tendo sido recentemente realgado que a Ilptolaale de desenvolver doenca cavitaria €
oito vezes superior em individuos infectados com™R@b que individuos infectados com
estirpes nao-R1 (Lazzariniet al 2008). A presenca de TB cavitaria parece aumentisco de
recidiva e desenvolvimento de resisténcia a farsiaassumindo também um efeito significativo
no perfil de antigénios que sdo reconhecidos pelaticorpos (0 numero de antigénios
reconhecidos é superior em pacientes com TB cavitiér que pacientes com TB nédo-cavitaria)
(Samanichet al, 2001; Lazzariniet al, 2008). Por outro lado, na medida em que a elevada
contagem de unidades formadoras de colonias (Ckid) ddicador de multiplicagédo bacteriana
acelerada,in vivo, pode aumentar a transmissdo visto que casos ddwapia positiva

constituem as fontes mais potentes de infeccdomamidade (Liippeet al, 1993).
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Relativamente & disseminacéo deste novo genéspad@s revelam que as estirpes’'RB&o
se encontram restritas ao Brasil, circulando acteate a nivel mundial, havendo sido
identificados isolados RI® em quatro dos cinco continentes (Lazzaeinal, 2007; Gibsoret al
2008). Além da sua identificacdo nos estados Ridaleiro e Minas Gerais, Brasil, foram
encontradas estirpes BDno Equador, Guiana Francesa, paises Sul AmericanBstados
Unidos. Foram também encontrados isolados nas illags Caraibas (Guadeloupe, Haiti e
Martinique), Sul de Africa e Republica do Djiboattambém na Europa, em Espanha e Holanda.
Os resultados mostram claramente que as estipesiberculosisRD™ estdo globalmente
disseminadas (Gibsaet al, 2008), sendo Portugal o terceiro pais europertecthr estirpes com
genétipo R, nomeadamente as estirpes da familia Lisboa. dcissio do fendtipo R as
estirpes Lisboa pode contribuir para o seu sucessapnseguir iludir o sistema imunitario do
hospedeiro, e provavelmente aumentar a sua capacida transmissdo e disseminagdo na

comunidade.

Os dados obtidos no presente estudo apoiam a#fickag®es filogenéticas propostas para a
evolucdo dos membros do MTC, apresentadas porsvémiestigadores (Sreevatsetnal, 1997,
Filliol et al, 2006a; Gagneuat al, 2006), nas quais todos os descendentes do coongégivam
de um ancestral comum. Analisando conjuntamented@8es deletadas, e 0s possiveis efeitos
fenotipicos que assumem, observa-se um conjuntcaditeristicas que podem conduzir ao
sucesso das estirpes Lisboa em deterimento desodira auséncia de proteinas de superficie
gue dificultam o reconhecimento por parte do hospedlevando a uma menor eficicia do
sistema imunitario na contencédo da infec¢éo, asdaco facto de 2) estarem também ausentes
proteinas de inducdo do estado de dorméncia, gdenpdevar a uma maior propensao para
desenvolver TB activa, e 3) uma possivel associdgd@stirpes Lisboa com o fenétipatator,
gue permite elevada taxa de mutacdo e melhor cguhei de adaptacdo a condicdes
desfavoraveis, nomeadamente a presenca de fareattioacilares. Estes factores podem estar a
contribuir para o aumento da capacidade de adaptacéondi¢cdes adversas, transmisséo e
disseminacdo das estirpes Lisboa na comunidadendimente, uma familia de estirpes é
caracterizada por uma das técnicas aceite de tipageando apresenta mais de 90% de
similaridade. No entanto, as estipesdiiaster C1, que apresentam um perfil BBRU-VNTR
com 85% de similaridade com a familia Lisboa, pessw mesmo padrédo de deleccbes das
estirpes Lisboa. Isto leva a pensar que estaesgtipdem ter uma origem comum e ter derivado

em familias distintas, e por isso partilharem g&es analisadas. Por outro lado, poderéo existir
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outros factores, presentes apenas nas estirpesal.isjue conferem vantagem adaptativa e

permitem maior prevaléncia em deterimento de o@tsigoes.

Sendo as estirpes da familia Lisboa associada® quatusivamente a TB-MR e XDR-TB,
considera-se importante a realizacdo de mais estudais alargados, incluindo outras familias
de estirpes ndo-Lisboa, e outras mais afastadagicgmente, que permitam nao sé identificar
factores que possam contribuir para a sua viridéeciransmissdo, mas também explicar a
vantagem selectiva das estirpes Lisboa em Portugal.

Uma vez que as estirpes Lisboa carecem de duadmastde superficie que interagem com o
hospedeiro humano nas fases mais recentes dadnfeB®ES5 e PPES6, sugere-se o estudo
dessas mesmas proteinas, através da criacdo geestiutantes e inoculacao de ratinhos, de
forma a averiguar a influéncia da expressao e rpressao de PPES5 e PPES6, associando
também com a evolugéo da infec¢do e manifestat¢iiésas de TB. Igualmente importante seria
0 estudo de factores a nivel do hospedeiro queapos®nstituir condigbes favoraveis ao
desenvolvimento da infec¢cdo, bem como estudd#rdessque permitam analisar a capacidade
de crescimento destas estirpds tuberculosise, estabelecendo comparacdo com estirpes de
outras familias, identificar possiveis factores tba@nos que possam conferir vantagem
adaptativa as estirpes da familia Lisboa, aumentarzhpacidade de sobrevivéncia, replicagédo e
infecc@o destas estirpes, aumentando a probatglidadransmissdo a comunidade. Todos estes
estudos deverdo ter em conta o estudo de daddsoslitle individuos infectados com estirpes
M. tuberculosida familia Lisboa, com o objectivo de estabelewsa possivel correlacéo entre
gendtipo e a forma clinica de TB apresentada ptasedoentes, analisando a severidade e

duracgéo dos sintomas, bem como a eficacia das aeetiicapéuticas.
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Anexo Il

Alinhamento do produto de amplificacéo da regiadRD

Uma vez que os genes Rv3346¢c e Rv3355c, que flamueregido RDrio, sofreram fusao
da regido central, e na impossibilidade de defmiponto de quebra de que resultou este
polimorfismo, o fragmento sequenciado foi alinhadmm a regido homologa dos primers

forward (sequéncia A) eeverse(sequéncia B) na estirpe de referéncia H37Rv.
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