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Do Laboratório à Prática Clínica
From Laboratory to Clinical Practice

Resumo
A situação da tuberculose em Portugal justifica a apli-
cação de uma estratégia de genotipagem do Mycobac-
terium tuberculosis, tanto mais que Portugal encontra-
-se inserido no contexto global de mobilidade das 
populações humanas e das suas consequências sobre a 
pandemia.
Vários estudos internacionais posicionam as técnicas do 
spoligotyping e MIRU -VNTR typing como de primeira 
linha na epidemiologia molecular do M. tuberculosis 
por estarem baseadas em tecnologias simples (PCR) e 
produzirem padrões, podendo ser traduzidos em códi-
go numérico de interpretação directa. Assim, tem sido 
proposta a aplicação do spoligotyping a todos os isolados 
clínicos, enquanto o MIRU -VNTR typing seria aplica-
do aos isolados com spoligotype comum. Outras técni-
cas, incluindo o IS6110 -RFLP, seriam reservadas a apli-
cações segundo critérios seleccionados.
Os trabalhos anteriores em Portugal utilizando o spo-
ligotyping apontaram para a vantagem de uma estraté-

Abstract
The tuberculosis situation in Portugal justifies the use 
of a strategy for the genotyping of Mycobacterium tu-
berculosis, particularly as Portugal is part of the global 
backdrop of human mobility, something which has a 
knock-on effect on the pandemic.
Several international studies have placed spoligotyp-
ing and MIRU- VNTR typing as first line techniques 
for the molecular epidemiology of Mycobacterium 
tuberculosis as these techniques rely on simple tech-
nologies (PCR) and produee patterns which are eas-
ily translated into a direct interpretation numerical 
code. Spoligotyping has been accordingly proposed 
for all the isolates, while MIRU-VNTR typing 
should be applied to isolates with a common spolio-
type. Other techniques, including IS6110-RFLP, 
should be reserved for use ill accordance with select-
ed criteria.
Previous studies in Portugal using spoligotyping 
have underlined the advantages of a strategy based 
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gia de genotipagem baseada numa amostragem con-
secutiva e sem critério de pré -selecção. Esta permite a 
caracterização da estrutura populacional do M. tuber-
culosis através do conhecimento da distribuição dos 
genotipos geograficamente, no tempo e dentro dos 
vários grupos de risco.
Por outro lado, a associação do spoligotyping com o 
MIRU -VNTR typing e, eventualmente, outras técni-
cas, deverá ser avaliada em vários contextos, como na 
identificação de situações de transmissão recente, na 
distinção entre episódios de reinfecção e recaída, na 
caracterização da amplitude e dinâmica de transmis-
são da doença.
A solução do problema da tuberculose em Portugal 
passa por uma estruturação na utilização da genotipa-
gem em apoio à luta contra a tuberculose, a ser avalia-
da através de exemplos e resultados concretos.
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on sampling consecutive patient isolates with no 
prior selection criteria. This allows characterisation 
of the M. tuberculosis population structure through 
monitoring the distribution of the genotypes geo-
graphically over time and within the various risk 
groups.
On the other hand, the association of spoligotyping, 
MIRU-VNTF (typing and, possibly, other tech-
niques, needs evaluating as part of bigger pictures, 
including identifying recent transmission situations, 
distinguishing between reinfection and relapse epi-
sodes and ma pping the size and dynamics of disease 
transmission.
The solution to the tuberculosis problem in Portugal 
implies structuring genotyping’s role in tuberculosis 
prevention and control and its evaluation through 
concrete examples and results.
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Introdução
A utilização da genotipagem no controlo da 
tuberculose passa pelo conhecimento da 
distribuição de genotipos do Mycobacterium 
tuberculosis geograficamente e dentro dos 
vários grupos de risco.
O esforço resultante de vários grupos de in-
vestigação, nomeadamente dos centros de 
referencia europeus para a tuberculose e da 
própria Sociedade Europeia de Micobacte-
riologia (ESM, http://www.esmycobacte-
riology.eu), conduziram ao desenvolvimen-
to de novas metodologias de genotipagem1 -16, 
e em 2004 à iniciação pelos Estados Unidos, 

através do CDC de um programa global de 
aplicação da genotipagem do M. tuberculosis 
na prevenção e controlo da tuberculose 
(http://www.cdc.gov/nchstp/tb/genoty-
ping/toc.htm). A nível europeu, encontra -se 
em curso a elaboração de novas recomenda-
ções a este nível.
Esta evolução foi possível pela introdução e 
estandardização internacional de novos mé-
todos de genotipagem o spoligotyping e va-
riable number of tandem repeats of mycobac-
terial intersperced repetitive units typing 
(MIRU -VNTR typing). Estes métodos, pro-
duzindo padrões simples, podendo ser tra-
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duzidos em código numérico de interpreta-
ção directa, facilitaram a padronização 
internacional e a constituição de importan-
tes bases de dados onde estão representados 
genotipos de isolados provenientes de cen-
tenas de países em todo o mundo, tal como 
a versão mais actual da base de dados inter-
nacional de spoligotypes a SpolDB4 (http://
www.pasteur -guadeloupe.fr:8081/SITVIT-
demo). O spoligotyping e MIRU -VNTR ty-
ping, por estarem baseadas em tecnologias 
simples (PCR), também apresentam vanta-
gens técnicas e financeiras que as levaram a 
serem posicionadas como de primeira linha 
em relação à técnica de genotipagem por 
analise de ADN genómico total (IS6110-
-RFLP).
Actualmente, nos Estados Unidos, foi pro-
posta a aplicação do spoligotyping e MIRU-
-VNTR typing em todos os isolados clínicos.
A situação da tuberculose em Portugal justi-
fica a aplicação de uma estratégia de genoti-
pagem do bacilo da tuberculose, tanto mais 
que Portugal também se encontra inserido 
no contexto global de mobilidade das popu-
lações humanas e das suas consequências 
sobre a pandemia. Neste contexto, é impor-
tante considerar o papel do país nos desco-
brimentos e na colonização de territórios 
em vários continentes; na historia contem-
porânea, a mobilidade dos portugueses atra-
vés da emigração; e, mais recentemente, o 
facto de Portugal também se ter tornado um 
país de imigração.
Até recentemente, as bases de dados interna-
cionais, caracterizadas por uma vasta infor-
mação quanto à variedade genética do com-
plexo M. tuberculosis e conhecimento preciso 
da distribuição geográfica a nível mundial, 
ignoravam a realidade portuguesa. Foi atra-
vés do trabalho que tem vindo a ser desen-

volvido que foram introduzidos genótipos 
de isolados portugueses na base de dados 
SpolDB417 -20. Este trabalho evidenciou vá-
rios genótipos de aparente especificidade 
portuguesa e o aparecimento regular de es-
tirpes de possível origem asiática, africana, 
da Europa de Leste e de outros países, e cons-
tituiu uma primeira tentativa de caracteriza-
ção da estrutura populacional dos isolados 
clínicos de M. tuberculosis em Portugal. Por 
outro lado, a análise temporal dos dados não 
deixou de preocupar ao constatar que certos 
genótipos têm vindo a aumentar, como os 
pertencendo à família genotípica Beijing re-
conhecido pela sua elevada virulência21,22, e 
que outros concentram um grande número 
de estirpes multirresistentes. A monitoriza-
ção de tais situações é de uma importância 
considerável na luta contra a tuberculose.
A solução do problema da tuberculose em 
Portugal passa por uma estrutura que per-
mita a aplicação da genotipagem do bacilo 
da tuberculose no apoio à luta contra à tu-
berculose, adoptando, à imagem estratégica 
internacional, uma visão com orientação 
para a prevenção.

Identificação de situações de transmissão
recente
Exemplos não faltam demonstrando a apli-
cação destas tecnologias na identificação de 
doentes envolvidos em episódios de trans-
missão recente (http://www.cdc.gov/nchs-
tp/tb/genotyping/toc.htm) e que também 
estão na base da caracterização da amplitude 
e da dinâmica de transmissão da doença. A 
aplicação estratégica da genotipagem pode 
contribuir para a detecção atempada de sur-
tos, a detecção de situações de transmissão 
não suspeitas, a monitorização da circulação 
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de estirpes, a avaliação de investigações de 
contacto, a detecção facilitada de falsos po-
sitivos e a distinção entre episódios de re-
infecção e recaída. Nestes estudos, o contri-
buto dos epidemiologistas e clínicos também 
é fundamental no estabelecimento da cadeia 
de transmissão.
Manter uma amostragem sem critério de 
pré -selecção parece ser a melhor maneira de 
detectar e identificar situações não previstas 
de transmissão recente. No entanto, salien-
tamos a importância de monitorizar a tu-
berculose multirresistente e a tuberculose 
em grupos de maior risco (residentes em la-
res, toxicodependentes, profissionais de saú-
de, doentes VIH, etc.), introduzindo estu-
dos com base em critérios de pré -selecção.

Caracterização da estrutura populacional 
do M. tuberculosis
O spoligotyping permitiu a subdivisão do M. 
tuberculosis em nove famílias de spoligotype: 
M. africanum, M. bovis (incluindo o M. bo-
vis BCG), East African -Indian (EAI), Bei-
jing, Haarlem, Latin American and Medi-
terranean (LAM), Central and Middle 
Eastern Asian (CAS), uma familia europeia 
X, e uma familia pouco definida T16. Estas 
foram ainda subdivididas em subfamílias. 
A utilidade na classificação de estirpes de M. 
tuberculosis segundo a família de spoligotype 
tem vindo a ser reconhecido pela sua força 
de sugestão, nomeadamente de cenários de 
transmissão e pelo delinear imediato de al-
vos de estudo e de intervenção23.
O spoligotyping aplicado com base numa 
amostragem sistemática, consecutiva e sem 
critério de pré -selecção, permite a caracteri-
zação da estrutura populacional do M. tuber-
culosis. Como tal, constitui uma base para a 

comparação regional e internacional de ge-
nótipos e tentativas de monitorização da cir-
culação de estirpes, nomeadamente entre pa-
íses vizinhos ou culturalmente e 
economicamente relacionados, tais como, 
por exemplo no caso de Portugal, Espanha, 
Brasil e PALOP, etc., através do estudo da 
distribuição geográfica e de alterações tempo-
rais. Nestes termos, a abordagem através de 
estudos populacionais contribui para funda-
mentar uma visão global da si tuação relativa 
à tuberculose.

Estratégia de genotipagem do M. tuber-
culosis
O objectivo da elaboração de uma estratégia 
de aplicação da genotipagem do bacilo da 
tuberculose baseada em estudos populacio-
nais a partir dos isolados clínicos será que 
esta conduza a uma visão global da situação 
e contribua para à compreensão da dinâmi-
ca relativa à tuberculose.
Esta pressupõe um número de requisitos 
que incluem: 1) a colecção de estirpes; 2) a 
compilação de dados; 3) a aplicação siste-
mática do spoligotyping a todos os isolados; 
4) a aplicação do MIRU -VNTR typing a to-
dos os isolados com spoligotype comum.

A colecção de estirpes
A conservação dos isolados clínicos de M. 
tuberculosis através da criação de um ban-
co de estirpes é um pré -requisito que 
constituirá uma ferramenta valiosa para 
estudos de genotipagem, e inclusivamente 
para a selecção de estirpes-padrão úteis 
em estudos comparativos internacionais e 
em estudos multicêntricos e de controlo 
de qualidade.
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As estirpes poderão ser conservadas em con-
dições óptimas para gerar novas culturas ou 
para a extracção de ADN sob forma de sus-
pensão aquosa, com uma densidade pelo 
menos comparável ao padrão McFarland 1, 
a manter entre  -20.ºC e  -80.ºC.

Compilação de dados
A aplicação de técnicas de genotipagem do 
bacilo da tuberculose na caracterização da es-
trutura populacional do agente e na resolução 
de situações de transmissão recente requer a 
compilação de dados bacteriológicos no âm-
bito da epidemiologia molecular (spoligoty-
ping, MIRU -VNTR typing, IS6110 -RFLP) e 
do diagnóstico (baciloscopia quantificada, re-
sistência aos antibióticos etc.), e dados clinico-
epidemiológicos (história prévia de tubercu-
lose; origem geográfica; identificação do 
grupo de risco, etc.). Para os estudos de situa-
ções concretas, dados complementares pode-
rão ser necessários.
A concepção de bases de dados podendo ser 
articuladas entre vários parceiros facilitando a 
associação do genótipo do isolado clínico com 
dados clínicos ou epidemiológicos é um desen-
volvimento importante nesta área de trabalho.

Aplicação do spoligotyping a todos os iso-
lados
O spoligotyping, pela sua acessibilidade, está 
particularmente adaptado a estudos em 
grande escala. Para alem de facilitar o diag-
nóstico diferencial do complexo M. tubercu-
losis, esta técnica está na origem de estudos 
sobre a distribuição geográfica dos genóti-
pos3,4,8,16 que, do ponto de vista científico, 
orienta actualmente esforços na tentativa da 
monitorização da circulação de estirpes 

(tanto a nível internacional como nacional e 
regional) e na tentativa de associação de ge-
nótipos ao conceito de adaptabilidade e vi-
rulência.
A técnica de spoligotyping está baseada na 
amplificação da região Direct Repeat (DR) 
e da subsequente hibridação dos produtos 
amplificados com oligonucleótidos comple-
mentares às regiões dos espaçadores variá-
veis localizados entre as sequências 
DR18 -20,24,25. A detecção dos oligonucleóti-
dos realiza -se através de hibridação southern 
blot utilizando uma membrana na qual os 
oligonucléotidos dos espaçadores se encon-
tram covalentemente ligados. A detecção 
dos sinais da hibridação permite a definição 
dos spoligotypes pela presença ou ausência de 
um ou mais espaçadores.

Aplicação do MIRU -VNTR typing 
a todos os isolados com spoligotype
comum
A associação das técnicas, MIRU -VNTR 
typing e spoligotyping têm revelado para a 
maioria dos casos um poder discriminató-
rio comparável com o IS6110 -RFLP. En-
quanto o IS6110 -RFLP, pelo facto de pro-
duzir um padrão complexo que implica a 
utilização de software sofisticado e dificulta 
a comparação interlaboratorial, passou a ser 
considerado como em fim de linha unica-
mente para a discriminação entre padrões 
idênticos pelas duas técnicas PCR ou para 
confirmação de suspeita, através de dados 
de natureza epidemiologica, de transmissão 
recente.
A técnica do MIRU -VNTR typing baseada 
no número variável de repetições em tandem 
de várias classes de unidades repetitivas (va-
riable number of tandem repeats of mycobacte-
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rial intersperced repetitive units typing) está 
baseada na amplificação por PCR e utiliza 
primers específicos das regiões flanqueadoras 
de múltiplos loci para a determinação do nú-
mero de cópias dos MIRU -VNTR através 
da análise do tamanho dos produtos de am-
plificação11,12. O sistema mais utilizado con-
siste num conjunto de 12 loci12 e foi integra-
do no sistema de controlo epidemiológico à 
escala nacional nos Estados Unidos (http://
www.cdc.gov/nchstp/tb/genotyping/toc.
htm). Mais recentemente, um conjunto op-
timizado de 24 loci foi definido, incluindo 
um subgrupo de 15 loci específico para in-
vestigações de natureza epidemiológica11.

Avaliação através de estudos operacionais
Importa ainda salientar que a aplicação de 
uma estratégia na utilização da genotipagem 
do M. tuberculosis no apoio à luta contra a 
tuberculose requer avaliação. Esta passa por 
uma importante coordenação em que a 
orientação deverá ter apoio numa visão glo-
bal da tuberculose, onde a índole laborato-
rial é fundamental. A análise operacional a 
vários níveis, baseada em estudos e resulta-
dos concretos, será de uma importante con-
tribuição para a elaboração de uma estraté-
gia nacional.

Repercussões em estudos de investigação 
aplicada, fundamental
A integração de dados de natureza bacterio-
lógica, clínica e epidemiológica, constitui 
uma base para estudos de investigação apli-
cada e fundamental, onde é possível prever 
importantes contributos em apoio à orien-
tação de programas de luta contra a tuber-
culose. De facto, estes estudos facilitam a 

associação de genótipos à resistência anti-
biótica e à multirresistência e conduzem a 
noções de adaptabilidade de genótipos e de 
como estes podem contribuir para a dinâ-
mica da tuberculose, bem como para a sua 
eventual implicação na manifestação clíni-
ca, resposta terapêutica, etc.
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