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_Resumo

A analise do genoma do patégeno e da genética do hospedeiro tem possi-
bilitado o entendimento da coevolugdo do Mycobacterium tuberculosis
com o seu hospedeiro humano, conduzindo a relagdes simpatricas mais
estaveis entre o hospedeiro e o patégeno. A influéncia de fatores clinicos
(coinfegao pelo VIH e tuberculose multirresistente (MDRTB]) e demograficos
(sexo e idade) na relacéo hospedeiro-patégeno simpatrica foi investigada
utilizando o spacer oligonucleotide typing (spoligotyping) enquanto método
de genotipagem de isolados do M. tuberculosis pertencendo a linhagem
Euro-Americana. Foram analisados 547 casos de tuberculose (TB) e 0s iso-
lados correspondentes, de uma amostragem consecutiva de seis anos num
contexto de elevada prevaléncia para a coinfecgdo TB-VIH (32,0%). Entre
estes, 62,0% resultaram de infegdo causada pelos principais genétipos de
M. tuberculosis em circulagao. A relagdo simpatrica foi definida de acordo
com o spoligotype em comparacdo com a base de dados internacional de
spoligotype SpolDB4. Foi evidenciada uma associagdo estatisticamente
significativa da MDRTB com os isolados simpatricos, independente da coin-
feca@o pelo VIH. Para além disso, o resultado do estudo da prevaléncia da
distribuicdo da infecdo com a idade foi sugestivo de que os determinantes
da predisposicé@o genética do hospedeiro a TB simpatrica eram impulsiona-
dos por variantes comuns sob efeito de um “gene principal” (“major gene
effect”). Em termos de saude publica, estes resultados poderdo dar um im-
portante contributo para a elaboragdo de modelos que preveem a duracéo
dos ciclos de transmissao ativa, nomeadamente associada a casos graves
de MDRTB.

_Abstract

Major contributions from pathogen genome analysis and host genetics have
equated the possibility of Mycobacterium tuberculosis co-evolution with its
human host leading to more stable sympatric host-pathogen relationships.
We explored the influence on the sympatric host-pathogen relationship of
clinical (HIV infection and multidrug-resistant tuberculosis (MDRTB]) and
demographic (gender and age) factors using spacer oligonucleotide typing
(spoligotyping) for the classification of M. tuberculosis strains within the
Euro-American lineage. We analyzed a total of 547 tuberculosis (TB) cases,
from six year consecutive sampling in a setting with high TB-HIV coinfec-
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tion (32.0%). Of these, 62.0% were caused by major circulating M. tubercu-
losis genotypes. The sympatric relationship was defined according to spoli-
gotype in comparison to the international spoligotype database SpolDB4.
A significant association of MDRTB with sympatric strains, regardless of
the HIV status, was evidenced. Furthermore, distribution curves of the
prevalence of sympatric TB in relation to patients’ age suggested that the
host genetic determinisms in the host-pathogen relationship were driven by
more common variants under a “major gene” effect.

_Introdugéo

Durante os séculos XVIII e XIX, a tuberculose (TB) causou
20% de todas as mortes na Europa numa epidemia sem para-
lelo. Em 1958, a partir da analise de dados de morbilidade e
mortalidade, E. R. N. Grigg concluiu que uma epidemia de TB
dura aproximadamente 300 anos (1-2). A baixa incidéncia da
TB atualmente observada na Europa seria sugestiva de seu
declinio final. As elevadas taxas de mortalidade observadas
em populagdes virgens evidenciam grandes diferengas na
resposta imunitaria & doenca (3-5). No entanto, a influéncia
da estirpe infeciosa no fenotipo da doenga também tem vindo
a ser valorizada (6-19), As relacdes hospedeiro-patégeno tém
sido classificadas como simpatricas quando o hospedeiro e
0 patdégeno compartilham uma origem geogréafica ancestral
comum, ou alopatrica, quando se originam de areas geogra-
ficas ndo sobrepostas (11). Consequentemente, a relagéo
patdégeno-hospedeiro simpatrica seria caracterizada por as-
sociagOes mais estaveis entre as linhagens do M. tuberculo-
sis e suas populagdes humanas (12-14),

27



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ Nacmnal de Saude

Em Portugal, estudos anteriores delinearam a especificidade
geogréafica dos gendtipos de M. tuberculosis (15-18). Mais es-
pecificamente, por meio do spoligotyping, foram identificados
0s spoligotypes caracteristicos do contexto portugués (16),

_Objetivos

Reanalisar a nossa compreenséo atual da estrutura popula-
cional do M. tuberculosis em Portugal e, numa abordagem
epidemioldgica molecular retrospetiva, investigar a influén-
cia da infecao pelo VIH e da MDRTB na relagao simpatrica
patégeno-hospedeiro.

_Materiais e métodos

Caracteristicas da populacéo

Este estudo retrospetivo de epidemiologia molecular incluiu
859 doentes de TB com cultura positiva para o M. tubercu-
losis, que foram diagnosticados e tratados de acordo com
0s procedimentos recomendados em Portugal entre 1999
e 2006. Os isolados correspondentes de M. tuberculosis in-
clufam 665 isolados da area metropolitana de Lisboa (16)
e 194 de varias localizagdes em Portugal. Dados sociode-
mogréficos (idade, sexo) e parametros laboratoriais (dados
da resisténcia do M. tuberculosis a antibidticos de primeira
linha, estado de infecéo pelo VIH) foram obtidos do hospital
totalmente anonimizados e associados apenas ao nimero
do isolado de M. tuberculosis.

Um total de 547 doentes da area metropolitana de Lisboa com
diagndstico confirmado para a TB e conhecido para o VIH, 82,3%
(547/665), foram incluidos no estudo. Destes 32,0% (175/547) es-
tavam infetados pelo VIH e 68,0% (372/547) eram VIH-negativos.
Os dados de resisténcia da TB aos antibioticos estavam dispo-
niveis para 86,7% (474/547) dos casos. As amostras indepen-
dentes provenientes de varias localizagcdes em Portugal foram
utilizadas apenas como elemento comparativo.

Analisamos a distribuicao da TB causada M. tuberculosis de
gendtipos especificos, observando a frequéncia dos casos em
funcao da idade. Para ndo distorcer as observagdes quanto as
tendéncias evolutivas da relagao simpatrica entre o M. tubercu-
losis e 0 seu hospedeiro humano, os individuos VIH-negativos
foram considerados como o grupo de referéncia.
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Analise molecular

O Spacer oligonucleotide typing, spoligotyping, € a classifi-
cacao em tipos internacionais partilhados (SIT), com a ajuda
da base de dados internacional de spoligotyping (SpolDB4)
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) (19:20)
e do programa Spotclust (http://homepages.rpi.edu/~bennek/
EpiResearch) (21), foram realizados como anteriormente des-
crito (16,18). Os padrdes SIT foram submetidos a andlise filo-
genética utilizando o MIRU-VNTR-plus (http://www.MIRU
-VNTRplus.org) (22:23). Os complexos clonais (CC) e Single-
tons (nao agrupados) foram obtidos através da anélise de
variagao de locus Unico (SLV). Os SITs foram considerados
caracteristicos da populacdo portuguesa, conforme os crité-
rios anteriormente descritos (16). A distribuicao dos SITs entre
0s grupos de estirpes simpatricas e alopatricas foi também
analisada no “subgrupo principal” de 339 casos. O “subgrupo
principal” de 339 casos foi definido como aquele em que as
assinaturas de spoligotype classificadas em SIT agruparam 15
ou mais isolados, representando 62,0% (339/547) dos pacien-
tes incluidos no estudo. Dados sobre a resisténcia aos antibié-
ticos estavam disponiveis para 86,7% (294/339) desses casos.

Andlise estatistica

Toda a andlise de dados foi realizada com R (R Development
Core Team 2005).

A associacdo dos CCs derivados dos spoligotypes com o MI-
RU-VNTR-plus foi avaliada utilizando o modelo linear generali-
zado CCs ~ infecdo por VIH + MDRTB + sexo + grupo etario,
assumindo uma distribuicdo binomial do erro. De igual modo
foi estudada a associacdo dos SITs simpatricos utilizando o
modelo SIT simpatrico ~ infecdo por VIH + MDRTB + sexo +
grupo etario, para o conjunto de doentes infetados pelo VIH e
VIH negativos, e para os doentes VIH negativos separadamen-
te. A fim de evitar artefactos resultantes de genotipos raros,
0 modelo foi testado para o “subgrupo principal” (n=339). A
razao das probabilidades complementares (Odd Ratios, ORs)
foi derivada para os modelos finais. As interagdes entre fato-
res foram testadas, mas, por nao serem estatisticamente sig-
nificativas, nao foram incluidas nos modelos finais. Também
testamos o efeito da idade na prevaléncia da TB utilizando
0 modelo linear generalizado Prevaléncia de tuberculose ~
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tuberculose simpatica + grupo etario, sendo os pacientes VIH
negativos considerados o grupo de referéncia, assumindo uma
distribuicdo Poisson do erro. Quando foram encontradas di-
ferencas significativas para os diferentes fatores nos modelos
(Anova, P<0,05), realizamos comparagOes post-hoc pairwise
entre os niveis de fatores com o teste de Tukey’s honest signi-
ficant differences (HSD) (alfa=0,01).

_Resultados

A linhagem predominante de M. tuberculosis observada, a li-
nhagem Euro-Americana, 92,1% (504/547), foi adicionalmen-
te subdividida em CCs derivados de spoligotypes utilizando
MIRU-VNTRplus (22.23), A andlise descritiva dos fatores de-
mograficos e clinicos entre as estirpes alopatricas e simpa-
tricas para o “subgrupo maior” (n=339) figura no quadro 1.
Desta populacdo 33,3% (113/339) estava infetada pelo VIH e
66,7% (226/339) era VIH-negativa. A distribuicdo da idade €
mostrada em relacdo a estes dois grupos. Entre os doentes,
56,3% (191/339) estavam infetados por estirpes alopatricas
e 43,7% (148/339) por estirpes simpatricas. Neste “subgrupo

|n

principal”, todas, exceto as estirpes com spoligotype Beijing,
pertenciam a linhagem Euro-Americana, 95,6% (324/339).
Uma arvore filogenética (figura 1) mostra a familia spoligo-
type predominante Latino-Americana Mediterranica (LAM),
pertencendo a linhagem Euro-Americana, principalmente
agrupada dentro do CC1. As estirpes simpatricas estao re-
presentadas pelos SITs 20, 64, 389, 244 ¢ 1106, enquanto as
estirpes alopatricas pelos SITs 42, 150, 17, 53, 50, 1, 34, 47.
As estirpes simpatricas, exceto SIT244, foram todas identifi-
cadas em amostras de conveniéncia independentes de varias

regides em Portugal.

Na analise estatistica da associacao dos CCs a infecao pelo
VIH, MDRTB, sexo e idade, foi evidenciada a associacdo da
coinfegao pelo VIH com os Singletons (p=0,03) (n=339) e 0
CC contendo 0 SIT244 (p<0,001) (n=547). Embora, na nossa
classificagdo original, 0 SIT244 tenha sido incluido no grupo
de estirpes caracteristico da populacdo portuguesa (16),
na presente analise, o SIT244 foi associado a infecao pelo
VIH. Como os gendtipos relacionados com o VIH foram pre-
viamente associados a estirpes alopatricas (24), duas ana-

lises subsequentes foram consideradas no nosso modelo
final, uma na qual o SIT244 foi incluido no grupo simpatrico
de estirpes e a outra onde foi agrupada com o alopatrico.
No primeiro caso, foi observada uma associa¢@o positiva
entre a infecdo pelo VIH e as estirpes simpatricas. No en-
tanto, quando o SIT244 foi excluido deste grupo e incluido
no grupo alopatrico nenhuma relagdo, nem positiva nem ne-
gativa, foi observada com a infecdo pelo VIH. No entanto,
uma associagao estatisticamente significativa foi observada
entre a MDRTB e as estirpes simpatricas, na analise restrita
ao subgrupo principal (n=339) (tabela 1), bem como relati-
va a base de dados completa (n=547) (dados nao apresen-
tados). A associagao foi significativa, quer o SIT244 fosse
incluido no grupo simpatrico (p<0,001) quer no alopatrico
(p<0,001) e nao foi afetada quando os casos infestados pelo
VIH foram excluidos (p<0,001). Assim, a associagao das
estirpes simpatricas com a MDRTB nao se mostrou depen-
dente do estado de infecdo pelo VIH.

Para a TB alopatrica, a distribuigao da prevaléncia de acordo
com o grupo etario mostrou trés picos, correspondendo as
criangas muito jovens, adultos jovens e idosos, tipicamente
referida como uma curva trimodal (grafico 1). As diferengas
de prevaléncia entre grupos etarios néo foram tao pronuncia-
das para a TB causada por estirpes simpatricas devido a
gueda da prevaléncia nos muito jovens e idosos e as altera-
coes do pico central. Isso foi traduzido numa tendéncia para
uma curva de distribuigao tipica (padrédo). Essa tendéncia foi
ainda mais acentuada quando o SIT244 foi incluido no grupo
alopétrico.



0€

Quadro 1: [l Caracteristicas dos doentes com tuberculose segundo o genétipo da linhagem M. tuberculosis para os genétipos mais frequentemente observados. it
Genotipo das estirpes’ Caracteristicas dos doentes 8
§z
Spoligotype arvore geradora minima? Sexo masculino (%) MDRTB* (%)  Infecdo VIH® (%) Idade® (média + dp) % g-
H
cc Node  SLV(1) SLV(2) Linhagem (Spoligotype)3  Frequéncia (%) Todos VIH+ VIH- S &
[72]
Todos (n=339) = - - = - 100,0% (339/339) 72,0% (244/339) 9,9% (29/294) = 33,3% (113/339) | 40,42 = 16,84 37,03 £ 10,21 42,12 £ 19,11 2.
o
Alopatrico (n=191) - - - - - 56,3% (191/339) 72,3% (138/191) 2,4% (4/164) 27,2% (52/191) 40,68 + 17,05 37,96 + 10,23 41,70 + 18,92 ®
Simpatrico (n=148) - - - - - 43,7% (148/339) 71,6% (106/148) 19,2% (25/130)  41,2% (61/148) 40,09 + 16,60 36,23 + 10,21 42,79 + 19,51
o
CC1 59,0% (200/339) 75,0% (150/200) 11,5% (20/174) = 33,0% (66/200) 42,00 + 17,43 37,83 + 10,62 44,04 + 19,66 g
SIT42 Euro-Americana (LAM9)  18,0% (61/339) 72,1% (44/61) 3,8% (2/52) 32,8% (20/61) 43,21 + 16,90 38,70 + 8,34 45,41 + 19,560 S
o
SIT150 Euro-Americana (LAM9) 6,0% (20/339) 85,0% (17/20) 0,0% (0/18) 30,0% (6/20) 40,50 + 17,22 39,83 + 16,61 40,79 + 18,08 ‘8
®
SIT20 SIT17 Euro-Americana 24,2% (82/339) 79,3% (65/82) 20,8% (15/72) 36,6% (30/82) 41,85 + 18,45 38,07 + 12,03 44,04 + 21,09 @
(LAM1 66% LAM9 34%) @
SIT389 Euro-Americana 2,9% (10/339) 50,0% (5/10) 0,0% (0/8) 30,0% (3/10) 38,80 + 16,43 32,00 + 3,46 41,71 £ 19,18 %
(LAM2 82% LAM1 11%) m
SIT64 Euro-Americana 3,8% (13/339) 69,2% (9/13) 23,1% (3/13) 30,8% (4/13) 39,46 + 9,20 38,50 + 5,20 39,89 + 10,78 z
(LAM1 66% LAM9 34%) %
Euro-Americana (LAM9) 4,1% (14/339) 71,4% (10/14) 0,0% (0/11) 21,4% (3/14) 44,29 + 21,99 30,67 + 4,04 48,00 + 23,55 @j
o
(=]
CC2 15,3% (52/339) 71,2% (37/52) 4,7% (2/43) 26,9% (14/52) 39,48 + 16,86 39,64 + 11,58 39,42 + 18,57
SIT53 Euro-Americana (T1) 11,5% (39/339) 71,8% (28/39) 3,2% (1/31) 23,1% (9/39) 39,77 + 16,80 38,22 + 7,21 40,23 + 18,82
SIT50 Euro-Americana 3,8% (13/339) 69,2% (9/13) 8,3% (1/12) 38,5% (5/13) 38,62 + 17,72 42,20 + 17,87 36,38 + 18,47
(H377% T1 23%)
@E~N
=
Singletons 25,7% (87/339) 65,5% (57/87) 9,1% (7/77) 37,9% (33/87) 37,37 + 15,06 34,30 + 8,32 39,24 + 17,80 o
SIT244 Euro-Americana 8,8% (30/339) 56,7% (17/30) 71% (2/28) 63,33% (19/30) 34,63 + 9,60 33,63 + 7,95 36,36 + 12,18
(T2 82% T1 18%)
SIT1 Leste-Asiatica (Beijing) 4,4% (156/339) 53,3% (8/15) 0,0% (0/12) 20,0% (3/15) 35,27 + 18,51 31,33 + 6,66 36,25 + 20,56
SIT34 Euro-Americana 3,5% (12/339) 75,0% (9/12) 0,0% (0/11) 25,0% (3/12) 44,33 + 25,45 33,00 + 8,72 48,11 + 28,41
(S78% T1 22%)
SIT1106 Euro-Americana 2,7% (9/339) 55,6% (5/9) 83,3% (5/6) 55,6% (5/9) 36,56 + 13,63 36,60 + 10,74 36,50 + 18,48
SIT47 (LAM9 60% T2 40%) 6,2% (21/339) 85,7% (18/21) 0,0% (0/20) 14,3% (3/21) 39,14 + 11,13 39,00 + 11,00 39,17 + 11,47
Euro-Americana (Haarlem1)
1 A classificagdo alopatrica e simpatria das estirpes de M. tuberculosis foi obtida a partir da comparagéo dos spoligotypes portugueses com a base de dados de spoligotyping internacional SpolDB4 (21) Esta base de dados classifica
as estirpes de acordo com o tipo "Shared international type" (SIT). As estirpes alopatricas incluem estirpes com SITs 42, 150, 17, 53, 50, 1, 34, 47 (n=191) e as estirpes simpatricas incluem aquelas com SITs 20, 64, 389, 244, 1106
(n=148) (n=148).
2 O MIRU-VNTR plus (http://www.miru-vntrplus.org) foi utilizado para analisar dados de spoligotyping dos isolados de M. tuberculosis (22,23) o algoritmo de Kruskal foi utilizado para agrupar em complexos clonais (CC) dados de
SITs, utilizando uma Unica variagé@o de locus, SLV (1), e para gerar uma arvore filogenética.
3 As linhagens de M. tuberculosis foram classificadas segundo o spoligotype. A designacao do spoligotype foi obtida com a ajuda da base de dados SpolDB4 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITdemo) (19.20) ¢ ¢ programa
Spotclust (http://www.rpi.edu/$bennek/EpiResearch ) (21). A designacéo das linhagems, Leste-Asiatica e Euro-Americana resulta da analise de Long Sequence Polymorphism (LSP) (14),
4 0Os dados de resisténcia aos antibioticos estavam disponiveis para 86,7% (294/339) dos casos e foram usados para determinar a percentagem de casos de tuberculose multirresistente (MDRTB) segundo o genctipo de estirpe. J!]i—‘t-lt
5 VIH = infegdo pelo virus da imunodeficiéncia humana. j - .E
6 Aidade em anos expressa como média + dp, dp = desvio padréo. kel Bl e
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Figura 1: [ Andlise filogenética pelo software MIRU-VNTR-plus (http://www.MIRU-VNTRplus.org) (22.23) dos padrées
spoligotype do “subgrupo principal” de 339 casos, 62,0% (339/547), atribuido aos gendtipos predominantes
de M. tuberculosis (SITs).
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A arvore geradora minima (minimum spanning tree) foi calculada de acordo com o algoritmo de Kruskal (Kruskal, 1956).
Os complexos clonais MIRU-VNTRplus (CC) foram obtidos através da variagdo de /locus Unico (SLV), refletindo diferencas
de um Unico espagador entre os spoligotypes.

Tabela 1: [7] Andlise de regresséo logistica' para o “subgrupo principal” de pacientes (n=339)
em relagdo a tuberculose causada por estirpes simpétricas de M. tuberculosis.

Estirpe simpatrica SITs 20, 64, 389, 244, 1106 (n=148)

Estimativa Erro padrao z P Odds Ratio IC Limite inferior IC Limite superior
Constante -14,566 882,743 -0,017 0,987
MDRTB 2155 0,558 3.857 <0,001 *** 8,629 3.191 30,183 " Modelo estatistico: modelo linear generali-
zado, Tuberculose simpadtrica ~ Infegdo VIH
VIH 0,659 0,278 2,365 0,018 * 1,933 1,121 3,355

+ MDRTB + sexo + faixa etaria.

Cdédigos de significancia: 0 “***’ 0,001 “**’
Estirpe simpatricas SITs 20, 64, 389, 1106 (n=118) 0,01 “*" 0,05 0,1’ 1; MDRTB - tubercu-
lose multirresistente.

Estimativa Erro Padrao z P Odds Ratio IC Limite inferior IC Limite superior
As interacdes entre os fatores foram testa-
Constante -14,566 882,743 -0,017 0,987 das, mas, por nao serem significativas, nao
MDRTB 2,250 0,488 4607 <0,001*** 0,487 3,859 26,991 foram incluidas no modelo final. Idade e

sexo nao foram significativos.
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Distribui¢do da frequéncia de TB causada por estirpes simpatricas e alopéatricas de M. tuberculosis, em fungéo

da faixa etaria em individuos VIH-negativos, 68,0% (372/547).
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Grupo etario

Os grupos 1 a 8 representam as categorias de idade em anos de 0 a 4, 5a 14, 15 a 24, 25 a 34, 35 a 44, 45 a 54, 55 a 64, acima de 65, respetivamente.
Diferencas significativas entre os grupos etarios (HSD de Tukey, p<0,01) sdo indicadas por letras minusculas, idénticas quando a mesma relagéo é
obtida; (A) TB causada por estirpes simpatricas, 26,3% (98/372), versus alopatricas, 73,7% (274/372), marcando o desvio em relagdo as curvas de
distribuic@o trimodal usuais; (B) TB causada por estirpes simpatricas, 23,4% (87/372), versus alopatricas, 76,6% (285/372), excluindo as estirpes
SIT244 do grupo simpatrico. Diferencas significativas entre fatores do grupo etario (HSD de Tukey, p<0,01) s@o indicadas por letras diferentes sendo

as mesmas para cada PTSIT (alopatrico e simpatrico).

_Discussao

A TB permanece endémica na populacdo portuguesa, com
maior incidéncia nas grandes areas urbanas. Corroborando
um declinio lento da TB, a média da idade de incidéncia tem
vindo a aumentar (25). De acordo com o0s nossos estudos
anteriores, Portugal aparece como podendo ter uma das
maiores proporcoes globais de estirpes endémicas da fami-
lia spoligotype LAM (16.18) Dados restritos & area metropoli-
tana de Lisboa revelaram uma prevaléncia de 51% da familia
LAM e uma elevada proporgao das subfamilias SIT20 (LAM1)
e SIT42 (LAMY) (16),

Investigamos a significancia estatistica da associacdo entre
estirpes simpatricas e a infecédo pelo VIH, idade, género e
MDRTB utilizando um nivel de andlise genotipica mais estrin-
gente em comparagédo com estudos anteriores (24), através da

definicao de CC a partir dos spoligotypes utilizando o progra-
ma MIRU-VNTRplus. Foi evidenciada uma associa¢ao estatisti-
camente significativa do VIH com o CC contendo o SIT244.
Esta familia de spoligotype nao foi detetada em amostras inde-
pendentes provenientes de varias localizagdes em Portugal.
Além disso, na base de dados internacional SpolDB4 o SIT244
estava representado em numeros elevados em apenas dois
lugares, Portugal e Bangladesh (20:26). A natureza dos lagos
historicos entre estas duas populagbes provavelmente nao
iria resultar numa partilha duradora de caracteristicas genéti-
cas. Estes factos contribuiram para refutar a classificacdo do
SIT244 nas estirpes simpatricas. O SIT244 pode ter resultado
de uma estirpe alopatrica importada que se tornou prevalente
entre pacientes infetados pelo VIH na area metropolitana de
Lisboa. Consequentemente, eliminando o SIT244 do grupo
simpatrico, 0s nossos resultados corroboraram investigagdes
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anteriores em que a TB simpatrica ndo estava associada a in-
fecdo pelo VIH (24). No entanto, foi observada uma associa-
cao estatisticamente significativa da MDRTB com estirpes
simpatricas, independente de haver infegao pelo VIH. As es-
tirpes simpatricas sdo mais propensas a superar as alopatri-
cas na transmisséo ativa da TB (14:24)_ A principal assinatura
LAM no nosso estudo, o SIT20, pertence a subfamilia LAM1
caracterizada pela dele¢cdo RDRio. Nos nossos estudos ante-
riores, a delegdo RDRio foi detetada em cerca de 60% dos
isolados de LAM em Portugal e foi associada a transmissao
de MDRTB (18:27), As estirpes RDRio tém sido associadas a
transmiss&o continua e a uma maior carga bacilar (30.31), Em-
bora a transmissdo ativa de isolados deste estudo ndo tenha
sido avaliada, dados sobre a transmissao ativa de spoligotypes
relevantes para este estudo encontram-se disponiveis noutros
relatos (15.18.27.30) As curvas da prevaléncia da TB em rela-
¢&0 ao grupo etario geralmente mostram uma distribuicéo tri-
modal e s@o Uteis como marcador da evolucdo epidémica da
doenca (25:31). A distribuicao trimodal observada foi acentua-
da no caso dos genodtipos alopatricos (grafico 1A) e mantida
mesmo quando o SIT244 foi incluido nesse grupo (grafico 1B).
No entanto, para a TB causada por estirpes simpétricas, foi
observada a tendéncia para uma distribuicdo normal. Ao que
parece a idade é menos relevante na suscetibilidade as estir-
pes de TB simpatricas altamente transmissiveis.

A TB em idade precoce tem sido atribuida a mutagdes raras
no genoma do hospedeiro responsaveis por caracteristicas
Mendelianas monogénicas (altamente penetrantes) enquanto
em idade avancada atribuida a polimorfismos comuns, tendo
um efeito mais moderado (menor penetrancia) sobre o risco
de doenca clinica. Estas situacbes, no entanto, foram con-
sideradas como as duas extremidades de um espetro conti-
nuo de suscetibilidade genética do hospedeiro. Garantindo
este continuum, encontrariamos um efeito devido a um "gene
principal" (“major gene effect”) (32,33)- De facto, para as estir-
pes simpatricas, a maior estabilidade da relag@o hospedeiro-
-patégeno, caracteristica de populagdes que sobreviveram
a exposicao historica, a atenuacao do pico central e a perda
dos picos nos extremos da distribuicdo etéria trimodal pode-
riam ser sugestivas de determinantes genéticos polimorficos
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mais comuns. Além disso, o efeito de um "gene principal” que
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regeria a relagdo simpatrica hospedeiro-patégeno, sugerido
pelos resultados do nosso estudo, seria concordante com 0s
aspetos que regem a especificidade geografica da variagao
genética humana na Europa (34) e parece particularmente re-
levante para o desenho de estudos futuros.

_Concluséo

A epidemiologia molecular trouxe evidéncia sugestiva da coe-
volucdo hospedeiro-patdgeno na TB permitindo a introdugéo
da ideia de que a resposta imunitaria do hospedeiro pode variar
de acordo com a estirpe de M. tuberculosis que o infeta. Essa
premissa tem importantes implicagdes em termos de saude pu-
blica. A escolha dos determinantes genéticos para definicdo
das relagbes hospedeiro-patogeno simpatricas ou alopatricas
pode afetar os modelos de infecdo e doenga na TB. A questéo
da predisposicao genética do hospedeiro e sua possivel influ-
éncia na duracao dos ciclos de transmissao ativa de TB simpa-
trica que, como vimos, podem estar associados a casos graves
de MDRTB, permanece de grande interesse.
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