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Resumo

ATuberculose (TB) permanece um grave problema de saude ptblica na Co-
munidade dos Paises de Lingua Portuguesa (CPLP). Apesar da ampla varian-
cia da incidéncia daTB nos seus estados-membro e de um fluxo migratorio
continuo entre os paises que integram este grupo, existe uma enorme lacuna
no que diz respeito ao conhecimento da estrutura populacional conjunta do
Mycobacterium tuberculosis ¢ circulagao de estirpes entre estes paises.

Para fazer face a esta necessidade, foi agregado e analisado o maior conjunto
de dados respeitante a diversidade genotipica e resisténcia fenotipica na CPLP
que compreende um total de 1447 isolados clinicos, incluindo 423 isolados
multirresistentes de cinco paises da CPLP.

Por forma a tornar estes dados disponiveis para a comunidade cientifica e auto-
ridades de satide publica, foi desenvolvida a CPLP-TB (disponivel em http://
cplp-tb.ff.ulisboa.pt), uma base de dados disponivel online e provida de aplicati-
vos para analise exploratéria do contetido. Como ferramenta de satde publica,
espera-se que venha a contribuir para um conhecimento mais aprofundado da
estrutura populacional do M. tuberculosis ¢ circulagao de estirpes na CPLP de for-

ma a apoiar a avaliagao de risco e tendéncias especificas para diversos clones.

Palavras Chave:
CPLP, tuberculose, base de dados, epidemiologia, genotipagem.

A tuberculose (TB) afigura-se ainda nos dias de hoje
como um dos mais graves problemas de saide publica
a nivel global. Volvidos mais de 130 anos apos o antn-
cio da descoberta do seu agente etiologico - o Myco-
bacterium tuberculosis, e da indubitavel comprovagao de
que esta se trata de facto de uma doenga infeciosa com
enorme potencial de disseminagao na comunidade, aTB
¢ hoje, ainda, a décima causa de morte a nivel mundial.
Sao aproximadamente 10 milhdes o nimero de novos
casos estimados pela Organizagao Mundial de Satide em
2017, que para o mesmo periodo estima terem ocorri-
do 1.6 milhdes de mortes devido a esta patologia. [1]

Num contexto lusofono, importa destacar a natureza
assimetrica da distribui¢ao desta doencga pelos estados
membros da Comunidade de Paises de Lingua Portu-
guesa (CPLP - https://www.cplp.org). A taxa de in-
cidéncia da TB nestes paises varia desde 20 casos por
cada 100 000 habitantes/ano, em Portugal, e 551 casos
por cada 100 000 habitantes/ano, em Mogambique,
em 2017. Mesmo em Portugal, pais que recentemente
ultrapassou com sucesso o limiar de baixa-intermeédia
incidéncia, ressalva-se a incidéncia elevada quando con-
textualizada com os demais paises da Europa Ocidental
e Unido Europeia no qual esta inserido. [2] Por ou-
tro lado, paises como Angola e Mogambique figuram
atualmente no topo das listas prioritarias da Organiza-
¢ao Mundial de Satide para a TB, infe¢ao HIV/SIDA e
TB multirresistente, com o Brasil a figurar tambem nas

duas primeiras categorias. [1] Mais, a relevancia global
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Abstract

Tuberculosis (TB) remains a major health problem within the Com-
munity of Portuguese Language Speaking Countries (CPLP). Despite
the marked variation in TB incidence across its member-states and
continued human migratory flux between countries, a considerable
gap in the knowledge on the Mycobacterium tuberculosis population
structure and strain circulation between the countries still exists.

To address this, we have assembled and analyzed the largest CPLP M.
tuberculosis molecular and drug susceptibility dataset, comprised by a
total of 1447 clinical isolates, including 423 multidrug-resistant iso-
lates, from five CPLP countries.

To make this data available to the scientific community and public
health authorities we developed CPLP-TB (available at http://cplp-
tb.ff.ulisboa.pt), an online database coupled with web-based tools for
exploratory data analysis. As a public health tool, it is expected to
contribute to improved knowledge on the M. tuberculosis population
structure and strain circulation within the CPLP, thus supporting the

risk assessment of strain-specific trends.

Key Words:
CPLP, tuberculosis, database, epidemiology, genotyping.

da CPLP tem vindo paulatinamente a angariar interesse
global dada a sua dimensao e numero de habitantes que
conjuntamente alberga: 10 742 000 Km” de area terres-
tre contendo cerca de 258 466 109 habitantes.

Além do denominador comum da lusofonia, o passado
historico partilhado pelos seus estados-membro geram
um sistema migratorio associado a um fluxo humano
que pode servir de base para a disseminagao de clones
de M. tuberculosis endémicos de regides especificas, mas
que, ndo obstante esse facto, podem gerar casos secun-
darios fora dessas mesmas regides funcionando este
mesmo sistema migratorio como veiculo de transmis-
sao intra e intercontinental de estirpes a paises extra-
-CPLP. [3]

Neste contexto, a vigilancia epidemiologica com recur-
so a metodos moleculares de tGltima geragao oferecem a
possibilidade de estudar a transmissao e expansao clonal
de estirpes na comunidade. Varios métodos baseados
na caracterizagao de elementos repetitivos no genoma
do M. tuberculosis foram desenvolvidos e mais recente-
mente a sequenciagao de ultima geragdao tem vindo a
fornecer um poder discriminatorio insuperavel. [4] Em
Portugal, a epidemiologia molecular da TB tem vindo
a ser estudada desde o principio dos anos 90 no Labo-
ratorio de Micobacteriologia Molecular da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Lisboa em colaboragio
com o Instituto de Higiene e MedicinaTropical. [5, 6] A
perspetiva molecular que tem vindo a ser obtida tem-se

mostrado especialmente importante na compreenséo



da disseminagao e emergéncia da resisténcia em Por-
tugal. A FFUL/IHMT tem contudo vindo tambeém a
desenvolver esfor¢os na caracterizagao de estirpes cli-
nicas oriundas de paises africanos de lingua portuguesa,
tendo em 2016 publicado o primeiro estudo relativo a
diversidade genetica de estirpes em Angola. [7]

Recentemente, e através de colaboracoes estabelecidas
com o Brasil de onde se destacam a Universidade Fe-
deral do Rio Grande e o Centro de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico do Rio Grande do Sul, foi pos-
sivel efetuar o primeiro estudo comparativo envolven-
do cinco paises ao nivel da CPLP. [8] No estudo refe-
rido foi possivel identificar seis clusters transnacionais
que apoiam a expansao clonal entre estados-membro
da CPLP. De facto, a estrutura populacional observada
aparentemente reflete o passado historico que envolve
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este grupo de paises e o fluxo humano no espago luso-
fono ao longo dos ultimos seculos e que se reflete na
elevada prevaléncia de estirpes da familia Latin American
and Mediterranean (LAM). [9]

Neste contexto, e uma vez que se trata de um tipo de
estudo que requer uma monitorizagao continua e um
veiculo eficaz de disseminacao do conhecimento gera-
do, foi desenvolvida a primeira plataforma online que
funciona como base de dados e aplicativo para a analise
da disseminagao e da diversidade genetica do M. tuber-
culosis no contexto lusofono (CPLP-TB, disponivel em
http://cplp-tb.ff.ulisboa.pt). Implementada na lingua-
gem R/Shiny, a CPLP-TB dispoe de varios aplicativos
que permitem analisar os dados ai depositados (Figura
1). Estes aplicativos vao desde a vista de tabela, passan-
do pela construgao de graficos e mapa coropletico ate a
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A base de dados CPLP-TB encontra-se disponivel em http://cplp-tb.ff.ulisboa.pt e alberga diferentes aplicativos para analise exploratéria de dados. A

pagina inicial da CPLP-TB (painel A) apresenta um menu com ligagGes para varias paginas com informagdo acerca da base de dados, incluindo descri¢do

quantitativa e instrugdes acerca do modo de submissdo de dados na CPLP-TB. Nesta mesma pagina de entrada existe um link para aceder a base de

dados e respetivos aplicativos que se encontram organizados numa barra lateral com diversos filtros e seis separadores: vista de tabela (painel B), que

permite visualizar cada isolado clinico e respetivas caracteristicas num formato tabular; vista de graficos (painel C), que apresenta vdrias estatisticas e

contagens agregadas de acordo com os filtros selecionados e apresentadas em formato grafico; vista de mapa, que mostra sob a forma de um mapa

coroplético interativo a distribuigdo dos isolados por pais; vista de dendrograma MIRU-VNTR (painel D) que permite visualizar um dendrograma basea-

do em MIRU-VNTR de 24-/oci das estirpes selecionadas de acordo com os filtros selecionados no painel lateral conjuntamente com informag&o acerca

da suscetibilidade a diversos antibacilares; vista de dendrograma de spoligotyping, semelhante ao anterior mas baseado em spoligotyping; e, vista de

arvore filogenética baseada em SNPs a escala gendmica de todos os isolados clinicos sequenciados e que se encontram na CPLP-TB, sendo realgados

aqueles que sdo selecionados através da barra lateral.

Figura 1
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construgao de dendrogramas. O acesso ¢ livre e o uti-
lizador pode implementar diversos filtros (pais de ori-
gem, resisténcias, clades filogeneticos, etc.) que ime-
diatamente tém reflexo nos dados que sao apresenta-
dos. Presentemente, a CPLP-TB alberga 1447 isolados
clinicos oriundos de 5 paises distintos (Angola, Brasil,
Guine-Bissau, Mogambique e Portugal) dos quais 1239
isolados se encontram genotipados por spoligotyping,
802 por MIRU-VNTR de 15-loci e 381 por MIRU-V-
NTR de 24-loci. [8]

Nesta primeira fase de implementa¢do, a CPLP-TB
encontra-se especialmente orientada para a analise de
marcadores moleculares classicos, i.e., aqueles que nao
envolvem sequenciagdo genomica. A medida que se
transita para a tipagem molecular baseada na sequencia-
¢ao genomica de tltima geragao, espera-se que a CPLP-
-TB tenha um papel primordial neste processo. A isto se
deve o facto de atualmente ser impossivel obter perfis
de MIRU-VNTR a partir das sequéncias geradas pelas
tecnologias de sequenciagao mais usuais. O mesmo nao
acontece com o Spoligotyping, mas existe atualmente
no conjunto da CPLP um enorme manancial de dados
genotipicos baseados em MIRU-VNTR cuja articulagao
e ligagdo com dados genomicos podera ser perdida se
nao se puder associar perfis genotipicos baseados em
MIRU-VNTR a perfis genomicos baseados em poli-
morfismos de base tnica (SNP, Single Nucleotide Polymor-
phism). Tal associagdo permitira uma retrocompatibili-
dade que, ainda que parcial, sera altamente importante
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na avaliagdo da tendéncia da prevaléncia de clones espe-
cificos bem como na avaliagao do impacto obtido atra-
ves de diferentes politicas de satide, neste caso concreto
aplicadas ao controlo e gestao programatica da TB.
Além do seu funcionamento como base de dados, a
CPLP-TB surge também como uma rede de colabo-
ragao que pretende integrar diversos laboratorios que
atuam na vigilancia epidemiologica e estudos de diver-
sidade genctica e evolugao do M. tuberculosis. Funda-
mentalmente, a missaio da CPLP-TB é fomentar uma
nova base de trabalho colaborativa cujos principais ob-
jetivos assentam na: i) cataloga¢ao da diversidade do M.
tuberculosis ¢ disseminagdo de dados de epidemiologia
molecular; ii) facilitar a comparagao inter-laboratorial
de dados genotipicos; iii) permitir o rastreamento de
estirpes na CPLP; e, iv) promover a investigagao funda-
mental e aplicada em estirpes clinicamente relevantes.
Neste Gltimo aspeto destaca-se o facto de a CPLP-TB
ter capacidade para efetivamente promover a investigagao
envolvendo estirpes clinicamente relevantes, por oposi¢ao
a estirpes laboratoriais, uma vez que a CPLP-TB se encon-
tra associado um biobanco de estirpes clinicas distribuido
pelos seus laboratorios associados e cujos dados fenotipicos
e genotipicos se encontram depositados na CPLP-TB.
Futuramente, a CPLP-TB permitira integrar dados geno-
micos obtidos por sequenciagao de ultima geragao, bem
como se pretende que venha a incorporar uma pipeline
analitica para dados genomicos que assegurara uma com-
paragao padronizada de estirpes oriundas da CPLP.
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