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A Vigilancia Laboratorial da Tuberculose (TB) em Portugal, tem tido ao longo dos tempos alguns avancgos e recuos, ndo
permitindo, até a data, o estabelecimento de uma rede de vigilancia ativa, continua e representativa do panorama nacional. O
primeiro impulso para a sua constituicdo surgiu na sequéncia do desenvolvimento do Programa Global da Vigilancia da
Resisténcia aos Antibacilares, proposto em 1994 pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e a IUATLD (International Union
Against Tuberculosis and Lung Disease) [1]. Em Portugal, este Programa foi iniciado em 2020 sob responsabilidade conjunta do
Ndcleo de Tuberculose e Doengas Respiratérias da Dire¢do-Geral da Saude (DGS) e do Laboratdrio de Tuberculose e
Micobactérias do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) [2]. Divulgado pela Circular Normativa n2 9/DT de
29 de maio de 2000 da DGS [3], e funcionando como complemento e em articulagdo com o SVIG-TB, o sistema de Vigilancia da
TB da DGS, iniciou-se o ViglLab-TB, um sistema de base laboratorial, assente na rede de todos os laboratdrios nacionais que, a
data, executavam testes de sensibilidade aos antibacilares de 12 linha. Este sistema de vigilancia teve como objetivo inicial
conhecer e monitorizar o padrdo de resisténcia das estirpes do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) em Portugal e,
assim, identificar grupos populacionais, nos quais existe um risco acrescido de transmissdo de TB multirresistente (TB-MR).
Neste contexto, foram publicados os resultados da atividade da rede ViglLab-TB [4] e divulgadas informacdes periddicas até a
sua suspensdo em 2006. No dia 23 de marco de 2013, e no ambito das comemorac¢des do Dia Mundial da Tuberculose (I
Simpdsio de Tuberculose — Perspetiva epidemioldgica da tuberculose em Portugal e novos testes de diagndstico), o INSA
reativou o sistema ViglLab-TB [5]. Na sua nova versdo, este sistema, para além de pretender permitir monitorizar os padrdes
de resisténcia das estirpes de MTC que circulavam na regidao, propunha usar os resultados de genotipagem de todos os isolados
de TB-MR com o objetivo de estabelecer possiveis ligagdes entre estes casos mais graves, e identificar estirpes prevalentes que
estariam em circulagdo em Portugal. Desta colaboragdo resultou, apds uma reunido em novembro de 2016 (Il Simpdsio de
Tuberculose “Redes de Vigilancia e Vigilancia Laboratorial”) [6], um relatério cientifico divulgado pelo INSA em nome de toda
a rede laboratorial integrante.

Em 2019, e com a disseminagdo dos métodos de sequenciacdo gendmica de nova geracdo, o Laboratdrio de
Tuberculose e Micobactérias (atualmente, Laboratdrio Nacional de Referéncia de Micobactérias, LNR-TB), implementou
metodologias baseadas em sequenciagdo do genoma total (WGS, whole genome sequencing) para efetuar, de forma
sistematica e rotineira, a previsdao de resisténcias [7] e vigilancia molecular dos casos de TB-MR [8] em articulacdo com as
Autoridades de Saude. Nos anos subsequentes, e adjuvado pelos anos da pandemia COVID-19, o LNR-TB, embora tenha
continuado a sua missdo como observatdério nacional, ndo publicou formalmente relatdrios, tendo, no entanto, contribuido
sempre para a publica¢do do relatério de monitorizagdo anual da DGS na vertente da vigilancia dos casos de TB-MR.

Pretende-se, agora, apresentar um sistema de vigilancia mais robusto, com possibilidade de ser alargado a todas as
estirpes de MTC isoladas em Portugal e divulgar a informagdo obtida de uma forma peridédica e mais abrangente. Este relatério
pretende ser o primeiro de uma série de relatérios de monitorizagdo de padrdes/detecdo de resisténcia e proximidade das
estirpes de MTC circulantes em Portugal. Desde ja assumimos o viés de termos trabalhado apenas as estirpes enviadas e
isoladas no LNR-TB durante o periodo em andlise (2020-2022), mas estamos confiantes de ter iniciado um sistema mais

dindmico que contara e serd alimentado por todos os laboratérios da rede nacional de laboratdrios de TB.
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1. Enquadramento

A TB continua a ser um dos principais problemas de saude publica mundial. Nos ultimos anos devido a pandemia
COVID-19, embora se tenha verificado um retrocesso em alguns indicadores, resultado da diminui¢do do acesso dos doentes
aos servicos de salde e da disrupgao dos servicos de saude, dados da OMS estimam que 10.6 milhdes de pessoas adoeceram
em 2021, um aumento de 4.5% em relagdo a 2020. A taxa de incidéncia (novos casos de TB por 100000 habitantes/ano) teve
também um aumento de 3.6% entre 2020 e 2021 [9].

O relatério do ECDC (European Centre for Disease Control and Prevention) [10], descreve uma queda acentuada (24%)
nos casos notificados de TB (casos novos e reincidentes) entre 2019 e 2020, e aponta a diminui¢do da detecgao e notificacdo
de casos como resultado das medidas sociais e de satide publica introduzidas pelos paises em resposta a pandemia COVID-19.
Apesar dos possiveis problemas de subdiagndstico e subnotificagdo, em 2020, foram notificados 163602 casos incidentes na
regido europeia. Os padrdes e tendéncias epidémicas sdo diversos, com alguns paises da Unido Europeia/Area Econémica
Europeia aproximando-se dos niveis de baixa incidéncia (menos de 10 por 100.000 habitantes), enquanto se mantém nove dos
30 paises com a maior taxa de TBMR do mundo (Europa oriental e Federagdo Russa).

Em Portugal, de acordo com o ultimo Relatdrio da Vigilancia e Monitorizagdo da Tuberculose publicado em 2023 pela
DGS [11], em 2021, foram notificados 1513 casos de TB, um ligeiro aumento relativo a 2020, ano em que a pandemia chegou
a0 nosso pais, em que foram notificados 1.465 casos. A taxa de incidéncia (nimero de novos casos), acompanhou, no entanto,
a tendéncia decrescente, sendo em 2021, de 13,5 por 100 mil habitantes. A mediana de dias até ao diagndstico manteve a
tendéncia crescente, o que resulta num diagndstico mais tardio da doenga e, consequentemente um possivel aumento de
casos secunddrios, sendo mais uma vez apontada, como a principal causa do agravamento destes indicadores, a falta de
acessibilidade aos cuidados de salde, em consonancia com os dados apresentados pelo ECDC e pela OMS. Os distritos do
Porto e de Lisboa mantém-se como os distritos com maior incidéncia de TB, com, respetivamente, taxas de notificacdo de
21,2/100.000, e 23,5/100.000 habitantes.

Em 2021, 75,4% do total de casos confirmados apresentaram resultado de teste de suscetibilidade aos antibacilares
de 12 linha [11]. A resisténcia a isoniazida em conjunto com outras resisténcias (qualquer) ou isolada (monoresisténcia) ocorreu
em 5,1% e 2,8% dos casos, respetivamente. Dos 12 casos de TB-MR, 7 (58,3%) eram nascidos em Portugal e 10 casos (83,3%)
eram casos sem tratamento prévio para tuberculose, o que indica a existéncia de transmissdo das estirpes resistentes na

comunidade. N3o se verificou nenhum caso de tuberculose extremamente resistente.
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2. Resultados

A confirmacdo bacterioldgica da TB é essencial para a monitorizagdo da doenca e para o conhecimento do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos, pelo que devem ser sempre solicitadas analises laboratoriais auxiliares ao diagndstico. De
acordo com os dados atuais do relatério da DGS [11], em 2021 foram confirmados (casos de TB com cultura positiva para MTC
ou exame direto e teste de amplificagdo de acidos nucleicos positivos) 862 casos de TB (57% do numero total de casos), 366
casos foram classificados como provaveis (caso de TB exame direto positivo ou teste de amplificagdo de acidos nucleicos
positivo ou exame anatomopatoldgico compativel) e 285 (18.7%) casos como possiveis (caso de TB apenas com critérios clinicos

e/ou imagioldgicos e sem resultados laboratoriais).

2.1. Caracterizagcao da amostragem

Durante o periodo de 01/01/2020 a 31/12/2022, foram enviadas ao LNR-TB do INSA 10033 requisi¢des clinicas

correspondentes a 6986 utentes e 15324 amostras bioldgicas (Tabela 1).

Tabela 1 | Numero de requisi¢des, amostras e utentes enviadas ao LNR-TB durante o periodo de 01/01/2020
a31/12/2022.

Ano # de requisices # de amostras # de utentes
2020 3279 4782 2403
2021 3309 5164 2167
2022 3445 5378 2416
TOTAL 10033 15324 6986

As caracteristicas demograficas e origem geografica das amostras estao representadas na Tabela 2 e Figuras 1 e 2. Tal
como esperado, a maioria dos doentes é do sexo masculino (com uma propor¢do média M/F de 1,5/1) e a doenga ocorre

maioritariamente nas faixas etarias entre os 40 e os 65 anos.
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Figura 1 | Distribuicdo do nimero de utentes por género e regido de Saude.
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Figura 2 | Distribuigdo do niumero de utentes por faixa etdria e regido de Saude, estudados no LNR-TB no periodo de 2020-2022. Desc. —
Desconhecido.




| Distribuicdo do numero de utentes por Grupo etario, género e regido de Saude no periodo de 01/01/2020 a 31/12/2022.

Regido de Saude

Grupo etirio  Género LVT NORTE CENTRO ALENTEJO ALGARVE RA-ACORES RA-MADEIRA | TOTAL
M 9 2 5 0 7 0 0 23
[0-5[ F 4 4 2 0 3 0 0 13
M 4 3 0 1 3 0 0 11
(5100 F 8 3 1 0 3 1 0 16
M 7 0 1 0 1 2 0 11
[10-15[ F 6 2 1 0 1 1 0 11
Desc 0 1 0 0 0 0 0 1
M 30 5 2 1 5 3 0 46
15-20( F 26 5 0 0 3 0 0 34
M 84 17 5 5 2 9 0 122
[20-25[ F 69 10 3 3 3 6 0 94
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
M 127 19 5 9 6 10 0 176
[25-30[ F 79 13 1 3 6 4 0 106
Desc. 4 0 0 0 0 0 0 4
M 152 36 3 9 5 13 0 218
[30-35[ F 110 14 4 2 5 12 0 147
Desc. 1 0 0 0 0 1 0 2
M 112 40 7 5 9 15 0 188
[35-40( F 99 29 2 5 9 4 0 148
M 173 40 6 14 10 21 0 264
[40-45[ F 135 21 1 8 10 0 180
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
M 270 64 9 15 19 26 0 403
[45-50[ F 156 34 3 5 13 12 0 223
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
M 248 59 11 9 15 20 0 362
[50-55[ F 155 25 5 4 9 12 0 210
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
M 284 66 9 5 13 18 0 395
[55-60[ F 186 33 5 6 11 10 0 251
Desc 1 0 0 0 0 0 0 1
M 243 63 9 7 34 33 0 389
loneal F 164 35 7 5 18 15 0 244
M 225 51 9 15 27 22 0 349
[65-70( F 162 19 5 7 14 10 0 217
M 252 48 8 5 20 19 0 352
el F 157 27 10 3 13 13 0 223
M 214 23 8 5 14 9 0 273
(75-80( F 121 23 4 4 10 11 0 173
M 141 26 10 5 13 9 0 204
[80-85[ F 99 27 5 1 4 7 0 143
Desc 1 0 0 0 0 0 0 1
M 9% 23 8 7 5 6 0 145
(85-100( F 77 15 5 2 1 5 0 105
M 120 82 39 1 13 64 3 322
Desc. F 70 19 16 0 11 43 0 159
Desc. 7 1 1 0 3 2 0 14

LVT NORTE CENTRO ALENTEJO ALGARVE RA-ACORES RA-MADEIRA

Total de utentes por
regiao
M — Masculino; F — Feminino; Desc. — Desconhecido; LVT — Lisboa e Vale do Tejo; RA — Regido Autonoma

4692 1027 235 173 369 478 3
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2.2. Resultados laboratoriais

Durante o periodo em analise, o LNR-TB realizou um total de 10557 andlises (pesquisa de BAAR, bacilos alcool-acido
resistentes; isolamento em cultura em meio sélido e liquido; pesquisas moleculares; identificacdo de culturas; testes de
suscetibilidade a antibidticos, TSA) em 15324 amostras bioldgicas/estirpes. Globalmente obteve-se uma taxa de positividade
por utente de ~30% por ano (Tabela 3). Na Figura 3, apresenta-se a proporg¢do de resultados positivos e negativos por utente,
ano de diagndstico e regido de saude para as principais metodologias analiticas efetuadas por rotina para diagndstico de TB.
Como se pode verificar, analisando os dados globais nacionais, a taxa de positividade mantém-se relativamente constante
durante os anos em analise, com 7,3% de resultados positivos para BAAR, 15,3% de PCR positivos para MTC, 9,6% de

isolamentos de MTC em culturas em meio liquido e 8,2% de isolamentos em culturas em meio sélido (Figura 3 e Tabela 3).

Tabela 3 | Nimero testes efetuados no LNR-TB por ano.

Pesquisa de BAAR PCR Cultuta e.m meio Cultura' ?m meio 1D complexo.M. TSA Total de Positivos
Ano (#pos/#testes) (#pos/#testes) pasice D CLL (#testes) | /total de utentes
(#pos/#testes) (#pos/#testes) (#pos/#testes)
2020 104 / 1440 168 / 1026 73 /916 85 /1432 392 /433 259 541 /2403
(7,2%) (16,4%) (8,0%) (5,9%) (90,5%) (22,5%)
2021 117 / 1415 204 / 1260 134 /1138 136/ 1410 385 /392 241 563 /2167
(8,3%) (16,2%) (11,8%) (9,7%) (98,2%) (26,0%)
2022 111/ 1696 169 /1248 124 / 1386 148 / 1682 386 /398 247 507/ 2416
(6,5%) (13,5%) (9,0%) (8,8%) (97,0%) (21,0%)
TOTAL 332 /4551 541 /3534 331/ 3440 369/ 4524 1163/ 1223 747 1611/ 6986
(7,3%) (15,3%) (9,6%) (8,2%) (95,1%) (23,1%)

Os valores entre parenteses correspondem a percentagem de testes positivos. BAAR — bacilos alcool-acido resistentes; PCR —
teste de amplificagdo de acidos nucleicos (TAAN); ID — identificagdo; TSA — teste de suscetibilidade aos antibacilares.
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Figura 3 | Propor¢do de positivos/negativos dos testes laboratoriais efetuados no NLR-TB por regido de Saude, no periodo de 2020-2022.
Os valores percentuais acima de cada barra correspondem ao total de positivos por teste no periodo em estudo. A regido da
Madeira ndo se encontra representada no grafico por apresentar apenas 3 pedidos de analise para identificagdo de micobactérias
ndo tuberculosas. BAAR — bacilos alcool-acido resistentes; PCR — teste de amplificagdo de acidos nucleicos (TAAN); ML — cultura
em meio liquido; MS — cultura em meio sélido; ID — identificagdo do complexo M. tuberculosis.
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3. Genotipagem

No decorrer de 2016, o INSA deu inicio a um processo de transicdo metodoldgica de genotipagem de estirpes de MTC.
Metodologias baseadas na analise de MIRU-VNTR (Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number tandem repeat)
foram gradualmente sendo substituidas por tecnologias de sequenciagdo de nova geragdo (NGS — Next-generation sequencing),
nomeadamente a sequencia¢do do genoma total (WGS — whole genome sequencing). Esta transicdo permitiu aumentar a
sensibilidade das metodologias laboratoriais de vigilancia molecular das estirpes de MTC, uma vez que, atualmente, a
genotipagem de MTC tira partido de informacdo a escala do genoma [8]. Tendo em conta as inUmeras vantagens do WGS, e
tendo como principal objetivo uma vigilancia robusta e integrada dos casos de TB-MR, procedemos a uma analise retrospetiva
de todas estirpes de MTC resistentes desde 2013. Adicionalmente, esta metodologia permite extrair, em paralelo, dados
genéticos associados a previsdo de resisténcia aos antibacilares, tanto de 12 como de 22 linha [7]. Desta forma, uma Unica
analise permite, simultaneamente, fornecer, de forma mais rapida e alargada, resultados de possiveis resisténcias aos Clinicos
e sinalizar potenciais relacGes filogenéticas entre estirpes (i.e., possiveis casos de transmissdo, surtos, clusters ou cadeias de
transmissdo ao longo do tempo) as Autoridades de Salde. Esta abordagem é realizada no LNR-TB de forma rotineira desde
2019 para todos os casos de TB-MR, sendo que, a partir de 2023, o LNR-TB pretende que o seu uso seja alargado para incluir
as amostras de todos os casos de TB enviadas para diagndstico.

Neste contexto, a amostragem aqui apresentada (N=516) inclui todas as estirpes de TB-MR de 2013 a 2022, estirpes
analisadas em contextos de projetos de investigacao, estirpes enviadas para investigacdao de potenciais surtos ou casos de
transmissdo e todas as estirpes de 2022 enviadas ao LNR-TB para o diagnostico de confirmagdo do caso de TB. Na Tabela 4
apresenta-se uma descri¢do sumadria das caracteristicas demograficas dos doentes e resultados microbiolégicos das estirpes
analisadas, e na Figura 4 apresenta-se a filogenia global desta amostragem. Espelhando os dados laboratoriais do LNR-TB,
também este dataset se encontra enriquecido de estirpes provenientes de doentes do género Masculino (70,0%), nas faixas
etarias dos 40 aos 60 anos (46,1%) e residentes na Area Metropolitana de Lisboa (63,8%). Relativamente aos perfis de

resisténcia/suscetibilidade aos antibacilares, 43,4% das estirpes apresentam no minimo uma resisténcia.
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Tabela 4 | Descrigdo da amostragem analisada por WGS a data de publicagdo do presente relatério.

Ano de diagndstico
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 | Total
Género
M 3 9 74 22 22 21 26 36 14 12 122 361
F 1 4 35 3 7 10 13 11 9 3 59 155
Grupo etario
[0-5] 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 3
[10-15] 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 3
[15-20[ 0 1 1 0 1 0 1 3 0 0 2 9
[20-25[ 0 2 6 1 4 1 2 1 2 1 7 27
[25-30[ 1 1 4 2 1 1 1 3 1 1 11 27
[30-35] 0 2 6 1 0 3 2 4 1 1 16 36
[35-40[ 0 1 12 3 2 2 3 3 1 1 8 36
[40-45] 0 3 20 5 7 1 6 5 6 0 16 69
[45-50[ 1 1 19 0 3 1 1 6 2 3 27 64
[50-55[ 0 2 12 4 5 4 2 4 2 2 18 55
[55-60[ 0 0 7 4 1 6 5 3 5 0 19 50
[60-65[ 1 0 5 2 3 2 3 0 0 3 19 38
[65-70[ 0 0 7 0 1 0 2 2 0 0 10 22
[70-75] 0 0 0 0 1 1 2 1 1 1 10 17
[75-80[ 0 0 3 1 0 0 0 3 0 0 4 11
[80-85[ 0 0 4 0 0 0 2 1 0 0 5 12
[85-100] 0 0 1 0 0 2 2 1 0 1 5 12
Desc. 1 0 2 2 0 5 2 6 2 1 4 25
Regido de Residéncia
Alentejo 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 12 14
Algarve 0 0 0 1 0 0 0 1 3 0 2 7
AML 0 8 97 13 14 12 14 17 14 7 133 329
Centro 0 1 3 1 4 0 3 9 0 4 22 47
Norte 4 4 9 9 11 18 21 19 5 4 6 110
RA-Madeira 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 3
RA-Agores 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6
Perfil de resisténcia
MDR-TB 0 8 17 16 14 8 8 6 11 7 7 102
Pré-XDR-TB 0 5 4 3 3 3 12 1 5 4 1 41
RR-TB 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 2 7
HR-TB 0 0 9 0 1 6 0 4 5 1 18 44
Outros 0 0 10 0 2 0 1 2 0 0 15 30
Sensivel 4 0 69 6 9 14 18 30 2 2 138 292

M — Masculino; F — Feminino; Desc. — Desconhecido; AML — Area metropolitana de Lisboa; RA — Regido Auténoma; MDR-TB —
Tuberculose multirresistente; Pré-XDR-TB — Tuberculose pré-extensivamente resistente; RR-TB — Tuberculose resistente a
rifampicina; HR-TB — Tuberculose resistente a isoniazida; Outros — estirpe de MTC com qualquer resisténcia além das descritas.
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Filogenia global de todas as estirpes do complexo Mycobacterium tuberculosis sujeitas a sequencia¢do do genoma total no LNR-
TB (N=516). A arvore filogenética (MST, minimum spanning tree) foi gerada a partir dos sitios varidveis (SNPs, single nucleotide
polimorphisms) partilhados por todas as estirpes em relagdo ao genoma de referéncia de M. tuberculosis H37Rv (N=24052
posi¢des). Cada né da arvore corresponde a uma ou a um conjunto de estirpes, estando destacado por cores (A) as diferentes
linhagens, (B) o ano de diagndstico, (C) a regido de Saude e (D) o perfil de resisténcia observado. Para efeitos de visualizacdo,
todas as estirpes que apresentam uma distancia até 24 SNPs foram colapsadas num mesmo né da arvore, de forma a destacar
clusters genéticos. LVT — Lisboa e Vale do Tejo; RA — Regido Auténoma; MDR-TB — Tuberculose multirresistente; Pré-XDR-TB —
Tuberculose pré-extensivamente resistente; RR-TB — Tuberculose resistente a rifampicina; HR-TB — Tuberculose resistente a
isoniazida; Outros — Tuberculose com qualquer resisténcia além das descritas.

Na Figura 5 destacam-se as relagGes filogenéticas entre todas estirpes associadas a casos de TB-MR (N=150).

Maioritariamente, as estirpes pertencem a linhagem 4 (82,7%), em particular as sub-linhagens 4.3.4.2. (36,0%) e 4.3.4.1

(16,0%), seguido da linhagem 2 (14,7%) (Figura 4A e 4D). De acordo com a nova definigdo da OMS [12], desde 2013 que ndo é

diagnosticado nenhum caso de XDR-TB em Portugal. No entanto, continuamos com casos resistentes a maioria dos grupos de

antibidticos usados no tratamento de 22 linha (Figura 5B), nomeadamente as fluoroquinolonas e aminoglicosideos em

simultaneo (13,3%), que classificariam os casos como XDR de acordo com a definigdo antiga. Verifica-se uma tendéncia

decrescente no nimero de casos de TB-MR, com uma reduc¢do média de 2%/ano de 2013 para 2022. A maioria dos casos de

TB-MR (58,7%) ocorre na regido de LVT, seguido da regido Norte (20,7%). Destaca-se a existéncia de quatro grandes clusters

moleculares (constituidos por sete a 19 estirpes) que incluem doentes com caracteristicas demograficas variadas e estirpes
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com diferentes perfis de resisténcia. E importante reforcar a necessidade de relacionar os dados moleculares com links
epidemioldgicos entre os doentes, de forma a excluir possiveis eventos de transmissdo (que estariam, em alguns casos, a

acontecer desde 2013) ou se se tratam efetivamente de estirpes de MTC multirresistentes persistentes.
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Figura 5| Filogenia global de todas as estirpes associadas a tuberculose multirresistente sujeitas a sequenciagdo do genoma total no LNR-
TB (N=150). A arvore filogenética (MST, minimum spanning tree) foi gerada a partir dos sitios varidveis (SNPs, single nucleotide
polmorphisms) partilhados por todas as estirpes em relagdo ao genoma de referéncia de M. tuberculosis H37Rv (N=9046
posi¢des). Cada nd da arvore corresponde a uma ou a um conjunto de estirpes, estando destacado por cores (A) o perfil de
resisténcia observado, (B) perfil de resisténcia alargado, (C) o ano de diagndstico e (D) a regido de residéncia de cada um dos
doentes. Para efeitos de visualizagdo, todas as estirpes que apresentam uma distancia até 12 SNPs foram colapsadas num mesmo
né da drvore, de forma a destacar clusters genéticos com possiveis relagdes epidemiolégicas. LVT — Lisboa e Vale do Tejo; RA —
Regido Autonoma; MDR-TB — Tuberculose multirresistente; Pré-XDR-TB — Tuberculose pré-extensivamente resistente; RR-TB —
Tuberculose resistente a rifampicina; STR — estreptomicina; INH — isoniazida; RIF — rifampincia; EMB — etambutol; PZA —
pirazinamida; FQ — fluoroquinolonas; MOX — moxifloxacina; OFLO — ofloxacina; LEVO — levofloxacina; CIPRO — ciprofloxacina; AG
—aminoglicosideos; AMK —amicacina; KM — canamicina; CAP — capreomicina; ETH — etionamida; PAS — acido para-amino salicilico.
CYCLO - cicloserina. Outros — outros perfis de resisténcia MDR.
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Para cumprir os objetivos de alargar a vigilancia molecular a todos os casos de TB (sensiveis e resistentes) que circulam
em Portugal, procedemos a uma analise de possiveis relagdes filogenéticas de todas as estirpes de MTC isoladas no LNR-TB em
2022, num contexto de confirmagdo diagnodstica inicial do caso de TB. Foram identificados 35 clusters moleculares cujas
principais caracteristicas se encontram descritas na Figura 6. Embora alguns destes clusters, com menor numero de casos
(Figura 6B, clusters 16, 17, 18, 21, 26, 27, 28, 31, 33, 34 e 35), tenham surgido apenas em 2022, existem clusters que remontam
a 2013 (Figura 6B, clusters 10 e 14) verificando-se, por isso, uma grande diversidade de possiveis contextos epidemioldgicos
ao longo dos anos (intervalo de tempo desde o primeiro e o Ultimo caso entre zero e 3375 dias, Figura 6B) que seria importante
esclarecer. Uma vez mais, é fundamental que a analise destes dados seja suportada por informacao epidemioldgica que ajude

a clarificar se estamos perante cadeias de transmissao efetivas ou de persisténcia de determinadas linhagens de estirpes em

circulagao.
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Figura 6 | Andlise de clusters genéticos com possiveis relagdes epidemioldgicas contendo estirpes com data de diagndstico no ano de 2022.
(A) Arvore filogenética global (MST, minimum spanning tree) de todas as estirpes sujeitas a sequencia¢do do genoma total no
LNR-TB coloridas por ano de diagnédstico. (B) Distribuicdo temporal dos clusters com potencial relacdo epidemioldgica,
envolvendo estirpes de 2022, com destaque para os perfis de resisténcia, regido de ocorréncia e género do doente. M —
Masculino; F — Feminino; AML — Area metropolitana de Lisboa; RA-A — Regido Auténoma dos Agores; MDR-TB — Tuberculose
multirresistente; Pré-XDR-TB — Tuberculose pré-extensivamente resistente; RR-TB — Tuberculose resistente a rifampicina; HR-TB
— Tuberculose resistente a isoniazida; Outros — Tuberculose com qualquer resisténcia além das descritas.
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4. Consideragdes finais

Apesar de ser uma doenga de notificagdo obrigatdria, de base clinica, a confirmagdo bacterioldgica da TB é essencial
para a monitorizagdo da doenca e para o conhecimento do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, pelo que devem ser

sempre solicitadas analises laboratoriais auxiliares e que permitam a confirmacdo diagndstica.

A transicao metodoldgica da genotipagem de estirpes de MTC para tecnologias de sequenciacdo de nova geragao
permitiu aumentar a sensibilidade das metodologias de analise molecular e assim fazer uma vigilancia laboratorial mais robusta
e integrada dos casos de TB-MR. O LNR-TB tem agora como objetivo que esta abordagem, realizada de forma rotineira desde
2019 para diagndstico de resisténcia e detegdo de relagdes filogenéticas entre as estirpes em todos os casos de TB-MR, seja
alargada, a partir de 2023, a todas as amostras de todos os casos de TB enviadas para diagndstico. Para permitir que este
objetivo seja cumprido de forma efetiva, é fundamental ndo sé otimizar a rede de laboratérios de TB, através da sistematizagao
de envio, em tempo real, dos dados e das estirpes isoladas, como reforgar a colaboragdo com as Autoridades de Saude de
forma a validar epidemiologicamente as relagdes gendmicas detetadas. Tendo em conta que, para além de permitir a detegdo
atempada de possiveis casos de transmissdo que estejam a acontecer na comunidade, esta abordagem também permite
conhecer um perfil de suscetibilidade completo aos antibacilares, prevemos que num futuro bastante préximo possamos
alterar metodologias diagndsticas convencionais garantido uma reducdo de custos, otimizacdo de recursos e uma garantia de

qualidade dos dados gerados por esta estrutura completa de analise (laboratorial, clinica e epidemioldgica).
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