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_Resumo

A infegdo mpox, causada pelo virus monkeypox (MPXV), tornou-se uma emer-
géncia global de saude publica em 2022. Portugal foi um dos primeiros paises
a confirmar casos de infegdo, o que levou a implementacdo de um sistema de
vigilancia laboratorial a nivel nacional. Este estudo descreve a evolugédo epide-
miol6gica de mpox em Portugal entre 2022 e 2025 e avalia 0 desempenho de
diferentes tipos de amostras biologicas na detegao de MPXV.

No Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge foram analisadas 5610
amostras de 2802 casos suspeitos de mpox pelo método PCR em tempo real.
As amostrasbioldgicas incluiram, maioritariamente, exsudados de leséo, orofa-
ringeo e anal e amostras de urina. Confirmaram-se 1202 casos positivos de
mpox distribuidos por trés surtos, sendo o primeiro 0 mais expressivo (79,3%).
A maioria dos casos ocorreu em homens que tém sexo com homens, entre
0s 20 e 39 anos de idade. As amostras de exsudados de lesdo e anal apresen-
taram as maiores taxas de positividade (95,1% e 87,9%, respetivamente), en-
quanto o exsudado orofaringeo permitiu o diagnéstico em cerca de 5% dos
€asos que nao apresentavam lesoes visiveis.

A vacinagao, aliada a outras estratégias direcionadas, contribuiu para reduzir
a transmisséo e a severidade clinica da doenga. A vigilancia laboratorial con-
tinua mostrou-se essencial para a detecao precoce dos casos, contribuindo
para uma resposta rapida e eficaz no controlo dos trés surtos. Estes dados
reforgam a importancia do desenvolvimento e da implementacéo de metodo-
logias laboratoriais de diagnostico e a adogéo de medidas de vigilancia dirigi-
das a populagdes vulneraveis.

_Abstract

Mpox, caused by the monkeypox virus (MPXV), became a global public
health emergency in 2022. Portugal was one of the first countries to
confirm cases, leading to the implementation of a national laboratory
surveillance system. This study describes the epidemiological evolution of
mpox in Portugal between 2022 and 2025 and evaluates the performance
of different types of clinical samples for MPXV detection.

A total of 5610 samples from 2802 suspected cases were analyzed by
real-time PCR at the Portuguese National Institute of Health Dr. Ricardo
Jorge. Most samples consisted of lesion, oropharyngeal and anal swabs
and urine samples. Out of these, 1202 positive cases were confirmed,
distributed across three outbreak waves, with the first being the most
significant (79.3%). Most cases occurred in men who have sex with men,
aged between 20 and 39 years. Lesion and anal swabs showed the highest
positivity rates (95.1% and 87.9%, respectively), while oropharyngeal swabs

enabled diagnosis in approximately 5% of cases without visible lesions.
Vaccination, combined with other targeted strategies, helped reduce both
transmission and clinical severity. Continuous laboratory surveillance
proved essential for the rapid detection of cases and contributed to the
effective response to the three outbreaks. These findings highlight the im-
portance of laboratory preparedness and focused public health measures
for vulnerable populations.

_Introdugéo

O virus monkeypox (MPXV), agente etioldgico da infecdo mpox,
pertence a familia Poxviridae e ao género Orthopoxvirus, que
também inclui o virus da variola. O virus foi isolado pela primeira
vez em macacos, num laboratério de investigacdo, em 1958
na Dinamarca. O primeiro caso humano de mpox foi notificado
em 1970 numa crianga do sexo masculino com nove meses
da Republica Democréatica do Congo, Africa Central. A infegéo
mpox € uma doenga zoondtica rara e endémica nos paises
da Africa Ocidental e Central, onde a interagdo proxima entre
humanos e animais selvagens ou potenciais reservatorio(s) é
frequente. A transmissdo ocorre, maioritariamente, através
do contacto direto com lesoes, fluidos corporais ou goticulas
respiratdrias de individuos ou animais infetados (1:2).

MPXV ¢ atualmente classificado em dois clades principais:
clade | (anteriormente designado Congo Basin clade), que
inclui os subclades la e Ib, e clade Il (anteriormente designado
West Africa clade), que inclui os subclades lla e llb. Estes
clades apresentam diferengas na severidade dos quadros
clinicos e na viruléncia, sendo o clade | associado a quadros
mais severos e a uma maior taxa de letalidade em comparagao
com o clade Il (1.2,3),
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Em maio de 2022, foi identificado um surto global causado
por estirpes do clade llb em varios paises do mundo. Devido
a rapida propagacao do virus, a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) declarou, em julho de 2022, a infecdo mpox
como uma Emergéncia de Saude Publica de &mbito Interna-
cional (Public Health Emergency of International Concern,
PHEIC). Esta decisao evidenciou a necessidade de reforcar a
vigilancia epidemiolégica e a capacidade laboratorial de res-
posta. A 14 de agosto de 2024, a OMS voltou a declarar a in-
fecdo mpox como uma PHEIC, devido ao aumento do ndmero
de infecdes pelo MPXV clade Ib na Republica Democrética
do Congo e pela disseminagao para paises vizinhos. Desde
entdo, casos de mpox causados pelo MPXV clade | tém sido
notificados fora do continente africano, geralmente associa-
dos a individuos com histérico de viagem a paises endémi-
cos. Até fevereiro de 2025, a OMS registou mais de 130 000
casos confirmados de mpox, em 131 paises, incluindo 304
dbitos (3:4),

A apresentacao clinica caracteristica de mpox inclui um
curto periodo prodromico febril, seguido pelo desenvolvi-
mento progressivo de uma erupc¢ao cuténea caracteristica
com lesdes endurecidas e umbilicadas, que surgem inicial-
mente na cabeca ou face e progridem para os membros e
tronco, mantendo 0 mesmo estadio evolutivo da doenga. A
linfadenopatia € uma manifestacao tipica. No entanto, nos
surtos recentes, tém sido descritas apresentagdes atipicas,
com lesOes a iniciarem-se na zona genital. O diagndstico di-
ferencial clinico deve excluir outras doencas exantematicas,
nomeadamente a varicela (1),

O diagnostico laboratorial de mpox é realizado, preferencial-
mente, utilizando testes de amplificagao de acidos nucleicos
(NAAT), como a PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) em
tempo real ou convencional. O NAAT pode ser genérico para
Orthopoxvirus ou, de preferéncia, especifico para MPXV. A
PCR em tempo real destaca-se pela sua sensibilidade, es-
pecificidade e rapidez, sendo a metodologia de eleicdo na
investigacéo laboratorial inicial. Complementarmente, a se-
quenciacdo do genoma viral permite caracterizar a dinami-
ca da transmissao e, assim, contribuir para a vigilancia e
investigacao epidemioldgica. A amostra bioldgica adequada

para confirmacao laboratorial é o exsudado de lesao, sendo
também recomendada a colheita de um exsudado orofarin-
geo. Adicionalmente, outras amostras podem ser considera-
das para investigacéo, tais como: exsudados genital e/ou
anal, urina e sémen, dependendo das manifestagdes clini-
cas do doente (5.

A detecao precoce e a implementacao rapida de medidas
de controlo sdo fundamentais para mitigar a propagacao
do virus, destacando-se a importancia da existéncia de la-
boratérios de referéncia com capacidade para responder a
emergéncias de saude publica. Em Portugal, desde 2007,
o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
dispoe de uma Unidade especializada na Resposta a Emer-
géncias e Biopreparagao (UREB), integrada no Departamen-
to de Doencas Infeciosas, e que é o laboratorio nacional de
referéncia para a detecdo de agentes patogénicos e com
potencial pandémico, incluindo os Orthopoxvirus.

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo descrever a evolucao
epidemiolégica de mpox em Portugal entre 2022 e 2025,
caracterizando 0s principais surtos registados no pais, bem
como avaliar o desempenho de diferentes tipos de amostras
bioldgicas na detecdo de MPXV, com base na experiéncia do
Laboratério Nacional de Referéncia - Unidade de Resposta a
Emergéncias e Biopreparacao do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge.

_Materiais e métodos

As amostras bioldgicas estudadas foram colhidas de
doentes com suspeita de infecdo mpox, com base na
observacao clinica, em unidades de salde publicas e
privadas distribuidas por todo o pais. Todas as amostras
foram enviadas para a UREB, no INSA, para detegédo de
MPXV.

No total, foram analisadas 5610 amostras clinicas pro-
venientes de 2802 doentes (grafico 1), nomeadamente:
exsudado de lesao (n=2977; 53,1%), exsudado orofa-
ringeo (n=2146; 38,2%), exsudado anal (n=287; 5,1%),
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urina (n=99; 1,8%) e outras amostras (n=101; 1,8%), incluin-
do exsudados genitais e oculares, sémen, liquido cefalorra-
quidiano, sangue periférico, liquido pleural, soro e secrecoes
bronquicas. O numero de amostras excede o numero de
doentes devido a colheita multipla para alguns doentes e ao
seguimento clinico em alguns casos. Adicionalmente, amos-
tras do mesmo doente foram colhidas e testadas nos diferen-
tes surtos.

Inicialmente, foram priorizados os exsudados de lesao e oro-
faringeo, conforme recomendacgao da OMS, sendo progressi-
vamente integrados outros tipos de amostras, como exsudado
anal e urina, a medida que foram evoluindo 0os conhecimentos
técnicos sobre a infecéo.

A extracao de DNA viral foi realizada utilizando o kit ANDIS
Viral RNA Auto Extraction & Purification, no sistema automa-
tizado de extracé@o de acidos nucleicos ANDIS 350 (3DMed),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A detegao
de MPXYV foi efetuada por PCR em tempo real, utilizando uma
técnica in-house especifica para a identificagdo do gene B7R
(6). Em todas as reacdes foram incluidos controlos positivos,
negativos e internos (gene RNAseP).

O resultado da detegao de MPXV foi definido como negativo
(Ct=40), fracamente positivo (35<Ct<40) e positivo (Ct<35). A
confirmacao laboratorial da infecédo por MPXV foi estabeleci-
da com base na obtengao de pelo menos uma amostra posi-
tiva por doente por PCR.

Para a analise estatistica, as caracteristicas das amostras
entre 0s grupos positivo e negativo foram comparadas utili-
zando o teste Fisher’s exact, com um nivel de significancia
de p<0,05, recorrendo ao GraphPad QuickCalcs (7).

_Resultados

Entre maio de 2022 e fevereiro de 2025, foram identificados
trés surtos de mpox em Portugal. O primeiro surto, que ocorreu
entre maio de 2022 e margo de 2023, concentrou a maioria
dos casos confirmados, com 953 casos, correspondendo a
79,3% do total. O segundo surto, ocorreu entre junho de 2023 e
marco de 2024 e contabilizou 229 casos (19,0%), evidenciando

uma reducao face ao surto anterior. O terceiro, iniciado em
junho de 2024, registou 20 casos (1,7%), até 28 de fevereiro
de 2025, perfazendo um total de 1202 casos confirmados no
INSA (grafico 1, painel A).

No primeiro surto verificou-se um elevado volume de amostras
processadas e uma taxa de positividade dos casos (47,0%),
com o pico da frequéncia registada em junho de 2022.
O segundo surto teve uma menor intensidade, com uma
reducao tanto no nimero de amostras processadas como no
numero de casos positivos (taxa de positividade = 38,0%), e
apresentou uma distribuic@o temporal mais prolongada, em
comparacao com o primeiro. O terceiro surto, foi caracterizado
por uma taxa de positividade bastante inferior (9%). Estes
dados podem indiciar uma baixa circulagdo do virus e sugerir
uma fase de declinio epidemiolégico e maior controlo da
infecdo (grafico 1, painel B).

Globalmente, a maioria dos casos sdo do sexo masculino
(n=1188; 98,8%), no grupo etario entre os 20-29 (n=375;
31,2%) e 30 e 39 anos (n=512; 42,6%), com idades
variando entre 17 e 66 anos (mediana de 33 anos), e séo
principalmente homens que tém sexo com homens (HSH).
Apenas 14 casos (1,2%) pertencentes ao sexo feminino
foram declarados (tabela 1). Ndo foram notificados casos
em criancas entre 0-9 anos de idade e registaram-se nove
casos acima dos 60 anos (0,7%) (tabela 1).

Os casos positivos foram detetados em todas as regides de
Portugal, mas foi na regido de Lisboa e Vale do Tejo (n=908;
75,5%) que se registou 0 maior numero, seguida das regides
Norte (n=234; 19,5%) e Centro (n=29; 2,4%) (tabela 1).
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Gréfico 1: [ Distribuigdo temporal do nimero de amostras biolégicas analisadas e casos confirmados no INSA, entre 17 de maio de 2022 e
28 de fevereiro de 2025 (painel A); Distribui¢do do nimero de casos analisados, casos positivos e taxa de positividade, durante
os trés surtos de mpox em Portugal, entre 17 de maio de 2022 e 28 de fevereiro de 2025 (painel B).
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Tabela 1: [ Dados demogréficos dos casos positivos dos trés surtos de mpox ocorridos em Portugal, entre 17 de maio de 2022 e
28 de fevereiro de 2025.

N° de casos positivos (%)

Dados demograficos 1° surto 2° surto 3° surto Total
Sexo
Masculino 944 (99,1) 225 (98,3) 19 (95,0) 1188 (98,8)
Feminino 9(0,9) 4(1,7) 1(5,0) 14 (1,2)
Grupo etario
0-9 0 0 0 0
10-19 5(0,5) 0 0 5(0,4)
20-29 278 (29,2) 90 (39,3) 7 (35,0) 375 (31,2)
30-39 420 (44,1) 84 (36,7) 8 (40,0) 512 (42,6)
40-49 187 (19,6) 43 (18,8) 4 (20,0) 234 (19,5)
50-59 55 (5,8) 11 (4,8) 1(5,0) 67 (5,6)
60+ 8(0,8) 1(0,4) 0 9(0,7)
Regidao NUTS de testagem*
Norte 158 (16,6) 69 (30,1) 7 (35,0) 234 (19,5)
Centro 27 (2,8) 2 (0,9) 0 29 (2,4)
Area Metropolitana de Lisboa 742 (77,9) 153 (66,8) 13 (65,0) 908 (75,5)
Alentejo 5(0,5) 0 0 5(0,4)
Algarve 17 (1,8) 0 0 17 (1,4)
Regido Autonoma dos Agores 1(0,1) 0 0 1(0,1)
Regido Auténoma Madeira 3(0,3) 5(2,2) 0 8 (0,7)
Total 953 229 20 1202

* A Nomenclatura das Unidades Territoriais para Fins Estatisticos (NUTS) é desenvolvida pela Eurostat e é utilizada tanto em Portugal como em toda a Unido
Europeia para fins estatisticos. A divisdo NUTS abrange as regidoes NUTS I, NUTS Il e NUTS IIl, sendo que a subcategorizagdo complementar das Unidades
Administrativas Locais é usada para diferenciar areas locais de importancia transnacional. Foi utilizada a categorizagdo NUTS Il das regides de Portugal.
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Na andlise pormenorizada de cada surto, os dados revelam
uma predominancia do sexo masculino e dos grupos etarios
entre 0s 20-29 e 30-39 anos, com uma baixa representagao
de menores de 20 anos e adultos com mais de 60 anos.

A Area Metropolitana de Lisboa concentrou 77,9% (n=742)
dos casos durante o primeiro surto, mantendo-se como a
regiao mais afetada no segundo (n=153; 66,8%) e terceiro
surtos (n=13; 65,0%). Em contrapartida, a regiao Norte re-
gistou um aumento expressivo na proporgao de casos, pas-
sando de 16,6% (n=158) no primeiro surto para 30,1% (n=69)
no segundo e 35,0% (n=7) no terceiro. Ao contrario dos
surtos anteriores, que tiveram inicio na Area Metropolitana
de Lisboa, o terceiro surto teve inicio na regiao Norte. As re-
gides do Centro, Alentejo, Algarve e as Regides Autbnomas
mantiveram-se com menor frequéncia e pouca variagdo ao
longo dos trés surtos.

MPXV foi detetado em 2075 amostras de 1202 doentes. Para
avaliar a precisao diagnéstica dos diferentes tipos de amos-
tras na detecdo de MPXV, foram analisadas todas as amos-
tras (i.e. positivas, negativas e indeterminadas, n=2434) dos
1202 doentes com diagnostico de mpox confirmado.

Assim, verificou-se que a taxa de positividade foi mais eleva-
da no exsudado de lesdo (n=1250/1315; 95,1%) e no exsudado

anal (n=109/124; 87,9%), quando comparada com o exsuda-
do orofaringeo (n=697/950; 73,4%) e urina (n=19/45; 42,2%)
(grafico 2, painel A). Verificou-se ainda uma diferenca esta-
tisticamente significativa (p<0,0001) na taxa de positividade
entre os diferentes tipos de amostra, com excec¢do da com-
paracao entre exsudado de lesédo e anal.

Em cerca de 5% dos casos do primeiro surto, o diagnéstico
foi realizado no exsudado orofaringeo (n=38/953; 3,9%), exsu-
dado anal (n=5/953; 0,5%) ou em ambos 0s tipos de amostra
(n=6/953; 0,6%) em doentes com exsudado de lesdo negati-
vo. Todas estas amostras foram colhidas no mesmo dia da
amostra de lesdo correspondente. Estes individuos foram tes-
tados por serem contactos de casos positivos para MPXV ou
por apresentarem comportamentos de risco (@),

Relativamente as amostras de exsudados de lesao e anal,
apresentaram valores medianos de Ct mais baixos, de Ct=23
e Ct=22, respetivamente, sugerindo cargas virais mais eleva-
das em comparacao com os exsudados orofaringeos (Ct=31)
e urinas (Ct=30) (grafico 2, painel B).

Estes dados reforgam o papel do exsudado de lesao e exsu-
dado anal como amostras bioldgicas preferenciais para o
diagndstico laboratorial de mpox, pois evidenciam cargas
virais elevadas e alta sensibilidade na detegao de MPXV.

Gréfico 2: [] Taxa de positividade nos diferentes tipos de amostras dos 1202 casos positivos (painel A); carga viral de MPXV nas amostras

positivas (painel B), expressa em valores de Ct.
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_Discussdo e concluséo

O primeiro caso confirmado do surto de mpox em 2022 foi
notificado no Reino Unido a 6 de maio de 2022, num doente
com histéria recente de viagem a Nigéria. Em 17 de maio de
2022, Portugal foi 0 segundo pais a confirmar casos de mpox
(9,10), Estudos posteriores revelaram que o virus circulou
silenciosamente em territério nacional antes da notificacdo
oficial, 0 que pode justificar 0 aumento abrupto dos casos
iniciais (8). Um modelo matematico sugere que o virus tera
circulado 50 dias antes de ser detetado (11).

Neste estudo foram analisadas 5610 amostras de 2802 casos
provaveis, tendo sido confirmada a infe¢ao por MPXV em 1202
doentes. A caracterizacdo gendmica confirmou a presenca
do subclade Ilb (sublinhagens B.1) ao longo dos trés surtos

em Portugal, sem registo de casos do clade | ou subclade Ib
(12,13)

O primeiro surto destacou-se pela elevada intensidade de
transmissao e rapida disseminacao comunitaria, exigindo uma
resposta laboratorial répida. Os surtos seguintes apresentaram
um menor impacto, transmissao mais lenta e localizada o que
podera estar associado a fatores como imunidade adquirida,
alteracbes comportamentais e estratégias de saude publica
direcionadas. O terceiro surto, iniciado na regido Norte,
evidenciou um declinio na circulacao viral, compativel com um
cenario de maior controlo epidémico.

A analise demogréfica confirmou uma elevada concentracao de
casos HSH, jovens adultos (20-39 anos de idade), e residentes
na Area Metropolitana de Lisboa, reforgando a necessidade de
intervencdes especificas adaptadas a esta populagao-alvo.

Os dados laboratoriais demonstram que o exsudado de leséao
e 0 exsudado anal foram os tipos de amostra mais adequados
para a detecao de MPXV, com taxas de positividade e cargas
virais elevadas. No entanto, o exsudado orofaringeo revelou-se
uma alternativa vélida, especialmente em casos sem lesdes
visiveis, tendo permitido o diagnostico em cerca de 5% dos
casos no primeiro surto (8. A presenca de MPXV na orofaringe
tem sido consistentemente documentada, sugerindo o seu
potencial como via de transmissdo, especialmente por contato
oral direto (8,14,15),

Apesar de apresentarem menor sensibilidade, as amostras de
urina demonstraram alguma utilidade no diagnostico laboratorial
(positividade de 42,2%), podendo ser consideradas como
amostras complementares, especialmente em casos com
manifestacoes clinicas atipicas.

Estes dados reforgam a importancia da colheita de amostras
de multiplos locais anatémicos, sempre que possivel, para
aumentar a sensibilidade do diagnéstico laboratorial.

A vigilancia laboratorial entre 2022 e 2025 permitiu identificar
trés surtos com perfis de transmissao progressivamente menos
intensos. Esta evolugao reflete ndo apenas a dindmica natural
da infecao, mas também o efeito positivo das intervenc¢des de
saude publica, incluindo a vacinacao, estratégias de rastreio e
alteracdes comportamentais.

Modelos matematicos indicam que a transmissao foi fortemente
influenciada por comportamentos sexuais de risco, com um
impacto estimado até 120X superior em subgrupos com elevada
atividade sexual. Neste contexto, a vacinagdo demonstrou uma
elevada eficiéncia, com individuos vacinados contribuindo cerca
de 8X menos para a transmissibilidade e apresentando sintomas
menos graves. Estes dados sugerem que a vacinacao teve um
papel relevante na contencdo da segunda vaga (19,

Entre junho de 2022 e fevereiro de 2025, foram administradas
21 063 doses de vacina em Portugal, com 93,5% em regime
de pré-exposicéo, abrangendo 11 771 individuos (16).

Apesar da reducdo no numero de casos, a persisténcia do
virus na mesma populacdo-alvo reforca a necessidade de
estratégias de vigilancia e prevengao sustentadas, adaptadas
ao risco e integradas em sistemas de alerta e resposta rapida.
A infecdo mpox permanece uma infecdo emergente com
potencial de reemergéncia, pelo que paises ndo endémicos
devem manter as capacidades laboratoriais e uma vigilancia
ativa para atempadamente responderem a novos surtos.
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