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Nota introdutoria

Desde 2023 que o Laboratério Nacional de
Referéncia de Micobactérias (LNR-TB) do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA) publica anualmente relatérios
de vigilancia molecular da Tuberculose (TB),
que inclui dados retrospetivos desde 2020,
e informagdo gendémica das estirpes do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC)
em circulacao em Portugal 2,

No presente relatorio, atualizamos a informacao
da vigilancia laboratorial da TB até final de
2024, incluindo pela primeira vez informacao
sobre diagnostico laboratorial de casos de
Mycobacterium leprae, uma doenga antiga
que parece estar a ressurgir a nivel mundial e,
consequentemente, também em Portugal.

Apesar dos avancos, a representatividade
nacional continua longe de ser alcancada, ja
que o relatério se baseou apenas nos isolados
enviados e analisados no LNR-TB.

Tendo cada vez mais a certeza que um
diagnostico gendémico trara a sensibilidade e
a rapidez desejada para um diagndéstico de
TB atempado e assertivo, acreditamos ser
este 0 caminho para implementar um sistema
robusto de detecao/previsao de resisténcias e
de vigilancia molecular abrangente a todas as
estirpes de MTC isoladas em Portugal, com o
objetivo de fornecer resultados, em tempo real,
aos clinicos e as Autoridades de Saude.
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1. Enquadramento

A Tuberculose (TB) continua a ser um dos prin-
cipais problemas de saude publica mundial e
os dados mais recentes divulgados pela Orga-
nizacao Mundial da Saude (OMS) estimam que,
em 2022, 10,6 milhdes de pessoas adoeceram

e 1,3 milhdes de pessoas morreram?,

O relatorio do Centro Europeu de Prevencao
e Controlo das Doencas (ECDC)* descreve
que, em 2022, foram notificados 36 179 casos
de TB na regiao europeia (taxa de notificacao
8,0/100 000 habitantes), com maior incidéncia
em individuos do sexo masculino entre os 25
e 0s 44 anos (9,5/100 000 habitantes), e dos
quais, 1 214 casos (3,6%; 1,9/100 000 habi-
tantes) foram de TB infantil (idade inferior a 15
anos). Os padrbes e tendéncias epidémicas
sdo diversos, com alguns paises da Uniéo Eu-
ropeia/Area Econémica Europeia aproximan-
do-se dos niveis de baixa incidéncia (menos
de 10 por 100 000 habitantes), e com 0 nime-
ro de casos de TB resistentes a rifampicina
ou multirresistentes (TB-RR/MR) a continuar
a apresentar uma tendéncia decrescente. De
facto, em 2022, foram notificados 933 casos
de TB-RR/MR (taxas de notificagdo variaram
entre 0,0% na Croacia e 25,5% na Estonia),
dos quais 251 eram casos de TB extensiva-
mente resistente (TB-XDR) e 135 casos de TB
pré-XDR.
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Em Portugal, de acordo com o Ultimo Relatério
da Vigilancia e Monitorizacdo da Tuberculose
publicado em 2024 pela DGSS®, em 2022, foram
notificados 1 518 casos de TB, mantendo a ten-
déncia decrescente esperada (taxa de notifica-
¢cao 14,5/100 000 habitantes; taxa de incidéncia
13,4/100 000 habitantes). A regido de Lisboa e
Vale do Tejo
a apresentar o0 maior nimero de casos de TB,

(LVT) e a regidao Norte continuam

com, respetivamente, taxas de notificacdo de
17,8/100 000, e 17,5/100 000 habitantes. Os
distritos de Lisboa, Porto e Setubal apresenta-
ram taxas de notificacdo superiores a 20 casos
por 100 000 habitantes.

Em 2022, 71,3% do total de casos confirmados
apresentaram resultado de teste de suscetibi-
lidade aos antibacilares de 12 linha®. A resis-
téncia a isoniazida em conjunto com outras
resisténcias (qualquer) ou isolada (monoresis-
téncia) ocorreu em 5,4% e 3,8% dos casos, res-
petivamente. Dos 12 casos de TB-RR/MR (um
caso monoresistente a rifampicina e 11 casos
multirresistentes), apenas 4 (33,3%) eram doen-
tes nascidos em Portugal e a maioria dos casos
(oito casos; 66,7%) foram diagnosticados em
LVT. Nao se identificou nenhum caso de TB-X-
DR em 20225,
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2. Vigilancia laboratorial da Tuberculose
2024: dados do Laboratorio Nacional de
Referéncia

No presente relatério pretendemos descrever
os dados microbiol6gicos, gendmicos e demo-
gréficos de todos os casos de TB que foram en-
viados ao Laboratorio Nacional de Referéncia
de Micobactérias (LNR-TB) do Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) para
confirmacdo laboratorial do diagnostico desde
2020 (e todos os casos de TB-MR desde 2013),
com especial detalhe para 0 ano de 2024.

2.1 Caracterizagcdo da amostragem

No ano de 2024 assistimos a um aumento ligei-
ro no numero de pedidos de andlise laborato-
riais ao LNR-TB do INSA, tendo-se verificado
um aumento de 2%, relativamente a 2023, no
numero de requisicdes, 0 que se traduziu num
aumento de 2% no numero de amostras bi-
oldgicas e 6% no numero de utentes (Tabela 1).
Este aumento ligeiro, mais do que associado a
diminui¢do consistente do numero de casos de
TB em Portugal que se tem verificado nos ulti-
mos anos, esta certamente relacionado com a
restruturacao dos servigos de saude durante o
ano de 2024 que resultou na criacao das Con-
sultas Respiratérias na Comunidade (CRC, em
substituicdo dos Centros de Diagnéstico Pneu-
mologico, CDP) e que passaram a estar sob
dependéncia direta dos respetivos centros
hospitalares®.
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As caracteristicas demograficas e origem go-
grafica das amostras estdo representadas
na Tabela 2 e Figuras 1 e 2. A maioria das
amostras sao provenientes da regido de Lisboa
e Vale do Tejo (LVT) e da regido Norte, dado
serem estas as regides de maior abrangéncia
do LNR-TB. Mantendo a tendéncia dos anos
anteriores, também em 2024, existem mais
doentes do sexo masculino (com uma pro-
porcao média M/F de 1,3/1) e a doenca ocorre
maioritariamente nas faixas etarias entre os 45

e 0s 80 anos.




Tabela 1 - Numero de requisi¢des, amostras e utentes que deram entrada no LNR-TB durante o periodo de
01/01/2020 a 31/12/2024.
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Ano N.° de requisigoes N.° de amostras N.° de utentes
2020 3042 4545 2185
2021 3305 5162 2162
2022 3441 5361 2413
2023 3960 6148 2714
2024 4020 6301 2882
Total 17768 27507 12356
Valores anteriores a 2024, atualizados a dezembro de 2024.
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Figura 1 - Distribuicdo anual do nimero de utentes por sexo e regi@o de saude.
Valores anteriores a 2024, atualizados a dezembro de 2024. LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA - Regido Auténoma.
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Figura 2 - Distribuicdo do numero de utentes, por faixa etaria e regido de saude, estudados no LNR-TB no periodo de 2020-2024.

Valores anteriores a 2024, atualizados a dezembro de 2024. Desc. - Desconhecido; LX V TEJO - Lisboa e Vale do Tejo; RA — Regido Auténoma.
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Tabela 2 - Distribuicdo do nimero de utentes por grupo etéario, sexo e regido de Saude,
no periodo de 01/01/2020 a 31/12/2024.

Regido de Saude

Grupo etario Sexo LVT Norte Centro  Alentejo  Algarve RA-Agores RA-Madeira Total
3 27 6 9 0 15 4 0 61
[0-5] 9 17 6 3 0 11 1 0 38
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 8 9 0 1 2 5 0 25
(5-10[ Q 13 6 2 0 3 4 0 28
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 13 5 4 0 7 6 0 35
[10-15] ? 12 4 1 0 6 4 0 27
Desc. 1 1 0 0 0 0 0 2
3 60 12 ® 2 6 7 0 92
[15-20[ Q 64 2 1 ) 6 0 86
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 152 39 8 7 9 25 0 240
[20-25] ? 113 12 6 5 7 13 0 156
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
3 232 28 7 14 13 18 0 312
[25-30] Q 139 21 4 7 10 17 0 198
Desc. 5 0 0 0 0 0 5
3 266 66 10 14 15 33 0 404
[30-35] Q 199 33 10 1 5 40 0 288
Desc. 2 0 0 0 0 1 0 3
3 222 100 12 12 19 46 0 411
[35-40] ? 174 51 7 7 18 25 0 282
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 307 79 13 21 22 49 0 491
[40-45] 0 229 49 6 5 13 34 0 336
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
3 401 112 16 18 37 54 0 638
[45-50[ ? 251 58 8 8 17 45 0 387
Desc. 2 0 0 0 0 0 0 2
3 412 91 20 14 27 78 0 642
[60-55( ? 272 53 12 7 13 39 0 396
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 464 123 17 14 28 57 0 703
[65-60[ ? 340 73 7 29 52 2 509
Desc. 2 0 0 0 0 0 0 2
3 403 111 19 12 51 74 1 671
[60-65] ? 308 65 13 9 18 49 1 463
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 402 96 23 18 37 44 0 620
[65-70[ ? 283 56 16 8 30 28 0 421
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 415 97 17 " 30 41 0 611
[70-75] ? 293 53 23 4 25 28 0 426
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 363 61 27 8 32 29 0 520
[75-80[ Q 232 49 14 5 15 27 1 343
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 257 49 14 5 24 23 0 372
(80-85] 9 171 48 15 1 7 17 0 259
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
3 158 36 1Al 10 6 1 0 232
(85-100] Q 125 21 17 3 2 15 0 183
Desc. 0 0 0 0 1 0 0 1
3 112 25 37 2 15 70 0 261
Desc. ? 60 7 19 0 15 47 0 148
Desc. 7 2 0 0 4 1 0 14
Total de utentes por regiéo 7991 1821 454 260 649 1167 )

& - Masculino; Q- Feminino; Desc. — Desconhecido; LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA - Regido Autdnoma




2.2. Resultados laboratoriais

Durante 0 ano de 2024, e mesmo apos a criagao
dos CRC em maio, continuamos a registar um
aumento no pedido de andlises que se traduziu
num aumento de 3% comparativamente a 2023
(Tabela 3). Na Figura 3, apresenta-se a propor-
cao de resultados positivos e negativos por uten-
te, ano de diagndstico e regido de saude para as
principais metodologias analiticas efetuadas por
rotina para diagndéstico de TB.
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Analisando os dados globais nacionais, a taxa
de positividade de qualquer analise laborato-
rial reduziu em 2024, ao contrario do que vinha
a acontecer nos ultimos anos em que se tinha
mantido relativamente constante. Em 2024,
7,5% das pesquisas de BAAR retornaram re-
sultados positivos, 4,7% dos PCR foram positi-
vos para MTC, e em 6,4% de culturas em meio
liquido e 7,2% de culturas em meio solido foi
isolado MTC (Figura 3 e Tabela 3).

Tabela 3 - Numero testes efetuados no LNR-TB por ano, no periodo de 2020-2024.

(N.° pos/N.° testes)

Pesquisa de PCR Cultura em
BAAR meio liquido
Ano
397/3650 182/1523 225/2066
2020
(10,88%) (11,95%) (10,89%)
424/4239 219/2037 343/2922
2021
(10,00%) (10,75%) (11,74%)
459/4527 184/1809 324/2935
2022
(10,14%) (10,17%) (11,04%)
430/5082 183/1920 371/3199
2023
(8,46%) (9,53%) (11,60%)
379/5074 99/2088 221/3448
2024
(7,47 %) (4,741%) (6,41%)

Cultura em
meio sélido

ID complexo

M. tuberculosis USh

Total de positivos
/ Total de utentes

(N.° testes)

267/3639 379/610 519/2185
366
(7,34%) (62,13%) (7,34%)
399/4239 365/613 520/2162
325
(9,41%) (59,54%) (9,41%)
463/4521 365/609 457/2413
330
(10,24%) (59,93%) (10,24%)
454/5078 377/730 531/2714
346
(8,94%) (51,64%) (8,94%)
367/5075 394/829 495/2882
371
(7,23%) (47,53%) (7,23%)

Valores anteriores a 2024, atualizados a dezembro de 2024. Os valores entre parenteses correspondem a percentagem de testes positivos.
BAAR - bacilos &lcool-4cido resistentes; PCR - teste de amplificagéo de 4cidos nucleicos (TAAN); ID - identificacéo;

TSA - teste de suscetibilidade aos antibacilares.
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Figura 3 - Proporcéo de casos laboratoriais positivos/negativos por utente, ano e regido de salde.

Valores anteriores a 2024, atualizados a dezembro de 2024. Um caso foi considerado positivo se teve, pelo menos, um resultado
laboratorial positivo (BAAR, identificacdo de MTC ou PCR) e contabilizado apenas uma vez por utente. A regido da Madeira néo se

encontra representada no gréafico por apresentar apenas quatro pedidos de anélise para identificagdo de micobactérias nao tuberculosas.
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3. Genotipagem

3.1. Analise global dos casos de
Mycobacterium tuberculosis sujeitos a Whole
genome sequencing

Na Tabela 4 apresenta-se uma descri¢éo das ca-
racteristicas demograficas dos doentes e respe-
tivos perfis de resisténcia das estirpes (n=1171)
analisadas por sequenciagao genémica (WGS -
Whole genome sequencing). Inclui todas as estir-
pes de TB-MR de 2013 a 2024, estirpes analisa-
das em contextos de projetos de investigacao,
estirpes enviadas para investigacdo de poten-
Ciais surtos ou casos de transmissado e todas as
estirpes com isolamento de MTC entre 2020 a
2024 enviadas ao LNR-TB para o diagnostico de
confirmacéo do caso de TB.

Na sua maioria, as estirpes sao provenientes de
doentes do sexo masculino (69,6%), nas faixas
etarias dos 40 aos 55 anos (29,9%) e residen-
tes na regido de Lisboa e Vale do Tejo (53,7%,
inclui doentes da Regiao de Lisboa e Peninsula
de Setubal). Relativamente aos perfis de resis-
téncia/suscetibilidade aos antibacilares, 17,1%
das estirpes analisadas sdo multirresistentes
ou resistentes a rifampicina, 8,1% das estirpes
apresentam resisténcia a isoniazida (resisténcia
isolada ou em combinacdo com outros antibaci-
lares, exceto a rifampicina) e 31,7% das estirpes
apresentam pelo menos uma resisténcia a qual-
quer antibacilar.
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Tabela 4 - Descrigdo da amostragem analisada por WGS a data de publicagéo do presente relatério.

Ano de diagnostico

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 Total

Sexo

3 3 9 74 22 22 22 26 37 15 111 128 160 186 815

9 1 4 35 3 7 10 15 12 10 46 65 69 71 348
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 2 3 8

Grupo etario
[0-5] 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 1 1 5
[5-10] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
[10-15] 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 1 2 6
[15-20[ 0 1 1 0 1 0 1 3 0 1 2 5 9 24
[20-25] 0 2 6 1 4 1 2 1 2 9 8 11 22 69
[25-30[ 1 1 4 2 1 1 1 4 1 18 12 21 28 95
[30-35] 0 2 6 1 0 3 2 4 1 10 17 16 22 84
[35-40[ 0 1 12 3 2 2 3 3 1 11 10 18 27 93
[40-45] 0 3 20 5 7 1 6 5 6 10 17 21 18 119
[45-50[ 1 1 19 0 3 1 1 6 2 20 27 28 19 128
[50-55] 0 2 12 4 5 4 2 4 2 18 18 19 13 103
[65-60[ 0 0 7 4 1 6 4 3 5 12 19 14 18 93
(60-65[ 1 0 5 2 3 2 4 0 0 10 21 24 16 88
[65-70] 0 0 7 0 1 0 2 2 0 6 1 14 13 56
[70-75] 0 0 0 0 1 1 2 1 2 1 11 13 50
[75-80] 0 0 3 1 0 0 0 3 0 7 5 7 7 33
[80-85] 0 0 4 0 0 0 2 1 0 5 5 6 7 30
[85-100] 0 0 1 0 0 2 2 1 0 6 5 5 10 32
Desc. 1 0 2 2 0 6 4 7 3 9 5 8 14 61

Regiao de residéncia
Alentejo 0 0 0 0 0 0 1 0 1 10 9 20 16 57
Algarve 0 0 0 1 0 0 0 0 2 1 2 3 5 14
Peninsula de Setubal 0 0 3 0 2 2 2 5 2 35 46 51 68 216
RA-Acores 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 6 10 5 28
RA-Madeira 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 4
Regio de Lisboa 0 8 12 12 8 6 9 9 10 61 84 78 116 413
Regido do Centro 0 1 3 4 0 3 9 0 17 23 32 31 124
Regiao do Norte 3 4 7 6 10 1 22 20 7 1 8 6 16 131
Desc. 1 0 84 4 5 12 4 6 3 17 15 31 2 184

Perfil de resisténcia
XDR-TB 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2
Pré-XDR-TB 0 5 4 2 3 2 11 1 5 4 1 2 6 46
MDR-TB 0 8 18 16 14 8 8 6 11 8 7 16 18 138
RR-TB 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 2 4 3 14
HR-TB 0 0 8 0 1 6 0 4 5 10 20 14 27 95
Outros 0 0 9 0 1 0 0 3 0 13 15 13 22 76
Sensivel 4 0 70 6 10 15 22 31 4 124 148 182 184 800

4 - Masculino; @- Feminino; Desc. - Desconhecido; RA - Regido Auténoma; MDR-TB - Tuberculose multirresistente; XDR-TB - Tuberculose extensivamente resistente;
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.




Na Figura 4A apresenta-se a filogenia global desta
amostragem por linhagem. Tal como esperado, a
linhagem mais prevalente é a linhagem 4 (84,3%),
em particular as sub-linhagens 4.3.4.2 (18,7%),
4341 (153%) e 41.21 (11,3%), seguido pela
linhagem 2 e suas sub-linhagens (9,1%). Em
2022 e 2024 foram detetados dois casos de TB
por M. bovis BCG. A analise filogenética revelou
a existéncia de 172 clusters moleculares em
circulagao desde 2012, constituidos por duas
a 45 estirpes de MTC, sendo que um cluster
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molecular foi definido como duas ou mais estirpes
que diferem até 24 posicdes variaveis (SNP,
single nucleotide polimorphisms). Na Figura 4B
destaca-se a distribuicao das linhagens por regiao
de saude. Enquanto que estirpes das linhagens
41 e 4.3 circulam em todas as regides do pais,
as linhagens 1.1, 3, 4.2, 47, 4.8 ¢ 4.9 apenas
sé@o detetadas em Portugal continental. De notar
que as linhagens 4.6 e 6 (M. tuberculosis spp
africanum) foram apenas detetadas na regiao de
Lisboa e Vale do Tejo.
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Figura 4 - Filogenia das estirpes do complexo Mycobacterium tuberculosis (A) com base na sequenciagao do genoma total
(n=1171) e sua distribuicéo por regido de saude (B).

A éarvore filogenética (MST, minimum spanning tree) foi gerada a partir dos sitios varidveis (SNPs) partilhados por 95% das estirpes em

relagdo ao genoma de referéncia de M. tuberculosis H37Rv (n=44574 posicdes). Cada né da arvore corresponde a uma ou a um conjunto de

estirpes, estando destacado por cores as diferentes linhagens. Para efeitos de visualizagdo, todas as estirpes que apresentam uma distancia

até 24 SNPs foram colapsadas, de forma a destacar clusters moleculares. LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA — Regido Auténoma.




3.2. Analise dos casos de Tuberculose
resistentes a rifampicina ou multirresistentes
sujeitos a Whole genome sequencing

De forma a efetuar uma analise mais detalhada
e com maior resolucéo genética dos casos de
TB RR/MR em circulagédo em Portugal (n=200),
a arvore filogenética foi reconstruida (apenas
com estes casos) onde todas as estirpes com
até 12 SNP de diferenca sao sinalizadas como
clusters genéticos com possiveis relagdes epi-
demioldgicas. Figura 5 apresentam-se as rela-
coes moleculares encontradas evidenciando o
perfil de resisténcia (Figura 5A), as linhagens
associadas (Figura 5B), o ano de diagndstico
(Figura 5C) e a regido de residéncia do doente
(Figura 5D).

Atualmente, destaca-se a existéncia de dois
grandes clusters genéticos (constituidos por 18
e 21 estirpes) que incluem doentes com carac-
teristicas demograficas variadas e estirpes com
diferentes perfis de resisténcia (Figura 5A). E
importante reforgar a necessidade de relacionar
0s dados moleculares com links epidemiologi-
cos entre os doentes, de forma a excluir possi-
veis eventos de transmissao (que estariam, em
alguns casos, a acontecer desde 2013) ou con-
firmar de que se tratam efetivamente de estirpes
de MTC multirresistentes persistentes. Maiorita-
riamente, as estirpes pertencem a linhagem 4
(78,0%), em particular as sub-linhagens 4.3.4.2.
(31,0%) e 4.3.4.1 (14,0%), seguido da linhagem
2 (18,5%) (Figura 5B), mantendo-se a tendéncia

verificada nos anos anteriores "2

De acordo com a nova definicdo’ e com o0 novo
catdlogo de mutacbes associadas a resistén-
cias da OMS® foram detetados dois casos agora
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considerados como TB-XDR (Tabela 4). Para
além disso, continuamos com casos resisten-
tes a maioria dos grupos de antibiéticos usados
no tratamento de 22 linha (Figura 5A), nomeada-
mente as fluoroquinolonas e aos injetaveis de 22
linha em simultaneo (23,0%), que classificariam
0s casos como XDR de acordo com a definigao
antiga e que sdo agora consideradas pré-XDR.

Embora os dados do ultimo relatério publicado
da DGS relatem uma tendéncia decrescente dos
casos de TB-MR até 20225, em 2023 dados do
LNR-TB do INSA mostraram que o nimero de
casos de TB-RR/MR duplicou face ao ano an-
terior (n=22)2. Em 2024, observou-se de novo
um aumento destes casos (22,0% face a 2023;
n=27), demonstrando fragilidades na implemen-
tacao das medidas de controlo da TB no nosso
pais. Mais de metade dos casos de TB-RR/MR
diagnosticados em 2024 sdo provenientes da
regiao de LVT (51,9%; n=14), e os restantes dis-
tribuem-se por trés regides do pais, com sete
casos na regiao Norte (25,9%), trés casos no
Algarve (11,1%) e trés casos no Centro (11,1%)
(Tabela 4). Continuamos sem suporte epidemio-
l6gico que justifique este aumento, que consi-
deramos imperativo esclarecer.

No total dos casos de TB-RR/MR diagnostica-
dos entre 2013 e 2024, a maioria continua a
ocorrer na regiao de LVT (62,0%), seguido da
regiao Norte (24,5%), e Algarve (7,0%). Desde
2022 que se observa uma tendéncia crescen-
te no numero de casos nas regides de LVT,
Norte e Algarve (Figura 6), e destaca-se o res-
surgimento naregiao Centro que nao registava
casos desde 2017.
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Figura 5 - Filogenia global de todas as estirpes associadas a tuberculose multirresistente sujeitas a sequenciacéo do genoma total

no LNR-TB (n=200).
A arvore filogenética (MST, minimum spanning tree) foi gerada a partir dos sitios variaveis (SNPs) partilhados por todas as estirpes em relagdo ao genoma
de referéncia de M. tuberculosis H37Rv (n=11092 posi¢oes). Cada nod da arvore corresponde a uma ou a um conjunto de estirpes, estando destacado
por cores (A) o perfil de resisténcia observado, (B) as diferentes linhagens, (C) o ano de diagnéstico e (D) a regiao de residéncia de cada um dos doentes.
Para efeitos de visualizacdo, todas as estirpes que apresentam uma distancia até 12 SNPs foram colapsadas num mesmo n6 da arvore, de forma a
destacar clusters genéticos com possiveis relagdes epidemiolégicas. RA - Regiao Autdnoma; XDR-TB - Tuberculose extensivamente resistente; MDR-TB
- Tuberculose multirresistente; Pré-XDR-TB - Tuberculose pré-extensivamente resistente; RR-TB — Tuberculose resistente a rifampicina.
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Figura 6 - Tendéncia do nimero de casos de TB-RR/MR ao longo dos anos por regido de salde (2013-2024).
LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA - Regiao Auténoma.
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3.3. Analise de clusters ativos em 2024

Com o objetivo de efetuar a vigilancia
molecular de todos o0s casos de TB (sensiveis
e resistentes) que circulam em Portugal,
procedemos a uma andlise de possiveis
relagdes filogenéticas de todas as estirpes
de MTC isoladas no LNR-TB desde 2020,
num contexto de confirmagdo diagndstica
inicial do caso de TB, enquadrando-as nas
analises moleculares das estirpes que ja se
encontravam em vigilancia desde 2013 (isto &,

casos de TB-RR/MR ou suspeitas de surtos).

Foram identificados 60 clusters moleculares
com casos de 2024 e cujas principais
caracteristicas se encontram descritas na
Figura 7. Embora alguns destes clusters,
com menor numero de casos (clusters 3,
6, 12, 13, 14, 15, 17, 19, 24, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 38, 39, 48, 51, 53 e 56), sejam muito
recentes (2023 ou 2024), existem clusters que
remontam a 2013 (como é o caso de cluster
41) ou a 2014 (por exemplo os cluster 1 e
7, que sdo o0s que incluem o maior numero
de casos) 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 O dias - cluster 34 - e 4188 dias - cluster

41, Figura 7) que seria importante esclarecer.

Verificamos que todos os casos de TB pré-XDR
estdo agrupados em dois clusters: i) o cluster
49 é composto por estirpes de TB-MR/XDR,
em circulacdo desde 2014, isoladas de 12
doentes (2/3 do sexo masculino) na sua maioria

| @ _ Vigilancia Laboratorial da Tuberculose _2024

residentes na regido de LVT (66,7%); i) O cluster
13 é composto por duas estirpes isoladas de
doentes jovens (15 a 20 anos) em 2024, mas de
regides de saude diferentes. Foram detetados
multiplos clusters compostos por estirpes cujos
perfis de resisténcia eram idénticos: i) seis
clusters de estirpes TB-MR (16, 32, 40, 41, 51
e 52); ii) um cluster composto por dois casos
de TB-RR de doentes de LVT diagnosticados
com um intervalo de 613 dias; iii) sete clusters
de estirpes TB-HR (9, 17, 18, 27, 30, 583, 54),
maioritariamente de LVT e de doentes do
sexo masculino; iv) 39 clusters compostos

exclusivamente por estirpes de MTC sensiveis.
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Figura 7 - Distribuigao temporal dos clusters com potencial relagcéo epidemiologica, envolvendo estirpes de 2024, com destaque
para os perfis de resisténcia, regido de diagndstico e sexo do doente.

M - Masculino; F - Feminino; LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA-Agores - Regido Auténoma dos Acores; RA-Madeira - Regido Auténoma da Madeira;

MDR-TB - Tuberculose multirresistente; Pré-XDR-TB - Tuberculose pré-extensivamente resistente; RR-TB — Tuberculose resistente a rifampicina;

HR-TB - Tuberculose resistente a isoniazida; Outro — Tuberculose com qualquer resisténcia além das descritas.
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4. Diagnéstico de Mycobacterium leprae

A lepra, causada por M. leprae, é uma doenca
cronica que, apesar dos avangos no seu con-
trolo, tem registado um aumento no numero de
casos a nivel mundial, particularmente em re-
gides com infraestruturas de saude vulneraveis
°. De acordo com as diretrizes atuais da OMS,
nao se recomenda a profilaxia sistematica nem
o isolamento do doente, mas sim o diagnéstico
precoce e o tratamento adequado com poliqui-
mioterapia, de forma a prevenir complicacoes
e transmisséo da doenca®. Tradicionalmente, o
diagnostico da lepra era realizado por bacilos-
copia, um método com sensibilidade limitada,
que frequentemente apenas permite detetar os
casos em estadios mais avangados da doen-
¢a, quando ja sdo potencialmente infeciosos.

Os avancos recentes, permitiram o desenvolvi-

mento de um método de diagndstico molecu-
lar, permitindo a detecdo precoce de casos,
essencial para o controlo da propagacdo da
lepra e para a melhoria dos resultados clinicos.
Desde 2023, o LNR-TB do INSA tem disponivel
este método diagndstico.

Na Tabela 5 apresenta-se a casuistica dos
pedidos de confirmacao laboratorial de lepra
desde 2020. Como se pode verificar, 0 nimero
de pedidos tem vindo a aumentar, sendo que o
diagnoéstico molecular por PCR permitiu a con-
firmacgao laboratorial da doenga de oito doen-
tes (quatro em 2023 e quatro em 2024). Todos
estes doentes tinham contexto epidemiol6gico
compativel, nomeadamente, histérico de via-
gem, proveniéncia de regides endémicas do
Brasil e da Asia ou co-habitantes de doentes
previamente diagnosticados com lepra.

Tabela 5 - Casos de M. leprae diagnosticados no LNR-TB entre 2020 e 2024.

PCR Exame directo
Ano N.° Pos / Utentes
(N.° pos/N.° testes)
2020 - 0/2 0/1
2021 - 0/2 0/2
2022 - 0/4 0/1
2023 4/7 0/7 4/12
2024 4/12 0/6 4/14
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5. Consideragdes finais

Apesar de ser uma doenca de notificacéo
obrigatoria, de base clinica, a confirmacao
bacteriol6gica da TB é essencial para a moni-
torizacdo da doenca e para o conhecimento
do perfil de suscetibilidade aos antimicrobia-
nos, pelo que devem ser sempre solicitadas
analises laboratoriais auxiliares e que permi-
tam a confirmacao diagnostica.

A transigdo metodoldgica da genotipagem de
estirpes de MTC para tecnologias de sequen-
ciacdo de nova geracdo permitiu aumentar a
sensibilidade das metodologias de analise mo-

lecular e assim fazer uma vigilancia laboratorial

mais robusta e integrada dos casos de TB-MR.

Tendo em conta que, para além de permitir a
detecéo atempada de possiveis casos de trans-
missdo que estejam a acontecer na comunida-
de, esta abordagem também permite conhecer
um perfil de suscetibilidade completo aos anti-
bacilares de 12 linha e o perfil de resisténcia aos
antibacilares de 22 linha, acreditamos ser viavel
a transicdo metodologica dos métodos conven-
cionais para os métodos de analise gendmica.
Desta forma, sera possivel, em tempo real, no-
tificar o clinico e as autoridades de saude com
informacdo completa de perfis de suscetibili-
dade e potenciais focos de transmissao. Para
além disto, esta abordagem, se corretamente
utilizada, possibilitara uma reducao significativa
de custos, a otimizacdo dos recursos técnicos
e infraestruturas do laboratério e a garantia de
qualidade da informacao gerada.
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