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Nota introdutéria

A Vigilancia Laboratorial da Tuberculose (TB) em
Portugal tem passado por uma trajetéria marcada
por avancgos e retrocessos, sem ter ainda alcan-
cado o estabelecimento de uma rede de vigilan-
cia ativa, continua e representativa do panorama
nacional. O impulso inicial para sua criacao sur-
giu com o desenvolvimento do Programa Global
da Vigilancia da Resisténcia aos Antibacilares,
proposto em 1994 pela Organizagao Mundial da
Saude (OMS) e pela IUATLD (International Union
Against Tuberculosis and Lung Disease) .

Em Portugal, este programa teve inicio em 2020,
liderado pelo Nucleo de Tuberculose e Doencas
Respiratorias da Direcdo-Geral da Saude (DGS)
em conjunto com o Laboratério de Tuberculose
e Micobactérias do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA)?2 e permitiu a consti-
tuicao do primeiro sistema de vigilancia da TB de
base laboratorial, o VigLab-TB 2, Este sistema in-
tegrava todos os laboratérios nacionais que reali-
zavam testes de sensibilidade aos antibacilares
de 12 linha e tinha como principal objetivo a moni-
torizagao dos padroes de resisténcia das estirpes
do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC)
circulantes em Portugal, identificando grupos de
alto risco para a transmisséo de TB multirresisten-
te (TB-MR)“.

Apods sua suspensao em 2006, o sistema foi reati-
vado pelo INSA em 2013, com uma nova versao
que incluia a genotipagem dos isolados de TB-MR
para estabelecer possiveis ligagoes filogenéticas
entre estes casos e identificar estirpes prevalen-
tes em circulagdo °. Apds uma reunid@o conjunta
dos laboratérios da rede, em novembro de 2016 (I
Simpdsio de Tuberculose “Redes de Vigilancia e
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Vigilancia Laboratorial”) © foi publicado um relatério
cientifico divulgado pelo INSA e em nome de toda
a rede laboratorial integrante.

Com a disseminagao dos métodos de sequencia-
¢ao gendmica de nova geracao, o Laboratério Na-
cional de Referéncia de Micobactérias (LNR-TB)
implementou metodologias baseadas na sequen-
ciacdo do genoma total (WGS, Whole Genome
Sequencing) para efetuar, de forma sistematica e
rotineira, a previsdo de resisténcias ” e vigilancia
molecular dos casos de TB-MR 8 em articulagao
com as Autoridades de Saude. Nos anos subse-
quentes, e adjuvado pelos anos da pandemia CO-
VID-19, o LNR-TB, embora tenha continuado a
sua missdo como observatoério nacional, nédo pu-
blicou formalmente relatdrios, tendo, no entanto,
contribuido sempre para a publicagéao do relatério
de monitorizagao anual da DGS na vertente da vi-
gilancia dos casos de TB-MR.

Finalmente, em 2023, o LNR-TB publicou seu pri-
meiro relatério de vigilancia molecular da TB, que
inclui dados retrospetivos de 2020-2022, com in-
formacdes gendémicas das estirpes de MTC em
circulacdo em Portugal ®. Apesar dos avancos, a
representatividade nacional ainda néo foi alcan-
cada, ja que o relatorio se baseou apenas nos
isolados enviados e analisados no LNR-TB. Acre-
ditamos, no entanto, ser este o caminho para im-
plementar um sistema de vigilancia mais robusto
e abrangente, incluindo todas as estirpes de MTC
isoladas em Portugal, com o objetivo de divulgar
periodicamente essas informagdes de forma in-
clusiva a todos os profissionais de salude na area
da TB.
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A Tuberculose (TB) continua a ser um dos princi-
pais problemas de saude publica mundial e os
dados mais recentes divulgados pela OMS esti-
mam que, em 2022, 10.6 milhdes de pessoas

adoeceram e 1.3 milhdes de pessoas morreram'®.

O relatério do ECDC (European Centre for Disea-
se Control and Prevention) "', descreve que, em
2022, foram notificados 36.179 casos de TB na
regiéo europeia (taxa de notificacéo 8,0/100.000
habitantes), com maior incidéncia em individuos
do sexo masculino entre 0os 25 e 0s 44 anos
(9,5/100.000 habitantes), e dos quais, 1.214
casos (3,6%; 1,9/100.000 habitantes) foram de
TB infantil (idade inferior a 15 anos). Os padroes e
tendéncias epidémicas sdo diversos, com alguns
paises da Unido Europeia/Area Econdmica Euro-
peia aproximando-se dos niveis de baixa incidén-
cia (menos de 10 por 100.000 habitantes), e com
0 numero de casos de TB resistentes a rifampici-
na ou multirresistentes (TB-RR/MR) a continuar a
apresentar uma tendéncia decrescente. De facto,
em 2022, foram notificados 933 casos de TB-R-
R/MR (taxas de notificagao variaram entre 0% na
Croacia e 25,5% na Estonia), dos quais 251 eram
casos de TB extensivamente resistente (TB-XDR)
e 135 casos de TB pré-XDR.

Em Portugal, de acordo com o ultimo Relatério
da Vigilancia e Monitorizagao da Tuberculose da
DGS %, em 2022, foram notificados 1518 casos
de TB, mantendo a tendéncia decrescente espe-
rada (taxa de notificagao 14,5/100.000 habitan-
tes; taxa de incidéncia 13,4/100.000 habitantes).
Aregido de Lisboa e Vale do Tejo (LVT) e a regiéo
Norte continuam a apresentar 0 maior numero

de casos de TB, com, respetivamente, taxas de
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notificagdo de 17,8/100.000, e 17,5/100.000 ha-
bitantes. Os distritos de Lisboa, Porto e Setubal
apresentaram 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 suscetibilida-
de aos antibacilares de 12 linha ™. A resisténcia a
isoniazida em conjunto com outras resisténcias
(qualquer) ou isolada (monoresisténcia) ocorreu
em 5,4% e 3,8% dos casos, respetivamente. Dos
12 casos de TB-RR/MR (um caso monoresistente
a rifampicina e 11 casos multirresistentes), ape-
nas 4 (33,3%) eram doentes nascidos em Portu-
gal e a maioria dos casos (oito casos; 66,7%)
foram diagnosticados em LVT. Nao se identificou
nenhum caso de TB-XDR em 2022 2,
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2. Vigiléncia laboratorial da Tuberculose:
dados do Laboratorio Nacional de Referéncia

A confirmacao bacteriolégica da TB é essen-
cial para a monitorizagdo da doenca e para o
conhecimento do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos, pelo que devem ser sempre so-
licitadas analises laboratoriais auxiliares ao diag-
nostico clinico. De acordo com os dados atuais
do relatério da DGS 2, em 2022 foram confirma-
dos (casos de TB com cultura positiva para MTC
ou exame direto e teste de amplificacdo de aci-
dos nucleicos positivos) 856 casos de TB (56%
do numero total de casos), 322 (21%) casos
foram classificados como provaveis (caso de TB
exame direto positivo ou teste de amplificacao
de acidos nucleicos positivo ou exame anatomo-
patolégico compativel) e 340 (22%) casos como
possiveis (caso de TB apenas com critérios clini-
cos e/ou imagioldgicos e sem resultados labora-
toriais).

No presente relatério pretendemos descrever 0s
dados microbiologicos, gendmicos e demografi-
cos de todos 0s casos de TB que foram enviados
ao LNR-TB do INSA para confirmagéo laborato-
rial do diagndstico desde 2020, com especial en-
foque para o0 ano de 2023.
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2.1 Caracteriza¢@o da amostragem

No ano de 2023 assistimos a um aumento de
13%, relativamente a 2022, no numero de requi-
sicdes que deram entrada no LNR-TB, o que se
traduziu num aumento de 13% no numero de
amostras bioldgicas e 11% no nimero de utentes.
Durante o periodo de 01/01/2020 a 31/12/2023,
foram enviadas ao LNR-TB do INSA 13683 requi-
sicdes clinicas correspondentes a 9431 utentes e
21137 amostras bioldgicas (Tabela 1).

As caracteristicas demograficas e origem ge-
ografica das amostras estdo representadas na
Tabela 2 e Figuras 1 e 2. A maioria das amostras
sdo provenientes da regido de Lisboa e Vale do
Tejo (LVT) e da regiao Norte, dado serem estas
as regides de maior abrangéncia do LNR-TB.
Verificamos, também, um aumento de 30% no
numero de requisicdes provenientes da Regiao
Auténoma dos Acgores (Acores-RA), no ano de
2023 relativamente a 2022. Mantendo a tendén-
cia dos anos anteriores, também em 2023, a
maioria dos doentes € do sexo masculino (com
uma proporcdo media M/F de 1,5/1) e a doenca
ocorre maioritariamente nas faixas etarias entre

0s 45 e 0s 75 anos.
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Tabela 1 - Numero de requisigdes, amostras e utentes enviadas ao LNR-TB durante o periodo de 01/01/2020 a

31/12/2022.
Ano N de requisigdes N de amostras N de utentes
2020 3039 4539 2184
2021 3300 5148 21568
2022 3423 5343 2401
2023 3921 6107 2688
Total 13683 21137 9431
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Figura 1 - Distribuicdo do numero de utentes por género e regiao de Saude.
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Figura 2 - Distribuicdo do nimero de utentes, por faixa etaria e regido de Saude, estudados no LNR-TB no
periodo de 2020-2023. Desc. — Desconhecido.
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Tabela 2 - Distribuicdo do nimero de utentes por grupo etario, género e regido de Saude no periodo de 01/01/2020 a

31/12/2023.
Regiao de Saude
Ano Sexo LVT Norte Centro  Alentejo  Algarve RA-Acores RA-Madeira Total
3 12 3 8 0 12 1 0 36
[0-5( Q 8 3 3 0 8 0 0 22
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 4 7 0 1 4 4 0 20
5-10] Q 10 5 2 0 4 2 0 23
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 8 2 3 0 4 5 0 22
[10-15[ ? 8 4 1 0 5 8 0 21
Desc. 0 1 0 0 0 0 0 1
3 39 9 3 1 6 5 0 63
[15-20] ? 39 5 1 1 3 3 0 52
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 116 25 7 6 6 15 0 175
[20-25] { 88 1 4 4 4 10 0 121
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
53 173 19 7 10 10 1 0 230
[25-30] 9 105 17 3 3 7 il 0 146
Desc. 5] 0 0 0 0 0 0 )
3 208 42 7 14 13 20 0 304
[30-35] 9 141 22 6 2 5 23 0 199
Desc. 2 0 0 0 0 1 0 3
3 164 58 10 7 15 31 0 285
[35-40[ 9 138 40 4 5 11 10 0 208
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 231 51 8 17 15 35 0 357
[40-45] ? 182 37 5 5 12 18 0 259
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
3 337 75 13 17 29 38 0 509
[45-50] ? 200 49 6 7 15 25 0 302
Desc 1 0 0 0 0 0 0 1
3 326 74 16 11 22 53 0 502
[50-55[ ? 205 38 9 4 11 19 0 286
Desc 1 0 0 0 0 0 0 1
3 370 90 13 10 20 38 0 541
[565-60[ 9 263 56 8 6 16 25 1 375
Desc 2 0 0 0 0 0 0 2
3 343 89 14 10 45 51 0 552
[60-65[ ? 238 50 11 7 19 30 0 355
Desc 0 0 0 0 0 0 0 0
3 311 69 17 17 35 36 0 485
[65-701 ? 209 38 9 8 21 16 0 301
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 329 73 15 8 25 30 0 480
[70-75] ? 222 38 15 3 21 23 0 322
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 283 41 14 5 21 18 0 382
[75-80( Q 170 35 8 4 15 18 0 250
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 188 39 12 5 20 17 0 281
[80-89] Q 144 36 9 1 5 14 0 209
Desc. 1 0 0 0 0 0 0 1
3 133 27 9 9 7 10 0 195
[85-100] Q 100 20 9 3 2 12 0 146
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0
3 109 19 37 2 14 68 0 249
Desc. ? 53 7 17 0 15 45 0 137
Desc. 7 0 0 0 4 2 0 13
Total de utentes 6228 1324 343 213 526 796 1

por regidao

4 - Masculino; Q- Feminino; Desc. - Desconhecido; LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA - Regido Auténoma
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2.2. Resultados laboratoriais

Durante o periodo em analise, o LNR-TB realizou
um total de 17.467 pesquisas de bacilos alcool-
-acido resistentes (BAAR), 26.831 isolamentos
em cultura (em meios solido e/ou liquidos), 7.866
pesquisas moleculares (identificacdo de MTC
e/ou resisténcias diretamente na amostra biolo-
gica), 2.212 identificacdes de culturas, e 1.316
testes de suscetibilidade a antibidticos (TSA).
Particularizando para o ano de 2023, verificou-se
um aumento de 10% nos pedidos dos variados
parametros laboratoriais de diagndstico de TB
comparativamente a 2022. Globalmente, obteve-
-se uma taxa de positividade por utente de ~20%

ao ano, independentemente da anélise realizada
(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 diagnéstico de TB. Como se pode ve-
rificar, analisando os dados globais nacionais, a
taxa de tem-se mantido relativamente constante
durante os anos em analise, e, em 2023, 8,5%
das pesquisas de BAAR retornaram resultados
positivos, 16,6% dos PCR foram positivos para
MTC, e em 12,1% de culturas em meio liquido e
9,5% de culturas em meio solido foi isolado MTC
(Figura 3 e Tabela 3).

Tabela 3 - Numero testes efetuados no LNR-TB por ano.

Pesquisa de PCR Cultura em

Cultura em ID complexo TSA

P o AT " Total de
Ano BAAR meio liquido meio solido M. tuberculosis positivos / total de
utentes
(#pos/t#testes) (#testes)

394/3647 298/1647 225/1948 264/3374 364/564 520/2184

2020 362
(10,80%) (18,09%) (11,55%) (7,82%) (64,54%) (23,81%)
427/4239 356/2183 343/2847 400/3836 328/513 519/2158

2021 323
(10,07%) (16,31%) (12,05%) (10,43%) (63,94%) (24,05%)
452/4520 318/1949 324/2812 455/4199 329/511 450/2401

2022 325
(10,00%) (16,32%) (11,52%) (10,84%) (64,38%) (18,74%)
429/5061 346/2087 370/3071 451/4744 324/627 525/2688

2023 306
(8,48%) (16,58%) (12,05%) (9,51%) (51,67%) (19,53%)

Os valores entre parenteses correspondem a percentagem de testes positivos. BAAR - bacilos éalcool-4cido resistentes; PCR - teste de amplificag@o de &cidos nucleicos

(TAAN); ID - identificagdo; TSA - teste de suscetibilidade aos antibacilares.

13
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Figura 3 - Proporgéao de casos laboratoriais positivos/negativos por utente, ano e regido de Saude. Um caso foi considerado positivo
se teve, pelo menos, um resultado laboratorial positivo (BAAR, identificagao de MTC ou PCR) e contabilizado apenas uma
vez por utente. A regido da Madeira ndo se encontra representada no grafico por apresentar apenas 4 pedidos de analise
para identificagdo de micobactérias ndo tuberculosas.
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Tendo em vista a implementacao de um sistema
de vigilancia molecular ativo, robusto e cada vez
com maior representatividade nacional, efetua-
mos estudos de sequenciacdo gendmica de iso-
lados de MTC. Na Tabela 4 apresenta-se uma
descricao das caracteristicas demograficas dos
doentes e resultados microbioldgicos das estir-
pes analisadas (n=892). Inclui todas as estirpes

de TB-MR de 2013 a 2023, estirpes analisadas
em contextos de projetos de investigacao, estir-
pes enviadas para investigacdo de potenciais
surtos ou casos de transmissdo e todas as estir-
pes com isolamento de MTC entre 2020 a 2023
enviadas ao LNR-TB para o diagndstico de con-
firmagéo do caso de TB.

Tabela 4 - Descricdo da amostragem analisada por WGS a data de publicacdo do presente relatorio.

Ano de diagndstico

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

Género

3 3 9 74 22 22 21 26 39 14 114 123 154 621

@ 1 4 35 3 7 10 15 11 10 46 60 64 266
Desc. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 2 5
Grupo etério
[0-5[ 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 1 4
[5-10[ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
[10-15[ 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 1 4
[15-20] 0 1 1 0 1 0 1 3 0 1 2 5 15
[20-25] 0 2 6 1 4 1 2 1 2 9 7 9 44
[25-30[ 1 1 4 2 1 1 1 3 1 18 1 22 66
[30-35] 0 2 6 1 0 3 2 4 1 11 16 15 61
[35-40[ 0 1 12 3 2 2 3 3 1 11 8 17 63
[40-45] 0 3 20 5 7 1 6 5 6 10 16 20 99
[45-50] 1 1 19 0 3 1 1 6 2 20 27 27 108
[50-55[ 0 2 12 4 5 4 2 4 2 19 18 18 90
[55-60] 0 0 7 4 1 6 5 3 5 12 19 15 77
[60-65] 1 0 5 2 3 2 4 0 0 10 19 20 66
[65-70[ 0 0 7 0 1 0 2 2 0 6 1 14 43
[70-75] 0 0 0 0 1 1 2 1 2 8 10 11 36
[75-80] 0 0 3 1 0 0 0 3 0 7 4 6 24
[80-85] 0 0 4 0 0 0 2 1 0 5 5 5 22
[85-100] 0 0 1 0 0 2 2 1 0 6 5 5 22
Desc. 1 0 2 2 0 5 8 9 2 10 5 8 47
Regido de residéncia
Alentejo 0 1 0 0 0 0 4 5 1 23 30 40 104
Algarve 0 0 0 1 0 0 0 1 3 2 2 7 16
AML 0 8 97 13 14 12 14 17 14 111 133 145 578
Centro 0 0 3 1 4 0 0 4 0 5 4 1 32
Norte 4 4 9 9 11 18 23 22 6 13 8 8 135
RA-Madeira 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 5
RA-Acores 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 6 8 22
Perfil de resisténcia
MDR-TB 0 8 18 16 14 8 8 6 1 8 7 13 17
Pré-XDR-TB 0 5 4 3 3 3 12 1 5 5 1 3 45
RR-TB 0 0 0 0 0 0 0 4 0 1 2 4 11
HR-TB 0 0 8 0 1 6 0 4 5 10 18 15 67
Outros 0 0 10 0 1 0 1 2 0 13 16 13 56
Sensivel 4 0 69 6 10 14 20 33 3 126 139 172 596

& - Masculino; 9- 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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Na Figura 4 apresenta-se a filogenia global desta
amostragem. A anélise filogenética revelou a exis-
téncia de 130 clusters moleculares em circulacéo
desde 2013, constituidos por duas a 31 estirpes
de MTC, sendo que um cluster molecular foi defi-
nido como duas ou mais estirpes que partilham
a mesma informacao genética (para efeitos da
construcdo da figura, as estirpes foram agrega-
das a 24 posigdes variaveis - SNP, single nucleoti-
de polimorphisms). A figura demonstra a relagao
molecular entre as estirpes analisadas identifican-
do a sua proximidade por linhagem (Figura 4A),
ano de diagnostico (Figura 4B), regido de saude
(Figura 4C) e perfil de suscetibilidade/resistén-
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cia (Figura 4D). Na sua maioria, as estirpes sao
provenientes de doentes do género masculino
(69,6%), nas faixas etarias dos 40 aos 65 anos
(49,3%) e residentes na Area Metropolitana de
Lisboa (64,8%). Relativamente aos perfis de resis-
téncia/suscetibilidade aos antibacilares, 19,8%
das estirpes analisadas sao multirresistentes ou
resistentes a rifampicina, 7,5% das estirpes apre-
sentam resisténcia a isoniazida (resisténcia isola-
da ou em combinacao com outros antibacilares
exceto a rifampicina) e 33,2% das estirpes apre-
sentam pelo menos uma resisténcia a qualquer
antibacilar.

Figura 4 — Filogenia global de todas as estirpes do complexo Mycobacterium tuberculosis sujeitas a sequenciagao do genoma total
no LNR-TB (N=892). A arvore filogenética (MST, minimum spanning tree) foi gerada a partir dos sitios variaveis (SNPs,
single nucleotide polimorphisms) partilhados por todas as estirpes em relagao ao genoma de referéncia de M. tuberculosis
H37Rv (N=24052 posi¢oes). Cada no da arvore corresponde a uma ou a um conjunto de estirpes, estando destacado por
cores (A) as diferentes linhagens, (B) 0 ano de diagndstico, (C) a regi@o de Saude e (D) o perfil de resisténcia observado.
Para efeitos de visualizagao, todas as estirpes que apresentam uma distancia até 24 SNPs foram colapsadas, de forma a
destacar clusters genéticos. 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; HR-TB -
Tuberculose resistente a isoniazida; Outros — Tuberculose com qualquer resisténcia além das descritas.
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Para fazer uma anélise mais rigorosa dos casos
de TB RR/MR em circulacdo em Portugal, efe-
tuamos a mesma abordagem de construcdo de
arvores filogenéticas, e todas as estirpes com
menos de 12 SNP foram colapsadas num mesmo
n6 da arvore, isto €, agregadas como sendo a
mesma estirpe, de forma a destacar clusters ge-
néticos com possiveis relacdes epidemioldgicas.
Na Figura 5 destacam-se as relacdes filogené-
ticas entre todas estirpes associadas a casos
de TB-RR/MR (n=173). A semelhanca da anali-
se da filogenia global de todas as estirpes, apre-
sentamos as relacdes moleculares encontradas
evidenciando a categorizagéo de perfil de resis-
téncia (Figura 5A), o perfil completo de resistén-
cia aos antibacilares de 12 e de 22 linha (Figura
5B), 0 ano de diagnostico (Figura 5C) e a regiao
de residéncia do doente (Figura 5D). Maiorita-
riamente, as estirpes pertencem a linhagem 4
(79,8%), em particular as sub-linhagens 4.3.4.2.
(35,2%) e 4.3.4.1 (15,0%), seguido da linhagem 2
(17,3%) (Figura 4A e 4D). De acordo com a nova
definicdo da OMS ™, desde 2013 que néo é diag-
nosticado nenhum caso de TB-XDR em Portugal.
No entanto, continuamos com casos resisten-
tes a maioria dos grupos de antibiéticos usados
no tratamento de 22 linha (Figura 5B), nomeada-
mente as fluoroquinolonas e aos injectaveis de 22
linha em simultaneo (26,6%), que classificariam
0s casos como XDR de acordo com a definigao
antiga e que sdo agora consideradas pré-XDR.
Embora entre 2013 e 2022 se tenha assistido a
uma tendéncia decrescente no numero de casos
de TB-MR, com uma reducao média de 2%/ano,
em 2023 foram diagnosticados 20 novos casos
de TB-RR/MR, correspondendo a um aumento

| @ _ Vigilancia Laboratorial da Tuberculose _2023

de 50% relativamente a 2022. Estes casos de
TB-RR/MR de 2023 encontram-se distribuidos
em trés regides de Portugal, com nove casos
isolados na regidao de LVT, quatro casos na re-
giao Norte e seis casos no Algarve (Figura 5C e
5D). Nao tendo acesso a maioria dos dados clini-
cos e epidemiolégicos dos doentes ¢ dificil infe-
rir causas que possam justificar este aumento,
no entanto, mais de metade dos casos sdo em
doentes de nacionalidade estrangeira, maiorita-
riamente oriundos de Paises Africanos de Lingua
Oficial Portuguesa (PALOP) (dados né&o apresen-
tados).

No global, a maioria dos casos de TB-RR/MR
(63,6%) continua a ocorrer na regidao de LVT,
seguido da regiao Norte (20,8%), e com uma ten-
déncia crescente na regiao do Algarve que impor-
ta vigiar (Figura 5D). Destaca-se a existéncia de
trés grandes clusters moleculares (constituidos
por sete a 27 estirpes) que incluem doentes com
caracteristicas demogréficas variadas e estirpes
com diferentes perfis de resisténcia, sendo, no
entanto, constituidos pela quase totalidade dos
casos de TB pré-XDR (Figura 5A). E importante
reforgar a necessidade de relacionar os dados
moleculares com links epidemioldgicos entre 0s
doentes, de forma a excluir possiveis eventos de
transmissao (que estariam, em alguns casos, a
acontecer desde 2013) ou confirmar de que se
tratam efetivamente de estirpes de MTC multirre-
sistentes persistentes.
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Figura 5 - Filogenia global de todas as estirpes associadas a tuberculose multirresistente sujeitas a sequenciagéo do
genoma total no LNR-TB (N=173). A arvore filogenética (MST, minimum spanning tree) foi gerada a partir
dos sitios variaveis (SNPs, single nucleotide polmorphisms) partilhados por todas as estirpes em relagao
ao genoma de referéncia de M. tuberculosis H37Rv (N=9845 posigbes). 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 diagnostico 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 no da arvore, de forma a destacar clusters genéticos com possiveis relagdes
epidemioldgicas. 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;
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, procede-
mos a uma analise de possiveis relacdes filoge-
néticas de todas as estirpes de MTC isoladas
no LNR-TB desde 2020, num contexto de confir-
macéao diagnostica inicial do caso de TB, enqua-
drando-as nas analises moleculares das estirpes
que ja se encontravam em vigilancia desde 2013
(isto é, casos de TB-RR/MR ou suspeitas de sur-
tos). Foram identificados 51 clusters moleculares
com casos de 2023 e cujas principais caracteris-
ticas se encontram descritas na Figura 6. Embo-
ra alguns destes clusters, com menor numero
de casos (clusters 1, 2, 3, 4, 8, 12, 15, 17, 19, 21,
25, 26, 27, 28, 30, 33, 38, 44 e 45), sejam muito
recentes (2022 ou 2023), existem clusters que
remontam a 2013 (como é o caso de cluster 47)
verificando-se, por isso, uma grande diversidade
de possiveis contextos epidemioldgicos ao longo
dos anos (intervalo de tempo desde o primeiro e
0 ultimo caso entre um dia - cluster 15 - e 3733
dias - cluster 47, Figura 6) que seria importante

esclarecer.

Verificamos que todos os casos de TB-MR e TB
pré-XDR estdo agrupados em trés clusters. O
cluster 32 ¢ composto por estirpes de MTC mul-
tirresistentes, em circulagdo desde 2014, isola-
das de cinco doentes (trés do sexo masculino)
na sua maioria residentes na regido de LVT. O
cluster 41, também composto por estirpes mul-
tirresistentes em circulacdo desde 2014, inclui
quatro doentes de trés regides (um doente resi-
dente em LVT, 2 doentes da regiédo Centro e um
doente da regido Norte). O cluster 47 inclui estir-
pes de TB pré-XDR isoladas desde 2013 (n=15),

@ _ Vigilancia Laboratorial da Tuberculose _2023

estirpes de TB-MR (n=13) e trés estirpes mono-
resistentes & isoniazida. E composto maiorita-
riamente por doentes do sexo masculino (77,0%)
residentes na regido de LVT (80,6%) e € o0 Unico
que inclui estirpes pré-XDR. Existem ainda dois
pequenos clusters, cada um com duas estirpes,
de casos de TB-RR, cluster 30 e cluster 44, de
doentes do sexo masculino residentes na regiao
de LVT e regido Norte, respetivamente. Importa
chamar a atengéo para os clusters 14 e 49, dois
dos maiores clusters moleculares identificados,
com 18 e 12 casos, respetivamente, em circula-
cao desde 2014 e compostos por estirpes de
MTC suscetiveis apenas de doentes residentes
na regiao de LVT.

Para esclarecer em absoluto a existéncia de ca-
deias de transmisséo ativas é fundamental con-
frontar estes dados moleculares com informacao
epidemiolégica dos doentes, caso contrario, ape-
nas podemos realcar a persisténcia de determi-
nadas linhagens de estirpes em circulagéo.
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Figura 6 - Distribuicao temporal dos clusters com potencial relagao epidemioldgica, envolvendo estirpes de 2023, com destaque para

os perfis de resisténcia, regiao de diagnéstico e género do doente. M — Masculino; F - Feminino; AML — Area metropolitana
de Lisboa; RA-Acores — Regido Autdnoma dos Agores; 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; Outros — Tuberculose com qualquer resisténcia além das descritas.
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Apesar de ser uma doenca de notificagdo
obrigatdria, de base clinica, a confirmagao bac-
teriolégica da TB é essencial para a monitor-
izagdo 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 confir-

magao diagnostica.

A transicdo 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.
O LNR-TB continua a ter o objetivo de realizar
esta abordagem a todas as amostras de todos
0s casos de TB enviadas para diagndstico com

uma representatividade nacional.

Para permitir que este objetivo seja cumprido
de forma efetiva, € fundamental ndo so6 otimizar
arede de laboratorios de TB, através da formal-
izacdo da sistematizagdo de envio, em tempo
real, dos dados e das estirpes isoladas, como
reforcar a colaboragdo com as Autoridades de
Saude de forma a validar epidemiologicamente
as relacdes gendmicas detetadas.

Tendo em conta que, para além de permitir a
detecdo atempada de possiveis casos de trans-
misséo que estejam a acontecer na comunidade,
esta abordagem também permite conhecer
um perfil de suscetibilidade completo aos anti-
bacilares, prevemos que num futuro bastante
proximo possamos alterar metodologias diag-
nosticas convencionais garantido uma redugao
de custos, otimizagdo de recursos e uma garan-
tia de qualidade dos dados gerados por esta es-
trutura completa de andlise (laboratorial, clinica e
epidemioldgica).
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