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_Resumo

A tuberculose multirresistente continua a ser um dos principais desafios
no controlo da Tuberculose em Portugal. Os métodos de diagndstico e
vigilancia classicos séo trabalhosos, muito demorados e nem sempre fa-
ceis de interpretar. A introduc@o de metodologias moleculares permitiu
ultrapassar alguns destes obstaculos, mas, sendo limitada no numero de
alvos genéticos que analisa, ndo permite uma analise completa das carac-
teristicas das estirpes de M. tuberculosis isoladas. Para ultrapassar esta
questao, tivemos como objectivo a implementagdo de uma metodologia
baseada na sequenciagao total do genoma que, para além de permitir um
screening de todas as mutagdes conhecidas associadas a resisténcia,
permite fazer uma vigilancia molecular das estirpes com uma sensibilida-
de muito elevada, possibilitando a intervengao das Autoridades de Saude
de forma atempada e otimizada. O Laboratério Nacional de Referéncia de
Micobactérias/Tuberculose do Instituto Nacional de Doutor Ricardo Jorge
esta, neste momento, capacitado para responder eficazmente a estas
necessidades garantindo um digndstico e vigilancia em “tempo real” de
todas as estirpes de M. tuberculosis multirresistentes.

_Abstract

Multidrug-resistant tuberculosis continues to be one of the main chal-
lenges for Tuberculosis” control in Portugal. Classical diagnostic and
surveillance methods are laborious, time-consuming and not always easy
to interpret and perform. The introduction of molecular methodologies
overcame some of these obstacles, but, as they are limited in the number
of genetic targets analyzed, they do not allow a complete analysis of the
characteristics of the isolated M. tuberculosis strains. As such, we aimed
to implement a methodology based on whole genome sequencing that, in
addition to enable the screening of all known mutations associated with
resistance, it makes it possible to carry out molecular surveillance of the
strains with a very high sensitivity, allowing a timely and optimized inter-
vention of the Health Authorities. The National Reference Laboratory of
Mycobacteria / Tuberculosis is now capable of responding effectively to
these needs, ensuring a "real time" diagnosis and surveillance of all mul-
tidrug resistant M. tuberculosis strains.
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_Introdugéo

A Tuberculose (TB) continua a ser uma das principais causas
de morte por doenca infeciosa em todo o Mundo (1:2). Em
2017, 10.4 milhdes de pessoas adoeceram, 1.7 milhoes mor-
reram da doenca e, embora a incidéncia de TB tenha vindo
a decrescer cerca de 2% por ano, o problema da resisténcia
aos antibacilares e, em particular, da multirresisténcia, desa-
fia 0 cumprimento das metas de erradicag@o previstas pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para 2030 (). Com
460 mil casos (~5% do total de casos diagnosticados) em
2017 causados por estirpes de TB multirresistente (TB-MR,
ou seja, resistentes a rifampicina e isoniazida), das quais,
8,5% sao também extensivamente resistentes (TB-XDR; isto
¢, TB-MR com resisténcia adicional a qualquer fluoroguinolo-
na e amicacina/canamicina ou capreomicina) e considerando
que a transmisséo pessoa-a-pessoa é a principal via de con-
tagio, a monitorizacao e controlo destes casos é fundamental
para um programa de controlo de TB ter sucesso (). Em Por-
tugal, a incidéncia de TB tem também vindo a diminuir nos
Ultimos anos, com uma média de decréscimo de cerca de
5% ao ano (%), De 2013 a 2017, cerca de 10.000 novos casos
de TB foram notificados a Direcao-Geral da Saude (DGS) e a
proporcao de doentes com TB-MR permaneceu estavel, cor-
respondendo a 1% do total de casos diagnosticados (3:4).

Tendo em consideraca@o que a maioria das mortes por TB pode
ser minimizada através do diagnostico precoce e tratamen-
to adequado, a OMS propds, em 2015, a expanséo do diag-
nostico laboratorial rapido como uma das cinco prioridades
para combater a crise global de casos de TB resistente aos
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antibacilares (). Os testes fenotipicos, usando métodos con-
vencionais, podem levar até oito semanas para o isolamento
e identificac@o das estirpes do complexo Mycobacterium tu-
berculosis (MTC) e duas a quatro semanas adicionais até que
o perfil de resisténcia aos antibacilares seja conclusivo (5.
Obviamente, a introdugcao de ferramentas de diagnéstico mo-
lecular para a detecgao de resisténcia permite acelerar o diag-
nostico da TB-M/XDR, evitando a disseminacao da doenca e
permitindo op¢des terapéuticas dirigidas. Actualmente, exis-
tem ja inUmeros testes moleculares que permitem a detecgao
réapida de mutagcdes, mas 0 numero de alvos genéticos pesqui-
sados ¢ muito limitado. Por outro lado, as intervencdes dire-
cionadas para interromper cadeias de transmissao exigem um
conhecimento epidemiolégico exaustivo e fundamentado que
s6 pode ser conseguido aliando a informagéo genética a in-
formacao resultante da investigagao epidemioldgica. Por estes
motivos, tém sido indmeros os desenvolvimentos laborato-
riais na area da vigilancia molecular da TB e, atualmente, a se-
quenciacao do genoma completo (whole genome sequencing
- WGS) tem o potencial para se tornar a ferramenta de eleigao
para a genotipagem das estirpes do complexo MTC (6-9), for-
necendo informagdes genéticas abrangentes, incluindo todos
0s possiveis alvos genéticos que podem dar informacdes ra-
pidas sobre a resisténcia aos antibacilares e viruléncia das
estirpes MTC (6:10-12) Para além disso, estdo a ser desenvolvi-
dos esforgos no sentido de permitir aplicar métodos baseados
em WGS diretamente a partir da amostra clinica, passando-
se assim das 8 semanas necessarias ao crescimento das es-
tirpes de MTC, para um conhecimento genémico completo da
mesma em menos de uma semana apos colheita do produto
biologico (1),

Desde 2014 que, em Portugal, existem centros especificos
para o diagndéstico, consultoria, acompanhamento e tratamen-
to dos casos de TB-M/XDR. Estes centros permitem agilizar
a ligacao entre a investigagao epidemioldgica realizada pelas
Autoridades de Saude Publica e os dados laboratoriais que
s&o obtidos de forma sistematica pelo Laboratdrio Nacional
de Referéncia de Tuberculose (LNR-TB) do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Dado que o LNR-TB
recebe as estirpes isoladas de todos os doentes com TB-MR
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diagnosticada em Portugal (obrigatério desde 2007) (14), & de
extrema importancia definir um sistema de genotipagem mo-
lecular centralizado e robusto que mais rapidamente estabele-
ca a associacao entre os dados genéticos e epidemioldgicos,
tendo em vista a detecdo e monitorizagdo em “tempo real” dos
perfis de resisténcia e possiveis cadeias de transmissao.

_Objetivo

O presente estudo descreve aimplementagao de uma abor-
dagem baseada em WGS, para a vigilancia da TB e detecédo
de mutagdes associadas a resisténcia aos antibacilares,
através da avaliagao retrospetiva de todas as estirpes de
TB-M/XDR isoladas nos ultimos 5 anos em Portugal.

_Materiais e métodos

Do total das cerca de 10.000 estirpes de MTC isoladas em
Portugal entre 2013 e 2017, 96 eram casos de TB-M/XDR.
Destas, 83 (86,5%) estavam disponiveis para anélise sendo
que os restantes casos foram diagnosticados apenas por
biologia molecular ndo tendo havido isolamento da estirpe.
Os testes de sensibilidade aos antibacilares (1% e 22 linha:
Isoniazida, Rifampicina, Estreptomicina, Etambutol, Pirazina-
mida, Etionamida, Fluoroquinolonas, Canamicina, Amicacina,
Linezolide, Cicloserina e PAS) e a genotipagem pelo método
tradicional, Mycobacterium Interspersed Repetitive Units
(MIRU-VNTR) foram efetuados de acordo com as indicacdes
do fabricante. A metodologia de WGS foi realizada como des-
crito num estudo nosso recentemente publicado (12). Para
a extragao in silico dos perfis genéticos de resisténcia foi
utilizado o software bioinformatico TB profiler v0.3.0 (12,15),
A analise bioinformatica usada para a vigilancia com base
em WGS assenta numa abordagem gene-a-gene (multilocus
sequence typing) que tira partido de um conjunto de 3656
genes de MTC (7.8) ¢ utiliza os softwares de utilizagéo livre
chewBBACA (16) ¢ PHYLOViZ disponiveis online (17).

Dado que o estabelecimento de valores de cutoff para
proximidade genética é ainda um assunto em investigagéao,
optamos por uma abordagem de cutoff relativa, a qual tem
em conta o numero de diferencas genéticas para um deter-
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minado denominador (i.e., nimero de genes em anélise).
Por outro lado, este € um processo dindmico pois o proprio
conhecimento de links epidemiolégicos contribui para a
definicdo de se determinada distancia genética é préxima

ou distante.

_Resultados e discussdo

O presente estudo descreve a implementagao de uma meto-
dologia de vigilancia laboratorial baseada em WGS, tendo
em conta a exigéncia supranacional, a curto prazo, da subs-
tituicdo dos métodos tradicionais de genotipagem por MIRU-
-VNTR por uma abordagem assente na sequenciagdo do
genoma completo. Para além de permitir analisar a totalidade
do genoma para determinar potenciais cadeias de transmis-
sdo, esta metodologia permite, simultaneamente, a detegao
dos véarios marcadores genéticos de resisténcia (figura 1).

Figura 1:
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Para este efeito, 83 estirpes de TB-M/XDR isoladas entre 2013
e 2017, foram caracterizadas por MIRU-VNTR e por WGS em
simultaneo. Este é o primeiro estudo a ser realizado em Portu-
gal com estes objetivos especificos e envolve todas as estirpes
M/XDR isoladas nos ultimos 5 anos.

Todas as estirpes foram analisadas relativamente a presen-
ca/auséncia de mutagdes associadas a resisténcia aos anti-
bacilares de 1% e 2% linha através da utilizac@o de plataformas
gratuitas e online que permitem usar diretamente os dados
de sequenciacdo de nova geracdo. Para a validagao destes
dados foi efetuado um estudo piloto (12) que definiu a estraté-
gia adotada pelo LNR-TB e a plataforma com maior congruén-
cia (TB Profiler) com os resultados fenotipicos. Observou-se
uma correlacdo superior a 90% entre os resultados genotipi-
cos e 0s resultados obtidos com os testes de suscetibilidade
convencionais. Desta forma, através da sequenciacao total do

Fluxograma do diagndstico laboratorial baseado em metodologias convencionais

e em sequenciagdo do genoma completo (whole genome sequencing - WGS).

Workflow convencional

Rececéao de
amostra clinica

Rececdo de
isolado clinico

Isoladamento
da estirpe

Entre 8 a 16 semanas
Entre 2 a 8 semanas

Antibiograma convencional

Diagnostico

Identificagdo de resisténcias a
antibacilares de 1% e 22 linha

Comunicacao as Autoridades
de Saude Publica

Sequenciagao do genoma completo

Workflow baseado em WGS

Rececgéao de Rececao de
amostra clinica isolado clinico
| _—
/ Laboratério
Isoladamento Nacional de
da estirpe Referéncia de ‘
1 “\Tuberculose //‘“

Extragao do ADN

|

~

~ .
,/ Unidade de

Tecnologia e \
l l \_ Inovagéo Vi

\\,,, //,/

Diagnostico Vigilancia —
/ N\
Previsao de Avaliagdo e Nucleo de \
resisténcias a identificacao ‘ Bioinformatica ‘
antibacilares de cadeias de \\, ,//

transmissao

e ~
/" Laboratério
Nacional de

Referéncia de

\ Tuberculose //‘“

_

N\
\

Comunicacao as Autoridades
de Saude Publica



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

0©-

_Nacional de Saiide

genoma de uma estirpe MTC é possivel prever fenotipos de re-
sisténcia em cerca de uma semana, acelerando o diagnostico
de um possivel caso de TB-M/XDR em cerca de 10 semanas.

Neste estudo, e relativamente a definicao de possiveis cadeias
de transmissao verificou-se, numa primeira abordagem e tal
como seria previsto, que estirpes com o0 mesmo perfil MIRU-
VNTR revelaram maior proximidade genética, muito embora
também se tenha observado a existéncia de ligagdes gené-
ticas muito préximas entre estirpes com perfis distintos de
MIRU-VNTR. Para validar a definicdo dos clusters encon-
trados e usando esta nova abordagem baseada em WGS,
correlacionou-se os dados moleculares obtidos com a infor-
macao epidemioldgica disponivel acerca dos doentes. Como
esperado, observou-se existir uma boa correlagé@o entre a
proximidade genética das estirpes e a for¢a do vinculo epi-
demioldgico dos doentes. De facto, todas as estirpes isola-
das de doentes com ligagdes fortes (familiares, amigos e
colegas de trabalho) apresentaram uma elevada proximida-
de genética, isto €, com um cutoff abaixo de 0,4% de diferen-
cas alélicas entre as estirpes (figura 2). Quanto aos doentes
sem ligacao epidemioldgica conhecida as diferengas gené-
ticas foram superiores a o cutoff estabelecido e aos limites
previamente descritos noutros estudos envolvendo fenéme-
nos de transmissao recentes (7:8,18-20) No entanto, é impor-
tante referir que encontramos estirpes muito préximas para
as quais nao havia dados epidemioldgicos disponiveis, le-
vantando a hipo6tese de que algumas ligagdes entre doentes
nao terdo sido detetadas. Esta observacgao ilustra a necessi-
dade de melhorar a detegao e investigacdo epidemioldgica
precoces (por exemplo, melhorando as investigacoes “de
campo” e fortalecendo a comunicagéo entre as autoridades
de saude e 0 LNR-TB) para aliar os beneficios de uma vigilan-
cia laboratorial focada na detegao/confirmagao de relagoes
entre doentes, mais rapida e baseada em WGS, facilitando
assim o rastreio de contatos. Finalmente, considerando que
esta metodologia se baseia totalmente em ferramentas bio-
informaticas gratuitas e disponiveis online, acredita-se que
a abordagem do presente estudo pode ser muito Util para
todos os laboratérios com acesso a estas tecnologias, espe-
cialmente para agueles com menos recursos.
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Arvore filogenética simplificada de todas as estirpes
analisadas, ilustrando a proximidade genética das
estirpes de MTC baseada na aplicagdo de WGS.

Figura 2:

!

Cada circulo representa um perfil genético; os circulos a cores repre-
sentam grupos moleculares de estirpes com ligacdo epidemiolégica
confirmada; a cinzento - sé@o grupos moleculares sem informacao epide-
mioldgica disponivel. As estirpes com proximidade genética (i.e., abaixo
do cut-off definido no estudo) estao ligadas com linhas continuas.

_Conclusao

O LNR-TB do INSA est§, neste momento, em condi¢des de ga-
rantir uma vigilancia laboratorial baseada em WGS que, por ser
mais robusta e atempada, permite a detecéo répida de novos
casos de doenca, a monitorizagao de cadeias de transmissao
existentes e a determinacao célere de novas cadeias. A arti-
culacéo entre as diferentes unidades do INSA (figura 1) tém
garantido o sucesso da execucdo répida deste workflow de
diagnostico, diminuindo os tempos de resposta e aumentando
0 poder de discriminagao e confianga dos resultados obtidos.
A centralizagao deste diagndstico e a genotipagem molecular
por WGS, associadas a melhoria da articulacdo com as entida-
des clinicas e de saude publica, constitui a forga motriz para
uma vigilancia mais rapida e efetiva dos casos de TB-M/XDR,
favorecendo assim a previsdo da resisténcia aos antibacilares
e a detegao precoce de cadeias de transmissao.
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