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RESUMO
Introducéao: As estirpes de Mycobacterium tuberculosis da familia Beijing estdo associadas a multirresisténcia. As estirpes da familia
Lisboa prevalecem entre os doentes com tuberculose multirresistente e extensivamente resistente desta regido, mas varios estudos
documentam a presenca da familia Beijing, embora desconhecendo-se as caracteristicas dos doentes donde foram isoladas.
Material e Métodos: Estudo retrospectivo de 104 estirpes multirresistentes e extensivamente resistentes de Mycobacterium tubercu-
losis, isoladas e genotipadas, de 1993 a 2015, de igual niumero de doentes de Lisboa. Avalidamos a prevaléncia de ambas as familias
de estirpes e as caracteristicas epidemiolégicas e clinicas, dos infectados por estirpes Beijing.
Resultados: Setenta e quatro estirpes (71,2%) pertenciam a familia Lisboa, 25 (24,0%) apresentavam padrdo genotipico Unico e
cinco (4,8%) pertenciam a familia Beijing, estas identificadas depois de 2009. Os infectados pela estirpe Beijing eram de nacionalidade
angolana (n = 1), ucraniana (n = 2) e portuguesa (n = 2), na maioria jovens, quatro em cinco imunocompetentes e sem histéria de tu-
berculose anterior. Todos tinham tuberculose multirresistente. Nao detectamos apresentacdes clinicas ou radiolégicas diferenciadoras,
nem padrao de resisténcias predominante. A taxa de cura foi alta (quatro doentes).
Discussao: Apesar do numero de doentes infectados pela estirpe Beijing ser reduzido, sugere proporgéo importante de tuberculose
primaria, potencial de transmissdo na comunidade, mas, também, melhor evolugéo clinica do que a descrita para outras estirpes,
como a W-Beijing ou a Lisboa.
Conclusao: Apesar das estirpes da familia Lisboa serem as principais responsaveis pelos casos de tuberculose multirresistente e
extensivamente resistente na regido de Lisboa, as estirpes Beijing transmitem-se na cidade e poderdo modificar as caracteristicas
locais da epidemia.
Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis/genética; Portugal; Tuberculose Resistente a Multiplos Medicamentos; Variagdo Gené-
tica

ABSTRACT
Introduction: Beijing family strains of Mycobacterium tuberculosis are associated with multidrug-resistance. Although strains of the
Lisboa family are the most common among multidrug-resistant and extensively drug-resistant patients in the region, several studies
have reported the presence of the Beijing family. However, the features of patients from whom they were isolated, are not yet known.
Material and Methods: Retrospective study involving 104 multidrug-resistant and extensively drug-resistant strains of Mycobacterium
tuberculosis, from the same number of patients, isolated and genotyped between 1993 and 2015 in Lisbon. We assessed the prevalence
of strains of both families and the epidemiologic and clinical features of those infected with Beijing family strains.
Results: Seventy-four strains (71.2%) belonged to the Lisboa family, 25 (24.0%) showed a unique genotypic pattern and five (4.8%)
belonged to the Beijing family, the latter identified after 2009. Those infected with Beijing family strains were angolan (n = 1), ukrainian
(n = 2) and portuguese (n = 2), mainly young-aged and, four of five immunocompetent and with no past history of tuberculosis. All
had multidrug-resistant tuberculosis. We did not find any distinctive clinical or radiological features, neither a predominant resistance
pattern. Cure rate was high (four patients).
Discussion: Although the number of infected patients with Beijing strains was small, it suggests an important proportion of primary
tuberculosis, a potential for transmission in the community but also a better clinical outcome when compared to other reported strains,
such as W-Beijing and Lisboa.
Conclusion: Although Lisboa family strains account for most of the multidrug and extensively drug-resistant tuberculosis cases in
Lisbon area, Beijing strains are transmitted in the city and might change the local characteristics of the epidemics.
Keywords: Genetic Variation; Mycobacterium tuberculosis/genetics; Portugal; Tuberculosis, Multidrug-Resistant

INTRODUGAO

A tuberculose multirresistente (TB MR) e a tuberculose resistente representou 3,3% dos novos casos de TB e 20%
extensivamente resistente (TB ER) sdo um problema gra- dos casos previamente tratados, enquanto a TB ER repre-
ve de Saude Publica." No Mundo, em 2014, ocorreram 9,6 sentou 9,7% dos casos de tuberculose multirresistente.?
milhdes de casos de tuberculose (TB). A tuberculose multir-  Em Portugal, em 2014, de acordo com a Direccdo-Geral da
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Saude, a taxa de incidéncia de TB foi de 20,0/100 000 habi-
tantes e a prevaléncia de TB MR, entre os casos notificados
e testados no Pais, foi de 2,5%, dos quais 26% represen-
tavam TB ER, especialmente concentrados na regido de
Lisboa e Vale do Tejo. Cerca de 78% destes casos de TB
MR (n = 18) diziam respeito a doentes de nacionalidade
portuguesa e os restantes 22% (n = 5), a doentes oriundos
da Europa de Leste (n = 1), da Europa Ocidental (n = 1), de
um pais Africano (n = 2) e de um pais Asiatico (n = 1).3

A nivel global, a familia de estirpes de Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) mais estudada é a Beijing. A
primeira referéncia a esta familia surgiu em 1995, quando
foi identificada na provincia de Beijing (China) e na Mon-
golia.* Depois, seria isolada em varios paises vizinhos e,
actualmente, constitui a familia dominante na Asia, com
prevaléncias, por exemplo, de 48% no Vietname, de 44%
na Tailandia, de 70% em Hong-Kong e excedendo 50%
em muitos paises, como na China e na Coreia do Sul.*®
Num estudo efectuado numa provincia chinesa, 90% das
estirpes eram Beijing e, destas, 27% eram multirresistentes
(MR) e no Japao e em Taiwan representaram, respectiva-
mente, 70% das estirpes extensivamente resistentes (ER)
e 48% das estirpes MR.>"" A familia Beijing tem, também,
grande prevaléncia na Russia onde se documentou que
era responsavel por 48% dos casos de TB MR e por trans-
missdo activa na comunidade.'?'® O seu aparecimento nos
Estados Unidos da América (EUA) foi, de igual modo, bem
demonstrado.®'” Em Nova lorque, a estirpe W da familia
Beijing emergiu no inicio dos anos 90 e foi responsavel por
grandes epidemias em hospitais e prisdes, associadas a
infecgdo por virus da imunodeficiéncia humana (VIH), a
multirresisténcia, a grande rapidez de transmisséo e a tra-
tamento complicado.'®'® Em quatro hospitais daquela cida-
de afectou 267 doentes e causou uma mortalidade acima
de 90%, caracterizando-se pelo seu padréo de resisténcias
e por alteragdes laboratoriais que Ihe eram especificas. A
analise genética das estirpes mostrava que 40% dos ca-
sos se relacionava com transmissao recente, contrariando
a ideia de reactivagao ou de toma incorrecta da medica-
¢30."%1920 Mais de 500 casos foram descritos em Nova lor-
que, entre 1990 e 1995, e espalhou-se a mais 10 estados
norte-americanos, sendo responsavel por mais de 25% dos
casos de TB MR nos EUA."62!

Na Europa, um estudo na Suécia mostrou que, apenas,
13% das estirpes MR eram Beijing e, a maioria destas, iso-
lada de doentes imigrados da Asia, ndo se documentando,
apesar da proximidade geografica com a Russia e com os
Paises Balticos, disseminagéo naquele Pais, na Dinamarca
ou na Finlandia, que tinham incidéncias, igualmente, muito
baixas.?? Na Poldnia, foi encontrada exclusivamente em 9%
dos doentes com TB MR, sugerindo que tem responsabi-
lidade na sua transmissdo comunitaria.?®> Finalmente, em
Franga, entre 2009 e 2010, foi encontrada predominancia
da familia Beijing (75%) entre as estirpes MR isoladas de
doentes originarios da Europa Central e de Leste e da Asia,
mas, também, identificada em doentes oriundos de Franga,
contudo sem se ter estabelecido nexo epidemiolégico entre

os doentes.?*

A familia Beijing esta, portanto, disseminada por todo
o Mundo e aparece associada a multirresisténcia. No Irdo,
em 2009, foram identificados 15 doentes imunocompeten-
tes infectados por estirpes de M. tuberculosis das familias
Beijing e Harlem, com resisténcia a todas as classes de an-
tituberculosos de segunda linha, tendo sido designada por
tuberculose totalmente resistente (TB TR).2° A distribuicdo
mundial desta familia € impressionante, continuando por
esclarecer as suas caracteristicas intrinsecas e os respec-
tivos factores ambientais ou do hospedeiro que a definem.
Embora ja tenha estado envolvida (como a estirpe N) em
epidemias de tuberculose sensivel e em clusters ndo as-
sociados a resisténcia verifica-se que, em muitas regides
(Esténia, Alemanha, Africa do Sul, Cuba), aparece asso-
ciada a resisténcia aos antituberculosos e, geralmente,
induzindo formas mais graves de TB, maior faléncia tera-
péutica e maior numero de recaidas, do que outras fami-
lias, continuando por entender, se tem maior facilidade em
adquirir multirresisténcia ou se tem maior tendéncia para a
transmissao.'?26-3 De igual modo, por caracterizar esta a vi-
ruléncia desta familia, definida pela capacidade em causar
morbilidade e mortalidade excessivas.

Também em Portugal, nos anos de 1992 a 1994, era
identificada, a partir das amostras de 124 doentes (infec-
tados por VIH e imunocompetentes) de dois hospitais de
Lisboa, uma familia predominante, geneticamente distinta,
designada por familia Lisboa, por corresponder a um ge-
notipo unico, relacionado com o genotipo Latin-American-
-Mediterranean (LAM).*> Desde entdo, tem sido, ao longo
dos anos, sucessivamente identificada, como a familia pre-
valente entre os casos de TB MR e de TB ER, que ocor-
rem nesta regido.’* Um estudo de 2010, por exemplo,
apontava para que mais de 50% das estirpes ER, a circular
em Lisboa, pertencesse a esta familia e, ainda, num outro
estudo mais recente, demonstrou-se que a familia Lisboa
continua a ser dominante, propagando-se ha mais de 20
anos.*4" Em paralelo, alguns estudos referem a identifica-
¢ao de estirpes da familia Beijing, entre os casos de TB MR
e de TB ER de Lisboa, com prevaléncias inferiores a 2,5%,
mas, até a data, nenhum caracterizou os doentes infecta-
dos por esta familia, no que diz respeito a epidemiologia, a
clinica e a evolugéo.*>*3

Objectivos

Estudar as estirpes de M. tuberculosis isoladas e ge-
notipadas de doentes com TB MR e TB ER de um Hospital
de Lisboa, de 1993 a 2015. Avaliar a prevaléncia da familia
Lisboa e da familia Beijing e, desta ultima, caracterizar a
epidemiologia e a clinica, em particular os padrdes de re-
sisténcia aos antituberculosos e o progndstico, em doentes
com TB MR e TB ER da regido de Lisboa.

MATERIAL E METODOS

Realizamos um estudo retrospectivo, de todos os doen-
tes com TB MR e TB ER do Servigo de Doengas Infeccio-
sas do Hospital de Curry Cabral (HCC), em Lisboa, entre 1
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de Janeiro de 1993 e 31 de Dezembro de 2015 e, para os
quais, estava disponivel a caracterizagdo genotipica e fe-
notipica das estirpes de M. tuberculosis isoladas em cultu-
ra. Identificamos as estirpes da familia Lisboa e as estirpes
da familia Beijing.

Do processo clinico dos doentes infectados por estirpes
Beijing, colhemos a informagao demografica, epidemioldgi-
ca, clinica, laboratorial, microbioldgica, terapéutica e evolu-
tiva disponiveis. A TB foi classificada, de acordo com os cri-
térios definidos pela OMS, em pulmonar e extrapulmonar.?
O diagnéstico de TB foi estabelecido pela identificacdo de
bacilos acido-alcool resistentes (BAAR) em exame directo
(coloragéo de Ziehl-Neelsen) e por isolamento de M. tuber-
culosis em exame cultural, a partir de, pelo menos, uma
amostra de material biolégico. As amostras foram cultiva-
das em meio solido de Lowenstein-Jensen, até 1995, e, a
partir deste ano, também, em meio liquido de Bactec 460
TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments Systems®,
Towson, MD, USA), o qual foi substituido, em 2010, pelo
meio liquido de Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson Mi-
crobiology Systems®, Sparks, MD, USA). As estirpes de M.
tuberculosis foram caracterizadas do ponto de vista fenoti-
pico das resisténcias aos antituberculosos de primeira linha
e aos antituberculosos de segunda linha, para as estirpes
MR. Para os antibiogramas, segundo o método das pro-
porcdes (1993 a 1994), utilizou-se o meio soélido de Middle-
brook 7H11, de 1995 a 2010, o meio liquido de Bactec 460
TB e, a partir desta data, o meio liquido de Bactec MGIT
960. No meio sdlido de Middlebrook 7H11 utilizaram-se os
seguintes farmacos e respectivas concentragcdes — isonia-
zida (INH) - 0,2 pg/mL e 0,5 pg/mL, rifampicina (RMP) -1,0
pg/mL, estreptomicina (SM) - 2,0 ug/mL), etambutol (EMB)
- 7,5 pg/mL, etionamida (ETO) - 10,0 pg/mL, cicloserina
(CS) - 50 pg/mL e acido para-aminosalicilico (PAS) - 0.5
pg/mL. No meio de Bactec 460 TB utilizaram-se INH (0,1
pg/mL), RMP (2 pg/mL), SM (2 pg/mL e 6 pg/mL), EMB
(2,5 yg/mL e 7,5 pg/mL), pirazinamida (PZA) - 100 pg/ml,
capreomicina (CM) - 1,25 pg/mL), amicacina (AM) - 1,0 pg/
mL, canamicina (KM) - 5,0 pg/mL, ofloxacina (OFX) - 2,0
pg/mL, esparfloxacina (SFX) - 0,4 pg/mL, rifabutina (RFB)
- 0,5 ug/mL, ETO (1,25 pg/mL), clofazimina (CFZ) - 0,5 pg/
mL, PAS (4,0 pg/mL) e ciprofloxacina (CFX) - 0,5 yg/mL e
1,0 yg/mL. No meio de Bactec MGIT 960 utilizaram-se INH
(0,1 pg/mL), RMP (1,0 pg/mL), SM (1,0 pg/mL), EMB (5 pg/
mL), PZA (100 pg/mL), ETO (5,0 pg/mL), OFX (2,0 yg/mL),
CM (1,25 pg/mL), AM (1,0 pg/mL), linezolida (LZD) - 1,0 pg/
mL e moxifloxacina (MFX) - 0,25 pyg/mL. Definiu-se tuber-
culose multirresistente como aquela em que o agente foi re-
sistente, pelo menos, a INH e a RMP e TB ER como tuber-
culose multirresistente, acrescida de resisténcia a qualquer
fluoroquinolona e a qualquer antituberculoso injectavel de
segunda linha (CM, KM e AM). Definiu-se, ainda, TB TR,
como aquela em que o agente mostrou resisténcia in vitro
a todos os antituberculosos de primeira e segunda linhas
testados.* Resisténcia primaria ou entre novos casos foi
definida como a presenga de resisténcia a um ou mais dos
antituberculosos, em doentes nunca expostos a estes far-

macos.*® Resisténcia adquirida ou entre casos previamen-
te tratados (ou secundaria) foi definida como resisténcia a
um ou mais dos antituberculosos, resultante de terapéutica
insuficiente ou inapropriada, por ma adeséo por parte do
doente, por ma absorgéo dos farmacos ou por erro de pres-
cricdo.*

A tipificagdo das estirpes (identificagdo molecular) foi
feita, até 2002, pelo método de restriction fragment length
polymorphism, seguido de hibridizagdo com a sequéncia
de insercdo 6110 (RFLP-1S6110) e, de 2003 em diante,
pelo método de mycobacterial interspersed repetitive units-
-variable number of tandem repeats (MIRU-VNTR) e, final-
mente, depois de 2009, também, por spacer oligonucleotide
typing (Spoligotyping).4¢-4®

Cluster foi definido como dois ou mais isolados, com pa-
drées de RFLP-1S6110 diferindo em uma ou duas bandas
ou como dois ou mais isolados com perfis semelhantes,
pelo método MIRU-VNTR. Familia foi definida como um
grupo de isolados com homologia acima de 90%.%

Os doentes foram considerados como curados, quan-
do, apds terem completado o tratamento (minimo de 18 ou
24 meses, apos ultima cultura positiva), os sintomas desa-
pareceram (cura clinica) e M. tuberculosis deixou de ser
identificado na mesma amostra em que fora isolado previa-
mente (cura microbioldgica). A morte foi considerada rela-
cionada com a TB, quando nao se registou cura clinica e/
ou microbiolégica no momento em que ocorreu.*

RESULTADOS

Incluimos 104 doentes residentes em Lisboa, dos quais
se dispunha da caracterizacdo genética das estirpes de
M. tuberculosis MR ou ER. N&o dispusemos, em nenhum
doente, de mais do que uma genotipagem, nem de genoti-
pagens provenientes de diferentes amostras.

Das 104 estirpes isoladas, 74 (71,2%) constituiram dois
clusters predominantes, ja identificados nos anos 90 do sé-
culo passado, sobretudo, em co-infectados por VIH, toxico-
dependentes e com ma adesé&o ao tratamento do episddio
de TB anterior (sem padréo de resisténcias aos antituber-
culosos), como pertencendo a familia Lisboa. No periodo
referente ao estudo, identificamos, ainda, cinco estirpes da
familia Beijing (4,8%) e 25 estirpes (24,0%) que, por apre-
sentarem, individualmente, padréo genotipico unico, foram
designadas por ‘outras’. Os polimorfismos eram muito va-
riados entre as estirpes isoladas, prevalecendo as estirpes
da familia Lisboa, que foram sempre detectadas neste es-
tudo, de 1993 a 2015. As estirpes da familia Beijing, por seu
lado, apenas foram identificadas a partir de 2009 (Tabela

1),

Caracterizagcdo dos casos de infecgado por estirpes da
familia Beijing

No caso 1, a estirpe foi isolada da cultura de expec-
toracdo de doente do sexo masculino, caucasiano, de
56 anos, natural de Angola, temporariamente em Lisboa,
imunocompetente, com histéria de TB pulmonar sensivel
aos antituberculosos (documentada dois anos antes, em
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Tabela 1 — Distribuigdo anual de 104 estirpes de M. tuberculosis
multirresistente e extensivamente resistente

Estirpe Lisboa  Estirpe Beijing  Outras Estirpes
n n n

Ano

1993 5
1994
1995
1996
1997
2000
2001
2003
2004
2005
2006
2007
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015 3 0 0

Total (%) 74 (71,2) 5 (4,8) 25 (24,0)

n: Nimero de estirpes ou doentes
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Luanda), com ma adesao ao tratamento e que se apresen-
tou com TB MR, igualmente, de localizagdo pulmonar. Os
sintomas tiveram inicio 60 dias antes e o padrao imagiolo-
gico da radiografia e da tomografia computadorizada tora-
cicas mostraram infiltrado intersticial difuso, nodular, bilate-
ral, em toda a extensao de ambos os campos pulmonares,
com cavitagdes, de igual modo, bilaterais, localizadas nos
andares superiores e vértices. Os testes de sensibilidade
aos antituberculosos de primeira e de segunda linha reve-
laram resisténcia a INH, RMP e ETO. A estirpe nao foi iden-
tificada em nenhuma outra amostra biolégica. O doente foi
tratado de acordo com o padrao de sensibilidades aos anti-
tuberculosos e considerado curado.

No caso 2, a estirpe foi identificada na expectoragédo de

doente do sexo masculino, caucasiano, de 35 anos, natural
da Ucrénia, residente em Lisboa desde ha 10 anos, com
co-infeccdo por VIH e por virus da hepatite C (VHC), utili-
zador de drogas injectaveis (UDI), sem histéria clinica de
tuberculose e de contactos com doentes com TB e a quem
se diagnosticou TB miliar. Esta foi a infeccéo reveladora da
imunodeficiéncia subjacente, com contagem de linfocitos
TCD4* de 62 células/uL. A sintomatologia teve inicio 120
dias antes, sem nunca, até entéo, ter procurado assisténcia
médica. Os exames imagioldgicos pulmonares mostravam
0 padrdo micronodular em ‘grao de milho’, micronddulos
hepaticos e esplénicos e, ainda, tubérculos coroideus. A
estirpe de M. tuberculosis foi identificada em amostras pul-
monares e os testes de sensibilidade aos antituberculosos
mostravam resisténcia a INH, RMP, EMB, SM, PZA, ETO,
KM e AM. Apesar de medicado com antibacilares e antirre-
troviricos, as culturas de expectoragdo ndo negativaram e
faleceu, em resultado da TB, 86 dias apods o inicio da tera-
péutica.

No caso 3, a estirpe foi isolada de doente do sexo femi-
nino, caucasiana, de 38 anos, natural da Ucrania, residen-
te em Lisboa desde ha 10 anos, imunocompetente e sem
histéria clinica de TB anterior. Referiu contacto com irméo,
falecido trés anos antes na Ucrania por TB MR e que a vi-
sitara em Lisboa. Trinta dias depois do inicio dos sintomas,
foi-lhe diagnosticada TB pulmonar, com condensagéao al-
veolar e infiltrado nodular com cavita¢des do lobo superior
e vértice do pulmao direito. Na expectoracdo foram identifi-
cados BAAR e o exame cultural com teste de sensibilidade
aos antituberculosos mostrou M. tuberculosis resistente a
INH, RMP, EMB, SM, PZA, ETO e AM. Iniciou terapéutica
antituberculosa, que cumpriu com boa adeséao, tendo, 29
dias depois, o exame directo da expectoragao negativado
e a cultura ao fim do segundo més, com evolugéo para a
cura.

No caso 4, a estirpe foi isolada de doente do sexo fe-
minino, caucasiana, de 32 anos, natural de Lisboa, onde
sempre residiu, imunocompetente e sem histéria de TB
anterior. Cerca de 60 dias depois do inicio dos sintomas
foi-lhe diagnosticada TB pulmonar, com condensagéo e in-
filtrado nodular dos lobos médio e inferior do pulméo direito
e, de igual modo, com cavitagdes. O diagnostico de TB MR
pulmonar foi fundamentado pelo padréo de resisténcia a

Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas de cinco doentes com TB MR, infectados por estirpes de M. tuberculosis da

familia Beijing, entre 2009 e 2015

Doente Ano Idade Cordapele Sexo Nacionalidade

Residéncia VIH Tuberculose  Contactos com doentes

anterior de tuberculose
1 2009 56 c M Angola CEOEE ey sim desconhecido
(temporaria)
2 2010 35 c M Ucrania Lisboa Pos ndo desconhecido
(10 anos)
3 2013 38 c F Uerania SRR e ndo sim
(10 anos)
4 2014 32 Cc F Portugal Lisboa Neg nao sim
5 2014 36 C M Portugal Lisboa Neg nao sim

C: Caucasiano; F: feminino; M: Masculino; Neg: Negativo; Pos: Positivo; TB MR: Tuberculose multirresistente; VIH: Virus da imunodeficiéncia humana
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INH, RMP, EMB, SM e ETO. Apés o inicio da terapéutica,
as culturas negativaram para M. tuberculosis, com evolu-
¢ao para a cura.

No caso 5, a estirpe foi isolada de um doente do sexo
masculino, caucasiano, de 36 anos, residente em Lisboa e
irmao da doente do caso anterior. Imunocompetente e sem
histéria de TB no passado, com uma prova tuberculinica
negativa, trés meses antes. Vinte e um dias apds o inicio
de sintomas foi-lhe diagnosticada TB pulmonar, com infil-
trado nodular e condensagdo com cavitagbes, nos lobos
superiores e vértices de ambos os pulmdes. A estirpe de
M. tuberculosis mostrou um padrao de resisténcia aos an-
tituberculosos de 12 e de 22 linha, sobreponivel ao da irma.
Apos o inicio da terapéutica, a expectoragao revelou-se ne-
gativa aos 28 dias pelo exame microscopico e ao segundo
més pelo exame cultural, com evolugao para a cura.

As cinco estirpes da familia Beijing que identificamos
neste estudo diziam respeito a um doente angolano, a dois
ucranianos e a dois portugueses, todos a residir em Lisboa
e, a excepgao do caso 1, todos eles tinham idades com-
preendidas entre os 32 e os 38 anos (Tabela 2). Apenas o
doente do caso 1, de nacionalidade angolana, tivera no seu
Pais o diagndstico prévio de TB sensivel aos antibacilares,
nao tendo aderido ao tratamento e fazendo supor, em con-
sequéncia, acumulagado sequencial de resisténcias, isto &
TB MR adquirida e importagéo da estirpe para Portugal. Os
casos dos doentes ucranianos, residentes ha 10 anos na
regido de Lisboa, sem histéria de TB no passado, faz su-
por TB MR primaria. No caso 2, do doente co-infectado por
VIH, ndo eram conhecidos contactos suspeitos com outros
casos de TB e ndo se podendo excluir a reactivagéo de
estirpe de M. tuberculosis do Pais de origem, o facto de a
TB MR se ter manifestado, apenas, em fase tdo avancga-
da de imunodepressao pode sugerir transmisséo recente.
Pelo contrario, a doente do caso 3 referia contacto recente
com irmao falecido na Ucrania, com TB MR, o qual tera
introduzido a estirpe da familia Beijing em Lisboa. Quanto
aos casos 4 e 5 eram irmé&os, conviventes na mesma ha-
bitagdo, sem histéria prévia de TB, sem saidas do Pais, e
infectados por estirpes com teste fenotipico de resisténcias
sobreponivel, faz suspeitar, de igual modo, de TB MR pri-
maria e de transmissao recente. Alias, o doente do caso 5
referia prova tuberculinica negativa, trés meses antes do
diagnostico.

Para além das ja descritas, ndo foram encontradas
quaisquer ligacbes epidemiolégicas entre os cinco doentes.

As manifestacdes clinicas e as alteragbes imagioldgi-
cas, identificadas em todos os doentes do estudo, sdo so-
breponiveis as da TB classica e nenhum dos aspectos foi
considerado peculiar, ndo sendo de estranhar a dissemi-
nacao tuberculosa e a auséncia de cavitagdo pulmonar, no
doente co-infectado por VIH e VHC (doente 2). A excepgéo
deste doente, com TB miliar, todos os restantes, imuno-
competentes, apresentavam TB pulmonar com cavitagbes
e nao tinham envolvimento extrapulmonar (Tabela 3). A ex-
cepgao do doente co-infectado por VIH, que s6 recorreu ao
médico quatro meses depois do inicio do quadro clinico,

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e imagioldgicas de cinco doentes com tuberculose multirresistente, infectados por estirpes de M. tuberculosis da familia Beijing, entre 2009 e 2015

Localizagao
extrapulmonar

RX /TAC
toracicas
(infiltrado)

Outros

Sudorese
nocturna

Toracalgia

Hemoptises

Expectoracao

Iijizto e Febre Tosse

sintomas (dias)

Doente

Bilateral, nodular com
cavitagoes

nao Anorexia

sim

Purulenta

sim

60

Miliar sim

Astenia, anorexia e
emagrecimento

sim

sim

120
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Unilateral, nodular,
com condensagao e

Astenia e anorexia

nao

sim

sim

30

cavitacoes

Unilateral, nodular,
com condensagao e

Astenia

sim

sim

Hemoptdica

sim

sim

60

cavitagoes

Bilateral, nodular,
com condensagao e
cavitacdes

Astenia e
emagrecimento

sim

sim

sim

21

RX: Radiografia; TAC: Tomografia axial computadorizada;
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todos os restantes procuraram os cuidados de saude mais
atempadamente.

O estudo microscépico da expectoragéo foi positivo,
logo na primeira amostra dos doentes imunocompetentes,
0 que permitiu pér em pratica o teste molecular de resistén-
cias e o inicio imediato do tratamento para TB MR. Quan-
to ao segundo caso, o diagndstico ocorreu em estado de
doenga avangada, com linfocitos TCD4* de 62 células/ uL
e 0 exame directo repetido da expectoragéo so6 foi positivo
12 dias apds a admissao, o que teve como consequéncia o
inicio tardio da terapéutica para TB MR. Nos cinco casos,
as culturas confirmaram a multirresisténcia, ndo se tendo
identificado nenhum caso de TB ER ou de TB TR (Tabe-
la 4). Nos doentes imunocompetentes, a identificagdo de
bacilos, por exame directo ou o isolamento da bactéria por
cultura, ocorreu, exclusivamente, na expectoragédo, apesar
de testadas outras amostras bioldgicas. Os padroes de
resisténcia encontrados nas amostras dos cinco doentes
eram diferentes de doente para doente, excepto para os
doentes dos casos 4 e 5. Todos os doentes imunocompe-
tentes curaram.

DISCUSSAO

Tal como ja anteriormente demonstrado®4°4' no pre-
sente estudo, a maioria de estirpes de M. tuberculosis em
doentes com TB MR e TB ER da area de Lisboa pertence
a familia Lisboa (71,2% de 104 estirpes). Apenas 4,8% (n
= 5) foram identificadas como pertencendo a familia Bei-
jing, apenas depois de 2009. Embora o objectivo do estudo
ndo fosse o de avaliar a prevaléncia desta familia, entre
a populagéo da regido de Lisboa com TB MR e TB ER, ¢é
certo que a sua importancia real na epidemia € maior, se
tivermos em linha de conta a sua identificagdo nesta re-
gido, desde 1999, e as prevaléncias ja referidas em algu-
mas publicagdes*'® e o facto da técnica de spoligotyping
s0 ter sido utilizada no nosso estudo, de forma sustentada,
a partir de 2009. O método de spoligotyping, introduzido em
1997, se bem que com menor capacidade discriminativa
quando comparado com o RFLP-IS6110 e com a tipagem
por MIRU-VNTR, é particularmente util para a identificagéo

das familias Beijing, LAM, Haarlem, CAS e de outras estir-
pes e linhagens de M. tuberculosis, tendo emergido, como
um método alternativo, rapido, sensivel e custo-eficaz, que
pode ser usado directamente na amostra, sem necessitar
de cultura.4®%0

A caracterizacdo epidemioldgica, clinica e evolutiva da
amostra em estudo, constituida por um pequeno numero
de infectados pela por estirpes da familia Beijing, mostrou
que estas estirpes foram identificadas, principalmente, em
doentes jovens, sem historia de TB anterior, sem comorbili-
dades, imunocompetentes, sugerindo tratar-se, na maioria
dos casos, de TB primaria e de transmissao recente. Um
estudo realizado no Vietname mostrou que 71% dos infec-
tados por estirpes da familia Beijing (54 de 76), tinha me-
nos de 25 anos, concluindo que a disseminagéo da bacteé-
ria era, ali, recente.” Outros estudos, com um ndmero mais
significativo de doentes, tém reconhecido algum protago-
nismo de estirpes desta familia na transmisséo activa na
comunidade e na TB primaria.'®'"'®23 Entretanto, na regiao
de Lisboa desconhece-se o que possa ter acontecido com
estas estirpes, nomeadamente, nos primeiros anos da epi-
demia de TB MR, em que predominavam os co-infectados
por VIH, os UDI, a TB MR secundéria @ ma adesao ao tra-
tamento e a familia Lisboa.%6-3®

Nos cinco doentes do estudo nao identificamos quais-
quer manifestagdes clinicas ou sinais radiolégicos, que fos-
sem atributos da TB causada por esta familia Beijing quer
nos doentes imunocompetentes, quer no co-infectado por
VIH, todos eles com TB pulmonar, contudo é de salientar
a frequéncia das cavitagbes. Outros estudos, com maior
numero de doentes, ndo mostraram, também, qualquer
relacdo da familia Beijing com manifestagdes clinicas ou
com alteracgdes radiologicas especificas, incluindo a forma
cavitada, identificando, apenas, a associagdo com respos-
ta febril ao tratamento.5'%?Todos eles apresentaram TB
pulmonar e a bactéria so foi identificada no exame directo
e cultural das amostras bioldgicas colhidas na arvore res-
piratéria (negativas no suco gastrico, urina e sangue dos
imunocompetentes e, também, no liquor do co-infectado
por VIH). Apenas o doente co-infectado por VIH tinha en-

Tabela 4 — Diagndstico, padroes de resisténcia e evolugéo de cinco doentes com tuberculose multirresistente, infectados por estirpes de

M. tuberculosis da familia Beijing, entre 2009 e 2015

Diagnostico Amostra Padréo de
Doente (dias) resisténcias INH RMP EMB SM PZA ETO
1 1 Expectoragao MR R R S S S R
Expectoragao,
2 12 secregdes MR R R R R R R
brénquicas e LBA
& 1 Expectoragao MR R R R R R
4 1 Expectoragao MR R R R S R
5 1 Expectoragao MR R R R R S R

AM: Amicacina; CFX: Ciprofloxacina; CM: Capreomicina; CS: Cicloserina; EBM: Etambutol; ETO: Etionamida; INH: Isoniazida; KAN: Canamicina; LBA: Lavado broncoalveolar;
LNZ: Linezolida; LVX: Levofloxacina; MOX: Moxifloxacina; NT: Nao testado; OFX: Ofloxacina; PAS: Acido para-aminosalicilico; PZA: Pirazinamida; R: Resistente; RMP: Rifampicina;

S: Sensivel; SM: Estreptomicina; MR: Multirresistente
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volvimento extrapulmonar concomitante, facilitado pela
sua imunodepresséo. A TB extrapulmonar, como se sabe,
ocorre em 10 a 42% dos doentes com TB, dependendo da
cor da pele ou etnia, da idade, da presenga ou auséncia de
doencga subjacente e do estado imunitario, mas também,
do genotipo da estirpe de M. tuberculosis.®®* A amostra do
estudo é reduzida para se afirmar que a familia Beijing se
associa a um pequeno numero de casos de TB extrapul-
monar e se isso resulta de factores intrinsecos e de menor
agressividade da bactéria ou do facto de afectar, maiorita-
riamente, doentes imunocompetentes.

Nos doentes infectados pela familia Beijing, o padrédo
de resisténcias diferiu e nenhum dos casos era de TB ER
ou TB TR. Tal como mencionado noutros estudos, ndo se
pode estabelecer uma correlagéo entre os padrées gené-
ticos e os fenotipos de resisténcia aos antibacilares, dado
que podem variar conforme o momento do isolamento e
da realizacdo do teste de sensibilidade, mas, no entretan-
to, ndo encontramos um padrao predominante, ndo sendo
possivel afirmar, pelas dimensdes da amostra, se estas
estirpes tém vindo a acumular resisténcias ou a dissemina-
rem-se na comunidade.®-%

Alguns trabalhos experimentais mostraram que a fami-
lia Beijing, comparativamente a outras familias, se asso-
cia a alteragbes patoldgicas mais graves no pulmao, com
pneumonia e morte e, também, a resposta imunitaria mais
débil.>* Num estudo mais recente foi demonstrado que a
familia Beijing era um factor de risco de faléncia terapéutica
e de recaida, independentemente da identificagéo (ou ndo)
de resisténcias.%® Varios estudos tém mostrado, de igual
forma, que esta estirpe esta associada a indugéo de formas
mais graves de TB e a maior numero de casos de insuces-
so terapéutico, do que as estirpes de outras familias.22°
No nosso estudo, pelo contrario, encontramos uma taxa
alta de cura (quatro em cinco doentes). Todos os doentes
imunocompetentes curaram, mas para esses bons resul-
tados podera ter contribuido o facto de o diagnéstico ter
sido relativamente precoce, pela disponibilidade do teste
molecular de resisténcias, o que permitiu o inicio rapido do
tratamento. Apos o inicio da terapéutica houve ndo sé taxas

altas de cura, mas também, rapidez na negativacao do exa-
me directo da expectoragdo, permanecendo os doentes por
pouco tempo baciliferos e com interrupgao do risco de dis-
seminacgéo da infecgdo. O unico doente falecido, infectado
por VIH e em estadio de doenga avangada, s6 recorreu aos
cuidados de saude, 120 dias ap6s o inicio dos sintomas.
As taxas de cura, se vierem a ser confirmadas num maior
numero de doentes, sdo muito diferentes, para melhor, do
que as que se descreveram com outras estirpes de M. tu-
berculosis MR, nos anos 80 e 90, em outras regides do
Mundo, caracterizadas por elevada mortalidade e rapidez
de progressao, como por exemplo as estirpes W da familia
Beijing, nos EUA, ou as estirpes da familia Lisboa, em Por-
tuga|_16,17,21,37,38,57

A familia Beijing tem taxas de prevaléncia na Asia, na
Europa, na Africa e na América, respectivamente de 44,7%,
de 27,9%, de 12,5% e de 8,9%, estando 81,6% das estirpes
associadas a resisténcia (com as maiores taxas a ocorre-
rem na China e na Russia).*5%

Os métodos de genotipagem molecular tém um pa-
pel importante no entendimento da via de transmisséo e
de difusdo mundial da TB MR e ER e permitem afirmar a
existéncia de forte associagao entre o Pais de origem do
doente e a familia de isolados MR.?* Das cinco estirpes da
familia Beijing identificadas, a primeira, em doente natural
de Angola, foi importada deste Pais. A segunda e a tercei-
ra, em ucranianos, poderao ter sido importadas ou serem
o resultado de transmisséo recente em Lisboa, enquanto
as duas restantes, em doentes portugueses, resultaram de
transmissao na regiao. O facto da maioria dos doentes ser
imunocompetente, jovens, sem historia de TB anterior, sem
factores de risco (alcoolismo ou sem abrigo, por exemplo)
e sem comorbilidades pode ser um indiciador de potencial
alto de transmiss&o na comunidade, das estirpes perten-
centes a esta familia.

Por outro lado, apesar de ndo haver ainda evidéncia da
disseminagéo alargada de estirpes da familia Beijingem Por-
tugal (demonstrada por estudos epidemioldgicos ou genoti-
picos), estes casos indicam que, regular ou irregularmente,
estirpes provenientes de outras areas geograficas invadem

Negativagao
expectoragéo
KAN CM AM CFX LvX MOX OFX Cs PAS LNz (dias) Evolugao
S S S NT NT NT S S S NT 40 Curado
R S R NT NT NT S S S NT nao Falecido
NT S R NT NT S S S S S 29 Curado
NT S S NT NT S S S S S 30 Curado
NT S S NT NT S S S S S 28 Curado
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0 nosso ambiente, as quais poderao disseminar e tornar-se
prevalentes e, inclusivé, agravar a evolugao e o prognostico
da TB no Pais, o que é revelador de alguma instabilidade
epidemiolodgica. Lisboa, lembre-se, é referéncia para a imi-
gracao de doentes provenientes de regides onde a TB MR
e as estirpes da familia Beijing sdo prevalentes, como a
Africa Subsariana ou a Europa de Leste.

CONCLUSAO

A familia Lisboa é a principal responsavel pela epide-
mia de TB MR e de TB ER, que decorre na cidade, pelo
menos desde 1993. Esta familia foi prevalente nos doentes
do nosso estudo (71,2% das estirpes genotipadas) e, de
acordo com outros, podera ter prevaléncias, entre os casos
de TB MR e de TB ER de Lisboa, respectivamente de 47 a
61% e de 55 a 76%.%°

A familia Beijing representou apenas 4,8% das estirpes
estudadas (cinco doentes, de 2009 a 2015), pelo que se
comprova que ha a introdugéo periodica, no nosso meio,
de estirpes importadas de outras regides geograficas. Em-
bora, para ja, com menor importancia epidemioldgica, es-
tas estirpes espalham-se na comunidade e poderdo vir a
agravar ou a complicar o controlo da epidemia ou, mesmo,
a tornar-se dominantes. Ha evidéncia de que se transmitem
na comunidade, embora ndo se possa afirmar, ainda, que
estejam a acumular resisténcias. Em 2002, a familia Beijing
ja representava, a nivel global, 11% de todos os isolados
testados e, considerando a ligagao desta familia a MR, a
sua prevaléncia em certas regides do Mundo e a globaliza-
¢ao, ela podera representar, se nao controlada, um proble-
ma grave para o controlo da TB em Portugal.®

A grande limitagcdo deste estudo é o pequeno numero
de estirpes da familia Beijing identificadas, o que dificulta
a sua caracterizagao epidemioldgica e clinica. De qualquer
forma, os resultados encontrados sugerem caracteristicas
particulares, que contrastam com a faléncia terapéutica
descrita para esta e outras estirpes, em outras regides geo-
graficas, e que podem apontar para viruléncias diferentes,
nomeadamente menor agressividade, menor letalidade,
melhores taxas de cura e melhor prognéstico do que as es-
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