
editorial_

Sequenciação de Nova Geração 

Tecnologia de ponta no INSA para apoio à identificação 
e caracterização de surtos, situações de emergência e 
à decisão clínica

Os avanços recentes nas tecnologias de sequenciação de ácidos 

nucleicos, associados à progressiva diminuição dos seus custos, 

têm permitido aos laboratórios de Microbiologia Clínica utilizar, de 

forma cada vez mais frequente, a técnica de Sequenciação Total do 

Genoma (vulgarmente referenciada na literatura por Whole Genome 

Sequencing - WGS). De facto, esta tecnologia tem emergido como 

uma ferramenta de ponta para complementar e/ou substituir as 

tradicionais metodologias da Microbiologia Clínica, influenciando 

o diagnóstico, a monitorização epidemiológica e as atividades de 

investigação/desenvolvimento de virtualmente todos os agentes 

patogénicos (desde vírus e bactérias a fungos e parasitas). Permite, 

por exemplo, num período normalmente compreendido entre 12h 

e 2 dias, sequenciar o genoma completo de microrganismos, não 

só a partir de culturas puras, como também, em determinadas 

condições, diretamente de amostras clínicas. Esta última aplicação 

reveste-se de particular importância quando os microrganismos 

em causa não são cultiváveis em meios in vitro (ex. Treponema 

pallidum, agente causador da sífilis), ou cujo crescimento demora 

vários dias (ex. Mycobacterium tuberculosis, agente causador da 

tuberculose). 
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Entre as principais aplicações da tecnologia  de WGS nos labora-

tórios de Microbiologia Clínica referem-se: i) o desenvolvimento 

de novos métodos de diagnóstico através da identif icação por 

WGS de sequências genómicas específicas de microrganismos 

causadores de determinadas patologias (1,2); ii) a caracterização 

genómica detalhada do microrganismo infecioso, nomeadamen-

te através da identif icação de fatores de virulência, toxinas, e 

genes ou mutações associados à resistência a fármacos (3 -5); e 

iii) a tipagem molecular de estirpes isoladas no âmbito de surtos 

hospitalares ou na comunidade, permitindo a identif icação de 

cadeias de transmissão e de fontes de contaminação (6,7). Um 

dos grandes exemplos a nível mundial de aplicação da tecnologia 

de WGS em termos de estudos epidemiológicos consistiu na 

caracterização relâmpago de uma estirpe de Escherichia col i 

enteroagregativa e especialmente virulenta, causadora do gigan-

tesco surto de diarreia e síndrome hemolítica urémica, ocorrido 

na Alemanha em 2011, com mais de 4000 casos e 50 mortes (8).

O Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) adqui-

riu recentemente um equipamento de sequenciação de nova gera-

ção, o qual tem permitido inequivocamente um “virar de página” 

em termos de progresso tecnológico e de serviços oferecidos à 

comunidade médico-científica. Neste âmbito, refere-se, por exem-

plo, a participação do INSA como instituição responsável pelas 

atividades laboratoriais de WGS no âmbito de um projeto europeu 

de grande dimensão que visa estabelecer a tecnologia de WGS 

como ferramenta de vigilância e investigação epidemiológica de 

agentes patogénicos transmitidos por alimentos. A nível nacional, 

o exemplo mais evidente, amplamente divulgado na comunicação 

social, consistiu na contribuição decisiva  do INSA para a caracte-

rização da estirpe responsável pelo surto da Doença dos Legioná-

rios que ocorreu em 2014 em Vila Franca de Xira (constituindo o 

segundo maior surto a nível mundial), tendo possibilitado também 

a identificação da potencial fonte de contaminação. No entanto, 

a caracterização de estirpes de Klebsiella pneumoniae associa-

das a um abcesso do fígado, bem como a caracterização da 

diversidade microbiana em infeções oportunistas de estirpes de 

Burkholderia spp. e/ou Pseudomonas aeruginosa em doentes 

com fibrose quística, não são de menor relevo. Alguns dos artigos 

que se seguem neste Boletim Epidemiológico Observações des-

crevem precisamente exemplos de aplicação com sucesso da tec-

nologia de WGS no INSA na área das doenças infeciosas. Na sua 

qualidade de Laboratório de Referência, o INSA está naturalmente 

disponível para estabelecer colaborações científicas relevantes 

no domínio da Saúde, envolvendo para tal equipas especializadas 

tanto no domínio da bioinformática como da sequenciação de 

nova geração.

João Paulo Gomes 

Responsável da Unidade de Investigação e do Núcleo de Bioinformática 

Departamento de Doenças Infeciosas, INSA

02

_

Contactos para WGS:

João Paulo Gomes: 

j.paulo.gomes@insa.min-saude.pt

tel. 217 519 241

 

Luís Vieira:

lu is.v ie ira@insa.min-saude.pt

tel. 217 519 440

Referências bibliográficas:

(1) Metzker ML. Sequencing technologies - the next generation. Nat Rev Genet. 
2010;11(1):31-46. Epub 2009 Dec 8.

(2) Mil lar BC, Xu J, Moore JE. Molecular diagnostics of medically important bacterial 
infections. Curr Issues Mol Biol. 2007;9(1):21-39. Review. 
www.horizonpress.com/cimb/v/v9/21.pdf 

(3) Chen Y, Johnson JA, Pusch GD, et al. The genome of non-O1 Vibrio cholerae NRT36S 
demonstrates the presence of pathogenic mechanisms that are distinct from those of 
O1 Vibrio cholerae. Infect Immun. 2007;75(5):2645-7. 
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1865779/ 

(4) Chen PE, Wil lner KM, Butani A, et al. Rapid identif ication of genetic modif ications 
in Bacil lus anthracis using whole genome draf t sequences generated by 454 
pyrosequencing. PLoS One. 2010;5(8):e12397. 
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0012397

(5) Chin CS, Sorenson J, Harris JB, et al. The origin of the Haitian cholera outbreak strain. 
N Engl J Med. 2011;364(1):33-42. Epub 2010 Dec 9. 
www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMoa1012928 

(6) McAdam PR, Templeton KE, Edwards GF, et al. Molecular tracing of the emergence, 
adaptation, and transmission of hospital-associated methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012;109(23):9107-12. 
www.pnas.org/content/109/23/9107.long 

(7) Lewis T, Loman NJ, Bingle L, et al. High-throughput whole-genome sequencing to 
dissect the epidemiology of Acinetobacter baumannii isolates from a hospital outbreak. 
J Hosp Infect. 2010;75(1):37-41. 
www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0195670110000289 

(8) Rasko DA, Webster DR, Sahl JW, et al. Origins of the E. coli strain causing an outbreak 
of hemolytic-uremic syndrome in Germany. N Engl J Med. 2011;365(8):709-17. 
www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMoa1106920

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

2ª série

2015

especial 6
número

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

_Doenças Infeciosas
www.insa.pt



03

_Introdução

O complexo Burkholderia cepacia (Burkholderia cepacia complex, 

Bcc) constitui um grupo heterogéneo de bactérias que inclui cerca 

de 20 espécies bacterianas relacionadas. Estas são ubiquitárias na 

natureza, sendo encontradas em ambientes naturais como o solo, 

água, rizosferas, animais e produtos agrícolas (1).

Estas bactérias são, no entanto, patogénicas para o Homem, ten-

do um impacto clínico relevante nos doentes com fibrose quística 

(FQ), estando associadas a um pior prognóstico e diminuição da 

esperança de vida destes doentes (2). Nas amostras respiratórias 

destes doentes são frequentemente isoladas as espécies Pseudo-

monas aeruginosa e Staphylococcus aureus, e mais recentemente 

assistiu-se a um aumento das infeções por espécies pertencentes 

ao Bcc (3). Estas infeções são particularmente graves nos doen-

tes com FQ, podendo levar ao desenvolvimento de uma septicemia 

fulminante com paragem respiratória aguda, tratando-se de um 

quadro clínico conhecido como cepacia syndrome (4). De entre as 

espécies pertencentes ao Bcc, as mais frequentemente encontra-

das em doentes com FQ são B. multivorans e B. cenocepacia.

Uma das opções terapêuticas mais importantes para minorar a 

doença pulmonar avançada em doentes com FQ é o transplante 

pulmonar, cujo sucesso é, no entanto, dependente do agente cau-

sador da infeção respiratória. Mais especificamente, a infeção com 

B. cenocepacia leva a uma sobrevivência a curto e longo prazo sig-

nificativamente mais baixa do que a infeção com outras espécies do 

complexo, pelo que aqueles doentes são normalmente excluídos de 

serem considerados para transplante pulmonar (5). Assim, é indis-

pensável a avaliação adequada das infeções por Bcc, bem como a 

discriminação das espécies, antes da decisão clínica de considerar 

o transplante pulmonar uma opção terapêutica viável para o trata-

mento de um doente com FQ.

A correta identificação das espécies do Bcc é um desafio para o 

laboratório de microbiologia, já que os métodos convencionais, 

baseados em testes bioquímicos ou de espetrometria de massa 

não têm acuidade suficiente para distinguir para lá do género 

bacteriano (6). Assim, torna-se necessário recorrer a técnicas mo-

leculares, baseadas em ácidos nucleicos, tal como a tecnologia 

de Sequenciação de Nova Geração. 

_Objetivo

Neste estudo reportamos a aplicação desta tecnologia no contex-

to de apoio à decisão clínica de transplante pulmonar num doente 

com FQ. 

_Caso clínico

Trata-se de um doente de 16 anos de idade com o diagnóstico de 

FQ, homozigótico para a mutação CFTRΔF508. Os pais são não 

consanguíneos e são ambos saudáveis. A gravidez foi de termo, 

parto e período neonatal sem intercorrências. O peso à nascença 

era de 3860g e apresentava índice de Apgar 9/10. Em criança não 

apresentava intolerâncias alimentares, mas mostrava má evolução 

ponderal com início precoce. Teve os primeiros sintomas respirató-

rios e entéricos aos 4 meses; o diagnóstico de FQ foi feito aos 8 

meses na sequência de internamento por bronquiolite aguda, hipo-

xemia e desnutrição. Apresentava provas do suor com valores ele-

vados (120 e 119mmol/L) e o diagnóstico foi confirmado por estudo 

genético. Desde criança, o doente teve múltiplos internamentos 

por exacerbações respiratórias e má nutrição. É um doente diabé-

tico com necessidade de insulina desde os 15 anos, apresenta ci-

foescoliose, polisinusopatia, desnutrição e depressão graves. O 

doente sofre de insuficiência respiratória crónica (FVC 31,9% em 

2014), com retenção de CO2 (55/107) e hipoxemia (O2 a 8L/min),

_ Sequenciação de Nova Geração no apoio 
à decisão de transplante pulmonar num 
doente com fibrose quística

  Leonor Silveira1, Ana Casimiro 2, Margarida Pinto 3, Vítor Borges1, 
João Paulo Gomes1,  Mónica Oleastro1

monica.oleastro@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Doenças Infeciosas, INSA.
(2) Departamento de Pediatria Médica. Unidade de Pneumologia, Hospital D. Estefânia.
(3) Laboratório de Microbiologia, Centro Hospitalar de Lisboa Central.

artigos breves_   n. 1 _Sequenciação de Nova Geração

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

2ª série

2015

especial 6
número

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

_Doenças Infeciosas
www.insa.pt



04

tendo realizado múltiplos ciclos de antibioterapia de largo espectro, 

com vista à erradicação de agentes respiratórios e para proteção da 

degradação da função pulmonar, no entanto sem melhoria clínica. 

Do ponto de vista microbiológico, aos 3 anos teve o primeiro isola-

mento de P. aeruginosa na expetoração, atualmente apenas com 

sensibilidade intermédia à ciprofloxacina. Aos 4 anos teve o primeiro 

isolamento de Bcc na expetoração; atualmente a estirpe é multires-

tistente.

_Aplicação da tecnologia de Sequenciação de Nova 
Geração para apoio à decisão clínica

Isolados bacterianos deste doente foram enviados para o Depar-

tamento de Doenças Infeciosas do Instituto Nacional de Saúde 

Doutor Ricardo Jorge (INSA), para identif icação precisa das es-

pécies bacterianas causadoras da infeção respiratória. Após a 

extração de DNA, procedeu-se à utilização de métodos de tipa-

gem molecular tradicionais, bem como à Sequenciação Total do 

Genoma (Whole Genome Sequencing – WGS). A identif icação 

inequívoca das espécies bacterianas foi realizada por compara-

ção com sequências depositadas na base de dados do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI), através da ferra-

menta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Foi possível identif icar uma estirpe de P. aeruginosa, bem como 

uma estirpe de B. contaminans. A frequência de identif icação 

desta espécie de Burkholderia spp. tem vindo a aumentar nos 

últimos anos, nomeadamente em Portugal e em Espanha (7, 8).

Atualmente, o doente encontra-se em fase terminal da sua doen-

ça, com insuficiência respiratória crónica, com febre recorrente há 

6 meses e broncorreia purulenta abundante; dependente de O2 e 

com necessidade de ventilação não invasiva 24h/dia; coexiste a 

desnutrição grave, diabetes, depressão e retrações musculares que 

quase impedem a marcha. A sua única oportunidade é o transplan-

te pulmonar. Esta opção foi acordada em reunião multidisciplinar, 

tendo em conta as espécies bacterianas identificadas. 

artigos breves_   n. 1
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_Introdução

Burkholderia pseudomalle i é uma bactéria de Gram negativo 

que pode ser naturalmente encontrada no solo e em águas 

estagnadas (1). Tem sido classif icada como agente de bioterro-

rismo devido ao elevado risco de aerolização, à sua baixa dose 

infeciosa e à elevada taxa de mortalidade (2, 3).

B. pseudomallei é o agente responsável pela melioidose, uma grave 

infeção adquirida por ingestão, inalação ou inoculação (4), sendo 

caracterizada por diversas manifestações clínicas, incluindo pneu-

monia e sépsis (3). É uma doença endémica no sudoeste asiático, 

norte da Austrália e outras regiões tropicais (3).

_Objetivo

Este estudo apresenta o primeiro caso de melioidose em Portugal, 

revelando o importante papel da metodologia de Sequenciação 

Total do Genoma para a correta identificação e caracterização da 

estirpe isolada. 

_Caso clínico

Em janeiro de 2011, uma paciente de 62 anos deu entrada no 

Hospital da Luz com um quadro de artrite bilateral dos joelhos e 

edema simétrico dos membros inferiores, com 4 dias de evolução, 

sem febre quantificada mas com episódios de sudorese noturna. 

Soube-se que tinha realizado uma viagem à Tailândia em outubro 

de 2010, durante um período de chuva intensa naquela região. Um 

mês depois, a paciente desenvolveu uma lombociatalgia esquer-

da, resistente à terapêutica analgésica. Três semanas antes da ad-

missão no hospital, a paciente apresentava uma massa lombar 

esquerda e uma lesão pustulosa no mento. Uma semana depois, 

após uma consulta de dermatologia, eram visíveis lesões ulcera-

das na fase posterior e lateral externa da perna direita, tendo-lhe 

sido administrado amoxiclina/clavulanato e mupirocina durante 

5 dias. Quatro dias antes da admissão no hospital, apresentava 

dor articular dos joelhos e articulação tibio-társica esquerda, com 

edema e sinais inflamatórios, condicionando impotência funcional, 

bem como um edema simétrico até aos joelhos dos membros infe-

riores. Após internamento, foi-lhe diagnosticado: i) um tumor com 

~15cm no maior eixo, de contorno irregular, móvel nos planos, com 

consistência pouco elástica e sem flutuação; ii) artrite dos joelhos, 

com derrame articular ligeiro; iii) artrite da tibio-társica esquerda; 

e iv) duas lesões cutâneas na perna direita sugestivas de eritema 

nodoso.

Os resultados laboratoriais mostraram uma anemia média e 

parâmetros inflamatórios elevados. Ressonâncias magnéticas 

abdominais e pélvicas revelaram duas lesões semelhantes: uma 

de carácter expansivo (14x11cm) na região glútea esquerda com 

osteomielite envolvendo o ilíaco homolateral, e uma contralateral 

com menor dimensão (5cm).

_Aplicação da tecnologia de Sequenciação de Nova 
Geração para apoio à decisão clínica

O isolamento da bactéria B. pseudomallei foi feito a partir de uma 

hemocultura e do pus da lesão gluteal esquerda. A identificação foi 

feita pelo sistema Vitek 2 (bioMérieux), tendo a confirmação da es-

pécie sido feita por PCR em tempo real com sondas de hidrólise (5). 

A paciente foi tratada com meropenem intravenoso durante 14 dias, 

o que levou à regressão das lesões cutâneas bem como das artrites.

Tendo em conta a resistência da estirpe isolada (aqui desig-

nada como PtBps01) ao antibiótico de primeira linha, trime-

toprim/sulfametoxazol (SXT), foi administrada alternativamente 

uma terapia oral com amoxicilina/clavulanato (terapêutica de se-

gunda linha). A lesão gluteal direita foi drenada após dois meses 

_ Burkholderia pseudomallei: primeiro caso 
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de tratamento, tendo sido mantida esta terapia de erradicação du-

rante sete meses até total resolução do processo infecioso.

De modo a caracterizar a estirpe PtBps01, foi realizada Sequen-

ciação Total do Genoma usando o equipamento MiSeq (Illumina), 

seguida de uma análise genómica comparativa com sequências 

de estirpes de B. pseudomallei (disponíveis no GenBank) repre-

sentativas de vários grupos de genomas. O genoma “draft” de 

PtBps01 contém 7,117,230bp com um conteúdo em GC de 68,2%. 

Análises filogenéticas envolvendo tanto o core-genoma como o 

pan-genoma, agruparam a estirpe portuguesa com isolados do 

sudoeste asiático, sugerindo tratar-se de um caso importado da 

Tailândia. De facto, a estirpe PtBps01 apresentou uma proximida-

de genética com o conhecido isolado Tailandês 1106a, revelan-

do uma similaridade >99% no core-genoma. PtBps01 contém 

dois prófagos intactos de 40.7Kb e 25.1Kb, ambos compreenden-

do 30 genes com homologia com outros fagos de Burkholderia. 

Nenhum plasmídeo foi encontrado em PtBps01.

Dado que a resistência ao SXT é raramente observada (6-8), proce-

deu-se à investigação da base genética potencialmente associada 

a esta resistência na estirpe PtBps01, focando em particular os me-

canismos envolvendo a bomba de efluxo BpeEF-OprC, a qual foi 

demonstrada conferir resistência ao SXT (9). No entanto, nenhuma 

mutação foi encontrada, o que sugere que a resistência bacteriana 

tenha origem num mecanismo ainda desconhecido.

A análise de multi locus sequence typing (MLST) revelou o perfil 

alélico 1-4-2-3-8-4-3, correspondendo ao tipo ST376. De acordo 

com bases de dados públicas de B. pseudomallei, nenhum iso-

lado europeu descrito até à data apresentou este perfil. De facto, 

ST376 parece ser restrito ao sudoeste asiático, tal como foi pre-

viamente observado em amostras de água recolhidas na Tailândia 

na década de 60 (10), bem como em isolados clínicos obtidos, em 

2012, de um paciente de Laos com parotidite supurativa e de dois 

pacientes da Malásia com melioidose.

_Conclusão

Em conclusão, o historial de viagem em conjunto com os dados 

obtidos por Sequenciação Total do Genoma da estirpe isolada, 

sugerem claramente que este primeiro caso português de melioi-

dose resulta de uma importação da Tailândia. Considerando que 

os sintomas desta doença não são patognomónicos (podendo o 

quadro clínico ser confundido com outras situações,  como a tu-

berculose), este caso vem reforçar a necessidade de se incluir a 

melioidose no diagnóstico diferencial de quadros infeciosos em 

viajantes regressados de zonas endémicas.  
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_Introdução

Klebsiella pneumoniae é um bacilo de Gram negativo, capsulado, 

da família Enterobacteriaceae, ubiquitária no ambiente e que pode 

colonizar o Homem e outros animais. É um patogénio responsá-

vel por pneumonia adquirida na comunidade, particularmente em 

indivíduos alcoólicos (1) e por infeções urinárias. Contudo, a gran-

de maioria das infeções ocorre em meio hospitalar, em doentes 

imunocomprometidos com co-morbilidades graves como diabe-

tes mellitus ou obstrução pulmonar crónica (2). Em meados da 

década de 80 emergiu uma estirpe híper-virulenta de K. pneumo-

niae, primeiramente identificada em Taiwan (em 1985) e na Coreia, 

e posteriormente dispersa por outros países do sudeste asiático, 

tipicamente associada a abcesso hepático adquirido na comunida-

de (3, 4). Atualmente esta é a etiologia mais frequente de abcesso 

hepático, considerada endémica em Taiwan e na Coreia e emer-

gente em várias regiões do globo (5).

A estirpe híper-virulenta de K. pneumoniae associada a abcesso 

hepático na comunidade apresenta uma típica híper-mucoviscosi-

dade em cultura em meio sólido, estando normalmente associada 

ao serotipo capsular K1 (menos frequentemente K2), à sequência 

tipo (ST) 23 e, entre outros, pode possuir fatores de virulência tais 

como os codificados pelos genes rmpA (regulator of the mucoid 

phenotype) e magA (mucoviscosity associated gene A) (6, 7) e o 

siderófero aerobactina (8, 9).

_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo o completo esclarecimento 

de um caso de abcesso hepático adquirido na comunidade, tendo 

para tal sido solicitada aos laboratórios do Departamento de Doen-

ças Infeciosas do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 

(INSA) a caracterização de uma estirpe de K. pneumoniae isolada 

do pus de drenagem, de uma doente internada num hospital da re-

gião de Lisboa. 

_Material e métodos

A estirpe de K. pneumoniae foi isolada em meio sólido no laborató-

rio de Microbiologia do Serviço de Patologia Clínica do Hospital de 

Santa Maria, e enviada para o INSA para posterior caracterização 

genética. Após extração do DNA, procedeu-se à Sequenciação 

Total do Genoma (Whole Genome Sequencing – WGS) no equi-

pamento MiSeq (Illumina), usando uma profundidade de cobertura 

média superior a 70 vezes. Para a montagem bioinformática do ge-

noma recorreu-se ao software Velvet. A sequência do genoma foi 

posteriormente analisada com vista: i) à determinação in silico da 

ST, usando o esquema de “Multilocus sequence typing” (MLST) ge-

rido pelo Instituto Pasteur (França) (http://bigsdb.web.pasteur.fr/); ii) 

à previsão in silico do tipo capsular, tirando partido de um método 

de genotipagem wzc descrito recentemente (10); e iii) à pesqui-

sa de fatores de virulência normalmente associados às estirpes de 

K. pneumoniae causadoras de abcesso hepático. O estudo de di-

ferenciação fenotípica de subpopulações de K. pneumoniae foi 

realizado no INSA com base na híper-mucoviscosidade das coló-

nias reisoladas em meio de gelose de sangue, avaliada pela técnica 

de formação de filamento. 

_Resultados e discussão

A estirpe recebida no INSA apresentava-se em cultura pura em 

meio de Macconkey, com híper-mucoviscosidade. Os resultados 

de WGS confirmaram, como esperado, tratar-se de uma estirpe 

de K. pneumoniae. A análise bioinformática da sequência do ge-

noma permitiu caracterizar a estirpe como pertencente ao ST23 e 

_ Sequenciação Total do Genoma aplicada 
ao estudo de caracterização de uma 
estirpe de Klebsiella pneumoniae isolada 
de pus de drenagem de abcesso hepático
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com provável serótipo capsular K1, e identificar também múltiplos 

fatores de virulência. Estas características permitem inferir que a es-

tirpe em estudo se assemelha geneticamente aos clones virulentos 

de K. pneumoniae normalmente associados ao abcesso hepático 
(4, 9). Dados preliminares da previsão in silico de genes associados 

à resistência a antibióticos identificaram os genes que codificam as 

bombas de efluxo OqxAB (11), as quais se associam à diminuição 

da susceptibilidade às quinolonas. Curiosamente, os resultados de 

WGS sugeriram ainda não se tratar de uma cultura pura, mas sim 

de uma mistura de clones de K. pneumoniae. 

De acordo com a literatura, as colónias de K. pneumoniae associa-

da a abcesso hepático na comunidade têm um teste de filamento 

positivo, sendo a híper-mucoviscosidade definida pela formação de 

um filamento superior a 5 cm (7). Neste sentido, procedeu-se ao 

reisolamento em meio sólido da estirpe em estudo para diferencia-

ção fenotípica de supostas sub-populações identificadas por WGS, 

tendo-se confirmado a presença de três tipos de colónias com dife-

rentes resultados do teste de formação de filamento: 0,5cm, 3cm e 

10cm. Estão em curso atualmente novas análises de WGS dirigidas 

a cada um dos tipos de colónias, com vista ao estabelecimento de 

uma associação entre características genómicas e os fenótipos ob-

servados. Será também efetuado um estudo mais detalhado sobre 

a presença de genes/mutações associados à resistência a antibió-

ticos, com posterior confirmação fenotípica. 

_Conclusão

Esta forma distinta de doença invasiva por K. pneumoniae respon-

sável por abcesso hepático na comunidade, descrita inicialmente 

na Ásia, tem emergido com uma distribuição global. A diabetes 

mellitus e a presença dos dois tipos capsulares específicos da bac-

téria, predispõem ao desenvolvimento do abcesso hepático e das 

complicações extrahepáticas: bacterémia, meningite, endoftalmite, 

e necrosante fascite. De salientar que a doente em estudo não 

apresentava nenhum fator de risco o que torna o presente caso par-

ticularmente invulgar. O diagnóstico atempado e o tratamento anti-

microbiano adequado, combinado com drenagem percutânea do 

abscesso, aumentam a sobrevivência e previnem o aparecimento 

das complicações. Desconhece-se se a população asiática é mais 

propensa a esta infeção, bem como os principais reservatórios 

para o desenvolvimento de estirpes de K. pneumoniae altamente 

virulentas.

O presente estudo ilustra a potencialidade da WGS para uma 

rápida identif icação e caracterização de estirpes relevantes em 

termos clínicos, gerando uma multiplicidade de resultados num 

curto espaço de tempo.
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_Introdução

A carne e os produtos à base de carne são importantes fontes de 

infeções intestinais nos humanos. Entre os agentes patogénicos 

intestinais mais comuns destacam-se as bactérias Salmonella 

enterica, Campylobacter spp. e Escherichia col i enterohemorrá-

gica ou produtora de verotoxinas (EHEC ou VTEC). No entanto, as 

infeções entéricas podem também ser causadas por algumas es-

pécies do género Helicobacter spp., nomeadamente a bactéria 

de Gram negativo Helicobacter pul lorum. Esta tem sido deteta-

da quer em aves domésticas, quer em amostras humanas (1,2). 

Em particular, destacam-se o seu isolamento de carcaças de aves 

domésticas (possivelmente devido à contaminação durante os 

processos de abate) e a sua associação com casos de gastro-

enterite (1) ou de doença inflamatória crónica do intestino ou do 

fígado no Homem (3).

Neste sentido, a bactéria H. pullorum tem sido apontada como um 

agente patogénico emergente causador de doenças transmitidas 

por alimentos (2,4-6). No entanto, a falta de métodos para a dete-

ção de H. pullorum e as dificuldades associadas à sua cultura têm 

provavelmente resultado no subdiagnóstico das infeções associa-

das. Por outro lado, até hoje, apenas foi sequenciado o genoma de 

uma estirpe de H. pullorum (7), pelo que o conhecimento das ca-

racterísticas genéticas potencialmente mediadoras de adaptação 

ou virulência deste agente patogénico emergente é ainda limitado.

_Objetivo

Este estudo apresenta a primeira descrição do isolamento de H. 

pullorum em amostras de carne de frango crua, revelando o im-

portante papel da metodologia de Sequenciação Total do Genoma 

para a correta identificação e caracterização das estirpes isoladas. 

_Materiais e métodos

Amostras alimentares, isolamento, identificação e teste de 

suscetibilidade a antimicrobianos

No âmbito do Plano de Inspeção dos Géneros Alimentícios (PIGA) 

da Direcção-Geral de Alimentação e Veterinária, foram colhidas 

amostras de carne de 15 diferentes produtores. As amostras fo-

ram sujeitas a: i) pré-enriquecimento seguindo as orientações pre-

conizadas na ISO 10272-1:2006; ii) incubação a 37±1ºC durante 4 

a 6h, seguida de 44±4h a 41.5±1ºC em condições microaerófilas 

com hidrogénio (AnoxomatTM, MART Microbiology BV, Brachten, 

Holanda); iii) f filtração com membrana de celulose (0.65µm); e iv) 

cultura em agar Columbia, enriquecido com sangue de ovelha a 

5% (bioMérieux, Marcy l’Étoile, França). Posteriormente, através 

de subcultura em placas de gelose de sangue, selecionaram-se 

colónias de bacilos com forma espiralada, de Gram negativo e oxi-

dase positivos. Colónias não características de Campylobacter 

spp. foram identificadas como H. pullorum através de PCR e se-

quenciação de Sanger do gene que codifica o 16S rRNA, usando 

oligonucléotidos universais (8,9). Procedeu-se ao teste de susceti-

bilidade a antimicrobianos, determinando a concentração mínima 

inibitória (CMI) de três antibióticos (ciprofloxacina, eritromicina e 

tetraciclina) através do método E-test.

Sequenciação Total do Genoma e análises de genómica 

comparativa

Após extração, o DNA das estirpes de H. pul lorum isola-

das no presente estudo foi sujeito à técnica de Sequenciação 

Total do Genoma no equipamento MiSeq (Illumina) dispo-

nível no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 

(INSA). O genoma das estirpes foi obtido através da montagem 

bioinformática das sequências geradas (usando o softwa-

re Velvet), tendo-se usado profundidades de cobertura entre  

_ Isolamento de Helicobacter pullorum de 
carne de frango: características de um 
patogénio emergente de origem alimentar
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135x e 195x. Por forma a obter uma visão detalhada da diversida-

de genética entre estirpes de H. pullorum, realizaram-se múltiplas 

análises bioinformáticas de comparação genómica usando as se-

quências obtidas, bem como a sequência do único genoma de H. 

pullorum (estirpe MIT 98-5489) disponível até à data (7). 

_Resultados e discussão

O presente estudo constitui a primeira descrição do isolamento de 

H. pullorum em amostras de carne de frango crua. Foram isoladas 

estirpes de H. pullorum de quatro das 17 amostras analisadas. 

Três estirpes foram obtidas de carcaças de frango refrigeradas, e 

a quarta estirpe foi isolada de uma preparação de carne crua de 

frango temperada (tabela 1). Estes resultados sugerem que a bacté-

ria H. pullorum poderá ser transmitida por alimentos, e apresenta 

risco de transmissão zoonótica, tal como sucede com Campylobac-

ter spp., atualmente o principal agente bacteriano enteropatogénico 

para o Homem a nível mundial. Por outro lado, demonstrou-se a efi-

cácia da aplicação de um método de filtração com membrana para o 

isolamento de H. pullorum a partir de amostras de carne. Este dado 

é relevante uma vez que se considera que as dificuldades de cultura 

deste microrganismo fastidioso e o uso inapropriado de meios e 

condições de cultura têm levado à subdetecção, e consequente 

subvalorização de H. pullorum como um agente patogénico.

As estirpes isoladas foram sujeitas a testes de suscetibilidade aos 

antibióticos comummente usados para tratar infeções causadas

por Campylobacter e Hel icobacter. Todas as estirpes mostraram 

ser resistentes à ciprofloxacina, uma estirpe foi também resisten-

te à eritromicina, e outra à tetraciclina (tabela 1). Foi possível as-

sociar os fenótipos de resistência à ciprofloxacina, eritromicina 

e tetraciclina a mutações genéticas nos genes gyrA, 23S rRNA e 

16S rRNA, respetivamente, tal como previamente descrito (7,10). 

Excecionalmente, a mutação no gene gyrA que confere resistên-

cia à ciprofloxacina não foi detetada numa estirpe resistente a 

este antibiótico. A pesquisa de mutações em outros alvos gené-

ticos, como o gene gyrB, foi inconclusiva, pelo que é expectável 

que a base molecular de resistência envolva outros mecanismos 

(ex. bombas de efluxo), tal como demonstrado para Campylo-

bacter spp. (11). De um modo geral, embora não estejam descri-

tos estudos de suscetibilidade a antimicrobianos incluindo um 

número alargado de isolados de H. pul lorum, o presente estudo, 

bem como os de outros autores (10,12) apontam para a impor-

tância da avaliação do perf il de resistência do agente patogéni-

co emergente H. pul lorum. 

Este estudo permitiu ainda libertar e analisar quatro novos genomas 

de estirpes de H. pullorum (até à data estava apenas disponível o 

genoma de uma estirpe - MIT 98-5489 (7) ). O tamanho do genomas 

das estirpes isoladas variou entre 1.7 e 2.1 Mb (tabela 1), revelan-

do elevada similaridade (>98%) nas regiões genómicas comuns, 

mas sendo pautado por regiões genómicas muito polimórficas. 

Destacam-se um gene que codifica para uma proteína da membra-

na externa (PME), potencialmente com importantes propriedades 

antigénicas (13), e um gene que codifica uma potencial citotoxina

artigos breves_   n. 4

Tabela 1:      Origem, tamanho do genoma e perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das quatro estirpes de    
H. pullorum isoladas de amostras de carne de frango crua.

229313/12

229334/12

229336/12

229254/12

Carcaça de frango refr igerada

Preparação de carne crua de 
frango temperada

Carcaça de frango refr igerada

Carcaça de frango refr igerada

1.69

2.13

1.81

1.81

>32 (R )

>32 (R )

>32 (R )

>32 (R )

0.25

0.125

>256 (R )

0.25

0.25

0.5

0.38

>256 (R )

Estirpe Origem Tamanho do genoma (Mb)
Ciprofloxacina Eritromicina Tetraciclina

Suscetibilidade a antimicrobianos 
(Concentração Mínima Inibitória em mg/L; R - resistente )
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com padrões estruturais semelhantes ao da citotoxina vacuolizan-

te do agente patogénico gástrico H. pylori. Quer a PME, pelo seu 

potencial envolvimento em variação antigénica, quer esta poten-

cial citotoxina, poderão contribuir para a virulência e capacidade 

de adaptação de H. pullorum, pelo que constituem alvos de estu-

do promissores.

Entre as regiões genómicas não partilhadas por todas as estirpes 

inclui-se um cluster de genes que codificam o sistema de secre-

ção do tipo VI (SST6). Este sistema é utilizado pelas bactérias de 

Gram negativo para “injeção” de proteínas nas células eucariotas 

alvo com vista à sua manipulação (14), constituindo um reconhe-

cido mecanismo de virulência. Por exemplo, em C. jejuni tem-se 

associado a infeção com estirpes que possuem o SST6 com uma 

apresentação gastrintestinal mais severa (15, 16).

_Conclusão

Os dados apresentados indicam que o agente patogénico emer-

gente H. pullorum poderá ser transmitido aos humanos através 

do contacto/consumo de carne, pelo que se sugere a expansão 

das estratégias de vigilância dos produtos alimentares. Adicional-

mente, através da aplicação da tecnologia de Sequenciação Total 

do Genoma, foi possível incrementar o nosso conhecimento sobre 

a variabilidade entre estirpes de H. pullorum, tendo-se apontado 

várias características genéticas potencialmente mediadoras de vi-

rulência e adaptação.

Este artigo corresponde a uma versão reduzida em português do artigo: 

Borges V, Santos A, Correia CB, et al. Helicobacter pullorum isolated from 

fresh chicken meat: antibiotic resistance and genomic traits of an emerging 

foodborne pathogen. Appl Environ Microbiol. 2015 Dec 1;81(23):8155-63.
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_Introdução

A tosse convulsa é uma doença infeciosa do trato respiratório, cujo 

agente etiológico é Bordetella pertussis, afetando com um maior 

grau de gravidade os lactentes e crianças jovens. Esta doença 

persiste a nível mundial e constitui um problema global de grande 

importância em Saúde Pública, quer pelo seu grau de contagiosida-

de quer pela elevada taxa de letalidade, uma vez que continua a ser 

uma das principais causas de morte em todo o mundo, no âmbito 

das doenças evitáveis pela vacinação (1).

Nos últimos anos e apesar da introdução da vacinação ter permitido 

a diminuição acentuada da incidência da doença (2), tem-se assistido 

a um aumento de casos de tosse convulsa em países desenvolvidos 

que apresentam elevadas coberturas vacinais, principalmente em 

lactentes com idades inferiores a 6 meses, mas também em adoles-

centes e adultos (3-7), facto que indica a elevada efetividade da vacina 

em prevenir a doença, mas não a transmissão do seu agente causal, 

entre a população (8).

Em Portugal e apesar da existência de uma elevada taxa de cobertura 

vacinal, o padrão reemergente da tosse convulsa tem sido semelhante 

ao dos outros países desenvolvidos, assinalando-se um pico relevante 

de casos notificados em 2012. Este pico de padrão endémico deteta-

do, apesar de apresentar um nível de endemicidade sustentada, 

evidencia no entanto que a bactéria Bordetella pertussis permanece 

em circulação, pelo que é necessário conhecer a real situação epide-

miológica da infeção provocada por este agente etiológico, como 

também caracterizar a estirpe circulante, através de estudo de perfis 

genéticos. 

No âmbito do seu core de funções, o Laboratório Nacional de Refe-

rência de Bordetella pertussis do Instituto Nacional de Saúde Doutor 

Ricardo Jorge (INSA) no Porto colabora na vigilância epidemiológica 

da tosse convulsa em Portugal, confirmando todos os casos que lhe 

são enviados com clínica sugestiva e efetivando a notificação labora-

torial dos casos positivos detetados para a Direção-Geral da Saúde. 

O diagnóstico laboratorial para confirmação de caso clínico de tosse 

convulsa é predominantemente molecular utilizando-se para o efeito 

pelo menos dois dos alvos preconizados, IS 481 e ptxA-Pr, apesar da 

existência de outras técnicas nomeadamente técnicas microbiológica 

e imunológica.

_Objetivo

Analisar retrospetivamente os resultados laboratoriais dos casos clíni-

cos suspeitos de tosse convulsa enviados ao Laboratório Nacional de 

Referência de Bordetella pertussis do INSA no Porto para confirma-

ção laboratorial no período 2010-2014, tendo como finalidade alertar 

não só para a necessidade de conhecer-se melhor a real incidência 

da tosse convulsa nos grupos etários com idade superior a 13 anos, 

bem como de caracterizar geneticamente as estirpes circulantes em 

Portugal. 

_Material e métodos

Foram analisados os dados demográficos disponíveis dos 512 

doentes elegíveis para o período entre 2010 e 2014. As amostras 

recebidas no INSA para confirmação de infeção por Bordetel la 

per tussis foram predominantemente secreções nasofaríngeas 

(70%) para estudo molecular, isolados (1%) para identif icação e 

soros (29%) para deteção de anticorpos anti-Toxina pertússica.

No âmbito da identificação, os isolados foram cultivados em placas 

de Bordet-Gengou, das quais foi retirado inócuo para identificar 

através de provas bioquímicas e quando necessário foram utilizados 

antissoros monoclonais.

_Tosse convulsa em Portugal: análise 
retrospetiva de casos clínicos suspeitos 
de infeção por Bordetella pertussis no 
período 2010-2014  
Maria Augusta Santos1, Brigida Pereira1, Cristina Furtado 2  

m.augusta.santos@insa.min-saude.pt 

(1) Laboratório Nacional de Referência de Bordetella Pertussis. (2) Unidade de Referência 
e Vigilância Epidemiológica, Departamento de Doenças Infeciosas, INSA.
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Relativamente à deteção de anticorpos anti-Toxina pertússica classe 

IgG e classe IgA, os 29% de soros foram submetidos a uma reação 

imunoenzimática, na qual foi utilizado como antigénio um marcador, 

a Toxina pertússica que pela sua grande especificidade confirma  

contacto com B. pertussis, sendo a concentração final de anticorpos 

detetada expressa em UI/ml.

Nos 70% de secreções nasofaríngeas, procedeu-se à extração de 

ADN que posteriormente foi amplificado efetuando-se duas reações 

independentes de PCR em tempo real, nas quais foram pesquisados  

individualmente, o alvo IS 481 e a ptxA-Pr, sendo que este alvo por ser 

de grande especificidade confirma infeção por Bordetella pertussis.

_Resultados e discussão

No período compreendido entre o início de janeiro de 2010 e o 

final de dezembro de 2014 foram enviados ao Laboratório Nacional 

de Referência de Bordetella per tussis produtos biológicos de 512 

doentes com suspeita clínica de infeção por Bordetel la per tussis, 

dos quais 5 (1%) isolados para estudo fenotípico, 150 (29%) soros 

para estudo imunológico e os restantes 357 (70%) secreções naso-

faríngeas para estudo molecular.

Todas as amostras recebidas para estudo imunológico e submetidas 

a técnica imunoenzimática, não evidenciaram contacto recente com 

Bordetella pertussis quer pela baixa concentração detetada de 

anticorpos anti-Toxina pertússica classes IgG e IgA, quer pela inexis-

tência de uma segunda amostra (fase convalescente) que permitiria 

evidenciar um aumento significativo de anticorpos anti-Toxina pertús-

sica ou seja uma seroconversão.

 O mesmo foi constatado no estudo fenotípico, no qual não foi carac-

terizado nenhum isolado como sendo Bordetella pertussis. 

Contudo nas 357 amostras de secreções nasofaríngeas enviadas para 

estudo molecular pela técnica de PCR em tempo real, confirmaram-se 

114 (31,9%) casos de infeção por Bordetella pertussis (gráfico 1).

Entre 2010 e 2012 observou-se um aumento progressivo de casos 

suspeitos para confirmação laboratorial, respetivamente 34 em 2010, 

47 casos em 2011 e 108 casos em 2012, seguindo-se um decréscimo 

nos dois anos subsequentes (gráfico 1).
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Gráfico 1:      Distribuição dos casos de tosse convulsa identificados por PCR, 2010-2014.
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Esta tendência crescente do número de casos suspeitos de tosse 

convulsa acompanhou o aumento da frequência de casos confirma-

dos pelo laboratório no triénio 2010-2012, ou seja 8,8% (3/34) em 

2010 dos casos suspeitos foram positivos, pois evidenciaram con-

tacto recente com Bordetella pertussis, 36,2% (17/47) em 2011 e 

53,7% (58/108) em 2012, diminuindo no biénio 2013-2014 respetiva-

mente para 29,2% (26/89) e 12,6% (10/79). Quanto à distribuição 

trimestral dos casos confirmados de infeção por Bordetella pertus-

sis, observou-se que o seu predomínio ocorreu no terceiro trimestre 

dos anos civis em estudo (gráfico 2).

Salienta-se que apesar de não serem enviados ao INSA todos os 

casos clínicos suspeitos para confirmar, esta tendência crescente 

de casos de tosse convulsa confirmados no Laboratório Nacional 

de Referência de Bordetel la per tussis, foi igualmente observada 

através do Sistema de Doenças de Declaração Obrigatória (DDO) 

da Direção-Geral da Saúde (DGS) (tabela 1).

À semelhança do observado a nível mundial, a distribuição dos 114 

casos de tosse convulsa, confirmados laboratorialmente no INSA 

entre 2010-2014, evidenciou que a infeção por B. pertussis foi

predominante na faixa etária inferior a 6 meses de idade, sendo 

que 13,2% (15/114) pertenciam ao grupo etário com idade inferior 

a 1 mês, 51,7% (59/114) ao grupo etário entre 1-2 meses e 29,8% 

(34/114) ao grupo etário entre os 3 e 6 meses, o que corresponde 

a uma percentagem global de 94,7% (108/114). Em relação aos res-

tantes 6 casos dos 114 casos confirmados, o que corresponde a 

5,3%, verificou-se que 3,5% (4/114) pertenciam ao grupo de idades 

entre 1-2 anos e 1,8% (2/114) ao grupo etário superior a 13 anos de 

idade (gráfico 3). 

Gráfico 2:      Distribuição trimestral de casos de tosse convulsa, confirmados por PCR em tempo real, 2010-2014.

Tabela 1:      Distribuição dos casos de tosse convulsa notificados 
ao sistema DDO e confirmados no INSA, 2010-2014.
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Embora o número de casos positivos detetados na faixa etária 

superior a 13 anos seja baixo, é um facto que existem e que devem 

ser sempre investigados em qualquer diagnóstico clínico presuntivo 

considerando a sua expressão muitas vezes atípica (9).  

_Conclusões

Apesar da diminuição do número de casos de tosse convulsa obser-

vada nos dois anos subsequentes ao pico endémico de 2012 (tabela 

1), esta doença continua a ser um problema de Saúde Pública, pelo 

que a sua monitorização constante não pode ser descurada. Esta 

constatação reforça a necessidade de ser mantido um sistema ativo 

de vigilância epidemiológica de base molecular, porquanto é neces-

sário não só conhecer a real incidência da infeção por B. pertussis 

nas crianças mas também nos adolescentes e adultos, como é cru-

cial estudar os perfis genéticos das estirpes circulantes em Portugal. 

Por outro lado e existindo evidências na Europa, como em outros 

continentes de mutações nas estirpes de Bordetella pertussis, 

associadas a expansões clonais, circulando predominantemente 

os tipos ptxA1, ptxP3, fim3-2, bem como prn2 e prn3 que terão 

contribuído para o ressurgimento da tosse convulsa (10-12), há 

necessidade urgente de uma vigilância contínua da população bac-

teriana em circulação e da monitorização dos seus polimorfismos, 

nomeadamente em Portugal. 

Em conclusão e no sentido de possibilitar conhecer-se o grau de 

virulência da estirpe, a taxa de falência vacinal e melhor caracterizar 

a epidemiologia da tosse convulsa, considera-se indispensável 

assegurar a colheita de amostras clínicas que permitam o isolamen-

to do agente etiológico e subsequente estudo do seu genoma para 

deteção de possíveis mutações. 
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Gráfico 3:      Distribuição por grupo etário de casos de tosse convulsa confirmados no INSA, 2010-2014.
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_Introdução

O sarampo é uma doença grave, altamente contagiosa causada por 

um vírus da família Paramyxovirinae (1). 

O vírus do sarampo transmite-se por via aérea, através de gotículas 

de aerossóis ou por contacto direto com as secreções respiratórias 

de indivíduos infetados. A infeção é adquirida ao nível do trato respi-

ratório ou da conjuntiva (1).

Após um período de incubação de 10-11 dias o paciente desenvol-

ve sintomas prodrómicos de febre, mal-estar, coriza, conjuntivite 

e tosse. As manchas de koplik, patognomónicas para o sarampo, 

aparecem na mucosa bucal e labial inferior e a erupção maculopa-

pular generalizada surge cerca de 4 dias após a exposição (1). 

As complicações mais frequentes incluem infeções bacterianas 

secundárias, pneumonia, encefalite, panencefalite esclerosante 

subaguda e purpura trombocitopenia. Na gravidez a infeção pelo 

vírus do sarampo pode dar origem a aborto espontâneo ou parto 

prematuro (1).

Em 2005, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu 

como meta a eliminação do sarampo e da rubéola e a prevenção 

da rubéola congénita na Região Europeia até 2010 (2). Portugal 

aderiu a esta iniciativa, desenvolvendo para o efeito, um conjunto 

de ações, coordenadas pela Direção-Geral da Saúde (DGS), que 

incluíam a confirmação laboratorial de todos os casos suspeitos de 

sarampo a realizar no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 

Jorge (INSA) (3).

Em 2010, e apesar das medidas adotadas pelos vários países, 

o sarampo reemergiu com mais de 30 000 casos notificados na 

Região Europeia (4). 

Em setembro de 2010, os países da Região Europeia da OMS apro-

varam uma resolução em que renovaram o seu compromisso em 

acelerar as ações necessárias à eliminação do sarampo, rubéola e 

rubéola congénita nesta região até 2015 (5). No entanto, o sarampo 

continuou a disseminar-se e em 2013 foram declarados 10271 

casos de sarampo em 30 Estados-Membros EU/EFA (European 

Union/European Free Alliance), 91% dos quais ocorreram na 

Alemanha, Itália, Holanda, Roménia e Reino Unido (6).    

Em 2013, a DGS publicou o Programa Nacional de Eliminação 

do Sarampo que inclui quatro áreas de intervenção: vacinação; 

vigilância clínica, epidemiológica e laboratorial dos casos possíveis 

e gestão de casos e surtos (7). 

 

Em 2014, a Comissão Europeia Regional de Verificação para a Elimi-

nação do Sarampo e Rubéola concluiu que a transmissão endémica 

do sarampo e da rubéola está interrompida desde o final de 2012 

em Portugal. 

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever os casos prováveis de 

sarampo enviados ao INSA para confirmação laboratorial entre 

2011 e 2013 em Portugal. 

_Material e métodos

Para efeitos do presente estudo e de acordo com a Norma n.º 

006/2013 de 02/04/2013 da DGS em vigor (7), consideraram-se 

as seguintes definições de caso:

▪ Caso possível de sarampo – indivíduo que apresenta um quadro 

clínico de febre superior a 38ºC, exantema maculopapular e pelo 

menos um dos seguintes sintomas: tosse, coriza ou conjuntivite (8). 

_Doenças Evitáveis por Vacinação
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▪ Caso confirmado de sarampo – indivíduo que apresenta um quadro 

clínico de caso possível com confirmação laboratorial da infeção 

por isolamento do agente viral ou deteção do RNA do vírus por 

RT-PCR ou seroconversão das imunoglobulinas da classe G em 

duas amostras de soros colhidas com 1 semana de intervalo e/ou, 

ainda, pela deteção de IgM específica para o vírus (8). 

▪ Caso provável de sarampo – indivíduo que apresenta um quadro 

clínico de caso possível com ligação epidemiológica a um caso 

confirmado (7).

O diagnóstico laboratorial de sarampo foi realizado através da de-

teção de imunoglobulinas da classe G (IgG) e M (IgM) específicas 

e pela pesquisa do RNA viral por RT-PCR em tempo real. A deter-

minação genotípica foi efetuada por técnicas de sequenciação do 

cDNA. O isolamento do vírus do sarampo foi realizado em todas 

os produtos biológicos com resultado positivo por RT-PCR.  

Gráfico 1:      Distribuição do número de casos possíveis de 
sarampo, por ano de diagnóstico (2011-2013).

0

5

10

15

20

25

2011 2012 2013

N
º 

de
 c

as
os

 

A nos

Deteção de anticorpos 

Identif icação do RNA viral

Genotipagem

Isolamento viral

A deteção de imunoglobulinas da classe G e M específicas para o vírus do sarampo foi realizada por ensaio 

imunoenzimático EIA utilizando os reagentes Enzygnost® Anti-Measles-virus/IgG e Enzygnost® Anti-Measles-

virus/IgM, de acordo com as recomendações da OMS (9).

A deteção do RNA do vírus do sarampo foi realizada por RT-PCR em tempo real, utilizando para o efeito reagentes 

comerciais. A extração de RNA foi realizada no equipamento automático.

A determinação do genótipo foi realizada pela análise da sequência dos 450 nucleótidos que codificam os 150 

aminoácidos da nucleoproteina (N), de acordo com as recomendações da OMS. O cDNA foi sintetizado utilizando 

o kit comercial da Nanogen ELItecGroup e amplificado por nested-PCR, utilizando os primers Mn5 e Mn6 (10) e 

Nf1a e Nr7a (11). Os fragmentos de cDNA purificados foram sequenciados com os primers Nf1a e Nr7a.

O isolamento do vírus do sarampo foi realizado em tubo por inoculação de 400 µl de urina ou fluídos orais em 

células VerohSLAM (12). A incubação processou-se a 37ºC com 5% de CO2. Foi efetuada observação diária 

para identif icação do efeito citopático (CPE),característico do vírus do sarampo. 

_Resultados

Entre 2011 e 2014, e no âmbito do Programa Nacional de Elimina-

ção do Sarampo, o INSA recebeu amostras biológicas (34 soros, 

18 urinas e 18 fluidos orais) de 34 casos possíveis de sarampo 

para confirmação laboratorial. 

Dos 34 casos possíveis de sarampo, trinta e dois casos (94%) eram 

indivíduos de nacionalidade portuguesa, dois dos quais residentes 

em outros países da União Europeia (França e Reino Unido) e três 

com história de viagens recentes para fora de Portugal. 

A distribuição dos casos possíveis de sarampo por idade indicou 

que 44% (15/34) ocorreram na população adulta. Quanto à distribui-

ção por ano de diagnóstico verificaram-se 7 casos possíveis em 

2011, 21 em 2012 e 6 em 2013 (gráfico 1).
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Em Portugal, entre 2011 e 2013, o diagnóstico laboratorial confir-

mou oito dos 34 casos possíveis de sarampo (23.5%). Um caso 

(2,9%) sem confirmação laboratorial foi classif icado como prová-

vel face à ligação epidemiológica a um caso confirmado.

Os dois casos (28,6%, 2/7) de sarampo confirmados em 2011 eram 

casos importados: um jovem adulto de nacionalidade portuguesa 

residente França e uma criança com 11 meses de nacionalidade 

angolana. Os genótipos identificados foram respetivamente D4 e 

B3.1. Nenhum destes casos deu origem a casos secundários.

Em 2012 ocorreram cinco (23.8%; 5/21) casos de sarampo confir-

mados e um caso provável com ligação epidemiológica a um caso 

confirmado, como anteriormente descrito. Todos os casos de sa-

rampo ocorreram em indivíduos de nacionalidade portuguesa. Os 

casos confirmados laboratorialmente eram indivíduos não vacina-

dos, três dos quais foram importados, oriundos do Reino Unido, 

Angola e China. Um destes casos importados originou um surto 

com um caso secundário numa criança de 11 meses de idade, um 

terciário numa criança de cinco meses e um caso provável num 

adulto com 31 anos de idade vacinado em Portugal, de acordo 

com a investigação epidemiológica levada a efeito.

O genótipo do vírus do sarampo no caso importado do Reino 

Unido foi D4 Manchester. No caso da China foi o genótipo H1, o 

qual foi igualmente detetado no caso terciário do surto acima refe-

rido. Em relação ao caso importado de Angola e ao caso secundá-

rio resultante do caso importado da China só foi possível confirmar 

a presença e concentração de imunoglobulina de classe M (IgM) 

específica para o vírus do sarampo.

Dos 6 casos prováveis de sarampo notificados em 2013 apenas um 

foi confirmado numa mulher de 27 anos de nacionalidade alemã, 

Este caso não originou casos secundários e o genótipo identificado 

foi o D8.

_Discussão

Durante os anos em análise foram notif icados nove casos de 

sarampo (oito casos confirmados e um provável) em Portugal.

Os casos notif icados em 2011 e em 2013 foram importados e 

nenhum deu origem a casos secundários. 

Em 2012 houve três casos importados, tendo um deles sido res-

ponsável por um surto.

Dos casos notificados, 75% (6/8) foram em indivíduos adultos e os 

restantes em crianças sem idade para serem vacinadas.

Os genótipos determinados neste estudo ligam os casos de saram-

po aos países onde a infeção ocorreu. De facto, os genótipos D4, 

D4 Manchester e D8 são endémicos na Europa e circulavam respe-

tivamente em França em 2011, no Reino Unido em 2012 e na Alema-

nha em 2013. O genótipo H1 detetado no caso importado da China, 

é também endémico neste país.

_Conclusão

Em Portugal, a vacina monovalente contra o sarampo (VAS) foi 

introduzida no Plano Nacional de Vacinação em 1974 tendo sido 

substituída pela vacina tríplice contra o sarampo, parotidite e 

rubéola (VASPR) em 1989. Contudo, os casos de sarampo que 

ocorreram em Portugal nestes 3 anos (2011-2013) mostraram a 

existência de indivíduos adultos não imunes. Este facto, alerta 

para a necessidade de se reforçar a vacinação nesta população, 

nomeadamente em situações de deslocação ao estrangeiro, 

desde que não haja vacinação anterior ou registo da doença. 

Acrescente-se que durante o período em estudo não se observa-

ram casos autóctones entre a população portuguesa. 
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_Introdução

A rubéola é causada por um vírus da família Togavir idae, género 

Rubivirus. É uma doença benigna caracterizada por uma erupção 

macular acompanhada por febre baixa, dores articulares, faringi-

te e adenopatias cervicais. A infeção pode ser em alguns casos 

assintomática contudo torna-se grave quando ocorre durante a 

gravidez (1).

As propriedades teratogénicas do vírus da rubéola foram desco-

bertas pela primeira vez na Austrália em 1941 por Gregg que asso-

ciou a ocorrência de rubéola durante a gravidez com a presença 

de cataratas congénitas (1). Um recém-nascido com síndrome de 

rubéola congénita poderá apresentar malformações do tipo major 

(cataratas, glaucoma congénito, doença cardíaca, surdez, micro-

cefalia, retinopatia), do tipo minor (purpura, trombocitopenia, es-

plenomegalia icterícia nas primeiras 24h de vida) ou apresentar 

um quadro assintomático ao nascer, em que depois podem surgir 

manifestações clínicas como surdez parcial ou atraso psicomotor 

mais tardiamente (2).

A gravidade da infeção fetal está relacionada com o tempo de ges-

tação em que a infeção materna ocorre, sendo mais grave no perí-

odo da organogénese (1º primeiro trimestre de gravidez), devido 

ao elevado tropismo do vírus para os tecidos fetais (2).

  

Em Portugal, a prevenção da rubéola congénita começou em 1982 

com a introdução da vacina contra a rubéola no Programa Nacio-

nal de Vacinação Português (PNV) e imunização das adolescentes 

com idades entre 11-13 anos e mulheres adultas não imunes. A se-

gunda prevenção da doença começou em 1987, com a adminis-

tração universal de uma dose única da vacina contra o sarampo, a 

parotidite e a rubéola (VASPR) aos 15 meses de vida, seguindo-

se a introdução, em 1990, de duas doses de VASPR para crianças 

com 15 meses e 11-13 anos. Em 2001, a segunda dose da vacina 

foi antecipada para os 5 -6 anos (3). Em 2012, a idade de adminis-

tração da primeira dose foi antecipada para os 12 meses (4).  

A introdução da vacina contra a rubéola no PNV deu origem a uma 

diminuição expressiva dos casos notificados de rubéola e rubéola 

congénita não se tendo verificado qualquer casos de rubéola con-

génita entre 1995 e 2008 em Portugal (5).

_Objetivo

Analisar os resultados do diagnóstico laboratorial de casos sus-

peitos de rubéola congénita recebidos no Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 2009 e 2015, ao abrigo 

do Programa de Eliminação do Sarampo, da Rubéola e da Ru-

béola Congénita na Região Europeia da Organização Mundial da 

Saúde (OMS).

_Material e métodos

Para efeitos do presente trabalho constituíram fonte de dados to-

dos os hospitais que participaram na vigilância laboratorial dos 

casos suspeitas de rubéola congénita, no âmbito do Programa de 

Eliminação do Sarampo, da Rubéola e da Rubéola Congénita na 

Região Europeia da OMS, e que no período em estudo enviaram 

ao INSA amostras clínicas de casos suspeitos de rubéola congé-

nita para confirmação laboratorial.

Definição de caso: Consideraram-se as seguintes definições de 

caso:

▪ Clínica – Considera-se um caso de rubéola congénita quando são 

verificadas pelo menos duas das complicações referidas em a) 

ou uma das referidas em a) e outra em b): a) Cataratas, glaucoma 

congénito, doença cardíaca, surdez, retinopatia; b) Purpura, esple-

nomegalia, microcefalia, atraso mental, meningoencefalite, icterícia 

24h após o nascimento (6). 

_ Rubéola congénita em Portugal entre  
2009 e 2015
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▪ Laboratorial – Considera-se um caso confirmado de rubéola con-

génita sempre que se isolar o vírus da rubéola num produto bioló-

gico ou sempre que se detetar o RNA deste vírus por RT-PCR e/ou 

sempre que se verif icar a deteção de IgM específica para este 

vírus (6).

População em estudo: Foram estudados todos os casos prováveis 

de rubéola congénita enviados ao INSA entre 2009 e 2015, num 

total de 71 crianças.

Métodos: O diagnóstico laboratorial foi realizado por deteção do 

RNA do vírus da rubéola. Em 2 casos foi igualmente realizada a 

pesquisa de anticorpos IgM.

_Resultados 

Foram estudadas 71 crianças entre 2009 e 2015. As mães de 68 

crianças eram de nacionalidade portuguesa, duas de países do les-

te europeu e uma de nacionalidade cabo-verdiana. Setenta crianças 

eram recém-nascidas e uma tinha 7 meses de vida à data do diag-

nóstico.

Durante o período em estudo foram analisados produtos bioló-

gicos (urina, exsudado da orofaringe e fluidos orais) de 71 casos 

prováveis de rubéola congénita para deteção do RNA do vírus da 

rubéola. Destes, 68 eram crianças assintomáticas, cujas mães ti-

nham anticorpos IgM para o vírus da rubéola na altura do parto 

sem diagnóstico prévio de infeção pelo vírus da rubéola.

Os restantes 3 casos apresentaram um quadro sintomático, cum-

prindo a definição de caso estabelecida. Duas das mães referiram 

exantema durante a gravidez (quadro 1).  
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Deteção de anticorpos 

Identif icação do RNA viral

A deteção de imunoglobulinas G (IgG) contra o vírus da rubéola foi realizada por ensaio imunoenzimático ELFA. 

A pesquisa de imunoglobulinas M (IgM) foi efetuada por ensaio imunoenzimático EIA utilizando os reagentes 

Enzygnost®, de acordo com as recomendações da OMS (7).

A deteção do RNA do vírus da rubéola foi realizada por RT-PCR em tempo real util izando para o efeito reagen-

tes comerciais, de acordo com as instruções do fabricante. A extração de RNA foi realizada no equipamento 

automático. 

Quadro 1:      Distribuição do número de casos possíveis de rubéola congénita por ano de diagnóstico e de acordo com a sintomatologia 
e informação clínica materna disponível.
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Em 2009, o caso de rubéola congénita correspondeu a um re-

cém-nascido do sexo masculino, nascido em Lisboa e filho de mãe 

portuguesa não vacinada, com suspeita de rubéola às 12 sema-

nas de gravidez com resultados laboratoriais inconclusivos e sem 

viagens para fora do território português, referindo apenas uma 

deslocação aos Açores. Após o nascimento a criança manifestou 

prostração, cianose peitoral, palidez generalizada, púrpura trom-

bocitopenia, tendo desenvolvido exantema na região dorsal com 

duração de 3 dias. 

Em 2010, a criança com rubéola congénita diagnosticada tinha 

7 meses de idade e nacionalidade e residência em Cabo Verde. 

Apresentava, à data do diagnóstico, cardiopatia congénita, ca-

taratas, défice auditivo e atraso psico-motor. A mãe não referiu 

qualquer tipo de doença exantemática durante a gestação nem 

vacina contra a rubéola 

O caso confirmado em 2015, refere-se a um recém-nascido do 

sexo feminino, nascido em Lisboa de filho de mãe com nacionali-

dade portuguesa e residência em Luanda, que contraiu rubéola no 

primeiro trimestre de gravidez. A criança tinha um quadro clínico 

de cataratas, microcefalia com múltiplas calcificações cerebrais e 

icterícia nas primeiras 24h de vida. 

_Discussão 

Durante os últimos 7 anos, Portugal notif icou 3 casos de rubéo-

la congénita, dois dos quais apresentavam malformações do tipo 

major e um do tipo minor. 

Dois casos de rubéola congénita resultaram de infeções sintomáti-

cas em mulheres não vacinadas. 

Dos 3 casos identificados, 2 foram importados do continente afri-

cano e um foi autóctone, uma vez que a mãe não viajou para fora 

do território nacional e não foi possível estabelecer nenhuma liga-

ção epidemiológica entre a infeção materna e o contacto com um 

caso importado. 

_Conclusão 

Apesar das elevadas taxas de cobertura vacinal existentes nos 

últimos anos, Portugal notif icou em 2009 um caso autóctone de 

rubéola congénita, após um interregno de 13 anos. Este facto, 

mostra, só por si, que a prevenção e a vigilância ativa da rubéo-

la não pode ser minimizada, sendo fundamental assegurar que 

todas as mulheres que pretendam engravidar saibam o seu esta-

do imunitário em relação ao vírus da rubéola e sejam vacinadas 

sempre que necessário, tendo em conta que a vacinação é, até à 

data, o único método disponível para evitar a rubéola congénita.
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_Introdução e objetivo

A apresentação clínica das infeções respiratórias por influenza não 

permite distinguir estas infeções de outras infeções víricas respira-

tórias. A apresentação clínica e os valores preditivos da definição 

de caso de síndrome gripal variam em função dos vírus respirató-

rios em circulação em cada época (1) e da idade dos doentes (2,3). 

Este artigo pretende avaliar, com base nos dados do Programa 

Nacional de Vigilância de Gripe (PNVG) (4), se os casos de síndro-

me gripal por influenza apresentam um quadro clínico mais grave 

quando comparados com os casos de síndrome gripal por outros 

vírus respiratórios e com os casos negativos para os vírus respi-

ratórios em análise.

_Material e métodos

Todos os casos de síndrome gripal, notificados no âmbito do PNVG 

entre a época 2010/2011 e 2013/2014, foram classificados de 

acordo com o número de sinais e sintomas apresentados aquando 

da colheita de exsudado nasofaríngeo (< 8 sintomas; ≥ 8 sintomas). 

Foram considerados os sinais e sintomas usados como critérios da 

definição de caso de síndrome gripal usada pelo PNVG (4).

Comparou-se a apresentação clínica, definida com base no 

número de sintomas apresentados pelos doentes, dos casos 

positivos para vírus influenza com os casos de síndrome gripal 

positivos para outros vírus respiratórios (4-7) e com os casos ne-

gativos usando um modelo de regressão logística multivariada 

ajustada para o grupo etário (ou idade ano a ano no caso da análi-

se desagregada por grupo etário) e época gripal. Para as épocas 

2010/2011 e 2011/2012, os casos para os quais foram identif ica-

dos mais do que um vírus na amostra respiratória foram excluídos 

por poderem apresentar uma sintomatologia atípica. Na época 

2013/2014, apenas os casos negativos para gripe foram testados 

para outros vírus respiratórios. Na análise estatística foi conside-

rado o nível de significância de 5%.

_Resultados

Entre as épocas 2010/2011 e 2013/2014 foram notificados labora-

torialmente 2.808 casos de síndrome gripal, dos quais 44 (dois ou 

mais agentes virais respiratórios) foram excluídos por correspon-

derem a casos de infeções mistas. Dos 2.764 casos válidos, 1.252 

(45,3%) foram positivos para influenza, 507 (36,4%) foram positivos 

para outros vírus respiratórios e nos restantes (18,3%) não foi iden-

tificado nenhum dos vírus respiratórios pesquisados (casos pan-

negativos).

Os casos de gripe apresentam maior probabilidade de apresentarem 

8 ou mais sintomas do que os casos positivos para outros vírus res-

piratórios ou do que os casos negativos (tabela 1).

No entanto, quando estratificado por grupo etário, tal só se verifica 

quando se comparam os casos de gripe com os casos negativos, 

nos indivíduos com idade entre os 15 e os 64 anos. Salienta-se no 

entanto, que abaixo dos 4 anos de idade a estimativa pontual do 

OR, quando comparados os casos de gripe com os casos pan-ne-

gativos, é elevada (1,90) embora não significativa.
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_Conclusões

Estes resultados estão de acordo com o menor valor preditivo 

positivo da definição de síndrome gripal nos grupos etários 

extremos (2,3), dada a maior frequência de apresentações atípi-

cas, diferentes padrões de imunidade e possível influência do 

estado vacinal na apresentação clínica. 

Estes resultados sugerem a necessidade de, com base nos dados da 

vigilância da gripe, definir o conjunto de sinais e sintomas com maior 

valor preditivo positivo para gripe de acordo com o grupo etário.
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Tabela 1:      Comparação da apresentação clínica dos casos de gripe com os casos de síndrome gripal por 
outros vírus respiratórios que não gripe e com os casos pan-negativos segundo o grupo etário.

 

0-4

5-14 

15-44 

45-64 

≥ 65 

Total*

 

8 (6,2)

72 (24,1)

416 (34,8)

244 (34,7)

108 (27,8)

863  (31,2)

 

ORa

1,90

1,31

1,71

1,92

1,36

1,64

 

IC 95%

0,19-19,04

0,69-2,49

1,30-2,25

1,34-2,76

0,80-2,31

1,36-1,99

 

p-value

0,58

0,41

<0,001

<0,001

0,26

<0,001

 

ORa

1,97

1,41

1,32

1,09

1,00

1,29

 

IC 95%

0,35 - 11,2

0,63 - 3,22

0,94 - 1,86

0,70 - 1,71

0,53 - 1,87

1,02 - 1,61

 

p-value

0,45

0,40

0,10

0,70

0,996

0,03

Casos com
≥ 8 sintomas

n (%)

Grupo referência: 
pan-negativos

Grupo referência:
outros vírus respiratóriosGrupo etário

(anos)

* Inclui 48 casos sem informação quanto à idade. ORa=Odds Ratio ajustado para época gripal e idade (ou grupo  etário). 
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_Introdução

A vacina antigripal sazonal (VAGS) é a principal medida de prote-

ção contra a gripe e complicações associadas. Em Portugal, a 

Direção-Geral da Saúde (DGS) emite anualmente recomendações 

para a prescrição da vacina antigripal a grupos-alvo (1) prioritários, 

com risco mais elevado de desenvolvimento de complicações 

associadas à gripe. Adicionalmente, desde a época 2012/2013, o 

Ministério da Saúde disponibiliza gratuitamente a vacina antigripal 

à população portuguesa com 65 ou mais anos de idade (1).

Neste contexto, a monitorização da taxa de cobertura da popula-

ção pela VAGS, principalmente nos grupos-alvo, permite estudar 

a evolução deste indicador ao longo do tempo e fornecer, aos 

decisores, informação útil para o delineamento e ajustamento de 

estratégias de prevenção com vista a uma maior efetividade da 

intervenção.

_Objetivos

Este artigo pretende estimar a taxa de cobertura pela VAGS da 

população portuguesa na época gripal de 2014/2015 e caraterizar 

a prática da VAGS relativamente ao local de vacinação.

_Material e métodos

Delineou-se um estudo transversal, de prevalência, tendo como 

população alvo os residentes em Portugal Continental. O inquérito 

foi realizado por entrevista telefónica à amostra de famílias ECOS 

(Em Casa Observamos Saúde) (2,3), em dezembro de 2014. Esta 

amostra aleatória é constituída por Unidades de Alojamento (UA) 

contactáveis por telefone fixo ou móvel, estratificada por Região 

do Continente, com alocação homogénea. Em cada agregado, foi 

inquirido apenas um elemento, com 18 ou mais anos de idade, 

que prestou informação sobre si próprio e sobre os restantes ele-

mentos do agregado.

Os resultados foram ponderados, de acordo com o número de 

«alojamentos clássicos» distribuídos por NUTS II (4) e para a cober-

tura de rede telefónica fixa e móvel nos alojamentos e na população 

portuguesa do Continente (5,6). Os ponderadores foram, finalmen-

te, calibrados por pós estratificação para a distribuição da popula-

ção portuguesa do Continente por sexo e grupo etário, em 2013 

(estimativas do Instituto Nacional de Estatística - INE) (7,8). Todos 

os cálculos foram realizados com recurso ao programa estatístico 

SPSS Statistics 22 (9).

_Resultados e discussão

Obtiveram-se 2176 questionários válidos dos residentes naquelas 

UA, correspondendo a 79,2% do total de indivíduos existentes nas 

UA da amostra. 

A cobertura bruta da população portuguesa pela VAGS na época 

de 2014/2015 atingiu o valor de 17,1% (IC95%: 14,1% a 20,7%) 

(gráfico 1) que é pontualmente equivalente ao estimado na época 

anterior 17,1% (IC95%: 14,4% a 20,1%) (10). 

A cobertura pela VAGS na população com 65 ou mais anos de idade 

foi 50,9% (IC95%: 40,2% a 61,5%), o que representa um aumento 

absoluto de 1% em comparação com a estimativa de cobertura pela 

VAGS, obtida através da amostra ECOS para este grupo etário, na 

época anterior 2013/2014 de 49,9% (IC95%: 41,5% a 58,2%). Esta 

diferença, apesar de não significativa, reflete a manutenção da ten-

dência crescente da cobertura da população pela VAGS, iniciada na 

época de 2012/2013 (gráfico 1) (10). 
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Anos

Gráfico 1:      Evolução da cobertura da vacina antigripal sazonal entre 1998-1999 e 2014-2015, por grupo etário (10).
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A vacinação antigripal sazonal decorreu, principalmente, nos Centros 

de Saúde do Serviço Nacional de Saúde (SNS), 62,1% de todos os 

respondentes (75,3% dos respondentes com 65 e mais anos), segui-

do pela farmácia, 25,8% dos respondentes (18,8% dos respondentes 

com 65 e mais anos), o que representa uma inversão da distribuição 

observada desde o início da autorização da administração das vaci-

nas nas farmácias iniciada em 2008 (11) (gráfico 2). Essas estimati-

vas atuais refletem, assim, uma aproximação ao padrão observado 

na época 2007/2008, o que por certo pode estar relacionado com a 

gratuitidade da vacina antigripal para a população portuguesa com 

65 ou mais anos de idade, disponível apenas nos Centros de Saúde 

do SNS (1).

_Conclusões

Os resultados do estudo ECOS relativos à época gripal 2014/2015 

indicam um aumento na cobertura de VAGS nos indivíduos com 

65 e mais anos, o que reflete, à semelhança da época anterior 

(2013/2014), a alteração da tendência decrescente de cobertu-

ra da população pela VAGS, iniciada na época de 2009/2010. Tal 

parece estar relacionado com o início da gratuidade das vacinas 

para a população idosa, iniciada na de 2012/2013.

Apesar deste aumento, afigura-se importante manter e reforçar 

as estratégias de promoção da vacinação pela população portu-

guesa, com vista a atingir a meta de 60% de cobertura vacinal da 

população idosa assumida para época 2014/2015 (12). 
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_Introdução

É conhecido que as epidemias de gripe são responsáveis por 

excessos de mortalidade e internamentos hospitalares (1-3). Aos 

indivíduos com resposta imunitária deficitária/diminuída a uma in-

feção, em particular os doentes crónicos e os idosos, está asso-

ciado um risco acrescido de desenvolver complicações quando 

infetados pelo vírus da gripe (4). Desde 2008, os Departamentos 

de Epidemiologia e de Doenças Infeciosas do Instituto Nacional 

de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) têm participado no projeto 

Europeu multicêntrico IMOVE (IMOVE - Monitoring inf luenza vac-

cine efectiveness during inf luenza seasons and pandemics in 

the European Union) (5), através do projeto EuroEVA (Efetividade 

da Vacina Antrigripal na Europa – componente portuguesa), que 

pretende estimar a efetividade da vacina antigripal sazonal e pan-

démica durante e após a época de gripe. O conhecimento da efeti-

vidade da vacina antigripal (EV) é essencial para avaliar o efeito 

da vacina na mitigação da doença. As modificações contínuas do 

vírus influenza tornam necessária a reformulação da composição 

da vacina antigripal sazonal em todas as épocas e, consequente-

mente, as estimativas de EV de anos anteriores não podem ser 

consideradas em anos subsequentes, sendo, por isso, necessário 

estimar a efetividade para cada vacina sazonal. Entre 2009 e 

2015, a cobertura da vacina sazonal, na população portuguesa 

em geral, variou entre 16,3% na época 2012/2013 e 19,5% na 

época 2009/2010 (6-9). A cobertura vacinal da vacina pandémica, 

também administrada em 2009/2010, foi de 3,3% (6).

_Objetivo

Este trabalho tem como objetivo apresentar as estimativas da EV da 

vacina sazonal trivalente observadas em Portugal, em indivíduos de 

todas as idades, no período entre 2009 e 2015. 

_Materiais e métodos

Foi utilizado um delineamento caso-controlo, onde os casos de sín-

drome gripal (SG), com resultado laboratorial positivo para o vírus 

influenza são comparados com os casos de SG com resultado la-

boratorial negativo para gripe (controlos). 

Os indivíduos com sinais e sintomas de SG (critério UE) (10) foram 

selecionados em consulta com o médico de família (MF). De 2009 

até à época de gripe de 2011/2012 foram incluídos no estudo todos 

os casos SG com 65 ou mais anos. Desde 2012/2013 passaram 

a ser incluídos todos os casos de SG com 60 ou mais anos. Duran-

te todo o período em estudo, semanalmente foram selecionados 

apenas 2 casos de utentes com outras idades (cada MF tem um dia 

da semana para recrutar casos, selecionando no dia estabelecido 

os 2 primeiros casos SG que recorrem à sua consulta).

A informação demográfica, características clínicas do SG, estado 

vacinal e potenciais fatores de confundimento (história tabágica, 

presença de doenças crónicas, estado funcional, nível educacio-

nal, número de consultas de MF nos últimos 12 meses) foi obtida 

através de um questionário desenhado para o efeito. 

Foram considerados como vacinados os casos SG que receberam 

uma dose da vacina trivalente, pelo menos 14 dias antes do início 

dos sintomas (11). 

A efetividade da vacina (EV) foi estimada através da fórmula 

EV=1-OR, sendo OR o odd ratio de estar vacinado no grupo caso 

vs grupo controlo, ajustado para potenciais variáveis de confundi-

mento através de modelos de regressão logística não condicional. 

Os fatores de confundimento foram analisados e incluídos no 

modelo sempre que o OR bruto foi alterado em pelo menos 10% 

após ajustamento pelo método de Mantel Haenszel.
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_Resultados

Entre 2009 e 2015, o período de vigilância da gripe decorreu em 

cada época, entre a semana 40 (outubro) de um ano e a semana 

20 (maio) do ano seguinte (quadro 1). 

No período em estudo, os vírus influenza em circulação foram seme-

lhantes às estirpes incluídas na vacina antigripal trivalente, exceto 

nas épocas 2011/2012, 2012/2013 e 2014/2015, em que circularam 

vírus que se diferenciaram das estirpes vacinais (quadro 1). 
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Quadro 1:      Períodos epidémicos, estirpes do vírus da gripe em circulação e estirpes vacinais para o período em estudo (2009-2015).

2009/2010

2010/2011

2011/2012

2012/2013

2013/2014

2014/2015

47/2009

52/2010

10/2012

10/2013

4/2014

1/2015

 

 

7,0

93,0

1,1

55,7

42,7

97,7

2,3

6,4

42,3

51,3

38,8

59,7

1,3

29,8

4,2

66,0

 

 

B (l inhagem não determinada)

A/California/7/2009

A/Perth/16/2009

A/California/7/2009

B/Brisbane/60/2008 (Victoria)

A/Perth/16/2009

 

B/Bangladesh/3333/2007 e B/Brisbane/3/2007
(Yamagata)

A/Victoria/361/2011

A/California/7/2009

B/Massachusetts/02/2012 e B/Wisconsin/1/2010
(Yamagata)

A/Texas/50/2012

A/California/7/2009

B/Massachusetts/02/2012 (Yamagata)

A/Hong Kong/5738/2014

A/California/7/2009

B/Phuket/3073/2013 (Yamagata)

A/Brisbane /10/2007

A/Brisbane/59/2007

B/Brisbane/60/2008

A/California/7/2009 a

A/Perth/16/2009

A/California/7/2009

B/Brisbane/60/2008 (Victoria)

A/Perth/16/2009

A/California/7/2009

B/Brisbane/60/2008
(Victoria)

A/Victoria/361/2011

A/California/7/2009

B/Wisconsin/1/2010
(Yamagata)

A/Texas/50/2012

A/California/7/2009

B/Massachusetts/02/2012
(Yamagata)

A/Texas/50/2012

A/California/7/2009

B/Massachusetts/02/2012
(Yamagata)

A(H3)

A(H1) sazonal

B

A(H1)pdm09

A(H3)

A(H1)pdm09

B

A(H3)

A(H1)pdm09

B

A(H3)

A(H1)pdm09

B

A(H3)

A(H1)pdm09

B

A(H3)

A(H1)pdm09

B

44/2009-50/2009

50/2010-5/2011

4/2012-12/2012

4/2013-11/2013

2/2014-8/2014

1/2015-8/2015

Máxima
atividade gripal

(semana)

Período epidémico 
(semanas)

Vírus da gripe 
detetados 

(tipo/subtipo)
Época gripal % deteção Caraterização genética das estirpes em circulação Estirpes vacinais (vacina trivalente)

a= estirpe incluída na vacina pandémica 2009 monovalente.      A cor amarela assinala as estirpes em circulação que diferem da estirpe vacinal na referida época de vigilância.
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O número de doentes de SG notificados no âmbito do projeto Euro-

EVA entre 2009 e 2015 e a EV bruta e ajustada para os potenciais 

fatores de confundimento estão apresentados na tabela 1. 

Os valores da efetividade da vacina antigripal trivalente considera-

dos baixos/moderados, inferiores ou iguais a 50% (tabela 1), com 

ajustamento aos fatores de confundimento, foram registados em 3 

épocas. Em 2009/2010 o valor da efetividade da vacina antigripal 

foi de 29% (IC95%: -254,0% a 86,0%), em 2011/2012 foi de 48,8% 

(IC95%: 0,0% a 73,8%) e em 2013/2014 foi de 50,2% (IC95%: 

-59,5% a 84,5%). 

Nas restantes três épocas em estudo, os valores da efetividade va-

cinal ajustada foram mais elevados: 58,2% (IC95%: -60,7% a 89,1%) 

em 2010/2011, 68,8% (IC95%: 23,9% a 87,2%) em 2012/2013, 

63,4% (IC95%: 16,2% a 84,0%) na época 2014/2015 (tabela 1). 

Apenas nas 2 últimas épocas referidas, os valores da efetividade 

vacinal apresentaram significado estatístico (tabela 1).

Em relação à vacina monovalente para o vírus da gripe A(H1) pan-

démico, administrada nas épocas 2009/2010 e 2010/2011, não foi 

possível obter estimativas da EV, porque não terem sido detetados 

casos de SG confirmados laboratorialmente e vacinados para o 

vírus pandémico na época 2009/2010 e ao número reduzido de 

vacinados selecionados na época 2010/2011. 

_Discussão e conclusão

De uma forma geral, os valores de efetividade da vacina antigripal 

encontrados neste trabalho são concordantes com os resultados 

obtidos por outros estudos (18-19). 

Nas épocas gripais entre 2009 e 2015, a efetividade da vacina 

antigripal apresentou valores baixos a moderados (entre 29% e 

69%), sendo que as épocas com valores de EV mais elevados 

foram aquelas em que os vírus do tipo B predominaram ou tiveram 

uma representação expressiva entre os diferentes (sub)tipos de 

vírus em circulação. 

 

31

Tabela 1:      Efetividade da vacina antigripal bruta e ajustada para o período em estudo (2009-2015) (12-17).

2009/2010

2010/2011

2011/2012

2012/2013

2013/2014

2014/2015

188

253

273

392

143

249

29%a-b

58,2%c

48,8%d

68,8%e

50,2%f

63,4%g

(-254,0 - 86,0)

 (-60,7 - 89,1)

 (0,0 - 73,8)

 (23,9 - 87,2)

 (-59,5 - 84,5)

 (16,2 - 84,0)

(-59,0 - 72,0)

(43,4 - 93,5)

(21,1 - 79,4)

(51,6 - 91,7)

(10,3 - 88,8)

(43,1 - 86,7)

33%a 

79,4%

59,2%

78.8% 

67,9%

72,2%

EV população total 
(bruta)

EV população total 
(ajustada) 

Época gripal n IC95% IC95%

A EV foi ajustada para diferentes fatores e para cada época gripal.   a= dados relativos apenas à vacina tr ivalente, não inclui a EV da vacina 
pandémica monovalente de 2009/2010.   b= grupo etário, toma vacina sazonal na época 2008/2009, doença crónica, visitas ao MF, nº 
coabitantes, pertencer à l ista do MF, mês de início de sintomas.   c= grupo etário, toma vacina pandémica e sazonal na época 2009/2010, 
doença crónica, grupo-alvo da vacina, mês de início de sintomas.   d= nº de coabitantes e mês de início de sintomas.   e= grupo etário, 
doença crónica, nº coabitantes e mês início sintomas.   f= grupo etário, nº coabitantes e mês início sintomas.   g= grupo etário, doença 
crónica e mês de início dos sintomas.
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Na época 2009/2010 verificou-se uma baixa efetividade da vacina 

antigripal devido à circulação de um novo vírus da gripe do subtipo 

A(H1), não estando este vírus incluído na vacina da referida época. 

Na maioria das épocas, a dimensão da amostra (que variou entre 

143 e 392 casos de SG), foi um fator limitante não permitindo a 

obtenção de estimativas mais precisas, nem o cálculo de estimati-

vas por subtipo dos vírus da gripe em circulação. Neste sentido, 

a equipa EuroEva tem desenvolvido esforços no sentido de aumen-

tar o número de médicos participantes e a dimensão da amostra, 

indivíduos com síndroma gripal. 

Um outro fator de relevo a considerar, à semelhança do que tem 

sido referido por outros estudos (20), passa pela necessidade 

da inclusão mais efetiva dos dados de caracterização antigénica 

e genética nos estudos de efetividade da vacina antigripal para 

melhor se compreender a baixa efetividade vacinal observada em 

algumas das épocas gripais. 
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_Introdução

O recrutamento de participantes suficientes para estudos epide-

miológicos reveste-se de uma importância assinalável, uma vez que 

conseguir a amostra prevista para o desenho de estudo tem impli-

cações na potência estatística e extrapolação dos resultados para 

a população geral (1,2). Existem várias estratégias de comunicação 

e informação a potenciais participantes, sendo o contacto direto e 

pessoal, ou a entrega de folhetos informativos, convenientes e exe-

quíveis (1,2). A informação transmitida através de um folheto sobre 

um estudo na área da saúde beneficia de um teste preliminar para 

verificar a sua adequação em situação real, pois não é possível an-

tecipar a forma como irá ser recebida pela população alvo (3). Os 

testes preliminares consistem geralmente na aplicação do esboço 

do material que se pretende usar numa pequena amostra de uma 

população igual ou semelhante à do estudo em si (3). 

No âmbito da preparação para a implementação do Estudo da Efe-

tividade da Vacina Antigripal contra Formas Graves de Gripe em 

contexto hospitalar, do Projeto I-MOVE+ (Integrated Monitoring of 

Vaccines in Europe) (4), a equipa responsável criou um folheto in-

formativo para os participantes, de forma a aumentar a adesão ao 

estudo e o conhecimento para a toma de decisão complementan-

do assim a componente informativa do consentimento informado. 

De modo a perceber a adequação deste folheto à prática, reali-

zou-se um teste preliminar.

_Objetivo

Este trabalho tem como objetivo apresentar os resultados da apli-

cação do teste preliminar ao folheto informativo sobre o estudo da 

efetividade da vacina antigripal contra formas graves de gripe.

_Métodos

O teste preliminar ao folheto informativo foi aplicado na sala de 

espera da Unidade de Saúde Pública do Agrupamento de Centros 

de Saúde (ACES) Almada-Seixal nos dias 20, 21 e 22 de julho de 

2015. Os participantes foram utentes que recorreram àqueles ser-

viços nos dias referidos, e foram selecionados tendo em conta a 

sua idade (superior a 65 anos) ou acompanhantes de pessoas com 

mais de 65 anos. Os utentes foram abordados por uma médica 

interna de Saúde Pública que, após explicação sucinta do que se 

pretendia, cedeu o folheto impresso a preto e branco para leitura. 

Em seguida realizou-se uma entrevista de modo a preencher uma 

grelha de avaliação.

 

A grelha de avaliação continha uma primeira parte que avalia a com-

preensão dos participantes, e uma segunda que procura estimar a 

adesão com base na informação disponibilizada no folheto. 

Foi avaliada a compreensão de 8 tópicos principais: o objetivo 

do estudo, o que envolve a participação no estudo, a seleção de 

participantes para o estudo, os riscos, benefícios e custos em par-

ticipar no estudo, a confidencialidade e os direitos dos participan-

tes. Pediu-se que os utentes explicassem pelas próprias palavras 

o que entenderam em relação a cada um dos tópicos. Quando a 

resposta era consistente com a informação cedida, considerou-se 

como compreensão; quando a resposta era contrária ou inconsis-

tente com a informação, considerou-se como não-compreensão.

_Aplicação de um teste preliminar a um 
folheto informativo sobre o estudo da 
efetividade da vacina antigripal contra 
formas graves de gripe  
Maria Moitinho de Almeida1,2, Ana João Santos 2,  
Ausenda Machado 2  

ausenda.machado@insa.min-saude.pt

(1) Agrupamento de Centros de Saúde Almada-Seixal
(2) Departamento de Epidemiologia, INSA
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_Resultados

Em 23 utentes abordados, 10 recusaram-se a responder. O motivo 

mais frequente de não-resposta foi a “ausência dos óculos para 

ler”/”dificuldades visuais” (n=5); seguido da falta de tempo (n=3) e 

uma opinião negativa acerca da vacinação (n=2).

Dos 13 utentes que responderam, 9 eram do sexo feminino e 4 do 

sexo masculino. Relativamente à faixa etária, 5 dos participantes 

tinham menos de 65 anos; tendo os restantes idade igual ou supe-

rior a 65 anos.

Em apenas 3 tópicos se verificou uma compreensão igual ou supe-

rior a 85% (n=11 ou n=12): riscos, custos e direitos dos participantes. 

A compreensão do que envolve a participação no estudo e de como 

são selecionados os participantes foi inferior a 50%. A compreensão 

dos objetivos e da confidencialidade do estudo foi muito próxima 

dos 50%, embora ligeiramente superior (gráfico 1).

Em 13 participantes no teste preliminar, 6 referiram que aceitariam 

participar neste estudo e 7 recusariam aderir. Os motivos de não-

adesão constam na tabela 1.

Durante as entrevistas, os participantes não referiram ter dificuldade 

na compreensão de palavras, termos ou expressões em particular. 

A única sugestão de melhoria foi a de impressão do folheto a cores 

em vez de preto e branco. 
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Gráfico 1:      Compreensão do folheto por parte dos participantes no pré-teste, com base nas respostas obtidas.
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Tabela 1:      Motivos apontados pelos participantes que 
recusariam aderir ao estudo.

“não é apologista de vacinas”

“não tem tempo”

“nunca tem gripe”

“toma a vacina todos os anos”

“vive em Braga”

não especif ica /não responde

Total

1

1

1

1

1

2

7

Motivos de recusa 
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_Discussão de resultados

O facto de metade das recusas em participar no pré-teste se dever 

a dificuldades relacionadas com a visão, alerta para uma realidade 

da população-alvo do estudo pelo que, ao ceder a informação aos 

potenciais participantes, se deve assegurar as condições ótimas 

para a leitura tendo em conta a iluminação, lentes corretivas e qual-

quer outro fator que possa influir.

A grande proporção de respostas que demonstraram uma não-

compreensão da informação do folheto sugerem que, para o pro-

pósito de uma tomada de decisão mais e melhor informada, se 

beneficiará com uma linguagem mais simples e um texto mais resu-

mido. Uma vez que a compreensão dos tópicos “riscos”, “custos” 

e “direitos” foi claramente superior, dever-se-á utilizar uma forma e 

linguagem semelhantes às utilizadas nos parágrafos corresponden-

tes. O facto de nenhum participante ter referido alguma palavra ou 

expressão que não tivesse compreendido, tendo em conta os re-

sultados anteriores, aponta para um viés da “desejabilidade social” 

(social desirability ), em que o respondente não está muito motiva-

do a revelar algo que seja socialmente mal interpretado, neste caso 

admitir que não compreende algum termo do folheto (3).

A baixa vontade de adesão aferida após leitura do folheto é com-

patível com o que sugerem outros estudos acerca do recrutamento 

de indivíduos para investigação (1,2). Contudo, os motivos aponta-

dos pelos inquiridos neste teste preliminar revelam uma fraca com-

preensão da informação contida no folheto. 
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