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Sequenciacao de Nova Geracao

Tecnologia de ponta no INSA para apoio a identificacéo
e caracterizagdo de surtos, situacbes de emergéncia e
a decisdo clinica

Os avancos recentes nas tecnologias de sequenciac@o de acidos
nucleicos, associados a progressiva diminuicdo dos seus custos,
tém permitido aos laboratérios de Microbiologia Clinica utilizar, de
forma cada vez mais frequente, a técnica de Sequenciagao 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 Clinica, influenciando
o diagndstico, a monitorizagao epidemiologica e as atividades de
investigacao/desenvolvimento de virtualmente todos os agentes
patogénicos (desde virus e bactérias a fungos e parasitas). Permite,
por exemplo, num periodo normalmente compreendido entre 12h
e 2 dias, sequenciar o genoma completo de microrganismos, néo
s6 a partir de culturas puras, como também, em determinadas
condicdes, diretamente de amostras clinicas. Esta Ultima aplicagéo
reveste-se de particular importancia quando 0s microrganismos
em causa nao sao cultivaveis em meios in vitro (ex. Treponema
pallidum, agente causador da sifilis), ou cujo crescimento demora
varios dias (ex. Mycobacterium tuberculosis, agente causador da
tuberculose).
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Entre as principais aplicagdes da tecnologia de WGS nos labora-
torios de Microbiologia Clinica referem-se: i) o desenvolvimento
de novos métodos de diagndstico através da identificagdo por
WGS de sequéncias gendmicas especificas de microrganismos
causadores de determinadas patologias (12): ii) a caracterizacéo
genomica detalhada do microrganismo infecioso, nomeadamen-
te através da identificacdo de fatores de viruléncia, toxinas, e
genes ou mutagdes associados & resisténcia a farmacos (3-5): e
iii) a tipagem molecular de estirpes isoladas no &mbito de surtos
hospitalares ou na comunidade, permitindo a identificagdo de
cadeias de transmissao e de fontes de contaminacao (6:7), Um
dos grandes exemplos a nivel mundial de aplicagao da tecnologia
de WGS em termos de estudos epidemiologicos consistiu na
caracterizacao relampago de uma estirpe de Escherichia coli
enteroagregativa e especialmente virulenta, causadora do gigan-
tesco surto de diarreia e sindrome hemolitica urémica, ocorrido

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

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) adqui-
riu recentemente um equipamento de sequenciagdo de nova gera-
¢ao, 0 qual tem permitido inequivocamente um “virar de pagina”
em termos de progresso tecnolégico e de servigos oferecidos a
comunidade médico-cientifica. Neste ambito, refere-se, por exem-
plo, a participagdo do INSA como instituicdo responsavel pelas
atividades laboratoriais de WGS no ambito de um projeto europeu
de grande dimenséo que visa estabelecer a tecnologia de WGS
como ferramenta de vigilancia e investigagao epidemiologica de
agentes patogénicos transmitidos por alimentos. A nivel nacional,
0 exemplo mais evidente, amplamente divulgado na comunicagao
social, consistiu na contribuicao decisiva do INSA para a caracte-
rizacao da estirpe responsavel pelo surto da Doenca dos Legiona-
rios que ocorreu em 2014 em Vila Franca de Xira (constituindo o
segundo maior surto a nivel mundial), tendo possibilitado também
a identificacao da potencial fonte de contaminagdo. No entanto,
a caracterizagao de estirpes de Klebsiella pneumoniae associa-
das a um abcesso do figado, bem como a caracterizagdo da
diversidade microbiana em infe¢des oportunistas de estirpes de
Burkholderia spp. e/ou Pseudomonas aeruginosa em doentes
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com fibrose quistica, ndo séo de menor relevo. Alguns dos artigos
que se seguem neste Boletim Epidemiologico Observacdes des-
crevem precisamente exemplos de aplicagdo com sucesso da tec-
nologia de WGS no INSA na area das doengas infeciosas. Na sua
qualidade de Laboratério de Referéncia, o INSA esta naturalmente
disponivel para estabelecer colaboragdes cientificas relevantes
no dominio da Saude, envolvendo para tal equipas especializadas
tanto no dominio da bioinforméatica como da sequenciagao de

nova geragao.

Jodo Paulo Gomes

Responsével da Unidade de Investigacdo e do Nucleo de Bioinformética

Departamento de Doencas Infeciosas, INSA
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_Introdugéo

O complexo Burkholderia cepacia (Burkholderia cepacia complex,
Bcc) constitui um grupo heterogéneo de bactérias que inclui cerca
de 20 espécies bacterianas relacionadas. Estas sdo ubiquitarias na
natureza, sendo encontradas em ambientes naturais como o solo,

4gua, rizosferas, animais e produtos agricolas (1.

Estas bactérias sdo, no entanto, patogénicas para 0 Homem, ten-
do um impacto clinico relevante nos doentes com fibrose quistica
(FQ), estando associadas a um pior prognostico e diminui¢ao da
esperanga de vida destes doentes (2). Nas amostras respiratérias
destes doentes sdo frequentemente isoladas as espécies Pseudo-
monas aeruginosa e Staphylococcus aureus, e mais recentemente
assistiu-se a um aumento das infecdes por espécies pertencentes
ao Bec (3). Estas infegdes séo particularmente graves nos doen-
tes com FQ, podendo levar ao desenvolvimento de uma septicemia
fulminante com paragem respiratéria aguda, tratando-se de um
quadro clinico conhecido como cepacia syndrome (4). De entre as
espécies pertencentes ao Bcc, as mais frequentemente encontra-
das em doentes com FQ séo B. multivorans e B. cenocepacia.

Uma das opcoes terapéuticas mais importantes para minorar a
doenca pulmonar avangada em doentes com FQ é o transplante
pulmonar, cujo sucesso €, no entanto, dependente do agente cau-
sador da infecdo respiratoria. Mais especificamente, a infecao com
B. cenocepacia leva a uma sobrevivéncia a curto e longo prazo sig-
nificativamente mais baixa do que a infe¢ao com outras espécies do
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complexo, pelo que aqueles doentes sao normalmente excluidos de
serem considerados para transplante pulmonar (5). Assim, é indis-
pensavel a avaliagdo adequada das infe¢des por Bec, bem como a
discriminagéo das espécies, antes da deciséo clinica de considerar
o transplante pulmonar uma op¢ao terapéutica viavel para o trata-

mento de um doente com FQ.

A correta identificacdo das espécies do Bcc é um desafio para o
laboratério de microbiologia, ja que os métodos convencionais,
baseados em testes bioquimicos ou de espetrometria de massa
ndo tém acuidade suficiente para distinguir para la do género
bacteriano (6). Assim, torna-se necessario recorrer a técnicas mo-
leculares, baseadas em acidos nucleicos, tal como a tecnologia
de Sequenciacdo de Nova Geragao.

_Objetivo
Neste estudo reportamos a aplicacao desta tecnologia no contex-

to de apoio a decisdo clinica de transplante pulmonar num doente
com FQ.

_Caso clinico

Trata-se de um doente de 16 anos de idade com o diagndstico de
FQ, homozigotico para a mutagdo CFTRAF508. Os pais séo nao
consanguineos e sao ambos saudaveis. A gravidez foi de termo,
parto e periodo neonatal sem intercorréncias. O peso a nascenca
era de 3860g e apresentava indice de Apgar 9/10. Em crian¢a ndo
apresentava intoleréncias alimentares, mas mostrava ma evolugao
ponderal com inicio precoce. Teve 0s primeiros sintomas respirato-
rios e entéricos aos 4 meses; o diagndstico de FQ foi feito aos 8
meses na sequéncia de internamento por bronquiolite aguda, hipo-
xemia e desnutricdo. Apresentava provas do suor com valores ele-
vados (120 e 119mmol/L) e o diagndstico foi confirmado por estudo
genético. Desde crianga, o doente teve multiplos internamentos
por exacerbacdes respiratérias e mé nutricdo. E um doente diabé-
tico com necessidade de insulina desde 0s 15 anos, apresenta ci-
foescoliose, polisinusopatia, desnutricdo e depressao graves. O
doente sofre de insuficiéncia respiratéria crénica (FVC 31,9% em
2014), com retengdo de CO, (55/107) e hipoxemia (O, a 8L/min),
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tendo realizado mdltiplos ciclos de antibioterapia de largo espectro,
com vista a erradicacao de agentes respiratdrios e para protegéo da

degradacgéo da fungédo pulmonar, no entanto sem melhoria clinica.

Do ponto de vista microbioldgico, aos 3 anos teve o primeiro isola-
mento de P. aeruginosa na expetoracdo, atualmente apenas com
sensibilidade intermédia a ciprofloxacina. Aos 4 anos teve o primeiro
isolamento de Bcc na expetoracao; atualmente a estirpe € multires-
tistente.

_Aplicagédo da tecnologia de Sequenciagéo de Nova
Geragdo para apoio & deciséo clinica

Isolados bacterianos deste doente foram enviados para o Depar-
tamento de Doengas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA), para identificagdo precisa das es-
pécies bacterianas causadoras da infecdo respiratoria. Apds a
extragao de DNA, procedeu-se a utilizagdo de métodos de tipa-
gem molecular tradicionais, bem como a Sequenciagao Total do
Genoma (Whole Genome Sequencing - WGS). A identificagéo
inequivoca das espécies bacterianas foi realizada por compara-
¢c&o com sequéncias depositadas na base de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), através da ferra-
menta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Foi possivel identificar uma estirpe de P. aeruginosa, bem como
uma estirpe de B. contaminans. A frequéncia de identificagao
desta espécie de Burkholderia spp. tem vindo a aumentar nos

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

Atualmente, o doente encontra-se em fase terminal da sua doen-
¢a, com insuficiéncia respiratoria crénica, com febre recorrente ha
6 meses e broncorreia purulenta abundante; dependente de O, e
com necessidade de ventilagdo ndo invasiva 24h/dia; coexiste a
desnutricdo grave, diabetes, depressao e retragées musculares que
quase impedem a marcha. A sua Unica oportunidade é o transplan-
te pulmonar. Esta opgéo foi acordada em reunido multidisciplinar,
tendo em conta as espécies bacterianas identificadas.
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_Introdugéo

Burkholderia pseudomallei ¢ uma bactéria de Gram negativo
que pode ser naturalmente encontrada no solo e em aguas
estagnadas (1). Tem sido classificada como agente de bioterro-
rismo devido ao elevado risco de aerolizagéo, a sua baixa dose
infeciosa e & elevada taxa de mortalidade (2 3),

B. pseudomallei é o agente responsavel pela melioidose, uma grave
infecdo adquirida por ingestéo, inalacdo ou inoculagdo (), sendo
caracterizada por diversas manifestagoes clinicas, incluindo pneu-
monia e sépsis (). E uma doenca endémica no sudoeste asiético,

norte da Austrélia e outras regides tropicais (%),

_Objetivo

Este estudo apresenta o primeiro caso de melioidose em Portugal,
revelando o importante papel da metodologia de Sequenciacao
Total do Genoma para a correta identificacao e caracterizagao da

estirpe isolada.

_Caso clinico

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 evolugao,
sem febre quantificada mas com episodios de sudorese noturna.
Soube-se que tinha realizado uma viagem a Tailandia em outubro
de 2010, durante um periodo de chuva intensa naguela regido. Um

més depois, a paciente desenvolveu uma lombociatalgia esquer-
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da, resistente a terapéutica analgésica. Trés semanas antes da ad-
missdo no hospital, a paciente apresentava uma massa lombar
esquerda e uma lesédo pustulosa no mento. Uma semana depois,
ap6s uma consulta de dermatologia, eram visiveis lesdes 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 admissao no hospital, apresentava
dor articular dos joelhos e articulagao tibio-tarsica esquerda, com
edema e sinais inflamatorios, condicionando impoténcia funcional,
bem como um edema simétrico até aos joelhos dos membros infe-
riores. Apos internamento, foi-lhe diagnosticado: i) um tumor com
~15¢cm no maior eixo, de contorno irregular, mével nos planos, com
consisténcia pouco elastica e sem flutuacao; ii) artrite dos joelhos,
com derrame articular ligeiro; iii) artrite da tibio-tarsica esquerda;
e iv) duas lesdes cutaneas na perna direita sugestivas de eritema
nodoso.

Os resultados laboratoriais mostraram uma anemia média e
parametros inflamatérios elevados. Ressonancias magnéticas
abdominais e pélvicas revelaram duas lesdes semelhantes: uma
de carécter expansivo (14x11cm) na regido glutea esquerda com
osteomielite envolvendo o iliaco homolateral, e uma contralateral

com menor dimens&o (5¢m).

_Aplicagédo da tecnologia de Sequenciagédo de Nova
Geragdo para apoio a decisdo clinica

O isolamento da bactéria B. pseudomallei foi feito a partir de uma
hemocultura e do pus da les@o gluteal esquerda. A identificagéo foi
feita pelo sistema Vitek 2 (bioMérieux), tendo a confirmacdo da es-
pécie sido feita por PCR em tempo real com sondas de hidrolise (5).
A paciente foi tratada com meropenem intravenoso durante 14 dias,

0 que levou a regressao das lesdes cutaneas bem como das artrites.

Tendo em conta a resisténcia da estirpe isolada (aqui desig-
nada como PtBps01) ao antibidtico de primeira linha, trime-
toprim/sulfametoxazol (SXT), foi administrada alternativamente
uma terapia oral com amoxicilina/clavulanato (terapéutica de se-

gunda linha). A lesdo gluteal direita foi drenada apds dois meses
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de tratamento, tendo sido mantida esta terapia de erradicacdo du-

rante sete meses até total resolucdo do processo infecioso.

De modo a caracterizar a estirpe PtBps01, foi realizada Sequen-
ciagao Total do Genoma usando o equipamento MiSeq (lllumina),
seguida de uma analise gendmica comparativa com sequéncias
de estirpes de B. pseudomallei (disponiveis no GenBank) repre-
sentativas de varios grupos de genomas. O genoma “draft” de
PtBps01 contém 7,117,230bp com um contetido em GC de 68,2%.
Andlises filogenéticas envolvendo tanto o core-genoma como o
pan-genoma, agruparam a estirpe portuguesa com isolados do
sudoeste asiatico, sugerindo tratar-se de um caso importado da
Tailandia. De facto, a estirpe PtBps01 apresentou uma proximida-
de genética com o conhecido isolado Tailandés 1106a, revelan-
do uma similaridade >99% no core-genoma. PtBps01 contém
dois préfagos intactos de 40.7Kb e 25.1Kb, ambos compreenden-
do 30 genes com homologia com outros fagos de Burkholderia.

Nenhum plasmideo foi encontrado em PtBps01.

Dado que a resisténcia ao SXT é raramente observada (6-8), proce-
deu-se a investigacao da base genética potencialmente associada
a esta resisténcia na estirpe PtBps01, focando em particular os me-
canismos envolvendo a bomba de efluxo BpeEF-OprC, a qual foi
demonstrada conferir resisténcia ao SXT (¢). No entanto, nenhuma
mutacao foi encontrada, o0 que sugere que a resisténcia bacteriana

tenha origem num mecanismo ainda desconhecido.

A anélise de multilocus sequence typing (MLST) revelou o perfil
alélico 1-4-2-3-8-4-3, correspondendo ao tipo ST376. De acordo
com bases de dados publicas de B. pseudomallei, nenhum iso-
lado europeu descrito até a data apresentou este perfil. De facto,
ST376 parece ser restrito ao sudoeste asiatico, tal como foi pre-
viamente observado em amostras de agua recolhidas na Tailandia
na década de 60 (%), bem como em isolados clinicos obtidos, em
2012, de um paciente de Laos com parotidite supurativa e de dois
pacientes da Malasia com melioidose.
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_Conclusao

Em conclusao, o historial de viagem em conjunto com os dados
obtidos por Sequenciagao Total do Genoma da estirpe isolada,
sugerem claramente que este primeiro caso portugués de melioi-
dose resulta de uma importacdo da Tailandia. Considerando que
o0s sintomas desta doenga ndo sdo patognomonicos (podendo o
quadro clinico ser confundido com outras situagdes, como a tu-
berculose), este caso vem reforcar a necessidade de se incluir a
melioidose no diagndstico diferencial de quadros infeciosos em

viajantes regressados de zonas endémicas.
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_Introdugéo

Klebsiella pneumoniae € um bacilo de Gram negativo, capsulado,
da familia Enterobacteriaceae, ubiquitaria no ambiente e que pode
colonizar 0 Homem e outros animais. E um patogénio responsa-
vel por pneumonia adquirida na comunidade, particularmente em
individuos alcodlicos () e por infecdes urinrias. Contudo, a gran-
de maioria das infe¢es ocorre em meio hospitalar, em doentes
imunocomprometidos com co-morbilidades graves como diabe-
tes mellitus ou obstrugdo pulmonar crénica (2, Em meados da
década de 80 emergiu uma estirpe hiper-virulenta de K. pneumo-
niae, primeiramente identificada em Taiwan (em 1985) e na Coreia,
e posteriormente dispersa por outros paises do sudeste asiatico,
tipicamente associada a abcesso hepatico adquirido na comunida-
de (3. 4). Atualmente esta é a etiologia mais frequente de abcesso
hepatico, considerada endémica em Taiwan e na Coreia e emer-

gente em varias regides do globo ().

A estirpe hiper-virulenta de K. pneumoniae associada a abcesso
hepético na comunidade apresenta uma tipica hiper-mucoviscosi-
dade em cultura em meio solido, estando normalmente associada
ao serotipo capsular K1 (menos frequentemente K2), a sequéncia
tipo (ST) 23 e, entre outros, pode possuir fatores de viruléncia tais
como os codificados pelos genes rmpA (regulator of the mucoid
phenotype) e magA (mucoviscosity associated gene A) (6:7) e o
sideréfero aerobactina (8. 9),
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_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo o completo esclarecimento
de um caso de abcesso hepatico adquirido na comunidade, tendo
para tal sido solicitada aos laboratérios do Departamento de Doen-
cas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) a caracterizagdo de uma estirpe de K. pneumoniae isolada
do pus de drenagem, de uma doente internada num hospital da re-
gido de Lisboa.

_Material e métodos

A estirpe de K. pneumoniae foi isolada em meio sélido no laboraté-
rio de Microbiologia do Servigo de Patologia Clinica do Hospital de
Santa Maria, e enviada para o0 INSA para posterior caracterizagao
genética. Apos extragdo do DNA, procedeu-se a Sequenciagao
Total do Genoma (Whole Genome Sequencing - WGS) no equi-
pamento MiSeq (lllumina), usando uma profundidade de cobertura
média superior a 70 vezes. Para a montagem bioinformatica do ge-
noma recorreu-se ao software Velvet. A sequéncia do genoma foi
posteriormente analisada com vista: i) a determinacao in silico da
ST, usando 0 esquema de “Multilocus sequence typing” (MLST) ge-
rido pelo Instituto Pasteur (Franga) (http://bigsdb.web.pasteur.fr/); ii)
a previsao in silico do tipo capsular, tirando partido de um método
de genotipagem wzc descrito recentemente (19); e i) & pesqui-
sa de fatores de viruléncia normalmente associados as estirpes de
K. pneumoniae causadoras de abcesso hepatico. O estudo de di-
ferenciacdo fenotipica de subpopulacdes de K. pneumoniae foi
realizado no INSA com base na hiper-mucoviscosidade das colo-
nias reisoladas em meio de gelose de sangue, avaliada pela técnica
de formagao de filamento.

_Resultados e discussao

A estirpe recebida no INSA apresentava-se em cultura pura em
meio de Macconkey, com hiper-mucoviscosidade. Os resultados
de WGS confirmaram, como esperado, tratar-se de uma estirpe
de K. pneumoniae. A anélise bioinformatica da sequéncia do ge-
noma permitiu caracterizar a estirpe como pertencente ao ST23 e
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com provavel serétipo capsular K1, e identificar também multiplos
fatores de viruléncia. Estas caracteristicas permitem inferir que a es-
tirpe em estudo se assemelha geneticamente aos clones virulentos
de K. pneumoniae normalmente associados ao abcesso hepatico
(4,9). Dados preliminares da previsao in silico de genes associados
a resisténcia a antibidticos identificaram os genes que codificam as
bombas de efluxo OgxAB (1), as quais se associam & diminuicao
da susceptibilidade as quinolonas. Curiosamente, o0s resultados de
WGS sugeriram ainda né&o se tratar de uma cultura pura, mas sim

de uma mistura de clones de K. pneumoniae.

De acordo com a literatura, as coldnias de K. pneumoniae associa-
da a abcesso hepatico na comunidade tém um teste de filamento
positivo, sendo a hiper-mucoviscosidade definida pela formagéo de
um filamento superior a 5 cm (7). Neste sentido, procedeu-se ao
reisolamento em meio solido da estirpe em estudo para diferencia-
¢ao fenotipica de supostas sub-populacdes identificadas por WGS,
tendo-se confirmado a presenca de trés tipos de coldnias com dife-
rentes resultados do teste de formacao de filamento: 0,5¢cm, 3cm e
10cm. Estao em curso atualmente novas analises de WGS dirigidas
a cada um dos tipos de coldnias, com vista ao estabelecimento de
uma associagao entre caracteristicas gendmicas e os fendtipos ob-
servados. Sera também efetuado um estudo mais detalhado sobre
a presencga de genes/mutacdes associados a resisténcia a antibio-
ticos, com posterior confirmagao fenotipica.

_Conclusao

Esta forma distinta de doenca invasiva por K. pneumoniag respon-
savel por abcesso hepatico na comunidade, descrita inicialmente
na Asia, tem emergido com uma distribuicdo global. A diabetes
mellitus e a presenca dos dois tipos capsulares especificos da bac-
téria, predispdem ao desenvolvimento do abcesso hepatico e das
complicagdes extrahepaticas: bacterémia, meningite, endoftalmite,
e necrosante fascite. De salientar que a doente em estudo nao
apresentava nenhum fator de risco o que torna o presente caso par-
ticularmente invulgar. O diagnéstico atempado e o tratamento anti-
microbiano adequado, combinado com drenagem percutanea do

2015 Y
especial 6 _Doencas Infeciosas (7

22 série

abscesso, aumentam a sobrevivéncia e previnem o aparecimento
das complicacdes. Desconhece-se se a populagdo asiatica é mais
propensa a esta infecdo, bem como os principais reservatorios
para 0 desenvolvimento de estirpes de K. pneumoniae altamente

virulentas.

O presente estudo ilustra a potencialidade da WGS para uma
rapida identificacdo e caracterizagao de estirpes relevantes em
termos clinicos, gerando uma multiplicidade de resultados num
curto espaco de tempo.

Referéncias bibliograficas:

(1) Jong GM, Hsiue TR, Chen CR, et al. Rapidly fatal outcome of bacteremic Klebsiella
pneumoniae pneumonia in alcoholics. Chest. 1995;107(1):214-7.

(2) Podschun R, Ullmann U. Klebsiella spp. as nosocomial pathogens: epidemiology,
taxonomy, typing methods, and pathogenicity factors. Clin Microbiol Rev.
1998;11(4):589-603. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC88898/

(3) Wang JH, Liu YC, Lee SS, et al. Primary liver abscess due to Klebsiella pneumoniae in
Taiwan. Clin Infect Dis. 1998;26(6):1434-8.
http://cid.oxfordjournals.org/content/26/6/1434.long

(4) Chung DR, Lee SS, Lee HR, et al.; Korean Study Group for Liver Abscess. Emerging
invasive liver abscess caused by K1 serotype Klebsiella pneumoniae in Korea. J Infect.
2007;54(6):578-83. Epub 2006 Dec 18.

(5) Struve C, Roe CC, Stegger M, et al. Mapping the Evolution of Hypervirulent Klebsiella
pneumoniae. MBio. 2015;6(4):¢00630. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4513082/

(6) Yu WL, Ko WG, Cheng KC, et al. Comparison of prevalence of virulence factors for
Klebsiella pneumoniae liver abscesses between isolates with capsular K1/K2 and
non-K1/K2 serotypes. Diagn Microbiol Infect Dis. 2008;62(1):1-6.

(7) Fang CT, Chuang YP, Shun CT, et al. A novel virulence gene in Klebsiella pneumoniae
strains causing primary liver abscess and septic metastatic complications. J Exp Med.
2004;199(5):697-705. http://jem.rupress.org/content/199/5/697.long

(8) Chung DR, Lee HR, Lee SS, et al. Evidence for clonal dissemination of the serotype K1
Klebsiella pneumoniae strain causing invasive liver abscesses in Korea. J Clin Microbiol.
2008;46(12):4061-3. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2593285/

(9) Lin JC, Koh TH, Lee N, et al. Genotypes and virulence in serotype K2 Klebsiella
pneumoniae from liver abscess and non-infectious carriers in Hong Kong, Singapore
and Taiwan. Gut Pathog. 2014;6:21.
http://gutpathogens.biomedcentral.com/articles/10.1186/1757-4749-6-21

(10) Pan YJ, Lin TL, Chen YH, et al. Capsular types of Klebsiella pneumoniae revisited by wzc
sequencing. PLoS One. 2013;8(12):¢80670.
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3857182/

(11) Rodriguez-Martinez JM, Diaz de Alba P, Briales A, et al. Contribution of OgxAB efflux
pumps to quinolone resistance in extended-spectrum-B-lactamase-producing
Klebsiella pneumoniae. J Antimicrob Chemother. 2013;68(1):68-73. Epub 2012 Sep 25.
http://jac.oxfordjournals.org/content/68/1/68.long




Naclonal de Saude Observag6es_ Boletim Epidemiolégico

0~

_Isolamento de Helicobacter pullorum de
carne de frango: caracteristicas de um
patogénio emergente de origem alimentar
Vitor Borges', Andrea Santos?, Cristina Belo Correia?,

Margarida Saraiva®, Luis Vieira4, Daniel A. Sampaio*, Jodo Paulo
Gomes', Monica Oleastro?

monica.oleastro@insa.min-saude.pt

(1) Nucleo de Bioinformética; (2) Laboratério Nacional de Referéncia de Infecbes
Gastrintestinais. Departamento de Doencas Infeciosas, INSA.

(3) Unidade de Referéncia. Departamento de Alimentacéo e Nutricéo, INSA.

(4) Unidade de Tecnologia e Inovagdo. Departamento de Genética Humana, INSA.

_Introdugéo

A carne e 0s produtos a base de carne séo importantes fontes de
infecOes intestinais nos humanos. Entre os agentes patogénicos
intestinais mais comuns destacam-se as bactérias Salmonella
enterica, Campylobacter spp. e Escherichia coli enterohemorra-
gica ou produtora de verotoxinas (EHEC ou VTEC). No entanto, as
infecOes entéricas podem também ser causadas por algumas es-
pécies do género Helicobacter spp., nomeadamente a bactéria
de Gram negativo Helicobacter pullorum. Esta tem sido deteta-
da quer em aves domésticas, quer em amostras humanas (1:2).
Em particular, destacam-se o seu isolamento de carcagas de aves
domésticas (possivelmente devido a contaminagdo durante 0s
processos de abate) e a sua associacdo com casos de gastro-
enterite (1) ou de doenca inflamatéria crénica do intestino ou do

figado no Homem ().

Neste sentido, a bactéria H. pullorum tem sido apontada como um
agente patogénico emergente causador de doengas transmitidas
por alimentos (2:4-6). No entanto, a falta de métodos para a dete-
¢ao de H. pullorum e as dificuldades associadas a sua cultura tém
provavelmente resultado no subdiagnostico das infegdes 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-
racteristicas genéticas potencialmente mediadoras de adaptacao
ou viruléncia deste agente patogénico emergente é ainda limitado.
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_Objetivo

Este estudo apresenta a primeira descricdo do isolamento de H.
pullorum em amostras de carne de frango crua, revelando o im-
portante papel da metodologia de Sequenciagao Total do Genoma

para a correta identificac@o e caracterizagdo das estirpes isoladas.

_Materiais e métodos

Amostras alimentares, isolamento, identificacdo e teste de
suscetibilidade a antimicrobianos

No &mbito do Plano de Inspegao dos Géneros Alimenticios (PIGA)
da Direccao-Geral de Alimentacéo e Veterinaria, foram colhidas
amostras de carne de 15 diferentes produtores. As amostras fo-
ram sujeitas a: i) pré-enriguecimento seguindo as orientagoes pre-
conizadas na ISO 10272-1:2006; ii) incubacéo a 37+1°C durante 4
a 6h, seguida de 44x4h a 41.5+1°C em condi¢des microaerdfilas
com hidrogénio (Anoxomat™, MART Microbiology BV, Brachten,
Holanda); iii) ffiltracdo com membrana de celulose (0.65um); € iv)
cultura em agar Columbia, enriquecido com sangue de ovelha a
5% (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca). Posteriormente, através
de subcultura em placas de gelose de sangue, selecionaram-se
colonias de bacilos com forma espiralada, de Gram negativo e oxi-
dase positivos. Coldnias nao caracteristicas de Campylobacter
spp. foram identificadas como H. pullorum através de PCR e se-
quenciacao 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 concentragao minima
inibitéria (CMI) de trés antibidticos (ciprofloxacina, eritromicina e

tetraciclina) através do método E-test.

Sequenciagéo Total do Genoma e andlises de gendmica
comparativa

Apos extracdo, o DNA das estirpes de H. pullorum isola-
das no presente estudo foi sujeito a técnica de Sequenciacao
Total do Genoma no equipamento MiSeq (lllumina) dispo-
nivel no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA). O genoma das estirpes foi obtido através da montagem
bioinformatica das sequéncias geradas (usando o softwa-

re Velvet), tendo-se usado profundidades de cobertura entre
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135x e 195x. Por forma a obter uma vis&o detalhada da diversida-
de genética entre estirpes de H. pullorum, realizaram-se multiplas
analises bioinformaticas de compara¢do genémica usando as se-
quéncias obtidas, bem como a sequéncia do Unico genoma de H.

pullorum (estirpe MIT 98-5489) disponivel até & data (7).

_Resultados e discussao

O presente estudo constitui a primeira descricao do isolamento de
H. pullorum em amostras de carne de frango crua. Foram isoladas
estirpes de H. pullorum de quatro das 17 amostras analisadas.
Trés estirpes foram obtidas de carcagas de frango refrigeradas, e
a quarta estirpe foi isolada de uma preparagdo de carne crua de
frango temperada (tabela 1). Estes resultados sugerem que a bacté-
ria H. pullorum podera ser transmitida por alimentos, e apresenta
risco de transmiss&o zoondtica, tal como sucede com Campylobac-
ter spp., atualmente o principal agente bacteriano enteropatogénico
para 0 Homem a nivel mundial. Por outro lado, demonstrou-se a efi-
cécia da aplicagao de um método de filtragdo 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 0 uso inapropriado de meios e
condigbes de cultura tém levado a subdeteccao, e consequente

subvalorizagao de H. pullorum como um agente patogénico.

As estirpes isoladas foram sujeitas a testes de suscetibilidade aos
antibiéticos comummente usados para tratar infecdes causadas

por Campylobacter e Helicobacter. Todas as estirpes mostraram
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ser resistentes a ciprofloxacina, uma estirpe foi também resisten-
te a eritromicina, e outra a tetraciclina (tabela 1). Foi possivel as-
sociar 0s fenotipos de resisténcia a ciprofloxacina, eritromicina
e tetraciclina a mutagdes genéticas nos genes gyrA, 23S rRNA e
16S rRNA, respetivamente, tal como previamente descrito (7:10),
Excecionalmente, a mutagao no gene gyrA que confere resistén-
cia a ciprofloxacina nao foi detetada numa estirpe resistente a
este antibidtico. A pesquisa de mutagdes em outros alvos gené-
ticos, como o gene gyrB, foi inconclusiva, pelo que é expectavel
que a base molecular de resisténcia envolva outros mecanismos
(ex. bombas de efluxo), tal como demonstrado para Campylo-
bacter spp. (). De um modo geral, embora n&o estejam descri-
tos estudos de suscetibilidade a antimicrobianos incluindo um
numero alargado de isolados de H. pullorum, o presente estudo,
bem como os de outros autores (10.12) apontam para a impor-
tancia da avaliagao do perfil de resisténcia do agente patogéni-
co emergente H. pullorum.

Este estudo permitiu ainda libertar e analisar quatro novos genomas
de estirpes de H. pullorum (até a data estava apenas disponivel 0
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 regides genomicas comuns,
mas sendo pautado por regides genémicas muito polimérficas.
Destacam-se um gene que codifica para uma proteina da membra-
na externa (PME), potencialmente com importantes propriedades
antigénicas (%), e um gene que codifica uma potencial citotoxina

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.
Suscetibilidade a antimicrobianos
(Concentragao Minima Inibitoria em mg/L; R - resistente)
Estirpe Origem Tamanho do genoma (Mb)
Ciprofloxacina Eritromicina Tetraciclina
229313/12 Carcaca de frango refrigerada 1.69 >32 (R) 0.25 0.25
229334/12 Preparagdo de carne crua de 213 >32 (R) 0.125 0.5
frango temperada
229336/12 Carcaca de frango refrigerada 1.81 >32 (R) >256 (R) 0.38
229254/12 Carcaca de frango refrigerada 1.81 >32 (R) 0.25 >256 (R)
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com padrdes estruturais semelhantes ao da citotoxina vacuolizan-
te do agente patogénico gastrico H. pylori. Quer a PME, pelo seu
potencial envolvimento em variagdo antigénica, quer esta poten-
cial citotoxina, poderdo contribuir para a viruléncia e capacidade
de adaptagado de H. pullorum, pelo que constituem alvos de estu-

do promissores.

Entre as regides gendmicas nédo partilhadas por todas as estirpes
inclui-se um cluster de genes que codificam o sistema de secre-
¢éo do tipo VI (SST6). Este sistema é utilizado pelas bactérias de
Gram negativo para “injecdo” de proteinas nas células eucariotas
alvo com vista a sua manipulacao (14), constituindo um reconhe-
cido mecanismo de viruléncia. Por exemplo, em C. jejuni tem-se
associado a infecao com estirpes que possuem o0 SST6 com uma
apresentacao gastrintestinal mais severa (15, 16),

_Conclusao

Os dados apresentados indicam que 0 agente patogénico emer-
gente H. pullorum podera ser transmitido aos humanos através
do contacto/consumo de carne, pelo que se sugere a expansao
das estratégias de vigilancia dos produtos alimentares. Adicional-
mente, através da aplicacdo da tecnologia de Sequenciacao Total
do Genoma, foi possivel incrementar 0 nosso conhecimento sobre
a variabilidade entre estirpes de H. pullorum, tendo-se apontado
varias caracteristicas genéticas potencialmente mediadoras de vi-

ruléncia e adaptacgao.

Este artigo corresponde a uma versao reduzida em portugués 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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_Introdugéo

A tosse convulsa é uma doenca infeciosa do trato respiratério, cujo
agente etioldgico é Bordetella pertussis, afetando com um maior
grau de gravidade os lactentes e criancas jovens. Esta doenca
persiste a nivel mundial e constitui um problema global de grande
importancia em Saude Publica, 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 0 mundo, no ambito

das doencas evitaveis pela vacinacéo (1),

Nos Ultimos anos e apesar da introducéo da vacinagao ter permitido
a diminuigéo acentuada da incidéncia da doenga (2), tem-se assistido
a um aumento de casos de tosse convulsa em paises desenvolvidos
que apresentam elevadas coberturas vacinais, principalmente em
lactentes com idades inferiores a 6 meses, mas também em adoles-
centes e adultos (37), facto que indica a elevada efetividade da vacina
em prevenir a doenca, mas ndo a transmissao do seu agente causal,
entre a populacéo ().

Em Portugal e apesar da existéncia de uma elevada taxa de cobertura
vacinal, 0 padrdo reemergente da tosse convulsa tem sido semelhante
ao dos outros paises desenvolvidos, assinalando-se um pico relevante
de casos notificados em 2012. Este pico de padrdo endémico deteta-
do, apesar de apresentar um nivel de endemicidade sustentada,
evidencia no entanto que a bactéria Bordetella pertussis permanece
em circulagdo, pelo que é necessario conhecer a real situagdo epide-

mioldgica da infecdo provocada por este agente etioldgico, como
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também caracterizar a estirpe circulante, através de estudo de perfis

genéticos.

No &mbito do seu core de fungdes, o Laboratério Nacional de Refe-
réncia de Bordetella pertussis do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) no Porto colabora na vigilancia epidemiolégica
da tosse convulsa em Portugal, confirmando todos os casos que lhe
sao enviados com clinica sugestiva e efetivando a notificagéo labora-
torial dos casos positivos detetados para a Direcao-Geral da Saude.

O diagndstico laboratorial para confirmacgao de caso clinico de tosse
convulsa é predominantemente molecular utilizando-se para o efeito
pelo menos dois dos alvos preconizados, IS 487 e ptxA-Pr, apesar da
existéncia de outras técnicas nomeadamente técnicas microbiologica

e imunoldgica.

_Objetivo

Analisar retrospetivamente os resultados laboratoriais dos casos clini-
cos suspeitos de tosse convulsa enviados ao Laboratério Nacional de
Referéncia de Bordetella pertussis do INSA no Porto para confirma-
¢ao laboratorial no periodo 2010-2014, tendo como finalidade alertar
ndo sO para a necessidade de conhecer-se melhor a real incidéncia
da tosse convulsa nos grupos etarios com idade superior a 13 anos,
bem como de caracterizar geneticamente as estirpes circulantes em
Portugal.

_Material e métodos

Foram analisados os dados demogréaficos disponiveis dos 512
doentes elegiveis para o periodo entre 2010 e 2014. As amostras
recebidas no INSA para confirmacdo de infecdo por Bordetella
pertussis foram predominantemente secrecdes nasofaringeas
(70%) para estudo molecular, isolados (1%) para identificagao e
soros (29%) para detecao de anticorpos anti-Toxina pertussica.

No &mbito da identificacéo, os isolados foram cultivados em placas
de Bordet-Gengou, das quais foi retirado in6cuo para identificar
através de provas bioguimicas e quando necessario foram utilizados

antissoros monoclonais.
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Relativamente a detecéo de anticorpos anti-Toxina pertussica classe
lgG e classe IgA, 0s 29% de soros foram submetidos a uma reagéo
imunoenzimatica, na qual foi utilizado como antigénio um marcador,
a Toxina pertussica que pela sua grande especificidade confirma
contacto com B. pertussis, sendo a concentracao final de anticorpos
detetada expressa em Ul/ml.

Nos 70% de secrecdes nasofaringeas, procedeu-se a extracao de
ADN que posteriormente foi amplificado efetuando-se duas reagoes
independentes de PCR em tempo real, nas quais foram pesquisados
individualmente, o alvo IS 487 e a ptxA-Pr, sendo que este alvo por ser

de grande especificidade confirma infecéo por Bordetella pertussis.

_Resultados e discusséo

No periodo compreendido entre o inicio de janeiro de 2010 e o
final de dezembro de 2014 foram enviados ao Laboratério Nacional
de Referéncia de Bordetella pertussis produtos bioldgicos de 512
doentes com suspeita clinica de infecdo por Bordetella pertussis,
dos quais 5 (1%) isolados para estudo fenotipico, 150 (29%) soros
para estudo imunoldgico e os restantes 357 (70%) secregdes naso-

faringeas para estudo molecular.
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Todas as amostras recebidas para estudo imunoldgico e submetidas
a técnica imunoenzimatica, n&o evidenciaram contacto recente com
Bordetella pertussis quer pela baixa concentragdo detetada de
anticorpos anti-Toxina pertussica classes IgG e IgA, quer pela inexis-
téncia de uma segunda amostra (fase convalescente) que permitiria
evidenciar um aumento significativo de anticorpos anti-Toxina pertus-

sica ou seja uma Seroconversao.

O mesmo foi constatado no estudo fenotipico, no qual ndo foi carac-
terizado nenhum isolado como sendo Bordetella pertussis.

Contudo nas 357 amostras de secrecdes nasofaringeas enviadas para
estudo molecular pela técnica de PCR em tempo real, confirmaram-se
114 (31,9%) casos de infecdo por Bordetella pertussis (grafico 1).

Entre 2010 e 2012 observou-se um aumento progressivo de casos
suspeitos para confirmacao laboratorial, respetivamente 34 em 2010,
47 casos em 2011 e 108 casos em 2012, seguindo-se um decréscimo

nos dois anos subsequentes (grafico 1).

Grafico 1: [1 Distribui¢do dos casos de tosse convulsa identificados por PCR, 2010-2014.
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Esta tendéncia crescente do nimero de casos suspeitos de tosse
convulsa acompanhou o aumento da frequéncia de casos confirma-
dos pelo laboratério 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% (568/108) em 2012, diminuindo no biénio 2013-2014 respetiva-
mente para 29,2% (26/89) e 12,6% (10/79). Quanto a distribuicéo
trimestral dos casos confirmados de infec&o por Bordetella pertus-
Sis, observou-se que 0 seu predominio ocorreu no terceiro trimestre

dos anos civis em estudo (grafico 2).

Salienta-se que apesar de nao serem enviados ao INSA todos os
casos clinicos suspeitos para confirmar, esta tendéncia crescente
de casos de tosse convulsa confirmados no Laboratério Nacional
de Referéncia de Bordetella pertussis, foi igualmente observada
através do Sistema de Doencas de Declaragao Obrigatéria (DDO)
da Direcéo-Geral da Saude (DGS) (tabela 1).

A semelhanca do observado a nivel mundial, a distribuigao dos 114
casos de tosse convulsa, confirmados laboratorialmente no INSA
entre 2010-2014, evidenciou que a infe¢do por B. pertussis foi
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Tabela 1: [ Distribui¢do dos casos de tosse convulsa notificados
ao sistema DDO e confirmados no INSA, 2010-2014.
Anos N° casos DDO N° casos INSA
2010 14 3 (21,4%)
2011 32 17 (53,1%)
2012 225 58 (25,8%)
2013 114* 26 (22,8%)
2014 70 10 (14,3%)

*dados provisorios, Direcao-Geral da Saude, setembro 2015.

predominante na faixa etéria inferior a 6 meses de idade, sendo
que 13,2% (15/114) pertenciam ao grupo etario com idade inferior
a 1 més, 51,7% (59/114) ao grupo etario entre 1-2 meses e 29,8%
(34/114) ao grupo etario entre 0s 3 e 6 meses, 0 que corresponde
auma percentagem global de 94,7% (108/114). Em relacao aos res-
tantes 6 casos dos 114 casos confirmados, 0 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 etario superior a 13 anos de

idade (grafico 3).

Gréfico 2: [1 Distribuigdo trimestral de casos de tosse convulsa, confirmados por PCR em tempo real, 2010-2014.
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Gréafico 3: [1 Distribuigao por grupo etario de casos de tosse convulsa confirmados no INSA, 2010-2014.
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Grupos etéarios

Embora 0 numero de casos positivos detetados na faixa etéria
superior a 13 anos seja baixo, € um facto que existem e que devem
ser sempre investigados em qualquer diagnostico clinico presuntivo

considerando a sua expressao muitas vezes atipica (9).

_Conclusoes

Apesar da diminuicdo do nimero de casos de tosse convulsa obser-
vada nos dois anos subsequentes ao pico endémico de 2012 (tabela
1), esta doenca continua a ser um problema de Salde Publica, pelo
que a sua monitorizacdo constante ndo pode ser descurada. Esta
constatacéo reforga a necessidade de ser mantido um sistema ativo
de vigilancia epidemioldgica de base molecular, porquanto é neces-
sario ndo s6 conhecer a real incidéncia da infecao por B. pertussis
nas criangas mas tambeéem nos adolescentes e adultos, como é cru-

cial estudar os perfis genéticos das estirpes circulantes em Portugal.

Por outro lado e existindo evidéncias na Europa, como em outros
continentes de mutacdes nas estirpes de Bordetella pertussis,
associadas a expansoes clonais, circulando predominantemente
0s tipos ptxAl, ptxP3, fim3-2, bem como prn2 e prn3 que terdo

contribuido para o ressurgimento da tosse convulsa (10-12) h3
necessidade urgente de uma vigilancia continua da populagao bac-
teriana em circulacao e da monitorizagdo dos seus polimorfismos,

nomeadamente em Portugal.

Em conclusdo e no sentido de possibilitar conhecer-se o grau de
viruléncia da estirpe, a taxa de faléncia vacinal e melhor caracterizar
a epidemiologia da tosse convulsa, considera-se indispensavel
assegurar a colheita de amostras clinicas que permitam o isolamen-
to do agente etioldgico e subsequente estudo do seu genoma para

detec@o de possiveis mutacoes.
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_Introdugéo

O sarampo é uma doenca grave, altamente contagiosa causada por

um virus da familia Paramyxovirinae (1),

O virus do sarampo transmite-se por via aérea, através de goticulas
de aerossdis ou por contacto direto com as secregoes respiratorias
de individuos infetados. A infecao é adquirida ao nivel do trato respi-
ratério ou da conjuntiva (1),

Apds um periodo de incubacao de 10-11 dias o paciente desenvol-
ve sintomas prodrémicos de febre, mal-estar, coriza, conjuntivite
e tosse. As manchas de koplik, patognoménicas para o sarampo,
aparecem na mucosa bucal e labial inferior e a erupgao maculopa-
pular generalizada surge cerca de 4 dias apos a exposicao (1),
As complicagbes mais frequentes incluem infecdes bacterianas
secundarias, pneumonia, encefalite, panencefalite esclerosante
subaguda e purpura trombocitopenia. Na gravidez a infecao pelo
virus do sarampo pode dar origem a aborto espontaneo ou parto

prematuro (1),

Em 2005, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu
como meta a eliminagéo do sarampo e da rubéola e a prevengéao
da rubéola congénita na Regido Europeia até 2010 (2). Portugal
aderiu a esta iniciativa, desenvolvendo para o efeito, um conjunto
de acdes, coordenadas pela Diregdo-Geral da Saude (DGS), que
inclufam a confirmacao laboratorial de todos os casos suspeitos de
sarampo a realizar no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA) ().
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Em 2010, e apesar das medidas adotadas pelos varios paises,
0 sarampo reemergiu com mais de 30 000 casos notificados na

Regido Europeia (4).

Em setembro de 2010, os paises da Regiao Europeia da OMS apro-
varam uma resolugdo em que renovaram 0 Seu COmpromisso em
acelerar as acdes necessarias a eliminacao do sarampo, rubéola e
rubéola congénita nesta regido 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, ltalia, Holanda, Roménia e Reino Unido (6).

Em 2013, a DGS publicou o Programa Nacional de Eliminagéo
do Sarampo que inclui quatro areas de intervencdo: vacinagao;
vigilancia clinica, epidemioldgica e laboratorial dos casos possiveis
e gestdo de casos e surtos (7).

Em 2014, a Comissao Europeia Regional de Verificagao para a Elimi-
nacao do Sarampo e Rubéola concluiu que a transmissao endémica
do sarampo e da rubéola esta interrompida desde o final de 2012

em Portugal.

_Objetivo
Este estudo tem como objetivo descrever 0s casos provaveis de

sarampo enviados ao INSA para confirmagéo laboratorial entre
2011 € 2013 em Portugal.

_Material e métodos
Para efeitos do presente estudo e de acordo com a Norma n.°

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

as sequintes definicdes de caso:

= (Caso possivel de sarampo - individuo que apresenta um quadro
clinico de febre superior a 38°C, exantema maculopapular e pelo

menos um dos sequintes sintomas: tosse, coriza ou conjuntivite (&),
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= (Caso confirmado de sarampo - individuo que apresenta um quadro
clinico de caso possivel com confirmagéo laboratorial da infecéo
por isolamento do agente viral ou detecdo do RNA do virus por
RT-PCR ou seroconversdo das imunoglobulinas da classe G em
duas amostras de soros colhidas com 1 semana de intervalo e/ou,
ainda, pela deteco de IgM especifica para o virus (8).

= (Caso provavel de sarampo - individuo que apresenta um quadro
clinico de caso possivel com ligagéo epidemioldgica a um caso
confirmado (7).
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O diagnostico laboratorial de sarampo foi realizado através da de-
teca@o de imunoglobulinas da classe G (IgG) e M (IgM) especificas
e pela pesquisa do RNA viral por RT-PCR em tempo real. A deter-
minagao genotipica foi efetuada por técnicas de sequenciacao do
cDNA. O isolamento do virus do sarampo foi realizado em todas

0s produtos bioldgicos com resultado positivo por RT-PCR.

Detegdo de anticorpos

Identificagdo do RNA viral

Genotipagem

|solamento viral

A detecao de imunoglobulinas da classe G e M especificas para o virus do sarampo foi realizada por ensaio
imunoenzimatico EIA utilizando os reagentes Enzygnost® Anti-Measles-virus/IgG e Enzygnost® Anti-Measles-
virus/IgM, de acordo com as recomendagdes da OMS (),

A detecao do RNA do virus do sarampo foi realizada por RT-PCR em tempo real, utilizando para o efeito reagentes
comerciais. A extracao de RNA foi realizada no equipamento automatico.

A determinacgao do genétipo foi realizada pela andlise da sequéncia dos 450 nucledtidos que codificam os 150
aminodcidos da nucleoproteina (N), de acordo com as recomendagdes da OMS. O cDNA foi sintetizado utilizando
0 kit comercial da Nanogen ELItecGroup e amplificado por nested-PCR, utilizando os primers Mn5 e Mn6 (10) ¢
Nfta e Nr7a (11). Os fragmentos de cDNA purificados foram sequenciados com os primers Nfia e Ni7a.

0 isolamento do virus do sarampo foi realizado em tubo por inoculagéo de 400 pl de urina ou fluidos orais em

células VerohSLAM (12). A incubagéo processou-se a 37°C com 5% de COZ. Foi efetuada observacao diaria

para identificagdo do efeito citopatico (CPE),caracteristico do virus do sarampo.

_Resultados

Entre 2011 e 2014, e no &mbito do Programa Nacional de Elimina-
cao do Sarampo, o INSA recebeu amostras bioldgicas (34 soros,
18 urinas e 18 fluidos orais) de 34 casos possiveis de sarampo

para confirmacéo laboratorial.

Dos 34 casos possiveis de sarampo, trinta e dois casos (94%) eram
individuos de nacionalidade portuguesa, dois dos quais residentes
em outros paises da Unido Europeia (Franca e Reino Unido) e trés
com histéria de viagens recentes para fora de Portugal.

A distribuicao dos casos possiveis de sarampo por idade indicou
que 44% (15/34) ocorreram na populagao adulta. Quanto a distribui-
¢ao por ano de diagndstico verificaram-se 7 casos possiveis em
2011, 21 em 2012 e 6 em 2013 (grafico 1).

Gréafico 1: [1 Distribuigdo do nimero de casos possiveis de
sarampo, por ano de diagndstico (2011-2013).
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Em Portugal, entre 2011 e 2013, o diagnéstico laboratorial confir-
mou oito dos 34 casos possiveis de sarampo (23.5%). Um caso
(2,9%) sem confirmagao laboratorial foi classificado como prova-
vel face a ligacao epidemiolégica 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 Franca e uma crianca com 11 meses de nacionalidade
angolana. Os genotipos identificados foram respetivamente D4 e
B3.1. Nenhum destes casos deu origem a casos secundarios.

Em 2012 ocorreram cinco (23.8%; 5/21) casos de sarampo confir-
mados e um caso provavel com ligagao epidemioldgica a um caso
confirmado, como anteriormente descrito. Todos 0s casos de sa-
rampo ocorreram em individuos de nacionalidade portuguesa. Os
casos confirmados laboratorialmente eram individuos n&o vacina-
dos, trés dos quais foram importados, oriundos do Reino Unido,
Angola e China. Um destes casos importados originou um surto
com um caso secundéario numa crianga de 11 meses de idade, um
terciario numa crianga de cinco meses e um caso provavel num
adulto com 31 anos de idade vacinado em Portugal, de acordo

com a investigacao epidemioldgica levada a efeito.

O gendtipo do virus do sarampo no caso importado do Reino
Unido foi D4 Manchester. No caso da China foi o genétipo H1, o
qual foi igualmente detetado no caso terciario do surto acima refe-
rido. Em relagdo ao caso importado de Angola e ao caso secunda-
rio resultante do caso importado da China sé foi possivel confirmar
a presenca e concentracao de imunoglobulina de classe M (IgM)
especifica para o virus do sarampo.

Dos 6 casos provaveis de sarampo notificados em 2013 apenas um
foi confirmado numa mulher de 27 anos de nacionalidade alema,
Este caso ndo originou casos secundarios e o gendtipo identificado
foi 0 D8.
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_Discusséo

Durante os anos em anélise foram notificados nove casos de

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

Os casos notificados em 2011 e em 2013 foram importados e

nenhum deu origem a casos secundarios.

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

ponsavel por um surto.

Dos casos notificados, 75% (6/8) foram em individuos adultos e 0s

restantes em criangas sem idade para serem vacinadas.

Os gendtipos determinados neste estudo ligam os casos de saram-
po aos paises onde a infe¢ao ocorreu. De facto, os gendtipos D4,
D4 Manchester e D8 sdo endémicos na Europa e circulavam respe-
tivamente em Franga em 2011, no Reino Unido em 2012 e na Alema-
nha em 2013. O gendtipo H1 detetado no caso importado da China,

é também endémico neste pais.

_Concluséao

Em Portugal, a vacina monovalente contra o sarampo (VAS) foi
introduzida no Plano Nacional de Vacinacdo em 1974 tendo sido
substitufda pela vacina triplice 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
existéncia de individuos adultos n&o imunes. Este facto, alerta
para a necessidade de se reforgar a vacinagdo nesta populagao,
nomeadamente em situagdes de deslocacdo ao estrangeiro,
desde que ndo haja vacinagdo anterior ou registo da doenca.
Acrescente-se que durante o periodo em estudo ndo se observa-

ram casos autdctones entre a populagao portuguesa.
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_Introdugéo

A rubéola é causada por um virus da familia Togaviridae, género
Rubivirus. E uma doenca benigna caracterizada por uma erupcao
macular acompanhada por febre baixa, dores articulares, faringi-
te e adenopatias cervicais. A infecdo pode ser em alguns casos
assintomatica contudo torna-se grave quando ocorre durante a
gravidez (1),

As propriedades teratogénicas do virus da rubéola foram desco-
bertas pela primeira vez na Australia em 1941 por Gregg que asso-
ciou a ocorréncia de rubéola durante a gravidez com a presenca
de cataratas congénitas (). Um recém-nascido com sindrome de
rubéola congénita podera apresentar malformagdes do tipo major
(cataratas, glaucoma congénito, doenca cardiaca, surdez, micro-
cefalia, retinopatia), do tipo minor (purpura, trombocitopenia, es-
plenomegalia ictericia nas primeiras 24h de vida) ou apresentar
um quadro assintomatico ao nascer, em que depois podem surgir
manifestagdes clinicas como surdez parcial ou atraso psicomotor

mais tardiamente (2),

A gravidade da infegao fetal esta relacionada com o tempo de ges-
tac@o em que a infegdo materna ocorre, sendo mais grave no peri-
odo da organogénese (1° primeiro trimestre de gravidez), devido
ao elevado tropismo do virus para os tecidos fetais (2).

Em Portugal, a prevengado da rubéola congénita comegou em 1982
com a introdugéo da vacina contra a rubéola no Programa Nacio-
nal de Vacinacao Portugués (PNV) e imunizagao das adolescentes

com idades entre 11-13 anos e mulheres adultas ndo imunes. A se-
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gunda prevengdo da doenga comegou em 1987, com a adminis-
tragao universal de uma dose Unica da vacina contra 0 sarampo, a
parotidite e a rubéola (VASPR) aos 15 meses de vida, seguindo-

se a introducao, em 1990, de duas doses de VASPR para criangas
com 15 meses e 11-13 anos. Em 2001, a segunda dose da vacina
foi antecipada para 0s 5 -6 anos (). Em 2012, a idade de adminis-

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

Aintrodugéo da vacina contra a rubéola no PNV deu origem a uma
diminuig&o expressiva dos casos notificados de rubéola e rubéola
congénita nao se tendo verificado qualquer casos de rubéola con-
génita entre 1995 e 2008 em Portugal ().

_Objetivo

Analisar os resultados do diagnostico laboratorial de casos sus-
peitos de rubéola congénita recebidos no Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 2009 e 2015, ao abrigo
do Programa de Eliminagao do Sarampo, da Rubéola e da Ru-
béola Congénita na Regiao Europeia da Organizacao Mundial da
Saude (OMS).

Material e métodos

Para efeitos do presente trabalho constituiram fonte de dados to-
dos os hospitais que participaram na vigilancia laboratorial dos
casos suspeitas de rubéola congénita, no &mbito do Programa de
Eliminacao do Sarampo, da Rubéola e da Rubéola Congénita na
Regido Europeia da OMS, e que no periodo em estudo enviaram
ao INSA amostras clinicas de casos suspeitos de rubéola congé-
nita para confirmacao laboratorial.

Definicao de caso: Consideraram-se as seguintes definicdes de

€aso:

= (linica - Considera-se um caso de rubéola congénita quando s@o
verificadas pelo menos duas das complicacdes referidas em a)
ou uma das referidas em a) e outra em b): a) Cataratas, glaucoma
congénito, doenca cardiaca, surdez, retinopatia; b) Purpura, esple-
nomegalia, microcefalia, atraso mental, meningoencefalite, ictericia
24h ap6s o nascimento (6).
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= Laboratorial - Considera-se um caso confirmado de rubéola con-
génita sempre que se isolar o virus da rubéola num produto biol6-
gico ou sempre que se detetar o RNA deste virus por RT-PCR e/ou
sempre que se verificar a detegdo de IgM especifica para este

virus (6),

Detecéo de anticorpos
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Populagdo em estudo: Foram estudados todos 0s casos provaveis
de rubéola congénita enviados ao INSA entre 2009 e 2015, num
total de 71 criancas.

Métodos: O diagnostico laboratorial foi realizado por dete¢ao do
RNA do virus da rubéola. Em 2 casos foi igualmente realizada a
pesquisa de anticorpos IgM.

A detegéo de imunoglobulinas G (IgG) contra o virus da rubéola foi realizada por ensaio imunoenzimatico ELFA.

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

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

Identificacdo do RNA viral

A detec@o do RNA do virus da rubéola foi realizada por RT-PCR em tempo real utilizando para o efeito reagen-

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

automatico.

_Resultados

Foram estudadas 71 criangas entre 2009 e 2015. As maes de 68
criancas eram de nacionalidade portuguesa, duas de paises do les-
te europeu e uma de nacionalidade cabo-verdiana. Setenta criancas
eram recém-nascidas e uma tinha 7 meses de vida a data do diag-

néstico.

Durante o periodo em estudo foram analisados produtos biolo-

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

provaveis de rubéola congénita para detecao do RNA do virus da
rubéola. Destes, 68 eram criancas assintomaticas, cujas maes ti-
nham anticorpos IgM para o virus da rubéola na altura do parto
sem diagndstico prévio de infecao pelo virus da rubéola.

Os restantes 3 casos apresentaram um quadro sintomatico, cum-
prindo a definicdo de caso estabelecida. Duas das mées referiram
exantema durante a gravidez (quadro 1).

Quadro 1: [ Distribui¢do do nimero de casos possiveis de rubéola congénita por ano de diagndstico e de acordo com a sintomatologia
e informag&o clinica materna disponivel.
Casos Sintomaticos Casos Assintomaticos
A Detegao RNA Detecdo RNA viral Sintomatologia Detecdo RNA viral  Detecdo RNA viral Sintomatologia Total de casos
e viral positiva (n) negativo (n) Materna positivo (n) negativos (n) Materna estudados
2009 1 0 Exantema no 0 10 11
1° trimestre
2010 1 0 Sem sintomatologia 0 24 25
2011 0 0 - 0 7 7
Sem sintomatologia
2012 0 0 - 0 9 e IgM positiva 9
2013 0 0 - 0 2 2
2014 0 0 - 0 5 5
2015 1 0 Rubéola no 1° trimestre 0 1 12
Total 3 0 0 68 71
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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 mae
portuguesa n&do vacinada, com suspeita de rubéola as 12 sema-
nas de gravidez com resultados laboratoriais inconclusivos e sem
viagens para fora do territério portugués, referindo apenas uma
deslocagdo aos Acores. Apds o nascimento a crianca manifestou
prostracao, cianose peitoral, palidez generalizada, purpura trom-
bocitopenia, tendo desenvolvido exantema na regido dorsal com
duragéo de 3 dias.

Em 2010, a crianga com rubéola congénita diagnosticada tinha
7 meses de idade e nacionalidade e residéncia em Cabo Verde.
Apresentava, a data do diagnostico, cardiopatia congénita, ca-
taratas, défice auditivo e atraso psico-motor. A mae nao referiu
qualquer tipo de doenga exantematica durante a gestagcao nem
vacina contra a rubeola

0 caso confirmado em 2015, refere-se a um recém-nascido do
sexo feminino, nascido em Lisboa de filho de mae com nacionali-
dade portuguesa e residéncia em Luanda, que contraiu rubéola no
primeiro trimestre de gravidez. A crianca tinha um quadro clinico
de cataratas, microcefalia com multiplas calcificacdes cerebrais e
ictericia nas primeiras 24h de vida.

_Discusséo

Durante os ultimos 7 anos, Portugal notificou 3 casos de rubéo-
la congénita, dois dos quais apresentavam malformagdes do tipo

major e um do tipo minor.

Dois casos de rubéola congénita resultaram de infegdes sintomati-

cas em mulheres ndo vacinadas.

Dos 3 casos identificados, 2 foram importados do continente afri-
cano e um foi autoctone, uma vez que a mae nao viajou para fora
do territério nacional e nao foi possivel estabelecer nenhuma liga-
¢ao epidemioldgica entre a infecdo materna e o contacto com um

caso importado.
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_Concluséao

Apesar das elevadas taxas de cobertura vacinal existentes nos
Ultimos anos, Portugal notificou em 2009 um caso autéctone de
rubéola congénita, apds um interregno de 13 anos. Este facto,
mostra, S6 por si, que a prevencgao e a vigilancia ativa da rubéo-
la ndo pode ser minimizada, sendo fundamental assegurar que
todas as mulheres que pretendam engravidar saibam o seu esta-
do imunitario em relagao ao virus da rubéola e sejam vacinadas
sempre que necessario, tendo em conta que a vacinacéo é, até a

data, o Unico método disponivel para evitar a rubéola congénita.
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_Introdugéo e objetivo

A apresentacao clinica das infegOes respiratorias por influenza nao
permite distinguir estas infecdes de outras infegdes viricas respira-
torias. A apresentacgéo clinica e os valores preditivos da defini¢ao
de caso de sindrome gripal variam em fungao dos virus respirato-

rios em circulagdo em cada época (1) e da idade dos doentes (2:3),

Este artigo pretende avaliar, com base nos dados do Programa
Nacional de Vigilancia de Gripe (PNVG) (), se os casos de sindro-
me gripal por influenza apresentam um quadro clinico mais grave
quando comparados com os casos de sindrome gripal por outros
virus respiratorios e com 0s casos negativos para 0s virus respi-

ratérios em analise.

_Material e métodos

Todos os casos de sindrome gripal, notificados no @&mbito do PNVG
entre a época 2010/2011 e 2013/2014, foram classificados de
acordo com o nimero de sinais e sintomas apresentados aquando
da colheita de exsudado nasofaringeo (< 8 sintomas; > 8 sintomas).
Foram considerados o0s sinais e sintomas usados como critérios da
definicdo de caso de sindrome gripal usada pelo PNVG (4).

Comparou-se a apresentagao clinica, definida com base no
nimero de sintomas apresentados pelos doentes, dos casos

positivos para virus influenza com os casos de sindrome gripal
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positivos para outros virus respiratérios (4-7) e com os casos ne-
gativos usando um modelo de regressdo logistica multivariada
ajustada para o grupo etario (ou idade ano a ano no caso da anali-
se desagregada por grupo etario) e época gripal. Para as épocas
2010/2011 e 2011/2012, os casos para os quais foram identifica-
dos mais do que um virus na amostra respiratéria foram excluidos
por poderem apresentar uma sintomatologia atipica. Na época
2013/2014, apenas 0s casos negativos para gripe foram testados
para outros virus respiratorios. Na andlise estatistica foi conside-

rado o nivel de significancia de 5%.

_Resultados

Entre as épocas 2010/2011 e 2013/2014 foram notificados labora-
torialmente 2.808 casos de sindrome gripal, dos quais 44 (dois ou
mais agentes virais respiratorios) foram excluidos por correspon-
derem a casos de infe¢des mistas. Dos 2.764 casos validos, 1.252
(45,3%) foram positivos para influenza, 507 (36,4%) foram positivos
para outros virus respiratérios e nos restantes (18,3%) néo foi iden-
tificado nenhum dos virus respiratorios pesquisados (casos pan-

negativos).

Os casos de gripe apresentam maior probabilidade de apresentarem
8 ou mais sintomas do que 0s casos positivos para outros virus res-

piratérios ou do que 0s casos negativos (tabela 1).

No entanto, quando estratificado por grupo etario, tal s6 se verifica
quando se comparam 0s casos de gripe com 0s casos negativos,
nos individuos com idade entre 0s 15 e 0s 64 anos. Salienta-se no
entanto, que abaixo dos 4 anos de idade a estimativa pontual do
OR, quando comparados 0s casos de gripe com 0s ¢asos pan-ne-
gativos, é elevada (1,90) embora nao significativa.
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Tabela 1: [ Comparagao da apresentagéo clinica dos casos de gripe com os casos de sindrome gripal por
outros virus respiratérios que néo gripe e com os casos pan-negativos segundo o grupo etario.
Grupo etario iz ool Gri%?ggfzrt?\r/]()oéa: outr%gu\ﬁfu;ezg;e?g%rios
(@anos) > 8 sintomas P 9 P
n (%) ORa IC 95% p-value ORa IC 95% p-value
0-4 8(6,2) 1,90 0,19-19,04 0,58 1,97 0,35-11,2 0,45
5-14 72 (24,1) 1,31 0,69-2,49 0,41 1,41 0,63 - 3,22 0,40
15-44 416 (34,8) 1,71 1,30-2,25 <0,001 1,32 0,94 -1,86 0,10
45-64 244 (34,7) 1,92 1,34-2,76 <0,001 1,09 0,70 - 1,71 0,70
> 65 108 (27,8) 1,36 0,80-2,31 0,26 1,00 0,53 - 1,87 0,996
Total* 863 (31,2) 1,64 1,36-1,99 <0,001 1,29 1,02 - 1,61 0,03
* Inclui 48 casos sem informagéo quanto a idade. ORa=0dds Ratio ajustado para época gripal e idade (ou grupo etario).
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_Introdugéo

A vacina antigripal sazonal (VAGS) ¢ a principal medida de prote-
¢ao contra a gripe e complicacdes associadas. Em Portugal, a
Diregao-Geral da Saude (DGS) emite anualmente recomendagoes
para a prescricdo da vacina antigripal a grupos-alvo (1) prioritarios,
com risco mais elevado de desenvolvimento de complicacdes
associadas a gripe. Adicionalmente, desde a época 2012/2013, o
Ministério da Saude disponibiliza gratuitamente a vacina antigripal
4 populacdo portuguesa com 65 ou mais anos de idade (1),

Neste contexto, a monitorizacdo da taxa de cobertura da popula-
¢éo pela VAGS, principalmente nos grupos-alvo, permite estudar
a evolugdo deste indicador ao longo do tempo e fornecer, aos
decisores, informacéo Util para o delineamento e ajustamento de
estratégias de prevencdo com vista a uma maior efetividade da

intervencao.

_Objetivos

Este artigo pretende estimar a taxa de cobertura pela VAGS da
populagdo portuguesa na época gripal de 2014/2015 e caraterizar
a pratica da VAGS relativamente ao local de vacinagéo.

_Material e métodos

Delineou-se um estudo transversal, de prevaléncia, tendo como
populagéo alvo os residentes em Portugal Continental. O inquérito
foi realizado por entrevista telefonica a amostra de familias ECOS
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(Em Casa Observamos Saude) (2:3), em dezembro de 2014. Esta
amostra aleatoria € constituida por Unidades de Alojamento (UA)
contactaveis por telefone fixo ou mével, estratificada por Regido
do Continente, com alocagdo homogénea. Em cada agregado, foi
inquirido apenas um elemento, com 18 ou mais anos de idade,
que prestou informacao sobre si proprio e sobre 0s restantes ele-
mentos do agregado.

Os resultados foram ponderados, de acordo com o numero de
«alojamentos classicos» distribuidos por NUTS Il (4) ¢ para a cober-
tura de rede telefénica fixa e moével nos alojamentos e na populagao
portuguesa do Continente (5:6). Os ponderadores foram, finalmen-
te, calibrados por pds estratificacao para a distribuicao da popula-
¢ao portuguesa do Continente por sexo e grupo etario, em 2013
(estimativas do Instituto Nacional de Estatistica - INE) (7:8). Todos
0s célculos foram realizados com recurso ao programa estatistico
SPSS Statistics 22 (9.

_Resultados e discussao

Obtiveram-se 2176 questionarios validos dos residentes naquelas
UA, correspondendo a 79,2% do total de individuos existentes nas
UA da amostra.

A cobertura bruta da populagéo portuguesa pela VAGS na época
de 2014/2015 atingiu o valor de 17,1% (IC95%: 14,1% a 20,7%)
(grafico 1) que é pontualmente equivalente ao estimado na época
anterior 17,1% (1C95%: 14,4% a 20,1%) (1),

A cobertura pela VAGS na populacdo com 65 ou mais anos de idade
foi 50,9% (IC95%: 40,2% a 61,5%), 0 que representa um aumento
absoluto de 1% em comparag&o com a estimativa de cobertura pela
VAGS, obtida através da amostra ECOS para este grupo etario, na
época anterior 2013/2014 de 49,9% (IC95%: 41,5% a 58,2%). Esta
diferenca, apesar de ndo significativa, reflete a manutengédo da ten-
déncia crescente da cobertura da populagédo pela VAGS, iniciada na
época de 2012/2013 (grafico 1) (10),
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Gréfico 1: [ Evolugéo da cobertura da vacina antigripal sazonal entre 1998-1999 e 2014-2015, por grupo etério (10),
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Gréfico 2: 1 Evolugéo da cobertura da vacina antigripal entre 2007-2008 e 2014-2015, por local de vacinagéo (10),

0,0 === mm e e
60,0 |
S
©
o
= 50,0
=
=
©
o
'S 40,0
©
=t
S
]
>
o 30,0
o
©
E
S 200
el
o
o
L[ R I i e T VLR LR R EER RPN
0,0
2007-2008 | 2008-2009 | 2009-2010 | 2010-2011 | 2011-2012 | 2012-2013 | 2013-2014 | 2014-2015
—e— Centro Salde 50,3 42,8 22,1 25,8 21,2 47,2 55,7 62,1
~&— Posto enfermagem 1,1 3,8 13,9 6,2 6,5 1,2 5,0 0,8
—a= Hospital/clinica 5,1 4,8 4,4 7,0 2,9 2,5 1,2 2,1
3= Local de trabalho 12,8 12,3 5,0 7,9 7,2 6,6 8,7 5,7
== Domicilio 9,5 6,2 8,0 8,0 3,0 4,8 5,1 3,0
—o— Farméacia 18,6 26,8 43,2 42,4 55,1 33,9 24,3 25,8
~a— Outro 2,5 3,3 3,4 2,7 5,0 3,8 0,0 0,5

27



_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

-

A vacinagéo antigripal sazonal decorreu, principalmente, nos Centros
de Saude do Servico Nacional de Saude (SNS), 62,1% de todos 0s
respondentes (75,3% dos respondentes com 65 e mais anos), segui-
do pela farméacia, 25,8% dos respondentes (18,8% dos respondentes
com 65 e mais anos), 0 que representa uma inversao da distribuicao
observada desde o inicio da autorizagdo da administragéo das vaci-
nas nas farmacias iniciada em 2008 (1) (grafico 2). Essas estimati-
vas atuais refletem, assim, uma aproximacao ao padr@o observado
na época 2007/2008, o que por certo pode estar relacionado com a
gratuitidade da vacina antigripal para a populagao portuguesa com
65 ou mais anos de idade, disponivel apenas nos Centros de Salde
do SNS (1),

_Conclusoes

Os resultados do estudo ECOS relativos a época gripal 2014/2015
indicam um aumento na cobertura de VAGS nos individuos com
65 e mais anos, o que reflete, a semelhanga da época anterior
(2013/2014), a alteragdo da tendéncia decrescente de cobertu-
ra da populacéo pela VAGS, iniciada na época de 2009/2010. Tal
parece estar relacionado com o inicio da gratuidade das vacinas
para a populagao idosa, iniciada na de 2012/2013.

Apesar deste aumento, afigura-se importante manter e reforcar
as estratégias de promogéo da vacinagao pela populagéo portu-
guesa, com vista a atingir a meta de 60% de cobertura vacinal da

populacdo idosa assumida para época 2014/2015 (12),
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_Introdugéo

E conhecido que as epidemias de gripe sao responsaveis por
excessos de mortalidade e internamentos hospitalares (13). Aos
individuos com resposta imunitaria deficitaria/diminuida a uma in-
fegdo, em particular os doentes cronicos e 0s idosos, esta asso-
ciado um risco acrescido de desenvolver complicagcdes quando
infetados pelo virus da gripe (4). Desde 2008, os Departamentos
de Epidemiologia e de Doengas Infeciosas do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) tém participado no projeto
Europeu multicéntrico IMOVE (IMOVE - Monitoring influenza vac-
cine efectiveness during influenza 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 ap6s a época de gripe. O conhecimento da efeti-
vidade da vacina antigripal (EV) é essencial para avaliar 0 efeito
da vacina na mitigagao da doenca. As modificagdes continuas do
virus influenza tornam necesséria a reformulagado da composi¢ao
da vacina antigripal sazonal em todas as épocas e, consequente-
mente, as estimativas de EV de anos anteriores ndo podem ser
consideradas em anos subsequentes, sendo, por isso, necessario
estimar a efetividade para cada vacina sazonal. Entre 2009 e
2015, a cobertura da vacina sazonal, na populacdo 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).
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_Objetivo
Este trabalho tem como objetivo apresentar as estimativas da EV da

vacina sazonal trivalente observadas em Portugal, em individuos de

todas as idades, no periodo entre 2009 e 2015.

_Materiais e métodos

Foi utilizado um delineamento caso-controlo, onde os casos de sin-
drome gripal (SG), com resultado laboratorial positivo para o virus
influenza sdo comparados com os casos de SG com resultado la-

boratorial negativo para gripe (controlos).

Os individuos com sinais e sintomas de SG (critério UE) (10) foram
selecionados em consulta com o médico de familia (MF). De 2009
até a época de gripe de 2011/2012 foram incluidos no estudo todos
0s casos SG com 65 ou mais anos. Desde 2012/2013 passaram
a ser incluidos todos os casos de SG com 60 ou mais anos. Duran-
te todo o periodo 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

0s 2 primeiros casos SG que recorrem a sua consulta).

Ainformacao demogréfica, caracteristicas clinicas do SG, estado
vacinal e potenciais fatores de confundimento (historia tabagica,
presenca de doengas cronicas, estado funcional, nivel educacio-
nal, niumero de consultas de MF nos ultimos 12 meses) foi obtida
através de um questionario desenhado para o efeito.

Foram considerados como vacinados 0s casos SG que receberam
uma dose da vacina trivalente, pelo menos 14 dias antes do inicio

dos sintomas (1),

A efetividade da vacina (EV) foi estimada através da férmula
EV=1-0OR, sendo OR 0 odd ratio de estar vacinado no grupo caso
vs grupo controlo, ajustado para potenciais variaveis de confundi-
mento através de modelos de regressao logistica ndo condicional.
Os fatores de confundimento foram analisados e incluidos no
modelo sempre que 0 OR bruto foi alterado em pelo menos 10%
apos ajustamento pelo método de Mantel Haenszel.
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_Resultados

Entre 2009 e 2015, o periodo de vigilancia da gripe decorreu em

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

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

Quadro 1: [ Periodos epidémicos, estirpes do virus da gripe em circulagéo e estirpes vacinais para o periodo em estudo (2009-2015).

No periodo em estudo, os virus influenza em circulagéo foram seme-

lhantes as estirpes incluidas na vacina antigripal trivalente, exceto
nas épocas 2011/2012, 2012/2013 e 2014/2015, em que circularam
virus que se diferenciaram das estirpes vacinais (quadro 1).

Méxima i o Virus da gripe
Epoca gripal  atividade gripal Periodo epidémico detetados % detegdo  Caraterizagao genética das estirpes em circulagdo  Estirpes vacinais (vacina trivalente)
(semana) (Selanas) (tipo/subtipo)
2009/2010 47/2009 44/2009-50/2009 A(H3) A/Brisbane /10/2007
A(H1) sazonal A/Brisbane/59/2007
""""""" B 70 | Blinhagemndodeterminada) | B/Brisbanc/0/2008
A(H1)pdm09 93,0 A/California/7/2009 A/California/7/20092
2010/2011 52/2010 50/2010-5/2011 A(H3) 1,1 A/Perth/16/2009 A/Perth/16/2009
A(H1)pdm09 55,7 A/California/7/2009 A/California/7/2009
B 42,7 B/Brisbane/60/2008 (Victoria) B/Brisbane/60/2008 (Victoria)
2011/2012 10/2012 4/2012-12/2012 A(H3) 97,7 A/Perth/16/2009 A/Perth/16/2009
A(H1)pdm09 A/California/7/2009
B 2,3 B/Bangladesh/3333/2007 e B/Brisbane/3/2007 B/Brisbane/60/2008
(Yamagata) (Victoria)
2012/2013 10/2013 4/2013-11/2013 A(H3) 6,4 A/Victoria/361/2011 A/Victoria/361/2011
A(H1)pdm09 42,3 A/California/7/2009 A/California/7/2009
""""""" B | 513 | B/Massachusetsl02/2012 ¢ B/Wisconsin/t/2010  B/Wisconsinf/2010
(Yamagata) (Yamagata)
2013/2014 4/2014 2/2014-8/2014 A(H3) 38,8 A/Texas/50/2012 A/Texas/50/2012
© AHOpOmOS | 597 | AlCafoma7zoos ACalformiarzi2o09
""""""" B 16 | B/Massachusels/022012 (Yamagatd) | BiMassachusetts/022012
(Yamagata)
2014/2015 1/2015 1/2015-8/2015 A(H3) 29,8 A/Hong Kong/5738/2014 A/Texas/50/2012
A(H1)pdm09 4.2 A/California/7/2009 A/California/7/2009
B 66,0 B/Phuket/3073/2013 (Yamagata) B/Massachusetts/02/2012
(Yamagata)

a= estirpe incluida na vacina pandémica 2009 monovalente.

A cor amarela assinala as estirpes em circulagéo que diferem da estirpe vacinal na referida época de vigilancia.
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Tabela 1:

. . EV populacéo total

Epoca gripal n (oruta)
2009/2010 188 33%2
2010/2011 253 79,4%
2011/2012 273 59,2%
2012/2013 392 78.8%
2013/2014 143 67,9%
2014/2015 249 72,2%
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Efetividade da vacina antigripal bruta e ajustada para o periodo em estudo (2009-2015) (12-17),

1C95% BV p‘zgi?fja‘; total 1C95%
(-59,0 - 72,0) 299" (-254,0 - 86,0)
(43,4 - 93,5) 58,2%° (-60,7 - 89,1)
(21,1 -79,4) 48,8%9 (0,0-73,8)
(51,6 - 91,7) 68,8%° (23,9 - 87,2)
(10,3 - 88,8) 50,2%" (-59,5 - 84,5)
(43,1 -86,7) 63,4%9 (16,2 - 84,0)

A EV foi ajustada para diferentes fatores e para cada época gripal. a= dados relativos apenas a vacina trivalente, ndo inclui a EV da vacina
pandémica monovalente de 2009/2010. b= grupo etério, toma vacina sazonal na época 2008/2009, doenga cronica, visitas ao MF, n°
coabitantes, pertencer a lista do MF, més de inicio de sintomas. c= grupo etario, toma vacina pandémica e sazonal na época 2009/2010,

doenca cronica, grupo-alvo da vacina, més de inicio de sintomas.

d= n° de coabitantes e més de inicio de sintomas. e= grupo etario,

doenga cronica, n° coabitantes e més inicio sintomas. f= grupo etério, n° coabitantes e més inicio sintomas. g= grupo etério, doenga

crénica e més de inicio dos sintomas.

O numero de doentes de SG notificados no dmbito do projeto Euro-
EVA entre 2009 e 2015 e a EV bruta e ajustada para 0s potenciais
fatores de confundimento estao 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% (1C95%: -254,0% a 86,0%), em 2011/2012 foi de 48,8%
(1C95%: 0,0% a 73,8%) e em 2013/2014 foi de 50,2% (1C95%:
-59,5% a 84,5%).

Nas restantes trés 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 Ultimas épocas referidas, os valores da efetividade
vacinal apresentaram significado estatistico (tabela 1).

Em relacdo a vacina monovalente para o virus da gripe A(H1) pan-
démico, administrada nas épocas 2009/2010 e 2010/2011, n&o foi
possivel obter estimativas da EV, porque nédo terem sido detetados
casos de SG confirmados laboratorialmente e vacinados para o
virus pandémico na época 2009/2010 e ao nimero reduzido de

vacinados selecionados na época 2010/2011.

_Discusséao e conclusdo

De uma forma geral, 0s valores de efetividade da vacina antigripal
encontrados neste trabalho sdo 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 0s virus do tipo B predominaram ou tiveram
uma representacao expressiva entre os diferentes (sub)tipos de

virus em circulagao.
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Na época 2009/2010 verificou-se uma baixa efetividade da vacina
antigripal devido a circulagao de um novo virus da gripe do subtipo
A(H1), n&o estando este virus incluido na vacina da referida época.

Na maioria das épocas, a dimensdo da amostra (que variou entre
143 e 392 casos de SG), foi um fator limitante ndo permitindo a
obtencéao de estimativas mais precisas, nem o calculo de estimati-
vas por subtipo dos virus da gripe em circulacéo. Neste sentido,
a equipa EuroEva tem desenvolvido esfor¢os no sentido de aumen-
tar o numero de médicos participantes e a dimensao da amostra,

individuos com sindroma gripal.

Um outro fator de relevo a considerar, a semelhanga do que tem
sido referido por outros estudos (20), passa pela necessidade
da inclus@o mais efetiva dos dados de caracterizacdo 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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_Introdugéo

O recrutamento de participantes suficientes para estudos epide-
mioldgicos reveste-se de uma importancia assinalavel, uma vez que
conseguir a amostra prevista para o desenho de estudo tem impli-
cagOes na poténcia estatistica e extrapolacado dos resultados para
a populagdo geral (:2), Existem vérias estratégias de comunicagéo
e informacao a potenciais participantes, sendo o contacto direto e
pessoal, ou a entrega de folhetos informativos, convenientes e exe-
quiveis (1:2). A informagao transmitida através de um folheto sobre
um estudo na area da saude beneficia de um teste preliminar para
verificar a sua adequacgao em situagao real, pois n&o é possivel an-
tecipar a forma como ira ser recebida pela popula¢ao alvo (3). 0s
testes preliminares consistem geralmente na aplicacédo do esbogo
do material que se pretende usar numa pequena amostra de uma
populacéo igual ou semelhante & do estudo em si (3).

No &mbito da preparagéo para a implementacao 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 responsavel criou um folheto in-
formativo para os participantes, de forma a aumentar a adesao ao
estudo e 0 conhecimento para a toma de decisdo complementan-
do assim a componente informativa do consentimento informado.
De modo a perceber a adequagao deste folheto a prética, reali-

ZOu-se um teste preliminar.
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_Objetivo
Este trabalho tem como objetivo apresentar os resultados da apli-

cacao 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 Saude Publica do Agrupamento de Centros
de Saude (ACES) Almada-Seixal nos dias 20, 21 e 22 de julho de
2015. Os participantes foram utentes que recorreram aqueles ser-
vigos 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 Saude Publica que, apos explicagao 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 avaliag&o.

A grelha de avaliagao continha uma primeira parte que avalia a com-
preensdo dos participantes, e uma segunda que procura estimar a
ades@o com base na informacao disponibilizada no folheto.

Foi avaliada a compreensao de 8 topicos principais: 0 objetivo
do estudo, 0 que envolve a participagdo no estudo, a selecéo de
participantes para o estudo, os riscos, beneficios e custos em par-
ticipar no estudo, a confidencialidade e os direitos dos participan-
tes. Pediu-se que 0s utentes explicassem pelas proprias palavras
0 que entenderam em relag&o a cada um dos topicos. Quando a
resposta era consistente com a informacao cedida, considerou-se
como compreensao; quando a resposta era contraria ou inconsis-

tente com a informagao, considerou-se como nao-compreensao.
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_Resultados

Em 23 utentes abordados, 10 recusaram-se a responder. O motivo
mais frequente de ndo-resposta foi a “auséncia dos éculos para
ler’/"dificuldades visuais” (n=5); seguido da falta de tempo (n=3) e
uma opinidao negativa acerca da vacinagao (n=2).

Dos 13 utentes que responderam, 9 eram do sexo feminino e 4 do
sexo masculino. Relativamente a faixa etaria, 5 dos participantes
tinham menos de 65 anos; tendo os restantes idade igual ou supe-
rior a 65 anos.

Em apenas 3 topicos se verificou uma compreensao igual ou supe-
rior a 85% (n=11 ou n=12): riscos, custos e direitos dos participantes.
A compreensao do que envolve a participacdo no estudo e de como
sao selecionados o0s participantes foi inferior a 50%. A compreensao
dos objetivos e da confidencialidade do estudo foi muito proxima
dos 50%, embora ligeiramente superior (grafico 1).

Em 13 participantes no teste preliminar, 6 referiram que aceitariam
participar neste estudo e 7 recusariam aderir. Os motivos de nao-
adesao constam na tabela 1.

Durante as entrevistas, os participantes nao referiram ter dificuldade
na compreensao de palavras, termos ou expressdes em particular.
A Unica sugestéo de melhoria foi a de impresséo do folheto a cores
em vez de preto e branco.

Tabela 1: 1 Motivos apontados pelos participantes que
recusariam aderir ao estudo.

Motivos de recusa

“néo é apologista de vacinas” 1
“nao tem tempo” 1
“nunca tem gripe” 1
“toma a vacina todos os anos” 1
“vive em Braga” 1
nao especifica/nao responde 2
Total 7

Grafico 1: [/ Compreenséo do folheto por parte dos participantes no pré-teste, com base nas respostas obtidas.
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_Discussao de resultados

O facto de metade das recusas em participar no pré-teste se dever
a dificuldades relacionadas com a visao, alerta para uma realidade
da populagao-alvo do estudo pelo que, ao ceder a informagdo aos
potenciais participantes, se deve assegurar as condicdes 6timas
para a leitura tendo em conta a iluminacao, lentes corretivas e qual-
quer outro fator que possa influir.

A grande proporcédo de respostas que demonstraram uma néo-

compreensdo da informacéo do folheto sugerem que, para o pro-
posito de uma tomada de decisdo mais e melhor informada, se
beneficiara com uma linguagem mais simples e um texto mais resu-
mido. Uma vez que a compreensdo dos topicos “riscos”, “custos”
e “direitos” foi claramente superior, dever-se-a utilizar uma forma e
linguagem semelhantes as utilizadas nos paragrafos corresponden-
tes. O facto de nenhum participante ter referido alguma palavra ou
expressao que nao tivesse compreendido, tendo em conta os re-
sultados anteriores, aponta para um viés da “desejabilidade social”
(social desirability), em que o respondente ndo estad muito motiva-
do a revelar algo que seja socialmente mal interpretado, neste caso

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

A baixa vontade de adeséo aferida apds leitura do folheto é com-
pativel com o que sugerem outros estudos acerca do recrutamento
de individuos para investigagao (1:2). Contudo, os motivos aponta-
dos pelos inquiridos neste teste preliminar revelam uma fraca com-

preensao da informagéo contida no folheto.
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