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No ambito da genética humana, é ja hoje possivel realizar um diag-
néstico mais rapido e informativo através da sequenciagao de um
painel de genes, associados a uma doenga especifica ou grupo de
doencas, ou do conjunto de todos 0s genes humanos (exoma).

Na &rea das doencas infeciosas, 0s estudos do conteudo gendmi-
co de amostras complexas (metagendémica) podem dar informacgao
sobre a constituicdo das comunidades de microrganismos que co-
lonizam o corpo humano, como sejam as do trato respiratério ou in-
testinal.

No ambito da saude publica, esta nova técnica possibilita um
melhor conhecimento da etiologia das infegdes, tendo em vista
a adogao de estratégias terapéuticas mais adequadas. Recorda-
mos, a titulo de exemplo, a identificagdo em tempo recorde da
estirpe Escherichia coli 0104;H4 responsavel pelo surto de into-
xicagOes alimentares na Alemanha em 2011.

As possibilidades das tecnologias de sequencia¢ao de nova gera-
¢ao n&o estao, no entanto, limitadas a sequenciacao de genomas.

Por exemplo, é também possivel sequenciar o0 conjunto de todas
as moléculas de RNA de uma célula ou de uma populacéo de cé-
lulas (transcritoma), para determinar a identidade dos genes que
estao a ser expressos e quantificar os respetivos transcritos, ou
ainda, as regides do genoma onde se ligam determinadas prote-
inas, como as histonas ou os fatores de transcrigao, permitindo
obter um melhor conhecimento dos mecanismos de regulacéo da
expressao génica.

Do ponto de vista epidemiolégico, estas aplicagoes podem escla-
recer a funcao bioldgica de variantes genéticos associados com a
susceptibilidade da populagéo a doenca ou com a resposta a tra-
tamentos farmacoldgicos.

Dadas as multiplas vantagens das aplicagcdes da sequenciacao de
nova geragao na saude publica, o Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge (INSA) ndo poderia deixar de acompanhar a evo-
lugéo tecnoldgica na sequenciagao de DNA.

Assim, o INSA foi a primeira instituicdo em Portugal a adquirir uma
plataforma de sequenciacdo do principal fabricante mundial
(llumina), a qual esta em pleno funcionamento na Unidade de Tec-
nologia e Inovagao (UTI) desde junho de 2013.

Em pouco mais de 1 ano de atividade, foram sequenciados 150
genomas completos de diferentes microrganismos e sequencia-
das mais de 300 amostras humanas para identificacdo de altera-
¢des em individuos com doencas genéticas.

Estes trabalhos resultaram de colaboragGes entre a Unidade de
Tecnologia e Inovagao (UTI) e varios grupos de investigagdo dos
Departamentos de Genética Humana, Doengas Infeciosas e Epi-
demiologia.

A evolugao tecnoldgica na sequenciacao de DNA continua a exibir
um ritmo acelerado, pelo que é de esperar, nos proximos anos, o
surgimento de novas aplicagdes na area da salde, acompanhadas
de uma progressiva diminui¢cao dos custos.

A UTI tentara acompanhar o melhor possivel estes novos desen-
volvimentos, permitindo assim ao INSA manter-se como uma insti-
tuicao de referéncia nesta area de investigacao epidemiolégica.

Luis Vieira

Peter Jordan

Huma VSA
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_Introdugéo

A infertilidade conjugal, definida como a incapacidade de conce-
¢ao de um casal ao fim de um ano de relagbes sexuais desprote-
gidas, afeta 10 a 15% dos casais em idade reprodutiva, sendo que
as causas masculinas constituem 30 a 40% das causas de inferti-
lidade dos casais. Etiologicamente, a infertilidade masculina pode
ter origem genética e ndo genética. De entre as causas genéticas
mais frequentes destacam-se as alteragcdes numéricas ou estrutu-
rais dos cromossomas, as mutagdes no gene CFTR e as microde-
lecdes do cromossoma Y.

No brago longo do cromossoma Y, em Yg11.2, localizam-se trés re-
gides AZF (Azoospermia factor), AZFa, AZFb e AZFc, fundamen-
tais para a fertilidade masculina uma vez que possuem multiplos
genes com expressao testicular implicados nas diferentes etapas
da espermatogénese (1 2). As microdelecdes do Y podem abranger
uma ou mais destas regides, e dependendo da regido AZF delecio-
nada ou ausente, a fertilidade pode ser mais ou menos afetada, ob-
servando-se diferentes padrdes histolégicos testiculares, que vao
desde o sindrome de s6-células-de-sertoli (delecdo de AZFa), a pa-
ragem de maturagao dos gametas durante a meiose (dele¢ao AZFb)
e a hipoespermatogénese (delecao de AZFc) (2). Estas microdele-
¢Oes representam a segunda causa genética mais frequente de fa-
lha espermatogénica em homens inférteis a seguir ao sindrome de
klinefelter (cariotipo 47.XXY) (3,
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O diagndstico molecular das microdelecdes AZF no cromossoma
Y é um teste genético recomendado por rotina em homens inférteis
que apresentem oligozoospermia grave (<5x10° espermatozoi-
des/ml de sémen ejaculado) ou azoospermia secretora de causa
desconhecida (4.

_Objetivos e métodos

O presente trabalho compreende os resultados da pesquisa molecular
das microdelecdes AZF no cromossoma Y realizada em 865 homens
com infertilidade idiopética, 270 com diagndstico clinico de azoosper-
mia e 595 com oligozoospermia grave (<5x10° espermatozoides/ml).
Neste estudo, foram excluidos os homens que apresentavam alte-
racdes endocrinologicas, varicocelo, criptorquidia, orquite, doencga
sistémica, anomalias cromossémicas autossémicas e anomalias nu-
méricas dos cromossomas sexuais, ou sujeitos a fatores de risco pro-
fissionais, e ainda homens cuja informacao clinica disponibilizada foi
insuficiente para os incluir nos dois grupos referidos. Paralelamente,
analisaram-se 300 homens férteis (com pelo menos um descendente)
da populagéo portuguesa.

A analise molecular compreendeu a amplificagdo enzimatica mul-
tipla (PCR-MUltipla) de sequéncias de genes e de loci especificos
de cada uma das trés regides AZF, bem como do gene SRY (gene
determinante testicular) localizado no brago curto do Y, em amos-
tras de DNA gendmico obtidas de sangue periférico. Na presenca
de uma microdelecéo, foram efetuadas reagdes de PCR-multiplas
adicionais com marcadores especificos por forma a caracterizar 0s
seus pontos de quebra.

_Resultados

Neste estudo consideram-se apenas as dele¢cdes AZF completas
(ndo foram consideradas as delegOes parciais em AZFc). Dos 865
doentes inférteis estudados, em 49 (5,7%) detetaram-se microde-
legoes AZF. Estas microdelegdes foram exclusivas dos homens
com azoospermia secretora (27/270, 10,0%) ou com oligozoosper-
mia grave (22/595, 3,7%), ndo tendo sido detetadas delegoes AZF
na populacao masculina fértil.
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Das 27 microdelegdes AZF detetadas em homens azoospérmicos,
9 (3,3%) eliminam AZFc, 4 (1,5%) AZFb, 1 (0,4%) AZFa, 10 (3,7%)
AZFb+c e 3 (1,1%) AZFa+b+c. Os 22 casos de microdelegdes em
homens com oligozoospermia grave compreendem unicamente
AZFc (Tabela 1). Assim, 0s homens com azoospermia apresenta-
ram heterogeneidade na natureza e extensdo das microdelegoes
AZF. Das microdele¢des identificadas, a delecéo de AZFc é a mais
frequente (63%, Gréfico 1).

Relativamente a este teste genético, a Unidade de Genética Mole-
cular do Departamento de Genética Humana - Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge participou anualmente, desde 2000,
nos ensaios experimentais de avaliagdo externa da qualidade orga-
nizados e avaliados pela EMQN (The European Molecular Genetics
Quality Network), tendo obtido sempre a classificagdo maxima em
todos os parémetros avaliados (genotigagem, interpretacéo de re-
sultados, identificagdo correta dos utentes e a clareza do relatério).

_Discusséo e conclusées

As microdelecdes na regido AZF do cromossoma Y representam
um fator genético condicionante da espermatogénese, estando
a sua localizagao associada a fendtipos histologicos testiculares
diversos, que originam desde azoospermia secretora a hipoesper-
matogénese. Assim, a delecdo de toda a regiao AZFa impede a
diferenciagdo das células germinais causando o sindrome de s6-

células-de-sertoli, as delegbes extensas da regido AZFb causam
a paragem na maturacao dos gametas (predominantemente em
espermatocito primario ou secundario), enquanto as microdele-
coes AZFc afetam maioritariamente a quantidade de espermato-
zoides produzidos, e assim a dele¢do completa desta regido esta
associada a fenotipos histoldgicos diversos, resultando em game-
togénese reduzida (oligozoospermia grave) ou em situagdes de
azoospermia secretora (2). De acordo com os estudos internacio-
nais, as microdelecdes AZF sao responsaveis por 10 a 15% dos
casos de azoospermia secretora (ndo obstrutiva) e por 3 a 5% dos

Tabela 1:
homens inférteis.

Distribui¢do da frequéncia das microdele¢des AZF identificadas nos dois grupos de

Delegdo AZF (%)

AZFc AZFb AZFa AZFb+c  AZFa+b+c Total
Azoospérmicos 9(3,3%) 4(1,5%) 1(0,4%) 10(3,7%) 3(1,1%) 27(10,0%)
Oligozoospérmicos 22(3,7%) 0 0 | 0 | 0 22(3,7%)

Grafico 1: ['] Tipo de microdelegao identificada e sua frequéncia relativa.
AZFa+b+c (3/49) 6,1%
AZFb+c (10/49) 20,4%
AZFc (31/49) 63,3%
AZFb (4/49) 8,2%
AzZFa (1149) | 2,0%
\ \ \ \ \ \ | %
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0
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casos de oligozoospermia grave, permanecendo a maioria dos
casos com a causa da infertilidade por identificar (3 5).

A auséncia de AZFc é a Unica compativel com a produgado de ga-
metas. Na presenca de uma delegdo AZFc em homens azoospér-
micos, a probabilidade de detetar espermatozoides por bidpsia
testicular é de 50 a 60% (4. Assim, mediante aconselhamento ge-
nético e reunidas as condigdes especificas no &mbito da medicina
da reprodugao, podera ser proposto a estes homens/casais a fer-
tilizacdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSl), visando
proporcionar-lhes descendéncia.

Os nossos resultados s&o concordantes e confirmam os dados
referidos na bibliografia demonstrando claramente que as micro-
delecdes AZF no cromossoma Y constituem uma causa comum
de infertilidade masculina. O seu estudo molecular assume uma
grande importancia no diagnostico de infertilidade de um casal
uma vez que pode conduzir a identificacdo da causa da inferti-
lidade no mesmo, bem como confirmar o diagndstico clinico. A
detec@o de uma microdelecdo AZF permite estabelecer a causa
da insuficiéncia da gametogénese, tem valor prognostico dado
que é possivel informar da probabilidade de sucesso na obten-
¢ao de espermatozoides para microinjecgdo intracitoplasmatica
e desta forma contribuir significativamente para a deciséo clini-
ca e tratamento a propor aos casais. Na presenga de delecdes
AZFb, AZFb+c, AZFa, AZFa+b ou AZFa+b+c, ndo existe indicagdo
para realizagdo de biopsia testicular. O aconselhamento gené-
tico é recomendado sempre que seja detetada uma microdele-
¢ao AZF, e torna-se particularmente relevante para AZF¢c uma vez
que esta, por ICSI, sera obrigatoriamente transmitida a descen-
déncia masculina, vindo a afetar provavelmente a sua fertilidade.

A adocao das recomendacdes internacionais para o diagnostico
molecular das microdelecdes AZF no cromossoma Y deve ser
uma prética comum dos laboratérios que oferecem este teste ge-
nético, bem como a participagao anual em ensaios especificos
de avaliagao externa da qualidade, uma vez que permite a melho-
ria continua do seu desempenho (4).
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_Introducéo

Uma das principais causas da acumulagdo progressiva e patolo-
gica de ferro no organismo tem base genética e é devida a um ex-
cesso de absorgao, ao nivel do duodeno, do ferro proveniente da
alimentac@o e ao aumento da sua libertacdo pelos macrofagos.
Esta patologia, denominada hemocromatose hereditaria (HH), esta
normalmente associada a presenca, em homozigotia, da mutacéao
C282Y (c.845G>A) no gene HFE. Existem ainda variantes comuns
deste gene, como a HB63D (c.187C>G), cuja frequéncia alélica na
populagdo portuguesa é de 15 a 20% (1), que também podem ser
encontradas em casos de sobrecarga em ferro (2).

A HH é uma doenga de baixa penetrancia e expressividade variavel.
Para a grande variabilidade do fenétipo contribuem fatores ambien-
tais (tais como 0 alcool, a hepatite, etc.) e fatores genéticos, nomea-
damente a presenca de variantes genéticas em genes relacionados
com o metabolismo do ferro. E o caso da hepcidina (codificada
pelo gene HAMP), uma hormona hepética que desempenha um
papel fundamental na manutengdo da homeostase do ferro pois,
consoante as necessidades do organismo, modula a absor¢éo de
ferro pelo intestino assim como a sua libertagéo pelos macréfagos
e células de armazenamento. Os niveis baixos desta hormona séo
reconhecidos como a principal causa da sobrecarga de ferro obser-
vada na HH. Assim, foi sugerido que fatores genéticos que levem a
diminuigdo da expressao do gene HAMP poderéo contribuir para o
agravamento dos fendtipos de sobrecarga em ferro (3:4.5),

ap e

_Objetivo
Sendo a hepcidina a principal hormona reguladora da homeosta-

se do ferro, pretendeu-se, neste trabalho, investigar se variantes
comuns na regido regulatéria do gene HAMP (promotor), podem
influenciar os niveis de ferritina sérica nos individuos que possuem
a variante H63D no gene HFE.

_Materiais e métodos

Participantes: 100 individuos com niveis de ferritina sérica (sFt)
<300 pg/L e sem alteracdes no gene HFE (Tabela 1, grupo controlo);
91 individuos com niveis de sFt <300 pg/L e portadores da variante
HB3D no gene HFE em heterozigotia (HD) ou em homozigotia (DD)
(Tabela 1, grupo 1); 218 individuos com um perfil de sobrecarga
em ferro, em particular com niveis de sFt 2300 pg/L e portadores
da variante H63D no gene HFE (HD ou DD) (Tabela 1, grupo 2). De
acordo com os critérios clinicos estabelecidos, nenhum individuo
possuia consumo de alcool em excesso nem infecao pelo virus da
hepatite C. Foi obtido 0 consentimento informado dos participantes.

Genotipagem: a regido proximal (1,14 kb) do promotor do gene
HAMP foi genctipada para todos os 409 individuos, por metodolo-
gia de PCR convencional seguida de sequenciagdo automatica.

Andlise de dados: Os dados foram testados para a normalidade
e variancia. A analise envolvendo os valores de sFt foi efetuada
apos transformagao logaritmica. A analise ANCOVA foi efetuada
utilizando a idade e 0 género como co-variaveis. A significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

_Resultados

A pesquisa de alteragdes no promotor do gene HAMP levou a
identificagdo de duas variantes, nc.-1010C>T (rs10414846) e nc.-
582A>G (rs10421768), que ja haviam sido previamente descritas.
Dado que nas amostras em estudo estas variantes foram encon-
tradas em associacdo (desequilibrio de linkage), apresentando
preferencialmente as combinacdes CA e TG no genoma, as anali-
ses subsequentes foram tratadas de acordo com estes haplétipos.
Foi determinada a frequéncia destes haplétipos e a sua possivel
relagdo com o nivel de sFt, na presenga ou auséncia da variante
HB63D no gene HFE (Tabela 2). Foi observado que a frequéncia do
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Tabela 1: [/} Pardmetros bioquimicos do metabolismo do ferro nos grupos de individuos estudados, divididos de acordo
com a presenga/auséncia da variante H63D no gene HFE e com os diferentes niveis de ferritina sérica.

P HFE_wt® HFE_HD ou DD® HFE_HD ou DD"
sFt® <300 pg/L sFt® 2300 pg/L
[n=100] [n=91] [n=218]
- pe L
Ferro sérico (ug/dL) 106,4 [100,1; 112,7] 1241 [114,4; 133,8] 0,003 158,0 [148,8; 167,2] <0,001
Ferritina sérica (ug/L) 82,2 [67,7; 96,7] 133,6 [114,0; 153,2] 0,001 970,4 [876,6; 1075,8] <0,001
Saturagdo da transferrina (%) 30,8 [28,6; 33,1] 39,7 [36,2; 43,2] <0,001 59,0 [565,9; 62,1] <0,001

a grupo controlo, sem a variante H63D no gene HFE e com valores normais dos pardmetros bioguimicos do metabolismo do ferro;
b individuos com a variante H63D em heterozigotia (HD) ou em homozigotia (DD); ¢ ferritina sérica; 9 teste-t [Ft foi testada como log(Ft)];

n = numero de individuos; valores apresentados como: média [IC 95%]

Tabela 2: ['2 Associagdo entre os hapldtipos do promotor do gene HAMP, a variante H63D e diferentes niveis de

ferritina sérica.

¢.-1010C>T; ¢.-582A>G Frequéncia (%) [n] Frequéncia (%) [n] p* Frequéncia (%) [n] p*
Haplétipo | CA 78,5 [157] 78,0 [142] | 69,5 [303)]
e 0903 | 0,029
TG 21,5 [43] 22,0 [40] | 30,5 [133]
Gendtipo | CA/CA 58,0 [58] 62,6 [57] | 47,7 [104]
CA/TG 41,0 [41] 30,8 [28] | <0,001 43,6 95 | <0,001
TG/TG 1,0 [] 6,6 [6] 8,7 [19]

* . N P
teste XZ; n = nimero de individuos ou alelos

haplétipo TG é significativamente superior (p=0,029) no grupo de
individuos portadores da variante H63D no gene HFE e que tém
valores de sFt >300 pg/L (30,5%, grupo 2) comparativamente com
0 grupo controlo (21,5%) e com o grupo de individuos portadores
da variante H63D com sFt <300 ug/L (22,0%, grupo 1; p=0,04Q).

De modo a confirmar a associagdo observada, dividimos os 218
individuos portadores de H63D em 2 grupos, independentemente
do seu nivel de sFt. Assim, juntaram-se, por um lado os individuos
com o gendtipo CA/CA em HAMP e, por outro lado, 0s restantes in-
dividuos com os gendtipos CA/TG e TG/TG (Figura 1). Observamos
que neste segundo grupo de individuos os valores de sFt sao signi-
ficativamente superiores (p=0,023; ajustado para idade e género).

Figura 1: [] Distribuigdo da ferritina sérica de acordo com os
gendtipos do promotor do gene HAMP em individuos
com a variante H63D em HFE.

2000 - p=0,023
__ 1500 -
—
=
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=
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w
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T T
CA/CA CA/TG; TG/TG

Genotipo HAMP

As amostras foram testadas para a normalidade e os valores de p obtidos por
analise ANCOVA ajustada para idade e género.

07



_Discussao

A presenca, em homozigotia, da mutagéo C282Y no gene HFE é re-
conhecida como um fator de risco para o desenvolvimento de HH.
0 mesmo nao se verifica para a variante H63D, cujo significado pa-
toldgico continua por esclarecer. Neste estudo verificdmos que o
haplétipo TG no promotor do gene HAMP (definido pelas variantes
nc.-1010T e nc.-582G) é mais frequente em individuos portadores
da variante H63D no HFE que apresentam valores mais elevados
de sFt. Do mesmo modo, a variante nc.-582A>G ja tinha sido des-
crita em associagdo com fendtipos mais graves de sobrecarga em
ferro em doentes com beta-talassémia major (6). Por outro lado,
nao foi observado nenhum efeito da mesma nos parametros perifé-
ricos do metabolismo do ferro em individuos saudéveis (7). Postu-
lamos, entdo, que a variante nc.-582A>G no promotor de HAMP
tera um efeito negligenciavel em condigdes normais de homeosta-
sia do ferro, sendo a sua contribuicdo apenas relevante em condi-
coes fisiopatoldgicas do metabolismo do ferro onde é necessaria
uma maior expressao de hepcidina.

_Conclusdes

Os nossos resultados, juntamente com os obtidos por outros auto-
res (6.7), permitem-nos concluir que as variantes genéticas localiza-
das no promotor do gene HAMP, em nc.-1010 e nc.-582, participam
na regulacao do metabolismo do ferro manifestando o seu efeito em
individuos que apresentam concomitantemente outros fatores de
risco (ambientais ou genéticos) para o desenvolvimento de sobre-
carga em ferro. Deste modo, parece ser relevante a pesquisa destas
variantes em HAMP no subgrupo de individuos que apresentam a
variante H63D no gene HFE e um fendtipo de sobrecarga em ferro,
nomeadamente com niveis de sFt >300 pg/L, de maneira a poder
ser compreendida essa manifestagéo.
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_Introducgéo

As deméncias sdo doengas progressivas caracterizadas por altera-
¢cbes da memoria e perda de outras fungdes cognitivas, alteracdes
do comportamento, da personalidade, da capacidade critica e do
funcionamento global.

Em Portugal, os estudos sobre deméncia sao escassos e limitados
a areas geograficas especfficas {1+ 2), esperando-se que o envelhe-
cimento populacional crescente (2) conduza ao aumento progressi-
vo do niimero de pessoas com esta doenca crénica.

O caracter insidioso destas doengas, com sintomas iniciais quase
sobreponiveis aos do envelhecimento natural, dificulta o diagnéstico,
exigindo um elevado grau de suspei¢éo e treino para um diagndstico
precoce, havendo pouco conhecimento sobre a pratica clinica, no
que respeita ao diagndstico e tratamento destes doentes ao nivel
dos cuidados de saude primarios.

Este estudo tem como objetivo estimar a prevaléncia de casos de

deméncia diagnosticada ao nivel dos cuidados de salde primarios.

_Metodologia

Desenvolveu-se um estudo transversal para o qual foram convida-
dos todos 0s médicos inscritos na Rede Médicos-Sentinela em
2006.

Aos médicos participantes foi solicitado o preenchimento de um
questionario com informagao relativa a cada um dos individuos da
sua lista de utentes com diagnostico de deméncia estabelecido
até 28 de fevereiro de 2006.

e

Calculou-se a taxa de prevaléncia de deméncias desagregada por sexo
€ grupo etario a partir dos 35 anos de idade, usando como denomina-
dor a populagdo que resultou do somatdrio das listas de utentes dos
médicos que participaram no estudo.

A andlise estatistica envolveu, para as variaveis numéricas, o calculo da
média (e respetivo intervalo de confianca a 95%) e mediana; e para as
variaveis categdricas o calculo das frequéncias relativas e respectivos
intervalos de confianca a 95%.

_Resultados

Participaram no estudo 28 médicos (20,1%), totalizando uma populagao
sob observagao de 25.365 individuos (10,6 % da populagéo sob obser-
vagdo da Rede Médicos-Sentinela em 2006).

A idade média dos doentes com deméncia foi de 76,8 anos (IC 95: 75,3
a 78,3 anos) e as idades minima e méxima foram, respetivamente, 41 e
97 anos.

A prevaléncia de deméncia acima dos 35 anos de idade foi de 0,7% (IC
95: 0,6 a 0,8%) (Tabela 1), sendo que as deméncias mais frequentes
foram a doenga de Alzheimer e a deméncia de causa vascular (ambas
0,3% ;1C 95: 0,2 2 0,4%).

O grupo etério com 75 e mais anos de idade foi aquele que apresentou
uma maior taxa de prevaléncia de doengas demenciais (3,0%; IC 95: 2,4
a3,6 %) (Tabela 1).

Foi observada uma prevaléncia mais elevada no sexo feminino (0,7%; IC
95:0,6 a0,9%) (Tabela 1), a exceg@o da deméncia vascular que foi mais
elevada nos homens a partir dos 65 anos (1,0%; IC 95: 0,7a 1,4%).

Cerca de 76,9% dos doentes com diagnostico de deméncia apresenta-
va, a data do diagndstico, um quadro demencial ligeiro a moderado e 0
tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico de deméncia
foi de 12,3 meses (IC 95: 7,5 a 17,1 meses), ndo existindo diferencas
estatisticamente significativas entre o tempo do inicio dos sintomas ao
diagndstico e a severidade do quadro demencial (p=0,178).
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Tabela 1: '] Distribui¢do do niimero de casos de deméncia por sexo e grupo etdrio, respetiva
prevaléncia na populagédo sob observagdo da Rede Médicos-Sentinela em 2006.

Grupo etario
Casos % Casos % Casos %

35 - 44 anos 3 * 0 | * 3 o
Css-sdanos 1 > < 3
Css-sdanos . s S
Ce5-74mn0s 5 12 o6 0o s 11
Cs75an0s ® 27 o7 st 07 80

Total 69 06 102 07 71 07

* ntimero de casos insuficiente para o calculo de taxas de prevaléncia.

_Discusséo

As prevaléncias estimadas foram inferiores as encontradas noutros
estudos portugueses (1,13 % e 1,23 %) (1-8). Tal poderd estar relacio-
nado com diferentes metodologias usadas, nomeadamente no que
respeita: i) a sele¢do da populagdo deste estudo a partir da popula-
¢ao utilizadora dos centros de salde; ii) e a definicao de casos com
base no diagnostico estabelecido.

A prevaléncia de deméncia estimada mais elevada no sexo feminino
pode dever-se & maior esperanca média de vida nas mulheres (%),
uma vez que apos ajustamento para a idade essa diferenca deixa
de se observar.

Observa-se um elevado peso das deméncias de causa vascular,
quando comparado com os restantes paises europeus (467), o
que se julga associado a elevada prevaléncia de hipertensao arte-
rial na populacéo portuguesa (10:11).

Apesar das limitagdes metodoldgicas referidas, que parecem apontar
para uma subestimativa da prevaléncia de deméncias e que impossi-
bilitam a generalizagdo dos resultados para a populagdo portuguesa,
este trabalho corrobora a existéncia de um maior numero de casos
de doenca de causa vascular em relagdo a outros paises europeus.
Tal sugere a necessidade de serem conduzidos outros estudos para
confirmagéo destes resultados na populagéo portuguesa e avaliagdo
dos possiveis fatores associados a este padrao.
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_Introdugéo

A Doenga de Behcet (DB) é uma doenga inflamatéria crénica rara de
caracter multisistémico. As manifestagdes clinicas mais comuns na
DB séo as Ulceras orais e genitais recorrentes, a uveite e as lesdes
cutaneas (). O diagnéstico desta doenga continua a ser baseado
em critérios clinicos (2) ndo obstante a investigacéo realizada para
encontrar um teste especifico laboratorial adequado. Atualmente, a
etiologia da DB permanece ainda por esclarecer. A hipdtese mais
aceite quanto a sua patogénese baseia-se na existéncia de uma
resposta inflamatdria iniciada por um agente infecioso num hospe-
deiro geneticamente suscetivel (°). Varios autores tém defendido um
modelo “auto-inflamatorio” para explicar a imunopatogénese da DB
(4.5), Em particular, tem-se assistido a um acumular de evidéncia
que sustenta o envolvimento do stress oxidativo e a participacéo de
metais de transicdo nos processos de disfungdo endotelial e altera-
¢des na resposta imunitaria que estdo na base das lesdes tecidula-
res observadas nesta doenca (6-€).

A ceruloplasmina (Cp) é uma proteina de cobre com um papel fun-
damental no metabolismo do ferro (Fe) que participa na resposta de
fase aguda e contribui para o balango oxidante/antioxidante sistémi-
co. Resultados anteriores do nosso grupo mostraram que as células
mononucleares do sangue periférico expressam constitutivamente

as duas isoformas de Cp (segregada e membranar), sugerindo uma

ligacdo estreita entre imunidade, inflamagdo e “biologia oxidativa”
(9.10), Curiosamente, estudos anteriores mostraram que a Cp circu-
lante estd aumentada na DB (11:12) muito embora o papel Cp asso-
ciada aos leucdcitos ndo tenha sido investigada nesta doenca, para
além dos nossos proprios estudos preliminares (19).

_Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi a investigacdo de novos aspetos
relacionados com a interacao entre a resposta inflamatoria, a ho-
meostase do Fe e 0 balango pré/antioxidante na DB de forma a es-
clarecer o seu papel na fisiopatologia desta doenga. Em particular,
propusemo-nos medir a expressdo da Cp membranar nas subpo-
pulagdes leucocitarias mais representativas no sangue periférico
de doentes com DB e respetivos controlos. Adicionalmente, preten-
deu-se fazer uma caraterizagéo clinica e laboratorial (hematolégica,
bioguimica e imunoldgica) destes dois grupos, nomeadamente com
o0 enfoque na medi¢do dos marcadores do metabolismo do ferro e
da inflamagéo.

_Metodologia

Para este estudo foram selecionados 25 individuos clinicamente
diagnosticados com DB de acordo com as normas internacionais
do ISGBD (2), ¢ classificados de acordo com a sintomatologia,
gravidade e inicio da doenca. Paralelamente, foram selecionados
24 individuos dadores de sangue saudaveis, constituindo estes o
grupo controlo. Todos os voluntarios participantes deram o seu
consentimento informado e realizaram um inquérito confidencial.
Um resumo dos dados clinicos e demogréaficos esta representado
na Tabela 1.

A caracterizacao hematoldgica das amostras colhidas foi feita através
da realizagdo de um hemograma completo. A medicdo sérica dos
marcadores bioquimicos do metabolismo do Fe [Fe sérico, transfer-
rina (Tf) e capacidade total de fixacdo do Fe (CTFF)] foi realizada
através de testes colorimétricos enzimaticos, enquanto a quantifica-
¢ao da ferritina (Ft) foi efetuada através de um ensaio imunométrico.
Por outro lado, a avaliagéo do status inflamatério sistémico foi realiza-
da através da quantificagéo da Cp e da proteina C reativa (PCR) por
nefelometria, ao passo que a beta2-microglobulina (32-m) foi medida
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Tabela 1: 7] Resumo dos dados clinicos e demogréficos da

populagéo participante no estudo.

Dados clinicos
Controlos (n=24) | Doentes com DB (n=25)

Por outro lado, a andlise dos dados hematologicos mostrou um au-
mento significativo do ndmero total de glébulos brancos e de neutro-
filos do sangue periférico dos individuos com DB comparativamente
aos individuos saudéveis.

Género (f/m) 11/13 16/9 o . . .
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Os resultados da medicao da expressao da Cp a superficie dos leu-
Idade (anos) 38+9 42 +£10 L. L. ) )

cocitos mostraram que os granuldcitos, comparativamente aos lin-
Severidade da doenga ‘. . ~ ~ .
Lo » fécitos e aos mondcitos, sdo a subpopulagdo celular com maior
Igeira - . ; , ,
Moderada - ; expresséo desta proteina nos dois grupos em estudo. Em particular,
Severa 2 encontrou-se um aumento significativo da Cp membranar expressa
Inicio da doenga pelos mondcitos do sangue periférico dos doentes em comparagao
Precoce (25 anos), (n) - 9 com 0s controlos.
Tardio (>25 anos), (n) - 16 . L . .
Finalmente, a medicéo sérica dos varios marcadores do metabolis-
Sintomatologia o
) mo do Fe mostrou um aumento significativo na Tf e CTFF nos do-
Uveite (n) - 10
CAtite) R 0 entes com DB. Nao se encontraram diferengas significativas nas
© Tromboflebite () - 5 concentragdes séricas de Fe e Ft quando se fez a comparagéo en-
tre 0s dois grupos em estudo.
através de um ensaio imunoenzimatico. Adicional- . . S . .
Tabela 2: ['7 Resumo de pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos

mente, a determinagao quantitativa da concentra- medidos em individuos sauddveis (n=24) e doentes com DB (n=25).

¢ao de mieloperoxidase (MPQO) no soro baseou-se
na técnica de ELISA, utilizando um kit comercial. Controlos (n=24)

Finalmente, o estudo da expressdo da Cp nas

sumarizados na Tabela 2.

Inflamagéo
varias subpopulagdes leucocitarias fez-se através CRP (mg/dl) 0.20 (0.10-0.30) 0.45%(0.19-0.74)
da técnica de citometria de fluxo Cpfge)  30ps3)  89%@s0
Bam (ug/l) 938(866-1038) 11458 (1040-1447)
Resultados Clootostoms O easery  isfeis)
Os resultados laboratoriais obtidos encontram-se —V—N;erg;t @ los 7(7*17276 L seet4s 456,6—(3—'1{37 %9
Linfécitos (x10°/ml) 1.8(1.6-2.1) 1.7(1.5-2.5)

MPO (ng/ml) 0.88(0.55-1.5) 1.52(0.95-2.1)

A anélise comparativa dos marcadores inflamaté- :
Metabolismo do Ferro

rios séricos mostrou um aumento significativo de

Fe (ug/dL) 105(85-119) 103(73-129)
todas as proteinas inflamatorias (Cp, CRP e B2m) "'F{'(}ﬁ'g'/'d{) """"""""""""""""""" 57'('3'(')'_'1'1'4)' """""""""""" 8 1’@';1'_'124'95 """""
em doentes com DB comparativamente aos indi- Tf (mg/dl) 253(226-273) 305%(270-330)
viduos saudaveis. CTFF (mg/dl) 316(283-341) 381%(336-413)
GRCp 363 (318-409) 401 (317-409)
Um aumento significativo da concentragéo sérica ~ PBLCP ~ 63@48r9)  68(53-83
MNCp 103 (87-119) 123 (109-137)

da MPO foi também encontrado no grupo dos do-

entes em comparagao com 0s controlos. Os resultados estéo apresentados como média (1° quartil-3° quartil); #p<0,05 vs controlos; CRP- proteina C

reativa; Cp- ceruloplasmina; B2-m- B2-microglobulina; MPO- mieloperoxidase; Fe- ferro; Ft- ferritina; Tf-
transferrina; CTFF- capacidade total de fixaga@o do Fe; GRCp- expressdo de Cp a superficie dos granulécitos
de sangue periférico; PBLCp- expressdo de Cp a superficie de linfécitos de sangue periférico; MNCp-
expresséo de Cp a superficie de mondcitos de sangue periférico.
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_Discussao

Para além da evidéncia de que a DB pode estar fortemente asso-
ciada a uma componente genética (14), varios estudos mostram
que a inflamagdo tem um papel determinante na fisiopatologia
desta doenca. De fato, os resultados obtidos no presente estudo
confirmam esta hipdtese visto que todos os marcadores inflama-
torios séricos medidos mostraram-se significativamente aumen-
tados nos doentes comparativamente aos controlos.

Por outro lado, tem sido anteriormente reportada a existéncia de
vérias alterag6es leucocitarias na DB (15-17), As nossas observa-
¢oes também reforgam esta nocéo, visto ter sido encontrado um
aumento significativo do nimero total de leucécitos circulantes
em individuos com DB. Esse resultado deveu-se essencialmente
ao aumento do numero de neutréfilos, o que parece corroborar 0
aumento significativo da concentragao sérica de MPO observada
nestes doentes. Efetivamente, estudos anteriores mostram que
0s neutrdfilos estdo hiperativados na DB (18-19) ¢, nestas condi-
coes segregam quantidades consideraveis de MPO (20) que con-
tribuem para a lesao tecidular observada nesta doenga.

O balango pré/antioxidante sistémico esta fortemente ligado a
capacidade de impedir reacdes de formagao de radicais livres
mediadas por metais de transicdo. Neste contexto, proteinas de
ligagado/oxidagdo de Fe sdo consideradas como 0s mais impor-
tantes antioxidantes existentes no plasma (2). Neste trabalho,
para além do aumento significativo da Cp sérica encontrado nos
doentes com DB, observou-se também um aumento significativo
da Tf (e da CTFF), sugerindo o envolvimento destas proteinas em
mecanismos de prote¢ao contra uma potencial lesdo oxidativa.

Muito embora a Cp seja normalmente considerada como uma pro-
teina sérica de sintese maioritariamente hepatica, foi anteriormen-
te por nés demonstrado que as células imunes sdo capazes de
sintetizar ambas isoformas (°:19). Os resultados aqui obtidos mos-
traram que os granulécitos constituem a subpopulagao leucocita-
ria com maior expressao de Gp a sua superficie. Adicionalmente,
observou-se um aumento significativo do ndmero de neutréfilos
nos doentes com DB o que indica que estas células poderao con-
tribuir para 0 aumento da isoforma soluvel medida em circulagéo.

Por outro lado, 0 aumento da expressdo da Cp membranar nos
mondcitos de doentes com DB sugere um potencial papel alterna-
tivo desta proteina na defesa contra potenciais agentes infeciosos.
Efetivamente, tanto o papel desta isoforma facilitando o exporte de
Fe celular, como a reconhecida atividade bactericida (22) e pro-
oxidante (2%) da isoforma em circulacéo, apoiam ndo s¢ este pres-
suposto como também constituem um suporte adicional para a
proposta do envolvimento da infecdo na etiologia da DB.

_Concluséo

Os resultados obtidos neste trabalho mostram pela primeira vez a
existéncia de alteragtes significativas da expresséo de ambas as
isoformas da Cp na DB, muito especialmente no que respeita ao
aumento da Cp membranar a superficie dos mondcitos do sangue
periférico. E assim reforgada a importancia da relagao funcional
entre a inflamag&o, a imunidade inata e 0 metabolismo do Fe na
DB, sugerindo a implicagao de novas vias metabdlicas na patogé-
nese desta doenga que poderdo ser cruciais para 0 desenho de
novos alvos terapéuticos e/ou identificacdo de novos biomarca-
dores de diagndstico.
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_Introdugéo

O projeto EuroEVA (Efetividade da Vacina da Gripe na Europa) (1),
componente portuguesa do estudo europeu multicéntrico I-MOVE
(Monitoring vaccine effectiveness during influenza seasons and pan-
demics in Europe) (2 %), pretende obter estimativas da efetividade da
vacina sazonal e pandémica durante e apds a época de gripe. Desde
a época de 2008-2009, Portugal, juntamente com outros paises eu-
ropeus, tem vindo a implementar um protocolo comum, utilizando um
desenho de estudo caso-controlo, onde casos de sindrome gripal
(SG) confirmados laboratorialmente para virus influenza, sdo compa-
rados com um grupo controlo, constituido por pacientes que tém SG
mas sao confirmados laboratorialmente negativos para influenza. Os
resultados apresentados referem-se 4 época 2013/2014 e destinam-
se a obter a estimativa da efetividade da vacina antigripal sazonal para
individuos de todas as idades e nos com 60 e mais anos.

_Objetivo

O estudo EuroEVA tem como objetivo estimar a efetividade da vacina
antigripal sazonal na populagéao geral e nos individuos com 60 ou mais
anos de idade.

_Materiais e métodos

Foi utilizado um delineamento caso-controlo, onde doentes com sin-
drome gripa, cujo resultado laboratorial foi positivo para a gripe (SG+)
sdo comparados com controlos, casos SG com resultado laborato-
rial negativo para gripe (SG-). Os doentes de SG s&o selecionados de
entre aqueles com sinais e sintomas de SG, critério EU (4) numa con-
sulta com um médico de familia (MF).

Foram incluidos no estudo todos 0s SG com 60 ou mais anos, e

apenas 2 SG por semana de utentes com menos do que 60 anos
(cada MF tem um dia da semana para recrutar SG, selecionando no
dia estabelecido 0s 2 primeiros casos que acorram a sua consulta).

A informacao relevante incluindo sociodemografica, caracteristicas
clinicas do SG, estado vacinal e potenciais fatores de confundimen-
to (historia tabagica, presenca de doencas cronicas, estado funcio-
nal, nivel educacional, nimero de consultas de MF nos Ultimos 12
meses) foi obtida através de um questionario. Foram considerados
como vacinados os casos SG que receberam uma dose da vacina
trivalente 2013-14, pelo menos 14 dias antes do inicio dos sintomas.

Para a caracterizagdo da amostra, efetuou-se a analise estatistica
descritiva univariada e bivariada, sendo apresentadas as frequén-
cias relativas, em forma de percentagem, para cada nivel das
variaveis de desagregacao. As caracteristicas dos casos e contro-
los foram comparadas utilizando Testes de Qui-Quadrado, Teste
exato de Fisher, Testes t ou Testes de Mann-Whitney dependendo
da variavel em analise, da dimensé&o da amostra e da verificagao
dos pressupostos dos testes. A efetividade da vacina (EV) foi esti-
mada através de EV=1-OR sendo OR o0 odd ratio de estar vacinado
nos casos Vs controlos.

_Resultados

Nesta época 2013/2014, aceitaram participar no projeto EuroEVA,
49 médicos de familia, dos quais 23 reportaram casos de SG, cor-
respondendo a uma taxa de participacao de 47% (Figura 1). Du-
rante o periodo de estudo, da semana 50/2012 a semana 14/2013,
foram selecionados 143 individuos com SG (Gréfico 1).

Apds excluséo de 25 casos, por ndo cumprirem com 0s critérios
de incluséo, foram incluidos na andlise 125 individuos com SG (77
Casos e 48 Controlos). De entre os Casos, 49 (62%) eram do tipo
A(HIN1)pdm09 e 28 (38%) do tipo A(HS.

A cobertura da vacina (CV) nos controlos foi de 29,2% e estatisti-
camente diferente da CV nos casos Influenza (11,7%). Resultados
semelhantes foram obtidos no grupo alvo da vacinacao, sendo a
CV dos controlos (54,2%) mais elevada que a correspondente co-
bertura nos casos influenza (CV cas0s=26,5%) (Gréfico 2).
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Figura 1: [ Distribuicdo dos médicos de familia participantes no EuroEVA 2013-2014.
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Gréafico 2: [l Cobertura da vacina sazonal antigripal nos casos
Influenza, na populagédo geral e no grupo alvo da
vacinagéo.
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p - comparagao da cobertura da vacina entre casos e controlos

Para obter estimativas da EV ajustadas, procedeu-se a analise dos
potenciais fatores de confundimento que alteravam em pelo menos
10% o0 OR da vacina sazonal antigripal 2013-14. Os resultados desta
analise encontra-se no Gréfico 3, e de acordo com a mesma os fa-
tores que mais contribuem para alterar o OR bruto foram pertencer

a0 grupo alvo da vacinacao (-15%) e o niumero de coabitantes (11%).

Gréfico 3: ] Percentagem de alteragdo do OR bruto da vacina
sazonal antigripal.
Consulta MF
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A estimativa ajustada, para efeito de confundimento, da efetividade
da vacina (EV) foi de 50,2% considerando toda a amostra. No grupo
alvo da vacinacao, a EV ajustada aumenta para 63,9%. Ambas esti-
mativas nao tinham significado estatistico (Tabela 1).

Tabela 1: '] Efetividade da vacina antigripal sazonal 2013-14 contra casos Influenza (estimativa bruta e
ajustada), total e no grupo alvo da vacinagéo.
- 1C95% n BV lces%
Todos 125 | 67,9 10,3 a 88,8 125 50,2 | -59,5 a 84,5
| Gupoahodavacnagio | 58 695 524918 58 639  -41a908
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_Concluséo

Nesta época, deu-se um inicio tardio do EuroEVA, na semana
50/2013, tendo-se recrutado um nimero de MF inferior compara-
tivamente a época anterior (49 vs 69 em 2012/13). Esta diminui-
céo teve repercussdes na dimensao da amostra, tendo a mesma
reduzido em 63% (de 392 em 2012-13 para 145 em 2013-14).

Ainda assim, foi possivel estimar a EV sazonal ajustada, situando-
se nesta época em aproximadamente 50% (total da amostra) e 64%
no grupo alvo da vacina. O valor estimado no EuroEVA é superior ao
estimado num estudo em Espanha, que obteve uma EV contra gripe
de 35% (95% IC: -9 a 62) (total da amostra) (5).

Esta informacéo foi incluida no estudo multicéntrico IMOVE de
modo a obter estimativas da EV sazonal a nivel europeu.

A reduzida dimenséo da amostra inviabiliza anélises adicionais, no-
meadamente, por tipo de virus em circulagao.
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_Introdugéo

A emergéncia e rapida disseminagéo de isolados de Enterobac-
teriaceae produtores de carbapenemases constitui um problema
crescente, com consequéncias importantes no tratamento e con-
trole de infe¢cdo, nomeadamente em Portugal. Assim, o objetivo
do presente estudo foi investigar os mecanismos de resisténcia
envolvidos na suscetibilidade diminuida aos carbapenemos em
isolados clinicos de Enterobacteriaceae.

_Material e métodos

Foram estudados 61 isolados de Enterobacteriaceae (26 Klebsiella
spp., 15 Escherichia coli, 9 Enterobacter spp, 6 Morganella mor-
gannii, 4 Proteus mirabilis € 1 Serratia marcescens), enviados ao
Laboratorio Nacional de Referéncia da Resisténcia aos Antibidticos
e Infecdes Associadas aos Cuidados de Satde do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) provenientes de hospitais
portugueses, no &mbito do programa Antimicrobial Resistance
Surveillance Program in Portugal (ARSIP), de vigilancia laboratorial
da suscetibilidade aos antibidticos.

A maioria das amostras foi isolada a partir da urina de doentes (=
65 anos) do sexo masculino, em 4 regides distintas de Portugal.

A caracterizagdo da suscetibilidade aos antibiéticos foi efetua-
da pelo método de difusdo em disco, e pela determinagdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM), segundo as normas da
SFM/2012 (http://www.sfm-microbiologie.org/) e do EUCAST/2012
(http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/), respetivamente.
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Os isolados que apresentavam suscetibilidade diminuida ao imipine-
mo, meropenemo e/ou ertapenemo, e sinergia destes carbapenemos
com o acido borénico (e/ou acido clavulanico), foram considerados
putativos produtores de carbapenemases de classe A.

As técnicas de PCR e sequenciagao foram utilizadas para detetar e
identificar os genes que codificam B-lactamases, assim como para
0 estudo do respetivo ambiente genético.

A transferéncia dos genes blayps.5 para um sistema isogénico,
foi efetuado por conjugacdo e eletroporacédo, a identificagdo
dos grupos de incompatibilidade dos plasmideos por PCR-
Based Replicon Typing e o estudo da diversidade genética dos
isolados de K. pneumoniae por Multilocus Sequence Typing,
(www.pasteur.fr/mlst/Kpneumoniae.html).

_Resultados e discusséo

Dos 61 isolados estudados, 20 foram considerados putativos pro-
dutores de carbapenemases de Classe A. No entanto, confirmou-se
esta producdo em 6 isolados (5 Klebsiella pneumoniae e 1
Enterobacter cloacag), os quais apresentavam um fenétipo de mul-
tirresisténcia (resisténcia a pelo menos trés classes de antibiéticos
estruturalmente néo relacionadas) e suscetibilidade apenas a colisti-

na (Tabela 1).

A caracterizagéo genotipica confirmou o fendtipo, pois identificou
a sequéncia correspondente ao gene que codifica a carbapenema-
se KPC-3, em co-expressao com B-lactamases parentais (TEM-1,
SHV-1, SHV-14, SHV-146, OXA-30), conferem resisténcia aos inibi-
dores (SHV-26) e de espectro alargado (CTX-M-15) (Tabela 1).

A montante do gene blayp_5 foi identificado o transposéo Tn4401
(variante d) com uma delecao de 68 nucledtidos, na zona do pro-
motor (Figura 1); esta variante, até a data, foi apenas descrita nos
Estados Unidos da América e no Canada, associada a uma eleva-
da resisténcia aos carbapenemos.

Foram identificados plasmideos inseridos em diferentes grupos
de incompatibilidade, dos quais apenas o IncFrepB foi transferido
horizontalmente com o gene blayp.5 (Tabela 1).
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Tabela 1: [l Caracteristicas dos isolados produtores de KPC-3.

Suscetibilidade® MLSTb PBRT ¢ B-lactamases identificadas

K. pneumoniae INSRA10302 C 3 B,CAST 3 ST14 3 NT ; KPC-3 + TEM-1 + SHV-1 +SHV-1
E cloacae INSRATIOS4 A BCASTQ - N kwes
K pneumoniae INSRA12031 A BCASTOQF S8  IncrepB IncFlls  KPC-3+TEM-1+SHV-26
K. pneumoniae INSRA12267 D BOGASTQ  ST960  IncFrep,IncFlls  KPC-3+TEM- +SHV-164°
E coli DHSa-KPC-3 (p12267)° - - BCGAS - IncFrep8 | KPC-3+TEM-1
| K preumoniae INSRAT3165 B B,C,AS,T,Q  ST4I6  IncFrepB,IncFlls  KPC-3+TEM- +SHV-4+

1 1 1 1 | OXA-30 + CTX-M-15
| K preumoniae INSRAI41SS A BGASQ  STS  IncFrepBIncP  KPC3+TEMA
| EcoliKI2C600-KPC-3 (p14159) - B.GAS - ncFlesd  KPC3eTEMH

@ perfil de suscetibilidade diminuida aos seguintes antibiéticos: B (amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, ticarcilina, piperacilina, piperacilina/tazobac-
tame, cefalotina, cefuroxima, cefoxitina, cefixima, cefpodoxima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima, e/ou aztreonam); C (imipenemo, mero-
penemo e/ou ertapenemo); A (canamicina, gentamicina e/ou amicacina); S (co-trimoxazol), T (tigeciclina); Q (4cido nalidixico, norfloxacina, pefloxacina
e/ou ciprofloxacina); F (fosfomicina); b MLST, Muttiloccus Sequence Typing; ¢ PBRT, PCR-Based Replicon Typing; d B-lactamase parental, aqui descrita
pela primeira vez (acession number HE981194); € Transformante do isolado clinico K. pneumoniae INSRA12267; f Transconjugante do isolado clinico K.
pneumoniae INSRA14159; NT, nao tipavel.

Figura 1: [71 Representagdo do transposéo Tn4401 (variante d) contendo o gene blayp 3.

delecao 68-pb

TTCGTTTTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGG

istA istB bl ee.s tnpA
—y —

k ISKpn7 ISKpn6 j

4110bp

Verificou-se ainda que os isolados de K. pneumoniae pertenciam Em conclus&o, o presente estudo sugere a disseminacdo do gene
a diferentes sequéncias tipo (Tabela 1), como o ST14, que tem blaypc.5 entre isolados com elevada diversidade genética, embora
também sido descrito associado a isolados de K. pneumoniae fosse encontrado localizado num elemento genético mével idéntico,
produtores da metalo-p-lactamase NDM, o ST146, associado 0 Tn4401d, e este fosse veiculado por um Unico tipo de plasmideo
a um clone epidémico produtor da cefalosporinase DHA-1, e 0 (IncFrepB).

ST960, identificado pela primeira vez neste estudo.

Adaptado de: Manageiro V, Ferreira E, Louro D, The Antimicrobial Resistance Surveillance Program in Portugal (ARSIP), Caniga M. Polyclonal KPC-3-producing Enterobacte-
riaceae in Portugal. In: Mendez-Vilas A. (ed). Worldwide research efforts in the fighting against microbial pathogens: from basic research to technological developments. Flo-
rida: BrownWalker Press, 2013, p. 212-16.
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_Perfis de resisténcia de Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium e
Salmonella 4,5,[12]:i:- responsaveis por
infecao humana, 1998-2013

Leonor Silveira, Adelaide Marques, Patricia Conde,
Jodo Santos, Jorge Machado

jorge.machado@insa.min-saude.pt

Laboratdrio Nacional de Referéncia de Infe¢bes Gastrintestinais. Departamento de
Doencas Infeciosas, INSA.

_Introdugéo

A resisténcia a antimicrobianos é um problema de saude publica
emergente na Unido Europeia (UE), principalmente nos paises do
sul da Europa (Gréfico 1) (1. 2) ¢ resulta sobretudo da prescricao
desajustada e do uso indiscriminado e inadequado de antibioti-
cos (2),

E preocupante constatar que Portugal se encontra entre 0s paises
da Europa que mais consome antibidticos, tanto a nivel do trata-
mento clinico (Gréfico 1) como da produgao animal. Este problema
requer atencao e tomada de medidas redobradas, tendo em conta
o0 impacto da globalizagdo e dos fenémenos migratorios.

_Objetivo

Neste artigo é feita a andlise retrospetiva dos perfis de resisténcia a
antibiéticos dos serotipos mais comuns em Portugal (%), S. Enteriti-
dis, S. Typhimurium e S. 4,[5],12:i:-, estudados no Instituto Nacional
Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 1998 e 2013.

_Métodos

Durante o periodo em estudo foram realizados no Laboratério
Nacional de Referéncia de Infecdes Gastrintestinais do Departa-
mento de Doencas Infeciosas do INSA, testes de suscetibilidade
a antimicrobianos (TSAs) a 1739 estirpes de Salmonella enterica

Grafico 1: [ Consumo de antibidticos em 2011, expresso em Dose Didria Definida por 1000 habitantes por dia, em 12 paises
europeus e Kosovo comparado com 29 paises ESAC-Net. Adaptado de Versporten et al. (2)
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responsaveis por casos humanos de infegéo: 152 estirpes de Sal-
monella 4,[5],12:i:-, 1075 estirpes de Salmonella Typhimurium e
512 estirpes de Salmonella Enteritidis.

Os TSAs foram realizados pelo método de difusdo em disco
segundo as diretrizes da EUCAST (6). Foram estudados os se-
guintes antibiéticos: ampicilina (Amp/A), amoxicilina/acido clavu-
lamico (Amc), cefalotina (Kf), cefuroxima (Cxm), cefotaxima (Ctx),
sulfametoxazol/trimetroprim (Stx/Su), estreptomicina (S), tetra-
ciclina (Te/T), gentamicina (Cn), kanamicina (K), acido nalidixico
(Na), cloranfenicol (C), norfloxacina (Nor) e ciprofloxacina (Cip),
sendo utilizada, como controlo de qualidade, a estirpe de Esche-
richia coli ATCC 25922.

_Resultados
De um total de 1739 estirpes analisadas, a percentagem global
de resisténcia a Kf, Cxm, Ctx, Stx, Cn, K, Cip e Nor foi baixa, en-

contrando-se atualmente, na maioria dos casos, abaixo de 5%
(Tabela 1). E também possivel verificar que, & excecdo de alguns
casos pontuais, a percentagem de resisténcias tem vindo a dimi-
nuir ao longo dos anos.

De acordo com a Tabela 1, os serotipos S. Thyphimurium e S.
4,[5],12:i:-, considerados clonais, possuem perfis de resisténcia se-
melhantes, apresentando maioritariamente resisténcia a ampicilina,
estreptomicina e tetraciclina (>70%). Ao contrario de S. 4,[5],12:i:-,
S. Thyphimurium apresenta percentagens elevadas de resisténcia a
cloranfenicol, variando entre 40 e 88%. Por outro lado, S. 4,[5],12:i:-
nao apresenta resisténcia a ciprofloxacina nem a norfloxacina, em
oposi¢ao a S. Thyphimurium. Entre 2000 e 2002, verificou-se um
aumento percentual de resisténcia a diversos antibidticos das estir-
pes de S. Thyphimurium, coincidente com o aumento de fagotipos
altamente resistentes DT104 e U302.

Tabela 1: ] Percentagem de resisténcia por antibidtico e ano de isolamento das 1739 estirpes de Salmonella enterica

(Enteritidis, Thyphimurium e 4,[5],12:i:-), 1998-2013.

% de resisténcia

Serotipo Periodo  N°estirpes Amp Amc Kf Cxm

| 1998-1999 1 194 361 ! 242 289 . 170

Ctx  Stx S Cn K Te C Na Cip  Nor

S.Enteritidis 20002002 251 40,6 135 251 127 72 191 211 167 108 454 231 622 96 -
20122013 67 388 60 30 00 00 15 149 00 00 164 30 522 00 00
19081999 72 917 625 236 208 14 347 944 139 208 903 85 236 42 -
20002002 88 955 830 852 830 761 795 659 682 216 977 818 836 455 -

S. Typhimurium | 2006-2008 | 301 784 21,6 « 17,9 | 14,0

20122013 64 797 219 31 . 16 00 31 750 16 00 781 453 47 16 16
| 2010201~ 55 855 364 91 18 . 18 109 927 . 73 : 00 836 145 55 00 = 00
S.4,[5],12:i2' e [ S o """""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

 2012-2013 97 © 845 186 21 1,0
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Em relacdo a S. Enteritidis, entre 1998 e 1999, a maior parte das es-
tirpes apresentou resisténcia a estreptomicina (64,4%). No periodo
subsequente, entre 2000 e 2002, 62,2% das estirpes deste serotipo
apresentava resisténcia a &cido nalidixico. Mais recentemente, entre
2012 e 2013, 52,2% das estirpes S. Enteritidis apresentou também
resisténcia a este antibidtico.

Nos Ultimos anos (2012-2013), e apesar de terem sido identifica-
dos 20 isolados dos trés serotipos em estudo sensiveis a todos 0s
antibidticos (8,8%; 20/228), grande parte das estirpes apresenta-
ram resisténcia a mais do que trés antibidticos (55,3%; 126/228)
(Tabela 2). Saliente-se que 21 isolados apresentaram resisténcia
a cinco ou mais antibioticos (9,2%), e que uma destas estirpes, de
serotipo S. Thyphimurium, apresentou resisténcia a nove antibi6-
ticos (Amp, Kf, Cxm, S, Cn, Te, Na, Cip e Nor) e ainda suscetibili-
dade diminuida a cefotaxima.

Tabela 2: [] Nidmero de resisténcias das estirpes de Salmonella
enterica (Enteritidis, Thyphimurium e 4,[5],12:i:-),
2012-2013.

Ne¢ de isolados Perc?g;:)agem
0 20 8,8
""""" e 0
""""" > s 1m0
""""" s s 29
""""" s w202
""" soumals 21 92
Total 228 100

Relativamente aos perfis de resisténcia de cada serotipo, o perfil
com maior expressao em S. 4,[5],12:i:- foi AST (resisténcia a ampi-
cilina, estreptomicina e tetraciclina), identificado em 56,7% (55/97)
dos isolados entre 2012 e 2013 (Tabela 3). Este perfil foi também
identificado em 20,3% (13/64) das estirpes de S. Thyphimurium.
Contudo, o perfil de resisténcia mais observado neste serotipo foi
ACST (resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e te-
traciclina) em 42,2% (27/64) dos isolados. Quanto a S. Enteritidis,
os perfis de resisténcia mais frequentes foram a acido nalidixico
(53,8%) ou a ampicilina (17,5%) (Tabela 3).

Tabela 3: '] Perfis de resisténcia mais comuns das estirpes de
Salmonella enterica (Enteritidis, Thyphimurium e

4,[5],12:i-), 2012-2013.

q Perfil de resisténcia | o o Percentagem

S. 4,[5],12:0:- AST 55 56,7
ACST 27 42,2

S. Thyphimurium |
AST 13 20,3
N 43 53,8

S. Enteritidis |
A 14 17,5

_Discusséo e concluséo

Apesar de se verificar uma aparente diminuicéo das resisténcias a
antibiéticos nas estirpes clinicas de S. Enteritidis, S. Typhimurium
e S. 4,[5],12:i:-, continuam a existir valores elevados de resisténcia
a ampicilina, tetraciclina e estreptomicina. Estes antibiéticos tém
sido utilizados na produgéo animal como fatores de crescimento,
podendo inferir-se que seja esta uma das causas do aparecimen-
to de estirpes resistentes em humanos (7).

Embora as infecdes por Salmonella spp. sejam na sua grande maio-
ria autolimitadas, podem dar origem a infecdes sistémicas bastante
graves, tornando-se necessaria a utilizagao de antibidticos como as
fluoroquinolonas e as cefalosporinas de terceira geracao. O aumen-
to da resisténcia de estirpes de Salmonella enterica a estes grupos
de antibiéticos tem-se verificado em todo mundo, realidade que
compromete a efetividade dos tratamentos de infecdes invasivas
(8). Apesar da resisténcia, encontrada neste estudo, ser pouco fre-
quente para estes antibiéticos (<1%), a mesma nao devera ser negli-
genciada. De facto, observou-se que duas estirpes com resisténcia
a cefuroxima (cefalosporina de 22 geragéo) apresentaram suscetibi-
lidade reduzida a cefotaxima (cefalosporina de 3% geragao), sendo
inclusivamente uma delas, resistente a nove antibiéticos, nomeada-
mente as cefalosporinas (12 e 22 geracao) e quinolonas.

Neste estudo, os perfis de resisténcia mais comuns foram i) o perfil
ACST em S. Typhimurium; i) o perfil AST em S. 4,[5],12:i:-; iii) € em
S. Enteritidis a resisténcia a acido nalidixico, a semelhanca do que
tem sido observado na Europa (3 4).
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Em conclusdo, e apesar das limitagdes do estudo, o facto de se en-
contrarem 0s mesmos perfis de multirresisténcia por toda Europa
alerta para o impacto desta problematica globalizada, que exige
concertacao de esforcos no sentido de preservar a efetividade dos
tratamentos de infe¢Oes bacterianas.
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_Introducéo

Neisseria gonorrhoeae, uma bactéria que infeta exclusivamente o
Homem, transmite-se por contacto sexual e é responsavel pela go-
norreia, que se caracteriza por uretrite, cervicite, faringite ou procti-
te. Ainfegdo gonocdcica na mulher pode progredir até as trompas
de Falopio e causar salpingite e infertilidade tubaria. Em ambos os
sexos a infe¢ao pode disseminar-se pelo organismo causando artri-
te, meningite ou endocardite. N. gonorrhoeae pode igualmente ser
transmitida ao recém-nascido no momento do parto causando infe-
¢ao perinatal. Acrescente-se que a existéncia de infegdes assinto-
méticas favorece a transmissao da infe¢éo gonocécica (1),

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou em
106 milhdes o nimero mundial de casos de gonorreia na popula-
cdo adulta (2) e o European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) determinou N. gonorrhoeae como sendo a se-
gunda causa bacteriana mais notificada de infe¢do sexualmen-
te transmissivel (IST) na Europa, a seguir a infegao por Chlamydia
trachomatis. Neste continente, o nimero de casos de N. gonor-
rhoeae aumentou 62% desde 2008. Em 2012 foram notificados
47.387 casos de gonorreia em 29 paises da Unido Europeia € da
EEA, com uma taxa de incidéncia global de 15.3/100.000 habitan-
tes (3. Portugal tem uma das taxas mais baixas a nivel europeu
(< 1.5/100.000 habitantes), provavelmente devido as caracteristi-
cas intrinsecas da notificagao passiva dos sistemas de vigilancia
que favorecem a subnotificacéo de casos ().

Para além de constituir uma infe¢do frequente, N. gonorrhoeag evi-

dencia uma extraordinaria capacidade de desenvolver resisténcias
amultiplas classes de antibigticos (4), tornando essenciais a vigilan-
cia continua e a monitorizagao laboratorial da resisténcia aos anti-
microbianos. De facto, a emergéncia de estirpes de N. gonorrhoeae
com suscetibilidade diminuida e com resisténcia as cefalosporinas
(que constituem a Ultima linha de tratamento), a elevada prevalén-
cia de estirpes resistentes a penicilina e a tetraciclina e, mais recen-
temente, também as quinolonas e aos macrolidos, constituem uma
ameaga para a saude publica, levando a OMS a considerar que a
gonorreia pode tornar-se uma doencga incurdvel, a luz das opcdes
terapéuticas atuais (2).

Em 2004, o Laboratorio Nacional de Referéncia das Infegbes Sexu-
almente Transmissiveis (LNR_IST) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) deu inicio a um processo de cole¢ao
de estirpes de N. gonorrhoeae assente nas estirpes isoladas pelo
préprio INSA e também por um numero limitado de laboratérios. Em
2010, o INSA formalizou a criagc@o de uma Rede Nacional de Labo-
ratérios com o intuito de alargar a colecao de estirpes de N. gonor-
rhoeae isoladas em Portugal, para: 1) monitorizar as resisténcias
aos antibidticos e rapidamente identificar surtos de resisténcia; 2)
determinar os tipos bacterianos circulantes; 3) reconhecer eventu-
ais cadeias de transmissao; e, 4) reunir dados sobre as infegdes por
N. gonorrhoeae existentes no nosso pais que contribuam para a
rede europeia de vigilancia laboratorial de N. gonorrhoeae promo-
vida pelo ECDC.

_Objetivo

Com a finalidade de evidenciar as vantagens da existéncia de uma
rede de laboratérios para constituir uma cole¢ao nacional de estir-
pes de N. gonorrhoeae, este artigo tem como objetivo apresentar
os resultados da determinagdo do fendtipo de resisténcia a ceftria-
xona, cefixima, espectinomicina e ciprofloxacina e da identificagdo
dos principais tipos moleculares das estirpes colecionadas em Por-
tugal de 2004 a 2013.
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_Material e métodos

O LNR_IST do INSA recebe as estirpes de N. gonorrhoeae, atual-
mente isoladas em 45 laboratérios publicos ou privados, que vo-
luntariamente participam na Rede Nacional de Laboratérios para
a colecao de estirpes de N. gonorrhoeae distribuidos por Portu-
gal Continental. As estirpes de N. gonorrhoeae enviadas para o
INSA sdo acompanhadas de um codigo de identificacao e de in-
formacéao sobre o local anatémico de infecao, o género, a idade
e o0 concelho de residéncia da pessoa infetada.

O Laboratério de Microbiologia da Unidade Laboratorial Integra-
da do Departamento de Doengas Infeciosas do INSA determina
a producgdo de beta-lactamases e, pelo método E-teste, estuda a
suscetibilidade das estirpes de N. gonorrhoeae a varios antibioti-
cos, entre 0s quais a ceftriaxona, a cefixima, a espectinomicina e
a ciprofloxacina. Os resultados do perfil de resisténcia para estes
quatro antibidticos sdo comunicados aos respetivos laboratérios
de origem.

O LNR_IST do INSA determina o tipo NG-MAST (®) de todas as es-
tirpes de N. gonorrhoeae para conhecimento dos tipos bacterianos
circulantes e subsequente reconhecimento de eventuais cadeias de
transmissao. O método tem elevado poder discriminatério pois ba-
seia-se em dois dos genes mais variaveis de N. gonorrhoeae, por e
tbpB; dada a rapidez com que a bactéria & capaz de variar a sequ-
éncia destes dois genes, 0 método NG-MAST possibilita identificar
grupos de individuos infetados por um mesmo tipo bacteriano, re-
lacionados entre si num curto espaco de tempo. No NG-MAST, as
sequéncias por e tbpB obtidas para cada estirpe sdo comparadas
com os alelos existentes na aplicagdo NG-MAST; cada tipo bacte-
riano (ST) corresponde a uma combinagdo Unica dum alelo por com
um alelo tbpB.

_Resultados
Entre 2004 e 2013 foram recebidas no INSA 707 estirpes de N. go-

norrhoeae (271, de 2004 a 2009; 436 de 2010 a 2013). Cinquenta e
seis (7,9%) do total de estirpes revelaram ser produtoras de beta-lac-
tamases e 290 (41,0%) revelaram resisténcia a ciprofloxacina. Durante
0 perfodo em andlise, ndo foram registados quaisquer casos de re-
sisténcia a espectinomicina, cefixima ou ceftriaxona (antibitico atual-
mente recomendado para o tratamento da gonorreia) (6). No conjunto
das 707 estirpes, sete e dez estirpes revelaram suscetibilidade dimi-
nuida as cefixima e ceftriaxona, respetivamente.

Foram identificados mais de 250 tipos NG-MAST, sendo os mais
frequentes 0s tipos bacterianos ST1407 (63 estirpes), ST2 (33 es-
tirpes), ST225 (30 estirpes) e ST2992 (27 estirpes); 79% dos ST
(197/250) foram detetados apenas uma ou duas vezes. Todas as
30 estirpes ST225 € 90,5% (57/63) das estirpes ST1407 foram re-
sistentes a ciprofloxacina.

_Discussao

Aimplementacédo da Rede Nacional de Laboratérios para a colegao
de estirpes de N. gonorrhoeae tem permitido aumentar o numero
de laboratorios participantes, bem como a diversidade geogréfica
a0 longo do pafs. E de realgar que ao longo dos anos aumentou o
numero de estirpes enviadas ao INSA: 17 em 2004 // 72 em 2010
// 146 em 2013; por outro lado, e, se até 2009, 91% (246/271) das
estirpes eram isoladas de pessoas residentes em Lisboa, a partir
de 2010 esta situagao apenas se verificou em 37% (162/436) dos
casos, sendo o0s restantes 63% (274/436) diagnosticados noutras
regides do pais. Contudo, esta variagdo nao permite qualquer ex-
trapolacéo sobre a distribuicao geografica de estirpes de N. gonor-
rhoeae a nivel nacional, provavelmente refletindo apenas o impacte
da localizagao dos laboratorios participantes na mesma.

Contrariamente ao observado noutros paises (7), e por motivos
ainda desconhecidos, a colegdo portuguesa de estirpes de N. go-
norrhoeae nao inclui estirpes resistentes a ceftriaxona e séo es-
cassas as estirpes com suscetibilidade diminuida.

A capacidade de transformagao genética de N. gonorrhoeae, que
tem facilitado a aquisi¢do de variados mecanismos de resisténcia
(4) justifica, igualmente, a elevada variabilidade genética entre es-
tirpes da bactéria. A utilidade do sistema NG-MAST em termos de
reconhecimento de cadeias de transmiss&o, apesar de demonstra-
da, é discutivel dado que nem todas as infecdes sdo confirmadas
laboratorialmente e dadas as limitagdes da aplicagdo informatica
NG-MAST, que atribui nimeros sucessivos as novas sequéncias
genéticas de dois genes muito variaveis, por e tbpB, (5) sem uma
andlise cuidada da similaridade relativamente a sequéncias ja exis-
tentes no sistema. No entanto, o sistema NG-MAST tem revelado
que algumas estirpes sdo mais frequentes que outras, como é o
caso da ST1407, referida como a mais frequente em véarios estudos
europeus (7:8:9.10) sempre associada a resisténcias a um ou mais
antibidticos.




_Concluséo
Este artigo evidencia a importancia das redes laboratoriais na vigi-

lancia epidemioldgica de varias infe¢des, nomeadamente da infecao
por N. gonorrhoeae, contribuindo assim, para um melhor conheci-
mento sobre a epidemiologia molecular da infecéo e sobre os feno-
tipos de resisténcia aos antibiéticos circulantes em Portugal.
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_Introducéo e objectivo

A doenca invasiva meningococica (DIM) é endémica no mundo intei-
ro e constitui um problema de saude publica devido a sua elevada
morbilidade (incidéncia, gravidade e sequelas), principalmente em
criancas menores de dois anos de idade (1). Apés comercializagao
da vacina conjugada contra meningococos do serogrupo G (MenC)
no inicio da década de 2000, seguida de introdugdo nos Programas
Nacionais de Vacinacao (PNV) e campanhas de vacinagao em crian-
¢as e adolescentes, e ainda da introdugdo no mercado de vacinas
conjugadas tetravalentes (A, C, W135 e Y), para aplicagdo em
viajantes e em paises onde ha risco de DIM dos serogrupos W135
e Y, as estirpes de meningococos do serogrupo B tornaram-se
as principais responsaveis por casos de DIM nos paises industriali-
zados, nomeadamente em Portugal (13). O controlo de surtos cau-
sados por estirpes clonais de meningococos do serogrupo B tem
sido possivel com a utilizagdo de vacinas preparadas com base nas
vesiculas de membrana externa das estirpes epidémicas. Dos cons-
tuintes da membrana externa, a proteina PorA é a mais fortemente
imunogénica. Contudo, esta proteina ndo ¢ um alvo adequado
para a produgdo de vacinas universais para a DIM por serogrupo
B, devido a reconhecida variabilidade das suas sequéncias aminoa-
cidicas e consequente perda de eficacia da vacina face a estirpes
heterélogas do mesmo serogrupo (4).

A primeira vacina conjugada licenciada, competente para conferir
protecdo alargada contra infecdes por meningococos do serogrupo
B, ¢ a vacina 4CMenB (Bexsero®), dirigida a quatro componentes
da membrana externa bacteriana (5). Num estudo multicéntrico

desenvolvido em cinco paises europeus (Reino Unido, Franga, Ale-

> -
jﬁ"}_‘ _"Eh
- M &

manha, ltalia e Noruega), em que foi aplicada a técnica de MATS
(Meningococcal Antigen Typing System), concluiu-se que 78% das
estirpes invasivas circulantes naqueles paises eram cobertas por
esta vacina (%), Esta proporgao é mais elevada quando é avaliado
o titulo de anticorpos bactericidas circulantes 30 dias apds imuniza-
¢ao, possivelmente resultante de um efeito sinérgico na produgao
de anticorpos contra mltiplos antigénios (¢). A utilizagao da vacina
MenB foi autorizada pela Comissao Europeia em janeiro de 2013 e a
sua comercializacdo no mercado privado em Portugal teve inicio em
abril de 2014. A Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) aprovou
a utilizagao da vacina em criangas a partir de dois meses de idade,
com administragdo de doses intervaladas de um ou dois meses (7).

Este trabalho tem por objetivo caracterizar a distribuicao de casos
de DIM por meningococos do serogrupo B ocorridos na populagéo
portuguesa com menos de um ano de idade entre 2003 e 2012, e
refletir sobre a utilizagao da 4CMenB em Portugal.

Material e métodos

Foram analisados todos os casos de DIM (possiveis, provaveis e
confirmados) ocorridos num periodo de dez anos, entre 2003 e
2012. Utilizou-se como fonte de dados a Base de dados Nacional
de Doenca Invasiva Meningocécica (DIM), gerida pela Diregao-Geral
da Saude (DGS), resultante do Programa Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica Integrada da Doenga Meningocécica ®) que retine
0s dados recolhidos pela DGS e pelo Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA). A definicdo de “caso de DIM” seguiu
0s critérios estabelecidos pela Comissao Europeia em 2002 e atua-
lizados em 2008 (). Para o célculo da incidéncia de DIM utilizou-se
como denominador a populagdo média anual disponibilizada pelo
Instituto Nacional de Estatistica (INE). Para a descri¢do das caracte-
risticas dos casos de DIM por serogrupo e grupo etario recorreu-se
ao calculo das frequéncias absolutas e relativas por ano do inicio de
sintomas.

Resultados

Nos 10 anos de vigéncia do Programa Nacional de Vigilancia Epide-
mioldgica Integrada da DIM registaram-se um total de 1216 casos
de DIM, dos quais 967 (79,5%) foram classificados como casos
confirmados e 249 (20,5%) como possiveis ou provaveis. Ao longo
do periodo em analise, a incidéncia da DIM decresceu de 2,0 por
100 000 habitantes em 2003 para 0,7 por 100 000 habitantes em
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Grafico 1: [l Taxa de incidéncia global (/100 000 habitantes) da
doenga meningocdcica entre 2003 e 2012 em Por-
tugal.
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A taxa de incidéncia de DIM por todos os serogrupos foi sempre
mais elevada nos menores de 1 ano de idade, diminuindo gradu-
almente até ao 10-14 anos de idade (Gréfico 2). A incidéncia da
doenca diminuiu ao longo deste periodo de tempo em todos
0S grupos etarios mas com maior evidéncia nos menores de 5
anos de idade. Nos Ultimos 5 anos a incidéncia média anual nos
menores de 1 ano de idade foi de 20,2 casos/100 000 habitantes,
diminuindo para 6,3/100 000 habitantes no grupo etario 1-4 anos
e para 1,9/100.000 habitantes no grupo etario 5-9 anos. A média
anual da incidéncia foi inferior a 1/100 000 habitantes nos restan-
tes grupos etarios (Gréfico 2).

Gréafico 2: [} Média anual da taxa de incidéncia (/100 000 habitan-

tes) dos casos de DIM por grupo etédrio em Portugal,
2003-2007 e 2008-2012.
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A DIM por serogrupo C tornou-se rara (0 a 6 casos por ano) a
partir de 2007. Verificou-se um gradual decréscimo da doenga por
serogrupo B, cuja proporgao variou entre cerca de 49% e 92% dos
casos confirmados anualmente (Gréfico 3).

Gréfico 3: '] Proporgédo e nimero de casos confirmados de DIM
por serogrupo e ano de inicio de sintomas em Por-
tugal, 2003-2012.
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No Gréfico 4 verifica-se que, contrariamente ao que acontece com
0 numero de casos de DIM por meningococos do serogrupo C, cuja
distribuicao dos casos por més de idade ¢ uniforme ao longo do pri-
meiro ano de vida (0-5 casos por més de idade), 0 nimero de casos
por meningococos B é crescente desde o nascimento até atingir um
pico maximo (36 casos) aos seis meses de idade, a partir do qual
comega a decrescer de forma continuada. Dos casos de DIM por
meningococos do serogrupo B que ocorreram em criangas menores
de um ano, 67,7% (147/217) ocorreu até aos seis meses de idade e
37,8% (82/217) até aos quatro meses de idade.
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Gréfico 4: '] Distribuigdo do nimero de casos acumulados de DIM
por meningococos dos serogrupos B e C no primeiro
ano de vida em Portugal, 2003-2012.
Numero de
Ccasos
40 —
36
35
29
30
24
25 | 21
20
20 | 1 18
15
10 10
g 111
10
5
5 3 3 3
0 0 1 0 1 1 1 0
S R O R O R O R R A O IV O

|dade em meses

N° casos B N° casos C

_Discussao

A diminui¢do da incidéncia da DIM em Portugal durante os dltimos 10
anos ficou a dever-se, principalmente, a utilizacao da vacina conjuga-
da contra meningococos do serogrupo C, comercializada em 2001
e introduzida no PNV em 2006, acompanhada de uma campanha
de vacinacao de criangas e adolescentes até aos 18 anos de idade.
Observou-se também, neste periodo, por razdes ainda nédo explica-
das, uma diminuicao gradual da incidéncia da DIM por serogrupo B
em Portugal como noutros paises europeus (relatérios do European
Centre for Disease Prevention and Control - ECDC, disponiveis em
http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EU_IBD/Pag
es/index.aspx). No entanto a morbilidade da DIM por serogrupo B
permanece elevada. Os padrdes de incidéncia global e por grupo
etario da DIM por meningococos serogrupo B sdo semelhantes
em Portugal e nos restantes paises europeus notificadores para
arede europeia do projeto EU-IBIS - European Invasive Bacterial In-
fections Surveillance Network (dados publicados no site PubMLST -
Public databases for molecular typing and microbial genome diver-
sity, disponivel em http://pubmlst.org/neisseria/) e para o ECDC.

A distribuicdo do numero total de casos de DIM por meningococos
do serogrupo B, em Portugal, no primeiro ano de vida tem um perfil
caracteristico, com um pico ao sexto més de idade, a semelhanca
do observado noutros paises (19). Nao se atribuindo a esta distribui-
¢ao de casos de DIM qualquer variacdo demografica da populagéo
alvo, este facto sera certamente importante na escolha do esquema
de vacinac&o mais adequado. Dados da literatura indicam que com
um esquema de vacinagdo aos 2, 4 e 6 meses de idade, em co-ad-
ministragcdo com as vacinas do PNV, é alcangado um nivel protetor
de anticorpos bactericidas séricos ao sétimo més de vida. O de-
créscimo observado do nivel de anticorpos implica um reforco aos
12 meses de idade (1), Com um esquema de vacinacéo “acelera-
do”, aos 2, 3 e 4 meses de idade, atinge-se um nivel de imunidade
protetora aos cinco meses de idade, mas verifica-se um decrésci-
mo mais acentuado do nivel sérico de anticorpos bactericidas até
ao reforco aos 12 meses de idade (12). Esta informagéo, analisa-
da num cenario hipotético que exclua fatores externos que afetam
a din@mica de transmissao de meningococos e aplicando para Por-
tugal a proporcéao de 78% das estirpes invasivas em circulagdo se-
rem cobertas pela vacina (estudo MATS, néo realizado em Portugal)
(5), sugere que a vacinagéo de todas as criancas com um esquema
de trés doses intervaladas de dois meses (2-4-6 meses, com prote-
¢ao adquirida aos 7 meses de idade) poderia diminuir em cerca de
25,2% o numero médio anual de casos de DIM por serogrupo B no
grupo etario inferior a 12 meses. Por outro lado, a utilizac&o do es-
quema de trés doses aos 2-3-4 meses, conferindo protecao a partir
dos 5 meses de idade, poderia diminuir em cerca de 48,5% o nu-
mero anual de casos de DIM por serogrupo B no mesmo grupo eta-
rio. Este segundo cenario estd, de certa forma, concordante com as
recomendagdes da Comissdo de Vacinagdo e Imunizagdo do Rei-
no Unido (JCVI), de um esquema vacinal de duas doses (2-4 meses
com reforgo aos 12 meses de idade) com o objetivo de conferir pro-
tecdo aos 5 meses de idade (14).

Em relagdo ao que tem sido questionado sobre a imunidade
de grupo, e de acordo com os dados disponiveis até a data, a
capacidade da vacina 4CMenB conferir imunidade de grupo é
desconhecida (15). Na auséncia de imunidade de grupo, a vacina
nao impede a infegcado e colonizagéo da nasofaringe de individuos
vacinados, apenas impede a doenga invasiva. Neste contexto,
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ao contréario dos individuos que tiveram a doenca, os individuos
vacinados podem constituir veiculos de transmissdo da doenca
a0s ndo vacinados, mesmo sendo portadores assintomaticos. A
experiéncia com o uso de vacinas polisacaridicas (nao indutoras
de imunidade de grupo) para meningococos do serogrupo C
em campanhas de vacinagao na década de 1990, mostrou que
quando a cobertura vacinal é elevada, surgem efeitos indiretos
nao desejaveis: o risco de doenca invasiva em individuos néao
vacinados é duas vezes superior (16). A utilizacdo da vacina
4CMenB na populagdo mais vulnerdvel a doenga invasiva, as
criancas menores de um ano, constitui uma medida profilatica
sem os efeitos indiretos indesejaveis referidos anteriormente,
uma vez que a taxa de portadores assintomaticos neste grupo
etario é quase nula (7).

_Conclusdes

Segundo o Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM)
(13) 2 vacina 4CMenB pode ser utilizada a partir dos dois meses
de idade, com esquemas de vacinagdo que dependem da idade a
data da primeira inoculac@o. A lactentes com dois meses de idade é
recomendado um esquema de trés doses de vacina, intervaladas de
pelo menos um més, com um reforgo aos 12-15 meses de idade (7).
Neste estudo, o padrao de incidéncia de DIM por meningococos do
serogrupo B em criangas portuguesas menores de 12 meses indicia
que pode existir beneficio na utilizagao de um esquema de vacinagéo
acelerado (2-3-4 meses de idade), com protecao mais precocemen-
te adquirida, possibilitando a redu¢do do pico maximo de casos
incidentes de DIM aos 6 meses de idade observado no nosso pais
nos Ultimos dez anos. Contudo, é importante nao descurar que 0
titulo de anticorpos bactericidas decresce mais rapidamente do que
no regime com um intervalo de dois meses entre doses. De facto,
tratando-se de uma vacina tetravalente, e ndo sendo uniforme o
decréscimo do titulo de anticorpos relativamente aos quatro alvos
da vacina, desconhece-se ainda a real frequéncia de lactentes vaci-
nados que ficardo suscetiveis a doenga antes da dose de reforco.
lgualmente, desconhece-se a cinética de anticorpos bactericidas
apds o reforgo da vacina, independentemente da idade em que este
¢ administrado.

Ainformacao atualmente disponivel sobre a Unica vacina conjugada
licenciada para meningococos do serogrupo B, a vacina 4CMenB,
ndo € ainda suficiente para fundamentar eventual politica de
vacinacdo em Portugal, uma vez que ndo sdo ainda conhecidos: a
concordancia dos antigénios da vacina com as estirpes invasivas
em circulagdo em Portugal responsaveis por DIM por serogrupo B,
o efeito de imunidade de grupo conferido pela vacina e a duragéo
da imunidade ap6s vacinagao. Assim, a vigilancia da DIM em Portu-
gal assume particular importancia, nomeadamente no que respeita
a monitorizagao dos gendtipos invasivos e sua concordancia com a
vacina 4CMenB e a avaliagdo da cinética de anticorpos bactericidas
circulantes (protetores) ap6s vacinagdo, acompanhada de estudos
de portadores com caracterizacdo de gendtipos de colonizagéo.

Neste contexto ainda de incertezas, este artigo é apenas uma
reflexdo sobre esquemas de vacinagao que se podem adequar a
populacdo portuguesa face as caracteristicas epidemiolégicas
da DIM no palis.
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_Introdugéo

Por todo 0 Mundo, as organiza¢des de saude tém demonstrado
uma elevada preocupagao relativamente aos mecanismos para
lidar com uma populagao cada vez mais envelhecida (). Esta ten-
déncia explica 0 aumento da procura de servicos de cuidados de
salde de longa duragéo (?), tais como os lares de 32 idade (%),
Portugal é o 8° pais mais envelhecido do mundo e o 6° a nivel eu-
ropeu, com 23% da populagdo com mais de 60 anos de idade.
Em Portugal, o numero de lares de 3% idade aumentou 49% entre
1998 e 2010 (),

Estima-se que o0s idosos passem cerca de 19-20h/dia no interior
dos lares onde residem. Os agentes microbiol6gicos encontrados
no interior dos lares de 3% idade podem produzir efeitos adversos
na saude e, devido ao facto desta populacéo suscetivel passar
grande parte do seu tempo em ambiente interior, torna-se de ex-
trema importancia avaliar a sua exposicao a estes agentes.

Os contaminantes microbiolégicos do ar séo basicamente cons-
tituidos por bactérias, fungos e virus e a sua distribui¢cao pode
variar de acordo com diversos fatores. As bactérias existentes
no ar interior sdo potenciais agentes causadores de véarias doen-
cas Infeciosas, e as suas propriedades estdo relacionados com
o desenvolvimento e agravamento de doencas respiratorias cro-
nicas, incluindo a asma (5). Estudos recentes tém reportado uma
relacédo entre a exposigao a fungos e 0 aparecimento de doengas
alérgicas, irritacdes e infecoes (6).

Este artigo apresenta uma parte dos resultados obtidos através do
projeto GERIA [www.geria.webnode.com], no qual se procedeu a
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avaliagédo e caracterizacdo dos agentes microbioldgicos no ar inte-

rior de 22 lares de 32 idade localizados na cidade do Porto. Os prin-
cipais objetivos do estudo foram: i) determinar a concentragéo de
bactérias totais e fungos no ar interior dos lares de 3% idade e com-
parar com as condi¢des de referéncia estabelecidas na legislacao
portuguesa vigente; i) examinar a variabilidade destes parametros
entre os diferentes espacos existentes nos lares de 32 idade; e iii)
identificar as principais espécies de fungos encontradas nas areas
avaliadas.

_Material e métodos
De um total de 58 lares localizados na area urbana do Porto, 38%

(n = 22) concordaram em participar no presente estudo. Nos lares
estudados procedeu-se a monitorizagdo dos agentes microbio-
l6gicos no ar interior, através da contagem de fungos e bactérias
totais, assim como da identificacdo dos fungos presentes no ar
interior. Esta monitorizagdo decorreu entre novembro de 2011 e
agosto de 2013, compreendendo dois periodos do ano: verao e in-
verno. As avaliacdes foram efetuadas em diferentes areas: sala de
convivio, sala de refei¢ao, gabinete médico e quartos, incluindo os
quartos onde se encontravam idosos acamados. No total, foram
avaliadas 141 areas. Foram também efetuadas amostragens do ar
exterior para comparagdo com as concentragdes obtidas no inte-
rior. O amostrador foi colocado a uma altura entre 0,6 a 1,5 metros
acima do nivel do pavimento, a altura da zona respiratéria dos ocu-
pantes e 0 mais proximo possivel do centro da area a avaliar.

A amostragem dos parametros microbiolégicos foi efetuada com
base no método NIOSH 0800:1998 (7) e na EN 13098:2000 (©),
utilizando um amostrador microbiolégico de ar (Merck, MAS-100),
com um fluxo de ar de 100L/min, e dois meios de cultura: Tryp-
tic Soy Agar (TSA) para bactérias totais e Malt Extract Agar (MEA)
para fungos. O volume de ar recolhido foi de 250 Litros, tanto no
interior como no exterior, e foram efetuadas amostragens em du-
plicado, com um branco de campo por meio de cultura e por dia
de amostragem. Na quantificac@o de fungos, as amostras foram
incubadas a 25°C, durante 3 dias, e para as bactérias totais a in-
cubacao teve a duragado de 2 dias a 37°C, seguindo-se a conta-
gem a olho nu, tendo por base as orientagdes estabelecidas na
1SO 4833:2013 (?) e EN 13098:2000 (8). Os resultados foram ex-
pressos em Unidades Formadoras de Coldnias por metro cubico
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de ar (UFC/mB) e as concentracdes obtidas de bactérias totais e
fungos foram comparados com a legislacéo portuguesa em vigor,
recentemente revista. A identificagao de fungos foi baseada nas
caracteristicas fenotipicas das colonias e seguiu 0s procedimen-
tos de micologia padronizados.

_Resultados e discussdo
Os 22 lares estudados encontram-se localizados na area urbana da

cidade do Porto, sendo que a maioria (n = 17) se situa em areas de
intenso trafego automaovel. Nos lares avaliados vivem 716 idosos,
sendo a ocupagdo varidvel entre 7 a 136 ocupantes por edificio. A
legislagdo portuguesa relativa aos parametros da qualidade do ar in-
terior (QAI), incluindo os parametros microbioldgicos, sofreu recen-
temente uma atualizagdo através da Portaria n.° 353-A/2013 de 4 de
dezembro de 2013, a qual modificou o valor de referéncia para bac-
térias e fungos de um valor fixo de 500 UFC/m®, para as seguintes
condigOes de referéncia: i) para as bactérias totais, o valor no inte-
rior ndo pode exceder o valor de concentracdo encontrado no exte-
rior acrescido de 350 UFC/m?®; ii) para os fungos, o valor obtido no
interior ndo pode exceder a concentracdo deste agente no exterior.
As concentragdes médias, dos parametros microbiolégicos avalia-
dos, nos lares de 3? idade estudados encontram-se dentro das con-
dicdes de referéncia estabelecidas na atual legislagao, com excecdo
da concentragao dos fungos no periodo de inverno (Tabela 1).

Na Tabela 2 apresentam-se 0s resultados obtidos para as concen-
tragbes médias de bactérias totais e fungos, nas duas estagdes, por
tipologia de area avaliada. As concentracdes de bactérias totais en-
contram-se dentro dos valores recomendados na legislagao portu-
guesa, contudo, as concentragdes de fungos obtidas no interior, no
periodo de inverno, sao superiores as concentragdes médias obtidas
no exterior (208 UFC/mS), para todas as areas avaliadas, com exce-
¢ao da area de gabinete médico. Bactérias totais e fungos apresen-
tam valores mais elevados na area com maior taxa de ocupacao: sala
de refeicdo, em ambas as estagdes.

Relativamente a identificac@o de fungos (Gréfico 1), no verdo a es-
pécie predominante identificada em 17 dos 22 lares de 3?2 idade
estudados foi Cladosporium sp. No inverno, Penicillium sp. foi a
espécie predominante identificada em 13 lares, enquanto Clados-
porium sp. foi identificada como predominante nos restantes 8
lares de 3%idade. N&o obstante, através da comparacao da identi-
ficag&o de fungos efetuada tanto no ar interior como no ar exterior,
concluiu-se que as espécies de fungos no interior s&o as mesmas
identificadas no exterior: Cladosporium sp. na sua maioria, e Peni-
cillium sp. Tanto Cladosporium sp. como Penicillium sp. sao espé-
cies consideradas comuns no ar ambiente interior e exterior (10),
Algumas das espécies de Aspergillus identificadas nos lares de 32
idade estudados poderdo ser potencialmente toxinogénicas: As-

Tabela 1: [ Concentragdo média de bactérias totais e fungos no interior e exterior dos lares de 32 idade, por
estagéo do ano.
Concentragao no Concentragao no
Interior Exterior
A 4 a
. Média [Min-Max] w Média [Min-Max] Valor de Referéncia
UFC/m3 UFC/m3
Bactérias
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, VERAO | ter c9fo-222 22 162[24-B18] | nteror < Exterir + 350
INVERNO 133 258 [14 - 996] 22 89 [8 - 368] UFC/m?3
Fungos
VERAO 132 305 [6 - 2224] 22 531 [20 - 3454]
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Interior < Exterior
INVERNO 130 260 [18 - 2812 22 208 [62 - 676]

8 Portaria n.° 353-A/2013 de 4 de dezembro.

n - nimero de pontos avaliados.




insttuto_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

¢

artigos breves_ n. 10

Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

Tabela 2: [ Concentragdo média de bactérias totais e fungos por tipologia de drea estudada e estagdo do ano.
Média [Min-Max] UFC/m®
Sala refeigao Sala convivio Quartos ST e Gaplpete Exterior
acamados médico
Bactérias
VERAO 427[92 - 1414] | 411 (36 - 2282 252 [6-1386) | 269 [58-1052] | 342 [84 - 650] 162 [24 - 616]
INVERNO 298 [14 - 996] 293 [44 - 838] 210 [20 - 630] 262 [40 - 618] = 343 [30-820] 89 [8 - 368]
Fungos
VERAO 412 [8-2224] | 269 (38 - 1010] 290 [6 - 1128] 25134 -640] | 387 [36-824] | 531 [20 - 3454]
INVERNO 366 [38 - 2812 259 [26 - 784] 241 [18 - 1218] 218 [18-502] | 171[80-284] | 208 [62 - 676]
Gréfico 1: L] Espécies de fungos predominantemente identificadas, por lar de 3% idade e por estagdo do ano.
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Lar de 32 Idade

pergillus flavus podera afetar doentes com o sistema imunitario
comprometido; Aspergillus niger possui propriedades toxinogé-
nicas. Se forem inalados em grande quantidade, os seus espo-
ros poderao induzir aspergilose (1), Aspergillus flavus foi apenas
identificada no verao e Aspergillus niger no inverno. No entanto,
a espécie Aspergillus fumigatus, que pode ser despoletadora de

aspergilose (micose invasiva dos pulmdes que podera ser proble-
matica em presenca de individuos imunocomprometidos), foi en-
contrada em 4 lares de 3% idade, tanto no inverno como no verao,
além de ter sido a espécie prevalente identificada na maioria das
areas avaliadas de um lar de 3% idade, no periodo de verdo. Con-
tudo, as concentragOes encontradas nestes locais para a espécie
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Aspergillus fumigatus s&o inferiores ao valor da condi¢éo espe-
cifica estabelecida na legislagéo portuguesa (19, que refere que
as concentragdes de cada espécie toxinogénica encontrada num
determinado local ndo podem ser superior a 12 UFC/m3. Além
disso, em 3 dos 4 lares a referida espécie foi identificada igual-
mente no ar exterior, podendo assim ser provavel que a sua pro-
veniéncia tenha origem no exterior. Importa ainda referir que nos
lares onde se verificou a predominéncia de Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Chrysonilia sp., Paecilomyces sp. e Rhodotoru-
la sp., como sugestao de estudos futuros devera ser investigada
a existéncia de fontes de contaminagéo especificas.

_Concluséo

Da analise dos resultados obtidos verifica-se de acordo com a le-
gislacao portuguesa vigente recentemente revista, apenas as con-
centragdes de fungos no periodo de inverno ndo cumprem com
as condicdes de referéncia estabelecidas. No entanto, é de referir
que as concentragdes maximas de bactérias totais registaram valo-
res elevados, em ambas as estagdes. Importa também referir que,
apesar das concentragdes dos agentes microbioldgicos nas areas
dos lares de 3% idade avaliados serem consideravelmente aceita-
veis a luz da legislagdo portuguesa, este facto ndo assegura que o
risco para esta populagcdo em estudo, que passa a maior parte do
dia, ou até dias consecutivos, no interior destas areas, nao esteja
presente. Especialmente porque esta populagéo estudada na sua
maioria possui o sistema imunitario debilitado e consequentemen-
te uma maior predisposi¢do para o desenvolvimento de doencas,
ao nivel do sistema respiratério. Neste sentido é fundamental que
os diretores dos lares e respetivos profissionais de salde que neles
colaboram efetuem uma vigilancia constante da saide dos idosos
e estejam atentos as eventuais deterioracdes das instalagdes, uma
vez que os lares de 3% idade sdo, na sua maioria, edificios antigos e
adaptados, propicios a infiltracdes de agua, com consequente au-
mento da presenca de microrganismos cultivaveis no ar interior.

Apesar dos fungos predominantemente identificados serem Cla-
dosporium sp. e Penicillium sp., espécies consideradas comuns no
ar interior, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus
niger foram também identificadas, sendo estas potencialmente ca-
pazes de produzir micotoxinas que provocam varios efeitos adver-
S0s para a saude.

Para uma melhoria da QAI no que diz respeito aos agentes micro-
bioldgicos, o controlo da humidade relativa no interior é essencial,
de forma a eliminar/diminuir toda a humidade e bolores existen-
tes nas paredes, tetos e superficies. O nimero de ocupantes e 0s
seus habitos sdo também aspetos importantes para a prolifera-
¢ao de microrganismos. A ventilagao é outro fator crucial, uma vez
que possui a capacidade de diluir e remover 0s poluentes origina-
dos no edificio, através da captagao e distribui¢ao de ar novo para
o interior de um edificio ou de uma area. Nao obstante, os siste-
mas de ventilagdo requerem um bom programa de manutencao de
forma a que a taxa de renovagao de ar necessaria seja consegui-
da e mantida. Uma medida efetiva e acessivel que melhora a QAI,
passa pela abertura de portas e janelas, quando as areas se en-
contram vazias, potenciando a renovagao do ar.

_Financiamento
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_Introdugéo

Os estudos de dieta total (TDS) complementam os estudos de mo-
nitorizagdo e vigilancia na avaliagdo do aporte nutricional e na in-
gestéo de contaminantes. Os TDS tém um impacto muito relevante
em salde publica, em virtude de promoverem e evidenciarem junto
da opiniao publica e também dos legisladores a presenca de con-
taminantes nos alimentos como consumidos (- 2),

E neste sentido que relatdrios da European Food Safety Authority
(EFSA) recomendam metodologias de amostragem e procedimen-
tos analiticos que evidenciem resultados fiaveis e reprodutiveis.
Estas recomendacdes surgem pela necessidade de comparar re-
sultados analiticos nacionais obtidos em anos diferentes e tam-
bém quando é necessario relacionar 0s dados nacionais, entre
paises a nivel europeu ou mesmo mundial. Estas andlises criticas
comparativas sdo feitas tanto na anélise de ocorréncia e caracte-
rizagdo, como nos estudos de ponderagdo sobre o risco e bene-
ficio associado ao consumo de cada bebida ou de cada alimento,
bem como nos estudos de avaliagdo de risco.

Os estudos de dieta total, com resultados fidveis, séo orientados
por metodologias de amostragem e selecdo de alimentos repre-
sentativos do consumo e da forma como estes s@o consumidos
no pais em questao.

Os sumos de fruta em garrafa e em lata s@o, depois da agua, o gru-
po de bebidas mais consumido em Portugal, tendo o seu consumo
aumentado exponencialmente nos Ultimos vinte anos. Esta tendéncia
é semelhante a que ocorre nos restantes paises da Unido Europeia.

Em virtude deste aumento, os sumos de fruta passaram a consti-

tuir um grupo especifico na lista de alimentos a analisar nos estu-
dos de dieta total.

_Objetivo

Este trabalho tem como objetivo analisar o perfil de nutrientes e
contaminantes inorganicos, existentes em sumos e néctares consu-
midos em Portugal. S&o aplicadas metodologias de amostragem e
de anélise balizadas nos procedimentos ja desenvolvidos no projeto
europeu “Total Diet Studies Exposure” (3.

_Materiais e métodos

Foram analisadas 26 amostras de sumos e néctares consumidos
em Portugal e representativos do mercado nacional. As amostras,
adquiridas em maio de 2014 na regido de Lisboa, foram recolhidas
aleatoriamente em supermercados de implementagdo nacional.

O perfil de minerais habitualmente em maior concentragéo - Gélcio,
Ferro, Fésforo, Magnésio, Potassio e Sodio - foi determinado por
espectrometria de emissao atémica acoplada com plasma induti-
vo (ICP-QOES). O grupo dos elementos em concentragdes vestigiais
- que compreende alguns nutrientes — Cobre, Manganés, Cobal-
to, Selénio e Zinco - e 0s contaminantes vulgarmente designados
por metais pesados - Arsénio, Cadmio, Cromio e Chumbo. - foram
analisados por espectrometria de massa com fonte de plasma in-
dutivamente acoplada (ICP-MS) (4). A pesquisa de arsénio inorgani-
co foi efetuada pela técnica hifenada de HPLC-ICP-MS.

A andlise dos 19 elementos foi precedida por uma digestéo por
micro-ondas, em vaso fechado, em meio acido, por forma a destruir
a matéria organica presente nas amostras. Os resultados foram ob-
tidos em condigdes de garantia da qualidade, estando os ensaios
para os elementos acreditados pela Norma NP EN ISO/IEC 17025
(5). No que respeita & identificagdo das espécies as amostras
foram diluidas e filtradas antes de serem introduzidas no sistema
HPLC-ICP-MS. Por forma a garantir que ndo ocorreu interconversao
entre espécies durante 0 ensaio, foram adicionados as amostras
volumes individuais de solugbes padrao de arsenobetaina (AsB),
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dimetilarsénico (DMA), arsenito (As Ill) e de arseniato (As V). Nos
ensaios de especiacdo o valor da recuperagao de cada uma das
espécies de arsénio foi utilizado como critério de aceitacdo da
qualidade analitica, destes ensaios.

Cada unidade recolhida foi analisada em triplicado e os resultados
expressos em mg.100 mL™" de bebida ou pg.L™" de bebida tratan-
do-se de andlise por ICP-OES ou por ICP-MS e HPLC-ICP-MS,
respetivamente.

_Resultados
Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia analitica harmoni-

zada com os procedimentos europeus de determinagao e quantifi-
cagao de metais e metaloides e das espécies de arsénio em sumos
e néctares.

Na Tabela 1 sdo apresentados alguns dos resultados obtidos para
0s elementos vestigiais. No grupo dos contaminantes o Cadmio é
0 que ocorre em menor quantidade, visto todos 0s valores estarem
abaixo do Limite de Quantificagdo (LQ). Relativamente ao Chumbo
apenas 0 sumo de uva apresenta este elemento numa concen-
tracdo elevada enquanto todos os outros estao abaixo do LQ. O
Cromio foi 0 metal pesado encontrado em maior quantidade.

Os resultados obtidos estédo de acordo com a literatura, pois para o
Chumbo os valores estao entre 3 - 29 ug de elemento /L de sumo
ou néctar, o Cadmio entre 0.5 - 8 ug de elemento /L de sumo ou
néctar e para Arsénio entre 5 - 89 g de elemento /L de sumo ou
néctar (6),

Em alguns sumos analisados foi encontrado arsénio acima do limite
de quantificacdo. A subsequente andlise de especiagéo destas
amostras revelou que o0 arsénio inorganico, na forma de arsenito (As
Ill) e arseniato (As V), é predominante, conforme se mostra nos cro-
matogramas apresentados nos Gréficos 1 e 2.

No Gréfico 3 sdo apresentados alguns dos resultados obtidos para
0s minerais. Verifica-se que nos sumos em andlise o fosforo é o
mineral em maior quantidade. O sumo de uva apresenta-se como 0
mais pobre nos 4 minerais estudados.

Os resultados obtidos estao de acordo com a literatura, pois para o
Célcio os valores encontram-se entre 1.3 e 18.8 mg/100 mL, para o
Magnésio entre 0.1 e 24.7 mg/100 mL, para o Sédio entre 0.4 € 31.9
e para o Potassio entre 0.2 e 201 mg/100 mL (7).

Tabela 1:
(n=3;cv< 10 %).

Resultados obtidos na determinagéo de elementos trago por ICP-MS expressos em g de elemento /L de sumo ou néctar

Sumo laranja 15 1,5 379 9 3,5 0,2
sumodeWva 2 19 94 19 236 08
SumodeMaga 75 07 29 2 192 12
SumodePera 5 09 a7 11 14 07
Csumomultfiutos 30 15 49 N 29 01
sumodeAnanas 0 23 13800 5 50 02
Néotarmanga larania 71 04 4 3 <@ na
Neécterlrana 0 06 197 15 <@ na
Neéctarmaracud  nd 70 1 28 03
NéctarPessego 7 08 206 4 < na

403 6,7 235 24 3,6 0,1 <2 n.a. <4 n.a.
19 08 3% 5 28 02 < na 130 05
79 02 9% 2 28 02 < na <4 na
54 37 750 86 20 01 <2 na <4 na
30 57 4% 9 23 01 < na <4 na
5% 41 82 9 <@ na < na < na
Mo 47 134 3 <@ na < na < na
o2 W 2 <@ na <2 na <4 na
188 84 406 13 <2 na < na <4 na
295 783 284 3 <2 na <2 na <4 na

DP- desvio padréo;

n.d. - ndo determinado;

n.a. — ndo aplicavel
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Grafico 1: [ Perfil cromatogréfico de um padréo de 2 ug.L™" das espécies quimicas arsenobetaina (AsB), As (Ill),
dimetilarsénico (DMA) e As (V).
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Gréfico 2: ['7 Perfil cromatogréfico das espécies de arsénio identificadas nas amostras de sumos e néctares, em estudo.
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Gréfico 3: ['2 Teores de minerais prioritdrios, analisados por ICP-OES, expressos em mg de elemento /100 mL de
sumo ou néctar (n=3; cv < 10 %).
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_Discusséo e conclusdes

A experiéncia obtida neste trabalho permitira ao Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) realizar vigilancia e monito-
rizagdo de contaminantes inorganicos e das espécies de arsénio
com técnicas analiticas que permitem quantificar e detectar estes
contaminantes muito abaixo dos limites de detecao atualmente le-
gislados para agua de consumo.

Estas metodologias vao permitir obter, futuramente, anélises de
tendéncia e de risco de exposi¢cdo acumulada a contaminantes
inorganicos. As avaliagoes de risco serdo estimadas por calculos
iterativos através da combinacao entre os dados de consumo e
o0s valores analiticos, utilizando para os valores analiticos inferio-
res ao limite de quantificacéo as duas hipoteses recomendadas
pelas metodologias TDS (3); 1) todos os valores iguais ao Limite
de Quantificagao; 2) todos os valores iguais a zero.

Os resultados de caracterizagdo e ocorréncia sugerem que 0S
sumos e néctares podem ser uma fonte de minerais na alimenta-
¢éo diaria. No grupo de sumos apresentados os metais e metaloi-
des de toxicidade conhecida encontram-se em valores inferiores
aos limites maximos legislados para agua destinada ao consumo
humano. Porém, ndo existindo legislagéo europeia para o arsénio
em sumos, a presenca deste metaloide e da suas espécies mais
toxicas deve ser objeto de um estudo mais exaustivo que va per-
mitir esclarecer as origens destas espécies.

Os resultados obtidos, por serem fundamentados em metodo-
logias de amostragem e de andlise robustas, sdo um contributo
credivel para as decisoes dos reguladores e avaliadores de risco
nacionais assim como para a Autoridade Europeia de Seguranca
dos Alimentos, para a Comissdo Europeia e para a Organizagéo
Mundial de Saude.
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rotulagem nutricional
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_Introducgéo

A obrigatoriedade de apresentagdo da informagao nutricional € um
passo importante no que diz respeito a disponibilizagao de informa-
¢ao mais completa e adequada aos consumidores sobre 0s géneros
alimenticios que consomem.

Neste sentido, a definicdo da informagdo nutricional por por¢édo
constitui mais um instrumento de grande importancia na promogéo
e protecao da salde publica.

No entanto, a comparacao e escolha por parte do consumidor entre
produtos alimentares semelhantes é por vezes dificil, dado que séo
utilizadas diversas metodologias e critérios para expressar a por¢ao
de alimento, para a qual é definido o valor nutricional.

_Objetivos

Contribuir para que a expressao da informagao nutricional por
porgao, disponibilizada voluntariamente nos rétulos dos géneros
alimenticios, seja facilmente compreensivel, consistente e o0 mais
uniformizada possivel, por forma a permitir aos consumidores
fazerem escolhas mais conscientes e uma utilizagao segura dos
mesmos. Especificamente; a) criar metodologias uniformizadas
para a definicdo de porcédo e b) definir porgdo por grupos de
alimentos/alimentos.

_Material e métodos

Este trabalho foi realizado no &mbito do Grupo de Trabalho Porgoes
(GTP), do Programa PortFIR - Plataforma Portuguesa de Informacéo
Alimentar (1),
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O GTP, com 42 membros da IndUstria, Distribuicdo, Universidades
e Institutos Publicos, desenvolveu, entre abril de 2013 e julho de
2014, um guia onde séo definidas um conjunto de orientagdes com
vista a uniformizar a indicagdo da porgdo como unidade para a
apresentacao voluntaria da informagao nutricional nos rétulos dos
géneros alimenticios.

Para tal definiram-se porgdes para alguns produtos/categorias de
produtos em estudo, com base em: dados de Estados-Membros,
dados de representantes/associacdes europeias dos mais diversos
setores da indUstria alimentar e dados bibliograficos, bem como,
informacdes fornecidas pelos proprios membros do GTP, que
resultam do trabalho e experiéncia adquirida nos seus setores de
atividade.

_Resultados e discusséo

Foi publicado, em julho de 2014, o Guia Orientativo para o Estabe-
lecimento de Porcées para a Rotulagem Nutricional (?), onde s&o
apresentadas as por¢des para determinados grupos de alimentos.

Previamente a definicdo das referidas porgcdes dos alimentos foi
necessario definir alguns termos, principios e pressupostos, nomea-
damente:

1. Porcao - quantidade média de alimento ou bebida que é expecta-
vel de ser consumida por um individuo (adulto médio) de uma s6
Vez, OU Seja, em uma unica ocasido de consumo.

Unidade de consumo - unidade/quantidade de produto que é
expectavel ser consumida individualmente (adulto médio).
Medida caseira — peso ou volume correspondente a um utensilio
comumente utilizado pelo consumidor para medir os alimentos.

2. Na expressao/uniformizagdo da informagdo nutricional por
porcédo tem-se por base a dose de referéncia para um adulto médio
(8400kJ/2000kcal);

3. Aclassificagao dos géneros alimenticios em Grupos de Alimen-
tos baseou-se no sistema de classificagdo e descrigdo FoodEx2,
da European Food Safety Authority (EFSA) (3) (Figura 1). Foram
efetuadas alteracdes ao referido sistema, onde se inclui a elimina-
¢ao de determinados géneros alimenticios, por se ter considerado
que tinham uma expressao muito reduzida ou quase inexistente em
Portugal.
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Figura 1:

EFSA - Resumo do Sistema de Classificagdo e Descrigdo de Alimentos — FoodEx2.

Sistema de Classificagdo e Descri¢do de Alimentos — FoodEx2

Grupos de Alimentos

1. Cereais e produtos a base de cereais

3. Raizes ou tubérculos amilaceos e produtos derivados,
plantas sacarinas

4. Leguminosas, frutos de casca rija, sementes oleaginosas e
especiarias

10. Agucar, confeitaria e sobremesas doces a base de agua
(excluindo os edulcorantes intensivos)

4. A porgado deve ser estabelecida tendo por base 3 categorias
principais de produtos:

Categoria 1 - géneros alimenticios pré-embalados em emba-
lagens individuais que é expectavel serem consumidos por um
individuo de uma s6 vez, ou seja, em uma Unica ocasiao de con-
sumo - porgao individual (Unica) = unidade de consumo.

Categoria 2 - géneros alimenticios pré-embalados em emba-
lagens contendo porgdes multiplas ou vérias unidades, sendo
cada porgao e/ou unidade de consumo perfeitamente reco-
nhecida - por¢&o pode ser = ou # unidade de consumo.

Categoria 3 - géneros alimenticios pré-embalados em embala-
gens contendo por¢des multiplas (outras situagdes) - porcao =
unidade de consumo.

5. De modo a garantir a aplicag@o uniforme da declaragao nutri-
cional por porcao é importante que:

i) Para os géneros alimenticios da Categoria 1 a porgao cor-
respondente seja a embalagem inteira, mesmo que 0 seu
peso/volume seja maior do que a porgao de referéncia para o
produto em causa.

i) Para os géneros alimenticios da Categoria 2 a por¢ao deve
ser, sempre que “admissivel”, igual a unidade de consumo in-
dividual. Caso ndo cumpra com esse requisito, entao deve ser

11, Gorduras e 6leos animais e vegetais

17. Produtos para dietas ndo padronizadas, substitutos e
suplementos alimentares ou agentes fortificantes

20. Aditivos, aromatizantes e auxiliares tecnolégicos para panificagao

adotada a expresséo por porgao estabelecida da mesma for-
ma que para 0s géneros alimenticios da Categoria 3.

iii) Para os géneros alimenticios da Categoria 3 a por¢ao deve
ser definida por peso ou volume correspondente ao consumo
tipico/adequado do respetivo produto.

Por decisdo do GTP, nao foram definidas porcdes para alguns ali-
mentos, nomeadamente: as especiarias e ervas aromaticas, o agucar
- por estes ndo serem consumidos como tal, 0 que torna impossi-
vel identificar 0 seu principal uso, variando muito as correspondentes
porgoes; e a batata processada - devido a enorme diferenca exis-
tente entre as subcategorias, o que dificultou chegar a acordo sobre
uma porcao. Nestes casos foi proposto que se considerasse a infor-
magao nutricional apenas por 100 g de produto.

De igual modo, ndo foram definidas porcdes para 0s seguintes
grupos de alimentos: "Aditivos, aromatizantes e auxiliares tecnolo-
gicos para panificagdo”; “Produtos para dietas ndo padronizadas,
substitutos e suplementos alimentares ou agentes fortificantes”;
“Produtos alimentares para populacdo jovem’, “Pratos compos-
tos”; por existir legislagao especifica ou, no caso dos “Pratos com-
postos”, devido a enorme diversidade.
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_Conclusbes

A publicagao do Guia Orientativo para o Estabelecimento de Por-
cbes para a Rotulagem Nutricional, contribui para a uniformizagao
da expressédo da informacdo nutricional por por¢do, matéria que
ao longo do tempo tem sido geradora de discussdes e onde ndo
existia, até a0 momento, um consenso e/ou “um padrao” comum
no seu estabelecimento.

A informacao nutricional por porcao constitui um veiculo facilitador
da compreensdo da rotulagem nutricional pelos consumidores e é
um meio eficaz para proporcionar uma base uniforme de compara-
¢ao entre géneros alimenticios do mesmo tipo, podendo orientar 0s
consumidores a fazer escolhas alimentares mais informadas bem
como a realizar um consumo mais adequado e salutar.

As informagdes contidas no Guia servirdo de suporte principalmen-
te ao setor da producgdo alimentar, mas também a distribuicéo,
saude e investigacao/ensino, sendo que todos os valores apresen-
tados sdo meramente orientativos, ou seja nao tém um carater
obrigatorio para os agentes envolvidos; no entanto sao estabeleci-
dos, sempre que possivel, com base em padrdes de consumo
nacionais.
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_Novas moléculas identificadas em
doenca parasitaria estao relacionadas
com cancro e infertilidade

Uma equipa de investigagdo do Departamento de Promocgao da
Saude e Doencas Nao Transmissiveis do INSA, no Porto em co-
laborag@o com cientistas americanos e angolanos, descobriram
moléculas do metabolismo dos estrogenos na urina de doen-
tes com schistosomose que podem agora vir a ser usados para
prever o risco de complicagdes desta doenga. Porque € que isto
¢ importante? Porque a schistosomose é uma doenca parasita-
ria que infeta 243 milhdes de pessoas em todo 0 mundo matan-
do por ano cerca de 200 mil (dados da OMS). No terceiro mundo,
a seguir a malaria, € ja a doenga com maior impacto.

Agravando o problema, esta doenga tem como complicagdes se-
cundérias cancro da bexiga e infertilidade, isto em paises onde
nao s os cuidados médicos sdo pouco acessiveis, mas onde
também o papel das mulheres continua centrado na sua capaci-
dade de ter filhos, os cuidados ginecoldgicos simplesmente nao
existem e a discussdo dos problemas femininos ¢ ainda tabu.

Esta equipa, que contou com a colaboracao do Prof. Mario Sousa
(ICBAS) e do Prof. Alberto Barros (FMUP) ambos especialistas
na area da infertilidade, descobriu agora que o risco destes pro-
blemas secundarios é sinalizado pela presenga de moléculas na
urina, provenientes do metabolismo de estrogénios (catecois e
quinonas). Esta descoberta, se confirmada, abre a porta a possi-
bilidade de se poder usar um simples teste de urina para prever
quais 0s doentes com maior risco de desenvolverem cancro da
bexiga e infertilidade de forma a encaminha-los para cuidados
médicos urgentes. Isto significaria gastos minimos para maximos
resultados o que em paises pobres sdo sempre boas noticias.

Santos J, Gouveia MJ, Vale N, et al. Urinary Estrogen Metabolites and Self-Reported Infertili-
ty in Women Infected with Schistosoma haematobium. PLoS One. 2014 May 21;9(5):e96774.
doi: 10.1371/journal.pone.0096774. http://hdl.handle.net/10400.18/2309
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