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Doencas transmitidas por vectores em Portugal

Vector-borne diseases in Portugal

As doengas transmitidas por vectores (DTV) representam
uma ameaga global significativa. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude, as DTV representam 17% de todas as
doengas infeciosas, causando mais de 700 000 mortes por

ano em todo o Mundo.

Enquanto que nos tropicos e subtropicos 0s mosquitos
encontram-se entre 0s vectores responsaveis por patologias
com milhares de casos de infec&o por ano, como por exemplo
a malaria, febre amarela, dengue entre outras, na Europa sé&o

0s ixodideos 0s vetores que apresentam maior relevo.

Na Europa, a DTV mais prevalente é a Encefalite Transmitida
por Carracas (na sigla em inglés TBE, Tick-borne Encephalitis).
O virus da TBE é um flavivirus transmitido por carracas
do género Ixodes, sobretudo Ixodes ricinus, e provoca

anualmente cerca de 3000 infeccOes confirmadas.

Em Portugal, apesar do vector estar presente, nunca foram
notificados casos autdctones de TBE nem identificadas
carragas positivas para este virus em pesquisas sistematicas
realizadas desde 1987 pelo Instituto Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge.

No nosso palis sdo, sem ddvida, importantes e de notificagao
obrigatoria, a Febre Escaro Nodular ou Febre da Carraga,
transmitida pela carraga comum do ca@o - Rhipicephalus
sanguineus, a DTV com maior casuistica, e a Borreliose de
Lyme, transmitida pela carraca também vectora de TBE -
Ixodes ricinus. Raras, e também de notificacdo obrigatdria,
s&o a tularémia e a Febre Hemorragica Crimeia-Congo.

A vigilancia de vectores é essencial para conhecer as espécies
presentes, a sua distribuicdo e abundancia, bem como para

esclarecer o seu papel na transmissao de agentes de doenca.

No ambito do programa REVIVE (Rede de Vigilancia de
Vectores) ¢é realizada a vigilancia de carracas, a nivel
nacional, desde 2011. As carracas podem ser recolhidas
na fase de vida livre ou parasitaria em varios estadios. As
carracas recolhidas a parasitar seres humanos s&o as mais
importantes em termos de saude publica, uma vez que a
sua tendéncia antropofilica se traduz num maior potencial

para a transmissao de agentes infeciosos.

No artigo publicado neste numero do Boletim — REVIVE 2023
e riscos para a saude publica em Portugal: vigilancia de
carracas e agentes patogénicos transmitidos a humanos -

evidenciam-se os resultados e a importancia desta vigilancia.

A vigilancia sistematica da atividade de artropodes
hematdfagos permite a obtengao de conhecimento sobre a
diversidade de espécies e abundancia, o que é indispenséavel
para se adotarem medidas de controlo das populacdes de
vetores de importantes agentes patogénicos.

Por (ltimo, é importante 0o conhecimento de que a maior
parte das DTV s@o preveniveis com a adocdo de medidas de
protecdo individual, de planos/estratégias de educagao para

saude e de mobilizacdo da comunidade.

A informacéo da vigilancia nacional e a resposta atempada
por parte das autoridades de salde publica podem mitigar

as doengas transmitidas por carracas em Portugal.

Maria Jodo Alves

Investigadora e responsdvel do REVIVE
Centro de Estudos de Vetores e Doencas Infeciosas
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
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_REVIVE 2023 e riscos para a saude publica em Portugal: vigilancia de carracas e
agentes patogénicos transmitidos a humanos
REVIVE 2023 and risks to public health in Portugal: surveillance of ticks and pathogens transmitted to humans

Isabel Lopes de Carvalho', Rita de Sousa’, Teresa Luz', Paulo Parreira’, Maria Salomé Gomes', Patricia Soares’, Libia Zé-Z¢',
Hugo Costa Osério’, Maria Jodo Alves', Ana Sofia Santos'; Equipa REVIVE?, Maria Sofia Nuncio’
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(1) Centro de Estudos de Vetores e Doencas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac. Departamento de Doengas Infeciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,

Aguas de Moura, Portugal

(2) Administragdes Regionais de Saude do Alentejo, Algarve, Lisboa e Vale do Tejo, Centro, Norte e Diregdo Regional de Saude da Madeira

_Resumo

As carracas sd@o um dos vetores mais importantes de agentes patogénicos
para 0 Homem, com impacto crescente em salde publica em todo o mundo.
Os agentes infeciosos transmitidos por carragas incluem virus, como o virus
da encefalite transmitida por carracas e da febre hemorragica Crimeia-Con-
go, bactérias, tais como os agentes etioldgicos da borreliose de Lyme, febre
escaro nodular, outras rickettsioses e anaplasmose humana e parasitas pro-
tozoarios que causam a babesiose. As doengas associadas a carragas estao
a emergir e reemergir sendo um dos principais fatores, identificado particu-
larmente no hemisfério norte, o alargamento da distribuigcdo geogréfica des-
tes artropodes que funcionam como vetores. Em Portugal, a vigilancia das
carragas e dos agentes infeciosos transmitidos é assegurada pela Rede de
Vigilancia de Vetores (REVIVE). Neste artigo apresentam-se, de forma resu-
mida, os resultados das carragas colhidas em humanos e dos agentes etio-
l6gicos detetados durante o ano de 2023. Nos 430 ixodideos colhidos em
humanos néo foram identificadas espécies exoticas. A pesquisa de borré-
lia, rickettsia e CCHV por métodos moleculares foi efetuada em todos os
espécimes de carraca colhidos e identificados, tendo sido observada respe-
tivamente a prevaléncia anual de 6,7%, 32,8% e 0%. O REVIVE-carracas
contribui para o conhecimento da fauna de ixodideos de Portugal e do seu
papel de vetor, representando a componente entomoldgica indispensavel a
avaliacdo do risco de transmissao de doengas potencialmente graves dos
programas de vigilancia epidemioldgica.

_Abstract

Ticks are one of the most important vectors of pathogenic agents to
humans, with a growing impact on public health worldwide. The infectious
agents transmitted by ticks include viruses, such as the tick-borne ence-
phalitis virus and the Crimean-Congo hemorrhagic fever virus, bacteria,
such as the causative agents of Lyme borreliosis, Mediterranean spotted
fever, other rickettsioses, and human anaplasmosis, and protozoan
parasites that cause babesiosis. Tick-borne diseases are emerging and
re-emerging, with one of the main factors, particularly identified in the
northern hemisphere, being the expansion of the geographical distribution
of these arthropod vectors. In Portugal, tick surveillance and monitoring of
the infectious agents they transmit are ensured by the Vector Surveillance
Network (REVIVE). This article briefly presents the results of ticks collected
from humans and the etiological agents detected during the year 2023. No

exotic species were identified among the 430 ticks collected from humans.
The analysis for Borrelia, Rickettsia, and CCHV using molecular methods
was carried out on all collected and identified tick specimens, with an
annual prevalence of 6.7%, 32.8%, and 0%, respectively. REVIVE-ticks
contribute to the knowledge of the ixodid fauna of Portugal and their role as
vectors, representing the essential entomological component for assessing
the risk of transmission of potentially serious diseases in epidemiological
surveillance programs.

_Introdugéo

As carracas, ou ixodideos (termo taxondmico utilizado por
pertencerem a Ordem Ixodida que inclui duas familias,
Ixodidae e Argasidae) sdo aracnideos, geralmente de 3 a
5 mm de comprimento. Simultaneamente com 0s acaros
constituem a subclasse Acari. As carracas sao parasitas
externos que se alimentam do sangue (hematéfagos
estritos) de mamiferos, aves, répteis e anfibios. O seu ciclo
de vida depende de fazerem refeigcdes de sangue em orga-
nismos vertebrados para se conseguirem manter enquanto
parasitas. Estes artrépodes existem ha milhdes de anos e
encontram-se amplamente distribuidos em todo o mundo,
especialmente em climas quentes e humidos. As carracas
podem acidentalmente parasitar humanos e, se estiverem
infetadas, transmitir agentes infeciosos enquanto efetuam
a sua refeicdo sanguinea (1). As carragas séo vetores de
varios agentes zoonoticos causadores de doencas no
Homem e nos animais com impacto significativo para a
salde e para a economia a nivel mundial (2),
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Em Portugal, conhecem-se 22 espécies de carragas da
familia Ixodidae e as doencas mais frequentes causadas por
agentes transmitidos por estas s@o a febre escaro nodular
(FEN) e a borreliose de Lyme (BL). A FEN é endémica em
Portugal (°) e caracteriza-se clinicamente como uma doenca
exantematica, com um processo de vasculite generalizado.
As manifestacoes clinicas da FEN caracterizam-se em geral
pela triade classica de escara de inoculacéo, febre e, entre o
terceiro e quinto dia de evolucdo da doenga, o aparecimento
de um exantema maculopapular generalizada, envolvendo as
palmas e plantas dos pés. A taxa de incidéncia desta doenca
em Portugal é uma das mais altas quando comparada com
outros paises da bacia do Mediterraneo. Apesar da maioria
dos casos apresentarem evolugdo benigna, registam-se
casos graves e letais. A par da FEN é de salientar a existéncia
de outras rickettsioses ja descritas em doentes portugueses
causadas pela infecdo por R. sibirica mongolitimonae (4),
R. slovaca, R. raoultii e R. monacensis (5.

No que diz respeito a BL, é uma doenga multissistémica
que pode afetar varios tecidos ou 6rgaos. Trata-se de uma
doenga evolutiva que na fase inicial caracteriza-se pelo apa-
recimento de uma lesdo na pele, designada como eritema
migratério. Nas fases seguintes outros 6rgaos podem ser
afetados e causar lesdes ao nivel articular (artrite de Lyme),
neuroldgico (neuroborreliose) ou dermatolégico (acroderma-
tite cronica atrofiante). Atualmente encontram-se descritas
mais de 21 genoespécies do complexo B. burgdorferi s.l. em
todo o mundo, sendo que em Portugal ja foram detetadas
seis. A mais prevalente é sem dlvida B. lusitaniae isolada
pela primeira vez em 1992 no Centro de Estudos de Vetores
e Doencas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/IN-
SA), a partir de /. ricinus colhidos em Aguas de Moura (6). Al-
guns estudos demonstraram que esta espécie é patogénica
para o Homem (7.8).

A febre hemorrégica Crimeia-Congo (CCHF) é uma zoonose
causada por um virus pertencente ao género Orthonairovirus.
O virus da CCHF é transmitido por picada de carracas
(sobretudo do género Hyalomma) ou por contato com sangue

ou tecidos de animais ou pacientes infetados. Tém sido
cada vez mais descritos casos esporadicos de CCHF, alguns
associados a surtos hospitalares. A infecdo pelo CCHFV €
assintomatica em animais infetados, mas pode evoluir para
doencga grave em humanos, com taxas de letalidade elevadas
de até 50% observadas em alguns surtos (%). O periodo de
incubacao é tipicamente de trés a sete dias, dependendo da
via de infecdo, e caracteriza-se por inicio subito de febre,
mialgias e cefaleias, que podem evoluir para um quadro
hemorragico grave (10).

Em Portugal foram apenas identificados dois casos positivos,
autéctones, por serologia para CCHFV em 1985 em Cuba, no
Alentejo (1), No entanto, a ampla distribuicdo e abundancia
dos vetores, a presenca de hospedeiros, o clima e ecologia
favoraveis tém levado & emergéncia de CCHF (12). Em
Espanha, foram identificados pela primeira vez Hyalomma
lusitanicum e H. marginatum infetados em 2010, préximo da
fronteira com Portugal. Desde al, entre 2016 e 2022, foram
confirmados 10 casos humanos (destes, quatro letais e um
classificado como infegao nosocomial) (12).

A emergéncia ou reemergéncia da CCHF representa uma
séria ameaga a saude publica uma vez que é altamente
contagiosa e potencialmente letal, tem o potencial de causar
infecdo nosocomial, e é dificil de prevenir, tratar e controlar,
sendo, assim, essencial a vigilancia da presenca do virus
no vetor. A detecdo de carracas infetadas com o virus da
CCHF em Espanha, perto da fronteira portuguesa, levou a
inclusao do rastreio deste virus no programa de vigilancia
REVIVE desde 2016. Em agosto de 2024 foi confirmado
laboratorialmente o primeiro caso fatal de febre hemorragica
Crimeia-Congo em Portugal (dados nao publicados).

_Objetivo

O objetivo deste estudo consistiu em identificar as espécies
de carracas gque parasitam o Homem e 0s agentes infeciosos
associados, para determinacao das espécies que estao pre-
sentes em Portugal e que pode levar a ocorréncia de surtos
de doenca na populagdo humana.
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_Material e métodos

A vigilancia de carracas esta ativa ao longo do ano, na fase
de vida livre (sobre a vegetacéo) e na sua fase parasitaria
(sobre o hospedeiro). Neste estudo, a colheita e remocao
de carracas foi realizada no Homem, com o auxilio de
pincas ou manualmente. O registo da colheita foi submetido
eletronicamente, através da plataforma REDCap, pelos
técnicos das cinco Administragcbes Regionais de Saulde
e da Direcao Regional de Saude da Madeira. As carracas
foram enviadas ao CEVDI/INSA por correio, ou entregues
em mao, acondicionadas em tripla embalagem de acordo
com o recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para o transporte de produtos bioldgicos.

Os exemplares foram identificados com base em caracteres
morfoldgicos, utilizando chaves taxonémicas ou por analise
molecular (nos exemplares de imaturos ou danificados) e
separados de acordo com a espécie, género, data e local de
colheita. Depois de identificada a espécie e estadio, cada
carraga foi processada individualmente para a extracao
do DNA ou RNA (no caso do CCHFV). A pesquisa de DNA
especifico de Rickettsia e Borrelia foi realizada pela técnica
de PCR convencional e/ou PCR em tempo real. As amostras
positivas foram depois sequenciadas para confirmagao e
identificacdo da espécie do agente. A pesquisa do CCHFV
foi realizada pela técnica de RT-PCR em tempo real.

_Resultados

Durante o ano de 2023, foram removidas de humanos 430
carracas, numero muito superior ao registado em 2022, em
que s6 foram removidas 243 carracas (1.13). As carragas
foram identificadas como pertencentes a dez espécies,
nomeadamente, Dermacentor marginatus, D. reticulatus,
Haemaphysalis  punctata, Hyalomma lusitanicum, H.
marginatum, Ixodes ricinus, I. ventalloi, Rhipicephalus bursa,
R. pusillus e R. sanguineus. Todas estas espécies ja tinham
sido assinaladas a parasitar o Homem em Portugal. De
sublinhar que na ilha da Madeira, s6 foram removidos e
identificados exemplares da espécie [. ricinus. As cinco

espécies encontradas com maior frequéncia no Continente

a parasitar humanos foram I. ricinus (n=207, 48,1%), seguida
por R. sanguineus (n=133, 30,9%), H. marginatum (n=38,
8,8%), D. marginatum (n=31, 7,2%) e H. lusitanicum (n=12,
2,7%). As restantes cinco espécies foram encontradas de
forma ocasional, com menos de 1% de prevaléncia.

O periodo em que as carracas estao ativas constitui um risco
acrescido de contacto com o Homem e, por consequéncia,
para a transmisséo de agentes infeciosos. Apesar de ser claro
que o esforgo de captura ndo é homogéneo durante todo o
ano, os dados colhidos demonstram que duas das espécies
de carragas consideradas mais importantes em termos de
transmissao de agentes patogénicos em Portugal, /. ricinus e
R. sanguineus estao ativas praticamente durante o ano inteiro.
Em contrapartida o género Hyalomma demonstra ter um
periodo de atividade mais reduzido, estando ativo sobretudo
durante os meses de verdo, 0 que esta de acordo com a sua
biologia - preferéncia por habitats quentes e secos (grafico 1).

No que se refere a pesquisa de agentes infeciosos, nos 15
exemplares do género Hyalomma que chegaram vivos ao
laboratorio (nove H. lusitanicum e seis H. marginatum) foram
negativos para CCHFV.

No caso da pesquisa de Borrelia, no total foram detetadas
29 carracas positivas. Em 13 /. ricinus foi possivel identificar
a presenca de trés espécies de borrélias patogénicas para
o Homem, B. afzelii (n=1, 3,4%), B. garinii (n=1, 3,4%) e B.
lusitaniae (n=12, 41,3%). Em 16 (55,1%) carracas de varias
espécies (D. marginatum, H. lusitanicum, H. marginatum,
I. ricinus e R. sanguineus) nao foi possivel identificar
especificamente a genospécie presente, pelo que ficaram
identificados apenas como Borrelia spp.

No que diz respeito a pesquisa de Rickettsia, registaram-se
141 amostras positivas em cinco espécies de carracas.
I. ricinus foi a espécie com maior numero de exemplares
positivos (n=75), seguida de R. sanguineus (n=38), H.
marginatum (n=17), D. marginatus (n=10) e /. ventalloi (n=1).
No total, foram detetadas seis espécies de rickettsias,
R. aeschlimanii (n=17, 12%), R. helvetica (n=29, 20,5%),
R. massiliae (n=38, 26%), R. monacensis (n=47, 33,3%),
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R. raoultii (n=4, 3%) e R. slovaca (n=6, 4,2%). As espécies
de rickettsias detetadas apresentam uma associacdo a
espécie de carracas infetadas (tabela 1) e trés delas ja foram
associadas a casos de doenca em Portugal: R. monacensis
e R. raoultii sem denominagdo de doenca e R. slovaca,
agente responsavel de TIBOLA. Neste estudo foram ainda
identificadas 14 carracas co-infetadas, nomeadamente, 13
I. ricinus e um exemplar de R. sanguineus. Nos exemplares
de I. ricinus, as coinfecdes detetadas foram Borrelia spp.

B.
(n=6), B. lusitaniae e R. helvetica (n=1) e Borrelia spp. e R.

e R. monacensis (n=3), lusitaniae e R. monacensis
helvetica (n=3). Estas coinfegbes devem-se a espécie de
carraca ser um vetor competente para borrélias e rickettsias
simultaneamente. No exemplar de R. sanguineus, foi detetada
uma coinfecdo com Borrelia spp. € R. massilae. Todas estas
coinfecOes ja foram detetadas em anos anteriores € 0 seu
impacto na transmissdo ao Homem continua por esclarecer.

Gréfico 1: [/} Atividade mensal das espécies de carragas no ambito do REVIVE em 2023.

%

Jan Fev Mar Abr Mai Jun

Jul Ago Set Out Nov Dez

L Dermacentor marginatus (__ Dermacentor reticulatus _ Haemaphysalis puntacta |_ Hyalomma lusitanicum @ Hyalomma marginatum

L Ixodes ricinus B /xodes ventolloi

[ Rhipicephalus bursa

I Rhipicephalus pusillus @ Rhipicephalus sanguineus

Tabela 1: [ Espécies de Rickettsia e Borrelia detetadas em ixodideos colhidos no Homem.

Agentes infeciosos identificados

Espécie de Ixodideo

Numero de posiivos

Rickettsia aeschlimannii H. marginatum 17
R. helvetica I. ricinus; 1. ventalloi 29
R. massiliae R. sanguineus 38
R. monacensis I. ricinus 47
R. raoultii D. marginatus 4
R. slovaca D. marginatus 6
Total Rickettsia 141
Borrelia afzelii I. ricinus 1
Borrelia garinii I. ricinus 1
Borrelia lusitaniae I. ricinus 11
Borrelia spp- b marginatum; 1 i, R, sanguineus e
Total Borrelia 29
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_Discussao e conclusdes

O ano de 2023 correspondeu ao 13° ano do programa REVI-
VE-carracas. Nestes 13 anos, o numero de concelhos onde
tém sido realizadas colheitas aumentou de 55 para 169. O
numero de ixodideos removidos do Homem e enviados para
0 laboratério também tem aumentado. Em 2023 foi possivel
identificar 430 carracas em humanos, todas analisadas para
a presenca de Rickettsia e Borrelia. A pesquisa do CCHFV
foi feita em 15 exemplares de Hyalomma que chegaram vivos
ao laboratorio, sem que tenha sido detetada a sua presenca.

Os géneros de carragas considerados como uma ameaga
para a saude publica, Hyalomma, Ixodes e Rhipicephalus,
dadas as suas capacidades e competéncias como vetores
de agentes patogénicos para 0 Homem séao, como tal, alvo
principal do programa REVIVE-Carracas. Espécies destes
géneros foram capturadas no Homem, Hyalomma sp.
sobretudo nos meses de verdo e Ixodes e Rhipicephalus
praticamente em todos 0s meses do ano, confirmando a
necessidade de manter o programa ativo durante todo o
ano e em todo o territorio.

Durante muitos anos a FEN foi considerada uma doenca sa-
zonal, uma vez que o R. sanguineus estava ativo sobretudo
nos meses de primavera-verdo. Da mesma forma, /. ricinus
era capturado sobretudo nos meses mais frios, durante o ou-
tono e inverno. Os dados do REVIVE indicam que atualmente
0 padrao de atividade destas duas espécies podera estar
alterado, provavelmente devido a fatores como as alteragdes
climaticas, a agdo humana e diferentes modos de exploragado
agropecuéria, a semelhanca do que acontece em outros
paises europeus.

A pesquisa de agentes nos ixodideos comprovam a infecao
com varias espécies de borrélias e rickettsias patogénicas
para o Homem. No caso das borrélias, todas as espécies
encontradas sao agentes etioldgicos de uma sé doenga,
a borreliose de Lyme. No caso das rickettsias foram encon-
tradas trés espécies de rickettsias patogénicas, mas que
nao estdo envolvidas na etiologia da FEN. Estes resultados
estdo de acordo com dados prévios que demonstram que,

para além da FEN, existem em Portugal outras rickettioses
associadas a doenga no Homem, mas cuja sintomatologia
e eco-epidemiologia sdo completamente diferentes, o que
obriga a uma atengao especifica por parte dos profissionais
de saude competentes para o seu diagnostico clinico e
confirmagao laboratorial (12).

Em 16 exemplares de carracas foi possivel detetar a presen-
ca de Borrelia, mas foi impossivel identificar molecularmente
a espécie em causa. Este facto pode ser devido a diminuta
quantidade de borrélias presentes nas amostras e/ou a
presenca de uma nova espécie de borrélia, pelo que serdo
necessarios estudos adicionais para esclarecer a situagao.

Em Portugal, a doenga transmitida por carragas com maior
impacto é a FEN, apesar de em 2023 nao ter sido detetada
a presenca de R. conorii nos exemplares enviados para o
laboratério, continua a ser fundamental a sua monitorizagéo
e detegado atempada. Os resultados obtidos confirmam que
no nosso Pais as rickettioses sdo as doengas mais frequen-
tes, seguida pela borreliose de Lyme, no que diz respeito
aos agentes infeciosos associados a carracas incluidos
neste estudo e que atualmente constituem a maior ameaca
para a saude publica em Portugal.

A detecéo de mais de um agente infecioso na mesma carraga
levanta questbes sobre a possivel co-transmissdo destes
agentes aos seres humanos ou aos animais e as suas conse-
quéncias para a salde humana e animal.

Os resultados apresentados realgam o papel que o progra-
ma REVIVE-carracas tem na monitorizagcdo dos agentes
patogénicos que circulam nos ixodideos e que podem
causar doenga no Homem, bem como, a importancia de
identificar atempadamente e sinalizar as areas geogréficas
onde se encontram vetores infetados.
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_Caracterizacao genémica de Salmonella Newport: identificacao de clusters genéticos,

janeiro 1991-maio 2024

Genomic characterization of Salmonella Newport: identification of genetic clusters, January 1991-May 2024

Raquel Caeiro, Alexandra Tomas, Ana Margarida Henriques, Angela Pista, Leonor Silveira

leonor.silveira@insa.min-saude.pt,; angela.pista@insa.min-saude.pt

Laboratdrio Nacional de Referéncia de Infecées Gastrintestinais. Departamento de Doencas Infeciosas, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport (S. Newport) € um se-
rotipo pouco frequente na Unido Europeia. No entanto, devido a sua asso-
ciac@o com alguns surtos de origem alimentar, a sua importancia néo deve
ser negligenciada. Em Portugal, os dados sobre a infecdo por S. Newport
530 escassos.

Este estudo teve como principais objetivos caracterizar fenotipica e genotipi-
camente isolados clinicos de S. Newport entre 1991 e maio de 2024, e iden-
tificar possiveis clusters genéticos.

Apos serotipagem, 98 isolados foram submetidos a testes de suscetibilida-
de aos antibiéticos e sequenciacao total do genoma.

Apesar da maioria dos isolados estudados (96,9%) terem sido suscetiveis
aos antibioticos testados, em 2024 foi identificado um isolado multirresis-
tente, que, entre outros, continha o gene blayy,.,. A analise core genome
multilocus sequence typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1), consi-
derando um threshold de cinco diferengas alélicas, permitiu identificar oito
clusters distintos, dois dos quais de maiores dimensoes: o Cluster 1, com
32 isolados de 2019, e o Cluster 2, com quatro isolados de 2022 e 18 de
2023.

Embora S. Newport seja um serotipo pouco frequente em Portugal e néo
apresentar, na maioria dos casos, resisténcias aos antibioticos, é essencial
manter uma vigilancia laboratorial continua, que permita de forma atempa-
da implementar medidas de prevencao e controlo eficazes.

_Abstract

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport (S. Newport) is a
relatively uncommon serotype within the European Union. Neverthelgss,
due to the relevance of some related outbreaks, its significance should not
be underestimated. In Portugal, data on S. Newport infection is scarce.
The objectives of this study were to characterise clinical isolates of S.
Newport received between January 1991 and May 2024, and to identify
potential genetic clusters.

Following serotyping, 98 isolates were subjected to antibiotic susceptibility
testing and whole genome sequencing.

Most of the isolates (96.9%) were susceptible to the tested antibiotics.
However, a multidrug-resistant isolate was identified in 2024, which
contained the bla,,,.; gene, among others. The core genome multilocus
sequence typing analysis (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1), with a
threshold of five allelic differences, enabled the identification of eight
clusters, two of them considered as major clusters: Cluster 1, comprising

32 isolates from 2019, and Cluster 2 including four isolates from 2022
and 18 from 2028.

Although S. Newport is an uncommon serotype in Portugal and most of
the isolates do not exhibit antibiotic resistance, it is essential to maintain
a continuous laboratory surveillance programme in order to implement
effective prevention and control measures.

_Introdugéo

Salmonelose é a segunda zoonose mais frequente a nivel
europeu, estando Salmonella spp. associada a numerosos
surtos de origem alimentar (1), De acordo com os dados
mais recentes, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Newport (S. Newport) foi 0 quinto serotipo mais notificado
na Unido Europeia em 2022 (1,1%; 522/47122) (1),

Conforme evidenciado por diversos estudos, os surtos de
infecao por S. Newport tém sido associados ao consumo
de queijo de leite cru, fruta, vegetais e marisco cozinhado
e congelado, entre outros (2-5),

Apesar dos casos de infegdo humana por este serotipo nao
serem frequentes, o aumento do numero de isolados resis-
tentes e multirresistentes aos antibioticos, nomeadamente
aos antibidticos considerados de importancia critica (6),
constituem um problema de saude publica a nivel mundial
(7). Neste contexto, a vigilancia laboratorial adquire um
papel fundamental na identificacdo precoce de surtos e
isolados multirresistentes.

Em Portugal, os dados disponiveis na literatura sobre a
infecdo por S. Newport sdo escassos.
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Objetivo Hg; pefloxacina (PEF), 5 pg; trimetoprim+sulfametoxazol
(SXT), 25 ug; tetraciclina (TET), 30 pg; tigeciclina (TGC), 15
ug; e trimetoprim (TMP), 5 pg. Os isolados foram sujeitos

Este trabalho teve como principais objetivos caracterizar fe-

notipica e genotipicamente isolados clinicos de S. Newport,

. L . A . a sequenciacédo total do genoma (WGS), com recurso a
recebidos no Laboratério Nacional de Referéncia de Infecoes q ¢ g ( )

logia lllumi Al bmica foi real
Gastrintestinais do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricar- tecnologia lllumina, e a andlise genomica foi realizada nas
do Jorge (INSA) entre janeiro de 1991 e maio de 2024, e iden-

tificar possiveis clusters genéticos.

plataformas Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/)
e Center for Genomic Epidemiology (https://www.genomice-
pidemiology.org/services/).

Materiais e métodos

Resultados

Foram considerados todos os isolados de Salmonella spp.

recebidos no INSA entre janeiro de 1991 & maio de 2024 No periodo em estudo, foram identificados no INSA 128 isola-

. dos de S. Newport, tendo sido analisados para este trabalho
e serotipados como S. Newport, com base no esguema

de Kauffman-White-Le Minor 8). A determinagéo do perfi 98 isolados. Destes, 92 pertenciam ao periodo entre 2019 e

- A L . . maio de 2024 e seis ao periodo entre 1991 e 2018 (apenas
fenotipico de resisténcia aos antibidticos foi realizada pelo

foram recuperados 6 isolados de um total de 36 recebidos
neste periodo) (1991, n=1; 1996, n=1; 1997, n=2; 2005, n=1;

2018, n=1). A distribuicao temporal dos casos de salmonelose

método de difusdo em disco, de acordo com as recomenda-
¢coes do European Committee on Antimicrobial Susceptibili-

ty Testing (EUCAST) (°), para um painel de 18 antibiéticos:

4cido nalidixico (NAL), 30 pg: amicacina (AKN), 30 pg: amo- por S. Newport entre 2019-2024 (n=92), encontra-se represen-

xicilina+acido clavulanico (AMC), 30 pg; ampicilina (AMP), tada no grafico 1. Como & possivel constatar, a distribuicéo

nao foi uniforme, tendo havido um maior nimero de isolados
em 2019 (7,9%, 38/478) e 2023 (3,9%, 26/668).

10 ug; azitromicina (AZM), 15 pg; cefepime (FEP), 30 ug;
cefotaxima (COX), 5 ug; cefoxitina (FOX), 30 pg; ceftazidima
(CAZ), 10 pg), ceftriaxona (CRO), 30 ug; cloranfenicol (CHL),
30 ug; gentamicina (GMN), 10 pg;, meropenemo (MEM), 10

Grafico 1: [ Distribui¢do temporal dos 92 isolados clinicos de S. Newport, recebidos entre janeiro de 2019 e maio de 2024,

2024 5 (1,8%)

2023 26 (3,9%)

2022 16 (2,9%)

2021 6 (1,4%)

2020 1(0,4%)

2019 38 (7,9%)
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0

Numero de isolados (%)

A percentagem foi calculada em func@o do numero total de isolados de Salmonella recebidos no INSA em cada ano.
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Relativamente aos testes de suscetibilidade aos antibioticos
(TSA) realizados, 96,9% (95/98) dos isolados de S. Newport
foram totalmente suscetiveis. No grafico 2 estdo represen-
tados os perfis de resisténcia identificados (3,1%; 3/98). A
resisténcia a ampicilina foi observada num isolado de 1991
e a resisténcia a tetraciclina num isolado de 2023, enquanto
o perfil de multirresisténcia (AMP, AMC, TET, FOX, CZD,
COX, FEP, SXT) foi identificado num isolado de 2024. Os
genes preditivos da resisténcia fenotipica estdo descritos
no grafico 2B.

Com o objetivo de avaliar a proximidade genética dos 98 iso-
lados em estudo, recorreu-se a uma analise de core genome
multilocus sequence typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC
V1), considerando um threshold de cinco diferencas alélicas
(HC5). Foram identificados oito clusters distintos, dois dos
quais de maiores dimensdes (Cluster 1 e Cluster 2), como se
observa na figura 1. O Cluster 1 integra 32 isolados de 2019
(32,7%; 32/98), enquanto o Cluster 2 inclui 22 isolados de dois
anos diferentes, 2022 (n=4) e 2023 (n=18). Todos os isolados
pertencem a sequéncia tipo (ST) 118.

Considerando-se o HC5 associado ao Cluster 1 (198011) e
ao Cluster 2 (338382), procedeu-se a uma nova analise de
cgMLST, incluindo apenas os isolados destes HC5 disponiveis
na plataforma Enterobase, de forma a verificar se os clusters
integravam isolados internacionais. Relativamente ao Cluster
1, identificou-se um isolado proveniente de Franca e um
isolado proveniente do Reino Unido (figura 2). O circulo de
maiores dimensdes engloba 11 dos 32 isolados de Portugal
e um isolado de Franca, geneticamente iguais. Os restantes
isolados apresentam 1-5 diferengas alélicas entre si.

No que se refere ao Cluster 2, foram integrados trés isolados
internacionais: um de Frangca, um do Reino Unido e o
terceiro dos Estados Unidos (figura 3). O circulo de maiores
dimensdes engloba 14 dos 22 isolados de Portugal, o isolado
de Franca e o do Reino Unido, com 0 diferencas alélicas,
enquanto os restantes isolados apresentam 1-5 diferencas
alélicas entre si.

_Discussao

Apesar de S. Newport ser considerado um serotipo menos
frequente na Europa (1), comparativamente a S. Enteritidis,
S. Typhimurium e S. Typhimurium monofasica, tem sido
documentada a sua associacdo a uma diversidade de surtos
ligados ao consumo de alimentos contaminados (2:4:5:10),
Em Portugal, o numero de isolados de S. Newport recebidos
no INSA entre janeiro de 1991 a maio de 2024, foi também
reduzido (1,1%; 134/12461). No entanto, foi observado um
aumento significativo (p<0,05) do numero de isolados de S.
Newport em 2019, o que indiciou a possibilidade de existirem
clusters genéticos.

A andlise fenotipica dos isolados, revelou que 96,9% eram
suscetiveis aos antibidticos testados. Este resultado era
expectavel, uma vez que S. Newport estd maioritariamente
associada a baixas percentagens de resisténcia aos antibioti-
cos (). Dos trés isolados resistentes (3,1%; 3/98), dois
evidenciaram apenas a uma classe de antibidticos, um as
penicilinas (ampicilina) e outra a tetraciclina, suportado pela
presenca dos genes blaoxa1 € blarew+s, € tet(A), respetivamen-
te. O outro isolado apresentou um perfil de multirresisténcia
a ampicilina, amoxicilina, cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima,
tetraciclina, pefloxacina e trimetoprim+sulfametoxazol, confe-
rido pela presenca dos genes blapya+, tet(A), gnrB4, sull, sul?
e dfrA12, respetivamente. Apesar de ter sido identificado num
Unico isolado, de 2024, importa destacar a importancia deste
Ultimo perfil, uma vez que a ocorréncia simultanea de genes
de resisténcia aos antibidticos da classe das (fluoro)quinolonas
e do gene blapyas, que codifica uma B-lactamase de espetro
alargado (ESBL), é preocupante, dado que as cefalosporinas
de 32 geracao e as (fluoro)quinolonas séo recomendadas para
o tratamento de infecoes graves (1.6:11),
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Gréfico 2: [ Distribuigdo dos perfis fenotipicos observados nos 98 isolados de S. Newport em andlise (A) e dos genes de
resisténcia identificados por WGS em quatro isolados (B), no periodo em estudo.

a) Perfil fenotipico de isolados de S. Newport (n=98)

95,9

___ Sem resisténcias (n=95)

[ AMP (n=1)

Bl TET (n=1)

[ AMP,AMC,TET,FOX,CZD,COX,PEF,SXT (n=1)

b) Genes de resisténcia de isolados de S. Newport (n=98)

FRET

96,9

Sem genes (n=95)
blagyas, blagye, sull (n=1)
tet(A) (n=1)
aph(6)-1d, aadA2, aph(3')-la, aph(3")-Ib, blaDHA-1,

%

qnrB4, sull, sul2, tet(A), dfrA12 (n=1)

Figura 1: [ Anélise filogenética (minimum spanning tree) de S. Newport, baseada no cgMLST dos 98 isolados e utilizando
0 esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 /oci, disponivel na plataforma Enterobase.

srsssssssas tmssannanan

Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. Os clusters sdo formados com <5 diferengas alélicas

Data de colheita

(I BN NN RN

1991 [1]
1996 [1]
1997 [2]
2005 [1]
2018 [1]
2019 [38]
2020 [1]
2021 [6]
2022 [16]
2023 [26]
2024 [5)

entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. As linhas continuas sdo proporcionais a distancia
entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado séo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia entre os isolados, tendo sido

efetuada uma reducéo para distancias superiores a 1000.
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Figura 2: [ Andlise filogenética (minimum spanning tree) baseada no cgMLST de todos os isolados do HC5 198011
disponiveis na plataforma Enterobase, utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 /oci.

/ [0 Portugal [32]
2/ [ Franca [1]

[ Reino Unido [1]

Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados
neles integrados. As linhas continuas sdo proporcionais a distancia entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado s&o indicativas de auséncia de
proporcionalidade na distancia entre os isolados, tendo sido efetuada uma redugéo para distancias superiores a 3.

Figura 3: ] Analise filogenética (minimum spanning tree) baseada no cgMLST de todos os isolados do HC5 338382
disponiveis na plataforma Enterobase, utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 oci.

; [0 Portugal [32]
h [ Franga [1]
[ Reino Unido [1]

@8 Estados Unidos [1]

Os nimeros apresentados nos ramos representam as diferencas alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados
neles integrados. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. As linhas continuas sdo proporcionais a distancia entre

os isolados, enquanto as linhas a tracejado séo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia entre os isolados, tendo sido efetuada uma reducédo
para distancias superiores a 3.
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Através da analise de cgMLST foi possivel identificar varios
clusters genéticos, nomeadamente dois grandes clusters,
que também integravam isolados internacionais.

Nos Ultimos anos, a sequenciagdo genémica tem desempe-
nhado um papel fundamental na vigilancia laboratorial,
permitindo identificar precocemente clusters genéticos e
servindo de base a investigacdo epidemioldgica (12).

_Conclusao

Apesar de a maioria dos isolados de S. Newport identificados
em Portugal ndo serem resistentes aos antibioticos, a
importancia deste serotipo para a saude publica ndo deve ser
negligenciada, devido a sua potencial ligagdo a surtos, quer
nacionais quer internacionais, de acordo com o evidenciado
pela andlise gendmica realizada no presente estudo.

Destaca-se ainda a existéncia de estirpes de S. Newport
produtoras de B-lactamase de espetro alargado em Portugal,
0 que reforca a necessidade de uma vigilancia laboratorial
continua, que permita a monitorizacao destes isolados e a
detecgéo precoce de surtos.
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_Aumento de casos de Salmonella Typhimurium em 2024: caracterizacao fenotipica e
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Increase in Salmonella Typhimurium cases in 2024: phenotypic and genotypic characterization of isolates
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_Resumo

Salmonelose é a segunda zoonose mais frequente a nivel mundial. E causa-
da por Salmonella enterica, sendo S. Typhimurium um dos serotipos mais
reportados na Unido Europeia. Um dos maiores riscos para a saude publica
¢ a presenca de Salmonella spp. em alimentos, e consequente associagao
a surtos que podem atingir uma dimensao transfronteirica.

Este estudo teve como principal objetivo caraterizar fenotipica e genotipica-
mente isolados de Salmonella Typhimurium recebidos no Laboratoério Nacio-
nal de Referéncia de Infecdes Gastrintestinais do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, na sequéncia do aumento consideravel de isolados
deste serotipo observado entre abril e maio de 2024.

Foram estudados 83 isolados, dos quais 64 integravam o mesmo cluster
geneético (77,1%), Cluster 1, identificado por core genome multilocus
sequence typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1). Todos os isolados
pertenciam a sequéncia tipo 19. Foi identificada a presenga dos genes de
resisténcia blagupg.,, Sull, aadA2, aac(6’)-laa, tet(G) e floR em 67 isolados,
perfil concordante com o feno6tipo encontrado, AMP-AMC-TET-CHL. A
analise de cgMLST permitiu ainda identificar quatro isolados europeus que
integravam o Cluster 1.

_Abstract

Salmonellosis is the second most frequent zoonosis worldwide. It is
caused by Salmonella enterica, with S. Typhimurium being one of the most
reported serotypes in the European Union. One of the major public health
risks is the presence of Salmonella spp. in food, leading to outbreaks that
can reach cross-border dimensions.

The main goal of this study was to characterise, phenotypically and geno-
typically, the Salmonella Typhimurium isolates received at the National
Reference Laboratory for Gastrointestinal Infections of the National
Institute of Health Doutor Ricardo Jorge, due to the considerable increase
observed between April and May 2024.

In this work, 83 isolates were studied, of which 64 (77.1%) belonged to the
same cluster, Cluster 1, identified by core genome multilocus sequence
typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1). All isolates belonged
to sequence type 19. The resistance genes blaCARB-2, sull, aadA2,
aac(6’)-laa, tet(G) and floR were identified in 67 isolates, concordant
with the phenotype detected, AMP-AMC-TET-CHL. Subsequent cgMLST
analysis identified four isolates from other European countries that were
also included in Cluster 1.

_Introdugéo

Salmonella spp. ¢ um bacilo Gram-negativo pertencente a fa-
milia Enterobacteriaceae (1). O género Salmonella compreen-
de mais de 2600 serotipos, de acordo com 0 esquema de
Kauffman-White-Le Minor, e agrupa duas espécies diferentes,
Salmonella enterica e Salmonella bongori (). Integrando o
grupo de Salmonella nao tiféide/paratiféide, S. Typhimurium é
0 segundo serotipo mais reportado na Unido Europeia, com
uma percentagem de 11,4% (2),

Salmonelose, tipicamente caraterizada pelo aparecimento
de sintomas gastrointestinais, é considerada a segunda
zoonose mais frequente a nivel mundial (2). E frequentemen-
te associada a surtos de origem alimentar, podendo ser
transmitida pelo consumo de alimentos contaminados, como
carne de aves, laticinios, ovos, frutas e vegetais, entre outros
(3), Adicionalmente, a existéncia de isolados resistentes a
varias classes de antibiéticos representa um grave problema
para a satde publica (3). Em Portugal, as resisténcias a am-
picilina (31,3%), sulfametoxazol (52,1%), tetraciclina (27,1%) e
a classe das fluoroquinolonas (27,1%) séo as mais frequentes
nas infecdes por S. Typhimurium, podendo a percentagem
de isolados multirresistentes atingir os 31,3% (4),

A vigilancia epidemioldgica laboratorial ¢ uma componente
essencial para a sinalizac&o precoce de surtos, permitindo
a adocdo de medidas de prevencdo e de controlo pelas
autoridades competentes, de forma a minimizar o risco para
a saude publica.
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_Objetivos

Este estudo tem como objetivo caraterizar fenotipica e genotipi-
camente isolados de Salmonella spp. recebidos no Laboratério
Nacional de Referéncia de Infe¢des Gastrintestinais do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), e serotipados
como S. Typhimurium, entre janeiro e maio de 2024.

_Material e métodos

De um total de 285 isolados recebidos no INSA entre janeiro
e maio de 2024, foram selecionados todos os isolados perten-
centes ao serotipo Typhimurium. A serotipagem foi realizada
com base no esquema de Kauffman-White-Le Minor () e a de-
terminacao do perfil de resisténcias aos antibiéticos pelo mé-
todo de difusédo em disco, de acordo com as recomendacdes
do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (6). Foi testado um painel de 18 antibiéticos: 4cido
nalidixico (NAL, 30 pg), amicacina (AKN, 30 ug), amoxicilina+a-
cido clavulanico (AMC, 30 ug), ampicilina (AMP, 10 pg), azitro-
micina (AZM, 15 ug), cefepime (FEP, 30 ug), cefotaxima (COX,
5 ug), cefoxitina (FOX, 30 pg), ceftazidima (CAZ, 10 pg), ceftria-
xona (CRO, 30 pg), cloranfenicol (CHL, 30 pg), gentamicina
(GMN, 10 pg), meropenemo (MEM, 10 ug), pefloxacina (PEF, 5
ug), trimetoprim+ sulfametoxazol (SXT, 25 ug), tetraciclina (TET,
30 pg), tigeciclina (TGC, 15 yg) e trimetoprim (TMP, 5 ug). Os
isolados foram submetidos a sequenciacdo total do genoma
(WGS), utilizando a tecnologia lllumina. A analise genémica foi
realizada com recurso as plataformas Enterobase (https://ente-
robase.warwick.ac.uk/) e Center for Genomic Epidemiology
(https://www.genomicepidemiology.org/services/).

_Resultado

Dos 285 isolados de Salmonella enterica recebidos no INSA
entre janeiro e maio de 2024, 29,1% (83/285) foram serotipados
como S. Typhimurium, um ndmero 4,2 vezes superior ao total
de isolados de S. Typhimurium serotipados no ano de 2023
(6,9%; 46/668). De acordo com o grafico 1, o maior nUmero
de isolados de S. Typhimurium foi observado no més de abril
(63,9%; n=53/83), sendo a maioria proveniente de duas regides
do pais (Lisboa e Vale do Tejo e Alentejo).

Grafico 1: [ Distribui¢do do nimero de isolados de S. Typhimurium
serotipados no INSA, entre janeiro e maio de 2024.
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Relativamente aos testes de suscetibilidade aos antibidticos
(TSA), 80,7% (67/83) dos isolados de S. Typhimurium apresen-
tavam o mesmo perfil de resisténcia a antibidticos, AMP-AM-
C-TET-CHL. Nos restantes 16 isolados, 8,4% (7/83) eram
suscetiveis, 6,0% (5/83) apresentavam o perfil de resisténcia
AMP-TET-TMP-SXT e 1,2% (1/83), cada, os perfis AMP-AMC-
-TET-NAL-CHL-PEF, AMP-TMP-SXT, NAL-PEF e PEF.

Com o objetivo de avaliar a proximidade genética dos 83
isolados de S. Typhimurium sequenciados, recorreu-se a
uma analise de core genome multilocus sequence typing
(Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1) considerando-se um
threshold de cinco diferencas alélicas (HC5), tendo sido
identificados cinco clusters genéticos.

O Cluster 1 integra 77,1% (64/83) dos isolados sequenciados,
com 0-2 diferencas alélicas, todos pertencentes a sequéncia
tipo (ST) 19 (figura 1). Todos os isolados do Cluster 1,
apresentam o perfil de resisténcia AMP-AMC-TET-CHL, tendo
sido identificada a presenca dos genes blagugg» IOR, € tet(G),
preditivos deste fendtipo, e ainda a presenca dos genes
aac(6')-laa (criptico em Salmonella spp.), aadA2 (estreptomicina)
e sull (sulfametoxazol). Este perfil de resisténcia a antibidticos
foi igualmente observado em trés outros isolados que néo
integram o Cluster 1.
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Figura 1: [ Andlise filogenética (minimum spanning tree) de S. Typhimurium, baseada no cgMLST de 83 isolados, utilizando
0 esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 loci, disponivel na plataforma Enterobase.

Cluster 1

Cluster 4 HC5 (cgMLST V2+HierCC V1)
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados.
Os clusters séo formados com <5 diferencas alélicas entre os isolados.
O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados.

Cluster 3

RORERROTRTN

Figura 2: [ Anélise filogenética (minimum spanning tree) baseada no cgMLST de todos os isolados do HC5 410410 disponiveis
na plataforma Enterobase, utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 loci.
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados.
O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados neles integrados.
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Para além do Cluster 1, foram identificados quatro clusters
adicionais, embora de menores dimensdes: o Cluster 2, que
integra cinco isolados, com o perfil de resisténcia AMP-TET-T-
MP-SXT; os Clusters 3 e 4, com trés isolados cada, suscetiveis
aos antibidticos testados; e o Cluster 5, com dois isolados
resistentes a, respetivamente, NAL-PEF e PEF. Os restantes
seis isolados né&o integram nenhum Cluster.

Uma vez identificado o Cluster 1, pertencente ao HC5 410410,
procedeu-se a uma nova analise de cgMLST, desta vez incluin-
do todos os isolados deste HC5 disponiveis na plataforma
Enterobase, de forma a verificar se o Cluster 1 integrava isola-
dos internacionais (figura 2). Esta analise levou a identificagdo
de quatro isolados europeus, dois isolados de Franca e dois
isolados do Reino Unido, todos de 2024. O circulo de maiores
dimensdes engloba 51 isolados de Portugal, um de Franca e
dois do Reino Unido, que apresentam zero diferencas alélicas
entre si. Os restantes 13 isolados, apresentam ¢inco ou menos
diferencas alélicas entre si.

_Discusséo

S. Typhimurium é o segundo serotipo mais notificado a nivel
europeu (7); sendo, em Portugal o terceiro serotipo mais
comum, depois de S. Enteritidis e S. Typhimurium monofasi-
ca. Em abril de 2024, foi observado um aumento no numero
de isolados serotipados como S. Typhimurium, comparativa-
mente ao ano de 2023. Simultaneamente, constatou-se
que a maioria destes isolados estavam circunscritos a duas
regides de Portugal. Todos estes factos, indiciavam a possi-
vel existéncia de um cluster genético. De facto, 77,1% (64/83)
dos isolados de S. Typhimurium recebidos de janeiro a maio
de 2024, integraram o mesmo cluster genético, Cluster 1
(HC5 410410). Este cluster integrou ainda quatro isolados
europeus, dois de Franga e dois do Reino Unido. Todos os
isolados do Cluster 1 pertenciam ao ST19, ST do serotipo
Typhimurium mais frequente a nivel mundial (8). Estes dados
reforgam a importéncia da vigilancia laboratorial continua
e 0 seu papel na identificacdo de surtos, sendo cada vez
mais comum a vigilancia genémica o ponto de partida de
investigacao epidemiolégica de surtos (9.

Adicionalmente, todos os isolados pertencentes ao Cluster
1 apresentavam o mesmo perfil de resisténcia aos antibioti-
cos (AMP-AMC-TET-CHL), perfil pouco comum em Portugal
(dados nao apresentados). Contudo, a resisténcia aos
antibidticos ampicilina, tetraciclina e cloranfenicol sao das
mais frequentes em S. Typhimurium a nivel europeu (32,1%,
26,8%, 14,5% respetivamente) (4). As resisténcias fenotipi-
cas foram suportadas a nivel gendmico pela presenca dos
genes blag,ps., (@mpicilina e amoxicilina), tet(G) (tetraciclina)
e floR (cloranfenicol). Adicionalmente, foram identificados
0s genes sull, preditivo de resisténcia a classe das sulfona-
midas, e aadA2, preditivo de resisténcia a estreptomicina.
O perfil de resisténcia ACSSUT (ampicilina-cloranfenicol,
estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina) é o perfil mais
comum a nivel europeu (4). A detegdo simultanea destes
genes foi associada a estirpes multirresistentes e virulentas
de ST19 na Europa, Asia e Estados Unidos da América
(10). Importa ressaltar que, de acordo com a Organizagéo
Mundial de Saude (1), alguns destes antibiéticos estdo
classificados como antibidticos de importancia critica para
a saude humana.

_Concluséo

Este estudo destaca a importancia da vigilancia continua e
da caraterizacao detalhada de isolados de Salmonella para
melhor compreender a dindmica de surtos e a disseminacao
de estirpes multirresistentes.

A identificacdo precoce de clusters e a compreensdo dos
perfis de resisténcia sao cruciais para implementar medidas de
controlo efetivas e, assim, prevenir a disseminagao de infecoes.
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_Caracterizacao fenotipica e genotipica de isolados de Salmonella Typhi e Paratyphi em
Portugal, entre janeiro de 1994 e maio de 2024
Phenotypic and genotypic characterization of Salmonella Typhi and Paratyphi isolates in Portugal, between January

1994 and May 2024

Ana Margarida Henriques, Raquel Caeiro, Alexandra Tomas, Leonor Silveira, Angela Pista

angela.pista@insa.min-saude.pt; leonor.silveira@insa.min-saude.pt

Laboratdrio Nacional de Referéncia de Infe¢des Gastrintestinais. Departamento de Doencas Infeciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Os serotipos Typhi e Paratyphi causam infecdes sistémicas graves, sendo
crucial a administrac@o de antibioterapia adequada. No entanto, o aumento
crescente da taxa de multirresisténcia aos antibiéticos, especialmente no
caso de Salmonella Typhi, dificulta a escolha dos antibi6ticos a administrar.
Em Portugal, os casos de febre tifoide e paratifoide s@o raros.

Com este estudo pretendeu-se identificar e caracterizar os perfis de re-
sisténcia aos antibidticos de isolados de Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi A, B e C, entre janeiro de 1994 e maio de 2024, e avaliar a sua
proximidade genética.

Apds confirmacéo do serotipo, 86 isolados foram submetidos a testes de
suscetibilidade aos antibidticos e sequenciacao total do genoma. Neste es-
tudo, 60,5% dos isolados foram resistentes a pelo menos um antibidtico,
dos quais 15,4% eram multirresistentes. Entre 1994-2016 todos os isolados
foram suscetiveis, mas a partir de 2017 foi possivel observar uma tendéncia
crescente na resisténcia aos antibidticos, especialmente para S. Typhi. A re-
sisténcia a pefloxacina foi a mais frequente, seguida da resisténcia ao acido
nalidixico, ampicilina, trimetoprim, sulfametoxazol e cloranfenicol. Dos diver-
s0s genes de resisténcia identificados, destaca-se a presenga do gene blac-
mm-15 NUM isolado de Salmonella Typhi de 2020, resistente a antibiéticos de
importancia critica.

Foram identificados 11 pequenos clusters. Apesar dos serotipos tifoides e
paratifoides néo serem endémicos em Portugal, é essencial manter uma vi-
gilancia laboratorial continua, de forma a caracterizar os isolados circulan-
tes em Portugal e detetar potenciais surtos.

_Abstract

Typhi and Paratyphi serovars are responsible for severe systemic infections
that require appropriate antimicrobial therapy. However, the increasing rate of
multidrug resistance, particularly in Salmonella Typhi, complicates therapeutics.
In Portugal, typhoid and paratyphoid fever cases are rare.

This study aimed to identify and to characterize the antibiotic resistance
profiles of Salmonella Typhi and Salmonella Paratyphi A, B, and C isolates
from 1994 to May 2024, and to assess their genetic proximity.

After serotyping confirmation, 86 isolates underwent antimicrobial
susceptibility testing and Whole Genome Sequencing.

In this study, 60.5% of the isolates were resistant to at least one antibiotic,
of which 15.4% were multidrug-resistant. Between 1994 and 2016, all
isolates were susceptible, but an increasing trend in antibiotic resistance

was observed after 2017, particularly in S. Typhi. Resistance to pefloxacin
was most frequent, followed by nalidixic acid, ampicillin, trimethoprim,
sulphamethoxazole, and chloramphenicol. Among the resistance genes
identified, blagrwy.4s gene was found in a S. Typhi isolate from 2020,
resistant to critically important antibiotics. Eleven small clusters were
identified. Although typhoid and paratyphoid serotypes are not endemic
in Portugal, continuous laboratory surveillance is essential to characterize
circulating isolates and to detect potential outbreaks.

_Introdugéo

Anualmente, a febre tifoide e a paratifoide sdo responsaveis
por cerca de 130 a 160 mil mortes a nivel mundial e séo
causadas por Salmonella Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
e Paratyphi C (1-6). A febre entérica é transmitida pela via
fecal-oral, através da contaminacdo de agua ou alimentos,
ou por contacto direto pessoa a pessoa, especialmente em
paises endémicos, tais como paises do sudeste asiatico
e Africa subsariana, entre outros (1:2:5.7). Na Europa, 0s
casos de febre tifoide e paratifoide sdo relativamente raros
e estdo maioritariamente associados a viagens para paises
endémicos (1:3.7),

Os serotipos Typhi e Paratyphi, restritos ao hospedeiro
humano, causam infecoes sistémicas graves, especialmen-
te em individuos imunocomprometidos, sendo crucial a
administracdo de antibioterapia adequada (8:9). Em caso
de necessidade de terapéutica empirica, é recomendada,
como primeira linha de tratamento, a administracdo de
ciprofloxacina, ceftriaxone ou azitromicina (19). No entanto,
0 aumento crescente da taxa de multirresisténcia aos
antibidticos, especialmente no caso de S. Typhi, limita a
escolha dos antibidticos a administrar, sendo recomendada
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adaptacao relativamente aos padroes de resisténcia de cada
pais (5:6,10.11) Apesar de néo ser uma doenga endémica em
Portugal, é importante caracterizar os isolados circulantes
no nosso pais, nao sé para detetar precocemente eventuais
surtos, mas também para adequar o tratamento, visando
minimizar os riscos para a saude publica (5).

_Objetivos

Com este estudo pretendeu-se identificar os perfis de
resisténcia aos antibidticos mais frequentes de isolados de
Salmonella dos serotipos Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
e Paratyphi C, no periodo entre janeiro de 1994 e maio de
2024, bem como identificar os seus genes de resisténcia.
Adicionalmente, foi avaliada a proximidade genética das
estirpes em estudo.

_Materiais e métodos

Para realizacdo deste trabalho, foram analisados isolados
de S. Typhi, S. Paratyphi A, B e C, recebidos e identificados
no Laboratério Nacional de Referéncia de Infecbes
Gastrintestinais do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 1994 e maio de 2024.
A serotipagem foi realizada de acordo com o esquema de
Kauffman-White-Le Minor (12),

fenotipico de resisténcia aos antibidticos foi realizada

A determinacdo do perfil

pelo método de difusdo em disco, de acordo com as
recomendagoes do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (13). Foi testado um painel
de 18 antibidticos, que incluiam: ampicilina (AMP) (10 pg),
amoxicilina+acido clavulanico (AMC) (30 pg), tetraciclina (TET)
(30 pg), cefoxitina (FOX) (30 pg), ceftazidima (CZD) (10 ug),
cefepime (FEP) (30 pg), cefotaxima (COX) (5 ug), ceftriaxona
(CRO) (30 pg), acido nalidixico (NAL) (30 ug), cloranfenicol
(CHL) (30 pg), gentamicina (GMN) (10 pg), pefloxacina (PEF)
(5 pg), trimetoprim (TMP) (5 pg), sulfametoxazol (SMX) (100
ug), meropenemo (MEM) (10 pg), azitromicina (AZM) (15 pg),
tigeciclina (TGC) (15 ug) e amicacina (AKN) (30 pg). Uma
estirpe foi considerada multirresistente quando apresentou
resisténcia a trés ou mais classes diferentes de antibioticos.
Todos os isolados foram sujeitos a sequenciag@o total

do genoma (WGS),
analise genémica foi realizada recorrendo as plataformas

utilizando a tecnologia lllumina, e a
Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/), Center for
Genomic Epidemiology (https://www.genomicepidemiology.org
/services) e Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(https://card.mcmaster.ca).

_Resultados

Entre janeiro de 1994 e maio de 2024 foram recebidos no
INSA 168 isolados clinicos de S. Typhi (n=148), S. Paratyphi
A (n=10), B (n=7) e C (n=3). No grafico 1, é possivel observar
a distribuicao temporal destes isolados.

Tendo em conta que 48,8% dos isolados (82/168) nao
se conseguiram recuperar para realizagdo de testes de
suscetibilidade aos antibioticos e WGS, neste estudo foram
considerados 86 isolados: 66 isolados de S. Typhi, dez
isolados de S. Paratyphi A, sete isolados de S. Paratyphi B e
trés isolados de S. Paratyphi C.

No total, 60,5% (52/86) dos isolados foram resistentes a pelo
menos um dos antibidticos testados, o que correspondeu
a 60,6% (40/66) dos isolados de S. Typhi, 100% (10/10) dos
isolados de S. Paratyphi A e 28,6% (2/7) dos isolados de S.
Paratyphi B. Por outro lado, todos os isolados de S. Paratyphi
C (n=3)
testados (grafico 2), assim como todos os isolados (n=14)

apresentaram suscetibilidade aos antibioticos

anteriores a 2017.

Foram identificados diversos perfis de resisténcia (grafico 3),
sendo o perfil mais comum a resisténcia a classe das (fluoro)qui-
nolonas (NAL, PEF), observado em 90,0% (9/10) dos isolados
de S. Paratyphi A, 31,8% (21/66) de S. Typhi e 14,3% (1/7) de
S. Paratyphi B. A diversidade de perfis foi mais evidente nos
isolados de S. Typhi. De referir que 15,4% (8/52) dos isolados de
S. Typhi apresentaram perfil de multirresisténcia. A resisténcia
a pefloxacina (76,9%; 40/52), acido nalidixico (69,2%; 36/52),
ampicilina (28,8%; 15/562), trimetoprim (26,9%; 14/52), sulfameto-
xazol (23,1%; 12/562) e cloranfenicol (17,3%; 9/52), foram as mais
frequentes. Todos os isolados foram suscetiveis a amicacina,
azitromicina, cefoxitina, gentamicina, meropenemo e tigeciclina
(100%; 52/52).
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Gréfico 1: [ Distribuigdo temporal da percentagem de isolados (%) de S. Typhi, S. Paratyphi A,Be C
serotipados no INSA entre janeiro de 1994 e maio de 2024.
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Foram omitidos os anos em que nédo foram identificados os serotipos em estudo.

Grafico 2: [ Distribuigdo temporal do nimero de isolados (%) de S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B e S. Paratyphi C
resistentes e suscetiveis aos 18 antibiéticos testados.
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Foram omitidos os anos anteriores a 2017 em que nao foram recuperados isolados.
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Grafico 3: [ Distribuigdo da suscetibilidade e dos perfis de resisténcia observados nos isolados de S. Typhi,
S. Paratyphi A, S. Paratyphi B e S. Paratyphi C, entre janeiro de 1994 e maio de 2024.
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Na tabela 1 encontram-se descritos os perfis fenotipicos de
resisténcia aos antibioticos testados, bem como os genes de
resisténcia identificados apds WGS. Todos os perfis fenotipicos
de resisténcia aos antibidticos foram concordantes com a
analise dos genes de resisténcia. Num isolado multirresistente
de S. Typhi, de 2020, foi identificado 0 gene blagrxm1s Uma
B-lactamase de espetro alargado (ESBL).

L AMP, AMC, TET, CHL, SMX

Através da andlise de core genome multilocus sequence
typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1) dos 86 isolados
estudados, recorrendo a um threshold de cinco diferencas
alélicas (HCH), foi possivel identificar oito clusters integrando
isolados de S. Typhi (figura 1) e trés clusters integrando,
respetivamente, isolados de S. Paratyphi A, B e C (figura
2). Quatro clusters (cluster 6, 8, A e C) integram isolados de
diferentes anos (figura 1 e 2).
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Tabela 1: [} Genes de resisténcia e mutagdes pontuais associados aos perfis de resisténcia aos antibiéticos
observados nos isolados de S. Typhi, S. Paratyphi A, B e C, entre 1994 e maio de 2024.

Numero de isolados

Perfil fenotipico de resisténcia Genes de resisténcia (n=86)
Suscetivel 34
Resistente 52
AMP blarey.is 1
T™MP dfrA7 1
PEF gyrB (p.S464F) 4
NAL, PEF gyrA (p.D87N; p.S83F; p.S83Y), parC (p. T57S), qnrB19 31
AMP, TMP blarey 15, dfrA7 1
NAL, PEF, CHL gyrA (p. S83Y), parC (p. T578S), sdiA 1
AMP, SMX, TMP blarey g, sull, drfA7 4
AMP, AMC, TMP blarey 15, dfrA7 1
AMP, CHL, SMX, TMP aph(6)-1d, aph(3"')-1b, blargy s, catAl sull, sul2, dfrA7 3
AMP, AMC, CHL, SMX, TET aadA2, blagas, flOR, sull, tet(G) 1
L L s T LSS D, 1 b 55 . 501 50970 :
AMP, COX, CRO, CZD, FEP, NAL, aph(6)-1d, aph(3")-Ib, blarey.is, blacrxy.1s qNrS7, 1
PEF, CHL, SMX, TMP gyrA (p. S83F), catAl, sull, sul2, dfrA7

AMC, amoxicilina +4cido clavulanico; AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol; CZD, ceftazidima; COX, cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; FEP, cefepime;
NAL, acido nalidixico; PEF, pefloxacina; SMX, sulfametoxazol; TET, tetraciclina; TMP, trimetoprim.

Figura 1: [ Andlise filogenética (minimum spanning tree) de S. Typhi, baseada no cgMLST de 66 isolados, utilizando
0 esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 /oci, disponivel na plataforma Enterobase.
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. Os clusters sdo formados com <5 diferengas
alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados neles integrados. As linhas continuas séo
proporcionais a distancia entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado sdo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia
entre os isolados, tendo sido efetuada uma redugéo para distancias superiores a 200.
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Figura 2:

Anélise filogenética (minimum spanning tree) de S. Paratyphi A, B e C, baseada no cgMLST de 20 isolados,

utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 Joci, disponivel na plataforma Enterobase.
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. Os clusters sdo formados com <5 diferengas
alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. As linhas continuas séo
proporcionais a distancia entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado séo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia
entre os isolados, tendo sido efetuada uma reducéo para distancias superiores a 2000.

_Discusséo

No periodo entre janeiro de 1994 e maio de 2024 foram
Destes, 66
dez como Paratyphi A, sete

analisados 86 isolados clinicos. foram
serotipados como Typhi,
como Paratyphi B e trés como Paratyphi C. Segundo o
Ultimo relatério epidemiologico europeu de febre tifoide
e paratifoide, o numero de casos reportados de S.
Typhi (n=990; 69%) foi significativamente superior aos
de S. Paratyphi A (n=318; 22%), S. Paratyphi B (n=91;
6%) e S. Paratyphi C (n=11; 1%), tal como observado
em anos anteriores (4:5). Na auséncia de informagdes
epidemioldgicas complementares dos pacientes (pais de
origem, viagens recentes, entre outros) podemos apenas
supor que estes casos tenham surgido em contexto familiar
ou que tenham ocorrido ap6s viagens a paises onde a febre
tifoide e paratifoide sdo endémicas, tal como acontece nos

restantes paises europeus.

Neste estudo, 60,5% dos isolados foram resistentes
15,4% foram
multirresistentes. Tal como reportado por outros paises, a

a pelo menos um antibidtico e, desses,

resisténcia aos antibidticos foi maior nos serotipos Typhi
e Paratyphi A (5,6,11,14-18) " Apgsar do nuimero reduzido
de isolados incluidos neste estudo, foi possivel observar
uma tendéncia crescente na resisténcia aos antibidticos
testados, especialmente no caso de S. Typhi, sendo que até
2017 todos os isolados analisados foram suscetiveis. Estes
dados estdo em consonancia com os dados internacionais,
que tém evidenciado um aumento do numero de isolados
resistentes e multirresistentes (7,11,16-18),

Globalmente, as resisténcias mais frequentes foram a
pefloxacina (76,9%), acido nalidixico (69,2%), ampicilina
(28,8%), trimetoprim (26,9%),
cloranfenicol (17,3%), tendo o perfil de resisténcia NAL-PEF

sulfametoxazol (23,1%) e
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sido 0 mais observado em S. Typhi (31,8%) e Paratyphi A
(90,0%). A sequenciagao total do genoma permitiu identificar
0s genes de resisténcia preditivos dos perfis de resisténcia
encontrados, destacando-se a presenca dos genes blacry1s
(cefalosporinas), blamey4s (ampicilina), catAl (cloranfenicol),
dfrAT (trimetoprim), sull/sul2 (sulfametoxazol), gnrB19 e das
mutagdes pontuais em gyrA, gyrB e parC (fluoroquinolonas).
A identificacdo de um isolado de S. Typhi de 2020 extensiva-
mente resistente aos antibidticos (XDR), com resisténcia a
ampicilina, cefalosporinas de 3?2 e 42 geracao, (fluoro)quinolo-
nas, cloranfenicol, sulfametoxazole e trimetoprim, e com uma
betalactamase de espetro alargado (blacryu1s) vem reforcar
0 conceito de que a escolha dos antibiéticos a administrar é
cada vez mais um desafio para a pratica clinica (5.6,11,13,19),
A resisténcia de S. Typhi a cada um destes antibidticos tem
sido descrita em vérios paises ao longo dos anos (20),

A analise de cgMLST identificou oito pequenos clusters de S.
Typhi e trés pequenos clusters cada um integrando isolados
de S. Paratyphi A, B e C. A existéncia destes clusters
pressupde uma provavel origem comum dos isolados
integrantes de cada cluster. No entanto, sem informacéo
epidemiolégica complementar, esta observagdo ndo passa
de uma suposicao.

_Conclusao

Apesar de a febre tifoide/paratifoide ser uma doenca de decla-
racdo obrigatéria (DDO) em Portugal (21), a subnotificagdo de
casos é um desafio, transversal alias a todas as DDO (22,23),

Dada a importancia das infecOes causadas por serotipos
Typhi e Paratyphi, estas ndo devem ser negligenciadas,
mesmo nao sendo endémicas em Portugal. N&o s6 por cau-
sarem sintomas graves, levarem frequentemente ao interna-
mento e até morte, que se traduz numa carga economica
e de doenca elevada, mas também devido ao aumento das
resisténcias aos antibidticos, que constitui um verdadeiro
desafio ao tratamento destas doencas.

Assim, ndo s6 é essencial a notificacao clinica atempada
de todos 0s casos, mas também é importante manter uma
vigilancia laboratorial continua, que permita caracterizar os
isolados circulantes em Portugal e detetar de forma precoce
potenciais surtos, que deverdo ser sempre suportados pela
investigagdo epidemioldgica conduzida pelas entidades
competentes, de maneira a implementar medidas de
prevencao e controlo eficazes.
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_Resumo

A investigacao epidemioldgica de surtos de infegOes respiratérias graves é
determinante para a rapida identificagdo de ameacgas a saude publica. As in-
fecOes respiratérias de origem animal tém sido frequentemente reportadas
nos Ultimos anos, incluindo gripe aviaria, suina e mais recentemente em fe-
linos e gado bovino. Apds um surto de Influenza A(HEN1) em gatos na Pol6-
nia, em 2023, e em aves em Portugal desde novembro de 2021, o Programa
Nacional de Vigilancia de Gripe e outros Virus Respiratérios (PNVGVR), no
ambito de uma abordagem integrada Uma Sé Salde, incluiu na época de
gripe 2023/2024 uma questao sobre o contacto com animais prévio ao ini-
cio dos sintomas respiratérios, para sensibilizar médicos e outros profissio-
nais de saude sobre este risco.

O presente trabalho tem como objetivo explorar a exequibilidade da recolha
de informagé&o sobre contactos com animais no PNVGVR na detecao de sur-
tos de origem animal.

Os dados indicam que, embora menos de um ter¢o dos individuos que re-
lataram contato com animais nos ultimos dez dias tenha sido diagnostica-
do com gripe, esta associagao nao deve ser ignorada, especialmente em
contextos onde foram identificados casos de gripe em animais.

Na época 2024/2025, pretende-se continuar a recolha de dados sobre
contactos com animais e e reforgar junto dos clinicos a importancia desta
informacao na vigilancia das infegdes respiratérias em Portugal, tirando
partido do PNVGVR como um instrumento de instrumento de vigilancia
bem estabelecido.

_Abstract

The epidemiological investigation of outbreaks of severe respiratory
infections is crucial for the rapid identification of public health threats.
Respiratory infections of animal origin have been frequently reported
in recent years, including avian influenza, swine influenza and more
recently in felines and cattle. Following an outbreak of Influenza A(H5N1)
in cats in Poland in 2023 and new cases of avian influenza in Portugal in
November 2023, the Programa Nacional de Vigilancia de Gripe e outros
Virus Respiratérios (PNVGVR) of Portugal, in a integrated One Health
approach effort, included in the 2023/2024 influenza season a question
on previous contact with animals before the respiratory symptoms onset
to raise awareness among clinicians.

The present work aims to explore the feasibility of collecting information
about contacts with animals in the PNVGVR in the detection of outbreaks
of animal origin.

Data indicates that although less than a third of individuals who reported
contact with animals in the last ten days were diagnosed with influenza,
this association should not be ignored, especially in contexts where cases
of influenza in animals have been identified. This should encourage resear-
ch on different types of contact with animals and respiratory infections.
In the 2024/2025 season, we aim to continue collecting data on animal
contacts and reinforce with clinicians the importance of gathering this
information in the surveillance of respiratory infections in Portugal, taking
advantage of the PNVGVR as a well-established surveillance tool.

_Introdugéo

A investigacao epidemiolégica de surtos de infecdes respira-
torias graves (1-3) ¢ relevante para a identificagéo atempada
de ameacas emergentes a salde publica.

As infecOes respiratdrias de origem animal sdo de particu-
lar importancia e tém vindo a ser reportadas desde o inicio
dos anos 2000. As infegdes respiratdrias associadas ao
virus da gripe aviaria de alta patogenicidade do subtipo A
(H5N1) foram reportadas nos Ultimos anos, desde 2020 em
aves (2.4) e mamiferos como suinos (5) e mais recentemente
em felinos (6) e em gado bovino (7).

O risco para a saude humana esta atualmente limitado ao
contacto com animais infetados (aves ou mamiferos) ou com
ambientes contaminados. A presenca do virus em areas
urbanas, onde h& exposi¢éo de animais de estimagao a aves
infetadas, aumenta este risco para os humanos. E também
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importante que as autoridades de saude publica e veterina-
rias tenham ferramentas para atempadamente detetar pro-
blemas respiratérios ou neurolégicos apds uma possivel
exposicao a um virus respiratério, para identificar e tratar os
animais, assim como implementar as medidas de controlo
necessarias para evitar o contagio de humanos. (2:4).

A investigagao de surtos animais baseia-se numa coordena-
cao multidisciplinar entre clinicos, veterinarios, virologistas,
epidemiologistas e autoridades de salde para a notificacao
de casos ou surtos de infecoes desconhecidas, orientacdo
do diagndstico laboratorial e implementacdo de medidas de
controlo e prevencdo em satde publica (8).

A coordenacao do Programa Nacional de Vigilancia de Gripe
e outros Virus Respiratérios (PNVGVR) (9) e sua atualizacéo,
assim como a promoc¢ao da formacdo dos profissionais
envolvidos na vigilancia que integram as redes-sentinela
e a Rede Portuguesa de Laboratérios para o Diagnostico
do Virus da Gripe e outros Virus Respiratérios, e a analise
de dados e anélises laboratoriais é da responsabilidade do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), o
qual providencia todo o material necessario para a colheita
de dados, colheita e transporte das amostras bioldgicas.
O sistema de vigilancia da gripe em Portugal é constituido
por redes-sentinela (Rede Médicos-Sentinela, Rede de Uni-
dades de Saude Sentinelas, Rede de Servigos de Urgéncia,
Rede de Servicos de Obstetricia e Rede de Unidades de Cui-
dados Intensivos) e por uma rede ndo-sentinela (Rede Portu-
guesa de Laboratérios para o Diagnostico da Infecao pelo
Virus da Gripe e Outros Virus Respiratorios), também coor-
denada pelo INSA, e criada para recolha de dados e amos-
tras respiratérias para proceder ao diagnéstico laboratorial,
e caraterizacado genética e antigénica dos virus respiratorios
identificados, com particular foco nos virus da gripe, SARS-
-CoV-2 e virus sincicial respiratério. A vigilancia da gripe e
de outros virus respiratérios é feita durante todo o ano.

Uma S6 Satde ou One Health (19.11) ¢ uma abordagem inte-
grada que visa equilibrar e otimizar de forma sustentavel a
salide das pessoas, dos animais e dos ecossistemas. Reco-

nhece que a saude dos seres humanos, dos animais domés-
ticos e selvagens, das plantas e do ambiente em geral estéo
estreitamente ligadas e sao interdependentes. Ao interligar
humanos, animais e 0 ambiente, esta abordagem contempla
todo o espectro do controlo de doencas — desde a preven-
cao até a detegdo, preparacdo da resposta e gestdo - e con-
tribui para a seguranca da satde global (12),

Em Portugal, os surtos de gripe aviaria, especialmente associa-
dos ao subtipo H5N1 tém esporadicamente ocorrido desde
2005/2006 (12), Assim, no seguimento de um surto de Influenza
A(H5N1) em gatos na Polénia em 2023 (6) e nos mais recentes
casos de gripe aviaria detetados em Portugal em novembro de
2023 e agosto de 2024 (18) sob a premissa de uma abordagem
integrada de Uma S¢ Saude, na época 2023/2024, o PNVGVR
incluiu no sistema de vigilancia da gripe uma nova questao,
relativamente ao contacto prévio com animais nos 10 dias ante-
riores ao inicio dos sintomas respiratérios, de modo a sensibili-
zar 0s médicos e outros profissionais de saude para este risco.

_Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo explorar a exequibili-
dade e recolha de informacéo sobre contactos com animais
no Programa Nacional de Vigilancia de Gripe e outros Virus
Respiratérios na detecdo de surtos de origem animal.

_Material e métodos

Realizou-se um estudo epidemiolégico observacional, descritivo
e transversal. Os individuos com infecao respiratoria aguda (IRA)
(1) foram selecionados no &mbito do PNVGVR na época gripal
2023/2024 (entre a semana 39/2023 até a semana 20/2024).

A questdao de recolha da informagdo de contacto com
animais foram “Teve contacto com animais nos tltimos 10
dias? Se sim, qual?”

Foi realizada analise descritiva dos resultados laboratoriais
e contactos com animais nos 10 dias anteriores a consulta.

A analise estatistica foi realizada com o software STATA v. 15.1.
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_Resultados

Durante o periodo de estudo, foram selecionados 485
individuos com IRA sendo que 71,1% (n=345) responderam a

questado acerca do contacto com animais nos Ultimos 10 dias.

Destes, 26,4% (n=91) afirmaram terem tido contacto com
animais no periodo indicado, sendo que 27,5% (n=25)
destes individuos apresentaram resultado positivo para
gripe confirmada laboratorialmente.

Em termos dos contactos por espécie animal, 98,7% dos
individuos reportaram contacto com mamiferos (caes,
gatos e coelhos), sendo que apenas 1 individuo reportou
contacto com aves.

_Discusséo

A interpretacdo destes resultados deve ter em conta a
reduzida amostra de individuos e consequente precisao
dos resultados. E de realgar que o objetivo da recolha
de dados que aqui se apresenta faz parte do sistema de
vigilancia da gripe do PNVGVR, nédo se tratando de um
questionario epidemioldgico de gripe zoondtica. Assim,
outras questdes (animais domésticos/gado, profissao
ligada a veterinaria, estado vacinal dos animais, tipo e
frequéncia de contacto com animais, praticas de higiene,
condi¢bes de habitabilidade e virus em circula¢do) néo
foram recolhidas.

A taxa de resposta a pergunta sobre o contato com
animais foi de 71,1%, o que sugere ser exequivel recolher
esta informacao no contexto de um sistema de vigilancia
ja estabelecido.

Adicionalmente, no ambito do sistema de vigilancia da
gripe do PNVGVR em 2023/2024, foi criado um alerta
especifico no contexto dos cuidados de salde primarios
e na rede hospitalar, para que os clinicos se encontrem
especialmente atentos a casos de infegao respiratdria com
contacto prévio com aves e outros animais, nomeadamente
em areas onde foram identificados surtos de gripe avidria.

_Conclusoes

Os dados sugerem que, embora menos de um tergo dos in-
dividuos com gripe diagnosticada laboratorialmente tenha
relatado contato com animais, a associacao nao deve ser
ignorada, particularmente em especial em contextos onde
tenham sido identificados casos de gripe em animais,
devendo ser impulsionadora da investigacdo da relacdo
entre diferentes tipos de contato com animais e infegdes
respiratérias.

Na época 2024/2025, pretende-se continuar a recolha de
dados no ambito de contactos animais e reforgar junto dos
clinicos que recolhem a informacéo, a importancia desta
tematica na globalidade da vigilancia das infegdes respira-
térias em Portugal, aproveitando a mais valia do PNVGVR
enquanto instrumento de vigilancia bem estabelecido.
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_Resumo

As Mucopolissacaridoses (MPSs), constituem um subgrupo das Doencas
Lisossomais de Sobrecarga, causadas por deficiéncias em enzimas lisos-
somais, que catalisam a degradacéo dos glicosaminoglicanos. As MPSs
tém apresentagdo multissistémica, heterogénea e consequentemente de
diagnostico dificil. O projeto FIND tem como objetivo alertar os clinicos
para sinais e sintomas de risco ao mesmo tempo que disponibiliza uma
ferramenta de diagndstico.

Este estudo pretende descrever uma abordagem desenvolvida no ambito
do projeto FIND para identificar doentes com mucopolissacaridoses (MPSs)
em idade pedidtrica, antes do aparecimento dos sintomas mais graves. A
identificagcao atempada permitirad uma intervencdo terapéutica precoce,
assim como oferecer aconselhamento genético as familias afetadas.

O projeto FIND permitiu a identificacdo de 12 doentes de MPSs e a sua refe-
renciagao para os respetivos centros de tratamento.

Este estudo, para além da sua vertente educativa, coloca a disposi¢ao dos
clinicos um étimo meio para a identificagao e caraterizagdo de casos sinto-
maticos de MPS em idade pediatrica.

_Abstract

Mucopolysaccharidoses are a subgroup of Lysosomal Storage Disorders
characterized by the accumulation of glycosaminoglycans in cells, tissues,
and organs due to specific enzyme deficiencies. In early disease stages,
diagnosis can be postponed for years or even missed in late onset forms.
This study aims to describe an approach developed within the scope of

the FIND project to identify patients with mucopolysaccharidoses (MPSs)

a in pediatric age, before the appearance of the most severe symptoms,
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allowing early therapeutic intervention, as well as offering genetic
counseling to affected families.

The FIND project was designed to claim awareness to the red flags of MPS
at pediatric age and to provide a tool for physicians to diagnose these
pathologies, since most of them are amenable to enzyme replacement
therapy. The clinical suspicion was addressed by performing seven distinct
enzymatic assays in dried blood spots. In the cases of a deficiency, the
quantification and identification of the glycosaminoglycans were performed
and the genetic study carried out.

In the first eight years of the project, we have identified twelve patients
among the 385 samples received. FIND project allows an early identifica-
tion and characterization of symptomatic MPSs patient, as well as other
related pathologies at pediatric age.

_Introdugéo

As Mucopolissacaridoses (MPSs) sdo um sub-grupo das
Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs), onde ocorre
a acumulacao de glicosaminoglicanos (conhecidos como
GAGs ou mucopolissacarideos). Os GAGs sdo uma familia
de glicoconjugados que incluem o sulfato de dermatano,
sulfato de queratano, sulfato de heparano, sulfato de con-
droitina e o acido hialuronico. Cada MPS ¢ caracterizada
por uma acumulagao especifica de GAGs, dependendo da
deficiéncia enzimatica presente, conduzindo consequente-
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mente a diferentes fendtipos (1:2). Todas as MPSs séo de
transmissao autossémica recessiva, com excecao da MPS
Il, que é ligada ao cromossoma X. Estas patologias séo
crénicas, progressivas e multissistémicas, com diferentes
graus de gravidade e evolugao. O largo espectro de apre-
sentagdes clinicas, torna o diagnéstico dificil e complexo,
podendo conduzir a um diagndstico tardio, especialmente
em doentes com formas mais leves. Mesmo nos doentes
com comprometimento cognitivo grave o seu diagndéstico
pode ocorrer até 18 meses apos o inicio dos sintomas, pe-
riodo durante o qual se podem registar alteracoes irreversi-
veis nos 6rgdos (1:3-5)_ Cimaz, et al. afirmaram que apenas
20% das formas leves de MPS | s&o diagnosticadas corre-
tamente, levando a intervencdOes tardias e ao surgimento
de sintomas deletérios (6). As principais caracteristicas
das MPSs sdo a baixa estatura, organomegalia, infeccdes
respiratérias recorrentes, hérnias, facies grosseiros, altera-
c6es 6sseas e atraso no desenvolvimento psicomotor (1),
O tratamento das MPS envolve uma abordagem multidisci-
plinar, com o objetivo de atenuar os sintomas e melhorar a
qualidade de vida dos doentes. Isso pode incluir terapias
de substituicao enzimatica (TSE), tratamento cirurgico para
corrigir complicacdes ortopédicas e uma intervengéo espe-
cializada para problemas respiratérios e cardiacos. A TSE
encontra-se disponivel para a maioria destas doencas. O
transplante de células-tronco hematopoéticas também &
uma opgéao para doentes de MPS | com forma grave, antes
dos 2 anos (7-9). Avancos significativos tém sido feitos na
pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos, como a
terapia génica, que poderao melhorar o prognéstico e qua-
lidade de vida dos doentes com MPSs. O tratamento preco-
ce pode retardar significativamente ou prevenir o inicio dos
principais sinais clinicos, modificando substancialmente
a histdria natural da doenga, especialmente nas formas ate-
nuadas (19). A colaboracéo entre diferentes especialidades
médicas, cuidadores e doentes é crucial para garantir uma
intervencao eficaz da doenga. Por conseguinte, a educagao
continua e a partilha de conhecimentos entre profissionais
de salde sdo essenciais para melhorar os resultados e a
qualidade de vida dos doentes com MPSs (11,

O projeto FIND, resultante de uma parceria entre a Seccao
de Doencas Hereditarias do Metabolismo da Sociedade Por-
tuguesa de Pediatria (SDHM-SPP) e o Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), foi iniciado com o intuito
de realizar um diagnéstico atempado, podendo melhorar o
prognostico destes doentes, especialmente quando op¢oes
terapéuticas estao disponiveis. O projeto tem como objetivos
principais: a divulgacdo dos sinais de alerta que permitam
equacionar o diagnostico das MPSs e a disponibilizacao de
uma ferramenta que possibilite 0 estudo e diagnoéstico deste
grupo de patologias 0 mais precocemente possivel.

_Objetivos

Este estudo pretende descrever uma abordagem desenvolvi-
da no ambito do projeto FIND para identificar doentes com
mucopolissacaridoses (MPSs). Visa, por um lado, chamar
a atencado para 0s principais sintomas deste grupo de patolo-
gias e, por outro, conduzir a sua identificagao precoce.

_Métodos
Formacgéo de profissionais de satde

Devido a sobreposicao dos sintomas de MPS com patologias
mais comuns, o projeto FIND foi langado para aumentar a
consciencializacdo das MPSs entre as diversas especialidades
médicas. Foi distribuido um folheto informativo (figura 1) em
todos 0s hospitais gerais e divulgacéo em reunides cientificas,
workshops, versando fundamentalmente a area pediatrica. Foi
igualmente criado um site informativo (http:/projetofind.pt/)

Colheita de amostras

Paralelamente, o projeto também disponibilizou um ensaio
facil e rapido que permite o diagnostico precoce destas
patologias. Em caso de suspeita de MPSs, o clinico podera
solicitar um kit de diagndstico, enviando um email para
projecto.find@gmail.com, fornecendo o nome e endereco
para entrega dos kits. Apds a colheita de sangue, as amostras
de sangue seco (DBS) foram enviadas através de um envelope
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pré-pago, enderecado a Unidade de Rastreio Neonatal,
Metabolismo e Genética, Departamento de Genética Humana,
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, onde
0s testes enziméaticos destas patologias foram realizados.

Ensaios enzimaticos

Sete ensaios enzimaticos foram realizados em DBS (tabela 1),
com recurso a susbtratos fluorescentes especificos, para
cada uma das MPSs. A fuorescéncia foi medida (ex345nm;
em 460nm) e os resultados foram obtidos com recurso
a uma curva de calibragdo de 4-metilumbeliferona e expres-
sos em nmol/h/spot (12.13),

Determinacédo de GAGs

Os GAGs foram determinados na primeira urina da manha ou
em urina ocasional, de acordo com o protocolo descrito em
Withman, et al. (14),

Estudo molecular

Nas amostras em que uma atividade enzimética reduzida
foi identificada, prosseguiu-se com o estudo molecular do
respecivo gene codificante.

Figura 1: [ Folheto informativo sobre as MPSs no &mbito do projeto FIND.

Aparentemente
saudaveis!

f ®© F'ROJECTOl

A IMPORTANCIA DE UM DIAGNOSTICO

As mucopolissacaridoses
(MPS) sio doencas de
sobrecarga multissistémicas
e progressivas que
costumam AFECTAR:

Se suspeitar
Solicite GRATUITAMENTE um

KIT de diagnéstica por e-mail para:

projecto.find@gmail.com

ECIDO CONJUNTIVO (hérnias)

OSTO (fac:

Tabela 1: [} Deficiéncia enzimaticas e GAGs excretados nas Mucopolissacaridoses

Mucopolissacaridose Doenca Gene
Hurler, Scheie,

MPS | Hurler\Scheie IbUA

MPS 1I Hunter IDS
MPS 11l B Sanfillipo B NAGLU
Morquio A GALNS

MPS IV

Morquio B GLB1

MPS VI Maroteaux-Lamy ARSB

MPS VII Sly GUSB

Deficiéncia Enziméatica Glicosaminoglicanos excretados

a-iduronase SD/SH
Iduronato-2-sulfatase SD/SH
N-acetyl-a-D-glucosaminidase SH
Galactose-6-sulfatase SK/SC
B-galactosidase SK
Arilsulfatase B SD
B-glucuronidase SD/SH/SC

SD - sulfato de dermatano; SK - sulfato de queratano; SH - sulfato de heparano; SC - sulfato de condroitina
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_Resultados Foram determinadas as sete atividades enzimaticas, descrimi-

[o) i0-
Dos 419 kits solicitados em todo o pais, recebemos 385 nadas na tabela 1, apresentando 90% das amostras rececio

nadas, resultados dentro dos valores de referéncia. Nas
amostras. Todas as amostras foram acompanhadas por uma

o L . L restantes amostras, uma ou mais atividades enzimaticas esta-
breve histoéria clinica e uma requisicdo meédica. A média de

. . . . vam alteradas em comparacao com os valores de referéncia.
idade dos doentes foi de 5,4 anos e a mediana foi de 3,2 parag

T . Nesses casos, novas amostras de sangue total, colhidas em
anos. Os principais sintomas que levaram os pediatras a

suspeitar de MPSs estdo representados no grafico 1. Na heparina de litio, foram solicitadas para confirmar ou excluir

o . . a deficiéncia enzimatica identificada. Ap6s a confirmacao da
maioria dos doentes, foram observados dois a trés sintomas, P ¢

- . 0 . oy deficiéncia enzimatica leucocitaria, foi realizado o respetivo
sendo a facies grosseira (24%) e o envolvimento cognitivo

(19%) os mais frequentes. Os sintomas menos frequentes estudo molecular e quando possivel a analise dos GAGs. Nas

foram a opacidade corneana, a perda auditiva e o sindrome 385 amostras analisadas, identificamos 12 doentes (tabela 2).
Este estudo permitiu a identificacéo de 5 doentes de MPS |,
1 doente de MPS II, 2 doentes de MPS 1lIB, 1 doente de MPS

VA, 2 doentes de GM1 e 1 doente de MPS VI.

do tunel cérpico.

Grafico 1: [ Dados fenotipicos relativos as MPSs observados na populagdo em estudo (n de amostras=385).
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Tabela 2 : [} Breve descrigdo dos 12 casos de MPSs identificados neste estudo.
Enzima Idade ao . A}lyldade GAGs Estudo
Doenca Gene FF AT . P enzimatica em DBS
deficiaria diagndstico (mg/mmol creat) molecular
(nmo/h/spot)
. . 0.01
D1 MPS | IDUA a-iduronidase 2 anos (VR: 0.1 - 0.9) N.D. p.W402X./p.P533R
. . 0.01 56
D2 MPS | IDUA a-iduronidase 2 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 6.0 - 22.0) p.W402X./p.P533R
Iduronate-2- 0.01 79 GAATC> AGAGG
D3 MPS II IDS sulfatase 3 anos (VR: 0.1 -0.9) (VR: 9.0 - 20.0) (IDSP1> IDS)+
glangliosidosis . 0.09 104 €.588-891insT/
D4 GM1 GLB1 B-galactosidase 10 meses (VR: 2.0 - 7.0) (VR: 4.0 - 31.0) p.WE27X
glangliosidosis ) 0.05 " p.R201H/
D5 GMA GLB1 B-galactosidase 10 anos (VR: 0.2 - 7.0) (VR: 4.0 - 11.0) .1572_1577insG
id id 0.01 107 c.144-146delT
D6 MPS | IDUA a-iduronidase 3 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 6.0 - 16.0) ( R48del)/p.W402X
. . 0.01 88
D7 MPS | IDUA a-iduronidase 6 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 4.0 - 11.0) p.P533R/p.P533R
. . 0.01 46,5
D8 MPS | IDUA a-iduronidase 2 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 6,0 - 22.0) p.P533R/p.P533R
D9 MPS I1IB NAGLU N-acetyl-a- 4 0.01 25 N435T/p.R643C
D-glucosaminidase anos (VR: 0.1 - 0.6) (VR: 6,0 - 22.0) p.N435T/p.
. 0.02
D10 MPS VI ARSB Arilsulfatase B 2 anos (VR: 0.1 - 0.5) N.D. p.D53G/p.L72R
N-acetyl-a- 0.01 . N
D11 MPS 11IB NAGLU D-glucosaminidase 9 anos (VR: 0.1 - 0.9) N.D. p.GIN662*/p.GIn662
Galactose-6- 0.01
D12 MPS IVA GALNS sulfatase N.D. (VR: 0.02 - 0.20) N.D. p.A291T/ p.A291T
D - Doente; VR - Valores de Referécia; N.D. - N&o disponivel; * - troca entre o pseudogene e o gene; * - codao stop
_Discusséao Este estudo permite simultaneamente o diagnodstico de um

Este estudo, assim como um similar a decorrer em Espanha grupo de patologias que compartilham muitas caracteristicas

tem uma parte educacional, com enfatizacdo dos principais clinicas em idade pediatrica. Nesta populagao pediatrica

- de alto risco, temos uma incidéncia de MPSs de 1 em 32
sinais de alerta de um grupo de doencas raras, que afetam

0 .
4,8 em 100.000 pessoas, que por vezes passam despercebi- doentes estudados. Em 60% dos doentes identificados, a

. . . idade média de diagnostico foi de 3 anos, o que é inferior em
dos ou séo erroneamente diagnosticados como outra patolo-

gia, devido a0 seu envolvimento multissistémico (15:16), comparagao com a idade média de diagnostico para MPSs

descrita por Pinto, et al. (17).

Por outro lado, o projeto FIND, devido a forma facil e econo-

. . . N Este estudo revela, para além da eficacia desta abordagem,
mica de obter uma amostra para analise, associada a baixa

, L . ue foi bem-sucedido também na parte educacional para
quantidade de amostra de sangue necessaria para realizar q P P

. L . . . este grupo de doencas. Por outro lado, ao comparar o estu-
um ensaio enzimatico, disponibiliza aos médicos uma ferra-

. . , do com projetos similares, que basicamente diagnosticam
menta para caracterizar doentes pediatricos com sintomas

de MPS. Devido & sua estabilidade, a colheita de sangue MPSs e mucolipidoses, medindo a quantidade de armazena-

. . . mento de GAGs, o0 nosso estudo tem a possibilidade de dis-
em papel filtro pode ser enviada por correio normal, sem a

necessidade de transporte especial, permitindo estudos de ponibilizar um diagnéstico diferencial, como gangliosidoses
tipo 1, deficiéncia multipla de sulfatases e também galacto-

populagoes de alto risco, 0 que n&o é possivel com um tubo
sialidoses (7.8,18,19),

de sangue total.
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Conclusao

O projeto FIND permitiu a identificagdo de 12 doentes com
mucopolissacaridoses (MPSs) e a sua referenciacao para 0s
respetivos centros de tratamento.

Este estudo revela a eficacia e utilidade da abordagem
diferenciada do projeto FIND. Para além da sua vertente
educativa, coloca a disposicao dos clinicos um 6timo meio
para a identificacdo e caraterizacao de casos sintomaticos
de MPS em idade pediatrica.

Uma intervencao terapéutica precoce, evita o aparecimento
de sintomas mais graves.
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_Lagos ornamentais como reservatdrios de microrganismos resistentes a

antimicrobianos

Ornamental lakes as potential reservoirs for microorganisms resistant to antimicrobial agents

Jodo Rodrigues’, Rui Matias', Luisa Jordao?
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(2) Departamento de Satide Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Os espagos verdes nas grandes cidades tém ganho uma importancia cres-
cente para a qualidade de vida e salude da populacé@o. Os lagos e fontes
ornamentais presentes nestes espacos sdo muito atrativos, mas podem
esconder alguns perigos.

Neste estudo foi avaliada mensalmente durante um ano a flora bacteriana
(plancténica e organizada em biofilmes) presente num lago ornamental de
um parque urbano situado em Lisboa (Portugal).

Foram identificadas bactérias pertencentes a 14 Géneros diferentes, mas
apenas as Aeromonas spp. foram identificadas em todas as colheitas na
4gua e/ou biofilmes sendo consideradas residentes. A suscetibilidade aos
antibidticos e a cloragem foram avaliadas para esta populagédo residente.
Os resultados obtidos permitiram identificar um grupo de bactérias
residentes que nao sdo alvo de pesquisa dedicada de acordo com a
legislacdo em vigor em Portugal. O nivel de eficacia da cloragem na
eliminacédo de biofilmes destes microrganismos sugere a necessidade de
monitorizag¢do e/ou uso de métodos de desinfecao mais eficazes.

_Abstract

Urban parks and other green spaces in large cities have gained increasing
importance for the quality of life and health of inhabitants. The lakes and
ornamental fountains present in these spaces are very attractive, but can
hide some dangers.

In this study, the bacterial flora (planktonic and organized in biofilms)
present in an ornamental lake in an urban park located in Lisbon (Portugal)
was evaluated monthly for a year.

Bacteria from 14 different Genus were identified, but only Aeromonas spp.
were identified in all water collections and/or biofilms being considered as
residents. Susceptibility to antibiotics and chlorination were assessed for
this resident population.

The obtained results allowed the identification of a resident bacterial group
that are not target of dedicated research in accordance with the legislation
in force in Portugal. The level of effectiveness of chlorination in eradicating
biofilms of these microorganisms suggests the need for monitoring and/or
use of more effective disinfection methods.

_Introdugéo

A vida nas grandes cidades e respetivas areas metropolitanas
tem tanto de conveniente como de problematico e
estressante. Uma forma de combater estes fatores negativos,
que tem ganho crescente popularidade, é usufruir do tempo
livre nos parques das cidades, praticando desportos ao
ar livre ou simplesmente interagindo com a natureza. Nos
Ultimos tempos tem-se assistido a uma revitalizagdo das
areas verdes nestes aglomerados urbanos com a recuperagao
de jardins e parques. Estas areas sdo benéficas para a saude
publica e a preservacdo ambiental. Entre os contributos
positivos para a salde publica destaca-se a pratica de
atividade fisica com impacto na condicdo psicoldgica e
interacdes sociais (1),

Na maioria dos parques existem lagos artificiais, fontes
ornamentais ou outros cursos de agua. A agua é essencial
a vida e promove o bem-estar geral. No entanto, pode servir
de reservatorio para agentes infeciosos e quimicos toxicos
constituindo uma ameaca para a salde humana. Por exemplo,
as fontes decorativas tém sido relacionadas com surtos da
doenca do Legionario (2). Nas &guas ornamentais habitam
frequentemente animais como aves e peixes ornamentais
que podem introduzir agentes microbianos potencialmente
patogénicos para 0 Homem como por exemplo as Aeromonas
spp. (3). As Aeromonas spp., ubiquas em diversas massas de
agua, embora sejam maioritariamente associadas a infegoes
em peixes, podem provocar infecdes no Homem que variam
entre desarranjos gastrointestinais, infe¢des do globo ocular e
septicémia que pode ser fatal (4.5,
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A existéncia de multirresisténcia a antimicrobianos em
Aeromonas spp. isoladas de peixes e dgua estd descrita
(6-8). O crescente uso de antibidticos na satde humana,
animal e vegetal associado a capacidade de formacao de
biofilmes pelos microrganismos (%) tem contribuido para
a diminuicdo da sua eficacia representando um grave
problema de satde publica.

No ambiente, os microrganismos persistem preferencial-
mente em biofilmes definidos como comunidades micro-
bianas bem estruturadas constituidas por microrganismos
e pela matriz extracelular por eles secretada (19). A presen-
ca de biofilmes nos sistemas de abastecimento de agua
pode contribuir para diminuir a eficacia dos procedimentos
de desinfecdo, como a cloragem (7). O uso generalizado
deste processo de desinfecdo contribuiu para a sele¢ao de
bactérias resistentes ao cloro, por mecanismos ainda nao
elucidados na totalidade (12:13), podendo representar um
problema para a satde publica (14).

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivos: i) caracterizar a populacéo
bacteriana presente num lago ornamental localizado num
parque urbano de Lisboa e ii) avaliar a suscetibilidade dos iso-
lados do Unico grupo bacteriano residente (Aeromonas spp.)
a agentes antimicrobianos.

_Metodologia

Amostragem

As amostras foram recolhidas num lago ornamental da regiao
de Lisboa (Portugal) entre margo de 2016 e fevereiro de 2017
com uma periodicidade mensal. A recolha foi efetuada num
frasco estéril (100 mL) ou com zaragatoas estéreis numa area
de 10 cm? para anélise da dgua ou do biofilme, respetivamen-
te (15). O acondicionamento e transporte da amostra foi efe-
tuado como descrito anteriormente. A temperatura da agua,
pH e concentracdo de cloro foram determinadas no local
como descrito anteriormente (16).

Caracterizagcdo microbioldgica das amostras

As amostras de agua e biofilmes foram processadas como
descrito anteriormente (15). Duma forma resumida, 10 mL de
agua foram filtrados através duma membrana com poro de
0,45 ym. Os filtros foram transferidos para meio Drigalski e
Muller Hinton (MH) agar e incubados a 30°C ou 37°C durante
24 horas. Os biofilmes foram dispersos em 10 mL de PBS e
processados da mesma forma. As bactérias presentes nos
meios de cultura foram identificadas por métodos bioquimi-
COS ou por espectrometria de massa usando o VITEK2 ou o
Vitek-MS Legacy, respetivamente.

Caracterizacdo da populagdo de Aeromonas spp. (identifi-
cacdo e perfil de resisténcia a antibidticos)

Os isolados de Aeromonas spp. foram cultivados durante
18h a 37°C em MH agar. O ADN foi extraido destas cultu-
ras frescas usando o Kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue
de acordo com as instru¢des do fabricante. A identifica-
cao de isolados de Aeromonas em nivel de espécie foi
confirmada por sequenciagdo de 16S rRNA como descri-
to anteriormente (16),

A atividade antimicrobiana foi testada utilizando o método
de difusdo em disco conforme descrito pela EUCAST. Re-
sumidamente, uma suspensao bacteriana com uma turva-
cao de 0,5 McFarland foi inoculada em MH agar e testada
com os seguintes antibioticos (Oxoid): ceftazidima (CAZ
10 pg), ciprofloxacina (CIP 5 ug), levofloxacina (LEV 5 ug),
trimetoprima-sulfametoxazol (STX 25 pg), cefoxitina (FOX
30 pg), imipenem (IMP 10 pg), meropenem (MEM 10 ug)
e gentamicina (CN 30 pg). Apds incubacdo a 35 + 1° C du-
rante 18h + 2h procedeu-se a leitura dos halos de inibigao.
Os resultados foram interpretados de acordo com as dire-
trizes do EUCAST para Aeromonas spp. (CAZ, CIP, LEV e
STX) quando disponiveis (7) e de acordo com Skwor e co-
legas para Enterobacteriaceae (FOX, IMP, MEM e CN) (8).
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Avaliagcdo da producédo de biofilmes por Aeromonas spp.

O ensaio foi realizado conforme descrito antes por Nascimen-
to e colegas (16). A producdo de biofilme foi avaliada pelo
método de coloracdo com cristal violeta apés 24h de incuba-
¢ao; sendo as bactérias classificadas quanto a sua capacida-
de de formar biofilme de acordo com o critério estabelecido
por Stepanovic (18) que define as seguintes categorias: fortes
(SBP), moderados (MBP), fracos (WBP) produtores de biofil-
mes e nao produtores de biofilmes (NBP).

Avaliacdo do efeito da cloragem em biofilmes de
Aeromonas spp.

Os isolados de A. veronii classificados como SBP foram se-
lecionados para este ensaio tendo sido usados biofilmes
com 24h. Os biofilmes foram lavados de forma a remover as
bactérias plancténicas e incubados durante 3h a temperatu-
ra ambiente com agitacdo com agua (Controlo) ou mistura
de cloragem. Esta mistura foi preparada adicionando NaOCI
14% & agua de nascente, acidificada até pH 3, tendo o cloro
livre sido doseado por fotometria usando o kit Lovibond®
Water Testing, de acordo com as instrugdes do fabricante. O
volume da solucao de NaOCI foi ajustado de forma a obter
uma concentracdo de cloro livre de aproximadamente 10
mg/L. Decorridas 3h, foi adicionada uma solugéo de aménia
a 24% até se obter um pH neutro. A viabilidade do biofilme
foi avaliada através do ensaio de MTT como descrito por
Nascimento e colegas (16).

_Resultados e discussao

Este estudo comecou com a identificagdo da populagao bac-
terianas e de algumas caracteristicas fisico quimicas da agua
de um lago ornamental de um parque localizado em Lisboa.
Os resultados dos parametros fisico-quimicos séo apresen-
tados na tabela 1. A temperatura da agua variou entre 0s
14°C e 0s 29°C de acordo com as esta¢des do ano. Um pH
ligeiramente alcalino foi constante ao longo do estudo assim
como uma baixa concentragao de cloro que em sete dos doze
meses do estudo foi inferior ao limite de detecdo do método
(0,05 mg/L).

Tabela 1: [ Caracteristicas fisico-quimicas da dgua.

Colheita Temp(:);tura pH (Cr;TLZr/OL)

margo 2016 14,7 7,93 0,16

abril 2016 17,2 8,18 0,10

maio 2016 19,9 8,95 0,05

junho 2016 25,0 8,02

julho 2016 27,0 8,50

agosto 2016 29,0 7,68

setembro 2016 19,6 7,60

outubro 2016 20,0 8,05

novembro 2016 17,0 8,01

dezembro 2016 17,0 8,05

janeiro 2017 17,0 8,14 0,16

fevereiro 2017 14,0 7,91 0,10

(---) valor inferior a 0,05 mg/L

No lago ornamental estudado foram identificados nas amostras
de agua e biofilmes bactérias pertencentes a 14 Géneros
distintos (gréafico 1). A ocorréncia das diferentes bactérias foi
distinta existindo bactérias isoladas exclusivamente na agua
(Enterobacter cloacae complex e Lectercia adecarboxylata)
ou no biofilme (Actinobacter Iwofii, Alcaligenes faecalis spp.
faecalis e Shewanella putrefaciens); contudo, a maioria das
bactérias foram isoladas da &gua e/ou biofiime (Aeromonas,
Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Pseudomonas,
Raoutella, Serratia € Shingomonas) simultaneamente ou em
colheitas distintas. Neste grupo destacamos Serratia (S.
fonticola, S. marcescens e S. plymuthica) e Pseudomonas (P.
fluorescens, P. oryzihabitans e P. putida) isoladas em cinco
colheitas; Klebsiella (K. oxytoca e K. pneumoniae) isoladas
em seis colheitas; Escherichia (E. fergusonii e E. coli) isoladas
em nove colheitas e Aeromonas (A. hydrophyla/ caviae, A.
sobria e A. veronii) isoladas em todas as colheitas e como
tal consideradas residentes. A presenca de E. coli (indicador
de contaminacao fecal) e bactérias associadas a infecdes no
Homem como por exemplo Klebsiella spp., Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp. alerta para a necessidade de monitorizar as

aguas ornamentais (19:20),
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Gréfico 1: [ Caracterizagéo da populagdo bacteriana de um lago ornamental durante o periodo de um ano.
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No caso da populacéo residente de Aeromonas spp., cons-
tituida por 26 isolados, foi realizado um estudo mais deta-
Ihado. A capacidade de formar biofilme foi avaliada tendo
os isolados sido classificados em: ndo formadores de biofil-
me (NBP), formadores de biofilme fracos (WBP) moderados
(MBP) e fortes (SBP). A maioria dos isolados demonstrou
ser um forte formador de biofilme (SBP- 42, 3%) ou modera-
do formador de biofilme (MBP- 42,3%), com apenas 7,7%
dos isolados a ser classificados como WBP e os restantes
7,7% como NBP (grafico 2). Uma vez que a formacao de
biofilmes é considerada um mecanismo de viruléncia que
confere aos microrganismos a capacidade de resistirem a
fatores de stress, estudamos com mais detalhe os isolados
classificados como SBP.

Gréfico 2: ] Classificagdo dos diferentes isolados de A. veronii
quanto a capacidade de formarem biofilmes.

42,3%
(11/26)

L= SBP __ MBP = WBP @m NBP

Isolado com forte (SBP), moderada (MBP), fraca (WBP) ou sem
(NBP) capacidade para formar biofilme.
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Inicialmente, utilizamos a sequenciacdo parcial do 16S
rBRNA para confirmar a identificacdo por ViteK-MS: A. sobria
(H,0/16/32; H,0/16/47; H,0/16/54; Biof/16/49; Biof/16/50 e
Biof/16/53), A. hydrophila/ caviae (H,0/16/51) e A. veronii
(H,0/16/52 e Biof/16/48). Os resultados obtidos pelos dois
métodos foram concordantes apenas para dois dos nove
isolados uma vez que por sequenciacao parcial do 16S
RNA todos os isolados foram classificados como A. veronii.
Este resultado pode ser explicado pelo fato de A. veronii e
A. sobria serem geneticamente muito proximas sendo difi-
ceis de diferenciar e por o Vitek-MS estar desenhado para
identificagao de microrganismos com interesse clinico e néo
ambientais. Uma vez que o método de sequenciagao parcial
apresenta uma maior especificidade resolvemos adotar a
classificagado por ele gerada, embora estejamos cientes que
nao esta isento de erro. Uma vez que para identificacao fa-
zZemos uma comparagdo com as sequéncias depositadas
em bases de dados publicas identificadas de acordo com
a classificacdo vigente de Aeromonas spp., que variou ao
longo do tempo, tal pode condicionar o resultado final (5).

De seguida avaliamos a suscetibilidades dos diferentes iso-
lados a um painel constituido por oito antibiéticos: duas ce-
falosporinas (ceftazidima- CAZ10, cefoxitina- FOX30), dois
carbapenemos (imipenem-IMP10 e meropenem-MEM10),
duas fluorquinolonas (ciprofloxacina- CIP5 e levofloxacina-
LEV 5), um aminoglicosido (CN30) e sulfometoxazol (STX25).
Todos os isolados de A. veronii apresentam resisténcia a
um ou mais antibidticos (tabela 2): trés isolados (H,0/16/47;
H,0/16/52 e Biof/16/50) sdo resistentes a um antibidtico
(CN30); quatro isolados sédo resistentes a dois antibioticos
sendo que um é resistente a CAZ e LEV (H,0/16/32) e os
restantes trés a IMP10 e CN30 (H,0/16/51; H,0/16/54; Bio-
f/16/53); dois isolados (Biof/16/48 e Biof/16/49) sédo resis-
tentes a trés antibiéticos (IMP10, MEM10 e CN30) sendo
considerados multirresistentes (MDR). Embora a amostra
seja pequena, nao permitindo por isso retirar ilagcdes, todos
os isolados MDR tém origem em biofilmes que estéo asso-
ciados a emergéncia de estirpes microbianas resistentes
aos antimicrobianos. O céalculo do indice de resisténcia mul-

tipla aos antibidticos (MAR,...,) apresentado na tabela 3
revelou que as A. veronii tém origem numa fonte de contami-
nacéo de risco elevado (8). A existéncia de uma consideravel
resisténcia a antibidticos de reserva como os carbapene-
mos (IMP10 e MEM10) é simultaneamente surpreendente e
preocupante (21).

Tabela 2: [ Avaliagéo da suscetibilidade dos isolados de
A. veronnii aos antibiéticos.

ID CAZ10 CIP5 LEVS STX25 FOX30 IMP10 MEM10 CN30
H,0/16/32 R -- R S S S S S
H,0/16/47 S S S S S S S R
H,0/16/51 S S S S S R -- R
H,0/16/52 S S S S S -- -- R
H,0/16/54 S S S S S R -- R
Biof/16/48 - S S S S R R R
Biof/16/49 S S S S S R R R
Biof/16/50 S S S S S S -- R
Biof/16/563 S S S S S R -- R

(R) resistente, (S) sensivel e (--) sensivel, com exposi¢cao aumentada, (CAZ 10) ceftazidima

10 pg, (CIP 5) ciprofloxacina 5 ug, (LEV 5) levofloxacina 5 pg, (STX 25) sulfametoxazole 25 g,
(FOX 30) cefoxitina 30 pg, (IMP10) imipenem 10 pg, (MEM10) meropenem 10 pg,

(CN30) gentamicina 30 pg.

Tabela 3: [ Perfil de resisténcia da populagéo de A. veronnii.

% (N°) de isolados resistentes ao antibiotico®

Bactéria MAR e

CAZ10 LEV5 IMP10 MEM10 CN30

(N° de isolados)

A. veronii

(n=9) 11,1% (1) 11,1% (1) 55,6% (5) 22,2% (2) 88,9% (8) 0,250

@ Na tabela foram incluidos os antibiéticos para os quais foi observada resisténcia:
CAZ10: ceftazidima, 10 pug, FOX30: cefoxitina, 30 pg; IMP10: imipenem, 10pg;
CN30: gentamicina, 30 ug.

 MARindex indice de resisténcia multipla aos antibiéticos (MAR).
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A existéncia de reservatérios ambientais de microrganismos
potencialmente patogénicos para o Homem em espagos
bastante frequentados pela populagdo pode constituir um
risco. Este risco sera ainda mais considerdvel se estes
microrganismos forem resistentes a diversos antibidticos
como neste caso. Uma vez que a cloragem é o método mais
frequentemente utilizado no tratamento de agua resolvemos
testar a sua eficacia na eliminagdo destes microrganismos
quando organizados em biofilmes. Como se pode observar
na gréfico 3, apenas dois dos nove isolados apresentam uma
reducdo superior a 50 % da sua atividade metabdlica quando
expostos durante 3 horas a este tratamento. Estes resultados
suportam o papel de protegdo a agressdes externas

desempenhado pelos biofilmes, uma vez que as formas
planctonicas das mesmas bactérias foram erradicadas
quando submetidas as mesmas condicOes ou mesmo as
concentragdes residuais de cloro permitidas na agua para
consumo humano distribuida pela rede de abastecimento. A
tolerancia de Aeromonas spp. ao cloro foi descrita por outros
autores (22:23) pelo que os resultados aqui apresentados
relativamente a tolerancia dos biofilmes demostram a
necessidade de evitar a formagdo dos mesmos nos sistemas
de abastecimento de agua, a fim de garantir a seguranca da
agua. A elucidagao dos mecanismos a tolerancia ao cloro
pode ser benéfica para o desenvolvimento de alternativas
para os procedimentos de desinfecdo da agua.

Gréfico 3: [ Avaliagdo do efeito da cloragem na viabilidade do biofilme.
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Este trabalho contribuiu para aumentar o conhecimento re-
lativamente ao ecossistema estudado.

A caracterizagé@o da flora microbiana permitiu identificar a
presencga de bactérias potencialmente patogénicas para o
Homem que néo sado alvo de pesquisa dedicada de acordo
com a legislagdo em vigor em Portugal.

Este trabalho mostra que é importante estudar o efeito dos pro-
cessos de desinfecdo de dguas nas populacdes bacterianas.
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_Associacao entre os fatores socioecondmicos da familia, o excesso de peso e a
percecao do consumo de refrigerantes, snacks doces e salgados de criancas em
idade escolar durante a pandemia da COVID-19

Association between family socioeconomic factors, overweight and perceived consumption of soft drinks, sweet and
savoury snacks among schoolchildren during the COVID-19 pandemic
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Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

A nivel global, a obesidade infantil, os habitos alimentares e as desigualda-
des socioeconémicas representam um desafio contemporaneo de satde pu-
blica. O principal objetivo deste estudo é caraterizar as associagoes entre 0s
fatores socioeconoémicos da familia com a percec@o do consumo de alimen-
tos de elevada densidade energética durante a pandemia em comparagao
com o periodo pré-pandemia e com a prevaléncia de excesso de peso das
criangas portuguesas em idade escolar.

Este estudo segue um desenho observacional transversal com base nos
dados da 6° ronda do COSI Portugal. A informacao relativa aos indicadores
socioeconémicos da familia e aos habitos alimentares das criancas durante
a pandemia foi obtida através do questionario aplicado a familia. A prevalén-
cia de excesso de peso infantil foi calculada tendo por base as medidas an-
tropométricas recolhidas de acordo com um protocolo metodolégico.
Durante a pandemia, a menor escolaridade, bem como o desemprego mater-
nos estavam associados a uma diminui¢ao do consumo de refrigerantes agu-
carados e de snacks doces e salgados, pelas criancas. O excesso de peso
infantil estava relacionado com a menor escolaridade materna e paterna.
Este estudo constituiu um importante ponto de partida para um melhor en-
tendimento das disparidades socioeconémicas no excesso de peso infan-
til e nos habitos alimentares das criangas, permitindo identificar os grupos
populacionais mais vulneraveis e, assim, suportar politicas e intervengoes
equitativas para fazer face a esta epidemia.

_Abstract

Globally, childhood obesity, eating habits and socioeconomic inequalities
represent a contemporary Public Health challenge. The main objective of
this study is to characterise the associations between family socioecono-
mic factors and the perceived consumption of energy-dense foods during
the pandemic in comparison to pre-pandemic period, and the prevalence
of overweight among Portuguese school-age children.

This study follows an observational cross-sectional design based on
data from the 6th round of COSI Portugal. The information on parental
socioeconomic indicators and children’s eating habits during and after
pandemic were obtained through family form. The data on anthropometric
measurements was collected according to a methodological protocol.

During pandemic period, maternal lower education and unemployment
were associated with a decrease in children’s consumption of soft drinks
containing sugar and of sweet and savoury snacks. Childhood overweight
was correlated with lower maternal and paternal education.

This study was an important step for a better understanding of socioeco-
nomic disparities in childhood overweight and in children’s eating habits
in order to identify the most vulnerable population’s groups and support
equitable policy and practice to respond to this epidemic.

_Introdugéo

O excesso de peso infantil (incluindo a obesidade) continua
a ser considerado um dos maiores desafios de salde publi-
ca das Ultimas décadas, tanto a nivel nacional como interna-
cional. Esta condigao complexa afeta milhdes de criancas
em todo o mundo e a sua prevaléncia tem vindo a aumentar
de forma alarmante, incluindo em Portugal afetando uma
em cada trés criancas (1:2). A obesidade tem sido associada
a um maior risco de morbilidade e mortalidade prematura,
com consequéncias para a saude ao longo da vida, particu-
larmente relacionadas com o desenvolvimento de doencas
crénicas nao transmissiveis (DNTs) (3). A sua etiologia é mul-
tifatorial, incluindo fatores hereditarios, metabdlicos, cultu-
rais, ambientais e comportamentais, em que 0 contexto
socioecondmico e os habitos alimentares desempenham um
papel determinante (45),

De acordo com a literatura, os habitos alimentares nao sau-
déaveis, caracterizados pelo elevado e frequente consumo
de alimentos de elevada densidade energética, ricos em
gordura, agucar e sal, e os fatores socioeconémicos (SES),
definidos pelo baixo nivel de escolaridade, rendimento e
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definidos pelo baixo nivel de escolaridade, rendimento e
desemprego dos pais, tém sido associados a obesidade in-
fantil entre as criancas (67). O panorama global destaca os
gradientes socioecondémicos da obesidade infantil e 0s seus
determinantes em todas as regides e grupos populacionais
a nivel internacional, com especial destaque para 0s grupos
mais vulneraveis (8-10),

O surgimento de uma pandemia criou um cenario excecional
sem precedentes que contribuiu para uma crise social e eco-
nomica com graves implicaces para as criangas e as suas
familias (). As medidas de controlo da COVID-19 alteraram
0s habitos e rotinas diérias, promovendo uma mudanca ao
nivel dos determinantes de obesidade infantil, incluindo os
comportamentos relacionados com o estilo de vida e as con-
dicdes socioeconomicas (12-14),

Considerando que as criangcas sao individuos vulneraveis
que se encontram numa fase importante de crescimento e
desenvolvimento que pode ser decisiva para 0 seu estado
de saude é, por isso, essencial a aposta na investigagao
nesta area para futuras melhorias na saude das criancas
ao longo da sua vida (15). Dado 0 momentum e a sua rele-
vancia, o impacto da pandemia da COVID-19 em questbes
relacionadas com a saude tem sido um tépico de interesse
global na investigagédo em saude publica nos Ultimos anos,
assim como os indicadores socioeconémicos e a obesida-
de infantil, ambos tépicos amplamente estudados pela
comunidade cientifica nas Ultimas décadas. No entanto,
em Portugal a literatura disponivel sobre a prevaléncia de
excesso de peso infantil e hdbitos alimentares ndo sauda-
veis em familias com baixo nivel socioeconémico e as res-
petivas associagdes ¢, ainda, escassa e limitada (16-19),
nomeadamente ao nivel de estudos relativos aos periodos
de pandemia, em particular, destinados a compreender o
impacto da pandemia nos seus comportamentos de estilo
de vida e o papel dos fatores socioeconémicos.

O presente estudo pretende inverter esta tendéncia na in-
vestigagdo, alargando a reduzida evidéncia atual e atenuan-
do a lacuna de informacdo sobre estes temas relevantes.

A existéncia destes dados nacionais que permitam carateri-
zar as associagdes entre os fatores socioecondémicos da fa-
milia com a percecao do consumo de alimentos de elevada
densidade energética durante a pandemia em comparacao
com o periodo pré-pandemia e com a prevaléncia de exces-
so de peso das criangas portuguesas em idade escolar, é
essencial para apoiar a concecao e implementacao de futu-
ras intervencoes e politicas de saude publica no contexto
pds-pandémico.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo analisar se o nivel socioeco-
némico da familia esta associado ao excesso de peso infan-
til (incluindo obesidade) bem como a percecado parental de
consumo alimentar das criangas portuguesas em idade es-
colar durante a pandemia da COVID-19 comparativamente
ao periodo pré-pandémico.

_Material e métodos

Este estudo observacional transversal utilizou dados da 6.2
ronda do estudo COSI Portugal recolhidos no ano letivo
2021/2022. O COSI Portugal estéa integrado no Sistema de
vigilancia Childhood Obesity Surveillance Initiative da Orga-
nizacdo Mundial da Saude (OMS) Europa que decorre a
cada trés anos desde 2008 e tem como objetivo monitorizar
0 estado nutricional infantil e os seus determinantes (20). A
recolha de dados seguiu o protocolo e 0 manual de procedi-
mentos definidos pela OMS (21-22),

O calculo do estado nutricional infantil foi realizado através
das medicOes antropométricas (peso e estatura) com base
nas curvas de crescimento definidas pela OMS (23). Através
da aplicacdo do Questionario Familia (autorresposta) foi reco-
Ihida a informacéao relativa aos habitos alimentares da crianca
e as informagdes socioecondmicas da familia.

Os indicadores socioeconomicos da familia foram categoriza-
dos em: nivel de escolaridade materna e paterna “baixo” (“2.°
ciclo Ensino Béasico ou anterior”, “3.° ciclo Ensino Basico” e
“Ensino Secundario ou Técnico-Profissional”); ou “elevado”
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(“Ensino Superior” e “Ensino P6s-Graduado”), situagédo da
méae e do pai face ao emprego (classificado como “empre-

gado/a”, “desempregado/a” ou “inativo/a”’) e percecao do

nivel de rendimentos (categorizado como “baixa”, “média”

u “elevada”) (24).

Relativamente aos habitos alimentares das criancas, foi
recolhida informagéao acerca do consumo de refrigerantes
acucarados, snacks doces e snacks salgados. Os pais
foram questionados sobre a sua percegao relativa ao
consumo destes alimentos entre o periodo "durante a pan-
demia” e o periodo “pré-pandemia” (se tinha diminuido, au-
mentado ou se se tinha mantido igual). O periodo “durante
a pandemia”, foi considerado pelos Encarregados de Edu-
cacao/pais, como o periodo em que a crianga permaneceu
em casa, sem ir a escola, devido as restricdes impostas
pela pandemia da COVID-19, tendo sido considerado o pe-
riodo “pré-pandemia” o periodo que antecedeu o apareci-
mento da pandemia da COVID-19 em Portugal (antes de 2
de marco 2020).

A analise estatistica descritiva foi calculada para todas as
variaveis. Para avaliar a associagao entre as variaveis depen-
dentes (percegao parental do consumo alimentar das crian-
cas e 0 excesso de peso infantil) e independentes (fatores
socioecondmicos), foram realizadas uma regressao logistica
e uma regressao multinomial, com o calculo dos odds ratio
(OR) e respetivos intervalos de confianca (IC) a 95%. O nivel
de significancia estatistico utilizado foi p<0,05.

Esta analise foi realizada com recurso ao software estatisti-
co IBM SPSS Statistics 28.

_Resultados

A caracterizag@o da amostra em estudo encontra-se descrita
na tabela 1.

A amostra apresenta 50,0% de criancas de ambos 0s sexos,
com maior proporgdo de criangcas com 7 anos de idade
(49,0%), maioritariamente residentes em dareas urbanas
(73,5%). No que diz respeito as variaveis socioeconémicas,

verificou-se que a maioria das criangas pertence a familias
cujos pai e mée apresentavam um nivel de escolaridade
baixo (72,7% e 58,4%, respetivamente) e ambos 0s pais se
encontravam empregados (94,4% e 83,3%, respetivamente).
Destas familias, a maioria referiu ter uma percecao de nivel
de rendimentos média ou baixa (69,9%).

Tabela 1: Caracterizagdo da amostra em estudo.

Caracterfsticas n (%)

Sexo (n=6205)
Masculino 3103 50,0
Feminino 3102 50,0

Idade (n=6205)

6 anos 1454 23,4
7 anos 3038 49,0
8 anos 1713 27,6

Area geografica (n=6196)

Urbana 4556 73,5
Semi-urbana 890 14,4
Rural 750 121

Nivel de escolaridade do pai (n=4213)
Baixo 3062 72,7
Elevado 1151 27,3
Nivel de escolaridade da mae (n=4567)
Baixo 2667 58,4
Elevado 1900 41,6

Situacdo do pai face ao emprego (n=4135)

Empregado 3905 94,4
Desempregado 135 3,3
Inativo 95 2,3

Situacdo da mée face ao emprego (n=4542)

Empregada 3785 83,3
Desempregada 364 8,0
Inativa 393 8,7

Percecao do nivel de rendimentos (n=4549)

Baixa 955 21,0
Média 2223 48,9
Elevada 1371 30,1
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Quando analisado o estado nutricional infantil, segundo o

grafico 1 é possivel constatar que 31,9% das criangas apre-
senta excesso de peso sendo que a prevaléncia é significa-
tivamente superior em crian¢as mais velhas (8 anos) (35,3%,
p=0,002), em criancas cujas maes e 0S pais apresentam
menor nivel de escolaridade (35,6% e 34,2%, respetivamen-
te, p<0,001) e nas criancas cuja mae esta desempregada
(37,5%, p=0,013).

Grafico 1: 1 Relagdo entre a prevaléncia de excesso de peso infantil (incluindo obesidade) e as caracteristicas
demogréficas e socioeconomicas.

Total (n=6205) 31,9
Sexo (n=6205)
Masculino 31,7
Feminino 32,1
Idade (n=6205)*
6 anos 29,8
7 anos 31,1
8 anos 35,3
Area geografica (n=6196)
Urbano 32,9
Semi-urbano 34,3
Rural 31,3
Nivel de escolaridade do pai (n=4213)**
Baixo 34,2
Elevado 23,5
Nivel de escolaridade da mae (n=4567)**
Baixo 35,6
Elevado 25,8
Situagdo do pai face ao emprego (n=4135)
Empregado 31,0
Desempregado 28,9
Inativo 36,8
Situagao do méae face ao emprego (n=4116)*
Empregada 30,4
Desempregada 37,5
Inativa 30,0
Percecdo do nivel de rendimentos (n=4549)
Baixa 30,6
Média 31,4
Elevada 33,8
0.0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

%

*p<0,05; ** p<0,001.
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Atabela 2 descreve a regressao multinomial realizada atra-
vés dos valores de OR ajustados e respetivos IC, aferindo
quais das variaveis em estudo, nomeadamente as relacio-

um aumento do consumo de snacks doces e salgados por
parte das criangas (OR=0,58, IC95%: 0,47-0,71 e OR=0,66,
1C95%: 0,52-0,83, respetivamente), durante a pandemia.

nadas com as caracteristicas socioeconémicas da familia B )
} B , O facto de a mae estar desempregada também estava rela-
podem estar associadas com a percecdo parental relativa , L ,
) cionado com uma diminuicdo do consumo de refrigerantes
ao consumo de refrigerantes acucarados e snacks doces
acucarados, snacks doces e Snacks salgados por parte

das criancas (OR=1,64, 1C95%: 1,13-2,38; OR=1,94, 1C95%:
1,26-2,97 e OR=1,53, 1C95%: 1,01-2,32, respetivamente) du-
rante o periodo da COVID-19 em relacdo ao periodo pré-pan-

e salgados por parte das criangas, durante pandemia da
COVID-19 em relacdo ao periodo pré-pandémico.

Através da andlise dos valores que tiveram significado es-

tatistico (p<0,05), & possivel concluir que ter uma mae démico. Adicionalmente, as criangas cujas maes estavam

com um nivel de escolaridade baixo estava associado a desempregadas durante a pandemia apresentavam menor

probabilidade de ter aumentado o consumo de snacks doces
(OR=0,64, 1C95%: 0,44-0,95) durante este periodo.

uma diminuicdo do consumo de refrigerantes agucarados
(OR=1,43, 1C95%: 1,11-1,84) e inversamente associado a

Tabela 2: [ Regressdo multinomial das caracteristicas socioeconémicas com a perce¢éo parental do consumo

alimentar de criangas durante a pandemia comparativamente ao periodo pré-pandémico.

Referigirantes agucarados

Snacks doces Snacks salgados

Caracteristicas

Nivel de escolaridade do pai
Elevado
Baixo

Nivel de escolaridade da méae
Elevado
Baixo

Situacédo do pai face ao emprego
Empregado
Desempregado
Inativo

Situagdo da méae face ao emprego
Empregada
Desempregada
Inativa

Percecao do nivel de rendimentos
Elevado
Médio

Baixo

Diminuiu vs.
manteve-se igual

OR (IC 95%)*

1,00 (ref)

1,28 (0,96-1,70)

1,00 (ref)

1,43 (1,11-1,84)

1,00 (ref)
1,08 (0,58-2,02)

1,23 (0,64-2,38)

1,00 (ref)
1,64 (1,13-2,38)

1,24 (0,86-1,78)

1,00 (ref)
1,08 (0,84-1,37)

0,96 (0,71-1,31)

Aumentou vs.
manteve-se igual

OR (IC 95%)*

1,00 (ref)

1,08 (0,73-1,61)

1,00 (ref)

0,77 (0,53-1,11)

1,00 (ref)
1,79 (0,79-4,07)

0,90 (0,27-2,97)

1,00 (ref)
1,38 (0,75-2,55)

1,08 (0,59-1,99)

1,00 (ref)
1,32 (0,91-1,93)

0,90 (0,55-1,48)

Diminuiu vs.
manteve-se igual

OR (IC 95%)*

1,00 (ref)

1,37 (0,96-1,96)

1,00 (ref)

1,16 (0,85-1,58)

1,00 (ref)
0,55 (0,22-1,42)

1,10 (0,48-2,53)

1,00 (ref)
1,94 (1,26-2,97)

1,21 (0,78-1,87)

1,00 (ref)
1,00 (0,75-1,35)

0,87 (0,60-1,26)

Aumentou vs.
manteve-se igual

OR (IC 95%)*

1,00 (ref)

1,22 (0,98-1,52)

1,00 (ref)

0,58 (0,47-0,71)

1,00 (ref)
1,16 (0,66-2,02)

1,29 (0,69-2,42)

1,00 (ref)
1,10 (0,76-1,60)

0,64 (0,44-0,95)

1,00 (ref)
0,97 (0,79-1,20)

0,94 (0,73-1,22)

Diminuiu vs.
manteve-se igual

OR (IC 95%)*

1,00 (ref)

1,23 (0,89-1,70)

1,00 (ref)

1,32 (1,00-1,76)

1,00 (ref)
0,93 (0,45-1,92)

1,07 (0,49-2,32)

1,00 (ref)
1,53 (1,01-2,32)

1,27 (0,85-1,89)

1,00 (ref)
0,99 (0,75-1,29)

0,86 (0,61-1,21)

Aumentou vs.
manteve-se igual

OR (IC 95%)*

1,00 (ref)

1,19 (0,92-1,53)

1,00 (ref)

0,66 (0,52-0,83)

1,00 (ref)
1,49 (0,82-2,71)

1,46 (0,74-2,91)

1,00 (ref)
0,98 (0,63-1,50)

0,66 (0,43-1,04)

1,00 (ref)
0,91 (0,72-1,16)

0,89 (0,67-1,20)

*Ajustado para o sexo e a idade da crianca e para todos os outros fatores socioecondmicos presentes na tabela. Os valores a negrito indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
(ref) categoria da varidvel considerada de referéncia na avaliagéo.
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A tabela 3 apresenta as possiveis associacoes entre ter ou
nao ter excesso de peso infantil e as caracteristicas socioe-
conoémicas da familia, onde se conclui que as criangas que
pertencem a uma familia cuja méae (OR=1,38, IC95%: 1,15-
-1,66) e o pai (OR=1,47, 1C95%: 1,19-1,80) apresentam um
nivel de escolaridade baixo tém maiores probabilidades de
apresentar excesso de peso, comparativamente as criangas
que tém pais com um nivel de escolaridade elevado. Pelo
contrario, as criangas cujos pais tém uma percecao do nivel
de rendimentos média, apresentavam menor probabilidade
de ter excesso de peso, comparativamente as criangas
cujos pais tinham uma percecédo do nivel de rendimentos
alta (OR=0,81, 1C95%: 0,68-0,97).

Tabela 3: [ Regresséo logistica das caracteristicas
socioeconémicas com o excesso de peso infantil
(incluindo obesidade).

Ter excesso de peso vs.

Caracteristicas néo ter excesso de peso

OR (IC 95%)*

Nivel de escolaridade do pai

Elevado 1,00 (ref)

Baixo 1,47 (1,19-1,80)
Nivel de escolaridade da mae

Elevado 1,00 (ref)

Baixo 1,38 (1,15-1,66)
Situacdo do pai face ao emprego

Empregado 1,00 (ref)

Desempregado 0,85 (0,52-1,40)

Inativo 1,34 (0,79-2,26)
Situacdo da mée face ao emprego

Empregada 1,00 (ref)

Desempregada 1,24 (0,93-1,66)

Inativa 0,93 (0,70-1,24)
Percecao do nivel de rendimentos

Elevado 1,00 (ref)

Médio 0,81 (0,68-0,97)

Baixo 0,81 (0,64-1,01)

*Ajustado para o sexo e a idade da crianga e para todos os outros fatores socioeconédmicos

_Discusséo

Os fatores socioeconémicos que caracterizam a familia,
como o baixo nivel de escolaridade e 0 desemprego dos pais
parecem estar associados a uma diminui¢do do consumo de
refrigerantes agucarados e snacks por parte das criancas por-
tuguesas em idade escolar durante a pandemia da COVID-19,
comparativamente ao periodo pré-pandémico.

O periodo de pandemia marcado pelas medidas de conten-
cao do virus pautou o contexto internacional e nacional
por instabilidade ao nivel da situagédo profissional e finan-
ceira das familias, bem como ao nivel dos comportamentos
de estilo de vida, nomeadamente os héabitos alimentares
(25-27)  Apesar do baixo nivel socioeconémico da familia,
estar tendencialmente associado a um padrao alimentar
menos saudavel (12:28,29) o mesmo n&o se verificou neste
estudo quando analisados os dados referentes ao periodo
pandémico, baseados na percecdo dos pais. Ao refletir
sobre estes dados, alguns aspetos podem ajudar a com-
preender estes resultados.

Durante uma crise socioecondémica como a pandemia da
COVID-19, em que as familias experienciaram um nivel des-
proporcional de dificuldades econémicas e uma diminuicéo
do rendimento disponivel, 0 acesso e a compra de alimen-
tos e, consequentemente, o consumo alimentar das familias
é afetado (30.31), Uma das possiveis explicacées para os
resultados deste estudo podera ser o facto de, durante a
pandemia, a situag@o de desemprego, 0s recursos financei-
ros limitados e o custo de vida mais elevado poderem ter li-
mitado o rendimento disponivel para a compra e aquisicao
de alimentos. Assim, estas familias poderao ter tido a ne-
cessidade de dar prioridade a compra de bens alimentares
essenciais para preparacao e confecdo de refeicoes casei-
ras, evitando o gasto de dinheiro em bens alimentares ndo
essenciais, como 0s snacks. De facto, a literatura descreve
0 aumento do padrdo de confegdo e consumo de refeicoes
caseiras durante recessdes econémicas anteriores (32,33),
mas também durante a pandemia da COVID-19 (34.35),

presentes na tabela. Os valores a negrito indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
(ref) categoria da variavel considerada de referéncia na avaliacao.
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Por outro lado, para além das restricoes a circulacao de
pessoas, a pandemia impds o encerramento parcial ou total
de restaurantes de fast-food, o que podera ter-se refletido
numa diminui¢do do consumo dos alimentos e bebidas co-
mercializados nestes estabelecimentos (36), contribuindo
para um aumento das refeicoes preparadas em casa, uma
vez que muitas familias passaram mais tempo em casa,
tendo mais oportunidades de cozinhar e consumir as refei-
c6es em conjunto (37-40),

Adicionalmente, de acordo com o presente estudo, o baixo
nivel socioecondmico da familia parece estar relacionado com
uma maior prevaléncia de excesso de peso infantil. Esta ten-
déncia é igualmente reportada e corroborada por outros estu-
dos realizados no periodo anterior & pandemia (19:41-43),

Estes resultados poderéo ser justificados por fatores que po-
derado mediar estas associacdes, como a disponibilidade e a
acessibilidade fisica e econémica dos produtos alimentares,
e a autoefic4cia e a literacia alimentar e nutricional dos indivi-
duos (6:44,45) Nesta perspetiva, as familias com baixo nivel
socioecondmico tendem a apresentar menos recursos mate-
riais e a frequentar ambientes mais “obesogénicos” (46-48),
Por outro lado, estas familias apresentam menos recursos
psicossociais, tais como uma menor literacia em sadde e nu-
tricdo (conhecimentos, competéncias), € uma menor autoe-
ficacia em relacdo a uma alimentacdo saudavel (49). Estes
dados sao particularmente preocupantes num pais onde se
registam niveis reduzidos de literacia em saude (°9), e se tem
verificado um aumento do custo de vida para as familias (51)
evidenciando, assim, a necessidade de agir nesta matéria.

_Concluséo

A obesidade infantil e 0s seus determinantes continuam a re-
presentar uma problemaética contemporanea nas sociedades
atuais, dadas as suas consequéncias sanitarias, sociais e
econémicas a curto e a longo prazo, constituindo um desafio
a nivel global.

Considerando os impactos sem precedentes causados pela
pandemia da COVID-19 e as suas restrigdes, o presente
estudo constituiu um passo importante para um melhor en-
tendimento relativamente a mudanca de comportamentos,
nomeadamente a alteragdo do consumo alimentar por parte
das criancas durante a pandemia da COVID-19 reportada
pelo pais, mas, também, da influéncia das disparidades so-
cioeconémicas na prevaléncia do excesso de peso infantil
(incluindo a obesidade).

Assim, é fundamental continuar a desenvolver investigagao
nesta area, nomeadamente através da avaliacédo e monitori-
zacgao sistematica do estado nutricional da populacao e dos
seus determinantes para melhor poder informar, planear, de-
senhar e implementar estratégias de intervencao equitativas,
eficazes e sustentaveis.

Referéncias bibliograficas:

(1) NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC). Worldwide trends in body-mass index,
underweight, overweight, and obesity from 1975 to 2016: a pooled analysis of
2416 population-based measurement studies in 128-9 million children, adolescen-
ts, and adults. Lancet. 2017 Dec 16;390(10113):2627-42.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(17)32129-3

(2) Rito A, Mendes S, Figueira I, et al. Childhood Obesity Surveillance Initiative: COSI
Portugal 2022. Lisboa: Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, 2023.
https://repositorio.insa.pt/handle/10400.18/8630

(3) Abdelaal M, le Roux CW, Docherty NG. Morbidity and mortality associated with
obesity. Ann Trans| Med. 2017 Apr;5(7):161.
https://doi.org/10.21037/atm.2017.03.107

(4) Kansra AR, Lakkunarajah S, Jay MS. Childhood and Adolescent Obesity: A Review.
Front Pediatr. 2020;8:581461. https://doi.org/10.3389/fped.2020.581461

(5) Jebeile H, Kelly AS, O'Malley G, et al. Obesity in children and adolescents: epide-
miology, causes, assessment, and management. Lancet Diabetes Endocrinol.
2022;10(5):351-65. https://doi.org/10.1016/s2213-8587(22)00047-x

(6) Zarnowiecki DM, Dollman J, Parletta N. Associations between predictors of chil-
dren's dietary intake and socioeconomic position: a systematic review of the lite-
rature. Obes Rev. 2014;15(5):375-91. https://doi.org/10.1111/0br.12139

(7) Vazquez CE, Cubbin C. Socioeconomic Status and Childhood Obesity: a Review of
Literature from the Past Decade to Inform Intervention Research. Curr Obes Rep.
2020;9(4):562-70. https://doi.org/10.1007/s13679-020-00400-2

(8) Dinsa GD, Goryakin Y, Fumagalli E, et al. Obesity and socioeconomic status in de-
veloping countries: a systematic review. Obes Rev. 2012;13(11):1067-79.
https://doi.org/10.1111/j.1467-789x.2012.01017.x

(9) Barriuso L, Miqueleiz E, Albaladejo R, et al. Socioeconomic position and childhood-
-adolescent weight status in rich countries: a systematic review, 1990-2013. BMC
Pediatr. 2015;15:129. https://doi.org/10.1186/512887-015-0443-3

(10) Bridger Staatz C, Kelly Y, Lacey RE, et al. Socioeconomic position and body com-
position in childhood in high- and middle-income countries: a systematic review
and narrative synthesis. Int J Obes (Lond). 2021 Nov;45(11):2316-34.
https://doi.org/10.1038/s41366-021-00899-y

52



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsttuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge
artigos breves_ n. 8

de Salde Doutor Ricardo Jorge, IP
3 {,v )'

G Tt
PR RN

'\ N i-xv
| W) 411‘3I).'7| .

ﬂ
§

(11) Andrade C, Gillen M, Molina JA, et al. The Social and Economic Impact of Covid-
-19 on Family Functioning and Well-Being: Where do we go from here? J Fam Econ
Issues. 2022;43(2):205-12. https://doi.org/10.1007/s10834-022-09848-x

(12) Brakspear L, Boules D, Nicholls D, et al. The Impact of COVID-19-Related Living
Restrictions on Eating Behaviours in Children and Adolescents: A Systematic
Review. Nutrients. 2022;14(17):3657. https://doi.org/10.3390/nu14173657

(13) Okely AD, Kariippanon KE, Guan H, et al. Global effect of COVID-19 pandemic on
physical activity, sedentary behaviour and sleep among 3- to 5-year-old children:
a longitudinal study of 14 countries. BMC Public Health. 2021;21(1):940.
https://doi.org/10.1186/512889-021-10852-3

(14) Nicola M, Alsafi Z, Sohrabi C, et al. The socio-economic implications of the coro-
navirus pandemic (COVID-19): A review. Int J Surg. 2020;78:185-93.
https://doi.org/10.1016/}.ijsu.2020.04.018

(15) Clark H, Coll-Seck AM, Banerjee A, et al. A future for the world's children? A WHO-
-UNICEF-Lancet Commission. Lancet. 2020;395(10224):605-58.
https://doi.org/10.1016/s0140-6736(19)32540-1

(16) Moreira P, Santos S, Padrao P, et al. Food patterns according to sociodemographi-
cs, physical activity, sleeping and obesity in Portuguese children. Int J Environ Res
Public Health. 2010;7(3):1121-38. https://doi.org/10.3390/ijerph7031121

(17) Vilela S, Qliveira A, Pinto E, et al. The influence of socioeconomic factors and family
context on energy-dense food consumption among 2-year-old children. Eur J Clin
Nutr. 2015;69(1):47-54. https://doi.org/10.1038/ejcn.2014.140

(18) Vilela S, Muresan |, Correia D, et al. The role of socio-economic factors in food con-
sumption of Portuguese children and adolescents: results from the National Food,
Nutrition and Physical Activity Survey 2015-2016. Br J Nutr. 2020;124(6):591-601.
https://doi.org/10.1017/s0007114520001373

(19) Rodrigues D, Costa D, Gama A, et al. Socioeconomic inequalities in the prevalen-
ce of overweight and obesity among Portuguese preschool-aged children: Chan-
ges from 2009 to 2016. Am J Hum Biol. 2022;34(1):623582.
https://doi.org/10.1002/ajhb.23582

(20) Breda J, McColl K, Buoncristiano M, et al. Methodology and implementation of
the WHO European Childhood Obesity Surveillance Initiative (COSI). Obes Rev.
2021;22(Supp! 6):€13215. https://doi.org/10.1111/0br.13215

(21) World Health Organization. Childhood Obesity Surveillance Initiative (COSI) proto-
col 2016. Copenhagen: WHO Regional Office for Europe, 2017.
https://iris.who.int/handle/10665/354793

(22) World Health Organization. Childhood Obesity Surveillance Initiative (COSI): data
collection procedures: October 2016. Copenhagen: WHO Regional Office for
Europe, 2017. https://iris.who.int/handle/10665/354792

(23) de Onis M, Onyango AW, Borghi E, et al. Development of a WHO growth re-
ference for school-aged children and adolescents. Bull World Health Organ.
2007;85(9):660-7. http://dx.doi.org/10.2471/BLT.07.043497

(24) Fismen AS, Buoncristiano M, Williams J, et al. Socioeconomic differences in
food habits among 6- to 9-year-old children from 23 countries-WHO European
Childhood Obesity Surveillance Initiative (COSI 2015/2017). Obes Rev. 2021;22(-
Suppl 6):e13211. https://doi.org/10.1111/0br.13211

(25) Lu X, Lin Z. COVID-19, Economic Impact, Mental Health, and Coping Behaviors:
A Conceptual Framework and Future Research Directions. Front Psychol.
2021;12:759974. https://doi.org/10.3389/fpsyg.2021.759974

(26) Trofholz A, Hersch D, Norderud K, et al. Changes to the home food environment and
parent feeding practices during the COVID-19 pandemic: A qualitative exploration.
Appetite. 2022;169:105806. https://doi.org/10.1016/j.appet.2021.105806

(27) Adams EL, Caccavale LJ, Smith D, et al. Food Insecurity, the Home Food Environ-
ment, and Parent Feeding Practices in the Era of COVID-19. Obesity (Silver Spring).
2020;28(11):2056-63. https://doi.org/10.1002/0by.22996

(28) Jansen E, Thapaliya G, Aghababian A, et al. Parental stress, food parenting
practices and child snack intake during the COVID-19 pandemic. Appetite.
2021;161:105119. https://doi.org/10.1016/j.appet.2021.105119

(29) Rundle AG, Park Y, Herbstman JB, et al. COVID-19-Related School Closings and
Risk of Weight Gain Among Children. Obesity (Silver Spring). 2020;28(6):1008-9.
https://doi.org/10.1002/0by.22813

(30) Hristov H, Millard J, Pravst |, et al. European household spending and socio-e-
conomic impacts on food behavior during the first wave of COVID-19. Front Nutr.
2022 Aug 3:9:869091. https://doi.org/10.3389/fnut.2022.869091

(31) Geranios K, Kagabo R, Kim J. Impact of COVID-19 and Socioeconomic Status on
Delayed Care and Unemployment. Health Equity. 2022;6(1):91-7.
https://doi.org/10.1089/heq.2021.0115

(32) Smith LP, Ng SW, Popkin BM. Resistant to the recession: low-income adults'
maintenance of cooking and away-from-home eating behaviors during times of
economic turbulence. Am J Public Health. 2014;104(5):840-6.
https://doi.org/10.2105/ajph.2013.301677

(33) Brzozowski M, Lu Y. Home Cooking, Food Consumption and Food Production
among the Unemployed and Retired Households. Canadian Public Policy / Analy-
se de Politiques. 2010;36(1):107-28. https://www.jstor.org/stable/20695159

(34) Ferrante MJ, Goldsmith J, Tauriello S, et al. Food Acquisition and Daily Life for
U.S. Families with 4-to 8-Year-Old Children during COVID-19: Findings from a Na-
tionally Representative Survey. Int J Environ Res Public Health. 2021;18(4):1734.
https://doi.org/10.3390/ijerph18041734

(35) Sarda B, Delamaire C, Serry A-J, et al. Changes in home cooking and culinary
practices among the French population during the COVID-19 lockdown. Appetite.
2022;168:105743. https://doi.org/10.1016/j.appet.2021.105743

(36) King AJ, Burke LM, Halson SL, et al. The Challenge of Maintaining Metabolic
Health During a Global Pandemic. Sports Med. 2020;50(7):1233-41.
https://doi.org/10.1007/s40279-020-01295-8

(37) Adams EL, Caccavale LJ, Smith D, et al. Food Insecurity, the Home Food Environ-
ment, and Parent Feeding Practices in the Era of COVID-19. Obesity (Silver Spring).
2020;28(11):2056-63. https://doi.org/10.1002/0by.22996

(38) Titis E. Parental Perspectives of the Impact of COVID-19 Lockdown on Food-Rela-
ted Behaviors: Systematic Review. Foods. 2022;11(18):2851.
https://doi.org/10.3390/foods11182851

(39) Sarda B, Delamaire C, Serry A-J, et al. Changes in home cooking and culinary
practices among the French population during the COVID-19 lockdown. Appetite.
2022;168:105743. https://doi.org/10.1016/j.appet.2021.105743

(40) Mazzolani BC, Smaira FlI, Astley C, et al. Changes in Eating Habits and Sedentary
Behavior During the COVID-19 Pandemic in Adolescents With Chronic Conditions.
Frontiers in Pediatrics. 2021 Dec 13:9:714120.
https://doi.org/10.3389/fped.2021.714120

(41) Chung A, Backholer K, Wong E, et al. Trends in child and adolescent obesity preva-
lence in economically advanced countries according to socioeconomic position: a
systematic review. Obes Rev. 2016;17(3):276-95. https://doi.org/10.1111/0br.12360

(42) Wu S, Ding Y, Wu F, et al. Socio-economic position as an intervention against
overweight and obesity in children: a systematic review and meta-analysis. Sci
Rep. 2015 Jun 26:5:11354. https://doi.org/10.1038/srep11354

(43) White PA, Awad YA, Gauvin L, et al. Household income and maternal education
in early childhood and risk of overweight and obesity in late childhood: Findings
from seven birth cohort studies in six high-income countries. Int J Obes (Lond).
2022 Sep;46(9):1703-11. https://doi.org/10.1038/s41366-022-01171-7

(44) Mekonnen T, Havdal HH, Lien N, et al. Mediators of socioeconomic inequa-
lities in dietary behaviours among youth: A systematic review. Obes Rev.
2020;21(7):e13016. https://doi.org/10.1111/0br.13016

(45) Friel S, Pescud M, Malbon E, et al. Using systems science to understand the deter-
minants of inequities in healthy eating. PLoS One. 2017;12(11):e0188872.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0188872

(46) Darmon N, Drewnowski A. Contribution of food prices and diet cost to socioeco-
nomic disparities in diet quality and health: a systematic review and analysis. Nutr
Rev. 2015;73(10):643-60. https://doi.org/10.1093/nutrit/nuv027

53



( ’ nsituto_Nacional de Satide Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 8

Instituto Nacional de Salide Dnu(nl Rleuldo Jorge, IP

(47) Cassady DL, Liaw K, Miller LM. Disparities in Obesity-Related Outdoor Advertising
by Neighborhood Income and Race. J Urban Health. 2015;92(5):835-42.
https://doi.org/10.1007/s115624-015-9980-1

(48) van Ansem WJ, van Lenthe FJ, Schrijvers CT, et al. Socio-economic inequalities
in children's snack consumption and sugar-sweetened beverage consumption:
the contribution of home environmental factors. Br J Nutr. 2014;112(3):467-76.
https://doi.org/10.1017/s0007114514001007

(49) Mackenbach JD, Nelissen KGM, Dijkstra SC, et al. A Systematic Review on Socioe-
conomic Differences in the Association between the Food Environment and Dietary
Behaviors. Nutrients. 2019;11(9):2215. https://doi.org/10.3390/nu11092215

(50) Arriaga M, Francisco R, Nogueira P, et al. Health Literacy in Portugal: Results of
the Health Literacy Population Survey Project 2019-2021. Int J Environ Res Public
Health. 2022 Apr 1;19(7):4225. https://doi.org/10.3390/ijerph19074225

(51) Instituto Nacional de Estatistica. indice de Precos no Consumidor - Taxa de
variagdo média anual do IPC foi 7,8% em 2022 e a taxa de variagdo homéloga
diminuiu para 9,6% em dezembro - Dezembro de 2022. Lisboa: INE, 2023.
https://www.ine.pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine_desta-
ques&DESTAQUESdest_boui=577455859&DESTAQUESmodo=2&xlang=pt



(’ instiuto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP

R SERETIST

o ) A

dN N2 A

artigos breves_ n. 9

_Monitorizagao da composicao nutricional de bebidas (refrigerantes e leites
aromatizados) disponiveis no mercado portugués em 2024: a reducao de agtcar

e a presenca de edulcorantes?

Monitoring the nutritional composition of drinks (soft drinks and flavored milks) available on the Portuguese market in
2024: the reduction in sugar and the presence in sweeteners?
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_Resumo

O consumo excessivo de aglcar esta relacionado com o desenvolvimento
de doengas cronicas, nomeadamente a obesidade e a diabetes tipo 2, con-
forme o evidenciam diversos estudos cientificos. Para reduzir a prevaléncia
deste tipo de doengas, o Governo portugués aprovou a Estratégia Integrada
para a Promogao da Alimentagéo Saudavel (EIPAS) que, entre outros objeti-
vos, pretende uma redugéo progressiva do consumo diario de agucar.

Na qualidade de parceiros estratégicos na implementacao da EIPAS, pro-
cedeu-se a monitorizagdo do teor de aglUcar nas categorias de alimentos
refrigerantes e leites aromatizados, disponiveis no mercado portugués. Os
dados foram recolhidos no comércio eletronico das maiores cadeias de su-
permercados, durante 0 ano de 2024. Decorrente dos objetivos de reformu-
lacé@o e da consequente redugédo de agucar, considerou-se relevante avaliar
também a presenca de edulcorantes (aditivos alimentares utilizados para
adogar os alimentos).

As medianas dos teores de aglcar foram de 4,10 g/100 mL para os refrige-
rantes e 2,4 g/100 mL (excluindo o valor da lactose), para os leites aromati-
zados. Estes valores foram comparados com o0s do estudo de monitorizagao
do teor de aglcar nestes alimentos realizado em 2019, e confrontados com
os limites da EIPAS de 2,5 g/100 mL, tendo sido verificada uma redugao
progressiva do teor de aglcar por parte da indUstria alimentar.

Na categoria refrigerantes, com base na lista de ingredientes apenas 22%
n&o continham edulcorantes. No caso dos leites aromatizados, verificou-se
que 73% nao continham edulcorantes.

_Abstract

Excessive sugar consumption is related to the development of chronic
diseases, namely obesity and type 2 diabetes, as shown by several
scientific studies. To reduce the prevalence of this type of disease,
the Portuguese government approved the Integrated Strategy for the
Promotion of Healthy Eating (EIPAS), which, among other objectives,
aims to progressively reduce daily sugar consumption.

As strategic partners in the implementation of EIPAS, we monitored
the sugar content in the soft drink and flavored milk food categories
available on the Portuguese market. Data was collected in e-commerce
from the largest supermarket chains, during the year 2024. Due to the
reformulation objectives and the consequent reduction in sugar, it was
considered relevant to also evaluate the presence of sweeteners (food

additives used to sweeten food).

The median sugar levels were 4.10 g/100 mL for soft drinks and 2.4 g/100
mL (excluding the lactose value) for flavored milks. These values were
compared with those from the study monitoring the sugar content in these
foods carried out in 2019, and compared with the EIPAS limits of 2.5 g/100
mL, with a progressive reduction in sugar content by the industry being
verified.

In the soft drinks category, based on the list of ingredients, only 22% did
not contain sweeteners. In the case of flavored milks, it was found that
73% did not contain sweeteners.

_Introdugéo

O excesso de peso, que inclui a pré-obesidade e a obesida-
de, atinge 67,6% da populagao adulta portuguesa e a obesi-
dade apresenta uma prevaléncia de 28,7% (1). De acordo
com as projecoes da Organizagao Mundial da Saude (OMS),
Portugal, a semelhanga dos outros paises da regiao europeia
da OMS, esta a seguir uma trajetoria de evolucao que dificil-
mente ird permitir o cumprimento da meta relativa ao néao
crescimento do nimero de pessoas com excesso de peso
e obesidade até 2025. Também o excesso de peso infantil
atinge proporgdes elevadas. Em 2022, 31,9% das criangas
dos 6 aos 8 anos apresentava excesso de peso e 13,5% vivia
com obesidade ().

A obesidade ¢ uma doenca crénica que, além de condicionar
de forma significativa a qualidade de vida e o bem-estar das
pessoas, constitui um fator de risco para o desenvolvimento
de outras doengas muito prevalentes no nosso pais, como a
diabetes, as doencas cardiovasculares e as doengas oncolé-
gicas, o que a torna num dos fatores de risco que mais contri-
bui para a carga da doenca em Portugal. ()
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A OMS e a Comissao Europeia recomendam que as estraté-
gias nacionais de alimentagao e nutricado devem ter como
objetivos: modificar a oferta alimentar de determinados ali-
mentos, nomeadamente 0s que apresentam elevado teor
de acucar; incentivar acdes de reformulagé@o nutricional dos
produtos alimentares através de uma acao articulada com
a industria alimentar; capacitar os cidadéos e profissionais
que trabalham ou influenciam o consumo de alimentos para
as escolhas alimentares saudaveis.

A OMS recomenda que menos de 10% do nosso consumo
energético total seja proveniente de agucares livres (agucar
adicionado a alimentos e bebidas, assim como aqueles que
estdo naturalmente presentes no mel, xaropes, sumos de
fruta ou concentrados de fruta) e, idealmente, abaixo dos
5%, para se obterem maiores ganhos em satde (2.

Os refrigerantes apresentam o consumo médio mais eleva-
do a seguir a agua (88 g/dia). Os adolescentes sdo o0 grupo
etario com prevaléncia mais elevada, destacando-se pelo
consumo muito superior de bebidas agucaradas, quer de
refrigerantes (161 g/dia) ou de néctares (38 g/dia) relativa-
mente aos outros grupos etarios. (3)

Em Portugal, a Estratégia Integrada para a Alimentagdo Sau-
davel (EIPAS), invoca um esforgo integrado para a criacao
de ambientes promotores da saude, pelo que incentiva a re-
formulacdo dos produtos do mercado. Assim, no que respei-
ta ao consumo de agucar, preconiza que o teor de aglcar
devera ser inferior a 2,5 g por 100 mL, no caso dos alimentos
liquidos. (4)

O Departamento de Alimentacédo e Nutrigdo do Instituto Na-
cional de Saude Doutor Ricardo Jorge, em articulagdo com
0s objetivos da EIPAS procedeu a monitorizacao do teor de
agucar nas categorias de alimentos refrigerantes e leites
aromatizados. Decorrente dos objetivos de reformulacao
e da consequente reducao de agucar, considerou-se rele-

vante avaliar também a presencga de edulcorantes (aditivos
alimentares usados para adocar os alimentos), como seus
substitutos.

Sobre esta tematica, a OMS publicou orientacdes acerca
da utilizacdo de edulcorantes, nas quais recomenda que a
substituicao de acucares livres por edulcorantes ndo deve
ser considerada como uma estratégia para controlar o peso
corporal e reduzir o risco de doencgas cronicas.

Esta recomendacao assenta em evidéncia cientifica disponi-
vel que sugere que a utilizacao de edulcorantes ndo confere
qualquer beneficio alongo prazo na redugao da gordura cor-
poral, quer em adultos quer em criancas. Adicionalmente,
estes resultados também sugerem que se podem verificar
efeitos potencialmente indesejaveis do uso prolongado de
edulcorantes, em particular um risco aumentado de diabe-
tes tipo 2, doengas cardiovasculares e mortalidade em adul-
tos. Importa, contudo, realcar que estas orientagdes sao
independentes das avaliacOes toxicoldgicas relativamente a
seguranca do consumo de edulcorantes e, portanto, ndo se
destinam a atualizar ou substituir as orientagdes sobre niveis
seguros ou maximos de ingestao estabelecidos pelo Comité
Conjunto de Especialistas da Organizacdo para a Alimenta-
¢do e Agricultura das Nacoes Unidas (FAO)/OMS sobre Aditi-
vos Alimentares (JECFA) ou outros 6rgaos competentes. (°)

_Objetivo

Monitorizar o teor de agucar nas categorias de alimentos,
refrigerantes e leites aromatizados disponiveis no mercado
portugués em 2024, e a presencga (ou ndo) de edulcorantes
como substitutos do agucar, para conhecimento da realidade
nacional atual e consequente apoio as autoridades de salde,
com o propoésito de se atingirem as metas preconizadas pela
EIPAS.
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_Material e métodos

Procedeu-se a avaliacao do teor de aclUcar nas categorias
alimentares refrigerantes (n=104) e leites aromatizados
(n=37). Os dados foram recolhidos através da informacéao
constante dos rétulos disponibilizados no comércio ele-
tronico das maiores cadeias de supermercados a operar no
mercado portugués. Os valores obtidos foram comparados
com as recomendacgdes da EIPAS para o teor de aguUcar:
2,5 g/100 mL para alimentos liquidos. Estes valores foram
comparados com os valores obtidos no estudo de monito-
rizacdo do teor de aglcar nestes alimentos realizado em
2019, em que se utilizou a mesma metodologia. (6)

Adicionalmente, para ambas as categorias, foi efetuado um
levantamento quanto a existéncia de edulcorantes na lista
de ingredientes.

Tendo em consideracéo que o rétulo exibe o teor total de
agucar, posteriormente, para os leites aromatizados, a este
valor foi subtraido o teor médio de lactose, acucar natural-
mente presente nestes produtos. Para o efeito utilizou-se
como referéncia o guia Perfil Nutricional - Restricdes a pu-
blicidade alimentar dirigida a criancas (2019), publicado
pela Direcao-Geral da Saude, por ser o documento em que
se estabelece o teor de lactose no leite de 5,5 g/100 mL,
com base nos teores maximos encontrados no leite dispo-
nivel no mercado portugués (7).

_Resultados e discussao

Do total de 104 refrigerantes analisados (grafico 1), 34
(33%) apresentaram teores de acgucar de acordo com 0S
limites estabelecidos pela EIPAS para alimentos liquidos,
2,59/100 mL. A mediana do teor de agUcar para esta cate-
goria foi de 4,10 g/100 mL, encontrando-se acima dos va-
lores de referéncia. Quanto ao valor energético, a mediana
corresponde a 19 kcal/100 mL.

Numa amostra de 37 leites aromatizados (grafico 2), veri-
ficou-se que nenhum cumpria os limites da EIPAS para
teor de agUcar, o que esté relacionado com o valor da lac-
tose. A mediana de acUcar para esta categoria correspon-
de a 7,9 g/100 mL, pelo que, se a este valor retirdssemos
0s 5,5 g/100 mL de lactose, ficariamos com uma mediana
de 2,4 g/100 mL, e, portanto, dentro dos limites estipula-
dos pela EIPAS. Quanto ao valor energético, a mediana
corresponde a 60 kcal/100 mL.

O estudo realizado em 2019 revelou para os refrigerantes e
leites aromatizados medianas de 4,5 € 9,3 g /100 mL, respeti-
vamente, 0 que revela em relag@o aos valores agora obtidos
um esfor¢o da industria no sentido da sua reducéo.

Relativamente a frequéncia de edulcorantes, na categoria re-
frigerantes (n=104), observou-se que apenas 23 (22%) nao
continham edulcorantes na lista de ingredientes. Dos 81 (com
edulcorantes), foi possivel constatar que 65 (63%) possuiam
mais do que um edulcorante e que 30 (29%) possuiam pelo
menos trés. (tabela 1)

Considerando apenas os refrigerantes que continham agucar
(n=87), 74% possuiam um ou mais edulcorantes.

No caso dos leites aromatizados (n=37), verificou-se que 27
(73%) nao continham edulcorantes. Nos 10 leites aromatiza-
dos com edulcorantes, a sucralose e 0 acessulfame k surgi-
ram em conjunto e apenas numa amostra surgiram quatro
edulcorantes em simulténeo (sucralose, acessulfame k, gli-
cosideos de esteviol provenientes de estévia e ciclamato de
sodio) (tabela 2).

Como limitacdo deste tipo de estudo aponta-se a auséncia
dos teores de edulcorantes na rotulagem nutricional, por
ndo ser obrigatorio, nunca permitindo avaliar redugdes/au-
mentos ao longo do tempo. Adicionalmente, a presenca de
edulcorantes nestas categorias de alimentos nao foi avalia-
da em 2019.
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Gréfico 1 Teor de agucar nos refrigerantes analisados (n=104).
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Grafico 2: Teor de aglcar nos leites aromatizados estudados (n=37), com base na rotulagem.
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Tabela 1: [ Frequéncia de edulcorantes com base na lista de
ingredientes das amostras de refrigerantes.

Refrigerantes (n=81)

Frequéncia de edulcorantes

Edulcorantes _ )
(encontrados na lista de ingredientes)

Sucralose 57
Acessulfame K 52
Aspartame 24
Acido ciclamico e seus sais 18

de sddio (Na) e célcio(Ca)
Sacarina sodica 9

Glicosideos de esteviol
provenientes de estévia 1

_Conclusdes

A reducao consistente do teor de agucar nas categorias es-
tudadas, demonstra o contributo da industria para este ob-
jetivo. No entanto, 78% dos refrigerantes e 27% dos leites
aromatizados continham edulcorantes.

De acordo com os valores retirados da rotulagem, os refri-
gerantes apresentaram uma mediana do teor de agucar
inferior a dos leites aromatizados (sem subtracdo do
teor de acgucar naturalmente presente no leite, lactose),
0 que nao significa que sejam mais saudaveis, ja que 0
leite contribui para a ingestao de nutrientes como protei-
na, vitaminas e minerais, ao contrario dos refrigerantes.

E importante desincentivar o consumo deste tipo de bebidas,
com especial enfoque para os refrigerantes, quer pelo baixo
valor nutricional, quer pelo facto de o elevado consumo pare-
cer estar também associado a um baixo consumo de agua.
Em relacdo a estas duas categorias devera privilegiar-se 0
consumo de agua e de leites na sua verséo mais natural (sem
adicao de acgucar e edulcorantes).

E necesséario o aumento da literacia da populagéo, através
de rotulagem mais apelativa/de mais facil interpretagédo e de
campanhas de sensibilizacdo, no sentido de contribuir para
gue a populacao faca escolhas alimentares mais saudaveis.

Tabela 2: [ Frequéncia de edulcorantes nas amostras de leites

aromatizados.

Leites aromatizados (n=10)

Frequéncia de edulcorantes

Edulcorantes _ )
(encontrados na lista de ingredientes)

Sucralose 10
Acessulfame K 10

Glicosideos de esteviol
provenientes de estévia

Ciclamato de sodio 1

E de referir que na populagdo com niveis de escolaridade mais
elevados ha um consumo significativamente menor de refrige-
rantes e néctares, e maior de sumos de fruta natural e sumos
100%, relativamente aos menos escolarizados (IAN-AF) (3),

Referéncias bibliograficas:

(1) Despacho n.° 12634/2023, de 11 de dezembro. DR. 2.2 série de 2023-12-11, n.°
237:99-101. Determina a implementagcédo de um Modelo Integrado de Cuidados
para a Prevengéo e Tratamento da Obesidade.
https://diariodarepublica.pt/dr/detalhe/despacho/12634-2023-225444234

(2) World Health Organization. Guideline: sugars intake for adults and children.
Geneva: WHO, 2015. https://iris.who.int/handle/10665/149782

(3) Lopes C, Torres D, Oliveira A, et al. Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade
Fisica, IAN-AF 2015-2016: relatério de resultados - Parte Il (versdo atualizada v.1.5
setembro 2017). Porto: Universidade do Porto, 2017. https://ian-af.up.pt/resultados

(4) Despacho n.° 11418/2017, de 29 de dezembro. DR. 22 série de 2017-12-29, n°
249:29595-8. Aprova a Estratégia Integrada para a Promogao da Alimentagao
Saudavel (EIPAS). https://dre.pt/pesquisa/-/search/114424591/details/normal?l=1

(5) World Health Organization. Use of non-sugar sweeteners: WHO guideline. Geneva:
WHO, 2023. https://www.who.int/publications/i/item/9789240073616

(6) Lopes A, Fernandes P, Brazdo R, et al. Monitorizagéo do teor de aglcar em algu-
mas categorias de alimentos disponiveis no mercado: realidade portuguesa em
2019. Boletim Epidemiolégico Observagdes. 2020;9(27):4-7.
https://repositorio.insa.pt/handle/10400.18/7233

(7) Direcéo-Geral da Saude. Perfil Nutricional - Restrigdes a publicidade alimentar
dirigida a criangas. Lisboa: DGS, 2019.
https://www.dgs.pt/documentos-e-publicacoes/perfil-nutricional-restricoes-a-pu
blicidade-alimentar-dirigida-a-criancas-2019-pdf.aspx

59



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

nstiito_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge, IP

YT

3"\ NE
J'“” ﬁi@ﬁm“’\ﬁ.”
| ,::/]'\\j ey 000 Y

artigos breves_ n. 10 |

_Monitorizacao da ingestao de aditivos alimentares: ferramentas de avaliacao do

consumo e da ingestao

Monitoring the intake of food additives: consumption and intake assessment tools

Inés Nunes’, Elsa Vasco?
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(1) Departamento de Engenharia Quimica, Instituto Superior de Engenharia de Lisboa, Instituto Politécnico de Lisboa, Lisboa, Portugal

(2) Departamento de Alimentacéo e Nutricdo, Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Com a mudanga nos habitos alimentares dos consumidores ao longo do
tempo e a crescente disponibilidade de alimentos processados, tornou-se
dificil evitar este tipo de produtos. Esta tendéncia pode levar a um aumento
da ingestao de aditivos alimentares pela populacdo. Neste contexto, com
0 objetivo de implementar um sistema de monitorizagao da ingestao de adi-
tivos alimentares pela populagéo portuguesa, no ambito do projeto “Monita-
ditivos”, coordenado pelo INSA, desenvolveram-se duas novas ferramentas:
0 questionario de avaliagdo do consumo alimentar de produtos com aditi-
vos alimentares (QCAonline), em software REDCap; e a plataforma de ava-
liagdo da ingestdo de aditivos alimentares (PAIAA), em Microsoft Access®.
As duas ferramentas permitem estimar a ingestdo de aditivos alimentares
pela populacéo estudada e ainda, avaliar o risco da Ingestao Diaria Estima-
da ultrapassar a Dose Diaria Admissivel. As ferramentas provaram ser efica-
zes contribuindo para a implementacao do sistema de monitorizagao.

_Abstract

Due to changes in consumers' eating habits over time and the increasing
availability of processed foods, avoiding such products has become
difficult. This trend may lead to a rise in the population's intake of food
additives. In this regard, with the aim of implementing a system able
to monitor the intake of food additives by the Portuguese population,
within the scope of the project “Monitaditivos”, coordinated by National
Institute of Health Doutor Ricardo Jorge, two new tools were developed:
a questionnaire to evaluate food consumption of products with food
additives (QCAonline), in REDCap software; and the food additive intake
assessment platform (PAIAA), in Microsoft Access®. Both tools enable the
estimation of food additive intake within the target population and assess
the risk that the Estimated Daily Intake may exceed the Acceptable Daily
Intake. These tools proved to be effective in supporting the monitoring
system implementation.

_Introdugéo

Desde sempre, a humanidade procurou técnicas para conser-
var e aumentar a seguranca dos alimentos. Assim, surgiram
os aditivos alimentares, que desempenham um papel crucial
na oferta alimentar moderna. S&o adicionados intencional-
mente para facilitar o processamento, melhorar o valor nutriti-
vo, reduzir a deterioragao e modificar ou melhorar a aparéncia
e 0 sabor dos alimentos, tornando-os mais atraentes para 0s
consumidores. A Unido Europeia (UE) regula a autorizagao
e a utilizacdo de aditivos alimentares de forma a proteger a
saude dos consumidores e garantir a livre circulagao dos ali-
mentos (1). Com base em dados toxicolégicos (metabolismo,
toxicidade, carcinogenicidade, genotoxicidade) e caracteristi-
cas do aditivo (identificagao quimica, fabrico, analise, destino
no alimento, uso proposto), a EFSA (Autoridade Europeia para
a Seguranca Alimentar) determina a Dose Diaria Admissivel
(DDA), o nivel abaixo do qual a ingestao da substancia pode
ser considerada segura. Esta avaliacdo permite decidir se
o0s aditivos s&o autorizados em doses “quantum satis” (sem
teor numérico maximo e usados conforme boas praticas de
fabrico), com limites maximos de utilizacdo (LMU), ou se nao
sdo autorizados (1). Apenas os aditivos considerados segu-
ros, para as utilizaces propostas, estdo na lista da UE (2),
Atualmente, devido as mudancas nos habitos alimentares, é
dificil evitar alimentos processados, o que pode resultar numa
maior ingestdo de aditivos alimentares, especialmente em
grupos vulneraveis como criancas e jovens, devido a maior
ingestao por peso corporal. Neste sentido, conforme o artigo
n.° 27 do Regulamento (UE) n.° 1333/2008 (1), a Comissao Eu-
ropeia exige aos Estados-membros a monitorizagao do con-
sumo e do uso de aditivos alimentares de forma a assegurar
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que esta utilizacdo ndo excede a DDA estabelecida para cada
aditivo. O projeto “Monitaditivos”, em desenvolvimento no De-
partamento de Alimentagdo e Nutricdo do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), visa criar um sistema
de monitorizacado da ingestao de aditivos alimentares em Por-
tugal. Através deste sistema, pretende-se estimar a ingestao
diaria dos aditivos alimentares, combinando os dados de con-
sumo alimentar da populacdo com dados de teor de cada
aditivo por género alimenticio, de modo a avaliar o risco asso-
ciado a ingestao, por comparacao com a DDA,

_Objetivo

No presente trabalho, pretende-se apresentar duas novas fer-
ramentas desenvolvidas para a implementagdo do sistema
de monitorizagao da ingestdo de aditivos alimentares: o ques-
tionario de avaliagao do consumo alimentar de produtos com
aditivos alimentares (QCAonline) e a plataforma de avaliacao
da ingestéo de aditivos alimentares (PAIAA).

_Materiais e métodos

A monitorizagao da ingestdo de aditivos alimentares requer
a integragdo de dados sociodemograficos, antropométricos,
de consumo alimentar e de teor de aditivos alimentares nos
alimentos. Neste sentido foram desenvolvidas as ferramentas
QCAonline e PAIAA.

O questionario QCAonline, elaborado com recurso a aplica-
cao web REDCap, que cria e gere questionarios e bases de
dados online, regista os habitos alimentares das 24 horas
anteriores, em dois dias distintos. O QCAonline foi construi-
do com trés secoes diferentes: dados sociodemograficos
(idade, sexo, distrito e escolaridade), dados antropométricos
(peso e altura) e dados de consumo alimentar (de 24 alimen-
tos, com porcoes e horarios). Os alimentos do questionario
foram selecionados de entre as categorias de géneros ali-
menticios com adicdo de aditivos alimentares, conforme o
Regulamento n.° 1129/2011 (2),

A plataforma PAIAA, desenvolvida em Microsoft Access®,
que funciona como base de dados, calcula a Ingestédo Diaria
Estimada (IDE), compara a IDE com a Dose Diaria Admissi-
vel (DDA) e caracteriza os resultados obtidos. As bases de
dados criadas estao organizadas em tabelas e os céalculos
na forma de consultas. Para o calculo da IDE (mg/kg peso
corporal/dia), aplicou-se a expressao (1) , em que “c” corres-
ponde ao teor do aditivo no alimento (mg/kg ou mg/L) ou

n »”

ao Limite Maximo de Utilizagao (LMU), ao consumo do

alimento (kg/dia, ou L/dia) e “p” ao peso corporal (kg). A ava-
liagdo da ingestdo compara a IDE com a DDA: se a IDE for
inferior a DDA, a plataforma indica “A dose diaria admissivel
nao foi excedida”; se for superior, indica “A dose diaria ad-

missivel foi excedida”.

(1)

X X

Ci X X;

Ingestdo didria estimada(mg/kg peso corporal/dia)=y

A caracterizagao dos resultados é organizada para a amostra
populacional (sexo, idade e estado nutricional) e para cada
aditivo alimentar. A plataforma encontra-se detalhadamente
descrita em Nunes (4),

_Resultados e discussdo

O esquema da figura 1 apresenta, de forma detalhada, a
informag@o que consta nas perguntas das trés secoes do
QCAonline.

O QCAonline é acedido por meio de um link gerado pelo
software REDCap em qualquer dispositivo mével com Internet
ou computador.
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Figura 1: Esquema detalhado das perguntas das trés sec¢bes do QCAonline.

Questionario

|
Dados Pessoais
|

| | | 1
Idade Sexo Distrito Ano de

11-17 anos escolaridade
5°a12°

Os resultados obtidos do preenchimento do QCAonline ficam
armazenados numa base de dados no REDCap, que pode ser
exportada para CSV/Excel®, SPSS ou R, entre outros.

|
Dados Antropométricos

Consumo Alimentar

—— .

Altura Peso

Refeicéo do dia em que
(cm) k9

ocorreu o consumo
Antes do pequeno-almogo
Pequeno-almogo
Lanche da manha
Almogo
Lanche da tarde
Jantar
Ceia

| |
Alimentos Alvo Porgéo ingerida
logurtes com sabor

Quejjos Medidas caseiras
Marmelada, doces e geleias
Chocolate
P6 achocolatado
Biscoitos/bolachas
Pastelaria variada
Pastilhas elasticas
Rebugados
Gomas
Barras de cereais
Cereais de pequeno-amogo
Péo
Fiambre

Salsichas

Adocantes/edulcorantes de mesa

Molhos
Néctares
Leite com chocolate
Refrigerantes
Batatas fritas
Snacks salgados
Gelados
Sobremesas

A PAIAA encontra-se organizada em trés areas distintas - a
area de consulta, a area do calculo e avaliacao da ingestao

de aditivos alimentares, e a area da caracterizacao dos resul-
tados (figura 2).

Figura 2: [ Visualizagdo da plataforma de avaliagdo da ingestao de aditivos alimentares (PAIAA).

[ Plataforma de avaliagio da ingestio de aditivos alimentares
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A plataforma armazena informagao, na area da consulta
sobre: i) aditivos alimentares (designacao, numero E, grupo,
classe, DDA, LMUs); ii) grupos de aditivos; iii) categorias de
alimentos; iv) 24 alimentos do QCAonline (diferentes marcas
e aditivos presentes no rotulo) e v) alimentos padrédo (consti-
tufdos por todos os aditivos presentes em cada alimento do
QCAonline, considerando o pior cenario).

Na area de calculo e avaliagao da ingestao de aditivos alimen-
tares, é possivel calcular e avaliar a ingestao por inquirido,
alimento e aditivo. Os resultados em Excel do QCAonline so
diretamente exportados para a PAIAA. Apds iniciar a sesséo,
é possivel selecionar o inquirido e verificar se a ingestao de
aditivos é superior a DDA (figura 3).

Figura 3: [ Visualizagdo, como exemplo, dos formularios na area do célculo da ingestdo na avaliagao

por aditivos alimentares.

A

Selecionar perfil !

Iniciar Sessao

[ \ Inicio de Sessdo

A

Criar um novo perfil

Cilleulo da ingesto difria de aditivos alimentares

Por alimento

Q Caélculo da ingestdo diaria de aditivos alimentares
e

Avaliagdo da ingestdo didria de aditivos alimentares

Por aditivo alimentar

Avaliagdo da ingestdo didria do aditivo E 250 Nitrito de s6dio &

Conservante

Dados Pessoais | Consumo de fiambre | Consumo de salsichas | Ingestao didria do aditivo E 250 Avaliagao da ingestio didria do aditivo E 250

Produto Padrao + | Teor miximo (mg/kg ou mg/L. consoante o caso) « | Ingestao didria do aditivo (mg/kg peso corporal/dia) ~
Fiambre 100 0.00000
Salsichas 100 0.02273

Avaliacdo da ingestdo didria do aditivo E 250 Nitrito de sédio /

Conservante

D pes |G

Avaliagio da ingestio diaria do aditivo E 250

A dose diaria admissivel nio foi excedida

e

E250

Avaiasio da UE DDA
DDA (mpks peso corporalii) VE. 0.07

DDA (g kg peso corporal i) JECFA

ngestiottal do adiivo (mg'kg peso corpoaldia) 002273
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Na area de caracterizagao dos resultados, encontra-se a des-
cricdo da amostra da populacdo estudada por sexo, idade,
escolaridade, distrito de residéncia, e estado nutricional. A
avaliacdo da ingestdo de aditivos alimentares por inquirido
pode ser consultada e exportada para Excel, incluindo dados

na amostra (nUmero de inquiridos que ultrapassam ou nao a
DDA) por sexo, idade e estado nutricional. A informacéo ¢ atua-
lizada @ medida que se adicionam novos dados. A figura 4 ilus-
tra graficos da ingestao de um aditivo na populacao total, e por
sexo, obtidos diretamente da plataforma.

de idade, sexo, distrito, altura, peso e ingestdo do aditivo. A
caracterizacdo por aditivo mostra a distribuicdo da ingestéao

Figura 4: Resultados (exemplos) da plataforma para a caracterizagéo da avaliagdo da ingestdo do aditivo
alimentar E250, a) distribuicdo da amostra populacional total, b) distribuigo por sexo

Bl Plataforma de avaliaio da ingestéo de aditivos alimentares

a) Caracterizagdo da avaliagdo da ingestdo do aditivo alimentar E 250 Nitrito de Sodio
Conservante

250 3 5 i £ 250 por sexo | Avalisgio dainget E 250 por dade | 250 por

Distribuicao da avaliacao da ingestao do aditivo alimentar E 250 pela amostra populacional total

600

500

N.2 inquiridos.
8§ &8 8

g

53

°

A dose diéria admissivel foi excedida A dose diéria admissivel no foi excedida

B8 Plataforma de avaliagio da ingestio de aditivos alimentares

b)

Caracterizagdo da avaliagdo da ingestdo do aditivo alimentar E 250 Nitrito de Sodio

Conservante

£250 | Avalsgio & do aditi £ 250 por sexo | £ 250 por idade | Avat E250 por

Distribuicao da avaliacao da ingestao do aditivo alimentar E 250 por sexo

300
250 248 244

200

150

N2 inquiridos

100
S0 27 26
o I

A dose diéria admissivel foi excedida A dose diéria admissivel nio foi excedida

Feminino M Masculino

64



(’ nstiuto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 10

_Conclusoes

O projeto “Monitaditivos” coordenado pelo INSA, é o primeiro
dedicado a monitorizagao de aditivos alimentares na popula-
¢ado portuguesa e as ferramentas apresentadas foram desen-
volvidas pela primeira vez com este objetivo especifico.

O questionario de avaliagédo do consumo alimentar provou ser
eficaz na obtencao de dados sociodemograficos, antropomé-
tricos e de consumo alimentar. O facto de ser uma ferramenta
online permitiu um acesso facilitado pelos participantes (em
computador ou dispositivo movel).

A associacao dos questionarios a uma base de dados evitou
erros de transcric@o, sendo a informacéo exportada direta-
mente para a plataforma de avaliagdo da ingestao de aditivos
alimentares. A plataforma possibilitou, de uma forma rapida,
o calculo da ingestao diéria estimada por inquirido, para 0s
aditivos alimentares presentes nos alimentos do questionario,
e a sua comparagao com a Dose Diaria Admissivel.

As ferramentas desenvolvidas constituem parte do sistema
de monitorizacé@o de avaliagao da ingestao de aditivos alimen-
tares que estd em implementac@o no INSA e que representa
uma obrigacdo de cada Estado-membro que decorre da regu-
lamentacéo europeia.
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