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_Resumo

A triquineliase é uma zoonose parasitaria de origem alimentar causada por
nematodas do género Trichinella, frequentemente transmitida através do
consumo de carne curada, mal cozinhada ou inadequadamente congelada
contendo larvas infetantes. Esta doenca tem um impacto significativo na satde
publica e constitui um desafio global no &mbito da seguranga alimentar, tendo
sido detetada em animais silvestres de 66 paises. Em Portugal, a triquineliase
é uma doenga de declaracdo obrigatéria, ndo havendo registo de qualquer
caso humano desde 1987. Esta auséncia contrasta com a situagéo observada
em paises vizinhos, como Espanha, que partilha praticas alimentares e perfis
epidemioldgicos semelhantes ao nosso pais.

Este estudo tem como objetivo avaliar a presenga de anticorpos do tipo imuno-
globulina G (IgG) anti-Trichinella spp. em 200 individuos potencialmente expos-
tos ao consumo de carne mal cozconfinhada ou nao inspecionada. A detecao
foi realizada através do ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), sendo os
resultados positivos ou equivocos posteriormente confirmados por imunoblot.
Dos 200 individuos em estudo foi confirmado um caso positivo, resultando
numa seroprevaléncia de 0,5%. Além disso, o caso confirmado apresentou
reatividade especifica para os antigénios de Toxocara sp., sugerindo uma
possivel reatividade cruzada ou co- infecao.

A baixa seroprevaléncia de anticorpos contra Trichinella spiralis observada na
populagao estudada, sugere que a triquineliase humana é rara em Portugal.
No entanto, existe a possibilidade de um subdiagndstico e consequente
subnotificagcdo o que, por si s6, reforca a importancia de vigilancia ativa e
continuada das zoonoses parasitarias.

_Abstract

Trichinellosis is a foodborne parasitic zoonosis caused by nematodes
of the genus Trichinella, often transmitted through the consumption of
cured, undercooked or inadequately frozen meat containing infective
larvae. This disease has a significant impact on public health and poses a
global challenge to food safety, it has been detected in wild animals in 66
countries. In Portugal, trichinellosis is a notifiable disease and no human
cases have been reported since 1987. This contrasts with the situation in
neighbouring countries such as Spain, which has similar food practices
and epidemiological profiles to our country.

The aim of this study is to assess the presence of immunoglobulin G (IgG)
antibodies against Trichinella spp. in 200 individuals potentially exposed
to the consumption of undercooked or uninspected meat. Detection was
performed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), with
positive or equivocal results subsequently confirmed by immunoblot.

Of the 200 individuals in the study, one positive case was confirmed,
resulting in a seroprevalence of 0.5%. Additionally, the confirmed case
exhibited specific reactivity to Toxocara sp. antigens, indicating potential
cross-reactivity or a co infection.

The low seroprevalence of antibodies against Trichinella spiralis in the
studied population suggests that human trichinellosis is rare in Portugal.
However, underdiagnosis and underreporting are possible, which highlights
the importance of actively and continuously surveilling parasitic zoonoses.

_Introdugéo

A triquineliase é uma zoonose parasitaria de transmissao ali-
mentar causada por nematodes do género Trichinella. A infe-
cao humana ocorre, principalmente, através da ingestéo de
carne fumada, mal cozinhada ou inadequadamente congela-
da, contaminada com larvas do parasita. Esta zoonose repre-
senta um problema relevante de saude publica e um desafio
continuo para a segurancga alimentar (1),

De acordo com o Despacho n.° 1150/2021, de 28 de janeiro -
Doencas de notificacdo obrigatéria a notificar na plataforma
de apoio ao SINAVE (Direcdo-Geral da Saude), a triquineliase
& uma doenca de notificagao obrigatéria em Portugal, deven-
do o seu diagnostico laboratorial ser confirmado no Laborato-
rio Nacional de Referéncia de InfecOes Parasitarias e Fungicas
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.

Taxonomia e diversidade de espécies de Trichinella

O género Trichinella compreende 13 taxons, incluindo dez
espécies identificadas e trés genotipos ndao nomeados
(Trichinella T6, T8 e T9). As espécies de Trichinella s&o
classificadas em dois clades, consoante as larvas na fase
muscular apresentem ou nao céapsula de colagénio (2).
O clade das nao encapsuladas inclui trés espécies que
infetam principalmente mamiferos: T. pseudospiralis, que
também infeta aves, enquanto T. papuae e T. zimbabwensis
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sdo conhecidos por infetar répteis. Em contraste, o clade
encapsulado infeta exclusivamente mamiferos e € composto
por sete espécies: T. spiralis, T. britovi, T. nativa, T. murrelli,
T. patagoniensis, T. nelsoni e T. chanchalensis (). Na Europa,
foram identificadas quatro destas espécies: T. spiralis,
prevalente em suinos domésticos e selvagens; T. britovi; T.
nativa, presente em carnivoros de regides articas e subarticas
e T. pseudospiralis (4).

Ciclo de vida e resposta imunitaria do hospedeiro

Existem dois ciclos de vida para Trichinella: o ciclo doméstico
e o ciclo silvatico, ambos ocorrem dentro de um Unico
hospedeiro. No ciclo doméstico, animais como porcos
ou cavalos infetam-se ao ingerirem carcacas de roedores
infetados, restos de alimentos mal cozinhados ou através
de canibalismo. O ciclo silvatico envolve principalmente
animais predadores que consomem presas infetadas
(5). Apés a ingestdo de tecido muscular infetado, este é
digerido no estdmago, libertando as larvas. Estas larvas
invadem a mucosa do intestino delgado, onde ocorre o
seu desenvolvimento em vermes adultos num prazo de
48 horas. Uma vez maduras, as larvas macho e fémea
acasalam. Cerca de uma semana apos a infecao, inicia-se
a fase muscular. Nesta fase, as larvas recém-nascidas
migram pelos vasos linfaticos e sanguineos até aos musculos
estriados, onde penetram ativamente nas células musculares
(6). Durante a migracdo, as larvas podem alcangar vérios
tecidos ou cavidades do corpo, provocando lesdes agudas e
inflamagao. No entanto, o seu desenvolvimento s6 prossegue
nas células do musculo estriado (7). Apés a invasdo, as
larvas induzem a reorganizacdo das células. Substancias
quimicas libertadas pelas larvas fazem com que as células
invadidas percam a sua especializacdo, adquirindo um
estado menos diferenciado. Estas células transformadas
tornam-se células “Nurse”, que fornecem nutrientes as larvas
e apresentam taxas elevadas de proliferagdo. Durante esta
transformacéo, as células musculares infetadas perdem
a estriacdo caracteristica e a organizacao interna. Apos
a desdiferenciacao, as células satélites circundantes do
tecido muscular sdo ativadas. No entanto, sem 0s sinais
adequados das células musculares afetadas, estas células
de suporte ndo se desenvolvem em novas fibras musculares.

Em vez disso, também se tornam células “Nurse, podendo
fundir-se e formar estruturas maiores, incluindo uma célula
“Nurse “central (6:8). Apés algum tempo, que pode variar de
semanas a anos, ocorre a calcificagao (figura 1).

Figura 1: [ Ciclo de vida de Trichinella spp.
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Ingestao de carne mal cozinhada infetada com larvas de Trichinella (1). No
estdmago, as larvas sao libertadas dos quistos e penetram no intestino
delgado, onde amadurecem em larvas adultas (2,3). Apds uma semana, as
fémeas produzem larvas que migram para 0s musculos estriados, onde se
enquistam (exceto T. pseudospiralis, T. papuae e T. zimbabwensis, que ndo
formam quistos) (5).

Durante a infecdo por Trichinella, o sistema imunitério é
ativado e modulado por véarias moléculas produzidas pelo
parasita. Estas moléculas encontram-se na cuticula da
larva ou nos seus produtos de excregdo-secrecao (ES) (9).
As células epiteliais, especialmente um grupo de células
quimiossensoriais denominadas células “tuft”, sdo ativadas
em resposta a antigénios helminticos ou a sinais de lesdo
tecidular em areas adjacentes. Uma vez ativadas, estas
células segregam citocinas como IL-25, IL.-33 e TSLP
(linfoepoietina estromal timica). Estas, por sua vez, ativam
células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s), que libertam varias
citocinas do tipo 2, incluindo IL-5 e IL-13 (10). Durante a
resposta imunitaria, sdo produzidas varias subclasses de
anticorpos, como IgE, IgG1 e 1gG4. Além disso, diferentes
células imunitarias sa@o recrutadas e ativadas, como
basofilos, eosindfilos, células T auxiliares, fibroblastos,
macrofagos e mastocitos. A interacéo entre estas células e
0s anticorpos desencadeia reagdes de hipersensibilidade
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caracterizadas por aumento da permeabilidade vascular,
angiogénese, hipercontratilidade do musculo liso, deposi¢do
de colagénio e aumento da secrecdo de muco pelas células
caliciformes (19). Processos imunitarios semelhantes ocorrem
no musculo esquelético, onde a imunidade mediada por células
Th2 desempenha um papel central. Embora o hospedeiro
consiga, muitas vezes, eliminar os vermes adultos do intestino,
as larvas de Trichinella podem persistir no tecido muscular,
residindo num ambiente intracelular Unico que permite a sua
sobrevivéncia a longo prazo (@),

Manifestagées clinicas

A triquineliase pode ser uma infegdo assintomatica ou
apresentar manifestagdes clinicas graves dependendo do
numero de larvas ingeridas. O diagnostico baseia-se em
trés critérios principais: observacao clinica, resultados
laboratoriais e informacéo epidemiolégica ('), Durante a
fase intestinal da infecdo, os sintomas mais comuns incluem
nauseas e perturbacoes gastrointestinais, como vomitos e
diarreia. Cerca de uma semana mais tarde, com a progressao
da infecdo para a fase muscular do ciclo de vida do parasita,
podem surgir sintomas adicionais: febre, dores musculares,
edema facial, conjuntivite, eosinofilia periférica (até 70% dos
leucécitos), e hemorragias subconjuntivais, subungueais
ou na retina. Em casos raros, podem ocorrer complicacoes
potencialmente fatais, como miocardite, envolvimento do
sistema nervoso central ou pneumonite. Quando as larvas
enquistam nos musculos, pode observar-se mialgia e
fraqueza muscular, seguidas de uma redugdo gradual dos
sintomas (5:12),

Ciclo de vida e resposta imunitaria do hospedeiro

O diagndstico laboratorial desempenha um papel crucial na
confirmagao da triquineliase. Embora a suspeita inicial se
baseie nos sintomas clinicos, no historial clinico do paciente
e na presenca de eosinofilia, a confirmacado requer testes
diagnosticos especificos como, detecdo de anticorpos
ou observacdo por microscopia de larvas numa biopsia
muscular ou testes de biologia molecular também em
biopsias musculares (5).

Métodos diretos, como a microscopia, fornecem evidéncia
definitiva ao identificar larvas de Trichinella spp. em amostras de

nimero

tecido. Métodos indiretos detetam anticorpos, principalmente
IgG, contra espécies de Trichinella no sangue do paciente.
Entre estes, 0s ensaios imunoenzimaticos (EIA) sdo amplamente
utilizados devido a sua sensibilidade e capacidade de detegao
precoce de anticorpos, superando métodos tradicionais como o
teste de floculagdo com bentonite, que apenas deteta infegdes
agudas em 25% dos casos. Os EIA utilizam extratos antigénicos
brutos de larvas musculares de T. spiralis ou antigénios
excretdrios-secretorios  (ES) refinados obtidos de larvas
cultivadas. O grupo antigénico TSL-1, conservado em todas as
espécies de Trichinella, permite a detecao independentemente
do isolado infetante (13).

Nos humanos, a seroconversdo ocorre geralmente entre
trés a cinco semanas apés a infecdo, frequentemente apos
0 aparecimento de sintomas agudos (4. O desenvolvimento
de anticorpos depende da dose infetante de larvas; maiores
quantidades ingeridas levam, em geral, a uma resposta
imunitaria mais rapida (5. Se os testes iniciais forem negativos,
recomenda-se a recolha de varias amostras de soro com
semanas de intervalo para confirmar a seroconversao. Os testes
para pesquisa de IgG sao preferidos devido a sua elevada
sensibilidade, sendo que os niveis de anticorpos atingem o
pico entre dois a trés meses apds a infecdo e permanecem
detetaveis durante varios anos (3),

Terapéutica

O tratamento precoce com medicamentos antiparasitarios
como o mebendazol ou o albendazol é crucial para prevenir
a progressao da triquineliase. Estes farmacos atuam sobre
as larvas adultas, inibindo a libertagao de larvas e reduzindo
a gravidade da infecdo. No entanto, uma vez que as larvas
se estabelecem nas células musculares esqueléticas,
geralmente entre 3 a 4 semanas apos a infegao, o tratamento
pode n&o eliminar completamente a infecdo nem os sintomas
associados (%), Em casos mais graves de triquineliase,
especialmente quando hé& inflamacdo significativa ou
complicagdes como miocardite ou envolvimento do sistema
nervoso central, podem ser prescritos corticosteroides (por
exemplo, prednisona) juntamente com os antiparasitarios.
Os esteroides ajudam a reduzir a inflamagao causada pela
resposta imunitaria as larvas enquistadas, aliviando sintomas
como edema e dor muscular (16),
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Nos paises com sistemas de salude veterinaria desenvolvidos,
a ocorréncia de casos humanos de triquineliase devido ao
consumo de carne de porco tem diminuido significativamente,
devido a melhores medidas de biosseguranca e ao aumento
da testagem em suinos apo6s o abate. Como resultado, 0s
casos declarados de triquineliase associados ao consumo
de carne de animais selvagens tornaram-se a principal
preocupacao. Como a Trichinella spp. € mais prevalente na
vida selvagem do que em animais domeésticos, a erradicagao
deste parasita continua a ser extremamente dificil ('), Casos
de Trichinella spp. foram notificados em todos os continentes,
exceto na Antartida, ocorrendo em animais selvagens em 66
paises e em humanos em 55 paises (17) (figura 2).

A distribuicao das espécies de Trichinella na Asia e Oceania
¢é diversa, mas provavelmente subestimada devido a falta de
estudos molecular confirmatérios. Na Coreia do Sul, foram
reportados trés casos de infec@o humana, apesar de T. spiralis
nao ter sido identificada diretamente na fauna local. Na ultima
década, T. britovi tornou-se cada vez mais comum, com
relatérios recentes da Arménia que confirmam a sua presenca
em raposas, lobos, linces, lontras-euroasiaticas e javalis (18).
Na Tailandia, Australia e Nova Zelandia, dois casos de infecéo
humana com T. pseudospiralis foram confirmados, sugerindo a
sua presenca endémica nestas regides (19),

Na América do norte e do sul, a presenca de Trichinella
spp. varia consoante a regido. Embora T. spiralis tenha sido
quase erradicada dos suinos comerciais nos Estados Unidos

e no Canada, persiste em alguns hospedeiros selvagens,
como ursos e javalis. As infegdes humanas por T. spiralis
provenientes de fontes selvagens sédo raras, mas ja foram
documentadas em ambos os paises (9. T. nativa esta
restrita as regides do Norte, incluindo o Canada, Alasca
e Gronelandia. Em comunidades indigenas no norte da
América do Norte, onde o consumo de carne selvagem é
comum, observam-se ocasionalmente infecoes humanas. Até
ao momento, ndo ha registo de infecdes humanas causadas
por T. pseudospiralis no Continente Americano, embora a sua
presenca em animais selvagens tenha sido documentada nos
Estados Unidos (20) e no Canada, possivelmente associada a
aves migratérias (21).

Em comparacdo com outros continentes, Africa tem um
numero reduzido de relatos confirmados de espécies de
Trichinella na fauna selvagem. Até ao momento, apenas T.
britovi foi documentada na Africa Ocidental, ndo havendo
confirmacdo de outras espécies de Trichinella na fauna da
regido (22). Acredita-se que T. britovi tenha chegado a Africa
através da colonizacao de animais carnivoros provenientes
da Europa e da Eurasia (23).

Na Europa, T. spiralis e T. britovi sdo as principais causas de
triquineliase, representando centenas de casos reportados
anualmente. Estas espécies séo frequentemente encontradas
em javalis, um animal de grande importancia para o consumo
humano. Nas regides norte e nordeste da Europa, T. britovi
coexiste frequentemente com T. nativa, dando origem a
infegdes mistas, ja documentadas em diversos estudos (24,

Figura 2: [7] Distribuigdo geografica das espécies de Trichinella (19),
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T. nativa foi identificada em vérios carnivoros terrestres,
CcOmo raposas e ursos, e em mamiferos marinhos como a
foca-cinzenta. Em 2005, ocorreu um surto de T. nativa em
Franca, apds a importagao ilegal de carne de urso negro
proveniente do Canada (25). T. pseudospiralis foi detetada
numa variedade de espécies selvagens, incluindo sete
espécies de aves e oito espécies de mamiferos terrestres em
13 paises europeus. Um surto humano de T. pseudospiralis
em Franca, em 1999, esteve associado ao consumo de carne
de javali mal cozinhada.

Segundo o Centro Europeu de Prevencao e Controlo das
Doencas, em 2023, foram notificados 76 casos humanos de
triquineliase em 11 Estados-Membros da Unido Europeia,
dos quais 68 foram confirmados como tendo sido adquiridos
dentro da UE. Isto representa um aumento de 37 casos face
a 2022. Mais de metade (53,9%) dos casos confirmados
ocorreram na Roménia e em Espanha.

Segundo o Sistema Europeu de Vigilancia TESSy, Trichinella
foi identificada em trés surtos alimentares declarados
por Bulgéria, Roménia e Espanha. O surto na Roménia foi
confirmado como causado por T. spiralis, enquanto a causa
do surto na Bulgaria permaneceu desconhecida.

Na Unido Europeia, 0s suinos representam a maior categoria
de gado consumido. Em 2023, cerca de 200 milh6es de suinos
foram testados para Trichinella, num total de mais de 220 milhdes
de porcos abatidos, segundo dados da Comissdo Europeia.
Destes, 46 animais testaram positivo, resultando numa frequéncia
geral de 0,00002%. A Roménia reportou 43 casos positivos
em porcos criados em quintas familiares, enquanto Espanha e
Croécia reportaram dois e um caso positivo em porcos criados
ao ar livre, respetivamente. Todos 0s casos positivos foram
identificados em porcos criados fora de sistemas de alojamento
controlado pelas autoridades sanitarias.

Em Espanha, a triquineliase é uma doenca endémica e
de declaragdo obrigatéria (26). As espécies T. spiralis, T.
pseudospiralis e T. britovi estao envolvidas na epidemiologia do
pais e podem ser encontradas tanto em animais domésticos
como selvagens (27). O primeiro caso de T. pseudospiralis
foi reportado em janeiro de 2014, num javali cagado perto da
fronteira com Franca, indicando a propagacao desta espécie
na Europa (28). Entre 2007 e 2010, Espanha apresentou uma

frequéncia de infecao por Trichinella em javalis superiores a
média europeia (26). Relativamente a triquineliase humana,
foram registados surtos ocasionais (29, na sequéncia de
estudos na regido de Aragdo (27). Estes surtos geralmente
ocorrem durante as épocas de abate de porco doméstico e de
caca ao javali, frequentemente ligados ao consumo de carne
que ndo passou por controlo sanitario adequado (26),

Ciclo de vida e resposta imunitaria do hospedeiro

Em Portugal, o primeiro surto documentado de triquineliase
ocorreu no Sabugal, em 1881 (11). Relatos posteriores
descreveram outro surto em Penamacor, em 1951 (80),
Adicionalmente, um caso de triquineliase em Alcobaga foi
registado em 1967 (31). O sistema nacional de vigilancia
reportou outro caso em 1987 (32),

Em 2014, foi realizado um estudo de seroprevaléncia pelo
Laboratério Nacional de Referéncia de Infecoes Parasitarias
e Fungicas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge numa populagao de 273 individuos consumidores de
carne mal cozinhada, um grupo de residentes nos distritos de
Evora e Portalegre e outro grupo de cagadores provenientes
de varios pontos do pais. Os resultados demonstraram que
entre 4% a 5,5% dos participantes eram seropositivos para
T. spiralis. Os autores sugeriram que a triquineliase esta
presente em Portugal, mas esta subdiagnosticada devido as
suas manifestacdes clinicas nédo serem patognomonicas e
subsequentemente subnotificada (33).

Em 2017, foi reportado mais um caso de triquineliase, no
entanto a investigacédo epidemioldgica sugeriu que a infecao
foi provavelmente adquirida no estrangeiro. O paciente tinha
viajado para Franca, dois meses antes do aparecimento
dos sintomas, onde consumiu uma refeicdo mal cozinhada
de composicao desconhecida. O doente negou ter comido
carne mal passada ou ter tido contacto com animais de
quinta enquanto esteve em Portugal, e indicou que nenhum
familiar préximo apresentou sintomas semelhantes (11).

Em janeiro de 2020, foram realizadas analises a carne
de javali para detecdo de Trichinella spp., uma vez que,
entre os animais de caga maior, 0 javali € a espécie mais
frequentemente cagada em Portugal. Este estudo forneceu
a primeira evidéncia molecular de infecao por Trichinella
britovi num javali em territério portugués (34),
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_Objetivo

Em comparagdo com outros paises, particularmente com
Espanha, que apresenta padrdes epidemioldgicos e praticas
alimentares semelhantes, a aparente auséncia de casos
registados de triquineliase em Portugal levanta algumas
questoes. Para compreender esta discrepancia, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a presenca de anticorpos
anti-Trichinella spp. em individuos expostos ao consumo de
carne mal cozinhada e/ou ndo inspecionada, especialmente
proveniente de javalis e porcos criados ao ar livre.

_Materiais e métodos

Foram analisadas duzentas amostras de soro de individuos
que relataram o consumo de carne e produtos carneos. Estas
amostras foram analisadas pelo Laboratério Nacional de
Referéncia de Infeccdes Parasitarias e Fungicas do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. Estes individuos
foram provenientes das cinco regides de Portugal continental,
ao longo de um periodo de dois anos (2023-2024).

Tratou-se de um estudo andénimo e nao relacionavel, pelo que
nao foi obtido consentimento informado dos participantes,
uma vez que apenas estavam disponiveis para o laboratoério
informagdes relativas ao género e a idade. Este procedimento
esta em conformidade com a legislacdo portuguesa (Lei
n.° 12/2005, de 26 de janeiro. DR n.° 18/2005, Série I-A de
2005-01-26).

Teste ELISA

Todos os soros foram testados quanto a presenga de
anticorpos anti-Trichinella, imunoglobulina G (IgG), utilizando
um kit ELISA comercial (Trichinella spiralis IgG ELISA, TECAN,
Alemanha). O teste de ELISA indireto realizado neste estudo
requer dois anticorpos: um anticorpo primario, presente em
amostras positivas, que se liga ao antigénio do parasita,
e um anticorpo secundario, ligado a uma enzima, que
reconhece e se liga ao anticorpo primario (35). Inicialmente,
as amostras foram adicionadas a placas de microtitulagao
revestidas com antigénios excretérios-secretorios (ES)
especificos, derivados de larvas musculares de T. spiralis.
As placas foram depois incubadas durante uma hora a
37°C, seguindo-se uma etapa de lavagem. Em seguida,
foi adicionado um conjugado marcado com peroxidase de

rabano, que se liga aos anticorpos capturados, e as placas
foram incubadas durante mais 30 minutos a temperatura
ambiente. Foi depois adicionado o substrato para visualizar
0s complexos anticorpo - antigénio formados, com incubacao
durante 15 minutos. Foi realizada uma etapa de lavagem
crucial antes da adicdo do substrato, com o objetivo de
remover qualquer conjugado ndo ligado, evitando-se assim
resultados falsos positivos. A reacdo colorimétrica entre a
peroxidase de rdbano (HRP) e o substrato tetrametilbenzidina
(TMB) produz um produto de cor azul. Por fim, foi adicionado
acido sulfurico para interromper a reacgéo, resultando numa
coloracéo final amarela. A absorvéancia foi lida a 450/620 nm
utilizando um leitor de microplacas ELISA PR 4100 (BIO-RAD,
EUA). A intensidade da cor do produto é proporcional a
quantidade de anticorpos especificos presentes na amostra.

Para a interpretagao do resultado, foi utilizada a seguinte

formula:
Sample absorbance value x 10

Cut—off value

As amostras foram consideradas positivas quando o valor
resultante foi superior a 11 Unidades NovaTec (NTU).
Amostras com valores inferiores a 9 unidades foram
interpretadas como negativas, enquanto os resultados
entre 9 e 11 unidades foram classificados como equivocos.

Teste confirmatdrio: Imunoblot

De seguida, foi realizado um teste imunoblot comercial
(Trichinella Es Western Blot IgG, LDBIO, Lyon, Francga) para
confirmar os casos suspeitos (indeterminados e positivos)
identificados pelo método ELISA. O kit comercial utilizado
contém tiras de nitrocelulose revestidas com antigénios
excretados e secretados por T. spiralis. Os antigénios
foram separados por electroforese com base no peso
molecular e, posteriormente, transferidos para membranas
de nitrocelulose, i.e. um processo em que um campo
elétrico impulsiona as proteinas com carga negativa do
gel para a membrana de nitrocelulose com carga positiva.
Cada amostra de soro foi incubada durante 90 minutos
numa plataforma oscilante com uma tira, permitindo que 0s
anticorpos especificos presentes na amostra se ligassem
seletivamente aos antigénios. Apos esta etapa, foi realizada
uma lavagem. Em seguida, foi adicionado um anticorpo
anti-lgG humano conjugado com fosfatase alcalina, que se
associa aos anticorpos ja ligados, com incubacéao durante
uma hora. De seguida, as tiras foram incubadas durante
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uma hora. De seguida, as tiras foram incubadas durante mais
uma hora com uma solugao de substrato contendo tampéo,
cloreto de nitro azul de tetrazélio, 5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato e um estabilizador. A reacdo entre os complexos
anticorpos - antigénio e a solucdo de substrato resultou
no aparecimento de bandas reveladoras de proteinas. As
amostras foram consideradas positivas quando existe a
presenca simultanea de trés bandas com pesos moleculares
de 37, 41 e 50 kDa.

A amostra identificada como positiva através de imunoblot
foi posteriormente avaliada quanto a reatividade cruzada
também por imunoblot, contra quatro outros helmintas:
Toxocara sp., Taenia solium, Echinococcus granulosus e
Schistosoma sp.

Andlise estatistica

Para a andlise descritiva dos dados demogréficos, foram
calculadas as frequéncias absolutas e relativas.

_Resultados

Foram estudadas um total de duzentas amostras (200),
colhidas entre 2023 e 2024, provenientes das cinco regides
de Portugal continental: Norte, Centro, Lisboa e Vale do
Tejo, Alentejo e Algarve. A maioria provinha da regido Norte,
representando 47% (94/200) do total de casos estudados.
Seguiu-se a regiao de Lishoa e Vale do Tejo, com 38% (76
/200). As restantes amostras, que constituem cerca de 15%,
foram distribuidas da seguinte forma: Regido Centro 7%,
Alentejo 2% e Algarve 5,5%. Relativamente a uma amostra
nao tivemos conhecimento da sua origem (tabela 1).

Tabela 1: [ Distribui¢do geografica dos casos estudados por
regiao.
Regiao Naur?()irt?adse Percentagem (%)

Norte 94 47,0

Centro 14 7,0

Lisboa e Vale do Tejo 76 38,0

Alentejo 4 2,0

Algarve " 5,6

As idades dos individuos variaram entre 1 e 90 anos. Os
pacientes foram categorizados em quatro grupos etarios:
criancas (1-12 anos), representando 4% do total de amostras;
adolescentes (13-19 anos), com 3%; adultos (20-64 anos),
que constituiram a maioria com 60,5% e idosos (65 anos ou
mais), representando 32,5% (tabela 2).

Tabela 2: [} Distribui¢do dos casos estudados por grupo etdrio.
|dade Naurrrlnoesrt?adse Percentagem (%)
Criancas (1-12 anos) 8 4,0
Adolescentes
(13-19 anos) 6 3.0
Adultos (20-64 anos) 121 60,5
Idosos ((= 65 anos) 65 32,5

A distribuigédo por sexo foi equilibrada, com uma ligeira
predominancia de individuos do sexo masculino, que
representaram 55% (110/200) do total estudado, enquanto
0 sexo feminino correspondeu a 45% (grafico 1).

Grafico 1: [ Distribuigdo dos casos estudados por sexo.

45
%

55

t— Masculino ©— Feminino
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Das 200 amostras analisadas por ELISA, sete foram
identificadas como positivas para Trichinella spiralis,
(8,5%), com um valor médio de 20 NTU e seis amostras
foram classificadas como indeterminadas (3%), com um
valor médio de 9,5 NTU. As restantes 187 amostras foram
negativas (93,5%), com um valor médio de 3,8 NTU.

Para confirmar os 7 casos positivos e 0s 6 casos indeter-
minados detetados por ELISA, foi realizada a analise por
Imunoblot. Esta andlise identificou apenas um caso positivo,
resultando numa taxa de confirmagao de 7,7%. A amostra

Figura 3:
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confirmada foi recolhida de uma paciente do sexo feminino,
pertencente ao grupo etario dos idosos, residente na regido
de Lisboa e Vale do Tejo.

Adicionalmente, foi efetuado um teste de reatividade
cruzada com quatro espécies de helmintas (Toxocara sp.,
Taenia solium, Echinococcus granulosus e Schistosoma sp.),
tendo-se verificado reatividade especifica apenas com 0s

antigénios de Toxocara sp. na amostra positiva confirmada

(figura 3).

Andlise por imunoblot da reatividade de anticorpos contra antigénios de Trichinella (A) e Toxocara sp. (B).
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(A) apresenta tiras de imunoblot revestidas com antigénios excretérios-secretorios de T. spiralis. Estas tiras foram processadas com
amostras de soro classificadas como positivas ou equivocas com base nos resultados do ELISA. A tira 2 mostra uma amostra positiva,
exibindo bandas especificas correspondentes aos tamanhos de antigénios de 50 kDa, 41 kDa e 37 kDa. As tiras 1 e 4 funcionam como
controlos positivos de diferentes kits de teste utilizados. (B) apresenta tiras de imunoblot revestidas com antigénios excretorios-secretorios
de Toxocara canis, processadas com a amostra de soro identificada como positiva para T. spiralis por imunoblot. A tira B14 exibe duas

bandas especificas (35 e 24 kDa), sugerindo reatividade cruzada.

_Discussao

O presente estudo revelou uma seroprevaléncia muito baixa de
anticorpos IgG contra Trichinella spiralis. Tendo -se observado
um caso (0,5%) confirmado por imunoblot de infegdo por
Trichinella spp. Este resultado esta de acordo com relatos
epidemioldgicos anteriores, que indicam uma baixa incidéncia
de triquineliase em Portugal, sugerindo que as infegdes
humanas raras no pais. Importa salientar que a Unica amostra
confirmada como positiva também apresentou reatividade para
Toxocara sp., 0 que pode indicar uma coinfecdo com ambos

0s parasitas ou uma possivel reacdo cruzada. A anonimizagao
das amostras impediu a recolha de novos soros da paciente
e a realizagdo de uma investigagdo epidemioldgica adicional
para clarificar o estado da infecéo.

Vérios fatores devem ser considerados na interpretagao dos
resultados obtidos:

(i) Os 12 resultados falso-positivos no teste ELISA podem
dever-se a reacdes cruzadas com anticorpos gerados
contra outros helmintas, tais como Ascaris lumbricoides,
Echinococcus granulosus, Toxocara sp., Taenia solium,
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Trichuris trichiura, Schistosoma sp. e Strongyloides stercoralis
(33). A reatividade cruzada é uma limitacdo bem conhecida
nos diagndsticos serolégicos de helmintiases, devido a
estruturas proteicas e glicidicas conservadas entre organismos
filogeneticamente distantes. Por exemplo, a fosforilcolina
(PC), um epitopo dominante presente nos antigénios de T.
spiralis (nomeadamente nos grupos TSL-4 e TSL-8), é também
amplamente distribuida entre bactérias, fungos e outros
nematodes, o que dificulta o diagndstico seroldgico (36). Além
disso, antigénios conservados, como as proteinas de 205
kDa, 149 kDa e 32 kDa, foram identificados como reagentes
cruzados entre T. spiralis, Fasciola gigantica e Echinococcus
granulosus (37).

Tém sido feitos esforgos para melhorar a especificidade
dos testes ELISA. A purificagao dos antigénios TSL-1, glico-
proteinas altamente conservadas e principais componentes
dos antigénios excretorios-secretorios, foi realizada com
recurso a anticorpos monoclonais, 0 que resultou numa
maior especificidade em comparacdo com preparacoes
brutas de antigénios (28). Uma inovagdo importante foi a
identificacao da tivelose, um epitopo glicidico presente nos
antigéenios TSL-1. Uma versao sintética da tivelose foi desen-
volvida para melhorar a especificidade dos testes ELISA.
Esta versao revelou vantagens em termos de estabilidade e
padronizagao, tendo demonstrado maior especificidade em
varias espécies hospedeiras. No entanto, pode apresentar
menor sensibilidade, especialmente em fases iniciais da
infecdo ou em situagdes de baixas parasitemias (39). Apesar
destes avangos, a técnica de Western Blot (WB) continua
a ser o “gold standard” para confirmacao seroldgica, pois
permite distinguir entre antigénios especificos de Trichinella
e epitopos de reagéo cruzada (38),

(ii)  Outro aspeto importante é que apenas as amostras
positivas pelo teste ELISA foram submetidas a teste
confirmatério por imunoblot. O kit ELISA utilizado baseia-se em
antigénios excretorios-secretorios (ES) de Trichinella spiralis,
conhecidos por serem altamente conservados entre espécies
do género Trichinella (49). No entanto, o fabricante validou o
ensaio especificamente para detecdo de T. spiralis, pelo que
nao é possivel garantir que o teste detete eficazmente outras
espécies, como T. britovi, conhecida por circular em animais
selvagens em Portugal (34).

Apesar da baixa seroprevaléncia observada neste estudo, néo
se pode assumir que a doenca esta ausente em Portugal. O
pais partilha diversas caracteristicas com outros paises eu-
ropeus, como Espanha, onde casos de Trichinella spp. sé&o
frequentemente notificados (41). Ambos os paises seguem tra-
dicdes alimentares que incluem o consumo de carne de javali
e de porco de abate caseiro e seus derivados e de carne de
caca. Adicionalmente, tanto em Portugal como em Espanha
existe um sistema de vigilancia para Trichinella, sendo a triqui-
neliase uma doenca de declaragdo obrigatéria (26). Embora
em Espanha sejam notificados surtos com maior frequéncia,
Portugal identificou o seu primeiro caso confirmado por técni-
cas moleculares de T. britovi em javali no ano de 2020 (30). Por
outro lado, a Roménia, a par de Espanha, foram o0s paises com
0 maior nimero de casos de triquineliase na UE em 2023 (41),
A situacéo na Roménia ¢ particularmente preocupante devido
a persisténcia de praticas tradicionais de criacdo de suinos em
muitas zonas rurais, especialmente entre comunidades néma-
das, onde 0s animais sdo frequentemente criados sem contro-
lo veterinario regular ou inspecéo oficial (42). Como resultado,
a Roménia mantém-se como um dos principais focos de triqui-
neliase da Uniao Europeia.

A baixa frequéncia da infecdo em Portugal pode dever-se
ao facto de os sinais e sintomas da triquineliase serem
inespecificos nas fases iniciais, o que dificulta o diagndstico
diferencial com outras patologias, especialmente fora do
contexto de surtos. Acresce ainda a existéncia de um
“periodo de janela” durante a fase precoce da infecdo, em
que os testes serologicos podem produzir resultados falsos
negativos, dado que os anticorpos, particularmente IgG,
podem nao ser detetaveis até as 3-5 semanas apos a infegao,
comprometendo o diagnéstico precoce e conduzindo ao
subdiagnéstico e & subnotificacdo da doenca (6.

Este estudo apresenta limitacdes, a dimenséo e distribuicao
geografica da amostra ndo é representativa da populagao
portuguesa, sendo uma amostra de conveniéncia de casos
suspeitos de infecdo em que os individuos referiram ingerir
carne mal cozinhada de javali e porco ndo inspecionada e bem
como carne de caca. A auséncia de dados epidemiolégicos e
clinicos detalhados dos participantes impossibilitou a anélise
de potenciais fatores de risco.
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_Perspetivas futuras

Futuros estudos seroldgicos deverdo incluir amostras de maior
dimensao e distribuigdo geogréfica mais alargada, bem como
a recolha de dados epidemiol6gicos suplementares. Esta in-
formacao podera ser obtida através de um inquérito epidemio-
l6gico que inclua historial de viagens, contacto com animais
selvagens e domésticos e informagdes pormenorizadas sobre
habitos alimentares. A obtencéo de consentimento informa-
do que permita o seguimento clinico e a repeticao de testes
contribuiria significativamente para interpretacdo dos resulta-
dos obtidos. A incorporagdo de ensaios baseados em tivelo-
se sintética ou em novos epitopos especificos de Trichinella
poderd melhorar a especificidade dos testes seroldgicos, re-
duzindo falsos positivos, sobretudo em regides de baixa pre-
valéncia. Por fim, tendo em conta o potencial zoonético da
triquineliase é essencial implementar iniciativas de saude pu-
blica direcionadas a sensibilizagdo de cagadores e criadores
dos animais, reforcando que a carne proveniente de caca ou
de abates domésticos s6 deve ser consumida apés inspegao
veterinaria obrigatéria, conforme estipulado na legislacdo por-
tuguesa (Jornal Oficial da Unido Europeia, 11 de agosto de
2015, Regulamento de Execucédo (UE) 2015/1375 da Comis-
sd0). E igualmente fundamental sensibilizar os profissionais de
saude, encorajando a suspeita clinica e o rastreio de triquine-
liase em pacientes com sintomatologia compativel.

_Conclusao

Em conclusao, a triquineliase € uma doencga de declaracéo
obrigatdria em Portugal, causada por nematodes do género
Trichinella. Esta doenca estd distribuida globalmente,
constituindo um importante problema de salde publica,
nomeadamente no contexto da seguranga alimentar.
Neste estudo, a seroprevaléncia de anticorpos contra T.
spiralis na amostra analisada da populac@o portuguesa foi
extremamente baixa, sugerindo que a triquineliase humana
é pouco frequente em Portugal. No entanto, a possibilidade
de subdiagndstico e consequente subnotificacdo, aliada
as limitacdes dos testes seroldgicos atuais, sobretudo no
que respeita a reatividade cruzada, sublinha a necessidade
de uma interpretacdo cuidadosa dos dados existentes e
da realizacdo de estudos complementares. Investigacoes

futuras deverdo incluir estudos de base populacional que
permitam medir 0s riscos de exposi¢ao e, assim, permitirem
uma definicao de estratégias de saude publica adequadas.
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