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Politicas de saude baseadas em evidéncia:
contributo do INSA,IP

No quadro normativo comunitario e nacional, a adogao de politi-
cas publicas saudaveis, entendidas como o conjunto de decisdes,
que, tomadas nos diferentes niveis de governo, consideram os im-
pactes na saude e bem-estar dos individuos, contribuindo para
que estes adotem um estilo de vida mais saudavel, surge como
um imperativo (1),

O sucesso destas abordagens depende da capacidade de deciso-
res e investigadores criarem um campo consensual que permita as
diferentes culturas e linguagens, a construgdo de um quadro con-
ceptual e 1éxico comuns que facilite a inclusao da evidéncia dispo-
nivel nos processos de tomada de deciséo (2).

A questao da traducéo da evidéncia decorrente da investigagao,
davigilancia e da observacao em politicas e préaticas é considera-
da, pela generalidade dos autores (3-6) essencial quer quanto &
atuacao sobre os determinantes de saude, quer no que se refere
4 alocacéo e redugao do desperdicio de recursos (4).

Sendo reconhecido o papel que a investigacao em saude tem de-
sempenhado nos mais diversos sectores, contribuindo para o de-
senvolvimento econémico, para a melhoria das condi¢des de vida,
para a obtencao de ganhos em saude, e para a forma de governo
das sociedades (7), a ndo inclusdo dos seus resultados de forma
compreensiva e sistematica na generalidade das iniciativas politi-
cas adotadas (&), corroboram a necessidade de se dinamizarem
iniciativas com vista a facilitar o processo de traducéao e translacéao
do conhecimento em evidéncia.
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Segundo Cohen G, et al. (2014) (5), no que respeita & satde em
todas as suas dimensdes, 0s avancos verificados e a globaliza-
¢&o, vieram criar uma expectativa crescente no que se refere aos
impactes econémicos, socias, politicos decorrentes da inimera
investigacéo realizada, contribuindo para a convicgao de que 0s
resultados obtidos podem influenciar e melhorar 0s processos
de tomada de decisdo, e para o reconhecimento crescente de
que o elevado investimento realizado em investigacao em saude,
deve contribuir efetivamente para melhorar as politicas, praticas,
alocagao e recursos, em como a saude dos individuos e das po-
pulacoes (9).

E neste campo que os institutos nacionais de sade, e os institutos
nacionais de saude publica sdo chamados a desempenhar um papel
central, enquanto entidades que produzem e disponibilizam conheci-
mento cientifico (19), contribuido para o encontro entre a agenda de
investigacao e a agenda politica, por forga das suas atribuicoes.

Entre 0 conjunto das suas atribuicdes e competéncias, compete a
estes institutos, conhecer e caraterizar os principais problemas de
salde do pais, identificar e desenvolver investigagdo em éreas consi-
deradas determinantes ou prioritarias, desenvolver investigacao que
permita avaliar a eficacia das intervencdes propostas, desenvolver
investigacao sobre a organizagao e funcionamento dos servigos de
salde, e como reconhece e reforga a IANPHI, aos institutos nacio-
nais de saude, compete certificarem-se que 0s resultados da investi-
gacao disponibilizados “sejam traduzidos em decisdes, politicas e
programas’, contribuindo para que cada vez mais as decisoes sejam
fundadas na melhor evidéncia disponivel (Muir Gray, 1998 citado por
Viehbeck, Petticrew, Cummins, 2015) (11, 12),

No ambito das suas atribuigdes, o Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA), através dos seus departamentos
técnico-cientificos, desenvolve um conjunto de atividades de na-
tureza cientifica fundamentais para o conhecimento do estado
de salde e de doenca da populagao, em areas diversificadas que
vao desde o individuo e das populagdes, aos servicos e politicas
de saude.

Os resultados da investigagdo desenvolvida, s@o regularmente dis-
seminados através de um conjunto diversificado de atividades de
comunicacao e de divulgagao cientifica, como sejam a publicagao
de relatorios, artigos cientificos, newslwetters, comunicagbes em
reunioes cientificas, organizagao de workshops e ac¢des de forma-
¢ao, concorrendo deste modo para a capacitagdo de decisores e

profissionais, e para a obtencéo de ganhos em Satde Publica (19).

Rita Carvalho Fonseca, Carlos Matias Dias

Unidade de Investigagdo em Servicos e Politicas de Salde,
Departamento de Epidemiologia do INSA
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_Introdugéo

A Perturbacao do Espetro do Autismo (PEA) é uma patologia do
neurodesenvolvimento caraterizada por problemas de socializagéo
e por padrdes de comportamento repetitivos e estereotipados (). A
sua apresentagao clinica é muito heterogénea, em termos de gra-
vidade, nivel cognitivo e co-morbilidades presentes, tais como epi-
lepsia, défice intelectual e défice de atengao e hiperatividade ().
Fatores genéticos contribuem substancialmente para o risco de PEA,
sendo possivel definir uma etiologia genética em cerca de 20% dos
casos (), No entanto, as causas genéticas conhecidas séo também
muito varidveis, incluindo alteragdes estruturais nos cromossomas
(delecdes, amplificagdes ou translocagdes) ou variantes na sequén-
cia de multiplos genes (4). No geral, cada uma destas alteragdes ge-
neticas é rara (presente em menos de 1% da populagdo), embora em
conjunto expliquem uma proporgao significativa da variancia no risco
genético. Presume-se que, para os cerca de 80% dos doentes que
sao idiopaticos, existam outros fatores de risco, incluindo variantes
genéticas comuns, fatores epigenéticos e ambiente. As bases neu-
robioldgicas deste cenario complexo estdo longe de completamente
explicadas, impedindo até agora o desenvolvimento de terapia farma-
colégica que permita um tratamento eficaz da doenca (4).

Em oposicao as variantes raras, variantes genéticas comuns sao
alteracdes na sequéncia de genes que sao frequentes na popula-
¢&o geral e que contribuem individualmente com um pequeno efeito
sobre o risco total de PEA (9). O seu efeito sobre o risco para esta

patologia é cumulativo, isto €, multiplas variantes comuns tém que
estar presentes, num dado paciente, para se atingir um limite pa-
tofisiolégico a partir do qual surgem sintomas. Rastreios de asso-
ciagdo genomica (Genome Wide Association Studies, GWAS), que
tém como objetivo a identificacdo de variantes genéticas comuns
associadas & PEA (4), tém tido um sucesso muito limitado. A difi-
culdade em obter resultados de associac@o coerentes em GWAS
¢ consistente com a nogao de que variantes genéticas comuns di-
ficilmente podem ser detetadas em rastreios gendémicos de asso-
ciagdo, porque a dimensdo das amostras populacionais até agora
utilizadas ndo tem poder estatistico paral tal (4:5). Estratégias alter-
nativas sao por isso necessarias para a identificacdo deste tipo de
variantes, que permitam ultrapassar as limitacdes dos desenhos de
estudo atuais.

_Objetivo

No presente estudo foi colocada a hipétese de que fatores de risco
comuns para a PEA convergem em vias fisiologicas especificas,
e cumulativamente levam ao aparecimento de sintomas (6). Para
identificar estas vias fisiologicas foi desenvolvido um método de
andlise de redes de interagdo proteina-proteina (protein-protein
interaction, PPI), o qual envolve a sobreposicdo dos resultados de
associagao genémica obtidos em GWAS com redes de interagao
proteica previamente definidas. Esta abordagem pretende assim
capturar informagao de relevancia biologica mesmo nos resultados
negativos dos estudos de associacdo gendmicos, e definir uma
rede de interacdes proteicas (PPI) especifica para a PEA.

_Abordagem e resultados

A analise de redes de interacdo proteina-proteina foi aplicada ao
conjunto de dados gerados num rastreio genémico para a PEA em
que participamos (incluindo 2818 pacientes), no contexto do estu-
do internacional Autism Genome Project (AGP) (7). Os resultados
foram confirmados com dados de um outro estudo levado a cabo
pelo Autism Genetic Resource Exchange (AGRE) (8) (com 943 pa-
cientes), disponiveis em base de dados para analise da comunidade
cientifica. Os rastreios de associagdo genoémica envolvem a genoti-
pagem de marcadores polimorficos, designados Single Nucleotide
Polimorphisms (SNPs), que constituem alteragdes de uma base dis-
persas por todo 0 genoma, intra- e intergenes, e cuja localizagao é
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exatamente conhecida. Estas alteragdes de uma base sdo polimor-
ficas na populacdo humana, e constituem marcadores de posicéo
no genoma. Tipicamente, em rastreios mais recentes, sdo genoti-
pados cerca de 1 milhdo de SNPs. E depois efetuado um teste de
associacao das frequéncias alélicas de cada SNP com a patologia
em questao, utilizando grupos de doentes e de controlos, ou um
formato de estudo baseado na frequéncia de transmissao alélica
em familias constituidas por paciente e ambos os pais (formato uti-
lizado no AGP e AGRE).

A primeira fase do presente estudo envolveu a ordenacao crescen-
te dos resultados dos testes de associagdo para cada SNP, obtidos
no trabalho do AGP, até um limite (neste caso definimos P<0,1) aci-
ma da significancia estatistica definida para rastreios genémicos
(P<1078). Todos os SNPs acima deste valor foram mapeados nos
respetivos genes, e 0s genes convertidos nas proteinas que codifi-
cam. Este grupo de proteinas foi usado para a construgao de uma
rede de interacdes proteicas baseada na sobreposi¢ao dos resul-
tados do rastreio gendmico para a PEA com uma rede PPl humana
pré-definida, incluindo 12372 proteinas e 58365 interagdes protei-
cas. Foram depois examinadas as propriedades topolégicas da rede
de interagéo proteica assim construida, indicativas de conectivida-
de a vérios niveis de associagao genética, para confirmar a hipotese
de que genes associados a PEA, a um nivel normalmente considera-
do de "ruido estatistico", estdo funcionalmente ligados para além da
expectativa aleatoria. Para tal, a rede PPl gerada para a PEA, com
416 proteinas, foi comparada com uma rede PPI de igual dimensao,
construida a partir de grupos de proteinas selecionadas aleatoria-
mente da rede PPl humana pré-definida, em 1000 iteracdes.

As propriedades topologicas examinadas foram a percentagem de
interacdes proteicas diretas, a percentagem de nodes isolados, e a
dimensé&o da rede PPI formada. A andlise topoldgica da rede proteica
mostrou que as proteinas associadas a PEA, a niveis (P<0,1) acima
dos convencionalmente definidos como com significancia estatistica
em GWAS, interagem diretamente mais do que a expectativa aleato-
ria e formam redes de maiores dimensdes e com menor numero de
nodes isolados. Estes resultados indicam que as proteinas definidas
pelos rastreios gendmicos, acima da significancia estatistica, estao
envolvidas num numero limitado de processos biologicos interliga-
dos, e estdo relacionadas funcionalmente.

Verificou-se ainda que a precisao e especificidade com que 0s ge-
nes que codificam este grupo de proteinas sao identificados numa
lista de genes reconhecidamente envolvidos na PEA séo signifi-
cativamente superiores a do grupo de genes com maior evidéncia
de associacao (até P<0,1) no GWAS, indicando que a rede protei-
ca funcionalmente coerente gerada por esta abordagem contem
mais informacao bioldgica relevante para a PEA do que os resul-
tados dos testes de associagao.

Finalmente, efetuou-se uma anélise da intersecgao entre as redes
PPI obtidas a partir dos dois GWAS para a PEA analisados (AGP
e AGRE), e seis conjuntos de dados de GWAS para doencas nao
relacionadas com a PEA (Lupus Erythematosus, Diabetes tipo 1,
Neuroblastoma, Esclerose mdltipla, Cancro da mama e Doenca
de Parkinson) (6), representada na figura 1. Esta andlise identifi-
cou 14 proteinas exclusivamente presentes nas redes PPl para a
PEA (figura 2). Os genes que codificam estas 14 proteinas s&o ex-
pressos no cérebro, e estdo envolvidos em processos bioldgicos
fundamentais anteriormente implicados na PEA, como a adesao
celular, a organizagao do citoesqueleto e a migracao dos neuré-
nios durante a formagao do cérebro.

Figura 1: £ Intersecgéo entre as redes obtidas a partir dos dois
GWAS para PEA analisados (AGP e AGRE), e seis
conjuntos de dados de GWAS para doengas ndo
relacionadas com a PEA (Lupus Erythematosus,
Diabetes tipo 1, Neuroblastoma, Esclerose mdltipla,

Cancro da mama e Doenga de Parkinson).

Outras doencas
(n=6)
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Figura 2: £ Network de interages proteicas na Perturbagdo do Espetro do Autismo (PEA), com base nas 14 proteinas identificadas
em comum entre os estudos AGP e AGRE, e as suas interagdes direta. Nodes s&o coloridos de acordo com um
esquema de cores baseado num sistema de pontuagéo que reflete a sua presenga nos dois conjuntos de dados de
PEA (AGP e AGRE) e auséncia nas 6 patologias ndo relacionadas com PEA; uma colorag@o mais forte é indicativa de
uma pontuagdo mais elevada, isto é, maior especificidade.

Para varios dos genes que codificam estas proteinas foram ante- Copy Number Variants (genes ABLT, RPS6KAT, PPP1CB NASP),
riormente reportadas alteracdes em pacientes com PEA: mutacdes alteracbes de expressdo em tecido post-mortem ou linfoblastos
identificadas por sequenciagao exdmica, incluindo 50 pacientes da (genes NASP, NR4A1, ABI1, BBS4, LMNA, ABLT) e fenttipos ano-
nossa amostra populacional (genes PGD, NASP, LMNA, PPP1CB, malos no sistema nervosos central em modelos animais (genes
RASSF1, ABL1, ABI1, BBS4), genes deletados ou amplificados em CTSB, BBS4, LMNA e ABL1).
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_Conclusao

Em concluséao, a andlise de redes de interagdes proteina-proteina
aplicada a dados de rastreios genomicos para a PEA confirmou
resultados de estudos por outras abordagens, e destacou novos
fatores de risco para esta patologia, envolvidos no funcionamen-
to do sistema nervoso central e com significado bioldgico para
esta patologia. Nos rastreios genémicos analisados, estes genes
encontravam-se ao nivel do “ruido estatistico”, e nao foram va-
lorizados. Sequenciacdo dos genes agora identificados esta em
curso num grupo de pacientes com PEA, como proof-of-concept
experimental desta nova metodologia de andlise. Este trabalho
releva o valor de estratégias alternativas que permitam uma ana-
lise mais profunda da informacao gerada em rastreios genomicos
de associacdo, nomeadamente através da exploracao de redes
de interagdes proteicas.
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_Introdugéo

A agua ¢ fundamental para a vida. Contudo, esta fonte de vida,
quando nao ¢é devidamente tratada, pode veicular microrganismos
responsaveis por doengas potencialmente letais como a célera e a
febre tifoide (). Os perigos decorrentes do contacto com microrga-
nismos patogénicos nao estdo limitados as aguas de consumo. O
contacto com aguas recreativas no ambiente natural (rios, praias) e
humanizado (piscinas) também apresenta riscos.

Nos ultimos anos 0 nimero de casos de infegdes relacionadas com
este tipo de aguas tem aumentado. Nao se sabe contudo se tal de-
riva dum melhor sistema de comunicagdo dos casos ocorridos ou
dum aumento da viruléncia dos microrganimos ambientais. A este
Gltimo aspeto esté intimamente associado o0 aumento do uso de an-
tibidticos no tratamento de animais e na agricultura com a conse-
quente disseminagdo no meio ambiente (2). Este processo permite
a selecé@o de estirpes resistentes a antibiéticos. Por outro lado, a
capacidade dos microrganismos se associarem em comunidades
denominadas por biofilmes podera potenciar este processo. A ca-
raterizagdo da flora bacteriana e fitoplantonica existente em dguas
recreativas e ornamentais é por estas razdes importante.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivo caraterizar a populagéo de micror-
ganismos presente em aguas recreativas (piscinas) e ornamentais
(lagos), bem como avaliar o risco para a saude publica do contacto
com as mesmas.

_Metodologia

Amostragem: as amostragens decorreram na regido de Lisboa em 7 pis-
cinas e 4 lagos dum parque entre dezembro 2014 e fevereiro de 2015.
As amostras foram recolhidas em frascos esterilizados de 1 L de capaci-
dade, na auséncia (lagos) ou presenca de tiossulfato de sodio (piscinas).
Para a pesquisa de biofimes foram efetuadas amostras numa area de
10cm? com o auxilio duma zaragatoa estéril em dez superficies de pisci-
nas e de dois lagos. A zaragatoa foi transportada em tubo estéril conten-
do 10 mL de tampé&o fosfato. As amostras foram transportadas ao abrigo
da luz e conservadas a 5 °C até serem processadas. O tempo de arma-
zenagem nunca foi superior a 24 h.

Isolamento e identificacdo de bactérias: as amostras foram proces-
sadas pelo método de filtragao através duma membrana com poro de
0,45 um. O volume filtrado variou de acordo com o tipo de amostra e
microrganismo pesquisado. Nas aguas de piscinas e lagos foram fil-
trados 1000 mL e 100 mL, respetivamente, para a pesquisa de mico-
bactérias ndo tuberculosas (MNT). Para os restantes microrganismos,
independentemente da amostra, foram filtrados 10 mL.

No caso das MNTs as membranas foram transferidas para tubos falcon
contendo 10 mL de PBS. A dispers@o dos microorganismos presentes
na membrana e/ou zaragatoa (biofiime) foi assegurada por agitagdo num
vortex e sonicagdo num banho de ultra-sons. A amostra foi desconta-
minada por adicdo de Mycoprep de acordo com as indicagoes do fabri-
cante. Os sedimentos obtidos apos centrifugacao a 3800 g durante 30
minutos foram suspensos em PBS, semeados em duplicado em meio de
Lowenstein Jensen e incubados a 30, 37 e 42 °C durante pelo menos 3
semanas.

Para 0 isolamento dos restantes microrganismos, as membranas filtran-
tes foram colocadas a superficie de meios gelosados ndo seletivos como
Plate Count Agar (PCA) e meios gelosados seletivos para as leveduras
e fungos filamentosos como Sabouraud; para bacilos de Gram negativo
Drigalsky, Violet Red Bile Agar (VRBA), Cetrimida (Pseudomonas spp.) e
Mannitol salt agar (Staphylococcus spp.) Os meios de cultura foram incu-
bados a diferentes temperaturas de 30, 37 e 44 °C durante 24 e 48 horas
para as bactérias e leveduras e até 5 dias para os fungos.

A identificagdo dos isolados foi efetuada por sistemas automatizados
API20E para as enterobactérias e VITEK para as bactérias nao fermen-
tadoras.
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Estudo da susceptibilidade aos antibiéticos: este ensaio foi efe-
tuado pelo método de difusdo em meio Mueller Hinton agar com
discos dos seguintes antibioticos: associagao de amoxicilina com
acido clavulanico (AMC), cefoxitina (FOX), ceftazidima (CAZ), cefo-
taxima (CTX), imipenemo (IPM), gentamicin (GM) e ciprofloxacina
(CIP). Ap6s incubagao a 37 °C durante 24 h, a leitura e a interpre-
tacdo dos halos foi feita de acordo com as normas EUCAST (3).

Determinagdo da concentracdo minima inibitdria das formas
plancténicas e biofilmes de K. pneumoniae: este ensaio foi reali-
zado apenas para a amoxicilina. A gama de concentragdes usadas
variou entre 0,98 e 500 pg/mL. Os ensaios foram realizados como
descrito anteriormente (4).

Ensaio de formagao de biofilmes: 0 ensaio foi realizado para as
quatro estirpes de K. pneumoniae isoladas conforme descrito
por Bandeira e colegas (4). As temperaturas de incubagao usadas
foram 25 °C e 37 °C.

Preparacdo de amostras para microscopia eletrdnica de var-
rimento: a formacao dos biofilmes foi seguida em dois materiais
diferentes, vidro e massa de cimento, previamente esterilizados,
e colocados numa placa de cultura de células com 24 pogos. A
suspensao bacteriana foi preparada a partir de culturas em meio
Mueller-Hinton agar ap6s incubacao durante 18 h a 37 °C, inocula-
da nos pogos contendo Mueller-Hinton liquido e a placa foi incuba-
daa 25 ou 37 °C durante 48 h. Apos incubagao, a lamela de vidro
e 0 pedaco de massa de cimento foram lavados com agua desti-
lada estéril para remover as bactérias ndo aderentes. Os biofilmes
foram transferidos para uma solugao de PBS contendo 2,5 % de
glutaraldeido e 0,05 % de vermelho de ruténio (solucéo de fixador)
e conservados a 5 °C durante 18 h. O tratamento com 6smio € a
restante preparacao foram realizados como descrito anteriormen-
te (4). As amostras foram observadas num microscopio eletronico
de varrimento JSM-7100F JEOL.

Andlise da composicdo e abundancia da comunidade fitoplanc-
ténica dos lagos: as amostras foram fixadas com uma solugao de
lugol de 0,5 % (v/v) e colocadas em camaras de sedimentacéao, ao
abrigo da luz e & temperatura ambiente, durante 24 h (%), Apés esse
periodo procedeu-se a sua analise quantitativa num microscopio in-
vertido, de acordo com o método descrito por Utermohl (6).
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_Resultados e discussdo

O primeiro passo deste estudo consistiu na caraterizagéo da flora
bacteriana presente nas piscinas e lagos. Em nenhuma das amos-
tras analisadas foi detetada a presenca de MNT. Nas piscinas,
quer na agua quer nas superficies, ndo foram encontradas uni-
dades formadores de colénias (UFC) tanto para bactérias como
leveduras/fungos. No caso dos lagos também ndo foram encon-
tradas UFC para leveduras/fungos; no entanto, no meio néo se-
letivo para bactérias (PCA) foi encontrado um nimero incontavel
de UFC (> 300/10 mL). Nos meios seletivos para Staphylococcus
spp. e Pseudomonas spp. nao foram detetadas colonias. Nos res-
tantes meios, tanto nos incubados a 37 como a 44 °C, foram dete-
tadas coldnias identificadas maioritariamente entre as espécies da
familia das Enterobactérias, nomeadamente: Klebsiella pneumo-
niae, K. pneumoniae variedade ozaenae, Enterobacter spp., Ser-
ratia marcescens, S. rubidea e S. odorifera. Entre as bactérias
nao fermentadoras e oxidase positiva foram identificadas as espé-
cies Elizabethkingia meningoseptica, Stenotrophomonas malto-
philia e Vibrio metschnikovi.

A presenca de K. pneumoniae reteve a nossa atencdo por esta
bactéria ser considerada um dos principais agentes etiologicos
de infecOes nosocomiais, e apresentar elevadas taxas de resis-
téncia aos antimicrobianos (7). A capacidade de formar biofimes
foi descrita pela primeira vez para a K. pneumoniae na década
de 1980, tendo sido posteriormente associada a persisténcia em
determinados ambientes, como o hospitalar, e a resisténcia aos
antimicrobianos (4 8 9), Por estas razdes a capacidade de formar
biofilmes é atualmente considerada como um fator de viruléncia.
Assim, nos lagos onde foi isolada K. pneumoniae foi realizada a co-
Iheita de amostras de biofilme. Tal como se verificou para as aguas
dos lagos as enterobactérias estavam presentes em maioria. A K.
pneumoniae (Kp4) foi identificada apenas no biofilme do lago 2.

O préximo passo consistiu na caraterizacdo das 4 estirpes
de K. pneumoniae isoladas do ambiente na forma plancténi-
ca (Kp1, Kp2 e Kp3) e em biofilme (Kp4). Os resultados obti-
dos sdo apresentados na tabela 1. A avaliagdo da capacidade
de formacéo de biofilmes foi um dos primeiros parametros ava-
liados. Uma vez que estas bactérias foram isoladas de amostras
ambientais e se pretende inferir a sua capacidade de coloni-
zar 0 Homem, os ensaios foram conduzidos a 25 °C e 37 °C,
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Tabela 1: [} Estirpes de K. pneumoniae isoladas de lagos.

Formacé&o de biofilme

ID Local de isolamento (OD570nm)
25°C 379C AMC
Kp1 Lago 1 0,240 0,153 18
K2 lagoz o056 | - 6
K3 | Lago2 om0 o2 6
Kp4 | Bofimelago2 | s 028 6

FOX

Antibiograma (mm) CMI AMX (pug/ml)

CAZ CTX IPM GM CIP Plant Biof
>30 >30 >30 24 >30 7,81 62,5
5 s 5 18 | 28 0% 15
230 | 530 22 18 530 500 800
5 09 | %5 | 18 28 800 | 500

As abreviaturas Plant e Biof referem-se as formas planctonicas e associadas em biofilmes, respetivamente, dos isolados bacterianos. Os antibidticos testados foram a
associagao de amoxicilina com acido clavulanico (AMC), cefoxitina (FOX), ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX), imipenemo (IPM), gentamicina (GM), AMX (amoxicilina) e

ciprofloxacina (CIP).

respetivamente. Embora todos os isolados tenham demonstrado ca-
pacidade de formar biofilmes a 25 °C, a estirpe Kp4 destacou-se das
restantes. A 37 °C, a formacao de biofilmes é menor para todos 0s
isolados estando mesmo ausente na Kp2. Este resultado demonstra
uma adaptagao dos isolados as condigoes ambientais e simultane-
amente uma baixa apeténcia para persistir a 37 °C, o que pode indi-
ciar uma menor capacidade de colonizagdo no Homem.

A adaptagdo as condigbes ambientais foi ainda realcada pela ob-
servagao dos biofilmes da Kp4 formados em diferentes condicoes
por microscopia eletronica de varrimento (figura 1). Os biofimes
mais exuberantes e bem organizados foram observados no material
de revestimento do Lago 2 (massa de cimento) a 25 °C (figura 1A).

Figura 1: [ Biofilmes de K. pneumoniae.

No entanto, o nimero de bactérias aderentes a superficie diminuiu
drasticamente (figura 1 B), para a mesma superficie, incubada a
37 °C. Esta observacao sugere que embora a bactéria retenha a ca-
pacidade de formar biofilme (tabela 1) o processo decorre mais len-
tamente, sendo necessario um periodo de adaptacédo mais longo.
O biofilme formado sobre a lamela de vidro a 25 °C (figura 1C) esta
num estado de desenvolvimento superior ao formado no material da
superficie do lago a 37 °C. A comparacéo dos biofilmes formados
sobre lamelas de vidro a 25 e 37 °C demonstrou que 0s primeiros
sd0 mais maturos que os segundos. Podemos concluir que a tem-
peratura de incubag&o parece desempenhar um papel mais rele-
vante do que a superficie a qual as bactérias aderem, como se pode
constatar por comparagéo das figuras 1B e C.

A capacidade da Kp4 isolada sob a forma de biofilme do lago 2 foi avaliada in vitro em diferentes superficies e temperaturas de incubagéo. As condicdes que melhor
mimetizam as encontradas no ambiente em termos de superficie (revestimento do lago) e temperatura (25 °C) correspondem as que permitem observar um biofilme mais
diferenciado ao fim de 48 h (A). A manutengao da superficie com alteracdo da temperatura para 37 °C (B) ou a manutengao da temperatura com alteragao da superficie
(C) provocaram uma significativa alteracdo da formagao de biofilmes. A barra de escala corresponde em todas as imagens a 1 um.
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Sendo a resisténcia aos antibioticos um problema preocupante em
salde publica, ainda mais quando associado a formagao de biofil-
mes, resolvemos determinar a susceptibilidade aos antibidticos das
estirpes de Kp. Contrariamente ao que ocorre nas estirpes clinicas,
normalmente multirresistentes, as estirpes ambientais eram sen-
siveis as trés classes de antibidticos: B-lactamicos (cefalosporinas
e carbapenemos), aminoglicosidos (gentamicina) e quinolonas
(ciprofloxacina). Este resultado ndo nos permite classificar estas
bactérias como multirresistentes. Como tal, foi apenas avaliado o
efeito da formacéo de biofilmes na resisténcia a amoxicilina. Os re-
sultados obtidos para a concentragdo minima inibitéria (CMI) das
formas plancténicas e organizadas em biofilme sdo apresentadas
na tabela 1. Os isolados Kp3 e 4 apresentam valores de CMI (500
ug/ml) significativamente mais elevados do que os apresentados
por Kp2 (0,98 pg/mL) e Kp3 (7,81 pg/mL). Estes resultados permiti-
ram-nos formular a hipétese de que Kp3 e Kp4 poderao correspon-
der a bactérias derivadas dum mesmo biofilme, inclusive podera
ter sido libertada por dispersao do biofilme, onde se encontrava a
Kp4, uma vez que ambos foram isolados do mesmo lago. Este as-
pecto esta atualmente a ser explorado no laboratério. A compara-
¢ao das CMI obtidas para a forma plancténica e respetivo biofilme
permitem-nos concluir que a formacéo de biofilmes aumenta signi-
ficativamente a resisténcia aos antibiéticos. Este resultado esta em
concordancia com um estudo recente realizado pelo nosso gru-
po com estirpes de K. pneumoniage responséaveis por infecdes no-
socomiais (4). Como tal podemos concluir que este fendmeno é
transversal as estirpes de K. pneumoniae, independentemente da
sua origem.

A andlise da comunidade biolégica existente no ecossistema destes
dois lagos ficaria contudo incompleta se ndo fosse analisada a co-
munidade de organismos fitoplancténicos. O fitoplancton é um
componente da comunidade planctonica composto por microrga-
nismos unicelulares, solitarios ou coloniais, com capacidade fotos-
sintética, que vivem em suspensdo na zona eufética da coluna de
agua. Nesta comunidade existem alguns membros com reconheci-
da capacidade para provocarem patologias em humanos. As ciano-
bactérias sdo as mais conhecidas, devido a capacidade de algumas
espécies poderem formar densas florescéncias potencialmente to-
xicas para o Homem (19 contudo algumas cloréfitas do género

2015

nimero

21 série |

Desmodesmus (figura 2) podem também provocar infecdes opor-
tunistas associadas a traumatismos (' 12). No Gltimo caso, estes
incidentes ocorreram em associagao a infegdes por Staphylococ-
cus e Klebsiella, 0 que sugere uma estreita relagdo entre estes mi-
crorganismos. A populagéo fitoplantonica encontrada nos dois lagos
é apresentada na tabela 2 Embora os dois lagos tenham valores de
biovolume fitoplancténico tipicos de massas de agua fortemente eu-
trofizadas, a abundancia e diversidade da comunidade fitoplanctoni-
ca do lago 2 é claramente superior a do lago 1. Por outras palavras,
a comunidade residente no lago onde foram isoladas estirpes de
Klebsiella em biofilme é consideravelmente mais rica. Outro aspeto
interessante foi a presenca em ambos 0s lagos de microalgas, como
por exemplo Chlamydomonas reinhardtii e Oocystis spp, para as
quais esta descrita a capacidade de produzirem substancias com
propriedades antibacteriana e antifingicas (%), Tal podera, explicar,
pelo menos parcialmente, a auséncia de fungos nas amostras reco-
lhidas. A relacéo entre estas duas comunidades, microalgas e bacté-
rias, n@o se limita a ser antagdnica. Uma simbiose também é possivel
devido, por exemplo, a capacidade de bactérias como a Klebsiella fi-
xarem azoto atmosférico e facultarem-no as microalgas sob a forma
de compostos azotados. Adicionalmente, a mucilagem das microal-
gas poderéa funcionar como reservatério destas bactérias.

Figura 2: [ Col6nia de Desmodesmus armatus.

.'- .-')H._.-"'-..)

Microfotografia de uma colonia de Desmodesmus armatus
observada na amostra colhida no lago 2.
A barra de escala corresponde a 10 pm.
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Tabela 2: [ Densidade e biovolume da comunidade fitoplancténica.

Lago 1 Lago 2
Grupos fitoplancténicos (Dgnsidade Biovolsume D'ensidade BiovoLume
células/mL) (mm*®/L) (células/mL) (mm?®/L)
Cianobactérias 287381 1,68 1357 0,04
Ccaites s | W 5 000
CCloréftes o7 208 286 098
Cciptfias w00 | osas - -
e o7 o8 - -
Ditomdceas oot 221 ws aes
 Dinoflagelados | w0 0% | no 028
Wepottas - - u 109100
Totais 511071 33,81 7976 4,72
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magcao de biofilmes aumenta significativamente a resisténcia aos
antibidticos.

A auséncia de leveduras e fungos filamentosos assim como a pre-
senca de bactérias implicadas em patologias infecciosas para o

Homem, em aguas com uma densidade microbiana tao elevada,
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um modo desordenado.

Em temos ambientais, a simbiose entre 0s microrganismos e 0
Homem devera ser respeitada e os beneficios para a salde do
contacto com a natureza e a pratica de atividade desportiva su-
peram todos 0s riscos.

(6) Utermdhl H. Zur Vervollkommnung der quantitativen Phytoplankton-Methodik. Mitt int
Ver theor angew Limnol. 1958;9:1-38.

(7) European Centre for Disease Prevention and Control. Annual Epidemiological Report
2013. Reporting on 2011 surveillance data and 2012 epidemic intelligence data.
Stockholm: ECDC, 2013. e LNk

(8) LeChevallier MW, Cawthon CD, Lee RG. Factors promoting survival of bacteria in
chlorinated water supplies. Appl Environ Microbiol. 1988;54(3):649-54. < Link

(9) Anderl N, Franklin MJ, Stewart PS. Role of antibiotic penetration limitation in Klebsiella
pneumoniae biofilm resistance to ampicillin and ciprofloxacin. Antimicrob Agents
Chemother. 2000;44(7):1818-24. < Link

(10) Cheung MY, Liang S, Lee J. Toxin-producing cyanobacteria in freshwater: a review of
the problems, impact on drinking water safety, and efforts for protecting public health.
J Microbiol. 2013;51(1):1-10.

(11) Westblade LF, Ranganath S, Dunne WM Jr, et al. Infection with a chlorophyllic eukaryote
after a traumatic freshwater injury. N Engl J Med. 2015;372(10):982-4. < Link

(12) Yu J, Li Z, Brand JJ. Characterization of a green alga isolated from infected human
external tissue. Phycological Res. 2009; 57: 251-258

(13) Amaro HM, Guedes AC, Malcata FX. Antimicrobial activities of microalgae: an invited
review. In: Méndez-Vilas A (ed). Science against microbial pathogens: communicating
current research and technological advances. Badajoz: FORMATEX , 2011, Vol 2, pp.
1272-80. LNk

h


http://www.mdpi.com/1660-4601/7/10/3657
http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/pmid/25438020/
http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/publications/annual-epidemiological-report-2013.pdf
http://aem.asm.org/content/54/3/649.long
http://aac.asm.org/content/44/7/1818.long
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMc1401816
http://www.formatex.info/microbiology3/book/1272-1284.pdf

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

‘ ’ nsiiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

| ﬁ _Satide Ambiental :

_Monitorizacao da presenca de
hidrocarbonetos halogenados aromaticos
policiclicos, resultantes dos processos
de desinfecao de aguas

Silvia S. José ', Alexandra M. M. Antunes?, Ana Sofia Cardoso’,
Luisa Jorddo'

silvia.jose@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Saude Ambiental, INSA.
(2) Centro de Quimica Estrutural. Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa.

_Introdugéo

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs) sdo um dos
principais grupos de contaminantes persistentes na agua, sendo
classificados como mutagénicos e cancerigenos para 0 Homem
pela Organizagéo Mundial de Saude.

Diversos estudos cientificos demonstram que 0s processos de
desinfecdo de aguas contaminadas com HAPs podem promover
formagao de derivados clorados ou bromados destes compostos,
consoante o agente de desinfecéo usado (1:2:3). Estes derivados
halogenados, de uma forma geral, apresentam uma toxicidade su-
perior 4 do composto que Ihe deu origem (4).

A contaminacao de aguas superficiais com HAPs pode resultar de
descargas de efluentes industriais e urbanos e/ou da deposicao
de compostos existentes na atmosfera. No ultimo caso embora
0s HAPs possam ter origem em gases de exaustao automével ou
outras fontes de poluigéo, a principal fonte sdo os compostos li-
bertados durante os incéndios (5.

O interesse pelo estudo destes poluentes ambientais reside no
facto de estar demonstrada a sua capacidade de causar graves
problemas de saude apds longos periodos de exposicao, des-
tacando-se o aumento da incidéncia de varios tipos de cancro
como o da pele, pulmao, bexiga e estdmago (6:7).

_Objetivo

Este trabalho teve como objetivo monitorizar a presenca de deriva-
dos clorados e bromados do Pireno (Pir) e do Benzo(a)antraceno
(BaA) na agua.

_Materiais e métodos

Derivados halogenados de HAPs: os derivados clorados do Pir e
BaA foram obtidos como descrito abaixo. O derivado bromado do
pireno foi obtido comercialmente.

Sintese e caraterizac@o de derivados clorados de HAPs: os com-
postos halogenados foram sintetizados como descrito anteriormente
para alguns compostos aromaticos (8). Resumidamente, promo-
veu-se a substituicao eletrofilica de um atomo de hidrogénio por um
halogéneo (cloro ou bromo) no anel aromatico, na presenca de di-
metilformamida (DMF), em atmosfera de azoto. O composto foi puri-
ficado por cromatografia em coluna com fase estacionaria de silica
gel 70-230 mesh) e uma fase mével (n-hexano) seguida de cromato-
grafia preparativa em camada fina (silica gel, 0,5 mm, 60F, 254 nm).
O composto purificado foi identificado por ressonancia magnética
nuclear (RMN) de carbono (¥ C-RMN) e protao (*H-RMN).

Quantificagdo de derivados halogenados: as amostras foram pre-
paradas por uma técnica de micro-extragéo em fase sélida (SPME),
utilizando como fase estacionaria uma fibra de revestimento polar
de polidimetilsiloxano (PDMS). Para a extragcdo dos compostos,
foi utilizado um volume de amostra de 15 mL, com tempo de
extragdo de 50 min a uma temperatura de 70 °C. A quantificacéo
foi efetuada num cromatografo gasoso acoplado a um detetor de
massa (GC-MS), sendo a fase estacionaria uma coluna Factor Four
VF-5ms (0,25 um; L (m) 30xID (mm) 0,25x0D (mm) 0,39) percorrida
por um fluxo de 1mL/min de Hélio. A desorgéo dos analitos foi atra-
vés da injecéo a fibra no injetor do cromatografo a 280 °C, durante
7 min. As condigOes da corrida cromatografica foram as seguintes
relativamente ao gradiente térmico da coluna, foi de 80 °C - 220 °C
(20 °G/min, 2 min); 220 °C-300 °C (5 °C/min, 4 min), perfazendo um
tempo total de corrida de 30 min. A identificagdo dos compostos foi
feita através dos cromatogramas e respetivos espetros de massas.
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Validagéo do método: os pardmetros analiticos de selectividade,
linearidade, exactidao e precisdo, bem como, os limites de dete-
c¢ao (LD) e quantificacao (LQ) foram determinados de forma a va-
lidar o método de quantificacao.

Simulagdo da formacéo de derivados halogenados HAPs: para
simular as condi¢Oes de desinfegao por cloragem ou bromagem
utilizou-se o procedimento seguinte: a uma solugdo aquosa de
concentragdo conhecida em pireno e BaA foi adicionado hipo-
clorito de sédio (NaOCl) para a reacéo de cloragem, e o hipoclori-
to de sodio (NaOCl) e brometo de potassio (KBr) para a reagao de
bromagem. O sistema reacional foi mantido em agitagéo durante
3 h a pH &cido. Decorrido este tempo a solucéo foi neutralizada
com sulfito de sodio. Posteriormente as amostras foram proces-
sadas, utilizando o procedimento anteriormente optimizado para
a determinagéo destes compostos em amostras de agua.

_Resultados e discusséo
Os compostos parentais (pireno e benzo(a)antraceno) e 0s seus

derivados apresentados na figura 1 foram utilizados neste estudo.

Figura 1: [ Estruturas do Pir, 1-CIPir, 1-BrPir, BaA e 7-CIBaA.

Benzo(a)Antraceno(BaA)

cl “ Br “ O‘O
Cl

1-CIPir 1-BrPir
7-ClBaA

Uma vez que a presenca destes compostos nas aguas esta docu-
mentada e representa um perigo para a saude publica é premen-
te desenvolver um método para monitorizar a sua presencga nestas
amostras ambientais. O primeiro passo deste trabalho consistiu no
desenvolvimento e validacdo dum método para este efeito.
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Inicialmente efetuou-se a sintese dos derivados halogenados dos
compostos Pireno e Benzo(a)antraceno. No entanto, ainda que
tenha sido possivel sintentizar todos os derivados, no decurso do
processo de separagdo e purificagdo os compostos bromados
degradaram-se, possivelmente devido a sua elevada reatividade.
Por esta raz&o o Unico derivado bromado incluido no estudo foi
o 1-BrPir por estar disponivel comercialmente.

Posteriormente foi desenvolvida e optimizada uma metodologia
para quantificacao destes compostos, em amostras de agua,
através da técnica de cromatografia gasosa (GC) com detetor
de espectrometria de massa. As condi¢des de preparacdo da
amostra, através da técnica de microextracdo em fase sdélida
(SPME), foram optimizadas. O estudo realizado permitiu sele-
cionar o tempo 50 mim e a temperatura 70 °C como as melho-
res condigoes de extraccdo, e 280 °C e 7min no injetor como
melhores condigcOes de dessorcao.

Como resultado da otimizagao foi definido um método cujos parame-
tros sdo apresentados na figura 2A. Este método permite separacao
e identificar 5 compostos distintos numa Unica corrida cromatogra-
fica. Na figura 2B é apresentado um cromatograma representativo
dos resultados obtidos. A validagdo do método consistiu na avalia-
¢ao dos parametros de seletividade, linearidade, exatidao e precisao
numa gama de trabalho 0,025-0,22 pg/L, para todos 0s compostos.
Os limiares analiticos (LD e LQ) foram também validados por forma a
verificar que a gama de trabalho estava bem definida. Os resultados
obtidos para os diferentes parametros analiticos avaliados s&o apre-
sentados na figura 2A.

A formacéao dos derivados clorados e bromado em solugdes aquo-
sas tratadas com o agente de desinfecao hipoclorito de sédio foi
depois avaliada utilizando a 0 método cromatografico desenvolvido
e validado. Foi verificada a formacao dos derivados halogenados
1-CIPir e 7-CIPir por adi¢ao do desinfectante hipoclorito de sddio
a solugao que continha os HAPs Pir e BaA. No caso da reagao da
bromacao a adicdo de KBr a solugao contendo os HAPs e 0 hipo-
clorito de sddio, promoveu a formagéo do &cido hipobromoso, que
potenciou a formacéo do derivado bromado, tal como aconteceu
de modo analogo com o acido hipocloroso formado na reagao de
cloragem (figura 3).
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Figura 2: [ A) Condigdes optimizadas para metodologia de cromatografia gasosa; B) Cromatograma obtido no sistema de GC/MS,
para uma solugéo mistura de pireno, 1-Clpireno, 1-Brpireno, benzo(a)antraceno, 7-Clbenzo(a)antraceno com a
concentragédo de 0,22 pgL.

A B

Tipo de fibra 100 um PDMS 1-BrPir

omeamosta Bol (70 min
Tempodeextragao | 50min

Temperatura de extragdo | 70°c BaA 7-CIBaA
Temperaturainetor | 280G Pir (16,9 min e mn
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, (12,6 min)

Tempo injetor 7 min

Gama de trabalho 0,025-0,22 pg/L 1-CIPir

Linearidade (R>0,995)  0,997-0,999 pg/L (15,4 min

Exactidao(% recuperado) | 77-108%

E’Legcl)see:‘iociente de variagao) 5,9-12.7 % J

Minutos

Figura 3: [ Cromatogramas referentes as experiencias de cloragem e bromagem. Solugdo contendo os dois compostos parentais
(Pir e BaA), Reagéo de cloragem e bromagem dos HAPs a 10 pg/L, 3h agitagéo, na presenca de hipoclorito de sédio
e brometo de potéassio.

Mcounts
Pir Controlo de HAPs
BaA
Experiéncia de cloragem Experiéncia de bromacéo
Pir
Pir
BaA
1-CIPir .
7.CIBaA 1-BrPir
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Este ensaio permitiu demonstrar simultaneamente a formacao
dos derivados halogenados em condigdes que mimetizam a de-
sinfecédo de dguas e a capacidade do método desenvolvido para
0s quantificar.

Neste momento estamos a analisar amostras reais recolhidas em
locais potencialmente contaminados com HAPs. Até a0 momento
a sua presenca nao foi detetada o que devido aos efeitos nocivos
para a saude constitui um bom indicador.

_Concluséo

Em conclusao, os resultados obtidos para as experiéncias de clo-
ragem e bromagem, confirmam a possivel formagao das espécies
halogenadas em agua ap0ds 0s processos de desinfecao e foi pos-
sivel desenvolver e validar uma metodologia para a monitorizagao
da presenca de espécies halogenadas dos compostos Pir e BaA

em amostras de aguas reais.
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_Introdugéo

Chlamydia trachomatis é uma bactéria intracelular obrigatoria,
caraterizada pelo seu ciclo de desenvolvimento bifasico, duran-
te 0 qual a bactéria alterna entre duas formas morfologicas dife-
rentes, das quais o corpo elementar constitui a forma infeciosa.
C. trachomatis tem como hospedeiro 0 Homem e transmite-se de
uma pessoa para outra por contacto direto.

Com base na estrutura do principal componente da membrana
externa, a proteina MOMP, foram definidas 15 serovariedades (A
al)de C. trachomatis associadas a diferentes patologias. As es-
tirpes A, B e C causam tracoma. O tracoma constitui a principal
causa de cegueira suscetivel de prevengao a nivel mundial, incin-
dindo os casos sobretudo nos paises em que os cuidados basi-
cos de higiene sdo deficitarios, nomeadamente por escassez de
agua e falhas no saneamento basico. As estirpes de D a K sé&o
transmitidas por contacto sexual, sendo responsaveis por infe-
¢es anais, genitais, faringeas, oculares e articulares. Na mulher,
tais estirpes podem causar cervicite, com ocorréncia de um cor-
rimento purulento, ou doenca inflamatéria pélvica (DIP) cujos sin-
tomas, sobretudo dor pélvica, derivam do processo inflamatério
associado a infecao das trompas de Faldpio (salpingite). Contu-
do, trés quartos dos casos de infecdo sao assintomaticos, favo-
recendo a evolugdo do processo infeccioso para formas clinicas
graves e sequelas, como sao exemplo a gravidez ectépica e a in-
fertilidade tubaria. Acresce que, na mulher gravida, a infecao por
C. trachomatis pode ser transmitida ao recém-nascido no mo-
mento do parto, causando-lhe conjuntivite ou mesmo pneumonia
grave. No homem, as estirpes D a K podem dar origem a uretrite
ou mesmo epididimite e prostatite, sendo que cerca de metade
dos casos sao assintomaticos. A auséncia ou escassez de sinto-
mas em ambos 0s sexos justifica que os individuos infetados nao

procurem cuidados médicos e, consequentemente, nao sejam
diagnosticados e tratados, favorecendo, assim, a transmissao
da infecao por C. trachomatis de pessoa a pessoa. Finalmente,
as estirpes L de C. trachomatis sdo igualmente transmitidas por
contacto sexual e causam linfogranuloma venéreo (LGV), uma
patologia caraterizada pelo desenvolvimento de Ulceras anogeni-
tais, proctite e infecao dos ganglios inguinais. Desde 2004, 0 LGV
tem-se revelado como uma doencga emergente, principalmente
nos homens que tém sexo com homens, constituindo o contacto
sexual anal recetivo o principal modo de aquisi¢ao/transmiss&o
da infegdo e manifestando-se clinicamente como proctite (1),

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou em
105.7 milhdes o nuimero de novos casos de infegao por C. tracho-
matis na populacao adulta em todo o mundo (2), constituindo esta
a principal causa bacteriana de infecdo sexualmente transmissi-
vel (IST) a nivel mundial. Em 2012, em 26 paises da Unido Euro-
peia ou da zona econoémica europeia, foram notificados 385307
casos de infecao por C. trachomatis com uma taxa de incidéncia
global de 184/100000 habitantes (3). Ainfecéo por C. trachomatis
foi mais frequente nas mulheres do que nos homens, tendo-se ve-
rificado taxas de incidéncia de 211/100000 e 153/100000, respeti-
vamente. Mais de dois tergos (68%) dos casos foram identificados
em jovens com idades entre 0s 15 e 0s 24 anos. No entanto, esti-
ma-se que a incidéncia global seja mais elevada, tendo em conta
a diversidade da cobertura laboratorial e, até mesmo, da validade
das técnicas laboratoriais utilizadas, bem como a heterogeneida-
de dos programas de rastreio e de vigilancia implementados nos
diferentes paises europeus. De facto, 84% dos casos referidos no
relatério de 2012 do European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) foram declarados por apenas quatro paises: Dina-
marca, Noruega, Suécia e Reino Unido (3).

Portugal ndo dispde de um programa de rastreio para as infe¢des por
C. trachomatis, mas a sua notificacdo tornou-se obrigatoria a partir
de abril de 2014 (Despacho n.° 5681-A/2014 de 21 de abril) ().

_Objetivo

O presente trabalho tem por objetivo apresentar os resultados do
diagnostico laboratorial das infe¢des por C. trachomatis realizado
no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre
1991 e 2014.
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_Material e métodos

Foi realizada uma andlise retrospetiva dos resultados laboratoriais
da pesquisa de C. trachomatis no Laboratério Nacional dé Refe-
réncia das Infegdes Sexualmente Transmissiveis do INSA, entre ja-
neiro de 1991 e dezembro de 2014. Neste periodo foram analisadas
amostras clinicas (urina, exsudados endocervicais, uretrais, anais
ou conjuntivais) de 36621 utentes (13885 homens e 22736 mulhe-
res), provenientes de consultas de clinica geral, de adolescentes
ou de planeamento familiar dos cuidados de salde primarios e de
consultas privadas de ginecologia e urologia, sobretudo da regiao
de Lisboa, com particular relevo para a consulta de doengas se-
xualmente transmissiveis (DST) do Centro de Saude da Lapa. Foi
possivel obter dados sobre aidade a partir de 2004. Dos 20076 in-
dividuos estudados entre 2004 e 2014, 5626 (28%) tinham menos
de 25 anos e 14450 (72%) tinham 25 ou mais anos.

Os métodos utilizados no diagnéstico laboratorial alteraram-se ao
longo dos Ultimos 23 anos. No inicio dos anos 90, a cultura em
linhas celulares (McCoy) e a imunofluorescéncia direta eram os mais

Grafico 1: [ Casos de infegao por C. trachomatis, 1991-2014.

%

usados, passando para metodologias moleculares, nomeadamente
0 PCR convencional, em meados dos anos 1990, com recurso aos
métodos comerciais Amplicor e Cobas-Amplicor (Roche). A partir
de 2010 passou a utilizar-se um equipamento robotizado que inclui
uma tecnologia PCR em tempo real, Cobas 4800 (Roche). Todos 0s
testes foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

_Resultados
Globalmente, a pesquisa de C. trachomatis revelou-se positiva em
2817 (7,7%) dos 36621 individuos estudados: 8,9% (1242/13885)

nos homens e 6,9% (1575/22736) nas mulheres.

O gréfico 1 apresenta a frequéncia de casos positivos de infecao
por C. trachomatis por sexo entre 1991 e 2014,

O gréfico 2 apresenta 0 nimero de pesquisas efetuadas e a fre-
quéncia de casos positivos de infecdo por C. trachomatis nos dois
grupos etarios anteriormente definidos.
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Gréafico 2 : [ Casos de infegédo por C. trachomatis em utentes

<25 anos e > 25 anos, 2004-2014.
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_Discusséo e conclusdes

Os resultados apresentados no presente trabalho ndo tém expres-
sao do ponto de vista epidemiologico, uma vez que apenas refle-
tem os resultados do diagnostico laboratorial realizado no INSA.

A positividade global de 7,7% é mais elevada do que as obtidas em
estudos de rastreio (). Esse facto pode ser considerado como ex-
pectavel uma vez que cerca de dois tercos dos utentes foram pro-
venientes de uma consulta de DST, a qual potencialmente terdo
recorrido individuos com comportamentos de maior risco para a
aquisicao de IST.

Observou-se um decréscimo em meados da década de 1990, um fe-
némeno conhecido na epidemiologia das IST e relacionavel com a al-
teracao de comportamentos, na sequéncia do aparecimento do virus
da imunodeficiéncia humana no final da década de 1980. Tal como
tem sido referido em estudos de rastreio () & possivel constatar um
aumento da frequéncia de casos de infecao por C. trachomatis a
partir do inicio do novo milénio e é de realgar a maior frequéncia na
populagéo jovem com menos de 25 anos.

Espera-se que a notificagdo obrigatéria de casos de infecao por
C. trachomatis, introduzida pelo Despacho n.° 5681-A/2014 (4),
venha a constituir um instrumento Util na vigilancia desta IST em
Portugal. No entanto, alerta-se para o facto da pesquisa laborato-
rial de C. trachomatis n&o estar incluida na tabela da Administra-
cao Central para os Cuidados de Saude (ACSS) “ET.ACSS 4:2011
- Produto de Software para requisicao electrénica de meios com-
plementares de diagndstico e actos terapéuticos” e disponibiliza-
da para os cuidados de saude priméarios. Constata-se, assim, que
a pesquisa de C. trachomatis n&o esta a ser realizada por rotina
em Portugal desde o final de 2011. Este facto, aumenta o risco de
progressao da infe¢do para sequelas graves, com especial impac-
to para a saude reprodutiva (infertilidade) e neonatal (transmissao
e infecao do recém-nascido) da IST bacteriana mais frequente em
todo 0 mundo.
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_Introdugéo
Os Enterovirus pertencem a familia Picornaviridae e sao virus de
ARN de cadeia simples e linear (1),

A sua transmissao é predominantemente por via fecal-oral, embora
a via respiratéria-oral, bem como o contacto com objetos contami-
nados também esteja descrito (1),

Estes virus encontram-se divididos em 3 grupos, os virus Polio, 0s
Coxsackievirus (grupos A e B), e os Echovirus. Estao identificados
68 serotipos pertencendo, 3 serotipos aos virus da Poliomielite, 23
aos Coxsackievirus do grupo A, 6 aos Coxsackievirus do grupo B
e 29 aos Echovirus. Os Enterovirus identificados mais recentemen-
te ndo sao incluidos nesta classificagao, sendo designados como
Enterovirus 38, 68 e 71 (),

As infe¢Oes a Enterovirus podem ser assintométicas ou causar
sintomatologia que pode variar de ligeira a grave. Os virus da Po-
liomielite podem provocar infecdes subclinicas, doenca ligeira,
meningite asséptica ou doenca paralitica permanente e até mesmo
fatal (poliomielite). Os Coxsackievirus sao o agente etioldgico mais
comum na doenca cardiaca viral e os Echovirus podem provocar
desde febre, a meningite asséptica ou conjuntivite hemorragica
aguda (1),

Em 1988, a 41* Assembleia Mundial de Saude tomou a resolugao
de erradicar, a nivel mundial, a poliomielite, tendo em 1995 Portugal
iniciado o programa de erradicagao (%). Em 1999, a OMS estabele-
ceu na regido europeia uma rede de laboratérios de referéncia, em
que participa o Laboratério Nacional de Referéncia da Poliomielite
do Instituto Nacional de Satde do Doutor Ricardo Jorge (INSA), que

passou a realizar a investigagao laboratorial de todos os casos de
paralisia flacida aguda (PFA) em criancas com menos de 15 anos e
de todos 0s casos suspeitos de poliomielite em qualquer idade. Em
2002, a OMS declarou a Regiao Europeia livre de Poliomielite.

Em Portugal, em 2010, e como complemento ao sistema de vigi-
lancia da PFA (4) j4 existente, foi desenvolvido pelo Laboratério
Nacional de Referéncia da Poliomielite do INSA, em colabora-
¢ao com alguns hospitais, um sistema de vigilancia laboratorial
de Enterovirus, uma vez que 0 numero de casos de PFA notifica-
dos anualmente foi sempre inferior ao preconizado pela OMS (>1
caso PFA/100.000), sendo por isso, necessario complementar o
sistema de vigilancia da PFA vigente.

_Objetivo

Analisar os resultados do diagndstico laboratorial de casos sus-
peitos de infecao a Enterovirus recebidos no INSA ao abrigo do
Programa de Erradicacéo da Poliomielite (Vigilancia Laboratorial
da PFA e de Enterovirus) entre 2010 e 2013.

_Material e métodos

Para efeitos do presente trabalho, constituiram fonte de dados to-
dos 0s hospitais que participaram na vigilancia laboratorial da PFA
e de Enterovirus, no &mbito do Programa de Erradicacao da Polio-
mielite, e que no periodo em estudo enviaram ao INSA amostras
clinicas de casos suspeitos de infecao a Enterovirus para confir-
magao laboratorial.

O diagnostico laboratorial foi realizado por isolamento viral em cul-
tura celular com posterior tipificagdo pela técnica de neutralizagao
ou sequenciacdo gendémica (5:6),

Preparacédo das amostras: as amostras fecais foram tratadas com
cloroférmio de acordo com as indicagdes da OMS.

Isolamento viral: 0 isolamento viral foi realizado em tubo por ino-
culagdo de 200 pl de fezes tratadas (extrato de fezes) em células
Hep-2, RD, MRC-5 e L20B. A incubagéo processa-se a 37°C com
5% de COQ. O efeito citopatico (CPE) carateristico da multiplica-
¢éo dos Enterovirus foi observado diariamente.

19



Observacoes_ Boletim Epidemiolégico

Identificacéo viral: a identificagdo viral foi efetuada por reagéo de
neutralizagédo. Para o efeito, utilizou-se pools de antissoros prepara-
das no National Institute of Public Health and Environment (RIVM),
em Bilthoven de acordo com os procedimentos da OMS (°). Nos ca-
S0s em que ndo foi possivel por reagdo de neutralizacao efectuar a
identificacé@o dos Enterovirus isolados esta foi realizada por sequén-
ciagcado gendmica.

Quando néo foi possivel identificar os Enterovirus isolados pela téc-
nica de neutralizagdo ou por sequenciacao gendmica, estes foram
designados por Enterovirus néo Polio (EVNP).

_Resultados

Entre 2010 e 2013 foram analisadas 651 fezes de 625 casos sus-
peitos de infec@o por Enterovirus, dos quais 28 eram casos de
PFA. Foram igualmente analisadas fezes de 7 casos de meningi-
te assética, provenientes de 3 surtos sem ligagao epidemioldgica
no espago, no tempo e entre individuos conhecida que ocorreram
em Portugal.

Entre 2010 e 2013 foram identificados 143 (143/625; 22,9%) ca-
so0s de infecdo a Enterovirus com a seguinte distribuicdo temporal:
46 casos em 2010; 47 em 2011; 24 em 2012 e 26 casos em 2013
(tabela 1).

Tabela 1: [ Distribuicdo do nimero de casos de infegédo a

Enterovirus por ano de diagnéstico, 2010-2013.

Ao Casos positivos Casos negativos Total
n % n % n %
2010 46 29 108 4l 154 100
oot 4 2 | 00 68 | - w100
o ow o e s s 00
ow 5 150 8 w8 100
Total 143 482 625

&

2 serie | H A

Em 2010, os Enterovirus mais frequentemente isolados no INSA
foram o Echovirus 6 (34,8%) e o Echovirus 30 (23,9%). Em 2011,
0 Echovirus 6 e o Echovirus 11 constitufram respetivamente
14,9% e 19,1% do total de casos diagnosticados nesse ano. Em
2012, o Echovirus 21 (29,2%) e em 2013 o Echovirus 5 (11,5%)
foram os mais frequentes. Em 2013 foram igualmente isolados
2 virus da Poliomielite tipo 1 e tipo 3 Sabin like numa crianca
residente em Angola sem suspeita de poliomielite (tabela 2).

Dos 143 casos positivos para Enterovirus, a grande maioria (n=105;
78,4%) nao referiu o diagndstico clinico suspeito da infe¢do. Os res-
tantes 38 casos positivos (26,6%) possuiam diagnéstico clinico de
meningite.

_Discussao e conclusdes

Em 2010, o Echovirus 6 e 0 Echovirus 30 foram os Enterovirus pre-
dominantemente identificados, correspondendo a cerca de 60%
dos casos positivos diagnosticados no INSA.

Da andlise da distribuicdo do nimero de casos de infegao por Ente-
rovirus entre 2010 e 2013 verificou-se que o Echovirus 6 foi o virus
mais frequente, seguido dos EVNPs. Acrescente-se que se verificou
uma acentuada diminuicao de casos de infe¢do por Echovirus 30
entre 2010 e 2012 e que nenhum caso foi identificado no INSA em
2013. E igualmente de realcar que em 2012 foram isolados, pela pri-
meira vez em Portugal, trés virus Enterovirus 71 cujo gendtipo (C2)
é circulante na Europa.

Saliente-se que em 2013 os EVNPs corresponderam a 30,9% dos
virus isolados, sendo o Echovirus 5 0 segundo virus mais frequen-
te (11,5%). Neste mesmo ano foram igualmente isolados 2 virus da
Poliomielite tipo 1 e tipo 3 estirpe Sabin like numa crianga residen-
te em Angola sem quadro clinico de poliomielite.
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Tabela 2: [ Distribuigdo do nimero de casos de infegdo a Enterovirus
por ano de diagndstico, 2010-2013.

Ano de diagnéstico

Virus 2010 2011 2012 2013
n % n % n % n %

Coxsackie B2 1 2,2 3 6,4 - - - -
Coxsackie B3 2 4,3 1 2,1 - - - -
Coxsackie B4 s 1 4,2 - -
Coxsackie B5 1 2,2 1 2,1 1 4,2 2 7.7
Coxsackie A2 - 1 4.2 - -
Coxsackie A4 s 2 4,3 1 4,2 - -
Coxsackie A6 1 2,2 - - 1 3.8
Coxsackie A8 s 1 2,1 - - 1 3.8
Coxsackie A9 3 6,5 4 8,5 - - - -
Coxsackie A11 2 4,3 - - - -
Coxsackie A16 - 2 4,3 - - - --
Echovirus 3 ° - - 1 3.8
Echovirus 4 ° - - 1 3.8
Echovirus 5 ° 1 4,2 3 11.5
Echovirus 6 16 34,8 7 14,9 3 12,5 2 7.7
Echovirus 7 2 4,3 4 8,5 - - - -
Echovirus 9 - - - - B
Echovirus 11 2 4,3 9 19,1 - - -
Echovirus 13 - - = 2 7.7
Echovirus 18 - 1 2,1 4 16,7 -
Echovirus 21 ° 7 29,2 1 3.8
Echovirus 25 4 8,8 1 2,1 1 4,2 2 7.7
Echovirus 30 11 23,9 4 8,5 1 4,2 -
Enterovirus 71 = 3 6,4 1 4,2 -
Poliovirus tipo 1 - 0 - - 1 7.7
Poliovirus tipo 3 - 0 - - 1 7.7
EVNP * 1 2,2 4 8,5 2 8,3 8 30.9

Total 46 ‘ 100 ‘ 47 ‘ 100 ‘ 24 ‘ 100 ‘ 26 ‘ 100

* Enterovirus nao Polio

A distribuigao dos casos positivos por diagnostico clini-
co carece de apreciacao, uma vez que a maior parte dos
instrumentos de notagdo que acompanharam 0s produ-
tos biolégicos nao mencionavam esta informagéao.

Apesar dos 3 surtos de meningite asséptica néo terem
ligagao epidemioldgica no espaco, no tempo e entre in-
dividuos conhecida, o Echovirus 6 foi 0 agente etioldgi-
cO responsavel por estes surtos.

Por Ultimo, saliente-se que a vigilancia laboratorial de
Enterovirus parece ser um instrumento Util ao sistema
de vigilancia da PFA, pois n&o so possibilita conhecer
0s Enterovirus em circulagcdo em Portugal como permi-
te identificar virus da poliomielite, demonstrando assim
a sua sensibilidade na identificacao destes virus impor-
tados.
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_Introdugéo

O Programa Nacional de Vigilancia da Gripe (PNVG) integra as
componentes clinica e laboratorial, permitindo a descricdo da
atividade gripal na populacao portuguesa através da determinacao
semanal da taxa de incidéncia de sindroma gripal (SG) e da
identificacdo e caracterizacao das estirpes do virus da gripe que
circulam em cada inverno. A operacionalizagdo da componente
clinica do programa de vigilancia conta com a colaboragdo de
médicos de familia da Rede Médicos-Sentinela que notificam casos
de SG da sua lista de doentes, possibilitando o calculo da taxa de
incidéncia. A componente laboratorial ¢ assegurada pelas redes
Médicos-Sentinela, Servigos de Urgéncia, Servigos de Obstetricia,
bem como os médicos participantes no projeto EuroEVA, que
enviam amostras bioldgicas ao Laboratério Nacional de Referéncia
para o Virus da Gripe e Outros Virus Respiratorios (LNRVG) para a
pesquisa do virus influenza.

Os laboratérios da Rede Portuguesa de Laboratérios para o
Diagnostico da Gripe (RPLDG) realizam também o diagndstico la-
boratorial da gripe e contribuem para a caraterizagao antigénica
e genética dos virus detetados em colaboracdo com o LNRVG.

A detecao de surtos e identificacéo de virus menos frequentes e
emergentes, com potencial pandémico e de elevado risco para a

saude publica constituem igualmente dreas de atuagao do PNVG.

A vigilancia da gripe é realizada durante todo o ano, estando es-
pecialmente ativa entre 0s meses de outubro e maio, atualizando

e disponibilizando semanalmente a informacéo relacionada com a
atividade gripal, por forma a possibilitar orientacdes para as me-
didas de intervencédo que conduzam a redugao da morbilidade e
mortalidade e prevencao da doenca respiratéria.

_Objetivo

Pretende-se com a presente publicacao, divulgar a analise prelimi-
nar da atividade gripal em Portugal na época de 2014/2015 (entre
15 de setembro de 2014 e 20 de margo de 2015).

_Material e métodos

Durante o periodo em estudo foram notificados casos de SG de
acordo com a definicdo de SG do ECDC (1) i.e. inicio subito dos
sintomas e com a presenca de pelo menos um sinal/sintoma sisté-
mico e respiratorio. As taxas de incidéncia semanais de SG foram
calculadas com base nas notificacdes de SG enviadas ao Institu-
to Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) pela Rede Mé-
dicos-Sentinela, no ambito da componente clinica do PNVG.

O diagndstico laboratorial do virus da gripe pela metodologia RT-PCR
em tempo real (2+3) permitiu a pesquisa dos virus influenza do tipo A
(subtipos H1pdm09 e H3) e do tipo B (linhagens Yamagata e Victoria).

Foi realizado o isolamento do virus da gripe em cultura celular (MDCK
e MDCK-Siat1) e efetuada a caraterizacao antigénica e genética dos
virus em circulagao no presente inverno, provenientes do PNVG e da
RPLDG. Os virus isolados foram caraterizados antigénicamente pela
reacao da inibicdo da hemaglutinac@o. A caraterizagéo genética foi
realizada através da sequenciac@o da regido que codifica a subuni-
dade HA1 do gene da hemaglutinina dos virus influenza.

_Resultados

Vigilancia clinica e laboratorial da gripe

No inverno de 2014/2015 a atividade gripal foi considerada eleva-
da e o maior nimero de notificaces foi observado nos meses de
janeiro e inicio de fevereiro. O periodo epidémico ocorreu entre as
semanas 1/2015 e 8/2015, & semelhanga da época anterior (4), com
um valor maximo de incidéncia de 148 casos de SG por 100000 ha-
bitantes na semana 4/2015 (gréfico 1).

22



> =)

) - T T
c ’ nstiuto_Nacional de Satde Observages_ Boletim Epidemiolégico 2 . :

Doutor Ricardo Jorge

g v 4
22 série a1l g =l 4 www.insa.pt

artigos breves_n. 6

Grafico 1: [/ Distribuicdo semanal dos casos de gripe detetados por RT-PCR em tempo-real, por tipo/subtipo do virus
influenza e segundo a semana de inicio da doenga, na época 2014/2015, entre a semana 38/2014 (15 de
setembro de 2014) e a semana 12/2015 (20 de margo de 2015).
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Na época 2014/2015, entre 15 de setembro de 2014 e 20 de margo Grafico 2: [ Diagndstico laboratorial da gripe nos casos de SG

de 2015, foram enviados ao LNRVG 887 exsudados da nasofaringe, na época de 2014/2015, entre a semana 38/2014
200 d . entes d <dicos de famil int (15 de setembro de 2014) e a semana 12/2015
0s quais provenientes dos médicos de familia que integram a (20 de margo de 2015).
Rede Médicos-Sentinela e do Projeto EuroEVA e 487 dos Servigos
de Urgéncia e Obstetricia.
n=887
A andlise laboratorial permitiu a identificagao do virus influenza em Influenza
A(H1)pdm09
491 (55%) casos de sindroma gripal (gréfico 2). No total, foram ( Zz)p Zn;o
Infl
identificados 325 (37%) casos de infecdo por influenza B (linhagem Negativos  Positivos nB/L‘l{eann:a
. 45% . 55% 325; 37%
Yamagata), 146 (16%) casos por influenza A(H3) e 20 (2%) casos SEhOET |n11;sg)za o
por influenza A(H1)pdm09 (gréafico 2). 146; 16%

Os virus influenza B, A(H3) e A(H1)pdm09 co-circularam durante
a época 2014/2015, sendo que o virus do tipo B foi detetado em
maior percentagem em todas as semanas, a excepgao da semana

6, em que o virus influenza A(H3) foi 0 mais frequente (grafico 3).
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Gréfico 3: [ Diagndstico laboratorial da gripe nos casos de SG na época de 2014/2015, entre a semana 51/2014
(15 de dezembro de 2014) e a semana 9/2015 (1 de margo de 2015).
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A distribuicdo dos casos de sindroma gripal por grupo etario, Graéfico 4: [ Casos de gripe por grupo etério, na época de

2014/2015, entre a semana 38/2014 (15 de

mostra que a maior frequéncia de casos positivos para gripe foi
setembro de 2014) e a semana 12/2015

em criancas dos 5 aos 14 anos (66%; 63/96), seguida dos ado- (20 de margo de 2015).
lescentes e jovens adultos dos 15 aos 44 anos (58%; 201/346).
100 3.2 45 4,2 53
O virus influenza B foi 0 mais frequente em todos 0s grupos etérios,
no entanto atingiu percentagens mais elevadas nos grupos eta- 80 400 30,3 o
rios 45-64 anos (75,7%) & 15-44 anos de idade (65,2%) (grafico 4) o 8
Os casos de infecdo pelo virus influenza A(H3) foram observados § 0
principalmente nas criancas (0 aos 4 anos: 40,0% e 5 aos 14 anos: H
39,7%) e nos adultos com mais de 65 anos (36,8%). A frequéncia é
do virus influenza A(H1)pdmO09 variou entre 3,2% e 5,3% nos indivi- s S wl A .
duos com idade superior a 5 anos. 000 i S
20 |
0
0-4 anos 5-14 anos  15-44 anos  45-64 anos >=65 anos
Grupo etério
L %B @ %AMH3) @ % A(H1)pdmo9

Foram excluidos da andlise 17 casos, por falta de informagéo sobre a idade.
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Caraterizacao do virus da gripe

Até a semana 12/2015 foram analisados antigenicamente 95 vi-
rus influenza [88 virus influenza B/Yamagata, 5 virus influenza
A(H1)pdmO09 e 2 virus influenza A(H3)]. A andlise genética foi efe-
tuada a 67 virus influenza [40 influenza B/Yamagata, 26 influenza
A(H3) e 1 A(H1)pdm09].

Dos 88 virus B caraterizados antigenicamente apenas 2 eram
semelhantes & estirpe vacinal da presente época (B/Massa-
chusetts/2/2012) (5). A maioria (64) foi semelhante & estirpe vacinal
selecionada para 2015/2016, B/Phuket/3073/2013 (6). Os res-
tantes 22 virus influenza B foram fracamente reconhecidos pelos
antisoros especificos de ambas as estirpes vacinais. Todos 0s vi-
rus da gripe tipo B caraterizados geneticamente pertencem ao
grupo filogenético 3 da linhagem Yamagata, representado por
B/Phuket/3073/2013 e apresentam as substituicoes de aminaci-
dos carateristicas da maioria dos virus deste grupo: K48R, A108P,
N116K, S1501, N165Y, A181T, N202S, G229D, K298E e E312K. Este
grupo filogenético revelou-se heterogéneo quanto a antigenicida-
de dos virus que o integram.

Todos os virus A(H1)pdm09 isolados e caraterizados mantém-
se semelhantes & estirpe vacinal A/California/7/2009 (6). O tnico
virus influenza A(H1)pdm09 sequenciado até a semana 12/2015
integra 0 grupo genético 6B, representado pela estirpe A/South
Africa/3626/2013, com as substituicdes de aminoacidos DI7N,
K163Q, S185T, A256T e K283E na hemaglutinina viral.

A caraterizacédo antigénica dos virus influenza do subtipo A(H3)
foi dificultada, uma vez que a maioria destes virus perdeu a sua
capacidade hemaglutinante dos glébulos vermelhos. No en-
tanto, foi possivel caraterizar 2 estirpes A(H3) isoladas que se
revelaram diferentes da estirpe incluida na vacina em 2014/2015
(A/Texas/50/2012) (6). Estas estirpes influenza A(H3) séo se-
melhantes a A/Switzerland/9715293/2013 (estirpe vacinal para
2015/2016) (7).

Por sua vez, os 26 virus influenza A(H3) sequenciados distribui-
ram-se por dois subgrupos genéticos: 20 virus do subgrupo 3C.2a
(representado por A/Hong Kong/5738/2014) e 6 virus do subgru-

po 3C.3 (representado por A/Samara/73/2013). Os virus A(H3) de-
tetados em todo 0 mundo e que pertencem ao subgrupo 3C.3 séo
semelhantes antigenicamente a estirpe contemplada na vacina
antigripal 2014/2015 (A/Texas/50/2012) (6) e apresentam as subs-
tituigbes carateristicas deste subgrupo: Q33R, T128A, R142G,
N145S e N278K. No entanto, a maioria dos virus influenza A(H3)
por nés sequenciados pertencem ao subgrupo 3C.2a, que a nivel
global integra virus antigenicamente diferentes da estirpe vacinal
2014/2015 e semelhantes a A/Switzerland/9715293/2013, a es-
tirpe escolhida para integrar a vacina antigripal para o hemisfério
norte em 2015/2016 (6). Os virus do subgrupo 3C.2a apresen-
taram as seguintes substituicdes na hemaglutinina: L3I, N1448S,
F159Y, K160T, N225D e Q311H.

_Discusséo e conclusdes

Na época de vigilancia 2014/2015, a atividade gripal foi elevada,
com taxas de incidéncia de casos SG superiores as da época an-
terior, num periodo epidémico de igual duracdo. O virus influenza
do tipo B foi predominante durante todo o inverno, em co-circula-
¢ao com o subtipo A(H3). Foram detetados casos esporadicos do
virus influenza A(H1)pdm09. O virus influenza B foi detetado em to-
dos 0s grupos etarios, com maior expressao nos individuos adultos.
Em contrapartida, o virus influenza A(H3) foi essencialmente deteta-
do nos individuos mais jovens. A analise antigénica e genética dos
virus influenza do tipo B e subtipo A(H3) circulantes mostrou dife-
rencas relativamente s estirpes vacinais da época 2014/2015 (6),
Os virus do sub-tipo A(H1)pdm09 mantém-se semelhantes a estir-
pe vacinal. Os virus detetados no presente inverno sdo semelhantes
as estirpes recomendadas para a vacina da proxima época gripal
2015/2016 (7). No entanto, a constante e rapida mutacéo do virus
da gripe dificulta a antevisdo da semelhanca total das estirpes vaci-
nais selecionadas com as que virdo a circular.

Agradecimentos

A Rede Portuguesa de Laboratérios para o Diagnéstico da Gripe, aos
Médicos-Sentinela, aos Servicos de Urgéncia e de Obstetricia e aos partici-
pantes no estudo EuroEVA. A Inés Batista pelo apoio logistico prestado a
Rede Médicos-Sentinela. A Doutora Cristina Furtado pela revisao cientifica
do artigo.




‘ ,' nsttuto_Nacional de Saude Observages_ Boletim Epidemiolégico

artigos breves_ n. 6

Doutor Ricardo Jorge

utor Ricardo Jorge, P

www.insa.pt

Referéncias bibliograficas:

(1)

)

®)

)

(5)

7

European Centre for Disease Prevention and Control. Influenza Case Definitions [Em
linha]. Sweden: ECDC. [consult. 7/5/2015]. e Link

Wu LT, Thomas |, Curran MD, et al. Duplex molecular assay intended for point-of-care
diagnosis of influenza A/B virus infection. J Clin Microbiol. 2013;51(9):3031-8. e tink
WHO information for molecular diagnosis of influenza virus in humans - update August
2011. Geneva: World Health Organisation, 2011, & tink

Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge. Programa Nacional de Vigilancia da
Gripe: relatério da época 2013/2014 (versdo ndo editada). Lisboa, outubro 2014, > Link
Diregdo-Geral da Saude. Orientag@o n° 012/2013 de 25/09/2013. Vacinagdo contra a
gripe com a vacina trivalente para a época 2013/2014. & LNk

World Health Organisation. Recommended composition of influenza virus vaccines for
use in the 2014-2015 northern hemisphere influenza season (February 2014). Geneva:
WHO, 2014, ik

World Health Organisation. Recommended composition of influenza virus vaccines for
use in the 2015-2016 northern hemisphere influenza season (February 2015). Geneva:
WHO, 2015. @ Link

26


http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EISN/surveillance/Pages/influenza_case_definitions.aspx
http://jcm.asm.org/content/51/9/3031.long
http://www.who.int/influenza/resources/documents/molecular_diagnosis_influenza_virus_humans_update_201108.pdf
http://hdl.handle.net/10400.18/2390
https://www.dgs.pt/directrizes-da-dgs/orientacoes-e-circulares-informativas/orientacao-n-0122013-de-25092013.aspx
http://www.who.int/influenza/vaccines/virus/recommendations/201402_recommendation.pdf?ua=1
http://www.who.int/influenza/vaccines/virus/recommendations/201502_recommendation.pdf?ua=1

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

< ’ nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

_Doseamento de vitamina D em produtos
lacteos consumidos em Portugal

Diana Parreira’, Maria Celeste Serra®, Maria Graga Dias’
m.graca.dias@insa.min-saude.pt
(1) Departamento de Alimentacé&o e Nutrigdo, INSA.

(2) Centro de Investigagdo em Engenharia Quimica e Biotecnologia. Area Departamental de
Engenharia Quimica, Instituto Superior de Engenharia de Lisboa.

_Introdugéo

Em muitos paises desenvolvidos tem-se verificado um crescimento
da suplementac@o em vitamina D em varios produtos alimentares.
Este facto esta relacionado com a crescente deficiéncia desta vita-
mina, devido a fatores, como, alteragdes dos habitos alimentares,
estilo de vida com menos exposi¢do solar, utilizagéo de vestuério
que cobre uma grande percentagem de pele, utilizacao de proteto-
res solares, cor de pele (quantidade de melanina) e idade (7).

A deficiéncia em vitamina D pode originar inimeros disturbios na
saude, nomeadamente deformagdes na estrutura éssea, como ra-
quitismo em criancas, redugao da capacidade do organismo no
combate a infecdes e agravamento de doencas autoimunes (2 ),

A escassez de fontes alimentares naturais de vitamina D, nomeada-
mente em determinadas dietas, tem levado a industria a suplementar
alguns dos produtos de maior consumo com o objetivo de possibilitar
a ingestdo da dose didria recomendada (DDR), 5 pg/dia (). Produ-
tos lacteos, cereais e pao enriquecidos em vitamina D estao disponi-
veis no mercado em algumas areas geograficas, como nos Estados
Unidos da América e no norte da Europa, fazendo parte de uma po-
litica de prevencao da satde (5 6),

_Objetivo

O presente trabalho apresentou como objetivo a determinagao do
teor de vitamina D em produtos lacteos disponiveis no mercado
portugués de modo a contribuir para a avaliacdo da ingestao des-
ta vitamina e estabelecer comparagdes com os valores apresen-
tados nos respectivos rétulos.

_Materiais e métodos

O procedimento de determinacdo da vitamina D baseou-se na
norma EN 12821, que apresenta um método de cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia (HPLC) com quantificagdo através do método
de padrao interno (7).

Os compostos de vitamina D presentes nas varias amostras foram
extraidos da matriz recorrendo a saponificagéo, extracao liqui-
do-liquido e concentracéo, e em seguida, isolados através de um
método de HPLC semi-preparativa de fase normal. Para posterior
identificacao e quantificagao foi utilizado um método de HPLC ana-
litico de fase reversa, com detegdo a um comprimento de onda de
265 nm e quantificagdo através do método do padréo interno. Os
teores obtidos laboratorialmente foram comparados com os rotula-
dos tendo em consideragao as incertezas dos resultados das me-
dicdes, avaliadas com base nos dados de validagao.

Neste trabalho foram utilizados produtos lacteos existentes no
mercado portugués em que a vitamina D foi adicionada pelos
fabricantes (amostras fortificadas). As amostras, cujas carateris-
ticas s@o apresentadas na tabela 1, foram adquiridas no ano de
2013 em hipermercados da regido de Lisboa.

Cada amostra analisada foi composta a partir de trés lotes diferen-
tes do produto, utilizando uma embalagem de cada lote. As amos-
tras foram analisadas em duplicado.

_Resultados e discusséo

O método analitico utilizado foi previamente validado no labora-
torio, tendo-se obtido como limite de detecéo 0,1 pg/100 g de
amostra e como limite de quantificagdo 0,25 pg/100 g de amostra.
Tendo em consideragédo os baixos teores de vitamina D presentes
nos alimentos, nomeadamente nos laticinios, incluindo os forti-
ficados (tabela 1), o método foi estudado e validado de forma a
conseguir-se um limite de quantificagdo adequado a este tipo de
produtos. E de referir que, apesar dos teores de vitamina D neste
grupo de alimentos ser relativamente baixo, sao produtos ingeri-
dos em elevadas quantidades, pelo que a sua ingestdo contribui
significativamente para a dose diaria recomendada.
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Tabela 1: [/ Amostras em estudo neste trabalho.

Vitamina D

Produto lacteo Carateristicas amostras
A logurte liquido infantil de varios sabores
B Queijo fresco tipo “queijinho” de véarios

sabores - marca 1

C Queijo fresco tipo “queijinho” de varios
sabores — marca 2

D Leite fermentado probidtico de varios
sabores

E logurte liquido de morango

F Leite de vaca meio-gordo

G Leite achocolatado

especificada no
rétulo

Teor de vitamina D determinado

Teor em vitamina D laboratorialmente

no rétulo (Mg/100 g) + incerteza

0,83 ug/100 g 0,60+0,2

1,3 ug/100 g 1,56+£0,4

1,05 ug/100 g 0,39 + 0,09

0,75 1g/100 g 0,60 0,2

0,75 pg/100 g 0,80 £ 0,2
0,75 pg/100 mL 0,28 + 0,07

0,8 pug/100 mL 0,60 +0,2

As amostras, A, C, D, F e G apresentaram desvios negativos em re-
lagdo a rotulagem, 33, 63, 20, 62 e 21%, respetivamente enquanto
as amostras B e E apresentaram desvios positivos em relagéo ao
rotulado, 13 e 4%.

Tendo em consideragéo a incerteza expandida dos resultados da
medicao, 26%, os produtos C e F apresentaram um teor de vitami-
na D significativamente inferior ao rotulado (intervalo de confianga,
95%).

Com base nas determinacdes efetuadas e tendo como referéncia a
DDR, o consumo diério de 200 g de produtos lacteos do tipo dos
analisados poderéa fornecer entre 12% e 60% da necessidade diéria
de vitamina D.

_Conclusoes

Das amostras analisadas, cinco apresentaram um teor de vitami-
na D concordante com o rotulado e duas amostras um teor signi-
ficativamente inferior ao referido na embalagem.

O consumo de produtos lacteos constitui uma fonte importante
de vitamina D, contribuindo para se atingir a DDR e, desta forma,
para a prevencao da deficiéncia em vitamina D, particularmente
nas crian¢as que apreciam este tipo de alimentos.
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_Aplicacao do Seis Sigma na avaliacao
da inexatidao (Bias) dos resultados
laboratoriais do parametro cortisol sérico,
2012-2014
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(1) Departamento de Engenharia Mecanica e Gestao Industrial. Faculdade de Ciéncias e
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(2) Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade. Unidade de Avaliagéo Externa
da Qualidade. Departamento de Epidemiologia, INSA

(3) Grupo de Estudos de Laboratdrio de Endocrinologia, Sociedade Portuguesa de
Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo.

_Introducéo e objetivo

Na préatica laboratorial, é crescente a preocupagao com a obten-
¢éo de resultados fidedignos, que possam apoiar corretamente
os profissionais de saude no diagnéstico, tratamento e controlo
de patologias nos utentes (1:2) .

Outra questao que requer especial controlo, é a variabilidade dos
resultados analiticos entre diferentes laboratoérios, para um de-
terminado parametro de medicdo (3). A trabalhar neste sentido, o
Programa Nacional de Avaliag&o Externa da Qualidade (PNAEQ) do
Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (INSA) tem como
missao a promogao, organizagao e coordenagao de programas de
Avaliagdo Externa da Qualidade (AEQ), e 0 objetivo de avaliar o de-
sempenho interlaboratorial dos laboratérios participantes.

E objeto de estudo, os resultados dos laboratérios participantes
obtidos pelo PNAEQ, no programa de Endocrinologia, para o pa-
rametro Cortisol Sérico, entre os anos de 2012 e 2014, de forma
a detetar problemas e causas para a variabilidade entre laborat6-
rios na medicao do mesmo lote de amostra.

O Cortisol Sérico, € a hormona esteroide mais abundante na circu-
lacdo sanguinea, e é importante no controlo de diversas patologias,
como o sindroma de Cushing (sobreprodugéo), a doenga de Addison
(subprodugao), hipopituitarismo (diminuicao da secrecéo de hormo-
nas pela hipdfise), a hiperplasia (aumento de volume de um 6rgao
pela multiplicagéo celular) e o carcinoma supra-renal. Por isso, é im-
portante assegurar a determinagdo de concentragdes exatas.

_Material e métodos

No tratamento dos dados, utilizou-se o algoritmo A referenciado na
norma ISO 13528, que é um método robusto, pois corrige valores
absurdos (outliers), em vez de os eliminar do tratamento estatistico.

Visto que se esté a tratar de variabilidade interlaboratorial, ou seja,
inexatidao, os resultados laboratoriais foram transformados em per-
centagem do bias, dado pela seguinte formula:

Bias = | valor do laboratério - valor alvo | / valor alvo.

Foi necessario verificar, quanto & diferenga dos métodos utilizados
na determinagao do Cortisol pelos laboratérios, e das concentra-
¢Oes das amostras de controlo em cada ensaio realizado, no pe-
riodo determinado. Para tal construiu-se uma tabela ANOVA. Teve
de ser garantida a normalidade dos dados, utilizando o teste de
Kolmorogov-smirnov para a sua verificacao, e a transformagao de
Box-Cox, nos casos em que 0s valores nao seguem uma distribui-
¢ao normal. Este processo poderia ter sido evitado, caso o nimero
de resultados fosse igual ou superior a 30 por cada ensaio.

Recorreu-se ao Seis Sigma enquanto metodologia e métrica, supor-
tadas pela aplicagdo do ciclo DMAIC (Define, Measure, Analyze,
Improve, Control).

_Resultados e discussédo

Depois de tratados 0s dados pelo algoritmo A, de transformados
em percentagem do bias, e de ser garantida a sua normalida-
de, construiu-se a tabela ANOVA (4), representada pela tabela 1.
Tendo em conta as estatisticas de teste e os resultados da tabela
ANOVA (Anélise de Variancia), verifica-se, estatisticamente, que
os métodos analisados ndo séo significativamente diferentes, ao
passo que as concentracdes sao significativamente diferentes,
como era ja esperado. A interagdo métodos-concentracédo nao
influencia os resultados da medi¢cdo. Assim, a avaliagdo do de-
sempenho laboratorial, é realizada por concentragdo/ensaio de
avaliacdo externa da qualidade, evitando-se a estratificagao por
métodos. Desta maneira, sera obtido um conjunto de 12 valores,
ordenados cronologicamente (resultados de 4 ensaios por ano,
durante 3 anos), para a avaliacao global de desempenho labora-
torial, que neste caso ¢ o nivel sigma.
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Tabela 1: [ Tabela ANOVA.

FW s L MS F F

critico
A 1,77 11 0,16 3,05 1,83
M 0,11 2 0,06 1,04 3,03
AM 1,00 22 0,06 0,88 1,59

Erro 12,20 231 0,05

Total 15,10 266

FV - Fatores de Variagéo; A - Concentragéo para cada ensaio;

M - Métodos utilizados nas medic6es; AM - Interagdo Concentragao - Método;
SS - Variagao dos fatores; U - Graus de liberdade; MS = SS/V);

Fo = MS/Mgerro 5 Feritico — Tabelado (distribuicao Fisher);

Se Fo > Feriico O fator é significativamente diferente e influencia a medigéo.

Focando a atengéo na fase Measure (medicao) do ciclo DMAIC, re-
presentado pela figura 1 (5), em que foi efetuado a andlise estatistica
de resultados, chegou-se a um nivel sigma médio de 2,82, variando
entre 2,09 e 3,91, como se pode verificar pelo gréfico da figura 2. A
especificacdo da qualidade utilizada neste calculo, foi a referida no
CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments) para o parame-
tro cortisol (25%- valor maximo admissivel para o valor do bias).

Figura 1: [ Fases do ciclo DMAIC.

Define
Definir

Control Measure
Controlo Medigéo

66

Analyze
Analisar

Improve
Melhoria

_Conclusoes

Pelo resultado obtido para o nivel de desempenho laboratorial, e sa-
bendo que o nivel sigma ideal seria de 6 Sigma, existe claramente
uma oportunidade de melhoria da qualidade. Elevar o nivel sigma,
significa reduzir a variabilidade das medigdes entre laboratorios.

Figura 2: [ Nivel da qualidade sigma para cada ensaio, com
amostras de controlo de diferentes concentragdes.

Concentragdo  Média  Desvio LSE a P(Z>4a) DPMO Nivel
ensaio (Bias) ~ Padrao sigma
Al -1,55 0,28 -1,15 1,39 0,08 82073 2,89
A2 P .

Nivel sigma atual

A3 | 4,00
A 50 A
A5 3,60 /

\

AB 3,40 / \

AT 300 / \
\
\

Al 500 / A AN
B g =L — —

e | 20 \\ /‘/‘
2,20

20 1T T T T T T T .1
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 At1 A12

LSE - Limite Superior de Especificagao; a = (LSE - Média (Bias))/Desvio padrao
(Bias); P (Z = a) - Tabela Distribuigdo Normal Reduzida; DPMO =P (Z > a) * 106;
Nivel sigma - Tabelado em fung¢éo do DPMO.

Para isso, é necessario identificar as causas da variabilidade
(problema), determinar solugdes e estabelecer uma meta real a
atingir.

Sendo possivel implementar acdes de melhoria, o objetivo final é a
verificacao do efeito das mesmas, através do célculo do novo nivel
sigma, apos esta etapa. Assim, espera-se um nivel sigma supe-
rior ao calculado anteriormente, com a consequente diminui¢do da
variabilidade laboratorial e eliminacéo de erros, aumentando o de-
sempenho das metodologias utilizadas na determinagéo do cortisol,
com beneficio direto para o utente, no diagndstico de patologias.

O descrito anteriormente, serd um tema para abordar posterior-
mente, juntamente com o aprofundamento das outras fases do
ciclo DMAIC.
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4° Congresso Ibérico de Cianotoxinas
Lisboa, INSA, 8-10 julho 2015 - alteragéo de local

A Comissao organizadora do 4° Congresso Ibérico de Cianotoxinas
(CIC) informa da alteragdo do local do evento para o auditério do Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.

Informa-se ainda da extensdo dos prazos de participacao:
Submisséo de resumos: até 31 de maio

Resultado da apreciagao dos resumos: até 14 de junho
Inscrigdes: até 30 de junho

0 4° CIC debatera sobre episodios toxicos no ambiente e seus efei-
tos na salde humana e animal, discutindo estratégias de detegéo,
prevengao, tratamento e remediagao de situagdes de risco e a abor-
dagem a novos compostos bioativos. Serdo analisadas as novas ten-
déncias de investigacao e desenvolvimento tecnoldgico nesta area
em Portugal e em Espanha, tendo em vista a promogao da qualida-
de da &gua, dos ecossistemas e da salde das populagdes.

Anténio Quesada, especialista internacional na area das cianotoxi-
nas, serd um dos oradores no congresso. A propdsito, falou recen-
temente sobre 0 que sdo as cianotixinas, o seu impacto na saude
humana e no ambiente, e sobre a importancia deste encontro.
Leia aqui a entrevista o Link

4° CONGRESSO IBERICO DE CIANOTOXINAS
www.4cic2015.pro-insa.pt

A Comisséo organizadora: Paulo Pereira, Arminda Vilares, Carina Menezes,
Catarina Churro, Elisabete Valério, Elsa Dias

Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia. Departamento de Sadde Ambiental, INSA

Pagina web/incrigdes: www.4cic2015.pro-insa.pt
Contacto: 4cic2015@insa.min-saude.pt

2° Reuniao TORCHnet

2° Reuniao JA CHRODIS - 2015

Joint Action on Chronic Diseases and Promoting Healthy
Ageing Across the Life Cycle

Coldnia, 26 maio 2015

No ambito da JA-CHRODIS, cujo principal objetivo é a prevencao de
doencas cronicas e a promogao do envelhecimento saudavel na popu-
lagdo europeia ao longo do ciclo de vida, vai reunir-se no proximo dia
26 de maio, em Colonia (Alemanha), o grupo de trabalho (WP5) sobre
“Boas Préaticas em promogéo da saude e prevengao da cronicidade”.

Esta reunido de trabalho centra-se na:

1. apresentacao e discussao dos critérios propostos pelo Painel de pe-
ritos em “Promocao da Saude” para a identificagao das “Boas Préticas”
e dos resultados obtidos pelos varios parceiros associados na escolha
de trés exemplos representativos das mesmas, a nivel nacional.

2. andlise e debate dos resultados das atividades realizadas recente-
mente em cada uma das areas de trabalho definidas, nomeadamente
a nivel da organizagéo das iniciativas de divulgacao e do planeamen-
to das visitas de estudo a realizar.

O encontro realiza-se na sequéncia da primeira reuniao do WP5 em
2015, decorrida a 20 de fevereiro, passado o primeiro ano de traba-
lho, onde o INSA contribuiu na discussao e apresentacao do relatério
sintese sobre a vis@o global das interven¢des em promogao da sau-
de e prevencdo primaria realizadas em Portugal, nas areas da doen-
¢a cardiovascular, do acidente vascular cerebral e da diabetes tipo 2.

O Instituto Ricardo Jorge sera representado pela investigadora Luciana
Costa, do Departamento de Promocéo da Saude e Prevencao de Do-
encas Nao Transmissiveis.

Para além desta 4rea de trabalho, o INSA participa no desenvolvimen-
to da Plataforma sobre as doengas cronicas na Europa (WP 4).

Saiba mais sobre o projeto em http://www.chrodis.eu/
Contacto: luciana.costa@insa.min-saude.pt

Rede Nacional de Vigilancia Laboratorial e Clinica de Infecdes Congénitas

Lisboa, INSA, 29 junho 2015

No &mbito das Jornadas de Doengas Infeciosas 2015, 0 INSA realiza dia 29 junho a 22 Reunido TORCHnet.

Este encontro ir4 debater: Vigilancia epidemioldgica: situagdo em Portugal e na Europa - SINAVE / TESSy;
Atividades de vigilancia laboratorial do INSA para os diferentes agentes: Toxoplasma gondii, VIH; Treponema
pallidum; Virus da Rubéola e Virus Varicela - Zoster; CMV; Parvovirus B19 e HSV; TORCHnet: apresentagao
e funcionamento da plataforma informatica e otimiza¢ao e funcionamento da Rede.

Programa e mais informagdes brevemente disponiveis em www.insa.pt

22 Reunido TORCHnet

Rede Nacional de Vigilancia
Laboratorial e Clinica
de Infecdes Congénitas

-
{

Jornadas de Doencas Infeciosas 2015
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