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Observar as doengas infeciosas

A Comissao Europeia adotou a partir de 2008 as definicdes de
caso para todas doengas infeciosas sob vigilancia a nivel euro-
peu. Este foi o culminar de varios anos de trabalho pelo Europe-
an Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e seus
parceiros dos institutos nacionais de saude publica, sendo uma
conquista que todos nés nos devemos orgulhar.

Estas definicdes de caso a par da informagao clinica e epidemiolé-
gica tém como suporte principal a informagéo laboratorial.

A sua aplicacdo continua a ser um desafio significativo onde a
capacidade de diagnostico laboratorial para testar alguns agen-
tes é extremamente limitada. O resultado € que existem lacunas
com intervenientes simplesmente a ndo comunicarem os dados
de algumas doengas o que constitui motivo de preocupagao.

Sabemos que os orcamentos de salde publica continuam a estar
sob pressao e que a vigilancia ndo é necessariamente a principal
prioridade, no entanto devemos trabalhar com o objetivo de conti-
nuar a estabelecer pontes com 0s restantes intervenientes neste
processo de forma que a vigilancia epidemioldgica destas doengas
melhore e se torne mais efetiva permitindo uma mais adequada in-
formagao aos decisores politicos.

Em Portugal, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
desenha um papel de garante de que existe capacidade laboratorial
instalada para responder a qualquer desafio nesta area, constituin-
do o Boletim Epidemioldgico Observacdes uma pequena amostra
do que vamos fazendo.

Este nimero apresenta de forma resumida alguns dados sobre do-
encas infeciosas de origem respiratéria, gastrointestinais, parasita-
rias e flngicas e contou para a sua obtencao, entre outros, com a
intervencao dos laboratorios de referéncia procurando desta forma
contribuir para um melhor conhecimento nacional das doencas
infeciosas.

Jorge Machado
Coordenador do Departamento de Doengas Infeciosas do INSA
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_Introdugéo
O quadro clinico das infe¢cdes respiratorias virais € muito semelhan-

te, sendo dificil efetuar um diagnostico etiologico baseado exclusi-
vamente em critérios clinicos (1),

Motivado pela existéncia de informagdo escassa relativamente a
etiologia viral da sindroma gripal em Portugal, o Laboratoério Nacio-
nal de Referéncia para o Virus da Gripe e Outros Virus Respiratérios
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) tem re-
alizado, nas Ultimas 4 épocas de inverno, o diagnéstico diferencial
de virus respiratérios, nos casos de sindroma gripal (SG) notifica-
dos no &mbito do Programa Nacional de Vigilancia da Gripe.

_Objetivo

Este estudo tem como primeiro objetivo caraterizar a etiologia do
sindroma gripal, através do diagnéstico diferencial de virus respi-
ratorios, em casos de SG analisados no Laboratério Nacional de
Referéncia do INSA no inverno 2013/2014. Constitui segundo ob-
jetivo conhecer a distribuicdo temporal dos virus respiratérios de-
tetados ao longo deste mesmo periodo de tempo.

_Material e métodos

No ambito do Programa Nacional de Vigilancia da Gripe, e de
acordo com a definicdo do European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) (2), sao considerados casos de SG os doentes
com inicio subito de sintomas, e que descreveram a presenca de
pelo menos um sinal/sintoma sistémico e outro respiratdrio. Durante
a época 2013/2014, foi efetuada a colheita de um exsudado nasofa-

B i
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ringeo a 859 doentes com quadro clinico SG e realizada a pesquisa
laboratorial dos virus influenza: do tipo A (subtipos H1pdmQ9 e H3),
e do tipo B (linhagens Yamagata e Victoria).

Nos casos de SG com resultados negativos para o virus da gripe
(n=395), foi realizado o diagndstico diferencial de outros virus respi-
ratérios, nomeadamente: o virus sincicial respiratério do tipo A e B
(RSV A e RSV B), o rinovirus humano (hRV), o virus parainfluenza
dos tipos 1, 2 e 3 (PIV1, PIV2 e PIV3), 0 coronavirus humano (hCoV-
229E, hCoV-0C43 e hCoV-NLB3), o adenovirus (AdV) e 0 metapneu-
movirus humano (hMPV). Para o diagndstico diferencial dos virus
respiratérios foi utilizada a metodologia de PCR em tempo real, em
multiplex (%:4), possibilitando, desta forma, a detegdo de um ou mais
agentes (infecdes multiplas) envolvidos na infegéo respiratdria.

Para a analise descritiva dos dados recorreu-se ao calculo de fre-
quéncias absolutas e relativas.

_Resultados

0O agente etioldgico foi identificado em 77,1% (662/859) dos casos
de SG analisados. O virus da gripe foi 0 agente respiratorio deteta-
do com maior frequéncia, correspondendo a 70,1% (464/662) dos
casos de SG onde foi identificado 0 agente etioldgico, seguido do
rinovirus humano detetado em 10,4% (69/662) dos casos de SG
positivos (Gréfico 1).

Para além dos virus influenza, foram detetados 0 metapneumovirus
humano (5,4%; 36/662), o coronavirus humano (5,0%; 33/662) e o
virus sincicial respiratorio (4,5%; 30/662). Os virus parainfluenza
e adenovirus foram detetados em menor nimero e de forma espo-
radica no periodo em estudo (2,6% e 0,5% dos casos de SG positi-
vos, respectivamente). Registaram-se também 10 (1,5%) casos de
infecao mista, de 2 ou mais virus respiratérios, na sua maioria asso-
ciadas ao coronavirus humano (Gréfico 1).

A maior percentagem de casos positivos para 0s virus respiratorios
analisados foi observada em criancas até aos 4 anos (Tabela 1).




< ’ nsttito_Nacional de Saude Observages_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 1

Grafico 1: [ Distribuigdo percentual dos casos de SG por diagndstico diferencial de virus respiratdrios, época 2013/2014.
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IM=infecé@o mista; A(H3)= virus da gripe A(H3); A(H1)pdm09= virus da gripe A(H1)pdm09; B/Yam= virus da gripe B linhagem Yamagata;
B/Vic= virus da gripe B linhagem Victoria; RSV A= virus sincicial respiratério do tipo A; RSV B= virus sincicial respiratério do tipo B;
hRV= rinovirus humano; PIV1, PIV2 e PIV3= virus parainfluenza dos tipos 1, 2 e 3; hCoV-229E= coronavirus humano 229E;

hCoV-0C43= coronavirus humano OC43; hCoV-NL63= coronavirus humano NL63; AdV= adenovirus e hMPV= metapneumovirus humano.

Tabela 1: [ Distribuigdo percentual de casos de SG positivos
para um agente viral respiratdrio por grupo etdrio,

época 2013/2014.
Grupo Etario (anos) Casos Positivos (%)
0-4 ‘ 58 ‘ 55 (94,8)
"""""" 5-14 8 66(76)
""""" 5-44 402 su@sy)
""""" s-64 200 10(7i8
"""""" 65+ 9 10022

* N&o estao incluidos 8 casos para os quais nao foi obtida informagéo sobre a idade.

0 virus influenza foi 0 agente predominante em todos o0s grupos eta-
rios. Quando se analisaram 0s restantes virus respiratorios, o rinovi-
rus foi 0 agente detetado com maior frequéncia em todos os grupos
etérios, a excecao das criancas ateé aos 4 anos de idade, onde predo-
minou o virus sincicial respiratério. O metapneumovirus humano e o
coronavirus foram detetados em todos os grupos etarios com maior
expressao nos individuos com idade superior a 15 anos (Gréfico 2).

Quanto a distribuicdo temporal dos virus respiratorios durante a
época gripal 2013/2014 verificou-se que, ao longo de todo o perio-
do de vigilancia da gripe, foi detetado o rinovirus. O virus sincicial
respiratorio, 0 metapneumovirus € 0 coronavirus circularam em si-
multaneo com o virus da gripe, entre dezembro de 2013 e o fim do
més de fevereiro de 2014 (Gréfico 3).
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Gréafico 2: ] Distribuigdo dos virus da gripe, rinovirus (hRV), virus sincicial respiratério (RSV),
metapneumovirus humano (hMPV) e coronavirus humano (hCoV) por grupo etério,
época 2013/2014.

100 - 250

200

- 150

Ne virus respiratorios detetados
Ne virus da gripe detetados

0-4 5-14 15-44 45-64 >=65

9 hRV 0 hMPV 5 hCoV ~ ) RSV = Gripe

Grafico 3: ['] Distribui¢ao dos virus da gripe, rinovirus (hRV), virus sincicial respiratdrio (RSV), metapneumovirus humano (hMPV)
e coronavirus humano (hCoV), por semana de inicio da doenga, época 2013/2014.
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_Discusséo e conclusédo

A semelhanca das 3 épocas anteriores (5:6), também na época
2013/2014, o rinovirus humano (10,4%) foi 0 agente patogénico mais
detetado nos casos de SG, para além do virus influenza (70,1%).
O rinovirus humano € um virus respiratério que se encontra em cir-
culacéo ao longo de toda a época de vigilancia laboratorial da gripe
(entre outubro e maio do ano seguinte). Sendo um dos agentes, as-
sociado ao SG, mais comum, infeta a populagdo em geral nos primei-
ros anos de vida (7) e & responsavel pela exacerbacdo de doencas
respiratérias cronicas em criangas e adultos (€),

Em 2013/2014, os virus hMPV, hCoV e RSV foram detetados em
5,4%, 5,0% e 4,5% dos casos de SG, respectivamente. O coro-
navirus humano, pesquisado nesta época pela primeira vez em
casos de SG, foi detetado no mesmo periodo de circulagao do
virus da gripe. A detec¢ao de metapneumovirus humano em 5,4%
dos casos de SG contrasta com a frequéncia registada na época
anterior (2,1%) (%), Este facto, alerta, s6 por si, para a importancia
de se continuar a pesquisar metapneumovirus humano em casos
SG nas épocas futuras.

A frequéncia do RSV na presente época (4,5%) foi inferior a da
época passada (9%), mas semelhante a registada nas épocas de
2010/2011 (4,7%) e 2011/2012 (5,1%) (%:10.11), Ao contrério das
épocas anteriores, 0 RSV representou uma maior proporcao nos
casos de SG nas criangas até aos 4 anos.

O hMPV e 0 RSV foram detetados durante o periodo epidémico da
gripe. Estes dois virus, com uma epidemiologia muito semelhan-
te (12) sa0 uma das causas mais comuns de infecéo respiratoria
nas criangas nos primeiros anos de vida, constituindo este grupo
de criangas uma importante fonte de transmisséo, quer aos seus
cuidadores, quer a grupos vulneraveis de maior risco (12, 13),

O virus parainfluenza e o adenovirus, tal como nos invernos anterio-
res, foram detetados em baixo nimero e de forma esporadica (° 6).

Em conclusao, este estudo evidenciou que 30% dos agentes etiold-
gicos detetados nos casos de SG analisados, na época 2013/2014,
correspondem a outros virus respiratdrios que circulam em simulta-
neo com o virus da gripe.

=012 -

nimero:

Acrescente-se, que s6 o diagndstico laboratorial da infecao respira-
téria e 0 conhecimento atempado do agente etiologico responsavel
permitira um tratamento adequado e a implementacao de medidas
de prevencéo da transmissdo da infecéo, com particular importan-
cia e impacto nos grupos populacionais com risco acrescido.
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_Introdugéo
O impacto das epidemias anuais de gripe na morbilidade e mortali-

dade tem sido alvo da maior atenco desde longa data (). A Orga-
nizacao Mundial da Saude (OMS) estima que a gripe é responsavel
por um quarto a meio milhao de dbitos por ano em todo 0 mundo.

A vacinagao continua a ser a principal medida de prevengao contra
a gripe, mesmo, e apesar, do longo periodo para a produgao da
vacina e respetiva distribuicdo pela populagdo. Os antivirais tém
também uma longa e extensa histdria no tratamento e prevencao
da gripe, sendo hoje uma importante opgéo para o tratamento da
doenga, bem como a medida de prevencao de eleicdo numa fase
inicial de uma pandemia (2). O reduzido nimero de medicamentos
autorizados para o tratamento da gripe levanta algumas preocupa-
¢oes, particularmente no que diz respeito as resisténcias aos anti-
virais (2), sendo, por isso, fundamental o estudo dos mecanismos
de resisténcia aos antivirais inibidores da neuraminidase. As muta-
¢des constantes do virus da gripe requerem, também, uma monito-
rizagéo continua especialmente das ja descritas como associadas
a alteracdes da suscetibilidade aos antivirais, quer a nivel do ambu-
latério, quer a nivel hospitalar. A baixa prevaléncia de resisténcia ao
oseltamivir e zanamivir, observada nos virus da gripe circulantes na
populagdo humana, ndo exclui a possibilidade de uma rapida emer-
géncia de resisténcia e, consequente, transmissao e propagacao
destes agentes resistentes na comunidade (%),

Este trabalho é 0 mais recente estudo retrospetivo sobre a resistén-
cia do virus da gripe aos antivirais, conduzido no ambito do Progra-
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ma Nacional de Vigilancia da Gripe, depois da pandemia de 2009, e
retne a informag&o de um elevado nimero de estirpes do virus da
gripe, detetados em doentes da comunidade e hospitalizados, de
todo o territdrio nacional e durante as Ultimas cinco épocas gripais.

_Objetivos

Neste trabalho pretendeu-se descrever o perfil de suscetibilidade dos
virus da gripe do tipo A e B aos antivirais inibidores da neuraminidase
(NAI), oseltamivir e zanamivir, em doentes com quadro clinico de sin-
droma gripal (SG) (4), diagnosticados e notificados no &mbito do Pro-
grama Nacional de Vigilancia da Gripe entre 2009 e 2014.

_Material e métodos

As notificagdes clinicas dos casos SG e as amostras bioldgicas
foram enviadas ao Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), entre 2009 e 2014, pela Rede de Médicos-Sentinela,
Rede de Servicos de Urgéncia/Obstetricia, médicos participantes
no projeto EuroEva/I-MOVE e Rede Portuguesa de Laboratérios
para o Diagnéstico da Gripe, que integram o Programa Nacional
de Vigilancia da Gripe.

A detecao do virus da gripe foi realizada por RT-PCR em tempo real
e cultura viral em linha celular MDCK (5). A avaliagdo da suscetibi-
lidade aos NAI foi realizada no Laboratério Nacional de Referéncia
para 0 Virus da Gripe e Outros Virus Respiratorios do Departamen-
to de Doengas Infeciosas do INSA, aplicando métodos de referéncia
que incluem os testes fenotipicos para a determinagéo do IC, atra-
vés do ensaio de inibicdo da neuraminidase, utilizando um substrato
fluorescente, acido 2™-(4-methyllumbelliferyl)-a-D-N-acatylneuraminic,
(MUNANA), e testes genotipicos, que incluiram a sequenciagao ge-
némica da regido codificante do gene da neuraminidase (NA) e a
pesquisa da substituicdo H275Y no gene da NA, no virus influenza
A(H1)pdm09, por RT-PCR em tempo real (6.

_Resultados

Durante o periodo do estudo foram avaliadas 357 estirpes dos virus
da gripe (206 influenza A e 151 influenza B) pelo ensaio fenotipico
para a determinagdo da suscetibilidade ao oseltamivir e zanamivir.
Foram pesquisadas, em 170 estirpes virais, as substituicdes asso-
ciadas & resisténcia aos NAI (7). Em 643 amostras positivas para o
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virus influenza A(H1)pdm09 foi pesquisada a substituicao H275Y, por
RT-PCR em tempo real. Os virus estudados refletem a prevaléncia do
tipo/subtipo em cada inverno. O virus da gripe A(H1)pdm09 predo-
minou nas épocas de 2009/10, 2010/11 e 2013/14, o virus A(H3) pre-
dominou em 2011/12 e 0 virus do tipo B circulou em simultaneo com
0 virus A(H1)pdm09 em 2010/11 e 2012/13, tendo sido predominante
nesta ultima época.

Os dados da analise fenotipica mostraram diferencas nos valores
de IC4, medianos de acordo com o tipo/subtipo e o antiviral analisa-
do (Gréficos 1, 2 e 3). Os virus da gripe do tipo A demonstraram
uma maior suscetibilidade aos inibidores da neuraminidase, quando
comparados com o0s virus do tipo B. Esta diferenca foi mais notéria
relativamente ao oseltamivir.

Os virus A(H3) mostraram uma maior suscetibilidade ao oseltamivir
(valores de IC, entre 0,41 e 0,57nM), quando comparado com o za-
namivir (valores de IC, entre 0,59 e 0,76nM) (Gréfico 1).

Nos virus A(H1)pdmQ9, os valores de IC4, medianos para os dois
antivirais em estudo foram muito semelhantes, embora evidenciem
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uma suscetibilidade ligeiramente maior ao zanamivir (Gréfico 2).
Os virus do tipo B, foram consideravelmente mais suscetiveis ao
zanamivir (valores de IC, entre 2,80 e 6,69 nM) que ao oseltamivir
(valores de IC, entre 15,14 e 30,73 nM). Esta diferenga de suscetibili-
dade para os dois antivirais foi ainda mas evidente quando os valores
medianos de IC, foram analisados por linhagem Victoria/Yamagata.
Os virus da linhagem Victoria apresentaram suscetibilidade ao osel-
tamivir duas vezes menor, relativamente a linhagem Yamagata, bem
evidenciada pelos valores de IC4, na época 2010/2011, quando foi
predominante a circulagdo dos virus da linhagem Victoria (Gréfico 3).
Estes resultados sugerem que a linhagem Yamagata apresentou uma
maior suscetibilidade ao oseltamivir.

Para 0 estudo da suscetibilidade aos antivirais ao longo do tempo,
foi realizada a andlise de acordo com o ano de isolamento da estir-
pe viral (Gréficos 1, 2 e 3). Os resultados mostram uma variagao
de época para época para cada um dos (sub)tipos, ndo sendo no
entanto visivel uma clara tendéncia para o aumento dos valores de
IC 5, a0 longo do periodo do estudo. Os testes fenotipicos permiti-
ram, em 2009/2010, a detegao de um virus A(H1)pdmO9 resistente
ao oseltamivir, com uma redugao de 720 vezes na suscetibilidade

Gréfico 1: [l Andlise dos valores de IC5, (nM) para os virus da gripe A(H3), por época (2011-2014),
obtidos pelo ensaio de inibi¢do da neuraminidase (fluorescéncia).
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Gréfico 2: [] Andlise dos valores de ICg, (nM) para os virus da gripe A(H1)pdm09, por época (2009-2014),
obtidos pelo ensaio de inibigdo da neuraminidase (fluorescéncia).
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Grafico 3: ['] Andlise dos valores de IC5, (nM) para os virus da gripe B, por época (2010-2014),
obtidos pelo ensaio de inibicdo da neuraminidase (fluorescéncia).
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ao oseltamivir (IC5,=502,48). A este caso estava associada uma his-
téria de tratamento anterior com oseltamivir e de doenca crénica
imunossupressora. Durante a época de 2010/2011 foram identifica-
dos mais 2 virus A(H1)pdm09 resistentes ao oseltamivir, através dos
ensaios genotipicos. A um destes casos estava igualmente associa-
do um tratamento prévio com o antiviral, doenca crénica imunossu-
pressora e gravidez. Em relagdo ao outro caso nao foi possivel obter
informag&o clinica e/ou epidemioldgica sobre 0 mesmo.

A andlise da regido codificante do gene da NA, realizada em 170
estirpes dos virus da gripe, incluiu estirpes com valores de ICy ou-
tliers e wild type. Através desta analise foram identificados 2 virus
A(H1)pdm09 com a substituicdo H275Y, associada a resisténcia ao
oseltamivir. Nenhum dos outros virus analisados, incluindo os ou-
tliers, sofreu alguma substituigdo de aminoacidos relacionada com
a reducéo da suscetibilidade aos antivirais (7). Entre 2009 e 2014 foi
pesquisada a mutagdo H275Y por PCR em 643 virus A(H1)pdm09.
Esta mutagéo foi detetada em 3 estirpes virais, 0 que corresponde
a 0,5% (3/643) do total dos casos analisados.

_Discusséo e conclusédo

Face aos resultados obtidos, ndo se verificaram alteragdes graduais
no perfil de susceptibilidade aos NAI ao longo do periodo em estudo
(2009-2014). Foram detetados 3 virus do subtipo A(H1)pdmQ9 re-
sistentes ao oseltamivir, dois dos quais em doentes sob terapéuti-
ca antiviral e em situagdo de imunossupressdo. No entanto, ndo se
observou a transmissao de estirpes resistentes aos NAl na comuni-
dade. Os resultados dos ensaios laboratoriais evidenciaram que 0s
virus da gripe do tipo A [A(H1)pdm09 e A(H3)] apresentam uma maior
sensibilidade aos NAI quando comparados com 0s virus da gripe do
tipo B.

Em concluséo, os resultados da vigilancia da suscetibilidade dos
virus da gripe aos NAI mostram que, na sua grande maioria, 0s
virus em circulagao em Portugal sdo suscetiveis ao oseltamivir e
zanamivir. No entanto, e devido & elevada variabilidade dos virus
da gripe, é de grande importancia dar continuidade ao estudo
da suscetibilidade aos NAI nos atuais e futuros virus circulantes.
Constituindo um dos principais objetivos da vigilancia da susceti-
bilidade aos antiviriais para os virus da gripe, é fundamental con-
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tinuar a garantir a utilizacéo e integracdo da informacéo dos en-
saios fenotipicos e genotipicos, por forma a aumentar a rapidez
na detegéo de virus resistentes, a identificar novas mutages as-
sociadas a reducéo da susceptibilidade aos NAI, e permitir a de-
tecdo da emergéncia e transmissdo de variantes resistentes aos
antivirais.
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_Introdugéo

A resisténcia aos antibacilares compromete o controlo e dificulta
as estratégias de eliminagdo da Tuberculose (TB) a nivel mundial
(1), Doentes infetados por estirpes de Mycobacterium tuberculosis
resistentes, em particular a isoniazida e rinfampicina que, por isso,
sao designadas por multirresistentes, necessitam de tratamentos
mais prolongados, com a toma de um maior nimero de farmacos
g, frequentemente, com indmeros efeitos adversos.

Na Unido Europeia (UE/EEE) em 2013, e para 0s casos novos de
TB pulmonar com cultura positiva para M. tuberculosis, 0s resulta-
dos de tratamentos com sucesso de uma TB com qualquer tipo de
resisténcia aos antibacilares ficaram abaixo da meta de 85%, esta-
belecida pelo European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) (1:2). Para os casos de TB multirresistente (TB-MR) a taxa
de sucesso terapéutico foi de 34% na EU/EEE, substancialmente
abaixo da meta imposta de 70% (1:2). Quase dois tercos dos doen-
tes, diagnosticados com TB-MR em 2009 na UE/EEE, morreram ou
abandonaram o tratamento (?). E sabido que a TB-MR pode resul-
tar de tratamentos incompletos ou inadequados ou de atrasos no
diagndstico da multirresisténcia. A incapacidade de garantir um tra-
tamento adequado aos casos de TB-MR, ndo sé coloca a vida dos
doentes em risco, como também potencia o aparecimento de es-
tirpes extensivamente resistentes (TB-XDR). No periodo entre 2007
e 2010, 3,4% dos casos novos de TB registados em todo 0 mundo
foram multirresistentes, dos quais apenas 2,6% tiveram confirma-
¢ao laboratorial por isolamento em cultura. Em relacdo aos casos
de retratamento, 19,8% foram de TB-MR (3).
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Em 2013, e de acordo com os dados do Programa Nacional de
Luta Contra a Tuberculose (PNT) da Dire¢do-Geral da Saude (DGS),
foram notificados 2292 casos de TB em Portugal, dos quais mais
de 80% tinham diagndstico laboratorial confirmado, por cultura
e teste de suscetibilidade a antibacilares (TSA) de primeira linha,
cumprindo, assim, 0s objetivos das metas impostas pela Organiza-
¢40 Mundial da Satde (OMS) e pelo ECDC (4:5). Em Portugal, e de
acordo com os dados do relatério do PNT da DGS, o ndmero de
casos novos de TB-MR esta a diminuir e, em 2013, foram notifica-
dos 20 (0,87%) casos de TB-MR, dos quais 20% (4 casos) apresen-
tavam critérios de TB-XDR (5). A proporgdo de TB-MR observada
em Portugal é inferior a da média na Unido Europeia (14%) e en-
contra-se circunscrita as areas metropolitanas do Porto e, princi-
palmente, de Lisboa (cerca de 65% dos doentes com TB-MR sé&o
residentes na rea de Lisboa e Vale do Tejo) (6).

De facto, e conforme consta do relatério de 2013 do PNT, o numero
de casos confirmados de TB com perfil de suscetibilidade aos an-
tibacilares conhecido tem vindo a diminuir, sendo cada vez mais
frequente os doentes iniciarem tratamento com base em crité-
rios clinicos e radioldgicos (4). Esta constatagao reflete, por si s6,
a necessidade de se identificarem as causas de cada vez menos
doentes terem o isolamento de M. tuberculosis em cultura, e con-
sequentemente, ndo terem resultados da suscetibilidade aos anti-
bacilares, bem como a importancia de se avaliar e reativar a rede
laboratorial de Vigilancia da TB em Portugal (VigLab-Tuberculose).
O mesmo relatério aponta também para um decréscimo continuo
do niimero de casos de TB-MR.

_Objectivo
Tendo como finalidade reforcar a importancia da vigilancia epide-
mioldgica da TB em Portugal, pretende-se com este estudo apre-
sentar os resultados laboratoriais de resisténcia aos antibacilares,
em particular, dos casos multi e extensivamente resistentes entre
2008 e 2013.

_Material e Métodos

Para responder ao objetivo proposto, procedeu-se a andlise dos re-
sultados laboratoriais das culturas e TSA de primeira e segunda linhas
de todos 0s casos recebidos no Laboratdrio de Referéncia de Mico-
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bactérias do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
entre 2008-2013, com particular ateng@o para os casos de tuberculo-
se multirresistente e extensivamente resistente. Neste sentido, consti-
tuiram fonte de dados do presente estudo, o Sistema de Vigilancia da
Tuberculose (SVIG TB) da DGS e o Laboratério Nacional de Referén-
cia de Tuberculose do INSA. Para a andlise descritiva dos dados re-
correu-se ao célculo de frequéncias absolutas e relativas.

_Resultados

Tuberculose multirresistente

Entre 2008 e 2013 foram recebidas nos Laboratérios de Micobacté-
rias do INSA (Lisboa e Porto) 80 025 amostras bioldgicas para confir-
magao de caso clinico suspeito de tuberculose, para monitorizagao
de terapéutica antibacilar ou para testes de identificag@o e suscetibi-
lidade. Durante o periodo em estudo, foram realizados 7142 TSA de
12 linha, em estirpes isoladas de 4169 doentes (Gréfico 1).

Dos 4169 doentes com TB, 306 (7,3%) correspondiam a casos de
TB-MR (Tabela 1, Gréfico 2).

Do total das 306 estirpes TB-MR, 145 (47,4%) foram isoladas no INSA
e as restantes 161 (52,6%) foram isoladas em laboratérios hospitala-
res. Os TSA de 12 linha foram realizados nos laboratorios que fizeram
0 respectivo isolamento e todos os TSA de 22 linha foram realizados
no INSA (Tabela 2).

Tabela 1: ['1 Ndmero de casos TB-MR notificados ao SVIG-TB
e nimero de casos de TB-MR com TSA de 22 linha
realizados no INSA, 2008-2013.

Ano de isolamento

N° de casos TB-MR com
TSA de 22 linha
realizados no INSA

N° de casos TB-MR
notificados ao SVIG-TB

2008 77 69
2009 63 46
2010 53 49
2011 - 54
2012 38 64
2013 20 24
Total 251 306

Tabela 2: [ Ndmero de casos de TB-MR com indicagéo do local
de realizagdo dos TSA de 1% e 22 linhas, 2008-2013.

N° de casos de
TB-MR com TSA
de 22 linha

N° de casos com TSA
de 1% linha realizado em
laboratdrio hospitalar

A N° de casos com
no de TSA de 1° linha

isolamento realizado no INSA

realizado no INSA

2008 40 § 29

2009 18 28 46
2010 21 28 49
2011 27 27 54
2012 29 § 35 § 64
2013 10 14 24
Total 145 § 161 § 306

Grafico 1: [ Distribuigdo dos casos de TB notificados ao SVIG-TB
e dos casos de TB com confirmagéo laboratorial
realizada no INSA e respetiva proporgdo, 2008-2013.
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Grafico 2: 1 Nidmero de casos de TB-MR notificados ao SVIG-TB
e nimero de casos de TB-MR e com TSA de 22 linha
realizados no INSA, 2008-2013.
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Tuberculose extensivamente resistente

A tuberculose extensivamente resistente (TB-XDR), definida como
TB-MR com resisténcia acrescida aos aminoglicosideos e fluoroqui-
nolonas, é a forma mais grave de TB. Para o seu tratamento é ne-
cessario recorrer a antibiéticos com maior risco de toxicidade e,
frequentemente, a classes de antibidticos com efetividade ainda néo
totalmente comprovada. Sendo o INSA o Unico laboratorio a nivel na-
cional a realizar TSA de 22 linha, pode verificar-se que 0 nimero de
casos de TB-XDR néo tem vindo a decrescer desde 2008, tendo re-
presentado 29,2% do total de casos de TB-MR registados em 2013
(Tabela 3; Gréfico 3).

Tabela 3: [1 Ndmero e frequéncia de casos de TB-XDR com TSA

de 2%linha realizado no INSA, 2008-2013.

AiG N° de casos de TB-MR com TSA N° e frequéncia de
2¢ linha realizado no INSA casos de TB-XDR (%)

2008 69 18 (26,1%)
2009 46 12 (26,1%)
2010 49 11 (22,4%)
2011 54 17 (31,5%)
2012 64 12 (18,8%)
2013 24 7 (29,2%)
Total 306 77 (25,2%)
Gréafico 3:['2 Ndmero e frequéncia de casos de TB-MR e nimero
de casos de casos TB-XDR, 2008-2013.
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_Discusséo e conclusdes

Neste estudo, verificou-se que a proporcao de casos de TB confir-
mados no INSA tem vindo a decrescer desde 2008, quando com-
parado com o nimero de casos notificados ao SVIG-TB (Gréfico 1).
Mantendo-se constante a proporgdo de casos com confirmagao la-
boratorial (cerca 80%) (%), presume-se que os laboratérios hospi-
talares tém vindo a aumentar a realizagéo do diagnostico laboratorial
da TB. No entanto, sendo crescente 0 nimero de doentes que ini-
ciam tratamento com base apenas em critérios clinicos e radioldgi-
cos (4), é necessario compreender as causas da falta de resultados
sobre o perfil de suscetibilidade aos antibacilares. Entre outras expli-
cagdes, como sejam atrasos ou mesmo sub-notificacao inerentes ao
sistema de vigilancia da DGS, pode-se também equacionar a possi-
bilidade dos métodos moleculares de detecdo de M. tuberculosis e
de identificacdo de mutagdes associadas a resisténcia aos antibaci-
lares estarem a ser utilizados como Unico método de diagndstico.

Apesar do nimero decrescente de casos de TB confirmados no INSA
(Figura 1), 0 nimero de casos de TB-MR identificados tem vindo ten-
dencialmente a aumentar desde 2009 (Figura 2). Contudo, em 2013,
observou-se um decréscimo acentuado do numero total de casos de
TB-MR em Portugal enviados ao INSA para realizagdo de TSA de 2°
linha (Gréfico 2). O nimero de casos de TB-XDR tem vindo tenden-
cialmente a diminuir, mantendo-se constante a sua propor¢ao relati-
vamente ao total de TB-MR (Gréfico 3).

A falta de cruzamento e validagdo de alguns dos dados recolhidos
das duas fontes em apreciagao, nomeadamente o nimero mais ele-
vado de casos de TB-MR com confirmacao laboratorial do que o
notificado ao SVIG-TB, e a diminui¢do do nimero de casos de TB
confirmados no INSA com aumento do nimero de casos de TB-MR
(Tabelas 1 e 2), justificam que a vigilancia laboratorial da TB e da re-
sisténcia aos antibacilares se mantenha uma prioridade. Os méto-
dos moleculares de detegéo e caracterizagao de multirresisténcia,
utilizados por alguns laboratérios como métodos Unicos de diag-
néstico laboratorial, implicam a existéncia de redes de laboratérios,
que permitam a realizagdo dos testes subsequentes a detegéo de
acidos nucleicos, nomeadamente os testes fenotipicos de resistén-
cia de 1% e 2% linha.
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O encerramento de alguns Centros de Diagnostico Pneumoldgico e o
consequente acompanhamento dos doentes nos hospitais, incluindo
0 diagndstico laboratorial, exige uma maior aproximagao do laborat6-
rio de referéncia aos laboratdrios hospitalares, tendo em vista a uni-
formizag@o e validag@o das metodologias laboratoriais adotadas, bem
como o reforgo da componente laboratorial da vigilancia epidemiol6-
gica da TB em Portugal.
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_Introdugéo

Haemophilus influenzae pode causar infecdes graves, como pneu-
monia, septicemia e meningite, tanto em criangcas como em adultos
(1.2), Até a data foram identificados seis tipos capsulares de Hae-
mophilus influenzae, classificados de a-f. No entanto, a maior parte
das estirpes de Haemophilus influenzae isoladas sdo ndo-capsula-
das (HINC) (). Haemophilus influenzae serotipo b (Hib) foi a princi-
pal causa de elevada morbilidade e mortalidade, particularmente em
criangas com menos de 5 anos de idade (). A introdugao da vaci-
na conjugada para o Hib na maior parte dos paises do mundo levou
a diminuicao acentuada da incidéncia da doenca neste grupo eta-
rio (1). Este facto resultou, contudo, num aumento da incidéncia da
infec@o com estirpes ndo-b, especialmente estirpes HINC, em todos
05 grupos etérios (1 2). Em Portugal, a vacinag&o para o Hib, introdu-
zida no Programa Nacional de Vacinagdo (PNV) em Junho de 2000,
foi indicada para todas as criangas em idade pré-escolar (<5 anos de
idade), sendo composta por 4 doses, administradas aos 2, 4, 6 ¢ 18
meses de idade (°).

Os antibidticos B-lactamicos tém sido utilizados no tratamen-
to das infecbes por Haemophilus influenzae, mas a resisténcia
a esta classe de antibidticos emergiu e disseminou-se por todo
o mundo (4). Tém sido descritos dois mecanismos de resistén-
cias aos B-lactamicos: um que envolve a hidrélise enziméatica dos
B-lactamicos pelos enzimas TEM-1 ou ROB-1, e outro que envol-
ve a diminui¢&o de afinidade para a proteina de ligagao a penicili-
na (PBP3), devido a mutacdes no gene ftsl, que a codifica (). Do
ponto de vista fenotipico, Haemophilus influenzae pode ser de-
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signado de acordo com o seu mecanismo de resisténcia, con-
siderando os “breakpoints” do EUCAST (8), classificando as es-
tirpes como estirpes sensiveis a ampicilina e ndo produtoras de
B-lactamase (BLNAS), estirpes resistentes a ampicilina e n&o pro-
dutoras de B-lactamase (BLNAR) e estirpes resistentes a ampici-
lina e produtoras de p-lactamase (BLPAR) (6:7).

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo a caraterizag&o molecular e a de-
terminacéo da suscetibilidade aos antibiéticos de estirpes de Ha-
emophilus influenzae isoladas de doentes diagnosticados com
infecdo invasiva, entre 2002 e 2010, apds a introducéo da vacina
conjugada para o Hib.

Os resultados deste trabalho serdo, ainda, discutidos com os ob-
tidos num estudo anterior, relativo a casos com infe¢&o invasiva
diagnosticados na era pré-vacinal (1989-2001) (8).

_Materiais e métodos

Fonte de dados: O Laboratoério Nacional de Referéncia de Infecoes
Respiratérias a Agentes Bacterianos (URIR-agentes bacterianos) é
o laboratorio de referéncia para o Haesmophilus influenzae, respon-
savel pela vigilancia das infe¢des invasivas por este agente etiol6gi-
co. Iniciado em 1989, o sistema de vigilancia inclui como fonte de
dados, 28 laboratorios hospitalares distribuidos por todas as regi-
des do pais. Entre 1 de janeiro de 2002 e 31 de dezembro de 2010,
estes laboratérios isolaram e identificaram estirpes invasivas de Ha-
emophilus influenzae e, de forma voluntaria, enviaram ao laboratério
de referéncia no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) para posterior caraterizagao.

Caraterizagdo do serotipo capsular: O DNA foi extraido pelo
método de fervura. A caraterizagdo do serotipo capsular foi reali-
zada utilizando os primers e as condi¢des descritas por Falla TJ
e colaboradores (9.

Determinagéo da susceptibilidade aos antibiéticos:A resisténcia
a ampicilina por producdo de B-lactamase foi pesquisada pelo
método colorimétrico, utilizando nitrocefin como substrato. A
determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM, mg/L) foi
realizada pelo método de microdiluicdo em placa (Siemens He-
althcare Diagnostics Inc., USA) para 13 antibiéticos (ampicilina,
amoxicilina/acido clavulénico, cefaclor, cefuroxima, ceftriaxone,
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cefepime, meropenem, cloranfenicol, tetraciclina, rifampicina,
trimetoprim/sulfametoxasol, ciprofloxacina e azitromicina). Os
valores de "breakpoints" considerados foram 0s recentemente
preconizados pelo EUCAST (%), O antibiético cefaclor néo foi ana-
lisado por, ainda, ndo existirem “breakpoints” estabelecidos pelo
EUCAST. Como controlos foram utilizadas as estirpes de refe-
réncia; ATCC49247 (BLNAR), ATCC10211 (BLNAS) e NCTC11315
(BLPAR).

Determinagéo genética da resisténcia & ampicilina: A detecéo
do gene blatgy.1, que codifica a enzima B-lactamase, foi reali-
zada para todas as estirpes BLPAR, utilizando os primers e as
condicdes descritas por Mendonca e colaboradores (19). Altera-
¢des nas PBP3 foram investigadas nos isolados ndo produtores
de B-lactamase, com CIM a ampicilina>Img/L, sequenciando a
regido do gene fts/, como previamente descrito (1), As sequén-
cias foram comparadas com as de Haemophilus influenzae RD
KW20 (n° de acesso NC_000907).

Andlise estatistica: Para a descricdo das carateristicas demogréfi-
cas recorreu-se ao calculo de frequéncias absolutas e relativas. Na
analise univariada, a intensidade da associa¢ao entre varidveis foi es-
tudada aplicando o teste do chi-quadrado. Para todos os testes es-
tatisticos utilizados foi considerado um nivel de significancia de 5%.

_Resultados

Entre 1 de janeiro de 2002 e 31 de dezembro de 2010 foram rece-
bidas pelo Laboratério de Referéncia do INSA 144 estirpes isola-
das de doentes com infecéo invasiva por Haemophilus influenzae,
que foram enviadas pelos 28 laboratérios hospitalares envolvidos
no sistema de vigilancia.

Os produtos bioldgicos das estirpes isoladas foram: sangue (n=109;
75,7%), liquido cefalorraquidiano (LCR) (n=29; 20,1%) e liquido pleu-
ral (n=6; 4,2%). Em relacéo aos 144 doentes, de quem as estirpes
de Haemophilus influenzae foram isoladas, verificou-se que 59%
(85/144) eram do género masculino. Em relacdo a distribuicao
etaria, 44 (30,6%) doentes pertenciam ao grupo etario <5 anos de
idade, 15 (10,4%) eram criancas entre 0s 6 e 0s 18 anos e 85 (59%)
eram adultos com idade superior a 18 anos.

Serotipos capsulares: Do total dos 144 isolados, 111 (77,1%) foram
caracterizados como Haemophilus influenzae ndo capsulados e
22,9% como Haemophilus influenzae capsulados, sendo 13,2% do
serotipo b, 6,9% do serotipo f, 2,1% do serotipo a e 0,7% do sero-

tipo d. A distribuicao dos serotipos por ano de isolamento esta re-
presentada no Gréfico 1.

Em 11 criangas, com idade inferior a 18 anos, foi diagnosticada
infecdo invasiva a Hib. Sete destas criangas pertenciam ao grupo
etario < 5 anos. O estado vacinal foi conhecido em seis criancas,
cinco das quais estavam a cumprir o PNV,

Suscetibilidade aos antibidticos e produgdo de B-lactamase: A
determinag@o da suscetibilidade aos antibidticos foi realizada em
isolados pertencentes a 142 doentes (Tabela 1). A resisténcia a am-
picilina foi encontrada em 20 isolados (14,1%) (15 BLPAR, 5 BLNAR).
Observou-se resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico, cefepime
e cefotaxima em 1,4%, 4,2% e 3,5% dos isolados respetivamente.
A ndo suscetibilidade (I+R) a cefuroxima (i.v.) e tetraciclina foi dete-
tada em 16,9% e 2,1% dos isolados respetivamente. Para o trime-
toprim-sulfametoxasol, 20,4% dos isolados eram ndo suscetiveis.
Todos os isolados foram suscetiveis ao meropenem, a ciprofloxaci-
na, ao cloranfenicol e a rifampicina e intermédios a azitromicina. Até
a0 momento ndo existem breakpoints definidos pelo EUCAST (5)
para o cefaclor.

Determinantes genéticos da resisténcia aos p-lactamicos: Obser-
vou-se que todas as 15 estirpes BLPAR isoladas, entre 2002 e
2010, apresentavam o0 mesmo gene bla ey -

0O gene ftsl foi analisado em cinco isolados BLNAR e em sete iso-
lados adicionais, sensiveis a ampicilina, com CIM de 1 mg/L, uma
vez que mutagdes observadas neste gene tém sido associadas a
CIMs desta ordem de grandeza (6:12). Onze isolados apresenta-
ram mutacdes no dominio da transpeptidase, sendo classificados
como gBLNAR (Quadro 1). As substituicdes aminoacidicas mais
frequentes foram Asn526Lys (10/11; 90,9%) e Asp350Asn (9/11;
81,9%) (6:13). Um isolado com CIM & ampicilina=2mg/L no apre-
sentou mutagdes no gene ftsl.

_Discussao

Em Portugal é escassa a informagao sobre a infe¢do invasiva a Hae-
mophilus influenzae. Tendéncias temporais foram descritas apenas
para o periodo entre 1989 e 2001 (8). Nesse estudo foram apresen-
tadas as alteragdes ao nivel da capsula e da suscetibilidade aos an-
tibidticos entre as estirpes invasivas obtidas em trés periodos, que
compreenderam a era pré-vacinal (1989-1993), o periodo em que a
vacina esteve disponivel mas néo fazia parte do PNV (1994-1999) e
0s primeiros 18 meses que se seguiram a introdugdo da vacina no
PNV (2000-2001) (8).
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No estudo atual, observou-se que durante o periodo 2002-2010, vou-se, ainda neste estudo, que o HINC foi responsavel pela maior
as estirpes de Hib foram responsaveis por 13,2% (19/144) do total parte dos casos de infecao invasiva (77,1%; 111/144), um aumen-
das infegOes invasivas identificadas, um valor significativamente to significativo quando comparado com a era pré-vacinal (19,0%,
mais baixo do que o observado na era pré-vacina (81%, p<0,001) e p<0,001), e comparavel aos primeiros 18 meses que se seguiram
comparavel ao do valor obtido para os primeiros 18 meses que se apos a inclusdo da vacina no PNV (80,0%, p=0,75) (8.

seguiram & introdugéo da vacina no PNV (16%, p=0,71) (8). Obser-

Tabela 1: £ Suscetibilidade aos antibidticos dos 142 doentes Grafico 1: [ Distribui¢do dos serotipos de 144 doentes com
com infe¢do invasiva a Haemophilus influenzae, infegdo invasiva a Haemophilus influenzae por ano
2002-2010. de isolamento, 2002-2010.
Padrao de suscetibilidade (%) 309
‘ S ‘ [ ‘ R
Ampicilina 89 0 141 25
~ Amoxicilina/acido clavulanico 986 o 14
© Cefepime 958 o 42 L 0
. Cefotaxima 96,5 o 35 2
Cefuroxima (i.v.) 83,1 8,45 8,45 3 15— 1
© Meropenem 100 o o §
~ Ciprofioxacina 100 1 o o 2 2
Azitromicina 0 100 0
Tewaciina 9002t .
Cloranfenicol 100 0 0
 Rifampicina 100 o o
| Trimetoprim-suffametoxazole 796 07 197 O T o002 To00s 12008 1 2005 | 2006 | 2007 1 2008

Ano de isolamento
S=Sensivel; I=Intermédio; R=Resistente
Os “breakpoints” considerados s&o os preconizados pelo EUCAST (5) m m J ™ b )
O antibiético cefaclor ndo foi analisado por nédo existir valor de “breakpoints”
estabelecido pelo EUCAST (5)

2009

2010

Quadro 1: [1 Substituigdes de aminodcidos identificadas no dominio da transpeptidase do gene ftsl dos isolados gBLNAR.

Substituicées de aminoécidos

N° de isolados ndo Préximo
produtores de do motivo Préximo do motivo KTG
B-Iactamaseb SSN

Asp350 Met377  Alad37  lle449  Gly490 Ala502  Argb17 Asn526 Alab30 Thrb32  Valb47  Asn569

I 1 Asn lle His Ser lle
S T Asn Ser val s e ser
"""""" S 2 oA olle o oval s le ser
""""""""""""" 1 A le . au o ova o Ls e ser
"""""""""""" 8 A au o usoser
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1Va||_ys
"""""""""""" 1 oA L s e ser
""""""""""""" v ew v s e ser

a Grupos e subgrupos definidos de acordo com Ubukata et al and Dabernat et al (6, 13)
b Uma das estirpes estudada nao apresentava mutagdes no gene fts/, apesar da CIM de 2 mg/L a ampicilina e & amoxicilina/acido clavulanico
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Noutros paises, onde esta vacina foi introduzida, também tem sido
descrito um decréscimo significativo da infecdo a Hib, em crian-

¢as, com um aumento concomitante das infegdes invasivas a HINC
(14-17)

Os resultados obtidos no trabalho que agora se apresenta sugerem
a emergéncia de serotipos nao-b, uma vez que no periodo pré-va-
cinal é conhecido um unico caso de doenga invasiva por serotipo
ndo b (uma estirpe do serotipo , isolada em 2001) (8). Neste estudo
foram caraterizadas estirpes dos serotipos f (n=10), a (n=3) e d (n=1).
Estirpes de serotipo f tém sido igualmente responsaveis por infe-
¢40 invasiva noutros paises europeus (18-20). Em 2009, isolou-se e
caraterizou-se em Portugal uma estirpe de serotipo d, responsavel
por uma meningite numa crianga de 5 meses, tendo sido o primei-
ro caso declarado na Europa (21). Este serotipo, descrito como um
serotipo que ndo provoca infecao, é raro e esta normalmente asso-
ciado a adolescentes e adultos (22).

No decorrer do estudo foram diagnosticadas 5 criangas, entre 0s
6 meses e 0s 2 anos de idade, com infecéo invasiva a Hib. Estas
criancas estavam a cumprir o PNV, tendo uma delas completado
0 ciclo de vacinacéo e as outras terem j& sido administradas en-
tre duas e trés doses da vacina para o Hib. Este facto, alerta para a
possibilidade de faléncias vacinais, de acordo com a definigao (23),
que merecem atengdo das entidades competentes, bem como es-
tudos complementares sobre 0 estado imunitario das criancas em
causa (29),

A resisténcia aos antibidticos é uma questao preocupante, es-
pecialmente com 0 aumento da dete¢do, em todo o mundo, de
estirpes BLNAR (24-27) A detecéo deste fenétipo é clinicamen-
te relevante, uma vez que estas estirpes tém uma resposta dimi-
nuta aos antibidticos p-lactamicos e, simultaneamente, ndo séo
alvo do &cido clavulénico. Em Portugal, este fendtipo de resistén-
cia tem sido descrito desde 1992 estando normalmente associa-
do com infegdes respiratorias (28, 29),

Neste estudo foram identificadas 11 estirpes gBLNAR (CIM a ampi-
cilina de 1-2 mg/L), todas com mutagdes associadas a resisténcia a
ampicilina, no gene fts! (6:13). Apesar de as estirpes com uma CIM
a ampicilina de 1 mg/L serem consideradas sensiveis pelo EUCAST
(5,30, 31) o5 resultados obtidos estdo de acordo com os de outros
estudos que tém detetado mutagdes no gene fts/ destas estirpes, re-
sultando em substituicoes de aminoacidos nas PBP3, que séo res-
ponsaveis pela diminuicao de suscetibilidade & ampicilina (612,13, 32)

A produgao de B-lactamase foi observada em 10,4% (15/144) dos
isolados obtidos dos doentes com infe¢do invasiva a Haemophilus
influenzae, um valor mais baixo do que 0 observado no estudo an-
terior (26,9%, p=0,05) ().

Apesar de a frequéncia das estirpes BLPAR ser muito diferente nos
dois estudos em comparagao, este facto ndo contribuiu para as di-
ferencas nas resisténcias obtidas: no estudo prévio, a producao de
B-lactamase foi observada em 31,9% e 19,6% das estirpes b e HING,
respetivamente; no presente estudo observou-se 5,3% e 12,6%, res-
petivamente para Hib e HINC. Apesar da frequéncia elevada de estir-
pes produtoras de B-lactamase, descrita no Japéo (31), na Europa e
nos Estados Unidos, tem-se assistido a uma diminui¢@o da frequén-
cia de estirpes com esse mecanismo de resisténcia (24:34),

Relativamente a outros antibidticos, é de assinalar o decréscimo da
resisténcia a tetraciclina (16,0% vs 2,1%) e ao cloranfenicol (10,1% vs
0%). Estes resultados podem ser atribuidos a diminui¢éo do seroti-
po b, uma vez que estas estirpes estavam associadas a este fend-
tipo de resisténcia.

_Conclusao

Apesar das limitagbes deste estudo, relacionadas com a represen-
tatividade dos sistemas de vigilancia de base laboratorial, preten-
deu-se, no entanto, caraterizar a infecao invasiva a Haemophilus
influenzae em doentes, cujas estirpes foram enviadas ao INSA. De
qualquer modo, foram recebidos isolados de 28 hospitais de todo
0 pais, pelo que os resultados obtidos, entre 2002 e 2010, podem
fortemente refletir o perfil epidemiolégico da infecao invasiva a Ha-
emophilus influenzae em Portugal.

Os resultados deste estudo mostram que a implementacéao da vaci-
na para o Hib no PNV resultou numa reducao efetiva do nimero de
casos de Hib que causam doenca invasiva. Igualmente, constatou-
se uma diminuic@o acentuada no padrao de resisténcia aos antibi-
oOticos, em particular a ampicilina, e verificou-se que a maior parte
dos casos de doenga invasiva a Haemophilus influenzae, que ocor-
reram em Portugal durante este periodo, séo agora devidos a estir-
pes HINC susceptiveis.

Em conclusao, este estudo demonstra, s6 por si, a importancia de
se avaliar 0s sistemas nacionais de vigilancia atualmente existentes
e de se articular a componente clinica, laboratorial e epidemiol6gi-
ca desses mesmos sistemas para, assim, melhor se conhecer e mo-
nitorizar a infecdo por Haemophilus influenzae e por outros agentes
infeciosos em Portugal.
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_Introdugéo

A Triquinelose é uma doenca zoondtica parasitaria causada por um
nematoda pertencente ao género Trichinella. O parasita foi identifica-
do pela primeira vez ao microscépio por Paget e Owen em 1835, mas
ha indicios de as suas larvas ja terem sido observadas numa mimia
do Egipto (1), Varias espécies de mamiferos, assim como passaros e
crocodilos, constituem o reservatorio do parasita em todo 0 mundo,
mas o ciclo silvatico é principalmente mantido por carnivoros selva-
gens (). Sao conhecidas 8 espécies e 10 gendtipos deste parasi-
ta, a saber, Trichinella spiralis, Trichinella pseudospiralis, Trichinella
nativa, Trichinella nelsoni, Trichinella britovi, Trichinella murrelli, Trichi-
nella papuae, Trichinella zimbaboensis. Todas as espécies, a exce¢ao
da Trichinella zimbaboensis, infetam os humanos (2).

Trichinella sp infeta 0 homem através da ingestao de carne crua ou
mal cozinhada, parasitada com larvas enquistadas vidveis do ne-
matoda. O ciclo biolégico é constituido por duas fases distintas,
uma fase intestinal e uma fase muscular, resultante da migragéo
das larvas através do sistema sanguineo e linfatico para os mus-
culos estriados, onde enquistam e completam o seu crescimento
a0 vigésimo dia apds entrada no tecido muscular (%), Sao conheci-
dos casos em humanos de larvas enquistadas durante 17 e 30 anos
apos infecdo (4). O periodo de incubago e os sintomas clinicos da
infe¢do estao relacionados com a espécie de Trichinella envolvida,
com o numero de larvas viaveis ingeridas e também com a idade,
género e estado imunitério do hospedeiro (5). As manifestagoes cli-
nicas da fase entérica da infecao correspondem a um quadro gas-
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trentestinal caraterizado por nauseas, vomitos, dores abdominais e
diarreia, sendo a fase parentérica caraterizada por febre, eosinofi-
lia, aumento das enzimas musculares, erupgao cutanea, edema pe-
riorbital e palpebral e mialgias. As formas mais graves ou fatais da
doenca devem-se a complicacdes cardiacas ou neurolégicas (6). 0
diagnéstico laboratorial da triquinelose é efetuado por observagao
microscopica de amostras de musculo extraidas por biopsia identi-
ficando a larva enquistada, ou por métodos seroldgicos tais como,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), método de rastreio
de referéncia, e Imunoblot (IB), método confirmatério (1+2).

Esta infecdo pode ser evitada cozinhando bem a carne de porco
e seus derivados, bem como as carnes de outros carnivoros. As
larvas também podem ser eliminadas por congelacéo a -15°C du-
rante trés semanas ou a -20°C durante um dia ('+2). O tratamento
para 0s humanos inclui a administragao oral de mebendazol e tia-
bendazol. Certos corticosterdides podem ser utilizados para redu-
zir as inflamag0es cardiacas e neurologicas.

S40 0s suinos (porcos e javalis) que constituem o grupo de hospe-
deiros com maior importancia para a transmissao ao Homem, se-
guidos dos equideos, e outros mamiferos com interesse cinegético,
que também fazem parte da dieta humana.

Estima-se que, pelo menos, 11 milhdes de pessoas em todo 0 mundo
estejam infetadas por Trichinella sp (7) e vérios surtos com diferentes
quadros epidemiolégicos continuam a ser notificados na Unido Euro-
peia (). Entre 1966 ¢ 1999 foram conhecidos 36 surtos de triquine-
lose na Unido Europeia, 20 dos quais ocorreram na Ultima década,
maioritariamente em Espanha, devido ao consumo de carne de porco
e de came de javali (). Estes surtos envolveram varios milhares de
pessoas e foram relacionados com trés fontes de infe¢do distintas: o
consumo de carne de cavalo importada, que deu origem a surtos ur-
banos, em que mais de 3300 casos foram notificados em Franca e
Italia nos ultimos 25 anos; a ingestao de carne de caga de javali, ori-
ginando surtos ocorridos em cagadores e seus familiares e a ingestao
de carne de porco proveniente de animais criados em propriedade
privada. Em 2011 foram notificados, por 7 estados membros da Unido
Europeia, 17 surtos desta parasitose, em que 5 estavam relacionados
com o consumo de carne de porco e de javali e/ou seus derivados.
De facto, esta tem sido a maior fonte de transmiss&o da triquinelose
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humana na Uni&o Europeia, devido a criacdo de porcos em ambien-
te privado, ndo sujeitos a inspe¢ao sanitaria e constituindo, assim, um
risco de infecdo (1),

Em Portugal, o primeiro surto registou-se no Sabugal em 1881 e
0 Ultimo surto foi descrito na regido de Penamacor em 1951 (1),
Em 1966, foi descrito o Ultimo caso autéctone em Alcobaca, re-
sultante do consumo de produtos de salsicharia tradicional de
Montalegre (4). A triquinelose humana é uma Doenca de Decla-
racao Obrigatoria no nosso pais.

_Objectivo

Este estudo tem como objetivo conhecer a presenca de anticorpos
anti-Trichinella sp em dois grupos populacionais expostos ao con-
sumo de carne e seus derivados sem qualquer inspegao sanitéria,
durante o0 ano de 2010.

_Material e Método

Desenho e populagdo em estudo: Foi utilizado um modelo de
estudo observacional, transversal que decorreu entre janeiro e
dezembro de 2010 no Laboratério de Infegdes Parasitarias e Fun-
gicas Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).
A populagdo em estudo inclui dois grupos de individuos, ambos ex-
postos ao consumo de carne e derivados sem controlo sanitario e,
consequentemente com risco acrescido de adquirir triquinolose. O
primeiro grupo (grupo A) foi constituido por individuos residentes
nos distritos de Evora e de Elvas, que habitavam em zonas onde
existiam javalis e porcos criados a monte, em que estudos anterio-
res mostraram possuirem anticorpos anti-Trichinella. (5) O segundo
grupo (grupo B) foi constituido por cagadores e seus familiares, que
tinham como prética alimentar a ingestao de carne de caca, tendo
sido selecionados apenas 0s individuos que consumiam carne de
javali e/ou raposa.

Instrumento de notacéo e andlise estatistica: As duas populagdes
foram convidadas a participar no estudo, através de uma carta in-
formativa sobre a doenca. Aos individuos que voluntariamente acei-
taram, foi colhida uma amostra de sangue nos Hospitais do Espirito
Santo de Evora e de Santa Luzia de Elvas (grupo A) e nas vérias as-
sociagOes de caca a que pertenciam os cacadores (grupo B). Estas
amostras foram enviadas ao INSA para posterior analise laborato-
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rial, acompanhadas do consentimento informado e do inquérito epi-
demioldgico, desenhado para o efeito, com dados sobre as carate-
risticas socio-demogréficas e os habitos alimentares dos individuos
das duas populacdes alvo. Para a analise descritiva dos dados re-
correu-se ao célculo de frequéncias absolutas e relativas.

Diagndstico laboratorial: As amostras biologicas foram analisadas
pelo método qualitativo para a detecdo de anticorpos IgG para
Trichinella sp., através da técnica Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA-IVD Research Inc). A confirmacédo dos resultados
positivos foi efetuada pelo método Western Blot IgG (LDBIO Diag-
nostics), ensaio qualitativo direcionado para dete¢ao de anticor-
pos especificos de Trichinella spiralis do tipo 1gG no soro humano.

_Resultados
A populacéo do grupo A incluiu 200 individuos residentes nos distri-

tos de Evora e Elvas. Com idades compreendidas entre os 17 e os
87 anos, 56,5% (113/200) pertenciam ao género feminino e 43,5%
(87/200) ao género masculino. O grupo B foi constituido por 73 in-
dividuos, dos quais 28 (38,4%) pertenciam ao género feminino e 45
(61,6%) ao género masculino. O intervalo etario deste grupo variou
entre 0s 21 e 0s 60 anos de idade.

Das 200 amostras bioldgicas, analisadas no grupo A, 29 (14,5%)
foram positivas por ELISA, das quais 8 foram confirmadas por
Western Blot, especifico para a infec&o por Trichinella spiralis. Re-
lativamente ao grupo B obtiveram-se 19,2% (14/73) de casos po-
sitivos por ELISA, cuja razao por género foi de 1:1. Dos 14 casos
positivos, 4 foram confirmados por Western Blot (Tabela 1).

Na globalidade, obteve-se 4,0% (8/200) de casos com anticorpos
IgG para Trichinella spiralis no grupo A e 5,5 % (4/73) no grupo B
(Tabela 1).

Tabela 1: [1 Pesquisa de anticorpos IgG para Trichinella sp
nos Grupos A e B.
N° casos positivos (%)
ELISA 29 (14,5%) 14 (19,2%)
Western blot (T. spiralis) 8 (4,0%) 4 (5,5%)
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_Discusséo e concluséo

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que 4,4%
(12/273) dos casos pertencentes aos grupos A e B apresentaram
anticorpos especificos anti T. spiralis. Os restantes 31 casos po-
sitivos, obtidos apenas por ELISA, referem-se a outra espécie de
Trichinella ou mesmo a falsos positivos, por reagao cruzada com
outros agentes como Ascaris, Taenias, Strongyloides, Toxocara e
Trichuris trichiura. Acresce que, e de acordo com estudos ante-
riores (°:6), a espécie de Trichinella encontrada em animais selvé-
ticos foi Trichinella britovi. Assim, e como 0 método confirmatério
utilizado neste estudo é especifico para Trichinella spiralis, pos-
sivelmente, alguns dos casos positivos por ELISA, que néo foram
confirmados por Western Blot, poderéo ser T. britovi.

Relativamente a populagdo que habitava em zonas onde existiam
javalis e porcos criados a monte (grupo A), os dados obtidos per-
mitem suspeitar da existéncia de uma associacao entre a doenca
e 0 consumo de carne e seus derivados que ndo foram sujeitos a
inspecao sanitaria. Em relagdo a populagéo de cagadores e seus
familiares (grupo B), pode-se inferir a mesma hipotese de associa-
¢ao. Por outro lado, e tendo em conta o inquérito realizado sobre 0s
seus habitos alimentares (12), constou-se que este Ultimo grupo néo
esté devidamente informados de como devera consumir a carne de
caga ndo inspecionada, especificamente, javali e raposa, por forma
a levar a eliminacdo das larvas de Trichinella spp.

Tendo em consideracédo que esta infecdo ¢ uma doenca de de-
claragdo obrigatoria e ndo existindo qualquer declaragao desta
parasitose desde 1966, este estudo vem comprovar a presenca
de anticorpos anti-Trichinella sp. em Portugal, a semelhanga de
outros paises, nomeadamente Espanha, que tem carateristicas
epidemiologicas e praticas alimentares semelhantes ao nosso
pais, sendo, porisso, questionavel a ndo existéncia desta infecéo
em Portugal. A ndo notificagdo de casos de triquinelose humana
em Portugal deve-se, provavelmente, ao facto de esta doenga
apresentar um quadro clinico atipico, facilmente confundido com
0 quadro de outras patologias, levando, assim, a que esta infe-
cdo seja sub-diagnosticada e, consequentemente, sub-notifica-
da no nosso pais.
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A identificacdo neste estudo de individuos com anticorpos anti-

Trichinella sp nas duas populacdes alvo comprova a existéncia de
sub-diagndstico e determina que a infe¢ao € um potencial proble-
ma de Saude Publica relacionado com a seguranca alimentar. Uma
vez que nao é diagnosticada e/ou apresenta sintomatologia ligeira,
esta infecdo aumenta o risco de sequelas graves nos individuos in-
fetados. Assim, os resultados obtidos vém comprovar que esta in-
fe¢do podera ser considerada, tal como acontece noutros paises,
nomeadamente Espanha, uma infegédo emergente.
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_Introducéo

A leishmaniase é uma doenca infeciosa causada por um varia-
do nimero de espécies de um protozoario parasita pertencente
ao género Leishmania. A transmissdo é assegurada quando uma
fémea de diferentes espécies de Phlebotomus (Velho mundo) ou
Lutzomyia (Novo mundo) efetua a sua refeicdo de sangue num
individuo. O contagio inter-humano é possivel mas raro, poden-
do ocorrer por transfusdes de sangue, partilha de seringas e
transmissao materno fetal (1). O cdo ¢ o principal reservatério e
também o principal hospedeiro deste parasita. O género Leish-
mania inclui aproximadamente 30 espécies, a maioria das quais
infeta 0 Homem originando quatro apresentacgdes clinicas di-
ferentes: leishmaniase visceral (LV) ou sindrome de kala-azar
(a forma mais severa da doenca), leishmaniase cutanea (LC) (a
forma mais comum da doenca), leishmaniase cutanea difusa e
leishmaniase mucocutanea.

A nivel mundial, estima-se que ocorram 1,3 milhdes de novos
casos e 20.000 a 30.000 mortes por ano provocados por esta pa-
rasitose. Relativamente & forma mais grave da doenga (LV) esti-
ma-se que surjam entre 0,2 e 0,4 milhdes de novos casos por ano
em todo o mundo (). Nos anos 80, esta apresentacao clinica de
LV assumiu grande importancia devido a pandemia VIH/SIDA, atin-
gindo mais de 35% do total de doentes infetados, tornando-se, a
data, a terceira doencga parasitaria oportunista mais frequente da
infecao VIH/SIDA, a seguir & toxoplasmose e a criptosporidiose (2).
Em Portugal, a leishmaniase é endémica, causada pela espécie L.
infantum, sendo a apresentacao clinica predominante, a leishma-
niase visceral. A leishmaniase cutanea é rara em Portugal, e os Ul-
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timos registos, datados dos anos 40, ocorreram nas bacias hidro-
gréficas dos rios Douro, Tejo e Sado (%),

O diagnéstico laboratorial realizado no INSA pode ser efetuado
pela identificacao direta das formas amastigotas em esfregagos
de sangue ou tecidos normalmente aspirados esplénicos, bidpsias
hepéticas ou pungdes medulares, apds coloragdo de Giemsa ou
hematoxilina—eosina; pelo isolamento e identificagdo das formas
promastigotas em culturas a 27 °C em meio NNN ou Scheneider’s
drosophila a partir de puncdes medulares e sangues periféricos;
por testes imunolégicos (IFI, ELISA, Immunoblot), que ndo deverdo
ser utilizados no caso de criancgas e de doentes imunocomprome-
tidos, que apresentam baixos titulos de anticorpos €, por isso, nao
é possivel distinguir uma infe¢&o ativa de uma infe¢ao antiga. Por
Ultimo, as técnicas de biologia molecular a partir de sangue perifé-
rico ou tecidos, possuem uma elevada sensibilidade e especifici-
dade e permitem identificar rapidamente uma infecéo ativa.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas demo-
gréficas de doentes com quadro clinico suspeito de leishmaniase,
cujo diagnostico laboratorial foi confirmado no Laboratoério Nacional
de Referéncia de Infecdes Parasitarias e Fungicas do Instituto Na-
cional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 2008
e dezembro de 2013.

_Material e métodos

Foi efetuada a andlise retrospetiva dos resultados laboratoriais de
todos os casos com suspeita clinica de leishmaniase, que recorre-
ram ao INSA para confirmac¢ao ou exclusdo do diagnostico, entre
janeiro de 2008 e dezembro de 2013.

Para o diagnostico laboratorial da infe¢do por Leishmania foram uti-
lizadas métodos seroldgicos (ELISA (RBioPharma), IFI (Biomerieux),
Immunoblot (Ldbio Iberlab)) e 0 método molecular nested PCR para
amplificac@o da regido varidvel do gene codificante SSUrRNA, adap-
tado e modificado de Cruz L. et al (4). Para a andlise descritiva dos
dados demograficos dos casos confirmados, recorreu-se ao calculo
de frequéncias absolutas e relativas.
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_Resultados

Entre janeiro de 2008 e dezembro de 2013 foram analisadas, por
métodos seroldgicos e/ou moleculares, amostras bioldgicas de do-
entes com suspeita clinica de leishmaniase. Nos casos em que 0
quadro clinico foi conhecido, 80% apresentavam esplenomegalia.
Destas amostras analisadas, confirmaram-se 37 (17,7%) casos po-
sitivos: 26 (70%) por métodos seroldgicos, 10 (27%) por PCR e 1
(3%) por ambas as metodologias.

Na Tabela 1 apresenta-se o ndmero total de casos com guadro
clinico suspeito, recebidos no INSA entre 2008 e 2013, e 0 nimero
de casos com diagndstico laboratorial confirmado, por ano de
diagnéstico.

Tabela 1: ['7 Distribuigcdo dos casos de leishmaniase por ano,
2008-2013.

Ano Resultado positivo

casos analisados N2 (%)

2008 78 ? 14 (17,9)
o009 I - 779
2010 0 A o 816
Cooont 5 280
S22 15 A 300
2013 5 o 3000

Total 209 37 (17,7)

Em relagdo a distribuicdo dos casos positivos por distrito de residén-
cia, observou-se que a maioria dos doentes residia no distrito de
Castelo Branco (24,3%), seguido do distrito de Setubal (21,6%) e de
Faro (10,8%) (Gréfico 1).

Dos doentes cujo género foi conhecido, verificou-se que 58,3%
(21/36) pertenciam ao género masculino e 41,7% (15/36) ao género
feminino.

A idade foi conhecida em 33 dos 37 doentes com infecao por Leish-
mania sp. Observaram-se 8 casos em criangas: uma crianga com 11

meses de idade, cinco com idades compreendidas entre 1 e 4 anos
e duas criangas com 14 e 17 anos. Em relagdo a populacéo adulta,
75,7% (25/33) dos casos ocorreram em doentes com idade igual ou
superior a 21 anos, sendo o grupo etario dos 31 aos 50 anos 0 mais
frequente, com 33,3% (11/37) de casos de infecao por Leishmania
sp. (Gréfico 2).

Gréfico 1:

Distribui¢do dos casos de leishmaniase por distrito
de residéncia, 2008-2013.
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_Discusséo e concluséo

Entre 2008 e 2013, e segundo o Ultimo relatério das Doencas de De-
claragdo Obrigatéria 2009-2012 da Direcéo-Geral da Saude (DGS),
foram notificados 42 casos de leishmaniase (38 confirmados e 4 pro-
vaveis), sendo a maioria criangas, entre 1 e 4 anos de idade e do sexo
masculino (5), Durante os Ultimos 6 anos (2008-2013), o Laboratério
Nacional de Referéncia de Infecdes Parasitérias e Fungicas do INSA
confirmou 37 casos com suspeita clinica de leishmaniase. Apesar de
0 Laboratério de Referéncia do INSA ndo ser o Unico, a nivel nacional,
a efetuar o diagnostico laboratorial pode-se equacionar a existén-
cia de subnotificagdo desta doenca, seguindo o descrito por Serra
E., ao concluir que, entre 1999-2009, dos 375 individuos internados
com Leishmaniase visceral em varios hospitais de Portugal continen-
tal, 38,6% foram notificados (). De acordo com os Gltimos dados da
Organizag&o Mundial da Saude (OMS), em 2011 e 2012, nédo foram
declarados casos de leishmaniase em Portugal, tendo sido notifica-
dos 88 casos, entre 2005 e 2010 (7). O relatério anual de 2013 do Fu-
ropean Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) n&o refere
quaisquer dados sobre a ocorréncia de leishmaniase nos paises eu-
ropeus, informagao esta que vem reforcar a hipotese anteriormente
levantada relativamente a subnotificagdo desta parasitose.

Em relacdo ao presente estudo, a maioria dos casos ocorreram em
individuos com idade igual ou superior a 31 anos, o que é corrobo-
rado por Campino L. e Ravel, que afirmaram que esta doenca deixou
de ser considerada predominantemente infantil e passou a emergir
na populacéo adulta jovem, em particular nos individuos imunocom-
prometidos com coinfecgéo VIH/SIDA (8, 9),

A maioria dos casos positivos confirmados neste estudo foi pro-
veniente da Beira Interior (Castelo Branco), seguido da Regido de
Lisboa e Vale do Tejo (SetUbal e Lisboa) e do Algarve (Faro), o que
esta de acordo com o estudo realizado por Serrada E., na primei-
ra década de 2000, no que respeita a regido de Lisboa e Vale do
Tejo (6). Contudo, a urbanizacdo/domesticacao dos focos zooné-
ticos naturais e a diminuigdo da populagdo canina nas areas urba-
nas aumenta a vulnerabilidade do homem & infecéo acidental (19),

As alteracdes climatéricas/ambientais e socioecénomicas em Portu-
gal, assim como a resisténcia do parasita e do vetor aos farmacos e

5014 P
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inseticidas em uso, podem favorecer a emergéncia e/ou reemergén-
cia da leishmaniase no nosso pais. Estes factos, associados ao des-
conhecimento da populagéo sobre a doenga e a sua subnotificagéo,
alertam para a importancia de se desenvolver um plano nacional de
diagnostico e de prevencao e controlo, quer do vetor, quer da doenga
humana e canina em Portugal.
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_Introdugéo

Atinea capitis ¢ uma infeg@o do cabelo e do couro cabeludo causa-
da por fungos dermatéfitos dos géneros Trichophyton e Microspo-
rum. As manifestacdes clinicas podem ser ligeiras, semelhantes a
dermatose descamativa ndo inflamatéria, ou mais acentuadas, com
lesdes inflamatorias e alopécia, podendo evoluir para formas mais
graves, tais como as leses do tipo Kérion celsi (1. A transmisséo
pode ocorrer por via direta, através do contato pessoa a pessoa, ou
indiretamente pelo contato com animais infetados.

A tinea capitis é considerada um problema de salde publica so-
bretudo por ser uma doenca de facil disseminagao, mas também
devido ao longo periodo que € necessario para um tratamento efe-
tivo, dando origem a casos frequentes de toxicidade e de interrup-
¢ao da terapéutica.

A prevaléncia desta infecdo varia consoante o pais ou a regido, sendo
mais prevalente nos paises em desenvolvimento, devido principal-
mente a condicdes socioecondmicas e de higiene deficitérias (2:%). A
tinea capitis afeta principalmente criancas em idade escolar (3:5.6),
No entanto, a incidéncia da doenga em adultos, em particular na po-
pulagéo idosa, tem aumentado nos Ultimos anos (*4). De facto, es-
tudos europeus referem alteragéo do padrao epidemioldgico desta
infegao (%:5) e também a emergéncia de espécies raras ou de impor-
tagao (6).

Em Portugal, estudos realizados na zona norte revelaram Microspo-
rum canis como sendo o principal agente da tinea capitis (7). No en-
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tanto, a regido de Lisboa tem apresentado um padrao epidemiologi-
co diferente com prevaléncia de espécies antropofilicas e de impor-
tagéo (8:9),

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever o perfil epidemioldgico
da tinea capitis, em doentes da regido de Lisboa e Vale do Tejo,
cujo diagndstico laboratorial foi realizado pelo Laboratério de Infe-
¢oes Parasitérias e Fungica do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 2004 e dezembro de 2013.

_Material e Métodos

Foi realizada uma andlise retrospetiva dos resultados laboratoriais,
obtidos no periodo entre 1 de janeiro de 2004 e 31 de dezembro de
2013, de utentes do distrito de Lisboa e Vale do Tejo com suspeita
clinica de tinea capitis, que recorreram ao Laboratorio Nacional de
Referéncia de InfegOes Parasitarias e Fingica do INSA para analise
micolégica de cabelo e escamas do couro cabeludo. Foram analisa-
dos os dados demogréficos dos doentes elegiveis para o estudo.
Por escassez de dados relativos ao ano 2005, os casos de tinea
capitis identificados neste ano foram excluidos deste trabalho.

As amostras de cabelo e escamas de couro cabeludo foram anali-
sadas por exame direto com adicao de KOH 30% e inoculados em
meio de Sabouraud dextrose agar suplementado com cloranfenicol
e em agar micobiético (19:11). Aincubagéo decorreu durante 20-25
dias a 27°C. A identificacao dos fungos isolados foi realizada com
base em caracteristicas macroscépicas e microscopicas da cold-
nia, de acordo com atlas de identificagdo (19:11), complementada
por testes adicionais, sempre que necessarios.

_Resultados

Entre 1 de janeiro de 2004 e 31 de dezembro de 2013, foram iden-
tificados 224 casos de tinea capitis. Do total de casos diagnostica-
dos, 129 (57,6%) eram do género masculino e 95 (42,1%) do género
feminino. Durante o periodo de estudo, os dermatéfitos mais fre-
quentemente isolados foram Microsporum audouinii (120 casos;
53.6%), seguidos por Trichophyton soudanense (43 casos; 19.2%)
(Tabela 1).
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Tabela 1: ['%] Dermatdfitos isolados de cabelo e escamas do couro

cabeludo, 2004-2013",

Microsporum audouinii 53,6
 Miorosporum canis 'z'e; """"""""" 03
 Microsporum gypseum 1 s 13
| Trchophyton erinacei > 09
 Trichophyton mentagrophytes 7 31
| Trichophyton soudanense s 192
 Trichophyton verrcosum T 04
 Trchophyton tonsurans 7 76
| Tichophyton rwbrum . 18
 Trichophyton violaceum - N 09
| Trchophytonspp. N 09

TOTAL 224 100

* Excluido ano 2005.

Na distribuic@o por grupo etario verificou-se que as criangas dos
grupos 1-4 anos e 5-9 anos foram as mais afetadas por tinea capi-
tis causada por Microsporum audouinii (24,5% e 22,7% respetiva-
mente), enquanto Trichophyton soudanense foi 0 segundo agente
mais frequentemente isolado nos mesmos grupos etéarios (3,1% e
11,2% respetivamente) (Gréfico 1).

No grupo etario dos 10-14 anos registaram-se 26 (11,6%) casos
de tinea capitis. Neste grupo etario as infegdes por Microsporum
audouinii representaram 42,3% (11 casos) do total de infecdes.

No grupo etario <1 ano foram identificados trés casos positivos e
nos grupos 14-19 e 20-50 anos foram identificados cinco casos de
tinea capitis (3 e 2 casos respetivamente). Os casos de tinea capitis
nestes trés grupos etarios representam apenas 3,6 % do total de
infecdes. Nao foram observados casos positivos de tinea capitis no
grupo etéario >50 anos durante o periodo em analise (Gréfico 1).

Gréfico 1:
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No periodo em estudo, a média das frequéncias das infe¢des do
cabelo e couro cabeludo por Microsporum audouinii foi de 51%,
tendo-se verificado a frequéncia mais elevada em 2009 (61,1%). A
média das frequéncias das infecdes por Trichophyton soudanense
foi de 20%, tendo-se registado a frequéncia mais elevada em 2012
(33,3%). A média das frequéncias das infecdes por Trichophyton
tonsurans e por Microsporum canis foi de 10% e 11% respetiva-
mente, sendo a frequéncia mais elevada por Trichophyton tonsu-
rans em 2004 (33%) e por Microsporum canis em 2008 (17,2%).
Entre 2008 e 2012 verificou-se um aumento de infegdes por fungos
antropofilicos, Microsporum audouinii e Trichophyton soudanense,
que diminuiram para valores préximos da média das frequéncias
respetivas a partir de 2012. As infegbes por Microsporum canis
(espécie zoofilica) tém vindo a aumentar desde 2012. (Gréfico 2).

_Discusséo e conclusédo

O Ultimo estudo europeu sobre as infegbes por tinea capitis na
Europa ocorreu em 1997 (12). Neste estudo observou-se que o
ndmero de infecdes ectothrix (sem invasdo da medula capilar) por
Microsporum canis permanecia constante na Europa, sendo mais
predominante nos espacos rurais. Em contrapartida, as infe¢des en-

Grafico 2:
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dothrix (com invaséo da medula capilar) ocorreram em nimero cada
vez maior em varias partes da Europa, particularmente no Reino
Unido, sendo sobretudo infecdes por Trichophyton tonsurans (12).
0O mesmo estudo refere ainda que, apesar de Microsporum canis
ser o principal agente de tinea capitis, houve um aumento acentu-
ado de infecdes por dermatdfitos antropofilicos, particularmente
nas zonas urbanas de alguns paises europeus. Esta realidade foi
igualmente observada noutros estudos (3,11,13),

Relativamente a distribuicao regional desta infecdo em Portugal, um
trabalho realizado nos anos 80 num hospital de Lisboa, refere um
aumento da tinea capitis por Microsporum audouinii (21,7%) e um
decréscimo das infecées por Microsporum canis (15,3%) (14:15),

No presente estudo observou-se uma maior frequéncia de tinea ca-
pitis causada por Microsporum audouinii. Esta constatacéo esta de
acordo com o padré@o epidemiol6gico observado em trabalhos rea-
lizados na regiao de Lisboa desde 1975 (8), em que se verificou um
aumento da frequéncia de espécies antropofilicas, devido ao feno-
meno da imigragao de Africa para esta regido do pais (°). A seme-
lhanca de outros estudos (%:16), observou-se também neste estudo

Variagéo da frequéncia de casos de tinea capitis por agente etiolégico e ano de diagndstico, 2004-2013*.
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==== T tonsurans valor médio
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* Excluido ano 2005.
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uma maior frequéncia de tinea capitis em criangas entre 1 e 9 anos
de idade, sendo o género masculino o0 mais afetado.

Do exposto, saliente-se que 0 Microsporum audouinii € uma espé-
cie exclusivamente antropofilica, bem adaptada ao parasitismo
humano, sendo responsavel por diversos surtos na populagéo em
idade escolar (). O contagio da tinea capitis entre pares é facil,
0 seu tratamento é longo, levando muitas vezes ao absentismo es-
colar. Casos de portadores assintomaticos sao frequentes, o que
complica o controlo da infegao (17).

Com este estudo pretende-se chamar a atengao de todos os profis-
sionais e autoridades de salde competentes para a importancia
da vigilancia das infe¢des por tinea capitis, por forma a melhor se
conhecer a epidemiologia da doenca e rapidamente se poder atuar
e prevenir futuros casos de infe¢ao e riscos associados.
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_Introdugéo
As infecOes flngicas hospitalares constituem atualmente um pro-

blema hospitalar relevante em todo o mundo. A fécil transmisséo
dos fungos pelo ar, pela agua ou pelo contato direto ou indireto
entre pessoas e com superficies ou objetos contaminados conduz
a uma preocupacao crescente com este tipo de infecdes em meio
hospitalar, principalmente em doentes imunocomprometidos.

Candida parapsilosis € um fungo leveduriforme oportunista
causador de infecdes sistémicas, principalmente em doentes
oncoldgicos (1), doentes internados em unidades de cuidados
intensivos (2) e em recém-nascidos (3). O controlo das infecdes
nosocomiais por Candida requer um conhecimento aprofundado
da estirpe infetante e do estado imunolégico do doente internado.

Os fungos reproduzem-se por libertacdo de esporos de peque-
na dimensao e tém uma elevada disperséo ambiental. Sao fontes
comuns de aquisicao de infe¢bes flngicas em ambiente hospi-
talar, os sistemas de ventilagdo e de ar condicionado, a agua,
poeira, matéria organica em decomposicao, plantas e flores or-
namentais, alimentos, obras de constru¢cdo no hospital ou nas
suas imediagoes e, até, os proprios doentes, visitantes e profis-
sionais de saude (4).

0 modo de transmissao ocorre por contacto, ingestao ou inalagao
de particulas contaminadas. O grupo de doentes com risco acres-
cido de adquirir uma infe¢ao fungica nosocomial sdo os doentes
transplantados ou oncolégicos, bem como os doentes em cuidados
intensivos e/ou continuados como os doentes queimados. Os do-
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entes oncoldgicos, principalmente os doentes hematoldgicos apre-
sentam um maior risco de desenvolvimento de infegbes fungicas
invasivas. De facto, cerca de 20 a 50% destes doentes evidenciam
sinais de infecéo flngica invasiva aquando da autépsia ().

Na Europa e América Latina, a Candida parapsilosis ¢ uma das es-
pécies predominantemente isoladas da corrente sanguinea (1:6)
e tém sido descritos varios surtos hospitalares causados por esta
levedura, associados ao uso de cateteres, sondas, ou dispositi-
vos prostéticos contaminados (7:8). Acresce que, e ao contrario
de outras espécies de Candida, a Candida parapsilosis ¢ frequen-
temente isolada das maos dos profissionais de satde ().

Arapidaidentificacao de estirpes envolvidas na infe¢éo fingica e
o0 conhecimento da diversidade genética s&o questdes de grande
importancia clinica, uma vez que podem contribuir para o desen-
volvimento de novas estratégias na prevencgao e tratamento das
infecGes nosocomiais e, consequentemente, assegurar a melho-
ria do estado geral do doente.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo desenvolver novas ferramentas
moleculares, que permitam responder atempadamente a questoes
epidemiologicas contribuindo, assim, para a reducao do risco de
infecdes hospitalares por Candida parapsilosis.

_Material e métodos
Foram desenvolvidos métodos moleculares de genotipagem de DNA

microssatélite de estirpes de Candida parapsilosis (19). O protoco-
lo desenvolvido foi aplicado a 233 isolados de Candida parapsilosis.
Estes isolados foram obtidos de 194 produtos bioldgicos (sangue; se-
cregdes do trato respiratdrio; urina, pele e unhas) de doentes interna-
dos e de 39 amostras provenientes do ar, de superficies hospitalares,
de dispositivos médicos e das maos dos profissionais de saude.

Na genotipagem foram utilizados quatro marcadores de DNA micros-
satélite por analise multiplex. O poder discriminatério combinado dos
quatro marcadores foi de 0.99, o que significa que este método tem
uma precis@o de 99% na discriminacéo de estirpes de Candida pa-
rapsilosis. Dado o elevado poder discriminatério desta técnica, este
método foi posteriormente aplicado ao estudo de casos em ambien-
te hospitalar, para 0s quais se procuravam respostas a nivel epide-
mioldgico.
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_Resultados e discusséo

Utilizando o método de genotipagem desenvolvido (19, observou-
se que em casos de isolados multiplos do mesmo doente, o geno-
tipo multilocus de estirpes colonizadoras e causadoras de infe¢éo
manteve-se, podendo, este facto, indicar que determinado genoti-
po confere alguma adaptagao ao hospedeiro.

Tendo como finalidade a detecéo ou excluséo de surtos, bem como
a detecgdo de possiveis fontes de contaminacao, foram estudadas
as estirpes de Candida parapsilosis, isoladas de diferentes doentes,
bem como isolados colhidos em vérios locais do ambiente hospi-
talar. Dos resultados obtidos descrevem-se as trés investigacoes
sequintes:

Investigacéo 1

Foram genotipados trés isolados de Candida parapsilosis, cujas
amostras clinicas foram colhidas num intervalo de 2 semanas, a
partir de sangue e de urina de trés doentes internados no servigo de
pediatria de uma unidade hospitalar. Observou-se que o0s trés isola-
dos apresentavam o mesmo perfil genotipico, indicando que se tra-
tava da mesma estirpe ou estirpes muito relacionadas (Tabela 1).

A presenca, no mesmo periodo de tempo e no mesmo Servigo
hospitalar, da mesma estirpe em trés doentes internados sugere a
existéncia de um surto nosocomial. Nenhuma estirpe de Candida
parapsilosis foi isolada durante este periodo de colheita em outros
servicos deste hospital.

Investigagdo 2

Foi encontrado 0 mesmo gendtipo ou um gendtipo multilocus com
um elevado grau de similaridade em estirpes de Candida parapsi-
losis, isoladas de diferentes superficies do meio ambiente hospita-
lar, bem como das maos de um profissional de salde ¢, ainda, de
um doente internado de um hospital (Tabela 2). O alto grau de si-
milaridade genética entre estes isolados indica uma via de trans-
missao Unica da estirpe, provavelmente através do contacto direto
com doentes e/ou com superficies contaminadas.

Os isolados ambientais M, O e P (Tabela 2) foram todos colhidos
no mesmo dia, um deles a partir de um carrinho de apoio clinico
e 0s outros dois das macanetas das portas de um mesmo servi-
¢o hospitalar. Os locais de colheita sugerem uma cadeia de trans-
missao da estirpe de Candida parapsilosis por contacto manual.
Nenhum dos outros doentes internados no servigo hospitalar em
andlise apresentou infecdes causadas por esta estirpe com um
gendtipo multilocus igual ou similar no mesmo periodo de tempo.

No isolado F, cuja amostra foi colhida das maos de um profissional
de saude, foi identificado 0 mesmo gendtipo, que nos isolados Q
e R, colhidos de uma torneira de agua e de um carrinho de apoio
clinico 3 meses apos a colheita do isolado F. Observou-se, ainda,
que um doente internado neste mesmo servigo apresentou umain-
fegao por Candida parapsilosis com 0 mesmo gendtipo (isolado C),
5 meses depois da colheita realizada das méos do profissional de
saude (Tabela 2).

Tabela 1:
servico de pediatria de um hospital.

Produto SerVIQO

Feminino Urina Pediatria
2 Masculino Hemocultura Pediatria
Hemocultura Pediatria

3 © Masculino

Genotipagem de marcadores de DNA microssatélite em isolados clinicos de Candida parapsilosis colhidos num

Gendtipo Multilocus

CP4 CP6 B
222/243 354/354 282/336 127/127
N 3s4/364 282/3%6 127127
Compas 3541354 262/336 127127
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Tabela 2: [] Genotipagem por marcadores de DNA microssatélite de Candida parapsilosis em isolados ambientais e clinicos
colhidos num servigo de hematologia de um hospital.

Identificagédo Origem Genotlpo Multilocus
do isolado g€

Maganeta da porta do quarto de um doente 240/240 342/342 285/285 103/103
""""" a"""""”Mgggn;;;a;;’m; deinstalagoes sanitarias  240/240  342/342  285/285  103/103
""""" P Camnhodeapoioclinico  240/240  G4p/342  285/285  103/108
""""" F Mdosdeprofissonal desaide  222/243  354/354  282/336  120/129
""""" Q@ Tomera  222/243 a54/354  282/336  129/129
""""" R Carnhodeapoio 202/243  354/354  282/336  129/129

c ~ Hemocultura . 222/243  354/354  282/336  120/129

No que respeita aos resultados obtidos das colheitas feitas nas
Figura 1: [ Placas de contacto das méos dos profissionais de

salide hospitalares antes (a) e depois (b) da lavagem
sis revelou ser a levedura mais frequentemente isolada. Conforme e desinfegdo das méos.

apresentado na Figura 1, a lavagem e desinfecdo das maos mos-

maos dos profissionais de salde hospitalar, Candida parapsilo-

trou ser essencial, quer na remocao de leveduras quer de fungos
filamentosos. (b)

Investigagdo 3
Foi realizada a genotipagem em 49 isolados provenientes de diferen- (a)

tes produtos biolégicos e do meio ambiente de um hospital. Verifi-
cou-se que em cinco destes isolados, (4 hemoculturas e 1 catéter),

(b)
cujas colheitas foram efetuadas em cinco doentes durante o periodo
de dois anos, partilhavam o mesmo gendtipo multilocus (Tabela 3).
Durante este periodo de tempo, néo foi detetado este gendtipo mul- (@)

tilocus em nenhum dos isolados de Candida parapsilosis colhidos e
analisados noutros servigos deste hospital. Este facto, sugere a pre-
sencga de uma estirpe residente no hospital em estudo.

Tabela 3: [ Genotipagem por marcadores de DNA microssatélite de isolados de Candida parapsilosis
obtidos de um dispositivo médico e de quatro doentes internados de um hospital.

Gendtipo Multilocus
Doente # Produto
‘ ‘ CP1 ‘ CP4 ‘ CP6 ‘ B

1 © Hemocultura  240/262  300/300  285/285 147/149
77777777 2 Hemocultra  240/252  800/800 285/285 147/149
"""" 3 Caéter  240/252  300/300 285/285  147/149
77777777 4 Hemocultura  240/252  300/300  285/285  149/149

5 | Hemocultura ~ 240/252 = 300/300 :  285/285 149/149
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_Conclusbes
Para uma melhor compreensao da epidemiologia de Candida pa-

rapsilosis em ambiente hospitalar e também em prol da melhoria
do estado de saude do doente internado, varios métodos de ti-
pagem tém sido desenvolvidos. A genotipagem por marcadores
de DNA microssatélite mostrou ser uma metodologia altamente
discriminatéria, podendo assim, ser uma ferramenta valiosa para
apoiar as investigacdes epidemioldgicas.

Com este estudo, e assumidas as limitagdes conceptuais do
mesmo, constatou-se que a presenca simultdnea de casos de
infecdo por Candida parapsilosis no mesmo servico hospitalar
(investigacao 1 e 3) e a presenca continuada da mesma estirpe
de Candida parapsilosis nas maos de um profissional de saude,
num doente internado e em diferentes superficies (investigagao 2),
indicam que esta espécie fungica é um importante veiculo de in-
fecd@o nosocomial, que merece a melhor ateng¢ao pelas comissoes
de controlo de infecao e entidades hospitalares competentes.

0O desenvolvimento de marcadores de DNA microssatélite na geno-
tipagem de estirpes de Candida parapsilosis, abre a possibilidade
de investigagbes epidemioldgicas futuras em meio hospitalar, no-
meadamente a identificacdo atempada de potenciais reservatorios
de infecdes enddgenas e exdgenas por Candida parapsilosis. Por
outro lado, a utilizagdo desta ferramenta molecular alerta também
para a adocao de medidas preventivas adequadas, que irdo certa-
mente contribuir para a diminui¢do da incidéncia das infegdes fun-
gicas nosocomiais, fundamentar agdes de sensibilizacao periddicas
para 0s profissionais hospitalares e, ainda, sustentar uma monitori-
zacao sistematica da carga fungica em ambiente hospitalar.
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_Introdugéo

A infec&o por Campylobacter, em particular C. jejuni e C. coli, é a
principal causa mundial de infecdes bacterianas entéricas. Para
além das manifestacdes gastrintestinais, este agente etioldgico é
responsavel por bacteriemias, sobretudo em doentes imunocom-
prometidos, ou por complicagdes pds-infecao, como séo exemplo
a artrite reativa e a sindrome de Guillain-Barré (- 2). A principal via
de transmissao é através do consumo de agua ou alimentos con-
taminados, sobretudo carne de aves, sendo muito rara a transmis-

séo de pessoa a pessoa ().

Segundo o ultimo relatério do European Centre for Disease Preven-
tion and Control (ECDC), a campilobacteriose é a doenca zoondtica
mais frequentemente notificada em humanos, com uma incidén-
cia de 69,73/100 000 habitantes nos paises da Unido Europeia em
2011, tendo o maior nimero de casos ocorrido em criangas do
género masculino com idade inferior a 5 anos (157,3/100 000 crian-
cas) (). Em Portugal, os dados de morbilidade da infe¢éo por Cam-
pylobacter spp. 40 £s¢assos.

_Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de in-
fecdes por Campylobacter spp. e identificar potenciais fatores de-
mograficos e clinicos associados em doentes com quadro clinico
de diarreia aguda, que recorreram as urgéncias ou consultas hos-
pitalares, entre setembro e novembro de 2012.

_Material e métodos
Foi utilizado um modelo de estudo observacional, transversal, com
uma componente analitica. Foram incluidos no estudo todos os

9012 .
A i 1 =
~ namero: X oS g =
. i
_— =

doentes com um quadro clinico de infe¢do gastrintestinal com diar-
reia aguda, que se deslocaram a 22 hospitais, distribuidos de norte
a sul de Portugal Continental, entre setembro e novembro de 2012,
Durante este periodo, todos os laboratdrios hospitalares recolhe-
ram e prepararam uma amostra de fezes de cada um dos doentes
elegiveis para o estudo. Estas amostras bioldgicas foram posterior-
mente enviadas ao Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), acompanhadas de um questionario, desenhado para
o efeito, com dados demogréficos e clinicos sobre os doentes.

Os antigénios de C. jejuni ou C. coli foram detetados por ELISA,
com o kit RIDASCREEN® Campylobacter (R-Biopharm). Para
todas as amostras positivas, foi feita a extrag@o dos &cidos nu-
cleicos (EasyMag, bioMerieux, Franca) e foi realizado um PCR
em tempo-real, com sondas FRET, para identificagdo da espé-
cie.

Para a analise descritiva recorreu-se ao calculo de frequéncias ab-
solutas e relativas. A andlise univariada foi efetuada recorrendo ao
software IBM SPSS (versao 22). A intensidade de associacao entre
variaveis foi estudada aplicando o teste do x2 ou o teste exato de
Fisher, nos casos em as frequéncias esperadas foram inferiores ou
iguais a 5. Para todos os testes estatisticos utilizados foi conside
rado um nivel de significancia de 5%. A intensidade de associagao
entre varidveis foi calculada pela Odds ratio (OR) e respetivos inter-
valos de confianga.

_Resultados

De setembro a novembro de 2012 foram analisadas 576 amos-
tras de fezes diarreicas de doentes com sintomas gastrintestinais
agudos, sendo 312 (54,2%) doentes pediatricos (idade < 18 anos)
e 264 (45,8%) adultos (> 18 anos); 309 (53,6%) doentes perten-
ciam ao género masculino e 267 (46,4%) ao género feminino.

O diagnostico laboratorial mostrou que 8,2% (47/576) das
amostras foram positivas para antigénios de Campylobacter.
Verificou-se que dos 47 individuos infetados, 82,9% (39/47)
eram doentes com idade < 18 anos, dos quais cerca de 59%
(23/39) pertenciam ao grupo etario 0-4 anos (Tabela 1).
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Tabela 1: [7] Distribuigdo dos 47 doentes positivos para
Campylobacter spp., por grupo etdrio.

Grupo Etario (anos) % (n/N)
0-4 anos 48,9 (23/47)
""""" si8anos  G40[16M4T)
""""" S8anos  170(847)

Quando comparada a distribui¢do por grupo etério, observou-se
que a frequéncia de doentes infetados com idade < 18 anos foi sig-
nificativamente mais elevada do que na populagéo adulta (12,5%
versus 3,0%; P<0,001; OR=4,6; 1C95%:2,0-10,8). Relativamente as
carateristicas clinicas, verificou-se que a infecdo por Campylobac-
ter estava significativamente associada a febre (15,5% versus 6,7%,
P=0,007; OR=2,6; IC95%: 1,3-4,9) e a diarreia com sangue (29,3%
versus 6,5%, P<0,001; OR=5,9; 1C95%: 2,8-12,6).

A distribuicdo ao longo do tempo mostrou que ocorreram menos
casos de infegdo por Campylobacter no més de outubro (5,7%), do
que nos meses de setembro (10,0%) e de novembro (9,6%).

Em relacao a distribuicao por regides de salde, observou-se maior
numero de casos na regido norte (10,3%), seguida das regides de
Lisboa e Vale do Tejo (8,2%), Sul (7,2%) e Centro (3,4%).

Quanto a identificagdo da espécie por PCR, dois doentes adultos
estavam infetados por C. coli e 0s restantes apresentaram infecao
por C. jejuni.

A Tabela 2 resume as caracteristicas demogréficas e clinicas dos do-
entes infetados por C. jejuni com idade < 18 anos. Na andlise univaria-
da observou-se que nenhuma das variaveis demograficas apresentou
diferencas estatisticamente significativas, verificando-se, assim, uma

Tabela 2: [l Carateristicas demogréficas e clinicas dos doentes infetados por C. jejuni com idade < 18 anos.

Masculino 74 20 (11,5) 0807 0412-1,68 0,606
Feminino 138 ‘ 19 (13,8) 1 ‘

, |
0-4 201 23 (11,4) 0767 0,387-1,522 0,477
5-18 111 16 (14,4) 1 1

, |
Sim 71 11 (15,5) 1395 06562964 0,415
N&o 241 28 (11,6) ‘ ‘
Sim 111 § 7(6,3) 0355 0,151-0,835 0,019
N2o 201 32 (15,9) 1 1
Sim 25 1(4,0) 0273 00362077 0,338
N&o 287 ‘ 38(13,2) ‘ ‘

| |
Sim 64 12 (18,8) 1,889 0,898-3,975 | 0,073
Né&o 248 27 (10,9) ‘ |

| |
Sim 34 11 (32,4) 43 1997 0,001
Néo 278 28 (10,1) | |
Sim 69 5(7.2) 0480 0,180-1,279 0,153
N&o 243 39 (14,0) ‘ ‘
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uniformidade do género e grupos etarios relativamente a infe-
¢éo por C. jejuni. Quanto a apresentacgéo clinica da infecao por
C. jejuni nas criangas com < 18 anos, e de entre as variaveis ana-
lisadas, observou-se uma associacdo estatisticamente signifi-
cativa com a variavel diarreia com sangue (32,4% versus 10,1%,
P=0,001; OR=4,3; 1C95%: 1,9-9,7) e auséncia de vomitos (6,3%
versus 15,9%, P=0,019; OR=2,8; 1C95%: 1,1-7,3).

_Discusséo e concluséo
A campilobacteriose humana esta frequentemente associada a infe-

¢ao por espécies de Campylobacter termotolerantes, como C. jejuni
e C. coli, e entre estas duas espécies, C. jejuni ¢ a mais frequente, o
que corrobora os resultados do presente estudo. A maior frequén-
cia de C. jejuni tem sido atribuida a idade dos doentes infetados por
esta espécie, que em média é inferior a idade dos doentes infeta-
dos por C. coli 5). No caso do presente estudo, o facto de a maioria
dos doentes infetados serem criancas pode explicar a predominan-
cia de C. jejuni, uma vez que os dois casos de C. coli foram isola-
dos em adultos.

Varios estudos referem as criancas até aos 4 anos de idade como
0 grupo etario de maior risco para a aquisicao de infecao sintomati-
caaC. jejuni 4:6). No presente estudo, a frequéncia de infegéo por
C. jejuni foi ligeiramente superior nas criancas entre os 5-18 anos
(14,4%) em relagdo as criancas do grupo etario 0-4 anos (11,4%)
(Tabela 2). Apesar de esta diferenca ndo se ter revelado estatisti-
camente significativa (p=0,477), pode sugerir-se um maior contri-
buto das fontes de contaminagao de origem alimentar (carne de
aves ou contaminagéo cruzada de alimentos crus) no grupo etario
5-18 anos, do que as fontes ambientais, que tém maior relevo para
a aquisicdo da infecdo nas criancas mais pequenas (7).

Também tem sido descrito que 0 género masculino é mais frequen-
temente infetado por C. jejuni do que o género feminino (4/6), facto
que nao foi observado no presente estudo.

Quanto a apresentacdo clinica, é de sublinhar a presenca de diar-
reia com sangue como fortemente associada a infecéo por C. jejuni,
quer considerando toda a populagdo em estudo, quer somente 0
grupo etéario < 18 anos, o que contrasta com dados da literatura que
referem que cerca de metade dos casos estao associados a diarreia
aquosa, nao sanguinolenta (4:8).
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Em conclusao, e apesar das limitagdes do estudo, relativas a dimen-
sdo da populagéo alvo e/ou periodo de tempo em que 0 mesmo de-
correu, pode-se sugerir que existe uma associa¢ao entre a infecao
por C. jejuni e a presenga de sintomas de diarreia aguda sanguino-
lenta, em particular na populagdo pediatrica. Para além da necessi-
dade de uma analise estatistica mais profunda para controlar o efeito
de outras varidveis, os resultados deste estudo evidenciam a impor-
tancia de se desenvolver um estudo mais alargado que comprove
as hipoteses aqui apresentadas. Para isso, e tendo em conta que a
campilobacteriose humana &, atualmente, uma Doenga de Declara-
¢ao Obrigatoria, o INSA ird assumir as suas responsabilidades, em
parceria com a Direcéo-Geral da Salde, na monitorizagéo e vigilan-
cia laboratorial desta e de outras patologias a nivel nacional.
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_Introdugéo

Giardia duodenalis é considerado o flagelado parasita mais comum
do trato gastrointestinal dos vertebrados, possuindo um ciclo de vida
monoxénico, em que a forma quistica infeta 0 hospedeiro por via ali-
mentar (). O espectro clinico varia desde um quadro assintomético
até ao aparecimento de episddios diarreicos, muitas vezes associa-
dos & perda de peso por mé absorgao intestinal (2). A giardiose é atu-
almente considerada uma parasitose re-emergente, apresenta uma
distribuicdo a escala mundial e ocorre frequentemente sob a forma
de surto (4),

Cryptosporidium spp. € um protozodrio ubiquo, intracelular obriga-
torio, causador de infecéo entérica em humanos e animais, designa-
da por criptosporidiose (4). Foram ja identificadas 26 espécies, das
quais, seis sao agentes etioldgicos responsaveis pela infe¢cao em hu-
manos, sendo as mais comuns C. hominis, C. parvum e C. meleagri-
dis, muito embora e ocasionalmente possam ocorrer infegoes por C.
cuniculus, C. felis e C. canis (°). A doenca carateriza-se por diarreia
aguda e autolimitada na populagdo saudavel, sendo profusa e croni-
ca no doente imunocomprometido e nas crian¢as durante o primeiro
ano de vida. Apesar dos sintomas mais frequentes estarem associa-
dos a infe¢ao do intestino delgado, o parasita também pode afetar
outros 6rgaos do aparelho digestivo e também do aparelho respira-
tério, em particular os pulmées (6).

Entamoeba histolytica é o protozoario responsavel pela disenteria
amibiana bem como pelo aparecimento do abcesso hepatico ami-
biano (7). De acordo com a Organizagao Mundial da Satde (OMS),
ocorrem anualmente 50 milhdes de novos casos sintomaticos e
100.000 mortes em todo 0 mundo (8). Cerca de 90% das infegées
séo provocadas por E. dispar e 10% por E. histolytica (9). Este pa-
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rasita tem a capacidade de destruir todos os tecidos e 6rgaos do
corpo humano. Apds a colonizagdo intestinal os trofozoitos (forma
trofica) disseminam para o figado e dai para os restantes 6rgaos,
sendo os mais afetados o cérebro, os pulmdes e os olhos (10).

Segundo o relatério de 2013 do European Centre for Diseases Pre-
vention and Control (ECDC), a incidéncia de giardiose foi de 5,49
casos por 100.000 habitantes nos paises da Unido Europeia, tendo
0 maior numero de casos ocorrido em criangas do género mascu-
lino com idade inferior a 5 anos (11). Segundo 0 mesmo relatério,
a incidéncia de criptosporidiose (2 casos por 100.000 habitantes)
tem-se mantido constante ao longo dos Ultimos cinco anos nos
paises da Unido Europeia. As criancas com idade inferior a 5 anos
s80 consideradas um grupo de risco, apresentando uma taxa de
incidéncia de 13,8/100.000 e 10,5/100.000, para 0 género mascu-
lino e feminino respetivamente ('1). Em Portugal, os dados sobre
aincidéncia destas infegOes parasitarias sao escassos, particular-
mente para a infe¢do por E. histolytica.

_Objetivo

Com este estudo pretendeu-se conhecer a frequéncia de infegoes
por G. duodenalis, Cryptosporidium sp. e E. histolytica em doentes
com sintomas de infec&o gastrintestinal, que recorreram as urgén-
cias ou consultas hospitalares entre setembro e novembro de 2012,

_Material e métodos
Foi utilizado um modelo de estudo observacional, transversal.

Participaram no estudo, os Laboratérios de Microbiologia dos Ser-
vicos de Patologia Clinica de 22 hospitais, distribuidos de norte a
sul de Portugal Continental. Durante o periodo de estudo, todos 0s
laboratorios hospitalares recolheram e prepararam uma amostra de
fezes por doente com quadro clinico compativel com infe¢ao gas-
trintestinal. As amostras bioldgicas foram posteriormente enviadas
ao Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), acom-
panhadas de um questionario, desenhado para o efeito, com dados
demograficos e clinicos sobre os doentes elegiveis para o estudo.

0O diagnostico laboratorial de G. duodenalis, Cryptosporidium sp.,
E. histolytica/dispar foi efetuado pelo método ELISA (Ridascreen®
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Giardia, Ridascreen® Cryptosporidium e Ridascreen® Entamoeba,
R-biopharm AG, Alemanha). Nas amostras com resultado de ELISA
positivo para E. histolytica/dispar, a diferenciagéo entre a espécie
patogénica E. histolytica e a nao patogénica, E. dispar, foi efetua-
da por PCR em tempo real utilizando sondas FRET, apos a extra-
¢ao automatica de DNA (EasyMag, bioMerieux, Franca).

Para a analise descritiva recorreu-se ao célculo de frequéncias
absolutas e relativas. A analise univariada dos dados foi efetuada
recorrendo ao software IBM SPSS (versé&o 22). A intensidade de
associagao entre variaveis foi estudada aplicando o teste do x2 ou
o teste exato de Fisher, nos casos em as frequéncias esperados
foram inferiores ou iguais a 5. Para todos 0s testes estatisticos uti-
lizados foi considerado um nivel de significancia de 5%.

_Resultados e Discusséo

No total foram analisadas 812 amostras de fezes de doentes com
um quadro clinico de infegao gastrointestinal, sendo que 91,9%
(747/812) dos doentes apresentavam amostras com uma consis-
téncia diarreica e 8,0% (65/812) tinham uma consisténcia pastosa.
A idade média dos doentes foi de 34,3 anos (idade minima=2 se-
manas; idade maxima=99 anos); 424 (52,2%) doentes pertenciam
ao género masculino e 397 (48,9%) eram criancas com idade <18
anos.

O diagnostico laboratorial mostrou que 8,7% (71/812) das amos-
tras foram positivas, pelo menos, para um dos parasitas anali-
sados. Verificou-se que nos 71 individuos infetados, 63 (88,7%)
apresentavam infecdo por um Unico parasita, dos quais 20,6%
(13/63) foram infegdes por G. duodenalis, 27,0% (17/63) por Cryp-
tosporidium sp., 23,8% (15/63) por E. histolytica e 28,6% (18/63)
por E. dispar (Tabela 1). Estes resultados contrariam os obtidos
em trabalhos realizados noutros paises, em que a prevaléncia de
infecdes por G. duodenalis € mais elevada do que a prevaléncia
por Cryptosporidium sp e E. histolytica (2, 13). Igualmente nou-
tros paises, a razéo das infecées por E. dispar/infecdes por E.
histolytica é de 3:1, sendo a espécie ndo patogénica E. dispar res-
ponsavel pela maioria das colonizagdes (14). No presente estudo
observou-se uma razao de 1:1. Nos oito (11,3%) doentes, em que
foram detetados dois parasitas em simultaneo, um doente apre-
sentou uma infe¢do por G. duodenalis e Cryptosporidium sp., um
outro doente estava infetado com Cryptosporidium sp. e E. dispar,
um outro com G. duodenalis e E. dispar € nos restantes cinco do-
entes a infec&o simultanea foi por G. duodenalis e E. histolytica. A
coinfecgao parasitaria tem sido descrita por varios autores (9 10,
14) devendo-se fundamentalmente & grande disseminagao das
formas de resisténcia e a facilidade com que estas s&o transmi-
tidas e veiculadas pela mesma fonte como a agua e os alimentos
contaminados.

Tabela 1:
exclusgo dos casos de coinfecgéo.

Distribui¢do percentual das infe¢bes parasitdrias por agente etioldgico, idade, género e sintomatologia, apds

Resultados positivos

Criangas (<18 anos) 15,9% (10/63) 22,2% (14/63) 12,7% (8/63) 12,7% (8/63)

Adultos (>18 anos) 4,8% (3/63) 4,8% (3/63) 11,1% (7/63) 15,8% (10/63)
Feminino 7,9% (5/63) 11,1% (7/63) 9,5% (6/63) 15,9% (10/63)
Masculino 12,7% (8/63) 15,9% (10/63) 14,3% (9/63) 12,7% (8/63)
Diarreia 10,7% (6/56) 10,7% (6/56) 21,4% (12/56) 8,9% (5/56)
Diarreia aquosa ou com sangue e outros sintomas** 7,1% (4/56) 16,1% (9/56) 3,6% (2/56) 12,5% (7/56)
Sem Diarreia e outros sintomas** 3,6% (2/56) 1,8% (1/56) 0,0% 3,6% (2/56)

* 7 doentes sem informagao clinica e com resultado positivo para qualquer um dos agentes etiolégicos.
** Qutros sintomas incluem dor abdominal, desidratagéo, febre e vomitos.
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A distribuicdo das infecdes parasitarias ao longo do tempo mos-
trou que todas foram mais frequentes no més de setembro, sendo
ainfegdo por E. histolytica/dispar a que apresentou maior nimero
de casos (34,9%, 22/63). Em relagéo a distribui¢do por regides de
saude (zona norte, centro, Lisboa e vale do Tejo e sul) observou-

se maior frequéncia para a infecdo por E. histolytica/dispar na
regido norte (28,6%, 18/63) e para as infecdes por G. duodenalis
e Cryptosporidium sp. na regido da grande Lisboa (11,1%, 7/63 e
20,6%, 13/63; respetivamente) quando comparado com as restan-
tes regides.

A frequéncia de Cryptosporidium sp. foi significativamente mais ele-
vada nas criancas do que nos adultos (22,2% versus 4,8%, p=0,013),
particularmente para o grupo etério dos 0-4 anos. Em relagéo ao
género, as frequéncias de infeco por G. duodenalis, Cryptospori-
dium sp. e E. histolytica foram superiores nos homens, em 0posi¢ao
a infegéo por E. dispar que foi mais frequente no género feminino
(Gréfico 1). Os dados anuais do ECDC suportam os obtidos neste
estudo para as infe¢des por G. duodenalis e Cryptosporidium sp. (11).

Dos 56 casos positivos para G. duodenalis e Cryptosporidium sp,
23 (41,1%) doentes apresentaram diarreia com ou sem outros sinto-
mas. Em relagéo a infe¢éo por E. histolytica todos os doentes apre-
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sentaram um quadro diarreico. Nao podendo excluir a infecao por
outros agentes etiolégicos, observou-se que todos os doentes com
infecdo por E. dispar, espécie nao patogénica, apresentaram sinto-
matologia (25%; 14/56) (Tabela 1).

_Concluséo
Em conclusao, os resultados obtidos foram semelhantes aos des-

critos noutros paises europeus (12 14, 15) 'no entanto salienta-se
que o numero de casos de infegdo por E. histolytica foi compara-
vel ao nimero de casos das restantes infecdes parasitarias. Este
facto, contradiz os resultados de outros estudos, em que a infe-
¢ao por E. histolytica é esporadica e trés vezes menos frequente
do que a infegdo por E. dispar.

Apesar das limitagdes do estudo, nomeadamente no que respei-
ta a dimensdo da populacao alvo e/ou duragdo do estudo, os re-
sultados obtidos indiciam que estas infegOes parasitarias sdo uma
realidade em Portugal e que, por isso, requerem uma abordagem
nacional para a sua prevencao e controle. Neste sentido, a recen-
te inclus@o da giardiose e da criptosporidiose na lista de Doengas
de Declaragéo Obrigatoria, por decisédo do Ministério da Saude e
da Direcao-Geral da Saude, ira ser mais um passo crucial para a
vigilancia epidemioldgica destas infegoes.

Grafico 1: [l Distribui¢do das infegbes parasitdrias por agente etiolégico, idade e género, apds exclusdo dos casos de coinfec¢do (n=63).
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_Introdugéo

Norovirus (NoV) sdo um vasto grupo de virus geneticamente relacio-
nados que pertencem ao género Norovirus e a familia Caliciviridae.
Tém um genoma constituido por RNA de cadeia simples, de pola-
ridade positiva, organizado em trés sequéncias de leitura abertas
(ORF - Open read frame), ORF1, ORF2 e ORF3 (Figura 1). A sequén-
cia ORF1 codifica seis proteinas ndo estruturais, entre elas a RNA
polimerase. As duas proteinas que constituem a capside, a prote-
ina major VP1 e a proteina minor VP2, s&o codificadas pela ORF2
e ORF3 respetivamente. NoV apresentam uma elevada diversida-
de genética, sendo classificados em cinco genogrupos (GI-GV), os
quais sao subdivididos em gendtipos. Apenas NoV dos genogrupos
Gl (8 gendtipos), Gl (19 gendtipos) e GIV tém sido associados a in-
fe¢des humanas. Os restantes genogrupos tém sido encontrados
apenas em animais (1),

A transmissao deste virus entérico é fecal-oral, quer através da in-
gestao de agua e alimentos contaminados, quer por contacto direto
pessoa-a-pessoa. Constituem também importantes fontes de con-
taminag&o, o contacto da mucosa oral com 0s aerossois formados
durante o vomito e 0 contacto com superficies contaminadas com
material fecal ou vémito. NoV € um dos agentes mais frequente da in-
fecao gastrintestinal aguda, afetando todos os grupos etérios, e esta
também na origem da maioria dos surtos de origem alimentar (2).

Reconstruindo a historia evolutiva do genogrupo Gill.4, o0 mais fre-
quentemente associado a infegdo no homem, tem-se observado
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um grande impacto na salide humana, causado pelo aparecimento
de novas variantes, que resultam de recombinacao inter e intrage-
nétipos (1:2). A variabilidade antigénica, em resposta a imunidade
adquirida, favorece o aparecimento de novas variantes de Gll.4 (1),
que ocorre com uma regularidade de dois a trés anos (4). Diver-
s0s estudos mostram uma correlagdo entre o aparecimento de
uma nova variante de Gll.4 e 0 aumento, quer do nimero de sur-
tos, quer da taxa de ataque por surto (22 5),

Desde meados da década de 90, as novas variantes de Gll.4 foram
responsaveis por 62% a 80% dos surtos provocados por virus entéri-
cos, a nivel mundial (). Em margo de 2012, surgiu uma nova variante
Gll.4, que foi identificada pela primeira vez na Australia, sendo desig-
nada NoVGlI.4 Sidney2012 (1:5),

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se analisar a diversidade genética das estir-
pes de NoV em doentes com quadro clinico de gastrenterite aguda,
que recorreram as urgéncias ou consultas hospitalares entre maio de
2011 e abril de 2013, e avaliar a presenga da nova variante NoV Gll.4
Sidney2012 em Portugal.

_Material e métodos

Foi utilizado um modelo de estudo observacional, transversal. Foram
incluidos no estudo todos os doentes com um quadro clinico de infe-
¢ao gastrintestinal com diarreia aguda, que se deslocaram a 13 Hos-
pitais de Portugal Continental entre maio de 2011 e abril de 2013.
Durante este periodo, todos os laboratérios hospitalares recolheram
e prepararam uma amostra de fezes de cada um dos doentes elegi-
veis para o estudo.

O RNA viral foi extraido com um método automatico NucliSens®
easyMAG™ (bioMérieux). Na reac@o de RT-PCR foi usado o kit co-
mercial One-Step RT-PCR (Qiagen), e utilizados dois pares de pri-
mers, um para a regido da RNA polimerase viral (regido A) (6) e o
outro para a regido da proteina major da capside viral (regiao C) (7)
(Figura 1). Os produtos amplificados foram purificados com ExoSap
(GE Healthcare) e sequenciados, por sequenciagdo de Sanger com
Big Dye Terminator v1.1 (Applied Biosystems), no Sequencer Analy-
ser ABI-Prism 3130 xI (PE Applied Biosystems). As sequéncias
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foram analisadas usando o programa de andlise e genotipagem de
NoV disponibilizado pelo RIVM (National Institute for Public Health
and the Environment; www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool). Foi
feita uma andlise filogenética das sequéncias obtidas com Software
MEGA 5.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Para a anali-
se descritiva dos dados obtidos recorreu-se ao calculo de frequén-
cias absolutas e relativas.

Representagédo esquemdtica do genoma de norovirus
e localizagdo das regides - regido A e regido C
usadas para a genotipagem das estirpes.

Figura 1:
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_Resultados

Entre maio de 2011 e abril de 2013, foram recebidas no Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) 580 amostras de
fezes, isoladas de doentes com gastrenterite aguda. Foram iden-
tificadas como positivas para NoV, 67 (11,6%) amostras, das quais
41 (61,2%) foram genogrupo Il (Gll). As 41 amostras genotipadas
eram provenientes de doentes com idades compreendidas entre
dois meses e 91 anos, sendo 25 (61,0%) do género masculino e 16
(39,0%) do género feminino.

As amostras obtidas entre maio 2011 e abril 2012 (n=22) mostraram
uma grande diversidade de gen6tipos, nomeadamente Gll.1 (1/22)
4.5%, GII.3 (1/22) 4.5%, GI1.6 (1/22) 4.5%, GII.8 (1/22) 4.5%, € com pre-
dominio do gendtipo Gll4 New Orleans 2009 (81.8%, 18/22) (Gréfico
1). A partir de maio de 2012, observou-se uma mudanga do genétipo
circulante. De facto, todas as amostras analisadas (n=19) foram iden-
tificadas como sendo a nova variante Gll.4 Sidney_2012 (Gréfico 1).
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Gréafico 1: 1 Distribuicdo temporal das estirpes de norovirus,
com base no resultado da andlise da genotipagem
da regido A e C, maio 2011- abril 2013.
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_Discusséo e concluséo

Este é um dos primeiros estudos a descrever a circulagdo da nova
variante NoV Gll.4 Sidney2012 em Portugal (8). Esta nova variante,
identificada pela primeira vez na Austrélia em 2012 (%), rapidamen-
te, e devido aos fluxos migratérios, teve uma disseminagao mundial,
tendo sido responsavel por um aumento do nimero de surtos de
gastrenterite em todo o mundo nos Gltimos dois anos 1+ %). Portugal
nao foi excecao, e este estudo comprova a presenga e o0 predominio
da nova variante NoV Gll.4 Sidney2012 desde maio de 2012. No en-
tanto, e por forma a relacionar-se esta estirpe emergente de NoV a
surtos de gastrenterite no nosso pais, sera da maior importancia de-
senvolver um sistema de vigilancia de surtos de toxinfegoes alimen-
tares de &mbito nacional, & semelhanga de outros paises europeus.
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_Introdugéo

Durante os Ultimos anos, os serotipos de Salmonella enterica identi-
ficados com maior frequéncia em amostras humanas tém sido Sal-
monella Enteritidis, Salmonella Typhimurium e Salmonella 4,5:i:- (1),

Contudo, existem outros serotipos que, apesar de menos frequentes,
s&o igualmente responsaveis por salmoneloses €, por isso, também
importantes em sadde publica.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever os serotipos de Salmonella
enterica menos frequentes, que foram identificados no Laboratério
Nacional de Referéncia de Infe¢des Gastrintestinais do Instituto Na-
cional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 2002 e 2013.

_Métodos

Foi realizada uma anélise retrospetiva dos serotipos menos fre-
quentes responsaveis por casos de infecdo por Salmonella ente-
rica caraterizados no INSA entre 2002 e 2013. Os serotipos foram
determinados de acordo com o esquema de classificacdo Kauff-
mann-White-de Minor (2).

_Resultados

No periodo em estudo, foram identificadas 394 estirpes pouco fre-
quentes de Salmonella enterica, correspondendo a 113 serotipos di-
ferentes associados a salmoneloses humanas.

Na Tabela 1 apresentam-se 42 serotipos, dos 113 identificados, com
pelo menos trés estirpes de Salmonella enterica isoladas. Os restan-
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tes 71 serotipos foram identificados em um ou dois doentes durante
0 periodo em estudo (Tabela 2).

Os serotipos mais identificados foram S. Rissen (32), S. Derby (27),
S. Newport (14), S. Brandenburg (13), S. Bredeney (13), S. Heidel-
berg (12), S. Infantis (12), S. Bovismorbificans (11), S. Essen (11) e S.
Give (11) (Tabela 1, Gréfico 1).

_Discusséo e Conclusdo

Apesar dos 10 serotipos mais identificados serem considerados
raros na Europa (%), a maior parte foi associado a surtos ocorridos
em locais de producdo suina, bovina e avicola em Portugal, com
aexcecdo de S. Essen (45 6)_ Acrescente-se, que estes e outros
serotipos foram igualmente identificados noutros paises em surtos

com origem na industria de producao animal, em particular avia-
rlal (8, 9, 10, 11).

Alguns dos serotipos referidos, por exemplo S. Rissen, S. Derby,
S. Brandenburg, S. Bredeney, S. Heidelberg, S. Infantis, S. Bovis-
morbificans e S. Give, podem ser encontrados em diferentes tipos

de carnes, ndo sendo possivel associa-los a uma origem especi-
fica (6. 9),

Em répteis e outros animais de sangue frio, muito procurados atual-
mente como animais de estimagao, existem serotipos (S. Newport, S.
Infantis, S. Bovismorbificans, S. London, S. Montevideo, S. Istanbul,
S. Mbandaka, S. Bareilly, S. Oslo, S. Pomona, S. Sandiego, S. Poona,
S. Chester, S. Kentucky, S. Muenchen, S. Panama, S. Senftenberg,
S. Stanley e S. Telelkebir) potencialmente associados a surtos de sal-
monelose em humanos (7 11, 12),

A maioria dos serotipos apresentados neste estudo foi descrita pela
primeira vez em Portugal e estiveram relacionados com salmonelo-
ses humanas. Saliente-se, que no ano de 2013 foram identificados
oito serotipos nunca antes detetados no INSA (S. Colorado, S. Pots-
dam, S. Reading, S. Djakarta, S. Stanleyville, S. Grampian, S. Oslo,
S. Panama).

Abaixa frequéncia destes serotipos na comunidade aumenta a im-
portancia dos laboratérios de referéncia na identificagc@o de casos
raros de doenca, muitas vezes graves e até mesmo letais.
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Tabela 1: [ Serotipos de Salmonella enterica identificados no LNR de Salmonella do INSA entre 2002 e 2013.
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Tabela 2: [ Outros serotipos de Salmonella enterica identificados entre 2002 e 2013 (n=71).
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S.Tallahassee
S.Ohio
S.Canada
S.Houston
S.Friednau
S.Bareilly

S Telelkebir
S.Giza
S.Manhattan
S.Freiburg
S.Vitkin

S.Manchester

S.Ramsey
S.Tanzania
S.Colorado
S.Crewe
S.Veneziana
S.Agama
S.Coeln
S.Kunduchi
S.Stendal
S.Lagos
S.Bellevue

S.Larochelle

S.Poona
S.Lindenburg
S.Regent
S.Litchfield
S.Sanktjohann
S.Cuckmere
S.Duesseldorf
S.Colindale
S.Concord
S.Fyris
S.Kalina

S.Marshall

S.Kentucky
S.Gatow
S.Havana
S.Bochum
S.Potsdam
S.Menston
S.Reading
S.Cyprus
S.Chester
S.Minnesota
S.Sandiego

S.Goettingem

S.Djakarta
S.Bousso
S.Sljeme
S.Nchanga
S.Stanleyville
S.Grampian
S.Suberu
S.Grupensis
S.Tambacounda
S.Ahoutoue
S.lturi

S.Haduna

S.Tilburg
S.0slo
S.Uppsala
S.Panama
S.Vegesack
S.Bassa
S.Hato
S.Kingston
S.Wentworth
S.Kintambo

S.Kubacha

Grafico 1: ['2 Distribui¢do dos 113 serotipos de Salmonella enterica identificados entre 2002 e 2013.
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Em conclusao, pode-se afirmar que a vigilancia das estirpes de Sal-
monella spp. em circulagdo em Portugal carece de informagéo de-
mogréfica, clinica e epidemioldgica dos doentes envolvidos, que
permita, de forma atempada, detetar surtos e/ou casos esporadi-
cos de infecao por serotipos raros ou mesmo nunca antes deteta-
dos. Acrescente-se, que a vigilancia das infegbes gastrintestinais
em geral, e por Salmonella spp em particular, passa obrigatoria-
mente, pela articulagao e colaborac@o permanentes das entidades
responsaveis pela salde humana, salde veterinaria e cadeia ali-
mentar.
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_Introdugéo
O conceito “seguranca alimentar”, geralmente associado a ausén-

cia de contaminantes, fisicos, quimicos ou bioldgicos em géneros
alimenticios ou agua, com potencial para causar efeitos nocivos a
saude, assenta numa abordagem integrada ao longo da cadeia de
producéo alimentar.

A garantia de seguranga dos géneros alimenticios firma-se na ma-
nutencéo das Boas Praticas Agricolas, Boas Praticas de Higiene e
de Fabrico e na aplicagao dos principios HACCP (Andlise de Peri-
gos e Controlo dos Pontos Criticos) de acordo com a legislagao em
vigor.

Aintoxicag&o alimentar estafilocécica destaca-se como uma das
mais comuns a nivel mundial, resultando do consumo de alimen-
tos contendo uma (ou mais) enterotoxinas preformadas por estir-
pes enterotoxinogénicas de estafilococos em niveis suficientes
para causar doenca, sendo referido em diversos estudos que a
quantidade minima necessaria é de 20 ng (1),

Analisando os dados dos surtos de toxinfecdes estudados pelos
Laboratérios de Microbiologia do Departamento de Alimentagéo e
Nutrigdo (DAN) em 2012 e 2013, verifica-se que o agente etiol6gi-
co mais frequentemente isolado foi estafilococos coagulase posi-
tiva / enterotoxinas estafilocdcicas (Gréfico 1).

Os estafilococos sao bactérias ubiquitarias podendo ser dissemina-
dos a partir de hospedeiros humanos e animais. Varias espécies
produzem enterotoxinas estafilococicas (EEs). Geralmente sao estir-
pes coagulase-positiva, essencialmente da espécie Staphylococcus
aureus. A principal fonte de contaminagdo sdo os manipuladores
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de alimentos portadores de estirpes enterotoxinogénicas no tracto
nasofaringeo ou nas maos. O primeiro surto descrito e investigado
ocorreu nos Estados Unidos da América, no século XIX, associado
aingestao de queijo contaminado, tendo desde af sido descritos di-
versos surtos relacionados com o consumo de leite / produtos lacte-
0s consumidos crus e provenientes de animais infetados (1:2).

Surtos estudados no DAN em 2012 e 2013 com
agente etioldgico identificado.

Grafico 1:

Estafilococos
C+/Enterotoxinas
estafilococicas -

QOutros agentes
etiolégicos

Atualmente estdo identificadas mais de 20 EEs das quais s6 algu-
mas possuem uma atividade emética comprovada, constituindo
um perigo potencial para os consumidores (%), Sao proteinas de
cadeia curta, extracelulares, hidrossolUveis, estaveis e resistentes
a condi¢des ambientais adversas, em particular ao calor e as en-
zimas proteoliticas presentes no trato digestivo. S&o mais termo-
resistententes em géneros alimenticios do que no laboratdrio em
culturas, ndo sendo inativadas pela pasteurizagdo e tratamentos
térmicos habitualmente utilizados no processamento dos alimen-
tos. Atemperatura necessaria a sua inativacdo depende do género
alimenticio onde se encontra, do pH, da toxina em causa e da sua
concentragéo (2).

Diferentes géneros alimenticios tém sido implicados na intoxicagao
alimentar estafilocécica, incluindo leite, produtos de pastelaria com
creme, queijos, produtos de charcutaria, saladas, refeicdes cozinha-
das, sanduiches e molhos. Devemos ter em conta que a pasteuriza-
¢ao destroi os estafilococos mas n&o tem efeito sobre as EEs. Este
facto ilustra a importancia da eliminagao de quaisquer fontes de con-
taminac@o durante o processamento e de um sistema controlado de
refrigerag@o de matérias-primas e de géneros alimenticios.
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Os sintomas de intoxicagdo alimentar estafilocécica s&o colicas ab-
dominais, nauseas, vomitos, por vezes seguido de diarreia. N&o sdo
conhecidos casos em que a diarreia é a Unica sintomatologia. O inicio
dos sintomas é rapido (de 30 minutos a 8 horas) e a remissao é es-
pontanea, geralmente a partir de 24 horas. Ocasionalmente podem
ocorrer manifestaces severas que requeiram hospitalizacao e tera-
péutica de reidratacao (4).

_Objectivo

Apresentacao dos dados obtidos em programas de vigilancia e de
controlo de boas praticas de fabrico de industrias de produtos lac-
teos, onde se realizou a pesquisa de enterotoxinas estafilococicas,
em amostras colhidas durante o processo de fabrico.

_Material e métodos
Em 2012 e 2013 analisaram-se 68 amostras de produtos lacteos

(5 leites e 63 queijos) no ambito de programas de vigilancia e de
controlo das boas praticas de fabrico para verificar a conformida-
de com a regulamentacao europeia relativamente a presencga de
enterotoxinas estafilococicas.

0 método utilizado foi 0 aprovado pelo Regulamento Europeu - De-
tection of staphylococcal enterotoxins types SEA to SEE in all types
of food matrices European screening method of the EU-RL for “co-
agulase positive staphylococci, including staphylococcus aureus’-
Version 5, September 2010. Este método encontra-se acreditado
no Departamento de Alimentagao e Nutricdo do INSA pelo Instituto
Portugués de Acreditagdo, segundo o referencial normativo NP
EN ISO/IEC 17025:2005, sendo aplicado na detecao de enterotoxi-
nas estafilocdcicas em leites, produtos lacteos e outros géneros
alimenticios. Inclui trés etapas: uma extracdo das toxinas, seguida
de uma didlise overnight para uma concentracdo até cinco vezes
superior ao nivel de toxina existente na amostra e por fim a detecao
imunoenzimatica pelo sistema automatizado VIDAS® (SET2) meto-
dologia Enzyme-linked fluorescent immunoassay (ELFA), obtendo-
se o resultado final em 48 horas.

_Resultados
Detetaram-se EEs em 1 (1,5%) das amostras de queijos e nas

amostras de leites analisadas nao foram detetadas EEs (Tabela 1
e Gréfico 2).
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Tabela 1: [1 Detegdo enterotoxinas estafilocécicas em leites e
queijos.
Queijos
(frescos e de pasta mole) 1 62 63
Leites 0 5 5

Gréfico 2: 1 Detegdo de enterotoxinas estafilocécicas em
queijos.
| 1
EEs Presente/25¢g
62
EEs Ausente/25g

_Conclusdes
O Método de Referéncia Europeu é 0 ensaio de primeira linha

utilizado para a deteccdo de enterotoxinas estafilococicas em
géneros alimenticios colhidos no &mbito do esclarecimento de
surtos de toxinfecdo alimentar, e na verificagdo da conformidade
com a regulamentacao, sendo aquele que apresenta uma melhor
sensibilidade, mas mesmo assim tendo como limitagéo o facto
de 0s kits preconizados ndo detetarem todas as EEs possiveis de
serem causa de intoxicacéo.

No Departamento, 0 ensaio sem concentracao por dialise também
se encontra acreditado pelo mesmo referencial normativo, no
entanto devido a baixa quantidade de EEs presente nos géneros
alimenticios, que pode originar uma toxinfecéo, é aconselhavel
utilizar o método com concentragao antes de concluir que o resul-
tado é negativo para a pesquisa de EEs.
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Os operadores alimentares e as autoridades competentes devem
sempre que necessario utilizar ensaios laboratoriais baseados em
metodologias sensiveis e apropriadas para a vigilancia e controlo
dos produtos em causa.

Aimplementagao de sistemas de seguranca alimentar permite im-
pedir ou reduzir a producao de enterotoxinas nos géneros alimen-
ticios por estirpes de estafilococos, assentando a prevencao da
intoxicac@o alimentar estafilococica no cumprimento das Boas
Praticas de Higiene e no controlo dos pontos criticos.
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_Introdugéo

As criangas e em particular os lactentes, pela sua vulnerabilidade,
apresentam um risco de infe¢cdo mais elevado quando avaliados 0s
agentes patogénicos que podem ser transmitidos pelos alimentos
que consomem. As formulas desidratadas para lactentes apesar
de apresentarem estabilidade microbioldgica ndo sao produtos es-
téreis. A flora carateristica deste tipo de produtos inclui bactérias
como micrococos, estreptococos e microrganismos aerébios for-
madores de esporos, como é o caso dos pertencentes ao género
Bacillus (). Os membros deste género, devido & sua capacidade
de esporulagdo, sdo mais resistentes a condigdes ambientais adver-
sas que a maioria dos agentes bacterianos enteropatogénicos (2),
Bacillus cereus é um bacilo Gram positivo que tem como reservato-
rio natural o solo. Este microrganismo apresenta uma distribuicao
ubiquitaria, e tem revelado um aumento de importancia engquanto
agente oportunista, nomeadamente em doentes com o sistema imu-
nitario debilitado (34), Encontra-se habitualmente associado a duas
formas diferentes de doenca de origem alimentar, nomeadamente a
sindrome emética, causada pela ingestao de toxina previamente for-
mada no alimento e a sindrome diarreica, causada pela ingestao de
uma toxina diferente da primeira e que pode ser produzida quer no
alimento quer no intestino delgado apds o consumo do alimento (2).
Embora 0 numero de casos documentados de doenga em criangas,
incluindo recém-nascidos, cuja causa tenha sido identificada como
B. cereus seja escasso muitos foram fatais, propondo alguns auto-
res que a ocorréncia deste microrganismo e de outros do género
Bacillus podera ser mais comum do que 0 que Se possa considerar,
devendo ser estabelecido um controlo eficaz por forma a reduzir as
potenciais fontes de contaminagdo (4,5,6,7), Considerando a possi-
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bilidade de ocorréncia de B. cereus em férmulas desidratadas para
lactentes e o potencial toxinogénico associado a capacidade de es-
porulag&o desta bactéria, afigura-se de extrema importancia, avaliar
a sua presenca neste tipo de produtos designadamente nos comer-
cializados a nivel nacional.

_Objetivos
Avaliar a ocorréncia de B. cereus em amostras de formulas desi-
dratadas para lactentes comercializadas no distrito de Lisboa.

_Material e métodos

Analisaram-se 62 amostras de férmulas desidratadas para lactentes
adquiridas em superficies comerciais do distrito de Lisboa, entre 0s
anos 2007 e 2010.

Efetuaram-se ensaios de quantificagao (método ISO 7932: 2004 (8))
e de detecéo de B. cereus (método interno). Para a detegéo de B.
cereus realizou-se uma etapa de enriquecimento em Agua Peptona-
da Tamponada (bioMérieux™), incubagéo a 37 “C durante 18 horas,
seguida de isolamento em meio Columbia Agar + 5% Sheep Blood
(bioMérieux™) (37 °C durante 24 horas). No final do periodo de in-
cubacéo selecionaram-se as coldnias carateristicas de B. cereus e
efetuaram-se as provas de confirmacéo: coloracao de Gram, prova
da lecitinase em Bacillus cereus Agar (Laboratoires AES™), provas
da pesquisa da catalase e da oxidase. Para a pesquisa da toxina
diarreica de Bacillus cereus utilizou-se um ensaio comercial em
formato de kit, BCET-RPLA Toxin Detection Kit (Reversed Passive
Latex Agglutination), Oxoid™.

_Resultados e discusséo

Os resultados obtidos nos ensaios de quantificacao e de detecao
de B. cereus nas 62 amostras de férmulas desidratadas para lac-
tentes analisadas encontram-se resumidos na Tabela 1.

B. cereus foi detetado em 17 (27%) das férmulas analisadas. Ne-
nhuma destas amostras apresentou niveis de B. cereus superior
ao limite de detecao do método, ou seja 1.0x10? ufc/g (unidades
formadoras de colonias por grama). Nos isolados de B. cereus foi
avaliado o potencial para a producéo da toxina, responsavel pela
sindrome diarreica e verificou-se que apenas 1 (6%) isolado de B.
cereus revelou poder toxinogénico (Gréfico 1),
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Tabela 1: £2 Avaliagdo microbioldgica de férmulas desidratadas
para lactentes: quantificagdo e detegdo de Bacillus

cereus.

Natureza da Amostra Amostras Bacillus cereus
(n°/ %) Detecdo em 10g
3 62 (100%)

Formulas desidratadas
para lactentes

17 (27%)° Presente

45 (73%) Ausente

2 As estirpes de B. cereus detetadas foram avaliadas quanto ao seu potencial
para produgao de toxina diarreica.

Gréfico 1: [ Poder toxinogénico dos isolados de B. cereus
(método BCET-RPLA, Oxoid™).
6%

[ Toxina diarreica B. cereus:
Presente

[ Toxina diarreica B. cereus:
Ausente

94%

No presente estudo foi detetada a presenca de B. cereus em 27%
das amostras analisadas. Estes resultados evidenciam um nivel de
contaminacao baixo e inferior a 1.0x10? ufc/g (limite de detecao
do método). A nivel laboratorial, estes resultados reforgam a impor-
tancia da utilizagdo de metodologias que permitam detetar baixos
niveis de contaminagéo em matrizes deste tipo.

O controlo de B. cereus na produgdo primaria e em particular nas
industrias de fabrico de férmulas desidratadas destinadas a lacten-
tes pode apresentar algumas dificuldades. Os processos térmicos
de eliminacao de microrganismos, designadamente a pasteurizagao,
poderdo nao ser eficientes na destruicdo deste agente patogéni-
co, atendendo a produgao de esporos termorresistentes. A presen-
¢a potencial de esporos de B. cereus no ambiente de uma sala de
preparacao de formulas infantis é critica, uma vez que aquando da
reconstituicdo estes podem ser ativados com o aquecimento e as
células vegetativas podem atingir teores elevados caso o alimento
ndo seja consumido de imediato (2).

Em conformidade com o parecer sobre Bacillus cereus e outros Ba-
cillus spp. em géneros alimenticios emitido pelo painel Biohaz da
EFSA (European Food Safety Authority) relativamente a alguns ali-
mentos desidratados, nos quais se incluem as férmulas desidrata-
das destinadas a lactentes, 0 niumero de esporos de Bacillus cereus
presentes em formulas para lactentes desidratadas e alimentos dieté-
ticos desidratados deve ser 0 mais baixo possivel durante a transfor-
magao, devendo ser estabelecidas medidas de controlo especificas
incluindo o controlo da temperatura e a implementagdo de sistemas
de seguranca alimentar baseados nos principios de analise dos peri-
gos e de pontos de controlo criticos (10:11),

_Conclusdes

Considerando que 0s lactentes tém um risco mais elevado de in-
fegOes, é imperativo que as férmulas desidratadas apresentem um
elevado nivel de qualidade microbiolégica durante a produgéo, dis-
tribuicdo e utilizagdo. A este respeito, a Organizagdo Mundial da
Saude publicou um conjunto de orientagbes a ter em conta aquan-
do da preparacao deste tipo de alimentos das quais se destacam
algumas regras essenciais (Figura 2).

Este estudo reforca a importancia da implementacao de Boas Pra-
ticas na preparacao, manipulacéo e conservagao de formulas desi-
dratadas destinadas a lactentes, de modo a garantir a obtencao de
um alimento, nutricionalmente e microbiologicamente seguro.

Figura 2: [l Regras essenciais na reconstitui¢do de férmulas

desidratadas para lactentes.

Preparacdo de formulas desidratadas para lactentes
Regras essenciais

Fonte: Organizacao Mundial da Saude, 2007 (9).
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