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_Tosse convulsa em Portugal:
reemergente

Maria Augusta Santos

Unidade de Referéncia de Doengas Evitaveis pela Vacinaggo.
Laboratdrio de Bordetella. Departamento de Doengas Infeciosas, INSA.

_A tosse convulsa é uma infecdo respiratéria transmitida por uma
bactéria Gram negativa, aerébia, a Bordetella pertussis que também
produz uma vasta gama de fatores de viruléncia, os quais contribuem
para a patogénese da doenga (1),

_Esta doenca respiratdria foi responsével por elevadas taxas de
mortalidade e morbilidade & escala mundial em recém-nascidos e
criangas, até a introdugao da vacinag&o nos anos 40 do século XX (%),
e por este facto principalmente em paises desenvolvidos, registou-se
uma diminuicdo da sua incidéncia.

Contudo, apesar das elevadas coberturas vacinais, a tosse convulsa
tem uma incidéncia global elevada, continuando a ocorrer mortes,
estimando a OMS que das 2.1 milhdes de mortes por doencas evitaveis
pela vacinacdo, 294.000 s&o por tosse convulsa, 0 que coloca esta
doenca respiratdria, como uma das dez mais comuns causas de morte
por doenca infeciosa & escala mundial ).

_Em Portugal a vacina para prevenir a tosse convulsa foi introduzida
em 1965 no Plano Nacional de Vacinagdo, observando-se pelo
facto um acentuado decréscimo de notificagcdo da doenca, mas na
Ultima década e apesar da elevada cobertura vacinal também se
tem registado um significativo aumento de nimero de casos (4 5: ).

_O Laboratério de Bordetella da Unidade de Referéncia das Doengas
Evitaveis por Vacinagao do Departamento de Doengas Infeciosas do
INSA IP no Porto, no &mbito das fungdes que Ihe estéo atribuidas, nao
s6 confirma laboratorialmente () os casos de Bordetella pertussis em
produtos bioldgicos que lhe s@o enviados pelos hospitais do continente
e llhas, tendo pelo facto constatado ao longo dos trés dltimos anos, um
aumento de casos de tosse convulsa e nomeadamente em 2012 um
aumento com alguma relevancia , bem como procede a
notificagdo de base laboratorial destes casos, a Diregdo Geral de Saude
com quem colabora

Grafico1: Distribui¢do dos casos de tosse convulsa entre 2010 e 2012.
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Tabela 1: Notificagdo de base laboratorial dos casos tosse convulsa entre 2010-2012.
1
1
2010 2
2011 3 1 2 5 3 1 1
2012 3 3 3 10 12 10 6 3 1 2

continua
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_A distribuicdo destes casos de tosse convulsa pelos diferentes grupos
etdrios, sobretudo no ano de 2012, confirma o detetado a nivel mundial
porquanto evidencia um aumento relevante de casos nos varios grupos,
mas principalmente no grupo dos lactentes, sendo de assinalar uma
maior incidéncia na faixa etaria compreendida entre o primeiro e segundo
més de idade , Na qual ndo existe qualquer primo-vacinagéo,
bem como também na faixa etaria com idade superior a 13 anos se
constata um aumento, facto referido na literatura cientifica relativamente
aos adolescentes e adultos (6.9),

A_ tosse convulsa pela sua dindmica de transmissao continua a ser
um problema de saude publica, com uma dimensdo que aponta
a necessidade de serem desenvolvidas estratégias, que
poderdo eventualmente passar pela introducdo de vacinacdo na
adolescéncia, situacéo ja salvaguardada em alguns paises, bem como
a vacinagao durante a gravidez apds as 20 semanas de gestacao, o
que permitiria protecdo e modificaria a severidade da doenga nos
recém-nascidos (10.11,12),

_O INSA através desta unidade laboratorial de referéncia, pode
contribuir para um melhor conhecimento da circulagdo do agente, criando
evidéncias para tomada de decisao.

Grafico 2: Distribuicdo por grupo etdrio dos casos positivos de Bordetella pertussis.
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Monitorizacao da infecao a
Haemophilus influenzae em criancas
apos a introducao da vacina para o
Haemophilus influenzae serotipo b
no Programa Nacional de Vacinacao

| _Doencas Evitaveis pela Vacinagdo

Maria Paula Bajanca Lavado, Célia Betencourt, Paula Cristovao

Laboratdrio Nacional de Referéncia de Infecdes Respiratdrias/Agentes bacterianos,
Departamento de Doengas Infecciosas, INSA.

_Introdugéo

O Haemophilus influenzae (H. influenzae) é um microrganismo
Gram negativo cujo nicho ecoldgico € o trato respiratério humano. Para
além de colonizar a nasofaringe de pessoas saudaveis, o H. influenzae
€ normalmente responsavel por infecdes respiratorias e ainda infe¢des
invasivas graves como a meningite e a septicemia, principalmente
nas criancas (1), A presenca ou auséncia de capsula tem sido associada
a maior ou menor viruléncia das estirpes. As estirpes responsaveis por
infecOes invasivas possuem cépsula, ao contrario da maior parte das
estirpes isoladas de outras infe¢des ou de pessoas saudaveis. Estas
estirpes foram agrupadas em seis serotipos, designados de a-f.

_As estirpes capsuladas, nomeadamente as de serotipo b (Hib) eram,
até a introducédo da vacina conjugada, responsaveis pela maior parte
dos casos de infegao invasiva (%). A vacina para o Hib, licenciada em
Portugal em 1994 e incluida no Programa Nacional de Vacinagao (PNV)
no ano 2000 para administracéo a criangas até aos 5 anos de idade,
resultou na eliminacao da quase totalidade das infe¢des invasivas por
este serotipo nas populagdes onde a vacinagéo foi implementada (3 4).
Contudo, esta vacina ndo protege contra a infegéo invasiva por estirpes
nao capsuladas (NC) ou de serotipos ndo b sendo, atualmente, as
estirpes NC as responsaveis pela maior parte destas infegdes (5 6).
A vacinagdo tem também impacto na ecologia da colonizagéo do trato
respiratorio, assim como nos perfis de resisténcia aos antibiéticos.

_O Laboratdrio Nacional de Referéncia a Infecdes Respiratérias - Agentes
bacterianos, do Departamento de Doencas Infeciosas, INSA, IP,
tem como uma das suas fungdes principais, no &mbito da referéncia e
vigilancia, a monitorizagdo da infegdo (*) por H. influenzae, em estreita
colaborac&o com a Direccéo Geral de Satde e com o “European Center
for Disease Prevention and Control”, sendo responsavel por caracterizar
todas as estirpes isoladas de infe¢éo invasiva, divulgando os resultados
as Autoridades de Saude competentes.

_O objetivo deste estudo é monitorizar a infe¢ao a H. influenzae apés
a introducao da vacina Hib no nosso pais, através da caracterizagéo de
estirpes isoladas entre 2001 e 2012 de criangas em idade pré-escolar
(< ou =5 anos), dando destaque ao serotipo capsular e a resisténcia
ao0s agentes antimicrobianos.

_Material e Métodos

Caracterizaram-se 1742 estirpes de H. influenzae isoladas no

periodo pds vacinal, de criangas com idade igual ou inferior a 5 anos
em 30 Laboratdrios Hospitalares em Portugal. Destes,

apenas 16 Laboratdrios (**) tiveram uma participacdo mais ativa

na vigilancia desta infecdo, enviando 5 ou mais estirpes para

caracterizagao.

Grafico 1: Distribuicao por grupo etario.
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_A produgdo de p-lactamase foi pesquisada pelo método colorimétrico,
utilizando nitrocefin como substrato. A determinag&o da concentracéo
inibitéria minima (CIM, mg/L) foi realizada pelo método de microdiluicéo
em placa (Siemens Healthcare Diagnostics Inc. USA) para 13 antibidticos
(ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefaclor, cefuroxima, ceftriaxone,
cefepime, meropenem, cloranfenicol, tetraciclina, rifampicina,
trimetoprim/sulfametoxasol, ciprofloxacina e azitromicina); os ‘breakpoints”
utilizados foram os estabelecidos pelo CLSI (7). Foi efetuada a pesquisa
de capsula e caracterizado o serotipo capsular por “Polymerase Chain
Reaction” ©).

_Resultados

Da amostra analisada verificou-se que as infe¢des mais comuns foram
as infecdes respiratdrias com 49,8% dos casos. Seguiram-se as
conjuntivites (29,9%), e as otites (12,3%). A infe¢éo invasiva foi, como
esperado, a menos frequente representando apenas 4% do total de
infecbes em criangas

Grafico 2: Tipo de infegéo.
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_A resisténcia & ampicilina por producéo de fp-lactamase foi observada
em 12,5% das amostras. Entre as estirpes ndo produtoras de f-lactamase,
2,2% demonstraram uma suscetibilidade diminuida & ampicilina e a
amoxicilina/acido clavulanico (CIM > ou = 2 mg/L) assim como as
cefalosporinas. Estas estirpes designam-se por BLNAR (f-lactamase
negativas e resistentes a ampicilina) pela sua diminuicéo de afinidade
aos antibioticos p-lactdmicos devido a mutagdes no gene fts/ que codifica
a PBP3 (9). Ainda relativamente a suscetibilidade aos antibiéticos
(considerando as estirpes de suscetibilidade intermédia e as resistentes)
salienta-se 16,6% de resisténcia a ampicilina, 9,5% ao cefaclor, 4,3%
a cefuroxima e 30% de resisténcia ao trimetoprim/sulfametoxasol. H4
a referir a auséncia de estirpes resistentes as cefalosporinas de 32
geragao (cefotaxime) e 42 geragao (cefepime), assim como a ciprofloxaxina

_Em relacéo ao serotipo capsular, a grande maioria (98,3%) das estirpes
eram ndo capsuladas. A pequena percentagem (1,7%) de estirpes que
apresentam cépsula abrangeu todos 0s serotipos capsulares com
excluséo do serotipo c. Uma estirpe de serotipo d foi pela primeira vez
caracterizada em 2009 num latente com meningite, ndo sendo conhecido
até entdo qualquer caso de uma infecéo invasiva por H. influenzae
serotipo d na Europa (19),

_Discussao

Desde a implementagéo da vacina Hib que a epidemiologia das infecbes
a H. influenzae tem sofrido alteragcdes. Nas décadas de 80-90, o
H. influenzae tipo b era responsavel por mais de 90% dos casos de
infe¢do invasiva em criancas, apresentando com elevada frequéncia um
perfil de multirresistencia a 3 ou mais antibiéticos (ampicilina, tetraciclina,
cloranfenicol e por vezes trimetoprim/sulfametoxasol). As estirpes NC
eram nessa altura responsaveis por infecées de menor gravidade (7).

_Como consequéncia da introdugéo da vacina, observou-se ndo sé a
diminui¢&o na circulag@o do serotipo b como ainda a diminui¢&o no
numero de estirpes com perfil de multirresisténcia. Observou-se também
uma diminuicdo drastica da infe¢do invasiva, assim como uma
quase eliminacdo das meningites associadas a este agente.
As estirpes NC sao atualmente responsaveis pela maior parte das
infecdes, incluindo as invasivas. Outros serotipos (a, d, e, f) tém sido
caraterizados em todo o tipo de infegdes (*: 10 12), Com efeito, no nosso
Laboratdrio foi caracterizada, pela primeira vez, em 2001 uma estirpe
invasiva de serotipo ndo b (serotipo f) isolada de um doente de 91 anos
de idade ().

_Relativamente a resisténcia a ampicilina, por producao de p-lactamase,
a percentagem tem variado anualmente entre 10 a 13 %, n&o havendo
alteragdes a assinalar em relagé@o a este mecanismo de resisténcia.
Contudo, o fenétipo de resisténcia BLNAR s6 foi detetado no periodo
pés-vacinal, o que indica uma alteragédo no mecanismo de resisténcia
nao enzimatica aos antibiéticos p-lactamicos. Nos nossos estudos de
vigilancia o fenétipo de multiresisténcia foi caraterizado pela Ultima vez
em 1994,

_0O trabalho desenvolvido revela uma alteracdo na epidemiologia da
infecdo a H. influenzae doze anos apos a introducédo da vacina Hib, com
um aumento de estirpes NC e a caracterizacdo de outros serotipos
circulantes. Por esta razdo torna-se essencial a continuidade desta
monitorizacao através de mais e melhores estudos de vigilancia.

Grafico 3: Resisténcia aos antibidticos (n=1445)
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Meropenem e Azitomicina: as percentagens sé incluem estirpes de suscetibilidade intermédia. continua
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(**) Laboratérios participantes:

Centro Hospitalar Barreiro-Montijo, EPE (A. Jesus)

Centro Hospitalar de Coimbra, EPE (L. Albuquerque)

Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho, EPE (L. Felicio)
Hospital Cuf Descobertas (A. Neto)

Hospital Dona Estefania (R. Ramos)

Hospital Espirito Santo (Laboratdrio de Bacteriologia)

Hospital Fernando da Fonseca, EPE (L. Sancho)

Hospital Garcia da Orta (J. Diogo)

Hospital Maria Pia (F. Teixeira)

Hospital Santa Luzia, Viana do Castelo (A. Santos)

Hospital Santa Maria (J. Melo Cristino, L. Lito, L. Monteiro, A. Fonseca)
Hospital Santo Anténio (Laboratdrio de Bacteriologia)

Hospital S&o Francisco Xavier (F. Martins)

Hospital S&o Teotdnio (J. Ribeiro)

Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, IP (Laboratdrios de Bacteriologia, Lisboa/Porto)
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_Parotidite epidémica em adolescentes
vacinados entre 2012-2013
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(1) Laboratdrio Nacional de Referéncia de Doengas Evitdveis pela Vacinaggo.
Departamento de Doengas Infeciosas, INSA.
(2) Departamento de Satide Publica, Administracdo Regional de Satde do Centro.

_A parotidite epidémica (papeira) é uma doenga contagiosa causada
por um virus de RNA (virus da parotidite epidémica) pertencente a familia
Paramixovirus, género Rubulavirus. Este é um virus de transmisséo
aérea que se propaga de pessoa para pessoa através de contacto com
secregdes respiratérias (1),

_O virus da parotidite epidémica tem apenas um serotipo, mas possui
variagao genotipica tendo sido identificados 12 gendtipos (A, B, C, D,

F, G, H, 1, J, K, L, N), com base na variagdo gendmica do gene SH,
(234).

_A vacina contra 0 Sarampo, Parotidite e Rubéola (VASPR) foi
introduzida em Portugal em 1987 contendo como vacina contra a
parotidite a estirpe Rubini. No entanto, desde a sua introducéo e apesar
da sua elevada cobertura vacinal (> 95% desde 1992) o nlimero
de casos de parotidite notificados foi sempre elevado tendo variado
entre 0 minimo de 140 em 2008 e 0 maximo de 19415 em 1997 resultante
do surto que ocorreu nesse ano e que atingiu criancas vacinadas (5:5.7),
Este surto levou a alteragdo da composi¢@o da VASPR tendo a estipe
Rubini sido substituida pela Jeryl-Lynn a qual tem sido administrada
desde ent&o.

_Entre novembro de 2012 e janeiro de 2013 foram notificados 48
casos de parotidite epidémica em 2 escolas dos concelhos de Anadia
e Mealhada em que 98% dos casos ocorreram em adolescentes
vacinados. Todos os adolescentes possuiam 2 doses de VASPR mas
com composicdes vacinais diferentes em que a primeira dose continha
a estirpe Rubini e a segunda a Jeryl-Lynn.

_O Laboratério Nacional de Referéncia de Doengas Evitaveis
pela Vacinagdo do INSA efetuou a confirmagao laboratorial dos
6 primeiros casos que ocorreram na Escola Secundaria da Anadia.
Todos os 6 casos analisados apresentavam anticorpos IgM contra o
virus da Parotidite epidémica tendo o RNA deste virus sido detetado
em 2 casos. Foram igualmente efetuados estudos moleculares de
sequenciacdo que permitiram identificar o virus responsavel por este
surto o qual pertence ao gendtipo G

_A distancia filogeneticamente entre este virus correspondente
ao gendtipo G e as estirpes vacinais administradas, as quais pertencem
ao gendtipo A; bem como a eficdcia destas estirpes, que em situagdes
de surtos, variam entre 61,6% a 70% para a Jeryl-Lynn e 0% a 12,4%

para Rubini ®) podera explicar o elevado nimero de casos deste surto
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para um melhor
esclarecimento desta faléncia vacinal.

Arvore filogenética efetuada com as sequéncias
gendmicas dos diversos gendtipos, dos virus de
Parotidite Epidémica, incluindo os casos identificados
no surto de 2012-2013 em adolescentes vacinados.

100 Portugal. 2012.Caso 5

9% Portugal. 2012.Caso 2
strain MuVI/Berlin. DEU/04.05 [G]
'— §i|5870141|gb|AF142764.1|
4i[5870155|gb|AF142771.1|
0i[40388454|gb|AY493374.1|
100 | gi|4064502|dbj|AB105480.1|
0i[40388454]gb|AY493374.1|
0i|9581808jemb|AJ272363.1|
0i|386833287]gb|JQ945275.1|
4i|18376750|gb|AF365891.1|
4i[60596]em b|X63709.1]
0i|60600|emb|X63711.1|
4i[5870153|gb|AF142770.1|
M j [gi\5923822\gb\AF180374.1|
97 0i[5923822|gb|AF180374.1|

gi[222166]dbj|D90236.1|MUMSHU

92 Eg\|222160\dbj\D90233.1\MUMSHNI
70 0i[222162]dbj[D90234.1MUMSHMV
L — 0i|1480335/emb|Z77158.1|

L i1480341]emb|Z77160.1|

strain:Jeryl-Lynn

100 L4 strain:Enders
64 ' strain:Rubini
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_Introdugéo

A tuberculose (TB) € uma doenga infeciosa que representa um grave
problema de saude publica. Em 2011, segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), foram registados 8,7 milhdes de novos casos de
TBe 1,4 milhdes de mortes (1). A acrescer a estes niimeros preocupantes
estd a elevada prevaléncia de TB latente (= 1/3 Populagdo mundial).
Um individuo com tuberculose latente esté infetado com o agente
etioldgico da TB, Mycobacterium tuberculosis (Mtb), mas ainda
ndo desenvolveu a doenga nem ¢ capaz de a transmitir (). Contudo,
uma vez que cerca de 10% dos casos de TB latente podem evoluir para
TB ativa esta constitui um reservatério de infecdo e um obstaculo a
irradicagéo da doenca (2).

_A detecéo da tuberculose latente é por isso uma prioridade. Durante
muito tempo a prova cutanea da tuberculina (TST) era o Unico método
de diagndstico. Este teste consiste na inje¢ao subcutanea, na regido
do antebraco, duma pequena dose de derivados proteicos purificados
de tuberculina e na medi¢do da induragdo resultante decorridas
48 a 72 horas. O método apresenta a vantagem de ser economicamente
acessivel. Contudo, é pouco especifico, apresentando reagdo cruzada
com o bacilo de Calmette-Guérrin (BCG-vacina da TB) e outras
micobactérias ndo tuberculosas, requer no minimo duas idas ao médico
e a sua repetida utilizagdo num mesmo individuo leva ao efeito de
boosting °). Todas estas dificuldades levaram a que fossem desenvolvidas
alternativas.

_Os testes de libertagdo de interferdo gama (testes IGRA) foram
desenvolvidos para detetar tuberculose latente. Atualmente estao
disponiveis em Portugal duas variantes: Quantiferon gold (Cellestis) e
TSPOT-TB (Oxford-Immunotech). Estes testes avaliam a produgéo de
interferdo gama (IFN-y), por uma técnica de ELISA (Quantiferon) ou
ELISPOT (TSPOT-TB), em resposta a estimulagao por antigénios
especificos de Mtb. Dois dos antigénios, ESAT-6 (do inglés early secreted
antigen target-6 ) e CFP10 (do inglés culture filtrate protein 10),
codificados pela regido de diferenca 1 (RD1) presente no Mtb mas
ausente no BCG, s&o comuns aos dois testes (*). O Quantiferon gold
apresenta ainda um terceiro antigénio, TB7.7, codificado por uma
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insercéo presente apenas no genoma do Mtb (%), A seletividade e
especificidade apresentada por estes testes sdo muito superiores a da
TST, a repeticao do teste ndo apresenta um risco de boosting e nao
requerem mais do que uma ida ao médico. Contudo, o seu custo
relativamente elevado e a necessidade de equipamento laboratorial
mais sofisticado limitam a sua utilizagdo. Estes testes também néo
permitem diferenciar tuberculose latente de tuberculose ativa.

_Os testes IGRA constituem uma mais-valia na detecéo de TB latente
em populagées vacinadas com BCG. A OMS recomenda ainda
estes testes no rastreio de TB latente em populacGes especificas, como
os profissionais de salde, com um risco acrescido de contrairem a
doenga em paises com um nivel de rendimento médio a elevado (©).

_Métodos

Neste estudo compardmos os resultados dos testes IGRA obtidos em
duas populacdes distintas: a populagdo em geral (testes realizados ao
longo de 3 anos) e os funciondrios do departamento de doengas infeciosas
do INSA. Estes foram divididos em grupos de risco de acordo com a
sua exposicéo profissional ao Mtb. Os que contactam com utentes no
servico de colheita e/ou com amostras respiratorias, foram considerados
de risco elevado (31 individuos) e selecionados para integrar este estudo.

_A participagdo no estudo compreendeu o preenchimento de um
inquérito e a realizagdo do teste IGRA. A anélise foi efetuada de acordo
com as instrucdes do fabricante e os resultados foram classificados
em positivos (reativos), negativos (ndo reativos) e indeterminados.
No caso dum resultado positivo ou indeterminado foi realizado um
segundo teste, decorrido o tempo preconizado pela diretiva da direcao
geral de satde (7), e realizados outros exames médicos para excluséo
de TB ativa, quando aplicavel.

_Resultados e Discussao

_Utilizac4o dos testes IGRA na comunidade: a aplicacdo geral
O teste IGRA que consiste na avaliacdo da produgdo de IFN-y
em resposta a antigénios especificos de Mtb por ELISPOT foi
introduzido no INSA em 2009. Neste periodo de tempo o teste foi
solicitado para individuos residentes em todos os distritos do continente,
com excegdo de Viana do Castelo, e regides auténomas da Madeira e
Acores. A maioria dos pedidos (50,8%) foi efetuada para residentes em
Lisboa, seguida de dois concelhos limitrofes Settbal (9,1%) e Santarém
(6,9%). O terceiro lugar de Santarém é contudo partilhado com a regido
auténoma dos Acores. O lugar ocupado por esta regido ultraperiférica,
demonstra que a distancia entre a unidade de saude requisitante e 0
laboratdrio onde a andlise é efetuada, ndo inviabiliza a realizacéo do
teste.
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_A andlise foi solicitada para todos os grupos etdrios da populagéo,
contudo a mediana das idades € de 51 anos. O nimero de requisicdes
aumenta com a idade dos individuos como se pode observar no

_A exclus@o de tuberculose (57,4%), pesquisa de TB latente em
individuos imunodeprimidos por razdes diversas (32,2%), rastreio de
TB (4,1%) e seguimento de individuos com testes positivos em rastreios
anteriores (4,1%) foram as razdes que levaram os clinicos a solicitar o
teste. A utilizacdo destes testes em individuos imunodeprimidos por
razOes tao diversas como a infegdo com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), doenga oncolédgica e imunossupressao induzida por
farmacos deve ser realgada uma vez que é uma ferramenta de valor
inestimavel na prevencéo da reativagéo da TB.

Grafico 1: Distribuicdo etdria e testes IGRA.

_Testes IGRA no rastreio de TB em profissionais de satde:

a aplicacao particular

A distribuicao etdria dos participantes no rastreio € compativel com

uma populagdo em idade ativa com uma mediana igual a 40 anos
. A maioria dos participantes (93,5%) foi vacinada com a BCG

na infancia, com exce¢do de um que foi vacinado aos 20 anos.

_O contributo de fatores extraprofissionais no eventual contato com o
Mtb e existéncia prévia de patologia facilitadora da infe¢&o foi avaliado
através de um inquérito. Os resultados séo apresentados na
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demogréficas da populagao em estudo.
I
1. Distrito de residéncia
Lisboa Setibal Leiria
Neind.(%) o6 %2 2
1.1. Ja residiu em outro distrito?
Sim Nao
Neind (%) B0 s0
2. Foi vacinado com a BCG?
Sim Nao N&o sabe
Neind (%) 8s 65 o
3. Foi-lhe diagnosticada anteriormente TB?
Sim Nao Néo sabe
Neind.(%) 65 8ws o
4. Contacta com alguém com TB?
Sim Nao Néo sabe
Neind. %) 64 78 58
5. Padece de alguma patologia?
Sim Nao
Neind. (%) 806194 """"""""""""""""""""""""""""""""""

N2 ind.: Nimero de individuos

continua
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_Embora as assimetrias geograficas da incidéncia da TB se tenham
esbatido nos Ultimos anos, ainda existem alguns distritos com
uma incidéncia superior a média. Estes distritos sdo Porto (32/109),
Lisboa (29/10%), Beja (24/105), Faro (23/10°%) e Setubal (22/105) (8).
Assim, o facto de um individuo residir num distrito com maior incidéncia
de TB aumenta a probabilidade de contatar com um doente.
Os funcionarios que participaram no rastreio residem atualmente no
distrito de Lisboa (80,6%) e em dois distritos limitrofes, Setubal (16,1%)
e Leiria (3,2%). Em 45% dos casos os individuos ja residiram em outro
distrito. A maioria dos participantes migrou de um distrito com menor
incidéncia de tuberculose para um com maior incidéncia (Lisboa ou
Setubal). Apenas em um caso houve uma migrac&o no sentido inverso
de Faro para Leiria.

_Em dois dos participantes (6,5%) ja tinha sido diagnosticada
anteriormente TB. O mesmo numero de participantes (6,5%) tinha
anteriormente contactado, no seu circulo privado, com alguém a quem
tinha sido diagnosticada TB; os restantes desconheciam se tinham tido
qualquer contato. Uma vez que algumas patologias podem favorecer o
desenvolvimento de tuberculose ativa, ou de uma reativago, este aspeto
também foi contemplado no inquérito. A maioria dos participantes (80,6%)
ndo sofria de qualquer patologia. Os restantes mencionaram patologias
diversas, contudo, apenas 6,4% padeciam de patologias que poderiam
potenciar o desenvolvimento de TB.

_A maioria dos individuos apresenta um teste IGRA com resultado
negativo (80,6%), 3,2% com resultado indeterminado e 16,2% com
resultado positivo. Estes resultados revelam a prevaléncia de testes
IGRA negativos em profissionais de saude, estando de acordo com
os de um estudo realizado no hospital de S&o Jodo, no Porto (% 10),
Em ambos os estudos a prevaléncia de testes negativos numa populagdo
de alto risco vacinada com BCG evidencia a elevada seletividade da
anélise.

_Uma vez que a idade é um fator de risco para o desenvolvimento
de TB, de seguida analisamos os resultados do teste IGRA em funcéo
do grupo etario . Esta andlise permitiu-nos concluir que a
percentagem de testes positivos aumenta com a idade do individuo.

Grafico 2: Resultado do rastreio de TB latente.

Os grupos etarios dos 45-54 e 55-64 anos registam uma percentagem
mais elevada de resultados positivos. Uma exposicao profissional mais
prolongada ao Mtb podera contribuir para este resultado. No entanto,
outros fatores externos ao ambiente laboral também contribuem para
os resultados. Dois dos participantes com um teste positivo apresentavam
fatores de risco adicionais. Um tinha contato no circulo privado com
individuos com um diagndstico de TB e outro sofria duma patologia que
o tornava mais vulneravel.

_Conclusao

Os testes IGRA representam uma mais-valia no rastreio de TB latente.
A sua elevada especificidade e seletividade fazem com que sejam
a escolha de eleicdo para populagdes vacinadas com BCG, em elevado
risco de exposicao ao agente ou que apresentem depressao do sistema
imunitdrio.
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_A emergéncia de resisténcias aos antimicrobianos constitui uma
das grandes preocupacgdes de saude publica, sendo considerada
sempre que um novo medicamento é licenciado para uso clinico’).
No caso dos antivirais especificos para a gripe, a resisténcia pode
emergir ndo apenas como resultado do tratamento ou profilaxia com
o medicamento antiviral mas também espontaneamente na
comunidade(?). A possibilidade de emergéncia de estirpes de virus
influenza naturalmente resistentes, conjugada com a elevada e rapida
taxa de evolugdo que caracteriza estes virus, impde uma observagao
ativa e sustentada do perfil de suscetibilidade aos antivirais dos virus
influenza que circulam na populag&o. A realizacdo destas atividades de
observagao, individualmente em cada pais, contribui e é fundamental
para a representatividade e robustez dos dados analisados e reportados
pelos sistemas de vigilancia europeu (ECDC) e mundial (OMS), nos
quais se baseiam as recomendagdes para o uso destes antivirais na
pratica clinica.

_Em 2007 comecou a ser desenvolvido pela primeira vez em Portugal
um estudo na &rea da resisténcia aos antivirais especificos para a
gripe, com o principal objetivo de avaliar a suscetibilidade dos virus
influenza circulantes (retrospetivamente desde o Inverno 2004/2005)
aos trés antivirais autorizados para uso clinico a nivel nacional:
oseltamivir e zanamivir (inibidores da neuraminidase, NAI) e amantadina
(inibidor da proteina M2). Neste trabalho s@o apresentados de forma
resumida os principais resultados e conclusdes deste estudo,
abrangendo 7 épocas de Inverno, de 2004/2005 a 2010/2011, descritos

com maior detalhe em outras publicagdes da equipa de investigacao
(3,4,5)

_A avaliagdo laboratorial da suscetibilidade aos NAls inclui
uma componente fenotipica (valor de IC50) e uma componente genotipica
(sequenciagao da regido codificante completa da neuraminidase, NA,
e da hemaglutinina, HA). No total, foi avaliado o perfil fenotipico de
482 estirpes para o oseltamivir (117 A(H3N2), 93 A(H1N1) sazonal,
130 B, 142 A(H1N1)pdm09) e de 439 estirpes para o zanamivir
(112 A(H3N2), 68 A(H1N1) sazonal,117 B, 142 A(H1N1)pdm09).
Destas, 186 estirpes (50 A(H3N2), 61 A(H1N1) sazonal, 25 B,
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50 A(H1N1)pdm09) foram analisadas genotipicamente. A avaliagdo
da suscetibilidade & amantadina é definida genotipicamente (sequenciagao
do segmento da proteina M2 que inclui os 5 marcadores moleculares
de resisténcia: L26F; V27A/D; A30T; S31N e G34E), tendo sido realizada
num total de 322 estirpes (138 A(H3N2), 84 A(H1N1) sazonal,
117 A(H1N1)pdm09).

_Inibidores da Neuraminidase (NAls) - oseltamivir e zanamivir
Foram detetadas 27 (29%, N=93) estirpes do subtipo A(H1N1) sazonal
naturalmente resistentes ao oseltamivir, entre os Invernos 2007/2008
a 2008/2009, com base na extrema reducdo de suscetibilidade
observada a nivel fenotipico (170 a 650 vezes) e na presenca
do marcador genético de resisténcia clinica H275Y na sequéncia da
NA . Este resultado esté de acordo com a emergéncia e
transmissdo global de estirpes A(H1N1) sazonal resistentes ao
oseltamivir, detetada a partir de 2007/2008 e cuja razéo ainda néo se
encontra completamente esclarecida (). As mesmas condigdes de
resisténcia foram observadas em 1 estirpe da variante pandémica com
associacdo ao uso do antiviral num caso de suspeita de resisténcia
clinica . O marcador NA H275Y foi também identificado,
mas em 26,2% da populacgao viral, noutro caso de infecdo por
A(HIN1)pdm09 com suspeita de resisténcia clinica. Foram ainda
detetadas 3 estirpes com suscetibilidade reduzida a ambos os
NAls (oseltamivir e zanamivir), 1 estirpe de virus influenza do tipo B
de 2007/2008 e 2 estirpes da variante A(H1N1)pdm09 do periodo
pandémico. Estas estirpes apresentaram um valor de ICq, 2 a 4 vezes
superior a linha base e mutacdes na sequéncia da NA (NA D197N - B;
NA 1223V - A(H1N1)pdm09) ja associadas a uma reducdo na
suscetibilidade, embora com impacto clinico desconhecido

(7). A mutagdo NA N220K, localizada no
dominio catalitico da proteina, foi selecionada para estudos posteriores,
dada a sua presenca especifica em 3 estirpes de virus influenza do tipo
B com valores de ICg, 2 vezes superiores & linha base de suscetibilidade
para o oseltamivir.

_Amantadina

A resisténcia a amantadina foi observada em 49 estirpes A(H3N2)
(85,5%, N=138) dos Invernos de 2005/2006 a 2008/2009 e em todas
as estirpes A(HIN1)pdm09 analisadas, através da identificacdo do
marcador de resisténcia S31N na sequéncia da proteina M2.
Estes resultados encontram-se em conformidade com a situacao
observada a nivel mundial. Desde o Inverno 2002/2003 que o nimero
de estirpes A(H3N2) resistentes a amantadina isoladas a nivel mundial
foi aumentando exponencialmente, atingindo praticamente os 100% em
2008/2009. A combinag@o de um uso elevado deste medicamento
antiviral no Sudeste Asidtico com a ocorréncia de mutagcbes
compensatorias no genoma do virus é considerada como a causa mais
provéavel para o aumento abrupto no nimero de estirpes resistentes(®).
A variante A(H1N1)pdm09 é caracterizada desde a sua emergéncia por
uma resisténcia natural a amantadina, adquirida como resultado da
origem suina Euroasiatica do gene M que codifica para a proteina M2.

continua
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Grafico 1: Perfil fenotipico de suscetibilidade ao oseltamivir (O) e ao zanamivir (Z) de estirpes de virus influenza que
circularam em Portugal entre os Invernos 2004/2005 a 2010/2011, apresentado por (sub)tipo/variante e época
de Inverno e com indicagéo das mutagdes especificas e relevantes identificadas a nivel genotipico.
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_Este estudo permitiu conhecer o perfil de suscetibilidade das estirpes
de virus influenza que circulam em Portugal aos medicamentos antivirais
oseltamivir, zanamivir e amantadina; observar e conhecer o padrdo de
variagcdo natural da suscetibilidade dos virus ao longo dos diferentes
Invernos, de acordo com o (sub)tipo/variante; detetar casos de emergéncia
natural de estirpes resistentes; e analisar e estudar casos com suspeita
de resisténcia clinica. Permitiu igualmente contribuir de modo ativo para
as recomendacdes e orientacdes técnicas elaboradas pelos grupos
europeu do ECDC e mundial da OMS (:10),

lmu
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_InfecOes por Salmonella enterica
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_Introdugao

Salmonella enterica € uma das causas mais comuns de gastroenterite
aguda em todo 0 mundo, apresentando elevada morbilidade e mortalidade
na populagéo em geral (). A infegdo por Salmonella € caracterizada
clinicamente pela presenca de febre, dor abdominal e ndusea, sendo
de maneira geral de curta duracéo. No entanto podem ocorrer casos
mais graves, nomeadamente em individuos imunocomprometidos, em
que é necesséria a administragao de antibioticos (2). A sua transmissao
ocorre principalmente através da alimentagdo, com a excegédo de
Salmonella Typhi, serotipo com hospedeiro exclusivamente humano (%),

_Métodos

Entre 2000 e 2012 foram recebidas no Laboratdrio Nacional de Referéncia
de Infegbes Gastrintestinais do Departamento de Doencas Infeciosas
do INSA 6366 estirpes de Salmonella de doentes portugueses,
provenientes de varias zonas do pais. Os serotipos foram determinados
de acordo com o0 esquema de classificacdo Kauffmann-White-de Minor,
segundo a ISO/TR 6579-3 (4.9,

_Resultados e Discusséao
No periodo compreendido entre 2000 e 2012 foram analisadas, como
ja foi referido, 6366 estirpes de Salmonella, sendo os serotipos mais
comuns, tal como na maior parte dos paises europeus e norte americanos,
S. Enteritidis (68,0%), S. Typhimurium (19,5%) e S. 4,5:i:- (4,5%)
. Existem também outros serotipos detetados cuja
frequéncia ndo ¢é tdo significativa mas cujos valores se aproximam das
frequéncias a nivel mundial, nomeadamente S. Typhi (0,6%) e S. Derby
(0,5%). Com uma frequéncia bastante préxima destes dois serotipos,
situa-se S. Rissen (0,5%), tipicamente encontrada na Tailandia e
nas Filipinas, sendo entdo possivel que a sua presenca em Portugal se
deva a casos de importacéo, & semelhanga dos casos de S. Typhi ().
Existem ainda muitos outros serotipos detetados em Portugal, cuja
frequéncia ndo é significativa isoladamente, mas que em conjunto
representam cerca de 7% das estirpes analisadas

Tabela 1: Nimero de casos de infecdo por Salmonella confirmados, principais serotipos detetados e percentagens relativas,
durante o periodo compreendido entre 2000 e 2012.
I
% n %in % .n %in % . n % N %
S.Enteritidis 67,8 466 70,7 150 461 78 326 34 226 4326 68,0
 STyphimuriom 70 187 66 114 86 157 98 135 90 130 175 223 151 242 129 196 126 248 %5 275 83 M7 44 M4 30 192 1243195
0 00 24 41 6 11 0 00 7 10 15 19 12 19 17 26 29 57 . 13 125 54 228 24 188 55 353 26 45
120 2 03 4 06 3 04 3 05 2 03 5 10 0 00 1 04 1 08 1 06 38 06
101 3 04 5 06 0 00 3 05 2 04 309 3 13 1 08 3 19 2 05
""""""""""""""""""""""""""""""""""" 4 05 3 05 0 00 4 08 9 26 1 04 2 16 5 32 31 05
5 74 20 35 4 53 % 43 25 36 2 51 &2 64 3 67 % 104 19 79 2 172 19 122 410 64
Total (N) 100 691 1oo§ 786 100 624 3345 1oo§ 239 1oo§ 128 1oo§ 6366 100

Percentagem total dos
principais serotipos de
Salmonella detetados.

Grafico 1:
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_A partir de 2005, verificou-se uma diminuicdo acentuada do numero
de S. Enteritidis, com a consequente diminuicdo do ndmero total de
estirpes de Salmonella . Este serotipo estd normalmente
associado ao consumo de ovos e carne de aves, pelo que a sua
diminuicdo, e a diminuicdo do nimero total de Salmonella, estaréo
relacionadas com o maior controlo sanitério a nivel dos aviérios e também
das cadeias de producao (2).

_O serotipo S. Typhimurium esta usualmente associado a carne de
origem suina, ou nalguns casos, a came de aves ou agua contaminada
(7). Apesar de também se verificar a diminuigéo do ntimero total de
S. Typhimurium, a sua percentagem relativa tem vindo a incrementar,
ultrapassando inclusivamente a percentagem de S. Enteritidis durante

=+
¢ "

i

0s anos de 2010 e 2011

. Desde o fim da década de90
tem-se verificado o0 aumento gradual de infe¢bes causadas por uma
estirpe de Salmonella do mesmo grupo clonal de S. Typhimurium, mas
que ndo apresenta antigénios da segunda fase flagelar, S. 4,5:i:-.
Em 2012, detetou-se efetivamente um maior nimero de S. 4,5:i:- do que
de S. Typhimurium, que levou & diminuig&o da percentagem relativa de

S. Typhimurium . Este aumento é uma tendéncia a
nivel mundial e um problema de satde publica, uma vez que este serotipo
apresenta perfis de resisténcia a antibiéticos frequentemente
utilizados em produgao animal (7: 8). Relativamente ao serotipo S. Typhi,
0 seu nimero tem-se mantido constante, apresentando uma média de
0,75 nos Ultimos 4 anos, corroborando com o facto de se tratar de casos
importados.
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Grafico2: Casos confirmados dos principais serotipos de Salmonella, durante o periodo compreendido entre 2000 e 2012.
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_As alteragbes a nivel dos serotipos de Salmonella presentes em
Portugal sdo significativas e acompanham a tendéncia mundial,
reforgando o facto de ser necessdria atuagao relativamente ao
serotipo S. 4,5:i:- e também ao controlo do uso de antibiéticos
na producdo animal. A existéncia de sistemas de vigilancia é de
extrema importancia pois permite a monitorizagdo dos serotipos de
Salmonella presentes no pais e qual a sua proveniéncia. Assim,
é possivel tomar medidas preventivas, tais como as medidas
tomadas a nivel de controlo sanitario nos aviarios, que levam a
diminui¢do de infegdes por Salmonella, e que deverdo ser aplicadas a
outros tipos de produgdo, nomeadamente & produgdo de suinos.
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_Introdugéo

A infecéo por Campylobacter spp., sobretudo por Campylobacter jejuni,
é considerada, nos paises industrializados, a causa mais frequente de
gastroenterite aguda nos humanos, excedendo mesmo as infe¢des
causadas por espécies de Salmonella, Shigella ou Escherichia coli
enteropatogénica. Outro dado importante é a tendéncia crescente
desta infegao, verificada nos ultimos anos na Europa, comparativamente
com os casos de Salmonelose que tém vindo a decrescer, segundo um
relatério que incluiu dados de 24 estados membros, no periodo entre
2006 € 2010 (1),

_0O quadro clinico associado & infecdo por Campylobacter traduz-se
maioritariamente por diarreias inflamatdrias acompanhadas de febre
e dores abdominais. Apesar de na maioria dos casos ser uma
infecdo auto-limitada, podem surgir graves complicacdes como
septicémias, infecbes extraintestinais e sequelas neurolégicas, como a
sindrome de Guillain-Barré (2), Esta bem estabelecido que a principal
fonte de infegdo é o consumo ou manipulagao de alimentos contaminados,
sobretudo carne de aves (%),

_Em Portugal, os estudos sobre a prevaléncia desta doenca séo
escassos e de caracter muito regional, sendo o panorama nacional
desconhecido. A partir de 2009 foi constituido um grupo de trabalho
nacional (*), coordenado pelo Instituto Nacional de Satde Doutor
Ricardo Jorge (INSA), para o estudo da Campylobacteriose humana,que
conta atualmente com a participacdo ativa de 17 laboratérios,
maioritariamente laboratdrios hospitalares, com uma consideravel
cobertura geogréfica. Cada laboratério, que realiza sistematicamente a

Grafico 1:
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pesquisa de Campylobacter em amostras fecais, envia para o INSA
parte das estirpes isoladas, juntamente com alguma informacéao
epidemioldgica, permitindo assim fazer a caracterizagdo das mesmas,
incluindo vigilancia da resisténcia aos antibiéticos.

_Neste trabalho, séo divulgados alguns dados referentes a epidemiologia
da infecéo por Campylobacter em Portugal, tendo como base as estirpes
clinicas obtidas através deste grupo de trabalho.

_Métodos

As estirpes clinicas foram identificadas ao nivel da espécie por PCR em
Tempo-real com sondas de hibridac@o. Nos casos onde néo foi possivel
obter identificacéo, foi realizado um PCR para o gene que codifica o
16S rRNA, seguido de sequenciacéo.

_A concentragdo minima inibitéria (CMI) de sete antibidticos
(acido nalidixico, amoxicilina, ciprofloxacina, doxiciclina, eritromicina,
gentamicina e tetraciclina) foi determinada pelo método de diluicdo
em agar, segundo as recomendacgdes padrdo. A suscetibilidade
antimicrobiana foi interpretada de acordo com os valores epidemioldgicos
estabelecidos pelo European Commitee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST, 2012). As estirpes foram genotipadas por Multi Locus
Sequencing Typing (MLST), por amplificacdo por PCR de sete genes
housekeeping (aspA, ginA, gitA, glyA, pgm, tkt e uncA) ). Os produtos
de PCR foram purificados e sequenciados e os tipos de sequéncias e
complexos clonais foram identificados utilizando o banco de MLST para
Campylobacter (http://pubmist.org/campylobacter).

_Resultados

Entre 2009 e 2012, foram analisadas 837 estirpes, das quais
84,5% foram identificadas como C. jejuni, 14,8% C. coli, 0,2%
C. upsaliensis, 0,1% C. concisus, e em 0,2% das amostras foi identificado
Arcobacter butzleri.

_Adistribuicdo das estirpes por grupo etario foi a seguinte: idade entre
26 dias e 11 meses, 208 (25,2%); entre 1 e 15 anos, 507 (61,5%); entre
16-65 anos, 78 (9,5%); idade>65 anos, 31 (3.8%), sendo a infecdo mais
frequente no género masculino (59,3%)

Distribuigdo das estirpes de Campylobacter spp por grupo etdrio.
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_Em relagdo & resisténcia aos antibidticos e tipagem molecular,
foram estudadas um total de 125 estipes, 78 C. jejuni e 47 C. coli.
No geral, foi observada uma elevada taxa de estirpes resistentes

, sendo as estirpes de C. coli mais resistentes do que as
estirpes de C. jejuni. Todas as estirpes foram resistentes ao &cido
nalidixico, 92,8% foram resistentes as fluoroquinolonas e 76% resistentes
a tetraciclina/doxiciclina. De realcar ainda a elevada prevaléncia
de estirpes multirresistentes (resistentes a pelo menos 3 antibidticos
estruturalmente nao relacionados), que foi de 87,2%, bem como o
aparecimento de 2 (1,6%) estirpes C. coli resistentes & gentamicina.

_Comparando o periodo do presente estudo (2009-12) e o periodo
entre 1984-89, para os quais existe informacao disponivel para
Campylobacter de origem humana em Portugal, observa-se
um consideravel aumento de estirpes resistentes aos antibioticos (°)

_Em relagdo a genotipagem por MLST, cada estirpe é caracterizada
por uma sequéncia tipo, que resulta do conjunto dos alelos obtidos para
0s sete genes housekeeping. As estirpes que partilham pelo menos
quatro de sete alelos idénticos sao consideradas mais proximas, e como
pertencendo ao mesmo complexo clonal (CC). No geral, observou-se
que as estirpes de C. coli sdo mais conservadas, pertencendo todas
ao CC-828, enquanto os isolados C. jejuni foram distribuidos em 15 CCs
diferentes. Entre as estirpes estudadas, foram identificadas
19 sequéncias tipo, ainda sem designagao na base internacional
de MLST para Campylobacter. Aparentemente, ndo foi observada
nenhuma relagdo entre o fendtipo de resisténcia e o genétipo das
estirpes.

Tabela 1: Resisténcia a diversos antibidticos de estirpes de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli de origem humana,
isoladas em Portugal, entre 2009-2012.
1
|
Ac. Nalidixico 2-32 >32 >32 100 (78) >32 >32 100 (47)

CMI - concentragdo minima inibitdria
2 ntervalo de concentragdes testadas (ug/mL)
be CMI50 e CMI90 indica a concentragao (ug/mL) que inibe o crescimento de 50% e 90% dos isolados.

Grafico 2:

Taxas de resisténcia a diversos antibidticos de estirpes de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli de origem humana,

isoladas em Portugal, em dois periodos de tempo distintos, 1984-1989 (%) e 2009-2012.
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_Discussao

A andlise das caracteristicas epidemioldgicas da infe¢do por
Campylobacter em Portugal mostra que a principal espécie que infeta
0 homem é C. jejuni, tal como descrito noutros estudos, apesar de a
prevaléncia de C. coli observada ser superior ao que é reportado para
0s paises ocidentais (¢). Como era esperado, o grupo etério de maior
risco foram as criangas com idade>1 ano, sendo no entanto de sublinhar
a elevada taxa de infe¢do mesmo nos recém-nascidos e bebés (25,2%).

_Em relag@o as antibioresisténcias, foram muito altas, incluindo aos
macrdlidos e fluoroquinolonas, que sdo os antibiéticos mais
frequentemente utilizados para tratar a infecdo por Campylobacter mais
prolongada ou severa. Além disso, observa-se uma tendéncia crescente
de estirpes resistentes, p.ex. para a ciprofloxacina, se comparadas com
as taxas descritas noutros trabalhos realizados anteriormente a 2009
(57), e a emergéncia de estirpes resistentes a outros grupos de
antibicticos, como os aminoglicosideos. As taxas de antibioresisténcia
encontradas estdo em consonancia com as descritas para estirpes
de Campylobacter de origem animal, refletindo a utilizagéo
destes antibiéticos na producé@o animal que se destina ao consumo
humano (€).

_Em concluséo, estes dados mostram a importancia da infe¢éo por
Campylobacter em Portugal e reforcam a necessidade de se manter
uma vigilancia epidemioldgica desta infecdo, ja que a emergéncia
de estirpes multirresistentes sugere um aumento do seu potencial
zoonatico.
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_Introdugéo

Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria comensal que coloniza o
sistema gastrointestinal, mais especificamente, a mucosa do cdlon.
Contudo, existem estirpes que adquiriram fatores de viruléncia
que permitem a infecéo de individuos saudaveis. Estdo descritos seis
patotipos intestinais de E. coli: E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterohemorragica ou produtora de verotoxinas (EHEC ou VTEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli de difusdo aderente (DAEC) (7).
De maneira geral, estes patotipos causam dores abdominais e diarreia,
por vezes hemorrégica, sendo também possivel a ocorréncia de
febre e vomitos. A sua transmissdo é feita através do consumo de agua
ou alimentos contaminados, ou através do contacto com animais ou
pessoas infetados (2).

_A distincdo entre estirpes de E. coli patogénicas e comensais nao
€ possivel através de isolamento em placa ou de testes bioquimicos,
sendo necessarias identificar os fatores determinantes das estirpes
patogénicas. Sao varias as caracteristicas que conferem patogenicidade
a E. coli, desde a producéo de toxinas, a presenga de proteinas envolvidas
na colonizacdo e invasdo celular, podendo esses fatores de
patogenicidade detetados por PCR (2).

_Métodos

Entre 2002 e 2012 foram recebidas no Laboratdrio Nacional de Referéncia
de Infecbes Gastrintestinais do Departamento de Doengas Infeciosas
do INSA, 1038 estirpes de E. coli de doentes portugueses de diversas
regides do pais. Foram determinados, por PCR convencional, os principais
fatores de patogenicidade, a referir: as toxinas termo estavel (ST) e
termolabil (LT), a verotoxina (VT), a toxina enteroagregativa termo estavel
(EAST) e a intimina

_Resultados e Discusséao
Das 1038 amostras analisadas, 497 apresentaram resultados positivos
relativamente a presenca de um ou mais fatores de patogenicidade
. O patotipo detetado com maior frequéncia durante este periodo
foi ETEC (36,6%), € EAEC (26,7%) e VTEC (25,3%). Com uma frequéncia
bastante mais baixa encontra-se o patotipo EPEC (8,5%) e, com
uma frequéncia de 2,9%, os casos em que os fatores de
patogenicidade dos patotipos ETEC/VTEC foram detetados em simultaneo
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_Esta grande diversidade de patotipos deve-se essencialmente a
grande plasticidade genémica de E. coli, resultante da codificag@o dos
fatores de patogenicidade em elementos genéticos méveis (plasmideos,
transposdes, bacteriéfagos, ilhas de patogenicidade, etc.) ().

_Inicialmente, nos anos 2002 e 2003, o patotipo mais comum era EAEC,
seguido dos patotipos VTEC e ETEC. Essa tendéncia inverteu em
2004 e manteve-se até 2012 sendo o patotipo mais frequente ETEC,
com exce¢do dos anos 2007 e 2008 . Este patotipo é
uma das causas mais comuns de diarreia em criancas de paises
desenvolvidos, sendo também a principal causa da “diarreia do viajante”
(2). O patotipo EAEC é também bastante comum, tanto em criangas
como em adultos, sendo responsavel por varios surtos em paises
em desenvolvimento e em paises desenvolvidos (2). J4 a elevada
frequéncia de detecdo do patotipo VTEC é justificavel pela baixa
dose infetante destas estirpes (2) e pelos casos mais graves que pode
originar.

_E. coli € um dos microrganismos mais versateis que se conhece.
A mutabilidade de E. coli, que lhe permite constante adaptabilidade
ao meio, enaltece a importancia de redes de vigilancia que monitorizem
e acompanhem estas alteragdes. A monitorizacdo das estirpes de
E. coli deve passar pela identificacdo dos principais fatores de
patogenicidade, uma vez que s&o estes que determinam a patogenicidade
das estirpes. No entanto, a serotipagem de E. coliesta a ser efetuada,
possibilitando uma andlise mais profunda dos tipos de estirpes circulantes
sendo assim possivel a vigilancia epidemioldgica dos diferentes patotipos
e um estudo mais aprofundado, ao nivel molecular, da evolu¢éo
destas estirpes em Portugal.

Quadro 1: Principais fatores de patogenicidade detetados e
respetivos genes codificantes.
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Tabela 1: Nimero de casos de infecéo por E.coli confirmados, principais patotipos e fatores de patogenicidade detetados,
durante o periodo compreendido entre 2002 e 2012.

Anos:
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012  Total Total de cada patotipo
Patotipos Genes Ndmero de resultados positivos
elt 0 2 9 6 11 11 7 14 5 1 4 90
est 2 0 4 9 8 1 1 10 2 2 3 42
elt astA 1 2 2 2 2 0 6 2 1 1 1 20
ETEC est astA 0 0 6 0 2 0 0 0 0 0 0 8 183
elt est 1 1 5 0 1 0 1 0 0 1 0 10
elt eae 0 0 1 0 0 2 0 2 0 1 3 9
elt est astA 1 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4
6ae 3 5 2 5 3 5 1 5 1 5 4 39
EPEC A 42
eae ast 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3
six 3 7 1411 1B 15 17 1 3 6 3 103
VTEC six eae 0 0 2 1 3 4 0 0 1 19
136
ste astA 1 3 3 1 1 3 0 0 0 0 0 12
stxastheae | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
EAEC astA 7 16 13 16 19 19 7 7 4 6 7 121 121
stx elt 0 1 0 1 0 3 1 1 0 0 0 7
six est 0 0 0 0 1 0 0 4 0 0 0 5
ETEC NTEC elt stx eae 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 15
est astA stx 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
six eae est 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Total positivos 21 40 | 67 | 64 62 59 54 61 16 24 29 497 497
Grafico 1: 1 Percentagem total dos varios patotipos de
Escherichia coli detetados.
EPEC
EAEC . 8,5% (44)
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_Frequéncia de infecao por
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_Introdugéo

Giardia duodenalis ¢ um microrganismo eucariota unicelular flagelado.
Sendo um dos protozoarios parasitas mais comuns no intestino
do homem, ¢ o0 agente etiolégico da giardiase (). A maioria das infegbes
580 assintométicas, podendo no entanto surgir sintomas como diarreia,
dor abdominal, vémitos e perda de peso, sendo as criangas o principal
grupo etério clinicamente afetado (2),

_Aprevaléncia de giardiase varia entre 2 e 5%, em paises desenvolvidos
e entre 20 e 30% nos paises em desenvolvimento (%), Embora este
parasita seja considerado comum em Portugal, a frequéncia desta
infe¢do no grupo pediétrico portugués permanece desconhecida.
O objetivo do presente trabalho foi estimar a frequéncia de infecéo por
G. duodenalis e identificar os possiveis fatores de risco numa populagao
pediatrica residente no distrito de Lisboa.

_Métodos

Entre fevereiro de 2002 e outubro de 2008, foram selecionadas
aleatoriamente criancas em 25 centros de saude das éreas urbana
e rural do distrito de Lisboa, enquanto utentes do programa nacional
de vacinagdo. Os pais das criangas deram consentimento informado
por escrito, depois da explicagdo dos objetivos e procedimentos do
estudo. Para cada crianca participante, foi recolhida uma amostra de
fezes. Foi igualmente preenchido um questiondrio incluindo informagao
sobre a crianga e o seu agregado familiar e as condi¢des de habitagdo
incluindo informagdo sobre a presenca de animais de companhia.
As amostras recolhidas foram enviadas para o Departamento de Doencas
Infecciosas do Instituto Nacional de Saudde Doutor Ricardo Jorge.
As fezes foram analisadas por exame microscdpico direto e por pesquisa
de antigénio pelo método imunoenzimatico (ELISA). Os resultados foram
analisados pelo teste de Fisher, e comparadas as diferencas entre duas
proporcdes. Foi considerada significativa uma probabilidade inferior a
0,05. As variaveis foram calculadas e os Odds Ratios (OR) ajustados
para niveis de significancia e intervalos de confianga de 95%.
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_Resultados e Discusséao

O estudo incluiu 844 criancas, sendo 446 (52,8%) do sexo masculino
e 398 (47,2%) do sexo feminino, distribuidas por dois grupos etarios,
incluindo o primeiro as crian¢as de 1 més aos 5 anos, num total
de 403 (47,7%) criangas, e 0 segundo dos 6 aos 15 anos com 441
(52,3%) criangas.

_Os resultados mostraram que 16 das 844 (1,9%), amostras de
fezes foram positivas para G. duodenalis por exame direto, e 54 de 807
(6,7%) foram positivas por ELISA. Trés amostras revelaram-se positivas
por microscopia e negativas pelo método ELISA, por outro lado
42 amostras foram negativas por microscopia, mas positivas por ELISA.
Assim na globalidade dos resultados verificamos que 58 das 844
amostras (6,9%) foram positivas para infe¢ao por G. duodenalis. Quando
analisamos os resultados por faixa etéria e género verificamos que
a frequéncia foi de 7,8% (31/396) nas criancas com idades entre 0 e
5 anos e 5,8% (25/439) nas criangas com idades compreendidas entre
6-15 anos; relativamente ao género, a frequéncia de infecao foi de
6,9% (31/447) nos rapazes e de 6,5% (26/397) nas raparigas. De entre
0s inimeros putativos fatores de risco para a infe¢@o por G. duodenalis,
foi encontrada associagao estatisticamente significativa com o nivel
educacional materno (OR=4,49; Cl: 1,20-16,84), o nivel educacional
paterno (OR=12,26; Cl:4,08-36,82), a presenca de Helicobacter pylori
(OR=1,82; CI:1,05-3,15), habitagdo sem sistema de saneamento
basico (OR=9,63; Cl: 1,10-72,70) e contacto com animais de
companhia (OR=1,10; CI:1,81-3,25), principalmente os caes.

_Este estudo revelou uma alta frequéncia de infecéo por G. duodenalis
em criancas assintomaticas residentes no distrito de Lishoa

O fator diretamente associado ao risco de ocorréncia de infecdo mostrou
ser o nivel educacional dos pais, sugerindo que o incremento na educagao
parental possa influenciar de forma positiva 0 bem-estar das criangas
portuguesas. Foi observada a co-dete¢éo de G. duodenalis e H. pylori
€ parece uma questao importante que merece ser investigada futuramente.

_Alguns estudos sobre a prevaléncia da giardiose a nivel mundial
mostraram que existe uma separagdo clara dos paises desenvolvidos
para 0s paises em desenvolvimento, refletindo principalmente as
diferencas a nivel socioecondmico. No entanto, esta abordagem ¢é de
alguma forma limitada, mesmo nos paises desenvolvidos, devido &
trilogia entre nivel socioeconédmico e educacional/nivel de
saneamento/controlo veterindrio dos animais de estimagéo, sendo estes
elos importantes na manutencéo da parasitose.
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Tabela 1: Fatores de risco e sua associagdo com a frequéncia de infecdo por G. duodenalis.

Resultados Risco Intervalo de

Fatores de Risco (n° total) positivos (%) Estimado (OR) Confianca (95%)

Género (n=844)

Masculino 446 31(6,9) 0,891 1,06 0,62-1,82
Feminino 398 26 (6,5) 1,00

Idade (n=844)

0-5anos 403 31(7,8) 0,268 1,41 0,82-2,43
6-15anos 441 26 (5,8) 1,00

Nivel educacional materno (n=828)

Sem escolaridade 13 3(23,0) 0,047 4,49 1,20 - 16,84
Com escolaridade 815 51(6,2) 1,00

Nivel educacional paterno (n=812)

Sem escolaridade 14 6 (42,8) <0,001 12,26 4,08 - 36,82
Com escolaridade 798 46 (5,7) 1,00

Infecéo por Helicobacter pylori (n=821)

Sim 56 25 (44,6) 0,037 1,82 1,05-3,15
Néo 756 235(30,7) 1,00

Sistema de saneamento (n=839)

Néo 5 2 (40,0) 0,038 9,63 1,10-72,70
Sim 834 54 (6,4) 1,00

Contacto ¢/ animais de companhia (n=839)

Sim 452 34(8,7) 0,026 1,10 1,81-325
N&o 387 22(4,8) 1,00

Figura 1: [ Mapa do distrito de Lisboa com as frequéncias de
G. duodenalis encontradas em cada concelho.
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_Introdugéo

As pandemias de cdlera, causadas por serogrupos especificos
de V. cholerae que apenas sao patogénicos para 0 homem, tém sido
descritas desde 1817. Presume-se que as primeiras sete foram causadas
pelo serogrupo O1, em que a sétima pandemia (1961) ainda se
encontra activa e tem tido um impacto severo em trés
continentes. A sexta pandemia terminou em 1923, mas o clone persistiu
até aos anos 90. Varios surtos de célera foram descritos ap6s o
desaparecimento da sexta pandemia e antes do inicio da sétima
pandemia, em que as estirpes isoladas foram caracterizadas como
sendo do bidtipo El Tor ao contrario das estirpes da quinta e sexta
pandemia, pertencentes ao bidtipo classico. Os surtos com estirpes
El Tor ocorreram na Indonésia e no Médio Oriente (1926-1960) e séo
referidas como estirpes pré pandémicas devido ao facto de terem sido
consideradas como precursores da sétima pandemia, que também é
devida a estirpes do biétipo El Tor. Em Outubro de 1992, um novo
serogrupo, definido como 0139, causou um grave surto de célera no
sudoeste da india. Em 10 meses este serogrupo disseminou por toda
aindia e igualmente para 11 paises vizinhos desalojando o serogrupo
01. Desde essa altura ambos os serogrupos coexistem e sao
responsaveis por grandes surtos. Estudos genomicos indicam que a
estirpe epidémica O139 apareceu por aquisi¢do horizontal de um Unico
ADN. Tradicionalmente a classificacdo de V. cholerae é realizada
seroldgicamente e requer cerca de 200 antisoros baseados no antigénio
somatico O. As estirpes de V. cholerae dividem-se em trés subgrupos
principais, O1, 0139, e ndo O1/ndo 0139, dos quais somente 0s
serogrupos O1 e 0139 se encontram associados a pandemias e
epidemias de cdlera. Os serogrupos ndo epidémicos (ndo O1 e ndo
0139) podem ser patogénicos e sdo reconhecidos como agentes
causais de surtos esporadicos e localizados.

N

_Os vibrios ingeridos a partir de &gua e alimentos, contaminados,
tém que passar através da barreira &cida do estdmago antes de
colonizarem a zona superior do intestino grosso. A colonizagao faz-se
com o apoio de fimbrias, estruturas proteicas filamentosas denominadas
pilis coreguladores de toxina (TCP) que sdo extensdes da parede celular
que aderem aos recetores da mucosa e através da mobilidade da
bactéria que ajudam a penetrar na camada de muco. A adesédo
dos vibrios @ mucosa permite que a enterotoxina (toxina colérica)
produzida seja eficientemente enviada para as células da mucosa.
Esta toxina interfere com o equilibrio electrolitico dos intestinos, sendo
responsavel pela ativagdo da adenil ciclase que conduz a um aumento
do AMP ciclico, seguido de um aumento da secre¢éo de cloro e inibigdo
da natural absorcéo de cloreto de sodio nas vilosidades do intestino
provocando uma massiva excre¢ao de fluidos para o lumen do intestino
grosso. O volume excretado excede a capacidade normal de absor¢éo
do intestino e resulta numa diarreia aquosa contendo grandes quantidades
de sddio, cloro, bicarbonato, e potassio. As fezes de doentes com cdlera
contém elevadas concentragdes de vibrios (108 bactérias por g de fezes)
e sdo altamente infecciosas.

_A andlise genética do genoma de V. cholerae revelou a presenca
de dois importantes elementos genéticos que distinguem uma
estirpe patogénica de V. cholerae de uma estirpe indcua. A patogenicidade
das estirpes de V.cholerae O1 e 0139 depende de uma combinacéo
de fatores, incluindo a enterotoxina (toxina colérica [CT], ctxA ) e a sua
capacidade de ades&o, e colonizagdo do intestino grosso (fator de
colonizagéo tcpA). Os principais factores de viruléncia encontram-se
presentes em grupos. O primeiro é 0 genoma de um bacteridfago
lisogénico designado CTX¢ que comporta os genes que codificam para
a toxina colérica e o segundo o ilhéu de patogenicidade do vibrio (VPI)
que comporta os genes do fator de colonizago, pilis coreguladores de
toxina (TCP). Outros fatores tém sido igualmente associados com a
enteropatogenicidae e incluem uma hemolisina idéntica ao El Tor (hlyA),
uma enterotoxina termo estavel (stn/sto), hemaglutininas, neuraminidase
(nanH), proteina de membrana externa (ompU), toxina Shiga like (stx),
uma proteina reguladora ToxR e uma toxina zonula ocludente (zot). Os
métodos de diagnéstico convencionais (fenotipicos) utilizados para a
detecdo e classificacdo de estirpes de V. cholerae isoladas de amostras
clinicas e ambientais requerem varios dias e envolvem a cultura em
agua peptonada alcalina, meio TCBS (tiossulfato, citrato, bilis, sais de
sucrose), aglutinagdo em Iamina com antisoros especificos e teste para
a detecdo de produgdo da toxina colérica. No entanto V. cholerae O1
e 0139 podem ser detetados rapidamente por técnicas moleculares
assim como a distingdo entre estirpes toxinogénicas e nao toxinogénicas.

_O primeiro caso conhecido de pandemia de célera em Angola ocorreu
em 1971. A epidemia durou 4 anos e causou 2453 casos notificados e
117 dbitos. Em 1987 uma outra epidemia iniciou-se no municipio do
Soyo, na Provincia do Zaire e difundiu-se nas 18 Provincias de Angola.

continua
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Esta epidemia de colera sazonal recorrente resultou em aproximadamente
112.184 casos e mais de 7.120 mortos. De 1995 a 2006, apenas
se registaram casos esporadicos. Entre 2006 e 2008 verificou-se uma
nova epidemia sobretudo nas regides costeiras com um total de cerca
de 84.000 casos e cerca 3.150 mortos (). A confirmagao laboratorial de
casos de célera é efetuada no Instituto Nacional de Saude Publica de
Angola (INSP) utilizando os métodos fenotipicos. A célera continua a
ser um grave problema de Saude Publica em Angola. Mais, 0 serogrupo
01, biétipo El Tor, deslocou-se da Asia tendo causado pandemia em
Africa e na América do Sul durante os tlimos 35 anos. O novo serogrupo,
0139, apareceu no sul da Asia em 1992, tornou-se endémico na regiao,
e ameaga iniciar uma nova pandemia. Atualmente verifica-se um elevado
afluxo de individuos provenientes das zonas endémicas de V. cholerae,
nomeadamente Asia, devido a acordos de cooperagdo para a
vinda de operarios, principalmente na drea da construcéo civil. Estes
individuos vivem habitualmente em comunidade fechada, e por vezes
em condigdes precérias de saneamento o0 que favorece a existéncia
e disseminagéo de V. cholerae. Olhando para a histéria das epidemias
de V. cholerae e com o actual movimento de populagdes a probabilidade
de ocorréncia do serdtipo 0139 em Angola é real. Este trabalho
tem como objetivo a implementagdo de metodologias moleculares para
caracterizacédo de V. cholerae no INSP, nomeadamente: confirmacéo
molecular dos serogrupos O1, 0139 e ndo O1/ndo 0139; confirmagéo
molecular dos bidtipos El Tor e Classico utilizando o gene tcpA;
determinagéo da presenca dos genes associados aos fatores de viruléncia:
CctxA, tox, ace, omp e zot.

_Métodos

De um universo de 534 estirpes caracterizadas fenotipicamente
como V. cholerae pertencentes a cole¢éo existente no INSP, serdo
caracterizadas, geneticamente, todas as estirpes que se encontrem
vidveis. Estas estirpes sdo provenientes de doentes com suspeita
de colera e cujas amostras de fezes foram analisadas no INSP.
As estirpes da coleg@o do INSP tém sido conservadas em meio de
conservacdo sdlido em tubo, por picada central e a temperatura ambiente.
A sua recuperacdo consistiu, na sua sementeira em agua peptonada
durante 4 horas e em seguida passagem para meio de TCBS. Todas
as repicagens que evidenciaram a presenga de coldnias amarelas
caracteristicas neste meio, foram em seguida conservadas por congelagéo
em meio TSI com glicerol a - 80°C.

_De igual modo a partir das culturas frescas de V. cholerae em TCBS
foi efetuada uma suspens@o de uma ansa de 10 pl de UFC em 500 i
de 4gua estéril para extracdo de ADN pelo método de fervura.
Este método consistiu em ferver durante 15 minutos a referida suspensao
e em seguida centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm. As técnicas
moleculares utilizadas foram aferidas no Departamento de Doencas
Infecciosas do INSA de Lisboa e em seguida transmitidas para o
Laboratdrio de Biologia Molecular do INSP (LBM). Assim, para a
confirmacéo do serogrupo foram utilizados iniciadores especificos de
V. cholerae O1e 0139 segundo Hoshino et al. (?). Para a caracterizagao

dos diferentes genes de viruléncia e distingao do bidtipo classico e
El Tor foram utilizados iniciadores descritos por Singh et al. ). A aferigéo
das diferentes reacGes de amplificacéo foi realizada utilizando ADN de
18 estirpes de V. cholerae da colecdo de estirpes do INSA entre elas,
4 estirpes de controlo de qualidade (2 do serétipo O1 Ogawa, 1 do
serétipo O1 Inaba e 1 do serétipo ndo O1). Para o serétipo 0139, foi-
nos gentilmente cedido, pelo Instituto Pasteur de Paris, ADN de uma
estirpe de V. cholerae 0139.

Nas seguintes encontram-se alguns exemplos das diferentes
reccdes de PCR aferidas.

Figura1:

Exemplo de um gel com estirpes de V. cholerae O1.

Figura2: A: gene ctxA; B: gene tox; C: gene ace; D: gene tcpA.

A

continua
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_Atualmente no LBM do INSP, das cerca de 200 estirpes, até
agora recuperadas, 115 estdo a ser submetidas &s diferentes reagoes
de amplificacdo. Para tal, foram efetuadas diferentes diluicdes
(1/1; 110; 1/100) de cada ADN extraido e em seguida amplificadas com
as condigdes de reacdo descritas por Hoshino et al. (?) para a
caracterizag&o do serotipo e por Singh et al. ©*) para os diferentes genes
de viruléncia.

_Resultado e conclusoes
Até ao momento 75 estirpes confirmaram a presenca do serétipo O1,
47 estirpes a presenca do gene ctxA e 22 a presenga do gene tox.

_A metodologia apresentada permite a detecéo rdpida de V. cholerae
dos serogrupos O1 e 0139 assim como a distingdo entre estirpes
toxinogénicas e nao toxinogénicas. Mais, com o conhecimento
dos diferentes genes associados a viruléncia da estirpe é possivel
realizar o mapeamento dos diferentes fatores de viruléncia presente nas
estirpes isoladas, quer clinicas, quer ambientais.

_Aimplementagdo deste método molecular permitiu, igualmente, introduzir
o conceito de vigilancia epidemioldgica molecular no INSP e iniciar a
caracterizagoes das estirpes de V. cholerae circulantes em Angola.
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