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EDITORIAL / EDITORIAL
/ Prof. Doutor Anténio Sarmento Comeco por agradecer ao Editor da Revista Portuguesa de Doencas Infecciosas, o Professor
Presidente do Colégio da Especialidade de Doengas Saraiva da Cunha, a oportunidade que deu a Direcgdo do Colégio de Doengas Infecciosas da Ordem
Infecciosas da Ordem dos Médicos dos Médicos de novamente se dirigir a todos os Colegas, através da nossa tao querida Revista.

N&o era nossa intencdo permanecer na Direccdo do Colégio para além do mandato

de trés anos para o qual fomos eleitos. A razdo para ndo continuarmos nio era falta

de motivacdo, cansacgo ou indisponibilidade por qualquer outro motivo, mas apenas por
entendermos que deve haver uma alternancia, ao fim de cada trés anos, na constituicéo
da Direccdo do Colégio.

Nesse sentido, abordamos outros Colegas, propondo-lhes que formalizassem uma
candidatura. Por motivos alheios a nossa vontade, esta ndo se concretizou. Coerentemente,
ndo nos candidatamos a novo mandato.

N&o tendo surgido nenhuma lista, a actual Direccéo foi nomeada pelo Senhor Bastonario
da Ordem dos Médicos.

Apesar destas circunstancias particulares, partimos para um novo mandato com a mesma
motivacdo com que comecamos 0 primeiro.

0 novo regulamento do Colégio por nos elaborado e aprovado pelo CNE, permitiu
alargar a idoneidade formativa na Especialidade de Doencas Infecciosas a mais hospitais
que, embora ndo apresentassem os Servicos classicos de Doencas Infecciosas, dispunham
de pelo menos trés Infecciologistas com provas dadas de um trabalho com grande valor.
Assim ha, presentemente, em Portugal, dez hospitais com idoneidade para formacéo

de especialistas em Doencas Infecciosas, o que ¢, para a nossa especialidade, muito
estimulante. A curto prazo, esta nova realidade, permitirad que mais Infecciologistas
possam ser colocados em hospitais fora dos grandes centros, permitindo melhores
cuidados na drea da Infecciologia € um maior desenvolvimento e afirmacao da nossa
especialidade.

Tivemos, muito recentemente, a informacéo oficial, vinda do Senhor Bastonario da
Ordem dos Médicos, que o novo programa de formacdo na especialidade, por nds

elaborado ha mais de dois anos foi, finalmente, enviado para publicagdo em Diario
da Republica.

Temos, também, tido a preocupacao de que os juris de exame das duas épocas, em cada
ano, sejam praticamente os mesmos, variando o Presidente, pois este devera ser o Director
do Servico onde se realizam as provas. A escolha deste local, ndo é uma atribuicdo da
Direccdo do Colégio.

Temos pela frente um novo desafio: a elaboracdo de uma proposta de grelha para avaliacdo
no exame final do internato. Se o conseguirmos fazer, os internos passarao a ter muito maior
facilidade na organizagdo do seu curriculo.
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Terminamos este Editorial manifestando a nossa satisfacdo pelo facto de constatarmos

a virtual auséncia de queixas dirigidas a Ordem, envolvendo Médicos Infecciologistas.

A conflitualidade é prejudicial a todos: doentes e médicos. No que estiver ao nosso alcance,
tudo faremos para manter este clima de paz em que, felizmente, temos vivido.
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0’

Genetic characterization
of the new pandemic
influenza virus A(H1N1)
2009 variant in Portugal:
preliminary results

/ Resumo

Introdugdo: Os virus influenza sao caracterizados por uma continua variagao
antigénica e, consequentemente, por uma rapida evolugdo molecular. Esta evolugao
é consequéncia de mutagdes e/ou rearranjo dos segmentos no genoma viral e
contribui para a emergéncia de novas estirpes com diferente patogenicidade,
viruléncia e perfil antivirico.

Objectivos: Descrever a morfologia e caracterizar o perfil genético de virus influenza
da nova variante A(HLN1) circulantes no nosso pais.

Métodos: Estirpes da nova variante do virus influenza A(H1N1) foram
caracterizadas morfologicamente por microscopia electrénica de transmissao, e
geneticamente por sequenciagao, andlise de mutagdes e analise filogenética.
Resultados: Foram detectadas as mutagdes P100S, S220T e 1338V na
hemaglutinina, as mutagdes V106l e N248D na neuraminidase e duas mutagdes
sinénimas no gene da matriz, comparativamente com a sequéncia da estirpe
vacinal A/California/07/20089.

Discussao: As mutagoes identificadas classificam as estirpes no cluster 2 definido
por Fereidouni et. al., 2009 (estirpe vacinal incluida no cluster 1). No gene da
hemaglutinina, foram identificadas mutagdes em sitios antigénicos, num local de
ligacdo aos receptores celulares, e uma mutagdo provavelmente associada a um
novo local de N-glicosilagao. As estirpes apresentam um perfil antivirico resistente
aos inibidores da proteina M2. O perfil para os inibidores da neuraminidase s6
poderd ser determinado em associagao com a informagao dos estudos fenotipicos
em curso no nosso grupo de investigacao.

Palavras-chave: Virus influenza A(H1N1)v, caracterizagdo genética, pandemia de gripe

/ Abstract

Introduction: Influenza viruses are characterised by a continuous antigenic variation
which is reflected in a rapid molecular evolution. This evolution is a consequence of
mutations and/or reassortments of the viral genome segments and contributes for
the emergence of new strains of different pathogenicity, virulence and antiviral drug

profile.
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Objectives: Describe the morphology and characterise the genetic profile of the new
influenza A(HIN1]v 2009 viruses circulating in Portugal

Methodology: Strains of the new influenza A(H1N1] variant were characterised
morphologically by transmission electron microscopy and genetically by
sequencing, analysis of mutations and phylogenetic analysis.

Results: The mutations P100S, S220T and 1338V on the hemagglutinin, V1061 and
N248D on the neuraminidase and two synonymous mutations on the matrix gene
were detected, when comparing with the sequence of the vaccine strain
A/California/07/2009.

Discussion: The mutations found place the strains analysed within cluster 2
defined by Fereidouni et al, 2009 (vaccine strain is classified on cluster 1). In

the hemagglutinnin gene were found mutations on antigenic sites, on a site of
connection to cellular receptors and one mutation is probably associated with a new
N-glycosilation site. The strains exhibit an antiviral drug profile of resistance to the
M2 protein inhibitors. The profile to neuraminidase inhibitors will only be able to be
determined in association with information generated by phenotypic studies which
are already in course by our research group.

Key-words: Influenza virus A(H1N1)v, genetic characterisation, influenza pandemic.

/ Introdugao

Os virus influenza sdo caracterizados por uma continua variacdo antigénica e
consequentemente por uma rapida evolucao molecular, que tornam imprevisiveis a extensao

e a gravidade da doenca e das epidemias que provocam. Estas variacdes antigénicas

ocorrem essencialmente nas suas duas glicoproteinas de superficie — hemaglutinina (HA) e
neuraminidase (NA), e, consoante o mecanismo que esta na sua origem, s&o classificadas como
variagdo antigénica minor (drift antigénico) ou variagio antigénica major (shift antigénico) (2,
A variacao antigénica minor resulta da ocorréncia de mutacées pontuais na sequéncia de bases
que codificam os aminodcidos que constituem as glicoproteinas de superficie (HA efou NA),
possibilitando ao virus escapar aos mecanismos de defesa imunoldgica do hospedeiro. Este ¢ o
processo de evolugdo dos virus influenza que Ihes permite reemergir todos os anos, numa base
sazonal (geralmente durante o Inverno), podendo ocorrer tanto nos virus do tipo A como nos
virus do tipo B @. Por sua vez, a variacdo antigénica major pode resultar quer da recombinacéo
de segmentos do genoma de virus de diferentes espécies ou linhagens, em que ocorre a
substitui¢do integral de um ou mais segmentos, quer da ocorréncia de mutacdes adaptativas
sucessivas %2, Este sequndo processo evolutivo ocorre unicamente nos virus influenza do tipo
A e conduz a emergéncia de virus novos para os quais a populagdo humana tem pouca ou
nenhuma memaria imunoldgica e que, deste modo, possuem a capacidade de se transmitirem
rapidamente na populagio e causarem epidemias mundiais ou pandemias .

As pandemias de gripe tendem a ocorrer, a nivel temporal, de forma pouco frequente e em
intervalos irregulares. De acordo com os registos histdricos, nos ultimos 500 anos ocorreram
10 pandemias de gripe, das quais se destacam as 3 epidemias mundiais que emergiram

no século XX: (1) a gripe pneumonica, em 1918/1919, causada pelo subtipo A(HTN1); (2)

a pandemia de 1957/1958 que ficou conhecida como gripe Asiatica, causada pelo subtipo
A(H2N2); e, (3) a gripe de Hong-Kong, em 1968/1969, que resultou da emergéncia do
subtipo A(H3N2) na populacdo humana ®. Nos tltimos anos, particularmente desde 2003,
verificaram-se epizootias provocadas por virus influenza A(H5N1), em aves domésticas e
selvagens, de grande dispersdo geografica e associadas a casos esporadicos e clusters de



doenca grave no homem. Apesar do seu potencial zoonético e do
facto de terem conseguido ultrapassar a barreira da espécie, estes
virus ndo adquiriram a capacidade de se transmitirem eficazmente
de pessoa-a-pessoa . Esta capacidade foi, no entanto, demonstrada
pela nova variante de virus influenza A(H1N1) de origem suina

que emergiu na populacdo humana no inicio de 2009 e que, desta
forma, se tornou responsavel pela ocorréncia da 1.2 pandemia de
gripe no século XXI, declarada oficialmente a 11 de Junho de 2009 ©.

A variante pandémica de virus influenza A(H1N1) foi inicialmente
identificada, pelo United Stated Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), em 17 de Abril de 2009 em amostras do tracto
respiratorio de duas criancas residentes no Estado da Califérnia. No
entanto, a infecgdo por esta nova variante esteve também na origem
dos casos ndo usuais de sindroma gripal observados anteriormente
a esta data, em meados de Marco, no México mas dos quais apenas
foi possivel obter confirmagéo laboratorial a 23 de Abril 7). Esta
nova variante A(H1N1) estabeleceu-se rapidamente na populacio

e ¢ actualmente a estirpe de virus influenza que predomina em
varias regides a nivel mundial. Os dados mais recentes, relativos a
23 de Abril de 2010, revelam a deteccdo de infeccdes por esta nova
variante em mais de 214 paises e a ocorréncia de mais de 17853
mortes associadas ©.

A nivel nacional, o 1.° caso de infeccdo por esta nova variante
A(HTN1) foi confirmado a 4 de Maio de 2009. A maioria dos casos
identificados até a data ndo tém apresentado gravidade do ponto
de vista clinico, tendo sido confirmada a ocorréncia de 122 mortes
associadas a esta infeccdo até 26 de Marco de 2010 (informacio
disponivel em www.dgs.pt).

Neste artigo sdo apresentados os primeiros resultados obtidos no
nosso pais sobre o estudo evolutivo e caracterizagao do genoma das
estirpes da variante pandémica de virus influenza A(H1N1).

/ Material e Métodos

As estirpes da nova variante pandémica do virus influenza A(H1N1),
analisadas durante este trabalho, foram isoladas a partir de
exsudados do tracto respiratorio, recebidos no ambito dos projectos
de investigacdo Vigildncia e monitorizacdo da susceptibilidade aos
antivirais especificos para a gripe e Avaliacéo e caracterizacdo da
emergéncia das resisténcias aos antivirais especificos para a gripe no
contexto da infeccdo respiratoria aguda, e através de uma parceria
estabelecida com o Hospital de Curry Cabral.

Os exsudados foram colhidos a individuos que constituiram casos
confirmados de infeccdo por virus influenza A(HTN1)v. Estes
produtos biologicos foram inoculados em células MDCK-SIAT1,
resultando no isolamento das estirpes virais analisadas neste estudo.

Foi utilizada a técnica de contrastagcdo negativa com molibdato de
amonio a 2% com a finalidade de preparar uma das estirpes A(H1N1)v
isolada, designada por A/Portugal/02/2009, para observacao através
do microscopio electronico de transmissao Morgagni 268D EM (FEI).

TABELA | — MUTAGOES PRESENTES NAS REGIOES CODIFICANTES

DAS PROTEINAS DOS ViRUS INFLUENZA EM ESTUDO

Mutagdes ndo sinénimas * Mutagdes Sinénimas * *

PB2* - 4
PB1 - 2
PAY P224S 3
HAS  P100S, S220T, 1338V, (D239F) 2
NP# V100I, L122Q 2
NAS V1061, N248D, (Y155H) 1
M1s - 2
M2 - -
NS1# F103C, 1123V -
NS2* - -

*Mutagdes em relagdo a estirpe vacinal pandémica A/California/7/2009
* Numero de mutacoes sinonimas

* Regido codificante so disponivel para A/Portugal/02/2009

¢ Consideradas as mutagdes comuns as 18 estirpes sequenciadas

() Mutacdo representativa so presente em algumas estirpes

Sequenciou-se o gene da hemaglutinina (HA), o gene da
neuraminidase (NA) e o gene da matriz (MP) de 17 estirpes isoladas,
e todos os segmentos do genoma viral (HA, NA, MP, PB1, PB2, PA,
NS e NP) da estirpe A/Portugal/02/2009. Resumidamente, para a
sequenciacado, procedeu-se a extraccdo do RNA viral utilizando o

kit comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN). O RNA extraido
foi transcrito e amplificado utilizando o procedimento adaptado do
protocolo disponibilizado pelo CDC no site da WHO (http://www.
who.int/csr[resources/publications/swineflu/sequencing_primersfen/
index.html). As sequéncias nucleotidicas de cada gene foram obtidas
utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI PRISM 3130XL
Genetic Analyser, apds reaccdo de sequenciagao ciclica com o kit

de BigDye Terminator V.1.1 e analisadas utilizando o software de
analise genética Lasergene V.4.05 (DNASTAR Inc, USA).

Para cada segmento de genoma viral procedeu-se, posteriormente,
ao alinhamento da sequéncia obtida com sequéncias de estirpes

de virus influenza A(H1N1)v escolhidas aleatoriamente no espaco

€ no tempo e com sequéncias de estirpes pertencentes a varias
linhagens do virus influenza (linhagem humana sazonal; aviaria
americana e eurasiatica; suina classica, eurasiatica e americana e a
do triplo recombinante surgido na época de 90). Estas sequéncias
foram retiradas da base de dados NCB! Influenza Virus Resource
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html). Com base nos
alinhamentos efectuados foram construidas as arvores filogenéticas
usando o metodo Neighbor-Joining, com o modelo de substituicdo
nucleotidica Tamura-Nei através do software MEGA V.4.

09
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Figura 1 — Fotografia de microscopia electronica de transmissao de particulas virais da estirpe A/Portugal/02/2009

/ Resultados

Através de microscopia electronica de transmissao observou-se a morfologia das particulas
virais da estirpe A/Portugal/02/2009, pertencente a nova variante A(H1N1) pandémica e
isolada pelo nosso grupo de investigacdo. Como se pode observar na figura 1, as particulas
virais apresentam a caracteristica estrutura pleomdrfica, com o predominio de particulas
esféricas e algumas particulas filamentosas. A maioria das particulas virais observadas
apresentou um tamanho caracteristico das particulas de virus influenza (70-130nm). Sao
ainda visiveis nestas particulas as espiculas que se projectam a partir da superficie dos virides
e que correspondem as glicoproteinas de superficie, a HA e a NA.

As mutagbes sinénimas e ndo sinénimas detectadas no genoma viral das estirpes estudadas,
quando comparado com o da estirpe vacinal A/California/07/2009, encontram-se descritas na
tabela I.

A analise evolutiva das sequéncias obtidas para o gene da HA mostra que as 18 estirpes
estudadas, pertencentes a nova variante A(H1N1), se encontram agrupadas num ramo
filogenético caracterizado pela presenca da mutacdo S220T quando comparadas com a
estirpe A/California/07/2009 incluida na vacina pandémica. Neste ramo filogenético é possivel
observar que 12 dessas estirpes formam ainda um subgrupo, caracterizado pela presenca

da mutacio D239E (figura 2A). As mutacdes P100S e 1338V foram também identificadas

em todas as estirpes incluidas neste estudo (tabela I). Salienta-se ainda, particularmente,

a presenca da mutacdo S202N na estirpe A/Portugal/14/2009 e da mutagdo K136N nas
estirpes A/Portugal/01/2009 e A/Portugal/02/2009. Na arvore filogenética da HA € possivel
verificar a presenca das estirpes A(H1N1)v no mesmo clade de estirpes da linhagem do triplo
recombinante suino e da linhagem suina classica.

A analise genética do gene da NA mostra a presenca das mutacdes V106! e N248D nas
18 estirpes analisadas. Filogeneticamente, a presenca da mutacdo N248D relativamente a
estirpe vacinal A/California/07/2009, caracteriza o ramo filogenético no qual se encontram

estas estirpes. Nove estirpes formam
ainda um subgrupo, caracterizado pela
presenca da mutacdo Y155H (figura 2B).
No que respeita a analise genética da
resisténcia aos inibidores da NA, nenhuma
das mutacdes que se encontram descritas
como estando associadas a esta resisténcia
foi detectada nas sequéncias das estirpes
analisadas. A arvore filogenética das
sequéncias do gene da NA (figura 2B)
evidencia ainda, comparativamente

com as diversas linhagens de virus
influenza incluidas no estudo, uma maior
proximidade das estirpes da nova variante
pandémica com as estirpes pertencentes a
linhagem suina euroasiatica.

Por sua vez, a arvore filogenética
correspondente ao gene polimorfico que
codifica para as proteinas M1 e M2 (figura
20), evidencia uma divisdo das estirpes
pertencentes a nova variante pandémica em
dois subgrupos, encontrando-se todas as
estirpes estudadas posicionadas no subgrupo
1. As estirpes A(H1N1)v pertencentes a

este subgrupo apresentam duas mutacoes
sinonimas de G para A nos nucledtidos 492
e 600, comparativamente com a sequéncia
da estirpe vacinal (tabela ). Na arvore
filogenética do gene MP pode-se observar
ainda a semelhanga genética existente
entre as estirpes da nova variante A(H1N1)
e as estirpes representantes da linhagem
suina eurasiatica. De entre as 5 mutacoes
associadas a resisténcia aos inibidores da
proteina M2, foi identificada a mutacéo
S31N na regido transmembranar da proteina
M2 das estirpes A(H1N1)v em estudo.

No que respeita ao estudo mais detalhado
da estirpe A/Portugal/02/2009, a sequéncia
nucleotidica obtida para o segmento

que codifica a proteina PB2 apresenta

4 mutacdes sinonimas relativamente a
sequéncia codificante da estirpe A(H1N1)v
vacinal (A/California/07/2009) (tabela I).

A analise filogenética deste segmento

do genoma (Figura 2D) mostra que a
estirpe nacional e as sequéncias das
estirpes da nova variante A(H1N1)v
analisadas formam um clade comum.
Adicionalmente, verifica-se uma
proximidade genética deste clade com o
das estirpes representantes da linhagem
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Figura 2 — Arvores filogenéticas do alinhamento das sequéncias das estirpes isoladas com sequéncias de varias estirpes da nova variante do virus A(H1N1) 2009 e com
sequéncias de estirpes representantes de varias linhagens do virus influenza. As arvores filogenéticas foram construidas usando o método de Neighbor Joining com o modelo

de substituicao nucleotidica Tamura-Nei.

do triplo recombinante suino, identificando, para este segmento,
esta linhagem como a geneticamente mais semelhante a estirpe
analisada e as estirpes A(HTN1)v.

No que diz respeito ao segmento que codifica para a proteina

PB1 e para a proteina PB1-F2, ndo foram detectadas mutacdes

na sequéncia de aminoacidos em comparagao com a sequéncia

da estirpe incluida na vacina pandémica, tendo sido, no entanto,
detectadas duas mutagdes sinonimas (tabela I). Em relacéo

a codificacdo da proteina PB1-F2, através da ORF (+1) deste
segmento, observa-se a presenca de um coddo stop na posicdo do
aminodacido 12, dando origem a uma proteina PB1-F2 nao funcional.
A analise filogenética do alinhamento das sequéncias da regido
codificante da PB1 (figura 2E) classifica as estirpes AHINT)ve a

estirpe A/Portugal/02/2009 num clade tnico. Novamente, o clade
mais proximo corresponde ao das estirpes da linhagem do triplo
recombinante suino.

A sequéncia da proteina PA da estirpe A/Portugal/02/2009
apresenta a mutacdo P224S e, a nivel nucleotidico, trés mutacées
silenciosas, em comparagdo com a estirpe vacinal pandémica A/
California/07/2009 (tabela I). A analise filogenética referente ao
alinhamento da sequéncia da regido codificante do gene PA (figura
2F) evidencia (1) a classificacdo da estirpe pandémica nacional e
das restantes estirpes A(H1N1)v no mesmo clade e (2) novamente
uma maior semelhanca genética deste com o clade formado pelas
estirpes representantes da linhagem do triplo recombinante suino.

11
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No gene que codifica a proteina NP

da estirpe A/Portugal/02/2009 foram
detectadas as mutacdes V100I, L122Q e
duas mutacgées sinonimas, em relacdo a
sequéncia da estirpe vacinal pandémica
(tabela 1). Tal como nos segmentos

do genoma ja analisados, na arvore
filogenética deste segmento (figura

2G) pode-se observar as estirpes da
variante pandémica, incluindo a
A/Portugal/02/2009, agrupadas num clade
cujo ramo mais proximo inclui a linhagem
do triplo recombinante suino e a linhagem
suina classica.

Por ultimo, no que diz respeito ao gene
polimérfico NS, que codifica a proteina

NS1 (nt 1-660) e a proteina NS2 (nt 1-30,
503-838), na regido codificante da proteina
NS1 verificou-se a presenca das mutacdes
F103C e 1123V (tabela I). Esta tltima
mutacdo, presente em algumas das estirpes
pandémicas analisadas, é responsavel

pela formacéao de um subgrupo na arvore
filogenética deste gene (figura 2H). As
estirpes A(H1N1)v apresentam como clade
geneticamente mais semelhante, o da
linhagem do triplo recombinante suino.

/ Discussao

Os resultados obtidos com a realizacéo
deste estudo permitem conhecer
caracteristicas especificas de estirpes
A(HTN1)v em circulacdo no nosso pais,
contribuindo para a analise evolutiva
da nova variante pandémica A(H1N1)
emergente em 2009.

0O resultado da analise filogenética dos
segmentos gendmicos das estirpes isoladas
esta em conformidade, como esperado,
com a origem desta nova variante por
recombinacao entre um virus da linhagem
norte-americana do triplo recombinante
suino e um virus da linhagem suina
eurasiatica. Os segmentos PB2, PB1, PA,
HA, NP e NS apresentam-se geneticamente
semelhantes a linhagem do triplo
recombinante suino e os segmentos da NA
e M a linhagem suina eurasiatica.

Apesar de se ter vindo a observar uma
elevada semelhanca genética entre as

varias estirpes do virus A(H1N1)v analisadas em varios paises e regides a nivel mundial,
encontram-se actualmente descritos dois clusters evolutivos . Os resultados obtidos neste

estudo para o gene da HA, NA e MP, permitem verificar, através das mutacdes identificadas,
que as 18 estirpes A(H1N1)v isoladas no nosso pais se encontram incluidas no cluster 2
definido por Fereidouni et al, 2009 enquanto a estirpe vacinal A/California/07/2009 se
encontra incluida no cluster 1. E, no entanto, importante ter em consideracao o facto

desta divisdo se basear num numero limitado de mutacées no genoma viral (4 mutagdes

ndo sindnimas, das quais uma no local antigénico da HA, e 5 mutagdes sinonimas).
Adicionalmente, as mutacdes S202N, S220T e D239E, identificadas na HA de estirpes isoladas
em Portugal, localizam-se em sitios antigénicos . O aminodcido 239 constitui ainda um dos
locais de ligagdo da hemaglutinina aos receptores celulares ' e a mutacio K136N encontra-
se provavelmente associada a um novo local de N-glicosilagdo. Para clarificar o efeito destas
alteracdes genéticas nas caracteristicas antigénicas e fenotipicas das estirpes analisadas,
considera-se essencial conjugar esta informacdo com estudos antigénicos e serologicos.

As estirpes A(H1N1)v analisadas revelaram ser resistentes aos inibidores da proteina M2, sendo
este perfil antivirico caracteristico das estirpes pertencentes a linhagem suina euroasiatica.

A auséncia de mutacdes no gene da NA associadas ao desenvolvimento de resisténcia aos
inibidores da NA n3o permite, por si s, determinar o perfil antivirico das estirpes A(H1IN1)v
analisadas. A informacdo genética tem necessariamente que ser conjugada com dados
fenotipicos. Para tal, encontram-se actualmente em curso, pelo mesmo grupo de investigagao,
ensaios fenotipicos de avaliacao da susceptibilidade das estirpes a estes antiviricos.

Como consequéncia da grande capacidade evolutiva apresentada pelos virus influenza,

que se manifesta através de mutagdes nas glicoproteinas de superficie e na possibilidade

de ocorréncia de novos eventos de recombinacgao, é fundamental manter a investigagao e
monitorizacao das estirpes em circulacdo a nivel nacional, de forma a possibilitar a detecgao
atempada de qualquer alteracdo que possa estar associada a uma maior patogenia, viruléncia
ou desenvolvimento de resisténcia aos antivirais especificos para a gripe.
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Prevalence of nasal
colonisation by
methicillin-resistant
Staphylococcus aureus
on healthcare workers —
Aveiro’s Hospital case

/ Resumo

H4 ainda poucos estudos sobre a colonizagao nasal por Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) nos profissionais de satide dos hospitais portugueses.
Este trabalho visa determinar a prevaléncia de colonizagdo nasal por MRSA nos
profissionais de saude do Hospital Infante D. Pedro, em Aveiro, Portugal (HIP).
Pretende-se também testar a susceptibilidade dos S. aureus isolados a outros
antibigticos ndo f3-lactdmicos, nomeadamente a mupirocina, um dos antibiéticos
tépicos mais eficazes na descontaminagao dos portadores nasais de MRSA. O rastreio
foi realizado nos Servigos de Cirurgia, Medicina, Ortopedia, Medicina Intensiva e de
Urgéncia, e nele participaram 92 profissionais (Médicos, Enfermeiros e Auxiliares de
Acgdo Médica). As amostras colhidas por esfregago nasal foram inoculadas em manitol
salgado suplementado com um disco de 1 pg de oxacilina. A prevaléncia global

de portadores nasais de S. aureus foi de 35,9% (n=92) e de MRSA 14,1%. Todas as
estirpes isoladas apresentaram sensibilidade a mupirocina. Concluiu-se que no HIP a
prevaléncia da colonizagdo nasal por MRSA € significativa. A auséncia de resisténcia a
mupirocina nas estirpes isoladas sustenta o seu uso na descontaminagao nasal. Mas,
atendendo a que a recolonizagao apds descontaminagado € um fenémeno comum,
outras medidas como reforcar a higiene das maos devem também ser adoptadas.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina; profissionais de
saude; mupirocina.

/ Abstract

O(MRSA] in Portuguese health care workers have been conducted. This study
aims to determine the prevalence of MRSA nasal carriage in health care workers
of Hospital Infante D. Pedro, in Aveiro, Portugal (HIP). The susceptibility of the
isolated S. aureus will also be tested to other non-B-lactam antibiotics, namely
mupirocin, since it is one of the most effective topical antibiotics used for the
eradication of MRSA nasal carriage. A screening procedure was made in a sample
of 92 physicians, nurses and technicians working in the departments of Surgery,
Medicine, Orthopaedics, Intensive Medicine and Emergency. The samples were
collected by nasal swabs and inoculated into mannitol salt agar with a 1 ug
oxacillin disk. The global prevalence of nasal carriage of S. aureus was 35.9%



(n=92) and of MRSA 14.1%. Allisolated strains were susceptible to mupirocin. The
health care workers in HIP had a high nasal colonization rate by MRSA. The absence
of resistance to mupirocin supports its use in eradication of nasal carriers, but as

it is known that recolonisation after decontamination is a common phenomenon,
other measures like hand hygiene procedures should also be reinforced. .

Key-words: Methicilin-resistant Staphylococcus aureus; healthcare workers; mupirocin

/ Introdugao

0 Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica de relevo para o homem, quer na
comunidade quer a nivel hospitalar, sendo uma das causadoras mais frequentes de infeccoes
nosocomiais'.

O ser humano € um reservatorio natural do S. aureus, sendo a colonizagcao assintomatica
muito mais comum que a infeccdo®. Esta bactéria pode ser encontrada na pele, membranas
mucosas, olhos, tracto gastrointestinal e no epitélio das narinas anteriores de individuos
assintomaticos, onde pode existir como membro permanente ou transitorio da flora normal,
sem causar doenca*.

As narinas anteriores sdo o reservatério primario do S. aureus no homem?®, estimando-se que
um terco da populacédo geral ¢ portadora a este nivel, a dado momento®.

Apesar de o S. aureus ser um habitante normal da pele e mucosas deve ser sempre considerado
como um potencial patogénico para o homem. Efectivamente, estima-se que cerca de 80% das
infeccdes invasivas nosocomiais por S. aureus tém origem endogena nos portadores nasais®’.

Ha ainda muito poucos estudos publicados acerca da prevaléncia de colonizagdo nasal por
Staphylococcus aureus (nomeadamente MRSA) em profissionais de satide®. Conhecer a
frequéncia desta colonizacdo pode ajudar a melhor compreenséo da epidemiologia desta bactéria
no ambiente hospitalar e ao desenvolvimento de estratégias de controlo de infeccdo hospitalar.

A transmissao das infecgdes por S. aureus ocorre geralmente por contacto directo com
um portador colonizado® Em ambiente hospitalar, o principal modo de transmissao de
S. aureusentre doentes é pelas mdos contaminadas de profissionais de saude®.

A emergéncia de estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) levanta
grandes preocupacdes, principalmente a nivel hospitalar, pois representa um aumento da taxa de
mortalidade em relacdo as infeccdes por Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA)™.
A percentagem de resisténcia a meticilina varia de pais para pais e de hospital para hospital. No
entanto, a prevaléncia de MRSA ¢ actualmente superior a 50% na maioria das instituicdes de
saude, tendo vindo também a aumentar na comunidade®". Além disto, recentemente tém
surgido casos de susceptibilidade reduzida aos glicopéptidos, que podem indicar emergéncia

de resisténcia a este grupo de antibidticos. Este facto causa um problema sério de saude publica,
a nivel de antibioterapia de infecgdes por Gram-positivos multirresistentes, nomeadamente

o0s MRSA, pois a vancomicina ¢, como ja foi referido, o tratamento de primeira linha nestas
infeccdes®'22. No entanto, um estudo recente que envolveu mais de 2600 estirpes de MRSA teve
como resultado 100% de susceptibilidade a vancomicina'.

Aresisténcia a meticilina no S. aureus é mediada por uma proteina de ligagdo a penicilina
(PBP), que foi sujeita a alteracdes que Ihe conferem baixa afinidade de ligacdo aos antibidticos
B-lactamicos, a PBP2a. Esta proteina € codificada pelo gene mecA, que por sua vez é
transportado no interior de um elemento genético movel chamado staphylococcal-cassete
chromossome mec (SCCmec), que se localiza no cromossoma do S. aureus™'?.

0 mecanismo responsavel pela transferéncia do gene mecA ¢ ainda desconhecido, mas factos
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TABELA | —TOTAL DE S. AUREUS ISOLADOS NO LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA DO SERVICO DE PATOLOGIA CLIiNICA

DO HOSPITAL INFANTE D. PEDRO NOS ANOS 2003 A2007 E
PERCENTAGENS DE MRSA ENTRE 0S ISOLADOS DE CADA ANO.

Ano Total S. aureus Isolados %MRSA
2003 230 36
2004 224 50
2005 237 40
2006 339 62
2007 333 64

TABELA Il - PERCENTAGEM DE SENSIBILIDADE DOS S. AUREUS
ISOLADOS NO ANO DE 2007 NO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
DO SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA DO HOSPITAL INFANTE

D. PEDRO A UMA SELECGAO DE ANTIBIGTICOS COM ACTIVIDADE
CONTRA STAPHYLOCOCCUS, EM FUNGAO DO NUMERO TOTAL DE
ISOLADOS QUE FORAM TESTADOS PARA CADA ANTIBIOTICO.

2007 n.° total Osensiveis
Acido Fusidico 333 94
Ciprofloxacina 149 43
Clindamicina 149 87
Cotrimoxazol 333 82
Eritromicina 333 39
Gentamicina 333 78
Kanamicina 186 72
Levofloxacina 149 43
Lincomicina 186 76
Linezolide 333 100
Minociclina 186 85
Mupirocina 16 100
Nitrofurantoina 333 98
Norfloxacina 143 43
Ofloxacina 186 30
Oxacilina 333 36
Penicilina-G 149 6
Quinupristina/Dalfopristina 142 98
Teicoplanina 333 100
Tetraciclina 333 76
Tobramicina 333 76

Vancomicina 333 100

recentes apontam para a transferéncia horizontal entre
staphylococcus bem como entre bactérias de Gram positivo
de diferentes géneros™.

Uma das principais dificuldades na detec¢do laboratorial de MRSA
prende-se com a heterogeneidade da expressao da resisténcia a
meticilina. As estirpes heterorresistentes apesar de terem o gene mecA,
nem sempre o expressam, ou seja, ddo muitas vezes resultados
falsamente negativos nos métodos culturais, dependendo das
condicées em que € efectuado o teste. Ndo ha ainda consenso sobre as
melhores condigdes de cultura para contornar este problema, havendo
no entanto indicios de que temperaturas acima de 35°C podem
diminuir a expressao de PBP2a e o tempo de incubacdo deve ser
alargado a 48h para deteccéo de estirpes de crescimento mais lento®.
0 manitol salgado e suas variacées sao frequentemente usados no
rastreio de MRSA com bons resultados. A alteracdo mais comum que
se faz para este fim é adicionar-lhe oxacilina, incorporando-a no meio
numa concentragdo de 2mg/L ou usando discos de 1pg®.

Os MRSA tém um alto nivel de resisténcia a todos os B-lactamicos,
que deixam assim de ser uma opcéo terapéutica. A co-existéncia
de resisténcia a varios outros grupos de antibioticos € um
desenvolvimento recente alarmante™’.

No Hospital Infante D. Pedro (HIP) de Aveiro a prevaléncia de
infeccdes por S. aureus, particularmente por MRSA, tem vindo

a aumentar (Tabela I), causando uma situacio preocupante. O perfil
de resisténcias das estirpes de S. aureus isoladas, em 2007, no Hospital
Infante D. Pedro levanta preocupagdes, ndo so pela elevada
percentagem de MRSA, mas também por muitas dessas estirpes
apresentarem resisténcia a outros grupos de antibidticos, como ja

se tinha referido ser comum em muitas estirpes de MRSA (Tabela I1).

Verifica-se que 100% das estirpes isoladas em 2007 tém sensibilidade
a mupirocina. Estas estirpes tém ainda sensibilidade de 100%

aos glicopéptidos (vancomicina e teicoplanina), 4 linezolida e acima de
90% sdo sensiveis ao dcido fusidico, nitrofurantoina e streptogaminas
(quinupristina/dalfopristina). A susceptibilidade ao cotrimoxazol é de
82%. No entanto apenas 36% sdo sensiveis a oxacilina, o que significa
que os MRSA ascendem aos 64%, e apenas 6% das estirpes isoladas
apresentam sensibilidade a penicilina. A susceptibilidade as
fluoroquinolonas testadas (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina
e ofloxacina) também nao ultrapassa os 43% nas estirpes isoladas.

A susceptibilidade as lincosamidas (clindamicina e lincomicina),
quando testadas isoladamente, ainda ¢ elevada (87% e 76%,
respectivamente), mas a susceptibilidade aos macrolidos (eritromicina)
¢ de apenas 39%. No que diz respeito aos aminoglicosideos
(gentamicina, kanamicina, tobramicina) a susceptibilidade tem valores
entre os 70 e 80%. A susceptibilidade as tetraciclinas, minociclina

e tetraciclina é, respectivamente, de 85% e 76% (Tabela I1).

Para tentar compreender as causas que podem estar a contribuir
para a grande prevaléncia de infeccées por MRSA foi organizado um
rastreio dos portadores nasais sdos de Staphylococcus aureus em
profissionais de saude do Hospital Infante D. Pedro e foi feita



a determinacdo de susceptibilidade dos S. aureus isolados a meticilina.
Foi feita ainda a avaliacdo de susceptibilidade dos S. aureus isolados a
uma seleccdo de antibidticos ndo B-lactamicos usados frequentemente
em infeccdes por esta bactéria. Finalmente foi feita a avaliagdo de
susceptibilidade dos S. aureus isolados & mupirocina para avaliagdo

do seu uso na descontaminagdo dos portadores nasais de MRSA.

/ Material e Métodos
Desenho do estudo

O rastreio dos portadores nasais saos de S. aureus foi realizado

nos Servicos do HIP mais afectados a nivel de infeccdes por
S.aureus e nos que apresentam maiores percentagens de MRSA
nos S. aureus isolados (Tabela Il1). Assim, foram alvo de rastreio

os Servicos de Cirurgia, Ortopedia, Medicina, Servico de Urgéncia

e Servico de Medicina Intensiva. O rastreio incluiu médicos,
enfermeiros e auxiliares de accao médica, de forma voluntaria,
tendo o recrutamento sido feito directamente nos servicos, apds
aprovacdo pela comissdo de controlo de infeccdo do hospital e com
consentimento informado dos participantes. O rastreio foi feito de
uma forma anonima, sendo apenas registado, para cada voluntario,
a categoria profissional, servico a que pertence e data da colheita.

Foram utilizados como critérios de exclusdo: idade inferior a 18
anos, gravidez, hospitalizacao nos ultimos 60 dias, historial de
infeccao por MRSA e imunocomprometidos. Estes critérios foram
escolhidos de forma a aumentar a probabilidade dos casos de MRSA
detectados reflectirem a exposi¢do relacionada com o trabalho.

Procedimentos microbioldgicos

As colheitas para rastreio de S. aureus foram feitas com
zaragatoas de algodao e estéril, nas narinas anterior direita

e esquerda de cada rastreado, esfregando o interior 4 vezes,
aplicando pressdo constante e rodando a zaragatoa sobre si, sem
interrupcao (63). Imediatamente apds a colheita, cada zaragatoa
foi introduzida num tubo de ensaio contendo o meio de
transporte Stuart (BBL Culture swab BD, Sparks, Md.) e mantida
a temperatura de aproximadamente 25° C até ser inoculada nao
mais que 24h apos a colheita. As amostras colhidas no rastreio
no Hospital Infante D. Pedro foram transportadas para o
Departamento de Microbiologia da Faculdade de Farmacia

da Universidade do Porto para ai serem analisadas.

No Laboratdrio de Microbiologia as amostras foram inoculadas em
placas de manitol salgado (meio liofilizado, da Oxoid, reconstituicdo
com agua pura fervente (111g/l), esterilizado em autoclave a 121°C
durante 15 minutos, colocado em placas estéreis) directamente com

a zaragatoa de colheita, em trés quadrantes, tendo sido colocado na
zona de maior crescimento esperado (o primeiro quadrante), um disco
de 1pg de oxacilina (Bio-discs, Biomérieux). Como estirpes controlo
foram utilizadas a estirpe ATCC 43866, que corresponde a um MRSA, e a
estirpe ATCC 29213, um MSSA. Todos os procedimentos microbioldgicos
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foram realizados numa camara de fluxo laminar vertical (Aura Ve 190
EHRET) para protecgdo do operador e dos produtos manipulados.

As placas foram incubadas a 35° C e foram feitas leituras as 24, 48
e 72h, para pesquisa de coldnias suspeitas de S. aureus. As culturas
negativas as 72h foram rejeitadas. As colonias suspeitas de

S. aureus (coldnias amarelas fermentadoras de manitol) foram
confirmadas recorrendo a coloracdo de Gram e observagao
microscopica, prova da coagulase em tubo, prova da catalase

e pesquisa de DNAse. A prova da coagulase foi realizada fazendo
uma suspensdo bacteriana num tubo com plasma de coelho
liofilizado, regenerado com 3 ml de dgua pura, e incubando a 37°C.
Os tubos negativos as 4h foram re-examinados as 24h pois
algumas estirpes de S. aureus necessitam de mais de 4h para
coagular o plasma®. A actividade da DNAse foi testada numa placa
de DNAse agar (meio liofilizado, da Oxoid, reconstituido com agua
pura fervente (111g/l), esterilizado em Autoclave a 121°C durante
15 minutos e colocado em placas estéreis) incubando 24h a 37°C. A
sensibilidade a oxacilina foi interpretada de acordo com as normas
do CLSI, as estirpes foram classificadas como sensiveis (=13mm),
intermédias (11-12mm) ou resistentes (=10mm).

Nas placas em que foram isolados Staphylococcus aureus
presumivelmente resistentes a meticilina, foi feita a confirmacgéo

de resisténcia através da deteccdo do PBP2a, recorrendo ao teste

de deteccdo em latex (Slidex MRSA Detection, da Biomérieux).

Este teste € baseado na reaccao de particulas de latex sensibilizadas
com anticorpos monoclonais para a PBP 2a. Procede-se a extraccao
da PBP2a de coldnias suspeitas seguida de deteccdo por aglutinagcdo
com particulas de latex sensibilizadas com anticorpos monoclonais
para esta proteina, aglutinacdo essa que é visivel a olho nu (9,16).

O teste foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante.
Todos os S. aureus isolados (MRSA e MSSA) foram repicados para
gelose de sangue (CDS da bioMérieux) para avaliagio do tipo de
hemdlise. As placas foram incubadas a 37°C e as leituras foram
feitas as 24 e 48h. As hemolises foram caracterizadas como o
hemolise (parcial), B hemolise (total) ou y hemolise (sem hemolise).

Para todas as estirpes de S. aureus isoladas foi feita determinacédo
de susceptibilidade a uma seleccdo de antibidticos. Os antibioticos
utilizados foram a gentamicina (Bio-discs de 10ug da bioMérieux),
a eritromicina (Bio-discs de 15 ug da bioMérieux), a clindamicina
(Bio-discs de 2 pg da bioMérieux), a ciprofloxacina (Bio-discs de

5 ug da bioMérieux), o acido fusidico (Bio-discs de 10 pg da
bioMérieux) e a mupirocina (discos de 5ug da Oxoid). Foi ainda
testado um antibiotico adicional em cada placa, a benzilpenicilina
(Bio-discs de 101U da bioMérieux) nas estirpes de MSSA, e a
cefoxitina (Bio-discs de 30 pg da bioMérieux) nas estirpes de MRSA.
Assim, todos os isolados foram inoculados em placas de agar de
Mueller-Hinton (MH2 da bioMérieux) para determinacéo de
susceptibilidade por difusédo em disco. Os discos de antibiodticos
foram colocados a superficie das placas que foram depois
incubadas a 35°C durante 24h. Para medicdo do didmetro dos halos
de inibicao foi utilizada uma craveira e os valores obtidos foram
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TABELA Il - PERCENTAGEM DE MRSA E NUMERO TOTAL DE S. AUREUS ISOLADOS NO
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DO SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA DO HOSPITAL

INFANTE D. PEDRO DE AMOSTRAS PROVENIENTES DOS SERVICOS DE MEDICINA,
ORTOPEDIA, CIRURGIA, SERVIGO DE MEDICINA INTENSIVA (SMI) E SERVICO DE URGENCIA
(SU) E DO TOTAL DE AMOSTRAS PROCESSADAS EM 2007.

Servico 0%MRSA Total S. aureus isolados
Total 64,3 333
Medicina 756 86
Ortopedia 75 28
Cirurgia 83,6 61
SMI 46,4 28
SuU 49,2 65

TABELA IV — DISCRIMINAGAO POR SERVIGO E POR CATEGORIA PROFISSIONAL DO NUMERO

DE AMOSTRAS COLHIDAS NO RASTREIO NASAL DOS PORTADORES SAQS DE S. AUREUSNO
HOSPITAL INFANTE D. PEDRO.

Médicos Enfermeiros Auxiliares Total
Cirurgia 5 12 5 22
Ortopedia 5 6 3 14
SuU 5 8 4 17
Medicina 12 14 4 30
SMI 2 6 1 9
Total 29 46 17 92

TABELAV — NUMERO DE INDIVIDUOS RASTREADOS E PERCENTAGENS DE PORTADORES
NASAIS DE S. AUREUS, MRSA E MSSA DISCRIMINADAS POR CATEGORIA PROFISSIONAL.

% portadores % portadores % portadores

Todos Servigos To';al nasals nasals nasals
MRSA MSSA S. aureus
Médicos 29 34 24,1 27,6
Enfermeiros 46 19,6 17,4 37,0
Aucxiliares de Acgdo Médica 17 17,6 294 471
Total 92 141 21,7 359

interpretados de acordo com as normas do CLSI, exceptuando o dcido fusidico e mupirocina.

Para o acido fusidico foi usado o valor de =21 mm para definir a susceptibilidade (17).
No que diz respeito a mupirocina, a estirpe foi considerada susceptivel se apresentou um
halo de inibicdo = 14 mm (18).

As placas de manitol salgado relativas

as amostras que ndo continham colonias
suspeitas de S. aureus foram rejeitadas
apds 72h de incubagdo, exceptuando
placas onde foram isolados
Staphylococcus coagulase negativos
(CoNS) que cresciam em zona que indicava
resisténcia a oxacilina. Para estes
microrganismos isolados foi também feita
a confirmacao de resisténcia a meticilina
pelo teste de difusdo em disco com
cefoxitina, numa placa de Mueller-Hinton.
A classificacdo em CoNS foi atribuida aos
microrganismos que cumpriam os
seguintes requisitos: observacdo
microscopica de cocos Gram positivos
aglomerados, leituras negativas as 4 e 24h
na prova da coagulase e prova da catalase
positiva (19).

/ Resultados

Participaram no rastreio 46 enfermeiros,
29 médicos e 17 auxiliares de accdo
médica, tendo sido obtido um total de
92 amostras (Tabela IV). Nas 92 amostras
analisadas foram identificados S. aureus
em 33 amostras, das quais 20 tinham
MSSA e 13 tinham MRSA. Estes resultados
significam que 35,9% da populacdo
rastreada é portadora nasal de S. aureus
e que 14,1% da populagdo rastreada é
portadora nasal de MRSA (Tabela V).

Os enfermeiros e auxiliares de ac¢do
médica foram as classes profissionais
onde se registaram maiores taxas de
colonizacdo nasal por MRSA, com
percentagens de colonizacao de 19,6%

e 17,6%, respectivamente. Na classe
Médica registou-se uma percentagem

de colonizac¢do nasal por MRSA de apenas
3,4% (Tabela V).

No que diz respeito ao tipo de hemolise
72,7% dos S. aureus isolados fazem
B-hemolise. Em relacdo aos MRSA 100%
sao B-hemoliticos. Apenas 6,1% das
estirpes de S. aureus isoladas apresentam
auséncia de hemolise (y -hemolise)

o que significa que 93,9% dos S. aureus
isolados sao hemoliticos (a ou
B-hemdlise) (Tabela VI).



TABELA VI — CLASSIFICAGAQ DO TOTAL DE S. AUREUS, MRSA E MSSA ISOLADOS QUANTO

AO TIPO DE HEMOLISE.

' 0 0 0
Hemlise S azr:;l; (%) MF:1S=A1 ; /o) M?\ISL\ZE) /o)
? 21,2 00 350
? 72,7 100,0 55,0
? 6,1 0,0 10,0

TABELA VIl — RESULTADOS DA SENSIBILIDADE DO TOTAL DE S. AUREUS ISOLADOS, MRSAE

MSSA A0S ANTIBIGTICOS ESCOLHIDOS.

Antibiético % Sensiblidade % Sensiblidade % Sensiblidade
S. aureus (n=33) MRSA (n=13) MSSA (n=20)
Acido Fusidico 97 (n=32) 100 (n=13) 95 (n=19)
Ciprofloxacina 60,6 (n=20) 8 (n=1) 95 (n=19)
Clindamicina 97 (n=32) 92 (n=12) 100 (=20)
Eritromicina 64 (n=21) 15 (n=2) 95 (n=19)
Gentamicina 100 (n=33) 100 (n=13) 100 (n=20)
Mupirocina 100 (n=33) 100 (n=13) 100 (n=20)
Oxacillin MIC 60,6 (n=20) 0 (n=0) 100 (n=20)
Penicilina-G - - 5 (n=1)
Cefoxitina - 0 (n=0) -

A susceptibilidade dos S. aureus isolados & oxacilina é de 60,6% (Tabela VII) o que
corresponde a uma percentagem de 39,4% de MRSA. Este valor ndo deve ser comparado com
o valor de 64% obtido dos S. aureusisolados em 2007 (Tabela 1), pois este ultimo refere-se
aos isolados clinicos de infeccdes dos doentes do hospital e o estudo aqui desenvolvido é
referente a colonizacdo nasal em portadores saos.

Todos os S. aureus isolados apresentaram susceptibilidade a mupirocina e gentamicina.
Apenas um isolado mostrou resisténcia ao acido fusidico. A susceptibilidade a eritromicina €
de 64% o que significa que 36% dos isolados sdo resistentes a eritromicina. No entanto,
apenas um isolado apresentou resisténcia a clindamicina. A susceptibilidade a ciprofloxacina
¢ de 60,6%, ou seja 39,4% de resisténcia. A resisténcia a eritromicina e ciprofloxacina é
especialmente elevada nas estirpes de MRSA que apresentam respectivamente 85% e 92%
de resisténcia a estes antibidticos (nas estirpes de MSSA apenas 5% dos isolados
demonstraram resisténcia a estes antibioticos). Nenhuma estirpe de MRSA é sensivel &
cefoxitina e apenas uma estirpe de Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA) é
sensivel a penicilina G (Tabela VII).

Foram isolados cinco Staphylococcus coagulase negativos que apresentavam crescimento
na zona de resisténcia a oxacilina. Todos confirmaram a resisténcia no teste de difusdo em
disco com cefoxitina.

/ Discussao

Foram isolados S. aureus em 35,9% das
amostras recolhidas o que, ao contrario
do que se verificou para os MRSA, néo é
um valor alarmante, pois estima-se que
um terco da populacéo em geral € portador
nasal de S. aureus, a dado momento (6).

Os resultados obtidos a nivel de
coloniza¢do nasal por MRSA nos
profissionais de saude do Hospital Infante
D. Pedro (14,1%) estdo de acordo com um
estudo semelhante realizado num hospital
dos Estados Unidos, em que se registou
15% de colonizagdo nasal por MRSA (8).
Estes resultados indicam que a colonizacdo
nasal por MRSA no pessoal do hospital

€ muito superior a colonizacdo nasal por
MRSA na comunidade, que geralmente
nao atinge 1% (6).

Neste estudo, verificou-se que os
enfermeiros e auxiliares de accdo médica
apresentam percentagens de colonizagao
nasal MRSA significativamente superiores
as dos medicos. Este facto sugere que estas
classes profissionais tém possivelmente
maior contacto com os doentes e/ou
cuidados insuficientes de higiene,
nomeadamente das maos.

0 facto de 93,9% de todos os S. aureus
isolados terem mostrado ser hemoliticos

(o ou B) e de todos os MRSA isolados terem
feito B-hemdlise na gelose sangue é mais
um indicador da viruléncia desta bactéria.

Nos resultados pudemos constatar que
apenas se detectou uma estirpe resistente
a clindamicina entre os S. aureus isolados
mas 36% das estirpes apresentaram
resisténcia a eritromicina, o que pode
significar que estamos perante fenotipos
MLSb indutiveis, que sé seriam revelados
com um teste de indugio (20,21). Apesar
do fendtipo MLS, constitutivo resultar em
resisténcia de alto nivel aos macrolidos,
lincosamidas e streptogaminas B, estas
estirpes continuam a apresentar 100%
de susceptibilidade a quinupristina/
dalfopristina (provavelmente devido ao
componente streptogamina A) (21).

Pode-se verificar que as estirpes de MRSA
isoladas apresentam altos valores de
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resisténcia a ciprofloxacina e a eritromicina, ao contrario do que

se observou nas estirpes de MSSA. De facto, a resisténcia as
fluoroquinolonas e macrdlidos € comum nos S. aureus e tem
normalmente valores superiores nos MRSA em relacdo aos
encontrados nos MSSA, sendo que a prevaléncia de estirpes resistentes
as quinolonas nos MRSA chega aos 80% em alguns casos*%.

Verificou-se que todos os S. aureus isolados se mostraram
susceptiveis a gentamicina e apenas uma estirpe mostrou
resisténcia ao acido fusidico. A resisténcia aos aminoglicosideos
nos S. aureus tem vindo a aumentar. No entanto, os valores de
resisténcia ndo sdo ainda tdo alarmantes como noutros grupos de
antibidticos como os macrélidos ou as fluoroquinolonas. Os valores
de resisténcia aos aminoglicosideos nos S. aureus variam entre os
20% e 300%, sendo mais elevados nos MRSA, onde podem atingir
0s 75%?. O 4cido fusidico é um antibidtico de largo espectro

de accdo com grande actividade para Staphylococcus muitas vezes
usado topicamente para tratar infec¢ées dos olhos ou da pele 2%,
A maioria das estirpes de S. aureus permanece ainda sensivel ao
acido fusidico, com valores de resisténcia nos MRSA

de cerca de 2%".

Entre as 20 estirpes de MSSA isoladas apenas uma se mostrou sensivel
a penicilina G, o que esta de acordo com o que se passa com a
resisténcia a penicilina nos S. aureusem geral, sendo que a penicilina
ja ndo € uma opgdo para o tratamento de infecgdes por esta bactéria
desde 1950°

Todas as estirpes de MRSA detectadas se mostraram resistentes
a cefoxitina. Actualmente ha ja muitos indicios de que o teste
com cefoxitina ¢ mais adequado para a deteccdo da resisténcia

a meticilina do que o teste com oxacilina pois parece ser menos
influenciado pelo fenémeno de heterogeneidade da expressao de
resisténcia®.

Em relagdo aos Staphylococcus coagulase negativos resistentes a
meticilina, foram isolados apenas 5 num total de 92 amostras (5,4%).
No entanto, estas estirpes levantam preocupacdes pois sao habitantes
normais da pele e mucosas, nomeadamente da mucosa nasal, onde
muitas vezes co-existem com os S. aureus nos portadores sdos e ha
estudos que levantam a hipotese do gene mecA poder ser sujeito a
transferéncia horizontal entre Staphylococcus™.

Todas as estirpes de S. aureus isoladas apresentaram
susceptibilidade a mupirocina, o que esta de acordo com estudos
recentes que demonstram que a prevaléncia de resisténcia a
mupirocina é actualmente ainda muito baixa’. A mupirocina é

um antibiotico de uso topico comercializado numa pomada nasal
a 2% (Bactroban Nasal; GlaxoSmithKline), que é utilizado por
aplicacdo directa na mucosa nasal, ao nivel das narinas anteriores,
para erradicacdo dos portadores nasais de S. aureuse para
tratamento de infeccdes na pele?®?. Apesar da prevaléncia de
resisténcia a mupirocina ser actualmente ainda muito baixa’,

ha uma preocupacdo recente em entender melhor esta resisténcia
e a sua implicagdo na descontaminacéo dos portadores nasais.

Ha dois tipos de resisténcia a mupirocina, a resisténcia de baixo
nivel (geralmente associada com uma mutagdo no gene que codifica
a enzima alvo e que corresponde a MIC de 8 a 256 ug/ml), e

a resisténcia de alto nivel (com MIC > 512ug/ml) e que é mediada
por um plasmideo contendo um gene que codifica uma isoleucil-
-tRNA sintetase diferente, sem afinidade para a mupirocina.

A resisténcia de alto nivel, por ser mediada por um plasmideo,
levanta mais preocupacdes acerca da transmissao?’.

As estirpes susceptiveis sio as que apresentam MIC <4 ug/ml ou que
formam halos de inibicdo =14 mm com discos de 5ug de mupirocina.
As estirpes que formam halos <14 mm séo consideradas resistentes,
nao sendo estes discos adequados para determinar se a resisténcia ¢
de alto ou de baixo nivel. Actualmente nao ha ainda critérios
definidos para, recorrendo ao método de difusdo em disco,
discriminar os trés tipos de susceptibilidade a mupirocina. Estudos
recentes sugerem o uso de discos de 5 e 200 ug para este fim?.

Os dados disponiveis actualmente sugerem que as estirpes que
apresentam resisténcia de baixo nivel 2 mupirocina sao ainda
susceptiveis as concentracdes usadas na descontaminacdo nasal,
pois a pomada nasal contém uma concentragdo muito maior
(20000pg/ml) do que o MIC destas estirpes?.

No entanto, o recurso a descontaminac¢do nasal com mupirocina,
em estirpes sensiveis, dos profissionais de saude portadores de



MRSA € um tema muito controverso. Por um lado a recolonizagdo
¢ um fendmeno extremamente comum, o que leva muitas vezes ao
insucesso da descontaminacdo nasal com mupirocina na prevencao
de infecgdes nosocomiais’. Por outro lado, ha evidéncias de que

a descontaminacado nasal € benéfica na reducao de infeccoes
nosocomiais por MRSA, quando o nariz ¢ o tnico local de
colonizagdo (o que é frequente nos profissionais de saude), pois é
diminuida a transmissdo através das maos (29,30). O esquema para
descontaminacao consiste em aplicar mupirocina na mucosa nasal
duas vezes por dia, durante 5 dias consecutivos. Se for uma estirpe
susceptivel a mupirocina, obtém-se taxas de eliminacdo de 91%
logo apos o tratamento’.

A melhor forma de prevenir as infeccdes nosocomiais por MRSA e
a solucdo definitiva para este patogénico seria o desenvolvimento
de uma vacina eficaz contra o S. aureus. A descontaminacéo dos
portadores nasais com mupirocina, sequida de uma vacina que
prevenisse a recolonizagdo seria uma arma importantissima no
controlo de infeccdo por esta bactéria®’.

21

Neste momento, medidas simples e inquestionavelmente eficazes
que se podem tomar a nivel hospitalar séo as que visam uma
melhoria das praticas de higiene, como a desinfeccdo frequente

das mdos com um anti-séptico com alcool, antes e depois do
manuseamento dos doentes, nomeadamente a nivel dos enfermeiros
e auxiliares de accdo médica, e a descontaminacdo frequente do
ambiente hospitalar, para prevenir a transmisséo néo so6 de S. aureus
mas também de outras bactérias patogénicas®.

Os valores de colonizagdo por MRSA obtidos neste estudo indicam
que muitos profissionais de saude do Hospital Infante D. Pedro
podem estar em risco de transmitirem esta bactéria aos doentes
com gquem estabelecem contacto. Também deve ser considerado

o risco de eles mesmos adquirirem uma infeccao por MRSA pois
como ja foi referido, a maioria de infeccdes invasivas por S. aureus
tém origem endogena, resultando da colonizacdo nasal®.
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Congenital Syphilis

/ Resumo

Introdugdo: Programas de rastreio e a existéncia de terapéutica eficaz ndo

tém alterado a morbilidade da sifilis que permanece um importante problema
de saude publica.

Objectivo: Identificar factores de risco para a sifilis materna e calcular o risco

de sifilis congénita a nascenga num hospital da zona metropolitana de Lisboa.
Métodos: Estudo retrospectivo, durante seis anos, dos recém-nascidos filhos de
maes com VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) e/ou TPHA (Treponema
pallidum particle hemaglutination) positivos na gravidez. Analisaram-se
parametros sociodemograficos, histdria da gravidez, comorbilidades maternas,
diagnéstico, terapéutica e evolugao dos recém-nascidos.

Resultados: Total de 187 maes e 103 recém-nascidos VDRL positivos. Quarenta
e nove por cento das maes tinham entre 26 e 35 anos, 46% eram de origem
africana e 65% apresentavam escolaridade incompleta. Vinte e sete (14,4%)
apresentavam factores de risco: co-infecgao VIH (18], hepatite B (11), hepatite C
(3), toxicodependéncia (4) e alcoolismo (1). A gravidez foi vigiada em 88%

dos casos e 44,4% realizaram terapéutica correcta. Registaram-se 66 (64%)
casos de sifilis congénita provavel e nenhum caso de sifilis congénita definitiva.
Conclusao: A ocorréncia de sifilis congénita e o importante nimero de gravidas
com serologia positiva para VDRL indicam que os programas de cuidados pré-
-natais e as medidas de prevencao de doengas sexualmente transmitidas sao
insuficientemente cumpridas.

Palavras-chave: prevencao, cuidados pré-natais, diagndstico serolégico, penicilina.

/ Abstract

Introduction: Despite the availability of preventive and therapeutic approaches,
syphilis continues to present a significant public health problem.

Objective: identify risk factors for the occurrence of maternal syphilis and calculate
the risk of congenital syphilis at birth in a hospital of the metropolitan area of Lisbon.
Material and Methods: Retrospective study during six years of mothers with

VDRL [Venereal Disease Research Laboratory] and / or TPHA (T.pallidum particle
hemaglutination] positive titters and their newborns. Analysed socio-demographic
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parameters, prenatal care, maternal co-morbidities, diagnostic approach, therapy
and clinical outcome of newborns.

Results: Total of 187 mothers and 103 newborns VDRL positive. Forty-nine percent of
the mothers were 26 to 35 years, 46% were of African origin and 65% had incomplete
education. Twenty-seven mothers had risk factors: HIV infection (18], hepatitis B (11),
hepatitis C (3), drug abuse (4] and alcoholism [1). Most (88%] pregnant women had
pre-natal care but only 44.4% were correctly treated. There were 66 (64%) cases of
probable congenital syphilis and no case of definite congenital syphilis.

Commentary: The occurrence of syphilis and the important number of VDRL positive
pregnant women, indicate that the prenatal screening programs, as well as preventive
measures of sexual transmitted diseases, are still not totally accomplished.

Key-words: prevention, prenatal care, serologic diagnosis, penicillin.

/ Introdugao

A sifilis € uma doenca infecciosa provocada pelo Treponema pallidum, reconhecida desde

o século XV e identificada posteriormente no século XX. Em 1942, a introducao da penicilina
levou a um declinio significativo da doenca. Contudo, apesar da existéncia de uma
terapéutica eficaz, do baixo custo e da disponibilidade de meios de diagndstico relativamente
sensiveis, a sifilis tem persistido quase inalteravel ao longo dos anos, representando ainda
um importante problema de saude publica.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que 349 milhes de pessoas tenham doencas

de transmissao sexual (DTS) e que destas, cerca de 12 milhdes estejam infectadas com sifilis,

a maioria (90%) em paises em vias de desenvolvimento." Modificacdes em larga escala dos
comportamentos de risco, em resposta a pandemia emergente do virus da imunodeficiéncia
humana (VIH), levaram no inicio dos anos 90 a diminuicdo da incidéncia de varias DTS.

No entanto, nos ultimos dez anos na Europa e nos Estados Unidos, tem-se registado um aumento
de casos de sifilis primaria e secundaria.? A imigracdo de paises com elevada prevaléncia,

a prostituicdo, o uso de drogas ilicitas, comportamento sexual de risco e principalmente a
co-infecgdo pelo VIH sdo factores associados a esta situacdo.>* Ocorrem mais casos nas minorias
étnicas, homossexuais e heterosexuais de grupos etarios mais jovens com maior actividade sexual,
por vezes associados a outros comportamentos de risco. Ha um predominio da infecg¢do na
populacéo feminina em idade fértil**com consequente aumento do risco de infeccdo congénita®’.

Nos Estados Unidos, entre 2004-2007, registou-se uma maior prevaléncia da sifilis primaria e
secundaria em mulheres entre os 20-24 anos (3.5:100.000 habitantes) ? sendo a prevaléncia
no grupo etario dos 15-19 anos de 1.7:100.000 habitantes.” O Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), revela que nos Estados Unidos, entre 2006-2007, a incidéncia de sifilis
congénita aumentou 15,5% como também ocorreu em varios paises europeus.’

De acordo com critérios clinicos, laboratoriais e imagioldgicos o CDC (1996) classifica a sifilis
congénita como definitiva ou provavel e precoce ou tardia, se o inicio das manifestacoes
clinicasocorre antes ou depois dos dois anos de idade.”

Foi objectivo deste estudo identificar factores de risco para a ocorréncia de sifilis materna
e calcular o risco de sifilis congénita num hospital da zona metropolitana de Lisboa.

/ Material e Métodos

Foi realizado um estudo retrospectivo entre Janeiro 2001 e Dezembro de 2006 (6 anos) de
maes com testes serologicos nio treponémicos (VDRL-Venereal Disease Research Laboratory)



efou treponémicos (TPHA-
-Microhemagglutin-Treponema pallidum)
positivos na gravidez e respectivos
recém-nascidos.

Analisaram-se os processos clinicos
acessiveis (das maes e recém-nascidos),
colhendo-se de forma padronizada dados
sociodemograficos, cuidados pré-natais
(vigilancia da gravidez e terapéutica da
mae e parceiro), co-morbilidades maternas,
diagnostico, terapéutica e evolucao dos
recém-nascidos.

Asifilis materna classificou-se em
definitiva ou provavel, dependendo
da identificacdo ou ndo do agente:

® primaria provavel: clinica compativel
(lesdes ulcerosas) e VDRL efou TPHA
positivo;

® secunddria provavel: clinica compativel
(lesdes mucocutaneas difusas) e VDRL
com titulo = 1:4;

e sifilis latente: auséncia de clinica e
diagnostico prévio de sifilis com VDRL
positivo efou diagndstico e terapéutica
prévia de sifilis mas com titulo de VDRL
aumentado. A sifilis latente divide-se
ainda em precoce ou tardia consoante
a altura provavel da infeccdo (mais ou
menos de 12 meses).

Assifilis congénita classificou-se em
provavel nos seguintes casos:

® recém-nascidos com VDRL positivo e
uma das seguintes condicdes: evidéncia
clinica ou radiologica de sifilis, VDRL
positivo no liquido cefalorraquidiano
(LCR), proteinorraquia sem causa
aparente, titulo de VDRL quatro vezes
superior ao materno e anticorpos
anti-treponema (IgM) positivo.

Os recém nascidos foram ainda divididos
de acordo com critérios do CDC em trés
grupos de risco:

® Grupo I: filhos de maes néo tratadas,
tratadas incorrectamente ou sem descida
de titulos serolégicos comprovativos de
cura.

® Grupo II: mées tratadas correctamente
mas sem controlo seroldgico posterior.

® Grupo Ill: mées tratadas correctamente
e com titulos serologicos compativeis
com cura.

Considerou-se terapéutica incorrecta a
utilizacdo de outro farmaco que néo a
penicilina, a realizacado de menos de trés
tomas deste medicamento efou tratamento
efectuado no ultimo més de gravidez.

0 risco de sifilis congénita a nascenca foi
calculado pela proporcéo do total dos

nascimentos e dos filhos de mées com sifilis.

Todos os recém-nascidos realizaram VDRL,
hemograma e radiografia dos 0ssos longos,
e os que apresentaram VDRL positivo
realizaram adicionalmente funcao hepatica,
funcdo renal, radiografia toracica,
observacao oftalmologica e quantificacdo
de VDRL no LCR. Foram medicados com
penicilina durante 10 dias e posteriormente
seguidos durante doze meses.

A andlise estatistica foi realizada com
SPSS 13.0 for Windows. Foi calculada média

25
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QUADRO | — RESULTADOS MATERNOS

Parametros Sociodemograficos

Grupo etario

Ndmero casos /

percentagem
=18 5 (5%)
19-25 62 (33,2%)
26-35 91 (48,7%)
=35 29 (5,55)

Naturalidade

portuguesa 80 (42,8%)
africana 86 (46%)

outra 12 (6,4%)
Escolaridade

Sem estudos 1 (0,5%)

primaria completa
secundaria incompleta

secundaria completa

37 (19,8%)
84 (44,9%)

21 (11,2%)

licenciatura 4 (2,19%)
Factores de risco

HIV 18 (9,6%)
VHB 11 (5,9%)
VHC 3 (1,3%)
Toxicodependéncia/alcolismo 5 (2,6%)
> 2 factores de risco 4 (2,1%)

Cuidados Pré-natais

Vigilancia da gravidez
Controlo seroldgico
Titulo VDRL estavel
Titulo VDRL a aumentar

Titulo VDRL a diminuir

165/187 (88,2%)

92/165 (55,7%)
31/92 (33,6%)
25/92 (27%)

36/92 (39%)

Terapéutica materna

119/165 (72%)

Terapéutica materna correcta

83/119 (69,7%)

Terapéutica paterna

27/165 (16,3%)

e desvio padrdo para variaveis numéricas com distribuicdo normal,
e mediana, valores minimo e maximo para outras variavéis. A analise
comparativa foi realizada pelo teste Qui-Quadrado.

/ Resultados

De um total de 28480 partos, diagnosticaram-se 187 (0,65%) maes
com VDRL positivo e 103 (55%) recém-nascidos VDRL positivos. Todas
as maes apresentavam critérios de sifilis latente e destas 86,6% sifilis
latente precoce e 13,4% sifilis latente tardia.

0 risco global de nados-vivos com sifilis foi de 0,65%, mantendo-se
relativamente estavel ao longo dos anos. Ocorreram 66 (64%) casos
de sifilis congénita provavel e nenhum caso de sifilis congénita
definitiva. Figura 1.

Resultados maternos (Quadro 1):

A mediana de idade materna foi 28 anos (minimo-16; maximo-46).
A maioria (48,7%) tinha entre 26 e 35 anos e apenas cinco (2,7%)
menos de 18 anos. Em 46% casos as maes eram de origem africana:
Cabo Verde (21), Angola (9), Guiné Bissau (9), Sdo Tomé (2), Senegal
(1). Quatro maes eram da Roménia, uma da Moldavia e quatro

do Brasil. A maioria (65%) tinha escolaridade incompleta:
analfabetismo (1); primaria completa (37), secundaria incompleta
(84). Vinte e uma tinham ensino secundario completo e apenas
quatro maes tinham ensino superior. Registaram-se factores de
risco em 27 (14,4%) casos: infecgdo VIH (18), hepatite B (11),
hepatite C (3), toxicodependéncia (4) e alcoolismo (1). Quatro
apresentavam mais do que um factor de risco associado.

A gravidez foi vigiada em 880% dos casos. A gravidez ndo vigiada
ocorreu principalmente em maes com menos de 25 anos (59,1% vs
40,9%,p=0,016) e ndo se encontrou associagdo significativa com o
grau de escolaridade ou pais de origem das maes. Quadro Il.

A maioria (63,9%) tinha feito penicilina mas apenas em 44,4% dos
casos o tratamento foi correcto; os principais erros na terapéutica
foram o numero insuficiente de doses administradas (29),
terapéutica menos de trinta dias antes do parto (4) e terapéutica
com eritromicina (3). Ndo se encontrou associagdo significativa
entre a realizacdo de terapéutica correcta e a idade, escolaridade ou
pais de origem das méaes. Quadro Il.

Do total das gravidas tratadas apenas 49,2% realizaram controlo
seroldgico e destas houve descida dos titulos em 39%, titulos
estaveis em 33,6% e aumento dos titulos em 27%. Nao dispomos de
informacao relativa a notificacdo dos casos maternos.

Resultados do recém-nascido (Quadro 1):

A mediana da idade gestacional foi de 39 semanas (minimo 30
e maximo 41) e ocorreram 14 (7,5%) partos pretermo (< 37
semanas de gestacdo). O peso médio ao nascer de 3150+476



gramas e sete (13%) recém-nascidos
eram leves para a idade gestacional (peso
< 2500 gramas). N3o se registaram
nado-mortos.

Do total de recém-nascidos com critérios
de sifilis provavel, a maioria (58%) eram
filhos de mées nao tratadas (38/103) ou
incorrectamente tratadas (22/103); apenas
duas criancas tinham titulos de VDRL
quatro vezes superiores aos maternos

e uma tinha clinica compativel com sifilis
congénita. O Unico caso sintomatico era
filho de uma mae jovem (24 anos),
portuguesa, com gravidez nao vigiada,
com sépsis, meningite e sindrome nefrético
no primeiro dia de vida.

Foram realizadas cinco notificacées de
doenca infecciosa.

Relativamente aos grupos de risco,

74 (71,8%) foram incluidos no Grupo |,
23 (22,3%) no Grupo Il e 6 (5,8%) e

no Grupo Ill. O quadro Ill apresenta os
principais resultados dos recém-nascidos.

/ Discussio

Em Portugal, de acordo com dados da
Direccdo Geral de Saude,” entre 2000 e
2007 foram notificados 1037 casos de sifilis
precoce e 200 de sifilis congénita, com um
numero estavel de casos ao longo dos anos
tal como aconteceu na nossa revisao.

Dos casos de sifilis precoce registados

na DGS, 18% e 39,5% ocorreram entre

0s 15-24 e 25-35 anos, respectivamente,
havendo no primeiro grupo, um
predominio no sexo feminino. Em pediatria,

a sifilis adquirida ocorre sobretudo

em adolescentes, com predominancia na
populacdo feminina entre os 15-19 anos,
coincidindo com o inicio da actividade
sexual.”” No nosso estudo, também se
registou um elevado numero de casos
(339%) no grupo etario dos 19-25 anos,

e cinco casos ocorreram em adolescentes
com menos de 18 anos.

Neste estudo, o numero de notificacdes de
casos de doencas de declaracdo obrigatoria
foi claramente insuficiente. Em Portugal, os
médicos subnotificam este tipo de doencas;
entre 2003 e 2007 houve uma diminuicdo
de 26,2% do numero de notificacdes e este
problema tem com certeza consequéncias
em termos de saude publica.”

Um estudo da Maternidade Alfredo da Costa
(MAC)® revelou uma prevaléncia de 5,6% de
risco para a sifilis congénita a nascenca que
se tem mantido estavel ao longo dos ultimos
12 anos. Neste estudo, a prevaléncia do risco
de sifilis a nascenca foi muito inferior
(0,65%) o que podera relacionar-se com

a diferenca da amostra nos dois estudos.

Os numeros de sifilis congénita séo
preocupantes e indicam que 0s programas
de cuidados pré-natais ndo sdo cumpridos
correctamente. A nivel mundial existem
varias medidas para a prevencao da
transmissao vertical do VIH mas,
paradoxalmente, apesar dos programas de
prevencao custo-eficacia, 0 mesmo ndo se
verifica com a sifilis congénita. De acordo
com a OMS, estima-se que a sifilis afecte
mais recém-nascidos do que qualquer
infeccdo neonatal major, incluindo a

infeccdo por VIH.? A auséncia de cuidados
pré-natais € o principal factor, uma vez que
a terapéutica adequada durante a gravidez
previne a transmissao vertical em 98% dos
casos. Apenas 68% das mulheres residentes
em paises desenvolvidos recebem cuidados
pré-natais, e destas, metade so a partir do
primeiro trimestre;'* a maioria das maes
que néo recebe cuidados pertence ao grupo
etario dos 19-25 anos.

No nosso estudo, a maioria das maes

era de origem africana e 10% estavam
co-infectadas pelo VIH. Esta populagao,
muitas vezes residente em Portugal ha
pouco tempo e de forma ilegal, pode ter
acesso limitado aos servicos de saude e
menor aceitacdo cultural as medidas de
prevencdo adequadas. A infeccdo pelo VIH
e a sifilis afectam populac¢des e grupos de
risco semelhantes, sendo a coinfeccéo
comum." As potenciais interaccées entre
as duas infeccdes incluem a aceleracédo da
historia natural de cada uma das doencas
e alteracdes nas manifestacoes clinicas,
laboratoriais, evolugdo e terapéutica da
sifilis." No doente VIH a sifilis pode
apresentar-se de forma atipica com
elevada taxa de sifilis primaria
assintomatica e consequentemente sifilis
secundaria com manifestacdes mais graves
com elevada incidéncia de neurosifilis

e alteracées oculares.""

A penicilina permanece o farmaco de
primeira linha, sendo o Unico eficaz na
neurosifilis e tratamento e prevencéo da
sifilis congénita. O CDC (2002) preconiza
uma dose unica (2.4 milhdes de unidades)
de penicilina G benzantinica para a sifilis

QUADRO Il — FACTORES DE RISCO MATERNOS ASSOCIADOS A DEFICIENTES CUIDADOS PRE-NATAIS.

Idade Escolaridade Origem
Factores maternos . .
<25 anos incompleta africana
Sim Nao (p) Sim Nio (p) Sim Nio (p)
Gravidez ndo vigiada 59,1 40,9 0,016 94,1 59 0,171 63,6 36,4 0,264
Terapéutica materna 32,8 67,2 0,160 83 17 0,593 53,9 46,1 0,399
Terapéutica correcta 32,5 67,5 0,547 84,1 159 0,440 57,5 42,5 0,168

2/
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positivo

QUADRGO Ill - RESULTADOS DOS RECEM-NASCIDOS

Numero /
percentagem

Variavel

Parto termo (>37 semanas) 173/187 (92,5%)

Parto pré-termo (< 37 semanas) 14 (7,5%)

Baixo peso ao nascer (< 2500gramas) 13 (7%)

Titulo VDRL positivo 103 (55%)

Grupo de risco | 130 (69,5%)

Grupo de risco Il 30 (169%)

Grupo de risco Il 72 (14,4%)

Realizacdo de terapéutica 178 (95%)

primaria, secundaria e latente precoce e trés doses (7.2 milhdes de
unidades) na sifilis latente tardia ou de duragio desconhecida.®'®

Na gravidez, mantém-se estas orientacdes terapéuticas. Existe
alguma controvérsia relativamente ao tratamento com uma dose
Unica, por se terem documentado casos de faléncia terapéutica, mas
até a data ndo existem estudos comparativos entre dose e duragdo."”
A distincao entre sifilis latente precoce ou tardia pode ser dificil,
uma vez que o diagnastico € retrospectivo e a maioria das gravidas
desconhece a altura do contagio. Por outro lado, a dificuldade

na interpretacao das serologias maternas, por ndo haver um
seguimento adequado e por se desconhecer a duragdo da infeccdo
materna, faz com que maioria dos casos sejam interpretados como
sifilis latente tardia, cujo tratamento € mais rigoroso, logo mais
susceptivel de ndo ser cumprido.

0 tratamento correcto da sifilis engloba a avaliagdo (clinica
e seroldgica) e o tratamento presuntivo dos parceiros sexuais da
pessoa infectada. A forma (intramuscular) e a duragio da terapéutica,

a notificacdo e o tratamento dos parceiros sexuais, pode contribuir
para a menor adesdo terapéutica. Neste estudo, s6 um numero
insuficiente de maes (44%) realizara a terapéutica correcta e apenas
14,4% dos parceiros foram convocados para avaliagdo seroldgica e
tratamento, e destes, apenas metade (48,8%) foi tratada.

Esta auséncia de cuidado com o parceiro sexual, poderd relacionar-
-se adicionalmente com uma maior actividade sexual por parte das
maes mais jovens, por vezes com contactos sexuais ocasionais efou
com multiplos parceiros.

A ocorréncia de sifilis primaria ou secundaria na gravidez, ndo
tratada, pode resultar em perda fetal (aborto espontaneo ou
nado-morto), prematuridade ou em infec¢do congénita precoce

ou tardia como aconteceu neste estudo.''® A OMS estima que
anualmente, cerca de um milhao de gravidezes sejam afectadas

pela sifilis e dai resultem 460.000 abortos ou nados mortos,

270.000 nados vivos com sifilis congénita e 270.000 recém-nascidos
prematuros ou de baixo peso.*™ A transmisséo vertical ocorre na



maioria dos casos in ttero ou, mais raramente, durante o parto pela
presenca de lesdes genitais maternas. O risco de transmissdo esta
directamente relacionado com o estadio de sifilis materna, sendo
70-100% na sifilis primaria, 40% na sifilis latente precoce e 10%

na sifilis latente tardia (Lei de Kassowitz)'*.

As manifestacées da sifilis congénita variam com a idade.

No periodo neonatal, o espectro clinico varia de infeccao
assintomatica (2/3 dos casos), como aconteceu nesta revisao em
que a maioria das criancas eram assintomaticas, a sépsis fulminante
ou morte peri-natal.” As manifestacdes clinicas resultam da
disseminacao hematogenea com envolvimento de quase todos

os orgaos. O envolvimento 6sseo (osteocondrite e periostite) e
hepatomegadlia séo as alteracdes mais frequentes'™ contrariamente
ao nosso doente sintomatico com sépsis, envolvimento do sistema
nervoso central e renal. Na sifilis tardia, a clinica resulta da
cicatrizacdo da doenca sistémica precoce ou representa reaccoes
secundarias a um processo inflamatdrio persistente. A triade de
Hutchinson representa as manifestacdes mais caracteristicas e
inclui dentes incisivos rombos, queratite intersticial e surdez.™

A terapéutica no recém-nascido deve ser feita de acordo com o risco
de infeccdo congénita a nascenca. As orientacées do CDC preconizam
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tratamento dos recém nascidos com evidéncia clinica ou radioldgica
de sifilis, com titulos de VDRL quatro vezes superiores aos maternos
e em filhos de maes néo tratadas ou tratadas incorrectamente e
maes tratadas correctamente mas com titulos a aumentar.

Neste estudo, 178 (95%) recém-nascidos receberam tratamento
durante dez dias, havendo indicagdo terapéutica apenas em

32 casos. A dificuldade na interpretacdo das serologias maternas,
pode levar a um excesso quer na avaliacao laboratorial e
imagiologica como na abordagem terapéutica dos recém-nascidos.

/ Conclusao

A terapéutica correcta de sifilis na gravida, previne em 98%

o risco de transmissdo vertical e pode contribuir para a diminuicdo
de morbilidade e mortalidade perinatal. O aumento de sifilis em
mulheres em idade fértil, ¢ indicador de que os programas de
cuidados pré-natais assim como as medidas de prevencdo de
doencas sexualmente transmitidas ainda nao sao cumpridos
correctamente.
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Invasive Pneumococcal
disease and resistance
topenicillin and
Cefotaxime

Case report

/ Resumo

A Doenga Pneumocécica Invasiva continua a ser uma causa importante de
morbilidade e mortalidade em todo 0 mundo. A emergéncia da resisténcia

a penicilina e outros antibidticos surge como um desafio no seu tratamento.

Os autores descrevem o caso clinico de um homem de 51 anos, diabético

e com consumo abusivo de alcool, que desenvolveu um quadro de Doenca
Pneumocdcica Invasiva grave. 0 ponto de partida foi em otite média a direita,
com invasdo directa das meninges e abcesso cerebral Unico. Posteriormente,
surgiu uma bacteriémia, com endocardite da valvula mitral e abcesso esplénico.
A endocardite foi fulminante, com insuficiéncia mitral severa a exigir substituicao
cirdrgica. Pelas dimensdes do abcesso esplénico, a esplenectomia foi inevitavel.
0 agente identificado nas hemoculturas e no liquido cefalorraquidiano foi

o Streptococcus pneumoniae, resistente a penicilina (LCR, CIM > 3 pg/ml)

e cefotaxime (LCR, CIM = 2 pg/ml).

0 doente apresentou recuperagao clinica gradual, actualmente sem sequelas
neuroldgicas e com insuficiéncia cardiaca em classe Il da NYHA.

Os autores fazem uma revisao dos aspectos mais relevantes da epidemiologia,
patogenia, factores predisponentes, sindromes clinicos, susceptibilidade
antibiética e prevengao da Doenga Pneumocécica Invasiva.

Palavras-chave: Doenga Pneumocdcica Invasiva, resisténcia a penicilina,
endocardite.

/ Abstract

Invasive Pneumococcal Disease is still an important cause of morbidity and
mortality all over the world. The emergence of resistance to penicillin and other
antibiotics shows itself as a challenge in its treatment.

The authors report the case of a 51-year-old man, diabetic and alcoholic, who
presents a serious Invasive Pneumococcal Disease. Right acute otitis media was
the primary event, with meningitis by direct extension, and unique brain abscess.
Further bacteremia with mitral endocarditis and spleen abscess were diagnosed.
Endocarditis was fulminating, with severe valvular insufficiency, requiring surgical
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replacement on the 19" day of the hospital stay. Splenectomy was also done,
because of the abscess dimension.

Streptococcus pneumoniae resistant to penicillin (CSF, MIC > 3 ug/ml) and
cefotaxime (CSF, MIC = 2 ug/ml] was identified by blood and CSF cultures.
Patient presented a gradual recovery, at present without neurologic sequels and
cardiac insufficiency at class lI-NYHA.

The authors review the most relevant aspects of epidemiology, pathogenic
mechanisms, predisposing factors, clinical syndromes, antibiotic susceptibility
and prevention of Invasive Pneumococcal Disease.

Key-words: Invasive Pneumococcal Disease, penicillin-resistance, endocarditis.

/ Introdugao

0 Streptococcus pneumoniae ¢ um agente colonizador da nasofaringe, sendo um responsavel
comum de pneumonia, sinusite, otite média e meningite, bem como de outras sindromes
clinicas pouco frequentes como endocardite, artrite séptica e peritonite.

A Doenca Pneumocdcica Invasiva (DPI) caracteriza-se pelo isolamento do S. pneumoniae
num produto estéril, como sangue, liquido pleural ou liquido cefalorraquidiano (LCR).

Varios estudos realizados a nivel mundial descrevem uma incidéncia anual de 15 casos de
DPI por cada 100 000 pessoas e cerca de 1 milhdo de mortes anualmente. '

Casos poucos comuns de DPI ocorriam frequentemente na era pré-antibidtica, mas
rapidamente diminuiram desde a introducdo da penicilina. Infelizmente, nas ultimas décadas a
morbilidade e mortalidade associadas a DPI tém vindo a aumentar, apesar das disponibilidades
antibioticas e dos avancos técnicos da Medicina. Apontam-se como variaveis responsaveis,

0 numero crescente de novos casos de infeccio pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH),
assim como a emergéncia de estirpes de Pneumococo resistentes aos antibidticos. 35

Varias condicdes predispdem a DPI, por interferirem na capacidade de resposta imunoldgica do
hospedeiro. Sdo exemplos: o alcoolismo, a diabetes mellitus, a infeccdo pelo VIH, a esplenectomia,
as doencas do tecido conectivo, a corticoterapia e o uso de drogas endovenosas. *¢7

Os autores descrevem o caso clinico de um doente de 51 anos, diabético e alcodlico, que
desenvolveu uma DPI por S. pneumoniae resistente a penicilina (LCR, CIM = 3 ug/ml) e
cefotaxime (LCR, CIM = 2 pg/ml). O ponto de partida identificado foi uma otite média com
invasdo meningea directa e abcesso cerebral unico, com posterior bacteriémia, endocardite
fulminante da valvula mitral e abcesso esplénico.

/ Caso Clinico

Homem de 51 anos, com habitos etilicos marcados (>180 g/dia) e diabetes mellitus tipo 2
diagnosticada ha 4 anos e com mau controlo metabolico (Ho A1C = 8,9%). Iniciou otalgia
e otorreia purulenta a direita, associadas a hipoacusia, tendo sido medicado com
flucloxacilina, com melhoria discreta dos sintomas. Cerca de 3 semanas depois, apresentou
cefaleia occipital, de caracter intermitente, que posteriormente se fez acompanhar de
fotofobia, nduseas e vomitos esporadicos. Simultaneamente referiu febre com arrepios e
deterioracdo progressiva do estado de consciéncia, com sonoléncia e confusdo. No dia em
que foi levado ao SU apresentou uma crise convulsiva tonico-clonica generalizada.

Na admissdo encontrava-se vigil, mas confuso e pouco colaborante. Febril (38,4°c),
apresentava rigidez da nuca e discreto apagamento do sulco nasogeniano direito. Sem défices



motores. A pesquisa de sensibilidades e a marcha ndo foram
avaliadas, dado o estado pouco colaborante do doente. A auscultagdo
cardiaca revelava um sopro sistolico, no foco mitral, grau l1/VI, sem
irradiacdo. Nao eram descritas outras alteracdes ao exame objectivo.

Analiticamente com leucocitos = 15.660 [/uL (N = 4.00-11.00) e
neutrofilos = 88,9% (N = 40,0-75,5), PCR = 413,8 mg/L (N <5,0),
DHL = 340 U/L (N=135-225). Glicemia = 210 mg/dl (N=70-105).
Sem alteracées do ionograma, funcdo renal ou hepatica.

Pela suspeita de meningite, foi realizada pungdo lombar (PL).

0 liquido cefalorraquidiano (LCR) era turvo, com proteinas = 2,94 g/L
(N <0,45) e glicose = 0,91 g/L (N= 0,39-0,71), leucocitos = 4120 cel/
ulL com neutrofilos = 3790 cel/uL. A coloracéo pelo Gram identificou
diplococos, pelo que se iniciou vancomicina (1g, 12-12h, IV)

e ceftriaxone (2g, 12-12h, V). A pesquisa do antigénio do
Pneumococo na urina foi positiva. Posteriormente foi isolado

o S. pneumoniae no sangue e LCR, resistente a penicilina (LCR,

CIM = 3 ug/ml) e cefotaxime (LCR, CIM = 2 ug/ml). Mantivemos

a terapéutica antibiotica dupla, dado o sinergismo para
concentracdes adequadas de vancomicina no LCR.

A serologia para VIH foi negativa.

A tomografia axial computorizada (TAC) cerebral realizada
previamente a PL descreve: "opacificacdo do ouvido médio

e mastoide a direita, com erosdo da cortical dssea interna;
hipodensidades no centro semi-oval e substancia branca subcortical
frontal, a esquerda, sem efeito de massa, sugerindo sequelas de
lesdes isquémicas; a lesdo no centro semioval apresenta ligeira
captacdo de contraste a periferia” (Figura 1). A suspeita de lesdo
abcedada foi confirmada por ressonancia magnética cerebral.

Para melhor caracterizagdo do sopro sistolico realizou ecocardiograma
transtoracico que colocou a suspeita de endocardite da valvula mitral
(VM), posteriormente confirmada por ecocardiograma transesofagico
(ETE), o qual descreve "volumosa massa (14*17mm) na face auricular
do folheto anterior da VM, de contornos irregulares, movel,
condicionando alguma obstrucdo ao fluxo de enchimento do
ventriculo esquerdo, com gradiente AE/VE médio de +/- 6 mmHg; ndo
se visualiza jacto de regurgitacdo mitral valorizavel” Apos diagnostico
de endocardite, iniciou gentamicina (3 mg/ kg/ IV, dividida em duas
tomas didrias), mantendo vancomicina e ceftriaxone.

Ao 7.2 dia de internamento, apesar de apirexia sustentada, o doente
mantinha-se prostrado e os parametros inflamatorios analiticos
persistiam elevados. Por TAC, identifica-se uma coleccéo liquida
esplénica, sugestiva de abcesso (Figura 2). Associou-se a rifampicina
(600 mg/ dia/ oral). As hemoculturas sucessivas foram estéreis.

Ao 16.0 dia de internamento, o doente apresentou quadro de edema
agudo do pulmdo. Repetiu ETE que mostrou haver aumento da
vegetacdo na VM (28*19 mm), com prolapso exuberante do folheto
anterior condicionando insuficiéncia mitral severa (estimada area

> 14 cm?) e nova massa aderente as cordas tendinosas do folheto
anterior (13*8 mm) (Figura 3).

Defeito na formagdo de anticorpos
Primario

Agamaglobulinémia congénita
Hipogamaglobulinémia variavel comum
Deficiéncia selectiva de 1gG
Secundario

Mieloma multiplo

Leucemia linfocitica cronica

Linfoma

Infeccdo pelo VIH

Défice de complemento (primario ou secundario)

Diminuicéo ou auséncia de C1, C2, C3, C4

Défice de neutrofilos

Primario

Neutropenia ciclica

Secundario

Neutropenia induzida por drogas
Anemia aplastica

Defeito funcional de PMN's

Alcoolismo
Cirrose hepética
Diabetes mellitus
Corticoterapia
Insuficiéncia renal

Defeito na clearance do S. pneumoniae
Primario

Asplenia congénita, hiposplenia
Secundario

Esplenectomia

Anemia de células falciformes

Multifactorial

Idade (criancas e idosos)
Corticoterapia

Desnutricdo

Cirrose hepatica

Insuficiéncia renal

Diabetes mellitus

Alcoolismo

Doencas cronicas, internamentos
Stress

Exposicéo ao frio

Infeccdo respiratoria prévia

Influenza, outros.

Risco acrescido para infecces

Instituicées sociais, militares, prisées.

Condigdes inflamatdrias

Tabagismo, Asma, DPOC.

Abreviaturas: VIH, Virus de Imunodeficiéncia Humana; PMN, Leucdcitos polimorfonucleares;
DPOC, Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica.
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Figura 1 — Tomografia axial computorizada cerebral.
Lesdo no centro semioval direito, de contornos
regulares, com captacéo a periferia (seta).

Figura 2 —Tomografia axial computorizada. Colec¢do
liquida subcapsular no baco (seta).

0 doente foi submetido a cirurgia urgente,
com substituicdo de VM por protese
biologica. Complicacdo intra-operatdria com
BAV de 3.° grau persistente, a condicionar
colocacao de pacemaker definitivo.

Durante o mesmo tempo cirurgico, dadas
as dimensdes da lesao esplénica, foi
submetido a esplenectomia. O relatorio
anatomopatoldgico descreve "diversas
areas de enfarte esplénico, com infiltrado
inflamatorio sugestivo de abcesso”

0 doente apresentou recuperagao clinica
global sustentada. Actualmente sem sequelas
neurologicas e com IC classe [I-NYHA.

0O Streptococcus pneumoniae € um coco
Gram positivo, responsavel por varias

sindromes clinicas, tais como infeccdes
localizadas - pneumonia, otite média

e sinusite, e infeccées invasivas -
bacteriémia, meningite e endocardite.

Actualmente conhecem-se mais de

90 estirpes, de acordo com 0s varios
polissacarideos da capsula bacteriana,
mas nem todas causam doenca. Algumas
estirpes sdo apenas agentes colonizadores
da nasofaringe, outras causam infeccdes
respiratorias, enquanto outras tém

maior afinidade para a doenca invasiva
(cerca de 20).2

A Doenga Pneumocacica Invasiva (DPI)
caracteriza-se pelo isolamento do S.
pneumoniae num produto estéril, como
sangue, liquido pleural ou LCR, mas nao
nas secrecoes bronquicas.

Apesar dos avancos da Medicina, a DPI
continua a ser uma causa importante de
morbilidade e mortalidade em todo o
mundo. A nivel mundial estima-se uma
incidéncia anual de 15 novos casos por cada
100.000 habitantes, sendo a taxa de
mortalidade de um milhdofano. #

A DPI ¢ relativamente comum até aos 2 anos
de idade, diminuindo de incidéncia durante
a adolescéncia e idade adulta, para
novamente aumentar apds os 65 anos de
idade." Com a introducao da vacina
pneumococica, a incidéncia global da DPI
tem vindo a diminuir, sobretudo nas
criangas. *'° No entanto, a resisténcia do

S. pneumoniae a penicilina e outros
antibioticos, assim como o niimero crescente
de estados de imunossupressao - como

a infeccdo pelo VIH, tém contribuido para

0 surgimento de novos casos de DPI. 345

Sao vdrias as condicdes que predispéem
a infeccdo pneumocacica ( ).

No presente caso clinico, a diabetes e o
alcoolismo foram varidveis predisponentes
para a gravidade clinica apresentada.

0 S. pneumoniae é o agente mais frequente
de meningite no adulto, mas o0s abcessos
cerebrais neste contexto séo raros.

A meningite pneumocaocica € atribuivel

a otite média em 30% dos casos, a
pneumonia em 25%, a sinusite em 10%,

com a bacteriémia sendo responsavel

por 75% de todos os casos descritos. "

A meningite bacteriana como resultado de
otite média é rara na era antibiotica, mas
continua a surgir em doentes
imunodeprimidos, assim como em casos
de uso inapropriado e resisténcia aos
antibioticos. A taxa de mortalidade para
meningite pneumococica € estimada em
30%, com taxas de morbilidade que podem
atingir os 20%, incluindo perda da acuidade
auditiva e défices neuroldgicos. '

Estdo descritas condigdes que predispdem

a infeccao cerebral extrameningea, como

a otite média, a sinusite, o trauma e

a infeccao pelo VIH. ® O envolvimento

do cortex cerebral por continuidade directa
origina frequentemente uma lesdo abcedada
Unica. Em contrapartida, a bacteriémia da
origem a abcessos cerebrais multiplos,

em territorio da artéria cerebral média. ™

No nosso doente, a extensdo da infeccdo

do ouvido médio para a mastoide, com
concomitante destruicdo da cortical interna,
podera justificar o envolvimento cerebral
directo com abcesso cerebral Unico.

Na era antibiotica - desde 1940, o

S. pneumoniae € um agente pouco comum
de endocardite, correspondendo a 1-3%
dos casos, comparando com 20-30% dos
casos antes do uso da penicilina. Estima-se
que apenas 0,8 a 4,3% das bacteriémias
por S. pneumoniae causem endocardite. ™

A endocardite por S. pneumoniae tem

uma apresentacdo clinica aguda, atingindo
preferencialmente valvulas normais, com
destruicdo progressiva e insuficiéncia
valvular grave a exigir cirurgia. Varios autores
descrevem uma forte associacdo com

0 alcoolismo. Apesar do diagnostico precoce
e tratamento dirigido, estima-se uma taxa

de mortalidade entre 28 e 67 %jo, 314151617

Em 1957, Robert Austrian descreveu

uma triade clinica classica, constituida por
endocardite pneumococica, meningite e
pneumonia. Esta triade, também conhecida
como Sindrome de Austrian, é uma
entidade clinica rara, mais frequente em
doentes alcodlicos, e esta relacionada com
uma elevada taxa de mortalidade. 68



No presente caso clinico, apesar do contexto clinico, a inexisténcia
de pneumonia ndo permite o seu diagndstico.

0 S. pneumoniae pode ser responsavel por lesdes supurativas em
qualquer parte do organismo, ocorrendo em simultaneo ou dias
apos a bacteriémia. Varias manifestacées clinicas raras de DPI estéo
descritas na literatura, totalizando cerca de 95 tipos diferentes de
infeccdes, como por exemplo: abcesso pancredtico, esplénico e
hepatico, aortite, adenite inguinal, fasceite necrotizante, abcesso
testicular e peritonite primaria. Numa revisao de 2 064 casos de
infeccdes por S. pneumoniae, entre 1966 e 1997, apenas estdo
descritos dois casos de abcesso esplénico.® No nosso doente, o
contexto clinico global pressupde que o Pneumococo fosse o agente
etiologico responsavel pelo abcesso esplénico.

A resisténcia do S. pneumoniae a penicilina, cefalosporinas e outros
antibioticos tem aumentado nas ultimas décadas. Muitas das
estirpes resistentes a penicilina tém mutacdes nas proteinas de
ligagdo, sobretudo os tipos 2X e 1A, o que lhes confere resisténcia
as cefalosporinas de 3.2 geracdo, como cefotaxime e ceftriaxone. *'

0 impacto clinico da resisténcia ao Pneumococo depende do local
da infeccao, da capacidade de penetragdo do antibidtico e da
resposta do hospedeiro a infeccdo. Esta interaccdo traduz-se no
prognostico da doenca, como tempo de internamento, morbilidade
e mortalidade. *202122

Assumindo que a susceptibilidade antibidtica é dependente da
sua concentracdo, ha estirpes de S. pneumoniae resistentes para
determinadas concentracdes de B- lactamicos no LCR, mas que
podem ser susceptiveis, nessas mesmas concentracdes, quando
se trata de otite, sinusite ou pneumonia.? Desta forma, a CIM
depende do tipo de infeccdo pneumocdcica, i.e., da presenca ou
ndo de meningite.

As definicdes de susceptibilidade do S. pneumoniae foram
recentemente revistas. De acordo com o Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI 2008) a susceptibilidade do Pneumococo
a penicilina G (endovenosa), em caso de meningite, ¢ definida
como sensivel se CIM <0,06 pg/ml, intermédia se CIM =0,12 -
1,0 ug/ml e resistente se CIM =2 pg/ml; para estirpes isoladas em
amostras que ndo o LCR, a definicdo passa a ser: sensivel se CIM
<2 ug/ml, intermédia se CIM =4 pg/ml e resistente se CIM =8 ug/
ml. No que respeita a susceptibilidade do Pneumococo a
cefotaxime ou ceftriaxone, em caso de meningite, preconiza-se
ser sensivel se CIM <0,5 ug/ml, intermédia se CIM =1 pg/ml e
resistente se CIM =2 pg/ml; quando perante outras formas de
doenca pneumocadcica, a sensibilidade esta definida para CIM

<1 ug/ml, intermédia se CIM =2 pg/ml e resistente se CIM

=4 pg/ml. Para estirpes isoladas de amostras que n3o o LCR,
também esta definida a sensibilidade a penicilina oral: sensivel
se CIM =0,06 ug/ml, intermédia se CIM =0,12 - 1,0 ug/ml e
resistente se CIM =2 pg/ml. 242

Os factores de risco identificados para infeccdo por estirpes
resistentes a penicilina sdo: uso prévio de antibiotico (Ultimos

Figura 3 — Ecocardiograma transesofagico em fase de sistole (Figura 3-A)
e diastole (Figura 3-B). Vegetacdo (setas) na face auricular do folheto anterior
da valvula mitral (28*19 mm de maiores dimensdes), condicionando prolapso
exuberante do folheto. AE, Auricula esquerda; VE, Ventriculo esquerdo; Ao, Aorta;
VD, Ventriculo direito.

3 meses), alcoolismo e estados de imunossupressao como infeccdo
pelo VIH, doencas autoimunes, esplenectomia, doencgas oncologicas
hematoldgicas, transplantados e doentes em quimioterapia. %%

Em Portugal, um estudo nacional multicéntrico - o Estudo Viriato,
realizado entre 2003 e 2004, no qual foram estudadas 1300 estirpes
de S. pneumoniae em adultos e criancas, demonstrou haver
susceptibilidade diminuida a penicilina em 109 (19,3%) casos em
2003 e em 130 (17,7%) em 2004, dos quais 86 (15,2%) e 23 (4,1%)
revelaram resisténcia intermédia e 108 (14,7%) e 22 (3,0%)
resisténcia elevada, respectivamente.?
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No presente caso clinico, o alcoolismo associado ao uso prévio de
uma penicilina terdo predisposto a infeccdo por uma estirpe de alta
resisténcia a penicilina e a cefotaxime.

Na DPI, dado o risco de elevada mortalidade nas primeiras 72 h,

a terapéutica empirica recomendada ¢ vancomicina mais ceftriaxone
ou cefotaxime. Mediante o resultado do antibiograma, deve-se
manter a vancomicina em casos de meningite por estirpe nao
sensivel a penicilina ou, quando a CIM para cefalosporinas de

3.2 geragdo € superior a 0,5 ug/mL. %

As cefalosporinas sdo antibioticos com excelente capacidade de
penetracdo na barreira hematoencefalica, atingindo concentragdes
eficazes no LCR. No tratamento da meningite pneumococica ndo

¢ recomendado usar vancomicina isoladamente, dada a dificuldade
em atingir concentracées bactericidas no LCR. Adicionalmente,

a vancomicina associada a ceftriaxone ou cefotaxime tém um efeito
sinérgico contra o S. pneumoniae, mesmo para estirpes de baixa
sensibilidade as cefalosporinas de 3.2 geracdo. “? A associacdo de
rifampicina é recomendada nas sequintes situacdes: 1- agravamento
clinico; 2- CIM = 4 ug/mL para ceftriaxone e cefotaxime; 3- LCR
repetidamente com culturas positivas.

A vacina pneumocdcica € uma estratégia preventiva segura e eficaz
contra a DPI, ndo apenas nos doentes vacinados, mas também nos
seus contactos. No entanto, a sua eficacia na pneumonia sem
bacteriémia ndo esta totalmente esclarecida. 2'*°

Ha dois tipos de vacina: a vacina polissacaridea (VP) - usada em
criancas acima de 2 anos de idade e adultos, e a vacina conjugada -
usada nas criangas com menos de 2 anos. A VP - Pneumo 23,
garante proteccdo contra 23 estirpes, as responsaveis por cerca de
80% a 90% dos casos de DPI. *'*2A exposicao a estirpes ndo incluidas
na vacina aumenta o risco de resisténcia aos antibioticos e
consequente expressao de sindromes clinicos menos comuns de DPI.

A VP ¢ recomendada em individuos considerados de alto risco para
infeccdes graves por Pneumococo: todos os individuos com mais de
65 anos, e individuos com mais de 2 anos de idade e com uma das
seguintes condigdes: asplenia funcional ou anatomica (ex, doenca
de células falciformes ou esplenectomia), infecgéo pelo VIH,
leucemia, linfoma, doenca de Hodgkin, mieloma multiplo, neoplasias
metastizadas, derivacées de LCR, diabetes mellitus, alcoolismo,
cirrose, doenca pulmonar cronica, insuficiéncia renal cronica, doenca
cardiaca grave, doentes transplantados, em corticoterapia cronica
ou quimioterapia e doentes institucionalizados. ***

A estratégia de revacinacdo tem sido discutida na literatura.

Para individuos com mais de 65 anos, recomenda-se a segunda dose
caso tenham feito a primeira toma ha mais de cinco anos prévios
a0s 65 anos; nos restantes individuos considerados de alto risco,

a revacinacao é recomendada 5 anos apos a primeira toma. %'

Os doentes com historia prévia de DPI devem ser vacinados, pois
a infeccéo por uma determinada estirpe ndo garante proteccdo
contra outras estirpes.

Lnlf
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/ Conclusao

A morbilidade e mortalidade associada a DPl mantém-se elevadas,
apesar da antibioterapia dirigida e do avanco técnico da Medicina.
Tal se deve ha emergéncia da resisténcia do S. pneumoniae aos
antibioticos, assim como ao numero crescente de casos de infeccdo
pelo VIH. Por estas razées, o tratamento de formas menos comuns
de DPI tem-se tornado um desafio.

0 aumento do numero de estirpes resistentes aos antibidticos
enfatiza a necessidade urgente do uso criterioso de antibioticos,
assim como a vacinacdo em grupos de risco conhecido para

a doenca, como forma de prevencdo de DPI.
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Cat-scratch disease
—a diagnosis
to remember

/ Resumo

A doenca da arranhadela do gato corresponde a infec¢do por Bartonella

henselae que ocorre através da mordedura ou arranhadela de gatos infectados.

A apresentacao clinica mais tipica é a linfadenite regional subaguda, de caracter
benigno e evolugao autolimitada.

Os autores apresentam o caso de uma jovem de 21 anos sem antecedentes
pessoais que recorre ao Servico de Urgéncia por apresentar uma tumefacgado
cervical. De destacar, no més anterior, a aquisi¢ao de um gato. 0 estudo imagiolégico
revelou a presenca de formagoes nodulares. As serologias infecciosas eram normais
incluindo o anticorpo IgM para Bartonella. A citologia aspirativa ganglionar revelou
uma linfadenite granulo-supurativa. 0 diagndstico confirmou-se as quatro semanas
com a quadruplicagao dos titulos de anticorpos IgG para Bartonella (titulos superior
a 256). Por persisténcia das adenomegalias com sinais inflamatdrios exuberantes
realizou um ciclo de azitromicina e procedeu-se a drenagem ganglionar percutanea.
0 diagndstico € clinico com confirmagao laboratorial por imunofluorescéncia ou
biologia molecular. Por ser geralmente benigna e autolimitada, a antibioterapia nao
esta recomendada, reservando-se a sua utilizagao para os casos de atingimento
atipico ou sistémico e nos imunodeprimidos. A doenga podera ser mais comum
nos adultos do que inicialmente previsto, o que associado a grande variabilidade
clinica, a importancia do diagnéstico diferencial e a elevada prevaléncia de animais
domésticos tornam pertinente a apresentagao deste caso.

Palavras-chave: doenca da arranhadela do gato, Bartonella henselae, linfadenopatia.

/ Abstract

Cat-scratch disease is the infection by Bartonella henselae that occurs by the
infected cat’s bite or scratch. The typical clinical picture is a subacute regional
lymphadenitis, benign and self-limited.

The authors present a case of a 21-year old female with no medical background
that came to our attention after noticing a cervical tumefaction. She had acquired,
in the previous month, a cat. The ultrassonography and CT-scan confirmed the
enlargment of several lymph nodes. The infectious serologies were normal including



the IgM antibody for Bartonella henselae. The aspirative cytology revealed

a granulo-supurative lymphadenitis. The diagnosis was confirmed after a four-week
quadruplication of the IgG antibodies titers for Bartonella henselae (titers above
256]. After noticing persistency of lymphadenopathies with inflammatory signs

we treated our patient with azithromicyn and percutaneous drainage.

The diagnosis remains clinical with laboratorial confirmation by indirect
fluorescence assay or DNA enhancement. Being a self-limited disease with

a benign course, most patients would not benefit with antibiotic therapy; treatment
is recommended in atypical or systemic forms or immunocompromised patients.
The disease is probably more prevalent in adults that previously thought, with

the great clinical variability, the importance of differencial diagnosis and an high
prevalence of pets makes this presentation pertinent.

Key-words: cat-scratch disease, Bartonella henselae, lymphadenopathy.

/ Introducgao

A doenca da arranhadela do gato foi descrita pela 1.2 vez em 1950' ainda que ja houvesse
descricdo de sintomas semelhantes publicados em 18892 S6 em 1983 se identificou o agente
etiologico®, com isolamento cultural da bactéria a ocorrer cinco anos depois (inicialmente
descrito Atipia felis). Em 1993 o género Bartonella prevalece (passando

a englobar o género Rochalimae).

O género Bartonella inclue 19 espécies de pequenos bacilos de Gram negativo, aerdbios

e intracelulares, com pelo menos seis das espécies reconhecidamente causadoras de doencas
nos humanos. Destaca-se pela sua prevaléncia a Bartonella henselae (com os dois
genogrupos Houston-1 e Marselha e quatro variantes) considerada na actualidade como

0 agente etioldgico da doenca da arranhadela do gato e responsavel pela zoonose bacteriana
mais comum adquirida através de um animal de estimacdo*®. Os bacilos apresentam uma
grande afinidade para o endotélio vascular, o que podera corresponder a um santudrio que
explique a ocorréncia das recidivas*”.

Os principais reservatdrios sdo os gatos domésticos com mais de 50% dos casos
a apresentarem anticorpos para a Bartonella henselae, com prevaléncia, nalgumas séries
a atingir os 80-90%°%%.

Apesar de casos descritos por transmissao canina o seu significado clinico permanece por
esclarecer?. Esta questdo assume particular importancia pelo facto de nem todos os vectores
estarem devidamente caracterizados assim como os hospedeiros intermediarios,

que serdo muito mais numerosos do que inicialmente previsto®.

A Bartonella henselae tem uma distribuicdo mundial, sobretudo em climas temperados, com
a infeccdo a ocorrer entre Setembro e Marco (variagdo sazonal da aquisi¢do dos animais e
padréo reprodutivo dos mesmos). Apresenta uma incidéncia global entre os 6-9 casos por
100000 habitantes, valores que provavelmente subestimam a real prevaléncia do agente*®°.

0 espectro clinico da infeccdo por Bartonella henselae € amplo, variando entre as formas
regionais e as formas com atingimento sistémico importante. A forma mais tipica

(e a relatada no presente caso clinico) é a linfadenite regional subaguda. Caracteriza-se por
uma lesdo de inoculacgdo trés a dez dias apos arranhadela ou mordedura do animal e o
aparecimento de uma linfadenopatia regional uma a trés semanas depois. As adenomegalias
ocorrem sobretudo nas regides axilares, epitrocleares, cabeca e pescogo e regides inguinais.
Sao frequentemente multiplas, com eritema intenso suprajacente e supuracdo em 10% dos

39
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casos (a requerer drenagem percutanea). Trata-se de uma forma
benigna, auto-limitada e sem sintomatologia sistémica, ocorrendo
uma regressdo das adenomegalias em 2-6 meses (raramente
persistindo durante anos)*®.

/ Caso clinico

Doente do sexo feminino, 21 anos de idade, raga caucasiana, natural
e residente em Braga, sem antecedentes pessoais ou familiares de
relevo, medicacdo reqular ou histdria de alergias medicamentosas.
Recorre ao Servico de Urgéncia por ter notado o aparecimento de
uma tumefacc¢ao cervical direita, junto ao angulo da mandibula,
com cerca de 2 cm de maior didmetro. Negava anorexia,
emagrecimento, febre, prurido ou hipersudorese, sintomas oculares
ou lesdes cutaneas. A destacar a aquisi¢do, no més anterior, de um
gato (que colocava frequentemente junto ao pescoco).

Para além da tumefacgdo cervical direita referida (que ndo
apresentava outros sinais inflamatorios), o exame objectivo ndo
apresentava alteragdes nomeadamente neuroldgicas, organomegalias,
outras areas ganglionares palpaveis ou lesées cutaneas.

0 estudo imagiologico (ecografico e tomografico - ver figura 1)
revelou a presenca de varias formacgdes nodulares heterogéneas, de
localizagdo submandibular a direita (e pequenos ganglios a esquerda),
com 3.5 ¢cm de maior didmetro, com captagdo periférica de

contraste e necrose central. Analiticamente ndo apresentava
alteracdes do hemograma ou bioguimica; as serologias infecciosas
para o Toxoplasma gondii, virus das hepatites B e C, virus da
imunodeficiéncia humana, virus citomegalico e Epstein-Barr forma
negativas e os titulos dos anticorpos IgM e 1gG para Bartonella
normais. A citologia aspirativa de um ganglio cervical revelou uma
linfadenite granulo-supurativa. As 4 semanas verificou-se uma
quadruplicacao dos titulos de anticorpos IgG para Bartonella
(titulos superior a 256), confirmando a suspeita inicial de se tratar
de uma doenca da arranhadela do gato.

Apos um periodo de vigilancia e em face da persisténcia das
adenomegalias, optou-se por realizar um ciclo de azitromicina

(500 mg oral no 1.0 dia e 250 mg nos quatro dias sequintes) e
procedeu-se a drenagem ganglionar percutanea pelo aparecimento
de sinais inflamatérios exuberantes. Verificou-se uma involucédo
ganglionar lenta mas progressiva, com resolucdo do quadro aos
oito meses. Com um periodo de follow-up de trés anos ndo se
verificou recorréncia do quadro clinico.

/ Discussao

A resposta do hospedeiro a infeccao vai depender do seu estado
imunitario, com os individuos imunocompentes a desenvolverem uma
inflamacédo nao-angiogénica, granulomatosa e supurativa traduzindo-
-se numa doenca limitada, como no presente caso; na presenca de
imunodeficiéncia o hospedeiro desenvolve uma reacgdo angiogénica |
vasoproliferativa com maior risco de atingimento sistémico*®

Alguns grupos de critérios estao descritos € em uso na pratica
clinica, como os de Bergman et a/que incluiam: a) um contacto
com o animal ou uma lesdo de inoculacéo; b) um teste cutineo
positivo; ¢) linfadenopatia sem diagnostico alternativo; e d) uma
histologia ganglionar caracteristica®™'? ou os critérios de Margileth
et al que substituem o teste cutdneo por um estudo de
imunofluorescéncia com titulos >1:64*; o diagndstico efectua-se
pela presenca de trés dos quatro critérios. Na actualidade, nenhum
destes critérios se constitue como verdadeiramente diagnostico ou
€ considerado gold-standard, pelo que o diagndstico da doenca da
arranhadela do gato permanece, em grande parte, um diagndstico
de suspeicéo clinica com confirmacao laboratorial.

A confirmagdo diagndstica apresenta varios métodos. O teste
intradérmico, baseado numa reac¢ao de hipersensiblidade de tipo
tardio, tornou-se pouco pratico apesar da sua sensibilidade e
especificidade elevadas, pela reactividade variavel dos antigénios
e possibildade de falsos positivos e negativos*®.

0 isolamento cultural € complexo por se tratar de uma bactéria de
crescimento lento, com 2-6 semanas de incubacdo e tecnicamente
dificil, geralmente sem sucesso particularmente nos doentes sem
sintomatologia sistémica.

A avaliagdo histologica das linfadenopatias, utilizando coloragdes com
impregnacao de prata (Warthin-Starry ou Steiner), apresenta alteracdes



sugestivas como a formagdo de granulomas
com microabeessos e hiperplasia folicular.

0O diagndstico diferencial em termos
histoldgico inclui algumas infeccdes
(tularemia, infecgdes por micobactérias ou
fungos, brucelose e linfogranuloma venéreo),
doenca de Kikuchi ou de Kawasaki*®.

0 método actualmente mais pratico de
diagnostico laboratorial ¢ a serologia dos
anticorpos anti-Bartonella henselae,
geralmente por imunofluorescéncia
indirecta, por nao ser invasivo, necessitar
de equipamento muito especializado ou
longos periodos de incubacéo. A curta
duracao dos anticorpos IgM torna-os
pouco detectaveis na pratica clinica, pelo
que a sua negatividade ndo exclui o
diagnostico de doenca aguda. O facto de
alguns doentes permancerem seropositivos
(IgG) durante mais de 1 ano dificulta a
distincdo entre infecgédo recente ou
passada*é. Ter ainda em atenc¢do que
alguns doentes podem nao apresentar uma
resposta seroldgica detectavel®.

Mais recentemente a utilizacao de biologia
molecular como os métodos de Polymerase
chain reaction permitiu estabelecer o
diagnostico da doenca da arranhadela do
gato em mais 10% dos doentes, resultando
numa melhoria da sensibilidade
(geralmente da ordem dos 80%) sem
prejuizo da especificidade que é de 100%.
Esta amplificacdo de DNA permite ainda
evitar biopsias desnecessarias ja que a

analise é possivel a partir das citologias “™™,

Alguns autores defendem o uso combinado
dos métodos seroldgicos e de amplificacdo
de acidos nucleicos para uma melhor
acuidade diagnostica™

A abordagem terapéutica vai depender
das manifestacdes clinicas e do estado
imunitario do doente. O uso de
antimicrobianos nao esta recomendado
para os casos de doenca localizada, por
norma autolimitada e sem resposta a
antibioterapia (que se admite no presente
caso pela persisténcias das adenomegalias).
A sua utilizagdo recomenda-se para 0s
casos de atingimento atipico, sistémico e
nos imunodeprimidos, onde a resposta aos
antibioticos é de relevo*®s,

Os membros do Género Bartonella sao
extremamente sensiveis a antibioterapia

in vitro, apenas com actividade
bacteriostatica demonstrada, destacando-
-se 0s macrolidos, aminoglicosideos,
B-lactamicos, cotrimoxazol, rifampicina e
ciprofloxacina. A inexisténcia de actividade
bactericida (demonstrada apenas para
aminoglicosideos) e de penetracdo na
membrana celular da bactéria podem
explicar o insucesso dos antibidticos nas
formas ligeiras de infeccéo pela Bartonella
henselae'. A considerar o facto dos
individuos imunocompetentes poderem
sequestrar as bactérias para locais
inacessiveis aos antibidticos e a ineficacia
destes em aliviar as manifestacoes
tecidulares da estimulacao imunoldgica

de longa duragdo™.

Pela possibilidade de supuracao das
adenomegalias ha que ter em conta o papel
da drenagem por agulha percutanea (e ndo
incisao e drenagem pela possibilidade de
originar trajectos fistulosos) com orientacao
da agulha em varias direc¢cdes para
drenagem dos varios microabcessos*®.

Amplamente considerada como uma
doenca pediatrica (com 80% dos casos

a ocorrerem antes dos 18 anos), estudo
recentes sugerem que a doenca podera ser
mais comum nos adultos do que
inicialmente previsto*. Pela grande
variabilidade clinica que a infeccdo por
Bartonella henselae pode apresentar
(nomeadamente mimetizando processos
neoplasicos ou infecciosos sistémicos)

e pela elevada prevaléncia de animais
domésticos (em particular dos gatos),
pretende-se com a apresentacao deste caso
clinico relembrar a doenca da arranhadela
do gato como um diagnostico a considerar
num adulto que se apresenta com
adenomegalias.
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INFORMACAO AOS LEITORES / INFORMATION TO THE READERS

Informacgao da Sociedade
Ibero-Americana de
Infecciologia (SIAI)

O site da SIAI na internet foi recentemente actualizado e pode ser consultado no sequinte
endereco: www.siai.com.pt

O Il Congresso da SIAl vai realizar-se em simultaneo com o XV Congresso da Associacdo
Pan-americana de Infecciologia (API), em Punta del Este, Uruguai, de 7 a 11 de Abril de 2011.

No sentido de desenvolver a SIAl, a sua direccdo decidiu isentar do pagamento de quotas
0s sdcios da Sociedade Portuguesa de Doencas Infecciosas e Microbiologia Clinica que se
desejem inscrever como seus associados, isen¢do valida por um periodo indeterminado.
A ficha de inscricdo podera ser obtida no site da SIAI



4 RPDI
Janeiro > Abril 2010/ Vol. 6 > N2 1

AGENDA / NOTEBOOK

EVENTOS NACIONAIS DA
ESPECIALIDADE >>

/ Jornadas Ibero-Americanas de Infecciologia
17 e 18 de Maio de 2010

Hospital da Prelada, Porto

Organizacao: SIAI

Secretariado: Admédic

Tel.: 218429710

Fax: 218429719

www.admedic.pt

/4.° Encontro Nacional da Clinica de
Ambulatério VIH/Hospitais de Dia

17 e 18 de Junho de 2010

Porto Palacio Hotel, Porto

Organizagéo: Servico de Doencas Infecciosas
do Hospital de S. Jodo e Faculdade de Medicina
do Porto

Secretariado: Acropole

Tel.: 226199680

Fax: 226199689

www.acropole-servicos.pt

/X Congresso Nacional de Doengas
Infecciosas e Microbiologia Clinica
VIl Congresso Nacional sobre SIDA
6a 9 de Outubro de 2010

Hotel Vila Galé, Coimbra

Organizacao conjunta da SPDIMC e da APECS
Contactos da comisséo organizadora:
Servico de Doengas Infecciosas
Hospitais da Universidade de Coimbra
3000-075 Coimbra, Portugal

E-mail: joliveira@huc.min-saude.pt
Secretariado: Agéncia Abreu
www.congdinfecciosasesida2010.com

EVENTOS INTERNACIONAIS DA
ESPECIALIDADE >>

/ Travel Medicine Conference of the Americas
2° Congreso Latinoamericano de Medicina
del Viajero de SLAMVI

May 5-8, 2010

Sheraton Panama Hotel&Convention Center
Ciudad de Panama

www.TMCA.info

/3" Northern European Conference on
Travel Medicine

Date: May 26, 2010 - May 29, 2010

City: Hamburg, Germany

Contact: Frau Heike Esmann

Phone: 0-0-49-0-893-071-011

Fax: 0-0-49-0-893-071-021

E-Mail: heike.esmann@cocs.de

/ XVIIl International AIDS Conference
(AIDS 2010)

Date: July 18, 2010 - July 23, 2010

City: Vienna, Austria

Contact: International AIDS Society HQ
PO Box 20, CH - 1216 Cointrin, GENEVA,
Switzerland

Phone: 41-0-22-7-100-800

Fax: 41-0-22-7-100-899

E-Mail: info@iasociety.org

/The 50" Interscience Conference on
Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(ICAAC)

Date: September 12, 2010 - September 15, 2010
City: Boston, United States

Contact: Secretariat

Phone: 202-942-9261

Fax: 202-942-9340

E-Mail: Conferences@asmusa.org

/ 48" Annual Meeting of the Infectious
Diseases Society of America

Date: October 21, 2010 - October 24, 2010
City: Vancouver, Canada

Contact: IDSA, 1300 Wilson Blvd, Suite 300,
Arlington, VA 22209

Phone: 703-299-0200

Fax: 703-299-0204

E-Mail: info@idsociety.org

/ American Society of Tropical Medicine and
Hygiene (ASTMH) 59th Annual Meeting 2010
Date: November 03, 2010 - November 07, 2010
City: Atlanta, United States

American Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 111 Deer Lake Road, Suite 100
Deerfield, lllinois 60015 USA

Phone: 1-847-480-9592

Fax: 1-847-480-9282

/ XV Congreso Panamericano de Infectologia
Il Congresso da SIAI

7 a 11 de Abril de 2011

Punta del Este, Uruguay

Info@apiuruguay.com

www.apiuruguay.com

21% Annual Meeting of the European Society
of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases

Date: May 07, 2011 - May 10, 2011

City: Milan, Italy

Contact: European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases

Phone: 41-616-867-799

Fax: 41-616-867-798

E-Mail: info@escmid.org

/ 12" Conference of the International
Society of Travel Medicine

May 8 - 12, 2011

Boston, USA

www.istm.org

/ 6™ International AIDS Society (IAS)
Conference on HIV Pathogenesis, Treatment
and Prevention (IAS 2011)

Date: July 17,2011 - July 20, 201

City: Rome

Contact: Conference Secretariat: International
AIDS Society

Phone: 41-0-22-7-100-800

Fax: 41-0-22-7-100-899

E-Mail: info@iasociety.org

/ American Society of Tropical Medicine and
Hygiene (ASTMH) 60* Annual Meeting 2011
Date: December 04, 2011 - December 08, 2011
City: Philadelphia, United States

American Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 111 Deer Lake Road, Suite 100
Deerfield, lllinois 60015 USA

Phone: 1-847-480-9592

Fax: 1-847-480-9282
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mais adiante.
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e com o apelido. Devera ser feita a identificacdo
completa do servico, departamento ou instituicao
onde o trabalho foi realizado. Apenas devem
figurar como autores todos aqueles que tiveram
um envolvimento directo na preparacao e execucao
do trabalho.

3. Patrocinios - Deverdo ser referidas todas

as entidades que patrocinaram o trabalho.

4. Correspondéncia - Referir o nome, endereco,
telefone, fax e e-mail do autor a quem deve ser
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2. Resumo

Os resumos séo redigidos em portugués e inglés,
nao devendo ultrapassar as 200 palavras.

Devem ser organizados segundo os seguintes
itens: Introducdo, Objectivos, Métodos, Resultados
e Conclusées. Ndo devem conter abreviaturas,
referéncias ou notas de rodapé. O resumo deve
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3. Texto
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referéncia a aprovacao da Comissao de Etica da
Instituicdo e aos métodos estatisticos utilizados.
Todos os farmacos devem ser referidos pelo seu
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ordem de aparecimento no texto. As referéncias
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RPDI Revista Portuguesa
de Doencas Infecciosas

Orgao Oficial da Sociedade Portuguesa
de Doencas Infecciosas

e Microbiologia Clinica

Checklist destinada aos Autores

Titulo do manuscrito:

Nome do primeiro Autor:

[] 0 manuscrito ndo foi, nem vai ser, enviado para publicacdo em qualquer outra revista
médica.

[] O Autor que consta no endereco postal serd o responsavel pela realizacdo das
eventuais correcgdes que venham a ser propostas pelos revisores do artigo e aceites
pelos Autores e, também, pela revisao das provas, que deve estar concluida até
5 dias Uteis ap0s a notificacao.

[] O suporte financeiro, assim como as organizagdes envolvidas, foram declarados no
manuscrito.

[] OsAutores declararam, em documento anexo a esta checklist, todos os conflitos de
interesses que possam envolver este manuscrito.

[] Sempre que esteja em causa um projecto de investigagdo, a aprovacio da comissao
de ética foi referida no texto do manuscrito.

[] Autorizagdo por escrito, assinada por todos os Autores, cedendo & Revista Portuguesa
de Doencas Infecciosas a propriedade dos artigos (enviar como documento anexo
a esta checklist).

[] Asreferéncias bibliograficas seguem a norma internacional e foi confirmada a sua
correccdo — informacées no site http://www.icmje.org/index.html.

Nota: para informagdes complementares sobre as normas de publicagdo, consulte a pagina correspondente que figura
em cada numero da Revista Portuguesa de Doencas Infecciosas ou o site da SPDIMC- http://www.spdi.org/webspdi/.

Confirmo que todos os pontos desta checklist foram por mim devidamente confirmados
e aceito a responsabilidade pela correcgéo de todas as informacgdes prestadas.

(Assinatura do Primeiro Autor)

pata: [ [ [ [ J/ LTI/ 1]

(Este documento pode ser fotocopiado)




