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_Introdugéo
Os Enterovirus pertencem a familia Picornaviridae e sao virus de
ARN de cadeia simples e linear (1),

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

Estes virus encontram-se divididos em 3 grupos, os virus Polio, 0s
Coxsackievirus (grupos A e B), e os Echovirus. Estao identificados
68 serotipos pertencendo, 3 serotipos aos virus da Poliomielite, 23
aos Coxsackievirus do grupo A, 6 aos Coxsackievirus do grupo B
e 29 aos Echovirus. Os Enterovirus identificados mais recentemen-
te ndo s&o incluidos nesta classificagao, sendo designados como
Enterovirus 38, 68 e 71 (2),

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

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

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

Em Portugal, em 2010, e como complemento ao sistema de vigi-
lancia da PFA (4) j4 existente, foi desenvolvido pelo Laboratério
Nacional de Referéncia da Poliomielite do INSA, em colabora-
¢ao com alguns hospitais, um sistema de vigilancia laboratorial
de Enterovirus, uma vez que 0 numero de casos de PFA notifica-
dos anualmente foi sempre inferior ao preconizado pela OMS (21
caso PFA/100.000), sendo por isso, necessario complementar o
sistema de vigilancia da PFA vigente.

_Objetivo

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

_Material e métodos

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

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

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

Isolamento viral: o isolamento viral foi realizado em tubo por ino-
culagdo de 200 pl de fezes tratadas (extrato de fezes) em células
Hep-2, RD, MRC-5 e L20B. A incubagao processa-se a 37°C com
5% de COZ. O efeito citopatico (CPE) carateristico da multiplica-
¢éo dos Enterovirus foi observado diariamente.
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Identificacéo viral: a identificagdo viral foi efetuada por reagéo de
neutralizagédo. Para o efeito, utilizou-se pools de antissoros prepara-
das no National Institute of Public Health and Environment (RIVM),
em Bilthoven de acordo com os procedimentos da OMS (°). Nos ca-
S0s em que ndo foi possivel por reagdo de neutralizacao efectuar a
identificacé@o dos Enterovirus isolados esta foi realizada por sequén-
ciagcado gendmica.

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

_Resultados

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

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

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

Enterovirus por ano de diagnéstico, 2010-2013.

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

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

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

_Discussao e conclusdes

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

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

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

Ano de diagnéstico

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

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

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

* Enterovirus nao Polio

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

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

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