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Resumo

0 Enterovirus D68 (EV-D68) tem emergido como agente de relevancia em satide puiblica devido a
sua associacao a infecoes respiratdrias graves e complicacoes neuroldgicas, nomeadamente a mielite
flacida aguda (AFM). Este estudo analisou a circulagdo do EV-D68 na ULS S&o Joao entre agosto de 2022
e abril de 2025, através da avaliacao epidemioldgica, clinica e molecular de doentes submetidos a
pesquisa de virus respiratdrios.

Foram processados 8 964 pedidos de pesquisa de Enterovirus, dos quais 8 385 corresponderam a
resultados validos. Destes, 1 599 (19,07%) foram positivos. A maioria dos casos ocorreu em idade
pedidtrica, sobretudo em criancas menores de 5 anos, com ligeiro predominio do sexo masculino. O
padrao sazonal observado foi compativel com a circulagao descrita para Enterovirus, concentrando-se
no final do verao e outono. Contudo, picos em periodos atipicos poderao refletir a detecao de Rinovirus
ou surtos de outros Enterovirus.

Foram selecionadas 42 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) para sequenciacao gendmica,
mas nao foi identificada nenhuma linhagem de EV-D68, mesmo em anos com surtos descritos
internacionalmente. As limitagcdes metodoldgicas, incluindo o tipo de amostra e a exclusao de coinfecaes,
podem ter condicionado estes resultados.

Os dados reforcam a necessidade de estratégias laboratoriais mais direcionadas, com inclusao de
amostras respiratdrias, e da sensibilizagao clinica para o EV-D68, visando uma vigilancia mais robusta e

precoce deste agente em Portugal.

Palavras-chave: Enterovirus D68, vigilancia epidemioldgica, infecdes respiratdrias, mielite flacida

aguda
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Abstract

Enterovirus D68 (EV-D68) has emerged as a public health concern due to its association with severe
respiratory infections and neurological complications, particularly acute flaccid myelitis (AFM). This study
analyzed the circulation of EV-D68 at the ULS Sao Joao between August 2022 and April 2025, through
epidemiological, clinical, and molecular evaluation of patients tested for respiratory viruses.

A total of 8,964 enterovirus testing requests were processed, of which 8,385 yielded valid results.
Among these, 1,599 (19.07%) were positive. Most cases occurred in pediatric patients, especially in
children under 5 years, with a slight predominance of males. The observed seasonal distribution was
broadly consistent with that described for enteroviruses, peaking in late summer and autumn. However,
additional peaks at atypical periods may reflect rhinovirus detection or outbreaks of other enteroviruses,

Forty-two cerebrospinal fluid (CSF) samples were selected for genomic sequencing, but no EV-D68
lineages were identified, even in years when international outbreaks were reported. Methodological
limitations, including the sample type and the exclusion of co-infections, may have influenced these
results.

These results highlight the need for more targeted laboratory strategies, particularly the inclusion of
respiratory samples, and for increased clinical awareness of EV-D68 to enable stronger and earlier

surveillance of this putative emerging pathogen in Portugal.

Keywords: Enterovirus D68, epidemiological surveillance, respiratory infections, acute flaccid myelitis
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1. Introducao

Os virus sao, por definicao, agentes infeciosos compostos por sequéncias de material genético ou
acidos nucleicos como o Acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés Deoxyribonucleic Acid) ou Acido
ribonucleico (RNA, do inglés Ribonucleic Acid), envoltos numa capside proteica. Esta capside pode ainda
ser revestida por uma camada lipidica denominada invélucro. *?

Os Enterovirus sao virus RNA capazes de causar doenca em humanos. Afetam principalmente
criancas, devido a imaturidade do seu sistema imunitdrio, causando sobretudo infe¢ées do trato
respiratdrio, superior e inferior, com sintomatologia gripal leve e/ou sintomas gastrointestinais. 3

Algumas espécies de Enterovirus, como o Enterovirus D68 (EV-D68) e Enterovirus A71 (EV-AT1),
podem causar sintomatologia respiratdria grave e outras apresentacdes neuroldgicas como meningite,
mielite, encefalite, paralisia flacida aguda (AFP, do inglés Acute Flaccid Paralysis), podendo conduzir a
morte.>®

Desde 2014, o EV-D68 tem demonstrado um aumento de incidéncia bienal em varios locais do
planeta. Tém também sido reportados, em associacdo, mais casos de mielite fldcida aguda (AFM, do
inglés Acute Flaccid Myelitis).57

Atendéncia crescente deincidéncia e agravidade clinica associada a este virus reforca aimportancia

da caracterizacao destas infecoes.

1.1. Caracterizacao dos Enterovirus Humanos

Os Enterovirus, pertencentes ao género Enterovirus da familia Picornaviridae > sao virus
constituidos por RNA de cadeia simples linear, de polaridade positiva (ssRNA (+), do inglés Positive-
sense single-stranded RNA) envoltos por uma capside icosaédrica e seminvélucro. *°

Até ao surgimento das técnicas de sequenciacao emlarga escala, a classificacao dos Enterovirus até
entao descritos era realizada com base em caracteristicas fenotipicas, nomeadamente diferencas
estruturais das particulas virais, propriedades observadas em cultura celular e nos seus mecanismos de
patogénese em humanos e animais.”® Com base nestes critérios, estes virus eram classificados em 4

categorias principais: Poliovirus, Coxsackievirus A, Coxsackievirus B e Echovirus. "
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0 desenvolvimento e evolucao de técnicas moleculares e a utilizacao da sequenciagao, permitiu a
sua reclassificacao baseada nas propriedades gendmicas. Assim, estes Enterovirus, mantiveram a sua
nomenclatura inicial e foram agrupados com base na analise da sequenciacao da regiao codificante da
VP1em “Enterovirus”, "Poliovirus”, “Coxsackievirus” ou “Echovirus”. Os Enterovirus descobertos apds a
introducao da nova classificacao, apresentam a letra da espécie e um nimero consecutivo. Os Rinovirus,
que também pertencem ao género Enterovirus, sequem o mesmo tipo de nomenclatura. -3

O género Enterovirus é atualmente composto por 15 espécies: 12 espécies de Enterovirus
(classificados de A aL) e 3 espécies de Rinovirus, classificados de A-C. Entre estes, os Enterovirus A-D e
o0s Rinovirus A-C sao reconhecidos como causadores de doenca em humanos.**

Dentro dos Enterovirus A-D, existem 116 tipos de Enterovirus serologicamente diferentes, capazes

de infetar e causar doenca em humanos. ™%

A constituicao de cada espécie de Enterovirus encontra-se descritana Tabela 1.

Tabela 1 — Espécies de Enterovirus e a sua constituicao (adaptado de Simmonds, P. (2020) )

Coxsackievirus A2-A8, A10,A12,A14, A16
Enterovirus A71,A76,A89-92, A114, A119, A120, A121-

Enterovirus A (EV-A)

25 serotipos

A125
Coxsackievirus A9, B1-6
Enterovirus B (EV-B) Echovirus 1-9,11-21,24-27,29-33
63 serotipos Enterovirus B69, B73-75,B77-88,B93,B97,898, B100,

B101,B106, B107, B110-113/114
Coxsackievirus A1, A11, A13,A17, A19-A22, A24

Enterovirus C (EV-C) Poliovirus 1-3
23 serotipos Enterovirus C95, C96, C99, €102, C104, C105, C109, C113,
C116-18

Enterovirus D (EV-D)
Enterovirus D68, D70, D94, D111,D120
5 serotipos

Uma das espécies mais conhecida do género Enterovirus é o poliovirus, um serotipo do grupo EV-C,
reconhecido como o virus responsavel pela poliomielite. Esta doenca foi, durante séculos, causadora de

paralisia e morte em crian¢as em todo o mundo. O desenvolvimento de uma vacina eficaz e a adocao de
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acoes como a Iniciativa global de erradicacao da poliomielite permitiram o controlo do poliovirus a nivel
mundial, permanecendo apenas endémico em dois paises, Afeganistao e Paquistao. "®
Os trés serotipos de poliovirus (poliovirus 1-3) integram o grupo dos EV-C; E comum distinguir estes
serotipos dos outros Enterovirus, denominando os restantes como Enterovirus Nao-Polio (EVNP). 41920
A diminuicao da taxa de infecao por poliovirus consequente destas medidas permitiu que os EVNP
passassem a assumir maior relevancia clinica e epidemioldgica. Entre estes destaca-se o EV-D68, cuja
capacidade de causar infecoes respiratérias graves e quadros neuroldgicos em criancas lhe conferiu

crescente importancia em sadde publica. ™

1.2. Enterovirus D68

O EV-D68, como membro do género Enterovirus da familia Picornaviridae, partilha varias
carateristicas estruturais e moleculares com os restantes virus deste género, tal como o genoma
constituido por ssRNA (+), propriedade que justifica a sua inclusao na Classe IV da Classificacdo de
Baltimore.™'

0 genoma do EV-D68 é composto por 7100-7450 nucledtidos que se apresentam de forma linear,
com polaridade positiva: consiste numa proteina ligada ao genoma (VPg, do inglés viral protein genome-
linked) na extremidade 5', uma regido 5’ nao transcrita com um internal ribosome entry site (IRES), uma
single open reading frame (ORF) que codifica uma poliproteina, seguida por uma regido 3’ nao traduzida
(UTR, do inglés untranslated region) com uma cauda Poli-A. 46

A suarepresentacao esquematica encontra-se presente na Figura 1. 2223

P1 P2 P3

ORF2
L | | | Il |
\Y Vv Vv

5-UTR Capsid proteins Non-structural proteins 3-UTR

Figura 1— Representacdo esquematica do genoma do EV-D68 (adaptado de Jartti M. et al (2024)4)
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Como o genoma do EV-D68 possui a mesma orientacao do RNA mensageiro (mRNA), pode ser
diretamente traduzido nos ribossomas da célula hospedeira, dando origem a uma poliproteina. Esta
poliproteina gerada durante a fase de replicacao é clivada pelas proteases virais em trés proteinas
precursoras: P1, P2 e P3.™23

Quando é clivada, a proteina P1da origem as quatro proteinas estruturais da capside viral, que tem
como objetivo proteger o genoma e mediar a entrada nas células ainfetar, denominadas VP1, VP2 VP3 e
VP4 (VP do inglés Viral Protein). 52°

As proteinas P2 e P3 sao clivadas em sete proteinas nao estruturais, envolvidas no processamento
de outras proteinas e na replicagao do genoma viral, incluindo a RNA polimerase viral.*#">2 Esta RNA
Polimerase RNA-dependente nao tem atividade de proof-reading, favorecendo variacées no genomado
EV-D68 que resultam em mutagdes que se acumulam durante a replicacao viral. 23

A cdpside icosaédrica do EV-D68 é formada por 60 cépias de um protdmero, cada um composto
pelas quatro proteinas virais: as proteinas VP1, VP2 e VP3 estao expostas na superficie da capside,
formando unidades triangulares que, repetidas, originam um icosaedro enquanto a VP4 é uma proteina

com orientacdo interna com o objetivo de estabilizar a estrutura (Figura 2). 49524

Viral protein genome-linked (VPg)

p VP1
;» 4 VP2 | Outer
{ o« layer
~ VP3 Viral protein
(VP1IVP2/IVP3IVP4)
VP4 Inner
) ! layer
‘ AR Viral (+) ssRNA
\

Figura 2 — Representagao da estrutura do EV-D682°

Com base nas distin¢des descritas das sequéncias que codificam a proteina VP1, 0 EV-D68 pode ser
dividido em quatros subespécies: A, B, Ce D.%¢

O EV-D68 é uma espécie particular dentro do género Enterovirus, uma vez que partilha
caracteristicas de Enterovirus e Rinovirus. Antigenicamente e geneticamente, o EV-D68 é semelhante

aos outros Enterovirus, mas as suas estirpes apresentam caracteristicas de sensibilidade a ambientes



acidos e replicacao 6tima a 33°C, tornando-os mais semelhantes aos Rinovirus nestes atributos.”*” No
entanto, esta caracteristica nao é a unica que o EV-D68 partilha com os Rinovirus. As principais
manifestacoes clinicas que provoca, como sintomas respiratdrios e gripais, e 0 modo de transmissao por
via oral, também apoiam esta particularidade. ®

A capacidade do EV-D68 em causar infecdes respiratdrias, que podem variar entre leves e graves e
complicagdes neuroldgicas, como a AFM, atribuiu-lhe uma grande relevancia clinica e epidemioldgica, em

particular devido a sua gravidade. 2°

1.2.1. Replicacao viral

Areplicacao do EV-D68inicia-se, a semelhanc¢a de muitos outros virus, pelaligacao da particula viral
a célula-alvo apds o seu reconhecimento. Por ser um virus sem involucro, esta ligacao é mediada pelas
proteinas da capside.®°2¢ Embora o &cido sidlico e a Intercellular Adhesion Molecule 5 (ICAM-5) tenham
sido apontados como possiveis recetores celulares do EV-D68, estes ainda nao estao totalmente
definidos. 22"

Apds a ligacao do virus aos recetores celulares, a cdpside sofre uma reorganizacao estrutural,
originando uma particula intermediaria de ligacao denominada de “A-particle”. Nesta, a proteina VP4 e a
extremidade N-terminal da VP1, previamente internalizadas, passam a estar externalizadas. Esta
particula é entao internalizada na célula hospedeira por endocitose. 5228 Ja no interior da célula, a capside
viral sofre uma nova reorganizacao estrutural, formando um canal aberto na membrana endossomal que
permite a passagem do RNA viral para o citoplasma da célula hospedeira. %28

A traducaoinicia-se imediatamente apds a entrada do RNA viral no citoplasma da célula hospedeira,
utilizando o IRES, localizado na regiao 5’ UTR do genoma viral e dispensando a presenca de uma 5’ cap
para iniciar este processo. Na extremidade 3', a cauda poli-A viral interage com a proteina celular poly-A
binding protein 1(PABP1) e com o fator de iniciacdo eucariético (elF4G, do inglés eukaryotic translation
initiation factor 4G) previamente associado ao IRES formando uma estrutura circular de mRNA que
mimetiza o mRNA da célula hospedeira. ®°

A traducao do RNA viral requer a participacao de multiplos fatores de iniciacao celulares bem como

outros fatores celulares conhecidos como IRES trans-acting factors (ITAFs), que em conjunto,



promovem a ligacao eficiente do complexo de iniciagcao de traducao a IRES viral, resultando na producao
das proteinas necessadrias areplicacao do EV-D68.%°

A traducao do genoma viral resulta numa unica poliproteina que é clivada por proteases virais
originando quatro proteinas estruturais e sete nao estruturais. Na primeira fase, a clivagem origina uma
separacao entre as proteinas estruturais e nao estruturais. Posteriormente, o segmento das proteinas
estruturais é clivado originando as proteinas VPO, VP1 e VP3, que sao parte integrante da capside viral
imatura. 928

A replicacao viral ocorre em organelos celulares denominados de organelos de replicacao e é
resultante da acao de uma RNA polimerase dependente de RNA. Inicialmente gera-se um RNA de
polaridade negativa, que € utilizado como molde para a sintese de novas cdpias de RNA de polaridade
positiva. Atraducao e a sintese nao podem ocorrer de forma simultanea, uma vez que a polimerase viral
e 0s ribossomas nao sao capazes de percorrer o RNA em direcdes opostas, simultaneamente. 928

A montagem das novas particulas virais € realizada no citoplasma da célula hospedeira. As proteinas
estruturais VPO, VP1 e VP3 formam uma estrutura trimérica que, posteriormente, se rearranja numa
unidade pentamérica. A juncao de doze unidades pentaméricas confere a capside viral a estrutura
icosaédrica. Por fim, ao novo genoma viral, liga-se de forma covalente a VPg na extremidade 5'. 928

Durante o processo de maturacao viral que ocorre em vesiculas, existe uma ultima clivagem da
proteina VPO, originando as proteinas VP2 e VP4, resultando na capside viral matura. 328

Finalizado o processo de replicacao, as particulas virais geradas sao libertadas da célula hospedeira
através de vesiculas extracelulares ou pelainducao de lise celular. 28

O ciclo de replicacao viral do EV-D68 encontra-se esquematizado na Figura 3.
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Figura 3 — Ciclo de replicacao viral do EV-D68 (adaptado de Jartti M. et al (2024) %)
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1.3. Epidemiologia

Os Enterovirus constituem um grupo de virus altamente contagiosos, responsaveis por uma elevada
incidéncia de infecoes em humanos, mundialmente.™®

Embora os Enterovirus possam afetar individuos de todas as idades, as criancas sao as mais
afetadas e as que apresentam maior probabilidade de desenvolver doenca grave, devido a imaturidade
do seu sistema imunitdrio; estima-se que 90% dos casos de infecoes reportados sao em criancas com
menos de 16 anos, com uma média de idades entre os 2 e 0s 5 anos. 57°2% Apesar da infecao por
Enterovirus em adultos ser menos frequente, tém também sido reportadas em individuos sauddveis,
imunodeprimidos e com outras doencas respiratdrias de base, como por exemplo asma. >"® Nao foi
identificada nenhuma incidéncia especifica associada ao sexo.%

Os Enterovirus da espécie B, além de serem o maior grupo de Enterovirus, sao também os mais
prevalentes a nivel mundial." Os Enterovirus da espécie D sao o grupo com menos serotipos
classificados, sendo 0 EV-D68 um dos seus mais conhecidos."

0 EV-D68 foi isolado pela primeira vez em 1962, nos Estados Unidos da América (EUA), a partir de
um exsudado faringeo de uma crianga cominfecao respiratdria das vias aéreas inferiores.2*3° Entre 1970
e 2005, apenas foram reportados 26 casos de infecao por este virus nesta regiao. ° Ja na Europa, foram
reportados os primeiros surtos em 2008 e 2010, em Itdlia e nos Paises Baixos.*'*2 No entanto, o primeiro
grande surto de EV-D68 aconteceu em 2014 e afetou varias zonas a nivel mundial: ndo s6 os EUA, como
o Canadd, a Asia e a Europa, reportaram um niimero elevado de casos de infecao por este virus, 792330
Desde entao, os surtos de EV-D68 tém apresentado aumentos significativos no nimero de individuos
infetados e um padrao bienal, com picos reportados em 2016 e 2018. ®7

As medidas de contencao implementadas durante a pandemia Coronavirus Disease 2019 (COVID-
19), como a utilizacao de mascaras e outros equipamentos de protecao individual e a adocao de restricdes
de circulacao, tiveram impacto na disseminacao de outros virus respiratérios que partilham a mesma
forma de transmissao, como é o caso do EV-D68. ®2* Em 2020, como resultado destas medidas,
verificou-se uma diminuicdo do nidmero de infecdes reportadas por este virus, resultando numa
interrupcao do padrao hienal de detecao de picos epidemiolégicos do EV-D68 que era esperado nesse
ano. 9,23,29,33

As subespécies A e B do EV-D68 sdo as mais prevalentes nos EUA, Europa e Asia, enquanto as
subespécies C e D foram detetadas com menor prevaléncia. 0 EV-D68 D parece estar mais associado a

infecdes respiratdrias em adultos. 8°



Apesar de ser transmitido principalmente por via respiratdria, através de saliva e goticulas expelidas
por tosse ou espirros e contacto com superficies contaminadas, o EV-D68 contrariamente aos outros
Enterovirus, que sao principalmente transmitidos por via fecal-oral, seque o padrao de sazonalidade
tipico deste género, apresentando uma maior prevaléncia no verao e outono, embora possa ocorrer
também durante o inverno. 23

Um estudo realizado entre laboratdrios europeus no ano de 2016 3* revelou que 10% dos testes para
detecdo de Enterovirus eram positivos, dos quais 17% correspondiam a EV-D68. Considerando apenas
amostras respiratdrias, 10% foram positivas para Enterovirus e 39% destas identificadas como EV-D68.

As infecdes respiratdrias sao muitas vezes acompanhadas de coinfecao entre virus: em 2022 foi
reportado que em 24,9% dos casos de infecao por EV-D68 havia coinfecao viral. &

Em Portugal, foram notificados apenas dois casos de EV-D68 entre 2021 e 2023. Este reduzido
numero de casos podera refletir sobretudo limitagoes na vigilancia clinica e laboratorial, mais do que uma
verdadeira auséncia de circulacao viral. A inexisténcia de protocolos laboratoriais implementados na
rotina para a detecao deste virus, aliada a falta de sensibilizacao dos clinicos para a infecao por EV-D68
pode ter resultado num nimero limitado de amostras testadas e, consequentemente, num baixo nimero
de infecOes virais detetadas. Acresce que apenas um laboratdrio nacional de referéncia, o Instituto
Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge (INSA), participou nos relatdrios, sem recurso a técnicas de
Reacdo de Polimerizacdo em cadeia (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) com primers

especificos para 0 EV-D68, 0 que compromete a detecao deste virus. 33

1.4. Manifestacoes Clinicas

A maioria das infecdes causada por Enterovirus é assintomdtica ou com sintomatologia leve. No
entanto, em recém-nascidos, criancas e individuos imunocomprometidos, estas infecoes podem evoluir
para formas clinicas mais graves. 5

As manifestacoes clinicas provocadas pelas infecoes por Enterovirus podem ser associadas a
diferentes espécies: a AFP esta associada a infecao pelos virus Polio, os EV-A71 e CVA-16 sao
reconhecidos por causar doenca do Pé-Mao-Boca (HFMD, do inglés Hand, Foot, Mouth Disease) e o EV-
D68 esta descrito em infecdes respiratdrias graves e AFM em criangas. #>28

A principal via de transmissao da maioria dos Enterovirus € a via fecal-oral, como é exemplo do

poliovirus e do Coxsackievirus. Por serem estaveis e resistentes a pH acidos, tém a capacidade de infetar
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e se replicar no trato gastrointestinal #°%. As gastroenterites por estes causadas, embora menos
frequentes do que as provocadas por outros virus como rotavirus ou norovirus, estao bem
documentadas. '*3>3¢ Na maioria dos casos, a doenca apresenta-se de forma ligeira e autolimitada, com
sintomas como diarreia, dor abdominal, vémitos e febre, e ocorre sobretudo em criancas. 3

No entanto, e contrariamente aos restantes Enterovirus, a principal via de transmissao do EV-D68
é a via oral por contacto com goticulas de individuos infetados, mecanismo semelhante aos Rinovirus,
como ja referido. 272835

A incubacao de EVNP, onde se inclui o EV-D68, pode durar entre 3 a 35 dias, tendo uma duracao
média 7 a 14 dias. Estes virus sao responsaveis por mais de 50% das meningites assépticas pediatricas.
43738

Clinicamente, o EV-D68 esta principalmente associado a doencas respiratdrias agudas,
habitualmente no trato respiratdrio superior, podendo a sua gravidade variar entre leve e moderada.
Contudo, em alguns casos, pode atingir o trato respiratdrio inferior resultando em formas mais graves
como bronquiolite, bronquite ou pneumonia. Em individuos asmaticos, esta condicao pode ser
exacerbada. 232728

Os sintomas mais reportados incluem tosse, rinorreia, congestao nasal, espirros, dispneia, febre e
mal-estar geral. Em casos mais graves esta reportado dificuldade respiratdria, que pode justificar a
decisao de internamento para suplementar com oxigénio e suporte ventilatdrio. 720

Além da sintomatologia respiratdria, este virus esta também associado a vdrias complicacoes
neuroldgicas e a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC), sendo a AFM a mais reportada. Também estao
descritos casos de encefalites, disfuncao dos nervos cranianos e meningo-encefalites causados por EV-
D68.58

Apesar de estar muitas vezes associado a quadros clinicos de sintomatologia leve e moderada, o
interesse cientifico no EV-D68 tem aumentado devido a gravidade das complicacoes observadas em
criancas e pela sua associacao com a AFM. *° Atualmente, ndo existe nenhuma vacina para prevenir a

infecao por EV-D68 nem tratamento especifico, estando este limitado a medidas de suporte. 84°

1.4.1. Mielite flacida aguda

A AFM é uma forma especifica de AFP, descrita como uma fraqueza e/ou paralisia que se

desenvolve de forma rdpida nos membros, em horas ou dias, com baixo ténus muscular e perda de
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reflexos.*' Apesar de poder afetar apenas um ou todos os membros, apresenta-se geralmente de forma
assimétrica e os membros superiores parecem ser 0s mais afetados. %42 Esta patologia tem sido
reportada principalmente em criancas, podendo afetar também adultos. 8

Os sintomas iniciais podemincluir dores e/ourigidez nos membros afetados, ounas costas, pescoco
e cabeca, sequidos pela auséncia ou reducao de reflexos. #* Antes do inicio dos sintomas neuroldgicos,
existe um prddromo viral nao-especifico, com relatos de febre outros e outros sintomas respiratérios,
como tosse e rinorreia, até 2 dias antes. 3444

A AFM distingue-se da AFP pela presenca de alteragcdes na matéria cinzenta da medula espinal
visiveis em ressonancias magnéticas, que nao estao presentes na AFP. 54145

Em casos graves de AFM, pode ser necessario entubar e recorrer a suporte ventilatdrio devido a
paralisia bulbar que afeta os nervos responsaveis pela respiracao, ou paralisia dos musculos do
diafragma, responsaveis por controlar a respiragao. ®

Atualmente, nao existe cura nem tratamento especifico para a AFM. A fisioterapia pode ajudar, no
entanto, a recuperacao muscular é limitada e requer reabilitacao intensiva. *' Meses apds a infecao,
muitos doentes apresentam atrofia muscular nos membros afetados e a maioria das criangas

diagnosticada com AFM apresentava défices motores um ano apdés ainfecao por EV-D68. 464144

1.4.2. Relacao entre o Enterovirus D68 e a Mielite Flacida Aguda

Apesar de também existirem casos reportados de AFM provocada por outros virus polio-like, como
0 EV-AT1, ou virus da familia Herpesviruses,o EV-D68 é considerado o principal agente etioldgico. 8344647

A primeira associacao entre ainfecao por EV-D68 e a AFM surgiu em 2014, no primeiro grande surto,
onde a sintomatologia apresentada pelos doentes infetados variava entre sintomas gripais leves e
infecdes respiratorias graves que necessitavam de apoio de ventilagao mecanica.3%3234 Esta associacao
ganhou forca por evidéncias epidemioldgicas em 2014, 2016 e 2018, nos quais os picos de infecao por
EV-D68 coincidem com os picos de casos de AFM reportados, estando em acordo com o padrao bienal
reportado de infecoes e com o padrao sazonal deste virus.**8

No entanto, esta relacao foi durante muito tempo questionada. Apesar de se identificar EV-D68 em
amostras respiratdrias de doentes com AFM, o facto de nao ser detetado no liquido cefalorraquidiano
(LCR) dos doentes com AFM gerava dividas. Apesar disso, a presenca de anticorpos anti-EV-D68 no

LCR esta reportada. ° Com o tempo foram aumentando as evidéncias de que existe invasao viral direta
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da medula espinal pelo EV-D68, levando a um fenétipo radioldgico especifico. 444° Evidéncias sugerem
que a sua patogénese pode resultar de uma combinacao dessa invasao viral e de danos resultantes da
inflamacao local. 54¢

Apds ainterrupcao de picos de EV-D68 registada devido a pandemia da COVID-19, em 2022 volta a
registar-se um pico de infecdes, com poucos casos de AFM em associacao. 48°°5" Mantendo-se a
periodicidade bienal, em 2024 foi registado um pico de infecées por EV-D68 em Maryland, com um
numero de casos menor que o reportado em 2022. A analise gendmica da estirpe em circulagao permitiu
perceber a sua elevada semelhanca com a estirpe reportada em 2022, particularmente na zona de
codificacao da VP1, propondo-se a possibilidade de existirem anticorpos na populacao que limitaram a
disseminacao do virus.>®

Também as estirpes circulantes nos anos 2014, 2016 e 2018 apresentavam entre si uma elevada
semelhanca genética. *° Estas, quando comparadas com a estirpe circulante em 2024, revelam que a
estirpe mais recente nao continha nenhuma das substituicdes associadas a neuro-viruléncia na regiao
de codificacao da VP1reportadas nos anos anteriores, e que estavam associadas ao desenvolvimento de
AFM. 305

Estas consideragdes revelam a importancia de conhecer melhor a circulacao e evolugao genémica

do EV-D68, de forma a avaliar a sua real patogenicidade. 48°0>"

Para o diagndstico de AFM provocada por EV-D68 é necessdrio que se cumpram varios requisitos:
existéncia de um inicio agudo de fraqueza nos membros, realizacao de Ressonancia Magnética com
resultados de les6es na matéria cinzenta envolvendo pelo menos um segmento da medula espinal e
detecao do EV-D68 numa amostra bioldgica (respiratdria, fecal, sangue ou LCR) utilizando uma Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) com primers especificos para o EV-D68 ou uma
técnica RT-PCR para amplificacao de Enterovirus com posterior sequenciacao para o EV-D68.44

Em casos em que nao existam imagens de Ressonancia Magnética ou que estas apresentem
imagens com achados normais, e pleocitose no LCR, nao é possivel a confirmacao do diagnostico,
devendo estes ser classificados como provavel AFM por EV-D68.2444 A importancia do tempo de colheita
das amostras hioldgicas assume especial importancia neste diagndstico, uma vez que quando a puncao
lombar é realizada muito no inicio da infecao viral, existe quase sempre pleocitose.**

O diagndstico desta patologia nem sempre € fdcil; a auséncia de detecao deste virus no LCR e a
sintomatologia por este provocada pode levar a que seja confundida com outras condi¢des neuroldgicas

como a Sindrome de Guillain-Barré e a Mielite Aguda Transversa, resultando em que casos menos graves
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sejam facilmente despercebidos.?**” O diagnéstico de AFM deve ser considerado em condicoes

neuroldgicas, especialmente quando existe precedéncia de sintomas virais nas quatro semanas

anteriores E/OU nos meses de verao e outono. 4’

1.5. Patogénese

A patogénese do EV-D68 nao é totalmente conhecida. E classificado como um virus que infeta
principalmente o trato respiratdrio superior, mas esta tambhém associado a doencas respiratdrias graves
e condicoes neuroldgicas. Esta especificidade faz com que o estudo sobre os seus recetores celulares, as
formas como invade o organismo e como escapa ao sistema imunitdrio seja essencial para esclarecer os
mecanismos que originam a variabilidade clinica das suas infecdes e contribuir para o avanco do
conhecimento necessdrio a criacao de antivirais e vacinas. 2023

Varios estudos tém sido realizados de forma a entender melhor os recetores celulares que permitem
a entrada do virus na célula: apesar destes recetores celulares ainda nao estarem totalmente definidos

estudos apontam que o dcido sidlico pode ser um recetor celular para a ligacao do EV-D68 nas células.
20,2328

O EV-D68 apresenta mais afinidade pelos acidos sialicos alfa-2,6, predominantemente expressos
no trato respiratorio superior do que pelos dcidos sidlicos alfa-2,3, mais expressos no trato respiratdrio
inferior, sugerindo maior afinidade deste virus para o trato respiratdrio superior. > A temperatura 6tima
de replicacao deste virus é 33°C, estando de acordo com a sua predominancia em infetar as vias aéreas
superiores em vez das inferiores, onde a temperatura é maior.*’

Para explicar a infecao de EV-D68 no trato respiratdrio inferior, varias hipdteses sao propostas: a
utilizacao de recetores adicionais ao dcido sialico pode ser uma das formas de infecao, que embora este
tenha sido apontado por vdrios estudos como um potencial recetor, foi demonstrado que algumas
estirpes de EV-D68 conseguem ligar-se a células desprovidas de acido sidlico.?” Existe também a
possibilidade de propagacao do virus por replicacao viral, uma vez que pode ser detetado em amostras
do trato respiratdrio superior, como exsudados nasofaringeos e em amostras do trato respiratério
inferior, como lavados bronco-alveolares.2328

Também a ICAM-5, expressa em neurdnios e reconhecida como recetor celular para outros
Enterovirus, como os Rinovirus e Coxsackievirus, foi sugerida como recetor para a entrada do EV-D68

nas células. 2° No entanto, dado que as células do trato respiratdrio e da medula espinal nao expressam
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esta molécula, esta hipétese torna-se fisiologicamente improvavel. Assim, conclui-se que estes
recetores podem potenciar a infecao de EV-D68, mas nao sao estritamente necessdrios para a ligagcao
celular.5?

0 decay-accelerating factor (DAF), também conhecido como Cluster of Differentiation 55 (CD55), é
uma proteina expressa namaioria das células epiteliais e endoteliais e um conhecido recetor celular para
0 EV-D70, que tal como o EV-D68 pertence também a espécie D dos Enterovirus. Os efeitos citopaticos
do EV-D68 eram neutralizados por anticorpos monoclonais para o DAF, sugerindo que este pode
também ser um recetor celular.?®

Apesar do mecanismo de disseminacao do EV-D68 ainda estar em investigacao, a sua capacidade
causar infecao fora do trato respiratdrio é sustentada pela detecao de EV-D68 noutro tipo de amostras
que nao respiratdrias, como sangue, amostras de fezes e LCR. 528

Um dos mecanismos propostos é que o EV-D68 pode alcancar a medula espinal por infecao dos
nervos periféricos do trato respiratério, sendo transmitido por transporte retrégrado ao longo dos
axonios ou através da circulagao sanguinea. ® O seu tropismo para células sanguineas circulantes, como
os leucdcitos, tamhém Ihe confere a capacidade de ser transportado para 6rgaos secundarios através de
virémia.?*28 Alguns estudos sugerem que pode atingir a corrente sanguinea através da quebra da barreira
endo-epitelial. 2

Por apresentar sensibilidade a pH acidos, considerava-se que o EV-D68 nao seria capaz de infetar
e se replicar no trato gastrointestinal; No entanto a sua detecao em amostras de fezes, sugere que se
pode replicar no intestino tal como outros Enterovirus, apesar da cavidade nasal ser o local do organismo

onde se replica melhor. 92744

A imunidade inata e a imunidade adaptativa tém um papel importante no controlo e tentativa de
resolucao da infecao por EV-D68.23

A imunidade inata é a primeira resposta do sistema imunitdrio a ser desencadeada. O
reconhecimento de RNA viral por Pattern recognition receptors (PRRs) como os Toll-like receptors
(TLRs) induz a producao de Interferdo tipo | e outras citocinas pré-inflamatdrias, que atuam tentando
inibir a replicacao viral e aumentando os mecanismos de defesa das células vizinhas bem como o
recrutamento de outras células de defesa para o local da infe¢ao.®<°

Naimunidade adaptativa, arespostahumoral envolve a producao de anticorpos neutralizantes pelas
células, que é essencial para combater ainfecao por EV-D68. Estaimunidade é comprovada pela detecao

de anticorpos especificos na populacao, dirigidos principalmente contra a proteina VP1da capside do EV-
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D68. Estes anticorpos atuam impedindo que o virus infete outras células, conseguindo limitar a
disseminacao da infecao. Também as células T citotdxicas sao recrutadas para este processo,
reconhecendo e destruindo as células infetadas. 2°

Apés a infecdo, as células B memdria permanecem no organismo, conferindo uma imunidade
duradoura pela capacidade de produzirem rapidamente anticorpos especificos caso o virus seja
novamente detetado.®® As criancas, por terem sistemas imunitdrios mais imaturos, tém menor
probabilidade de desenvolver anticorpos especificos contra este virus. 2

No entanto, as mutagcoes em virus RNA sao reconhecidas na comunidade cientifica. Nos Enterovirus
em particular, sabe-se que arecombinacao é frequente e pode ocorrer entre diferentes serotipos ou num
tnico serotipo, produzindo alteracdes significativas. 22 No EV-D68, estao reportadas delecoes de
nucledtidos naregiao 5’ UTR e naregiao codificante de VP1 sugestivas de um aumento na sua viruléncia.
29,51

Os baixos niveis de anticorpos na populacao e a sua baixa reatividade cruzada com as estirpes de
EV-D68 em circulagao podem justificar os surtos recentes. 3 No entanto, estudos apontam que existe
reatividade entre os anticorpos formados em contexto de infecao por EV-D68 e o poliovirus, existindo
também evidéncias de neutralizacao deste virus por anticorpos dirigidos especificamente ao poliovirus,
obtidos a partir de doentes saudaveis. °

Apesar de todos os mecanismos de defesa ativados pela infecao por EV-D68, este virus tem
mecanismos de evasao ao sistema imunitdrio do hospedeiro e de favorecer a sua propria replicacao. A
principal e mais conhecida forma de evasao, comum a varios Enterovirus, é a supressao das respostas
do interferao tipo 1.2°

As proteases virais, produzidas durante areplicacao, tém a capacidade de clivar proteinas essenciais
das células hospedeiras envolvidas na inducao de interferao tipo | e na sintese de citocinas pro-
inflamatdrias, a0 mesmo tempo que facilitam a traducao do RNA viral. Um dos seus principais alvos é o
elF4G, cuja clivagem bloqueia a sintese de proteinas celulares, redirecionando os ribossomas para
traduzirem preferencialmente o RNA viral através do mecanismo dependente do IRES. Este processo
promove simultaneamente a replicacao viral, e limita a capacidade da célula em desencadear respostas
virais mediadas por interferao do tipo 1.2 Tambhém a VP3, proteina da cdpside viral, e a polimerase viral
conseguem atuar sobre fatores de sinalizacao antiviral celulares, resultando na supressao de transcricao

de interferao tipo 1. 2°
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O conhecimento sobre a patogénese do EV-D68 é ainda muito escasso e permanecem varias

questoes por esclarecer, tais como é que o EV-D68 é capaz de causar sintomas neuroldgicos, uma vez

que é raramente detetado no LCR. 3

1.6. Diagnéstico Laboratorial

As manifestacdes clinicas da infecao por Enterovirus nao permitem a sua distincao evidente de
outros virus causadores de infecao respiratdria, pelo que o diagndstico laboratorial é crucial para a
identificacao do agente etioldgico. 2

Perante a suspeita de infecao por Enterovirus, varios produtos bioldgicos podem ser utilizados no
diagndstico laboratorial, devendo a sua selecao ser realizada de acordo com a sintomatologia, como
indicado na Tabela 2. ® Para um diagndstico diferencial adequado, os produtos bioldgicos devem ser

recolhidos o mais rapidamente possivel apds o inicio da sintomatologia. ®

Tabela 2 — Recomendacdo das amostras bioldgicas consoante a apresentagao clinica (adaptado de Harvala et al (2018) °)

Meningites LCR Fezes, amostras respiratdrias e sangue
Sépsis neonatal LCR Fezes, amostras respiratdrias e sangue
Paralisia flacida aguda / Mielite
Amostras respiratdrias, Fezes LCR e sangue
flacida aguda
Mao-pé-boca Fluidos das vesiculas Amostras respiratdrias ou Fezes
Infecao respiratdria Amostras respiratdrias Fezes
Miocardite Bidpsia do musculo cardiaco Fezes, amostras respiratdrias e sangue
Conjuntivites Zaragatoa ocular -
Gastroenterites Fezes -

Varios tipos de amostras respiratdrias podem ser utilizadas neste contexto, tais como exsudados
oro- e nasofaringeos, lavados bronco-alveolares e brénquicos, secrecées brénquicas e ainda saliva. ®

A maioria dos Enterovirus replica-se no intestino e podem ser detetados em amostras de fezes. 34

Em infecbes neuroldgicas, recomendacoes recentes sugerem a recolha de varios produtos
bioldgicos como amostras respiratdrias, LCR, fezes e sangue. Em casos de paralisia, como os resultados

de pesquisa molecular em LCR sao frequentemente negativos, o exsudado nasofaringeo é necessario, e
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é fundamental o timing adequado da sua colheita. > A zaragatoa dos fluidos de vesiculas é recomendada
em casos de lesdes nas maos, pés ou hoca. >3

No LCR, a pleocitose com contagem elevada de linfécitos € comum, mas nao é um requisito
obrigatdrio para o diagndstico de infecao por Enterovirus. Em criancas, especialmente com idades
inferiores atrés meses, o LCR estd muitas vezes acelular devido a imaturidade do sistema imunitdrio. ®

No caso especifico do EV-D68, como é um virus que afeta principalmente o trato respiratdrio, € mais
frequente asuadetecao em amostras respiratdrias, como exsudados nasofaringeos, lavados brénquicos
ou bronco-alveolares. 3* A sua sensibilidade a pH acido resulta numa baixa probabilidade de detecao em
amostras de fezes por ter de atravessar o estdmago e intestino, ambientes naturalmente acidos, onde
seria pouco provavel a sua sobrevivéncia. No entanto, ja foi detetado EV-D68 em amostras de fezes, tal
como em amostras de sangue e LCR. 2844

Em casos de suspeita de AFM, é obrigatdria a colheita de amostras respiratdrias para excluir a
suspeita de infecao por EV-D68, uma vez que o resultado da pesquisa molecular é frequentemente

negativo em LCR e fezes. >

A detecao rdpida dos Enterovirus e a sua caracterizacdao é especialmente importante para a
orientacao terapéutica por exclusao etioldgica dos doentes afetados e a adequacdo de eventuais
medidas de suporte. ®> A cultura celular tem utilidade limitada no diagndstico do EV-D68, devido ao seu
crescimento lento e pouco consistente em linhas celulares convencionais, resultando em baixa
sensibilidade. Por este motivo, os métodos moleculares permitiram, em substituicao desta técnica,

aumentar a sensibilidade de detecao deste virus de forma rdpida e fiavel. 51°>4

A metodologia gold-standard para o diagndstico laboratorial do EV-D68 é a detecao molecular por
RT-PCR especifica do EV-D68 ouum genérico de Enterovirus com alvo paraaregiao 5’ UTR sequido pela
genotipagem dos genes que codificam as proteinas da capside VP1ou VP4-VP2.3'

Apesar do diagndstico molecular ser o método gold-standard para a detecao do EV-D68, a maioria
dos painéis comerciais multiplex nao permite distinguir entre Enterovirus e Rinovirus, nem identificar
especificamente o EV-D68. Assim, a melhor opcao para a detecao deste virus é a adocao de

metodologias desenvolvidas e adaptadas a cada laboratdrio, técnicas “in-house” para o EV-D68. #4
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2. Objetivos

Este estudo tem como objetivo caracterizar as infecdes por Enterovirus na Unidade Local de Saude
Sao Joao (ULS Sao Joao) entre agosto de 2022 e abril de 2025.
3. Metodologia

Realizou-se um estudo observacional analitico transversal.

3.1. Etica

O presente estudo foi submetido ao parecer da comissao de ética da ULS Sao Jodo e aprovado.

3.2. Populacao e amostra

Populacao: Registos de resultados de doentes admitidos na ULS Sao Joao, em contexto de urgéncia
ou internamento, com critérios clinicos para pesquisa molecular de Enterovirus, independentemente do
quadro clinico.

Amostra: Registos de resultados de pesquisa molecular de Enterovirus em doentes admitidos na

ULS Sao Joao, em contexto de urgéncia ou internamento, entre agosto de 2022 e abril de 2025.

3.3. Procedimentos

Para a realizacao deste estudo recorreu-se ao sistema informatico Clinidata XXI, para consulta e
recolha dos registos dos resultados de pesquisa molecular de Enterovirus, entre agosto de 2022 e abril
de 2025. Aplicou-se como critério de exclusao a existéncia de pedidos informaticos em duplicado paraa

mesma amostra, considerando-se apenas o registo em que foi introduzido um resultado.
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Para cada amostra foram recolhidas as varidveis sexo, idade, teste laboratorial e amostra hioldgica,
sintomatologia e periodo de detecdo (semana e ano). Estes resultados foram compilados utilizando
Software Microsoft Excel 2021 numa base de dados construida para este efeito, onde se realizou o
tratamento estatistico. Como complemento, utilizou-se o software de andlise estatistica IBM SPSS
Statistics 29.0.1.0 para avaliar as associacdes entre varidveis categdricas, através do teste do Qui-
quadrado de Pearson. Nas analises estatisticas foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

O RNA viral de todas as amostras hioldgicas foi extraido utilizando o kit DSP Virus, nos
equipamentos EZ1 e EZ2 da Qiagen. >> Tendo em conta as particularidades de alguns tipos de amostra,
como as secrecoes bronquicas e fezes, procedeu-se a um pré-tratamento. No caso das secrecoes
brénquicas foram fluidificadas com N-acetil-L-cisteina a 2% (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras de fezes
sofreram um pré-tratamento com InhibitEx Buffer, do kit Q/Aamp Fast DNA Stool Mini Kit .

A detecao de Enterovirus foi realizada através de diferentes metodologias laboratoriais tais como o
Painel Respiratdrio 2.1 Plus (RP2.1+, hioMérieux, Franca), o Painel Respiratério Allplex 2 (Seegene, Coreia
do Sul), bem como uma metodologia de RT-PCR “in-house “direcionada para Enterovirus.

Na detecao de Enterovirus por técnica “in house” de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR, do inglés
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction), utilizaram-se sondas TagMan marcadas
com fluoréforos FAM e TAMRA, dirigidas a regiao UTR altamente conservada, especificamente
desenhadas de forma a garantirem a detecao de todos os serotipos e subgrupos de Enterovirus. *5°” Os
primers e as sondas utilizadas apresentavam as seguintes sequéncias:

e Enterovirus Primer Forward

CCT CCG GCCCCT GAATGCGGCTAAT

e Enterovirus Primer Reverse
ATT GTCACCATAAGCAGCCA
e Sondas marcadas com FAM e TAMRA
FAM - AGG AAA CACGGA CACCCAAAGTA-TAMRA

O protocolo iniciou-se com a fase de transcricao reversa a 50°C durante 30 minutos e ativacao da
Tag polimerase a 95°C durante 15 minutos. Sequem-se 55 ciclos de amplificagao, cada um composto por
desnaturacao a 95°C durante 20 sequndos, sequida de annealing/extensdo a 56°C durante 60
segundos, com aquisicao em FAM.

Para a sequenciacao todos os eluatos foram inicialmente analisados de forma individual através de

RT-gPCR dirigida ao gene VP1 do EV-D68, utilizando pares de primers e uma sonda TagMan, conforme
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descrito por Ikuse et al. (2021). *8 As reacdes de RT-gPCR foram realizadas com o kit iTag Universal
Probes One-Step (Bio-Rad Laboratories, EUA), num volume total de 20 pL, num termociclador CFX
Connect Real-Time (Bio-Rad Laboratories, EUA). O protocolo incluiu 45 ciclos de amplificacao, cada um
composto por desnaturacao a 95°C durante 15 segundos, sequida de annealing/extensao a 55°C durante
15 segundos. O produto esperado apresentava aproximadamente 94 pares de hases.

Os eluatos de RNA foram seguidamente submetidos a sequenciacao meta-gendmica, permitindo a
detecao viral ndo dirigida. A amplificacao independente de sequéncia com primer tinico (SISPA, do inglés
Sequence-Independent Single-Primer Amplification,) foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Gage K. Moreno & D. H. O'Connor (2020).® Os produtos amplificados foram preparados para
sequenciacao de nova geracao utilizando a tecnologia Oxford Nanopore, num sistema PromethION 24
equipado com uma flow cell R10.4.1 (Oxford Nanopore, Reino Unido). A preparacao das bibliotecas foi
efetuada com o kit Native Barcoding Kit 96 V14 (SQK-NBD114.96).

0 basecallingdas leituras brutas em formato FASTQ foi realizado em modo de elevada precisao com
o software ont-dorado-for-promethion v7.4.12, aplicando-se um limiar minimo de qualidade (Q-score)
de 10. A remocao inicial de adaptadores e barcodes foi efetuada através do MinKNOW. O controlo de
qualidade preliminar das leituras foi realizado com o NanoPlot v1.43.0. ® Subsequentemente,
adaptadores e barcodes foram novamente removidos com o Porechop v0.2.4. A filtragem das leituras
foi realizada com o NanofFilt v2.8.0, aplicando-se um valor minimo de qualidade média de 8 e um
comprimento minimo de 360 bases em todas as amostras. Por fim, a classificacao taxondmica das
leituras foi realizada com o Kraken2 v2.0.8-beta® utilizando as bases de dados Standard e Viral

disponibilizadas na colecao AWS mantida por Ben Langmead. %

4. Resultados

Os resultados obtidos na pesquisa de Enterovirus na ULS Sao Joao sao apresentados de forma
cronoldgica, correspondendo as amostras analisadas entre agosto de 2022 e abril de 2025, bem como a
caracterizacao das amostras que foram alvo de sequenciacao gendmica. Ao longo deste periodo de
quatro anos, foram incluidas 8964 amostras, das quais 6786 (75,70%) apresentaram resultado
negativo, 1599 (17,84%) foram positivas e 579 (6,46%) nao foram processadas.

Para avaliar a existéncia de associa¢ao entre o resultado da pesquisa de Enterovirus e as varidveis
demograficas (sexo e faixa etdria), foi realizado o teste do Qui-quadrado considerando a totalidade da

amostra. Os resultados obtidos para a varidvel sexo encontram-se representados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Assaciagdo entre sexo e resultado da pesquisa de Enterovirus

Valor 3622 934 4556

Masculino Valor esperado 368718 868,82 4556
% por sexo 79,50% 2050% 100,00%

Valor 3164 665 3829

Feminino Valor esperado 3098,82 730,18 3829
% por sexo 82,63% 17,37% 100,00%

Valor 6786 1599 8385

Total Valor esperado 6786 1599 8385
% por sexo 80,93% 19,07% 100,00%

Qui-quadrado: % *(1)=13,23,p < 0,001

A taxa de positividade foi de 20,50% no sexo masculino versus 17,37% no sexo feminino ( x *=13,23;
p<0,001). Observou-se uma associacao estatisticamente significativa entre positividade e sexo.

Para avaliar a existéncia de associacao entre o resultado da pesquisa de Enterovirus e a varidvel
idade (agrupada em faixas etdrias), foi realizado o teste do Qui-quadrado considerando a totalidade da

amostra. Os resultados obtidos encontram-se representados na Tabela 4.

Tabela 4 — Associacao entre idade (por faixa etdria) e resultado da pesquisa de Enterovirus

Valor 1365 618 1983
<1ano Valor esperado 1604,77 378,23 1983,00
% por faixa etdria 68,84% 31,16% 100,00%
Valor 1396 632 2028
1-5anos Valor esperado 1641,31 386,69 2028,00
Faixa etaria % por faixa etdria 68,83% 3117% 100,00%
em anos Valor 600 132 732
6-10anos Valor esperado 592,44 139,56 732,00
% por faixa etdria 8197% 18,03% 100,00%
Valor 489 82 571
11-18 anos Valor esperado 46213 108,87 571,00
% por faixa etdria 85,64% 14,36% 100,00%
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Tabela 4 (continuacdo) — Associacdo entre faixa etdria e resultado da pesquisa de Enterovirus

Valor 2936 135 3071
>18 anos Valor esperado 2485,35 585,65 3071,00
% por faixa etdria 95,61% 4,39% 100,00%
Valor 6786 1599 8385
Total Valor esperado 6786,00 1599,00 8385,00
% por faixa etdria 80,93% 19,07% 100,00%

Qui-quadrado: x3(4) = 817,34, p < 0,001
A taxa de positividade foi de 31,16% nos <1 ano versus 4,39% nos >18 anos ( x *(4) = 817,34; p <

0,001). Observou-se uma associacao estatisticamente significativa entre positividade e faixa etaria.

As amostras positivas para Enterovirus foram caracterizados em funcao do sexo, idade (agrupada
por faixas etarias), sintomatologia clinica e sazonalidade. Verificaram-se 857 casos (53,60%) no sexo
masculino e 742 casos (46,40%) no sexo feminino. Relativamente a idade, os casos positivos foram
agrupados por faixas etdrias, sendo que 618 (38,65%) ocorreram no grupo <1 ano e 632 (39,52%) no
grupo 1-5 anos. Nos grupos etdrios seguintes, registaram-se 132 casos (8,26%) em criancas dos 6-10
anos, 82 casos (5,13%) nos 11-18 anos e 135 casos (8,44%) nos >18 anos.

A maioria dos casos positivos reportou sintomatologia como febre, tosse e rinorreia. Foram ainda
registados casos de envolvimento do trato respiratdrio inferior, incluindo bronquiolite e pneumonia,
assim como, casos mais raros com sintomatologia meningea.

Relativamente a sazonalidade, os casos positivos de Enterovirus concentraram-se
maioritariamente no final do verao e outono, prolongando-se de forma varidvel até ao inicio do inverno.
Ainda assim, observaram-se alguns picos em periodos atipicos, nomeadamente no inverno e na

primavera.

As amostras classificadas como “ndo processadas” resultaram de vdrios motivos, laboratoriais e
clinicos. A maioria destas situacdes ocorreu devido a detecao de outros virus respiratdrios no rastreio
inicial, em que se assume que este agente identificado seria o responsdvel pelo quadro apresentado,
atendendo ao contexto clinico e sazonal. A auséncia de células no exame citoldgico, com auséncia de
clinica sugestiva de infecao do SNC, indica uma elevada probabilidade de resultado negativo, justificando

0 nao processamento de amostra. Estas decisdes enquadram-se na pratica laboratorial, permitindo
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otimizar recursos e evitar andlises redundantes. Adicionalmente, fatores técnicos como o volume
insuficiente de material bioldgico, ou a incongruéncia entre o pedido laboratorial e o tipo de amostra
disponivel, contribuiram para a nao realizacao de alguns testes. Assim, as amostras nao processadas
refletem tanto decisdes de ordem clinica e epidemioldgica, como limitacoes técnicas inerentes ao

trabalho laboratorial.

4.1. Caracterizacao do ano de 2022

Em 2022, foram solicitadas 914 pesquisas moleculares para identificacao de Enterovirus em
diferentes produtos bioldgicos. Do total de amostras, 724 (79,21%) apresentaram resultado negativo, 171

(18,71%) resultado positivo e 19 amostras (2,08%) nao foram processadas, como representado na Figura

4.

Distribuicdo dos resultados de Pesquisa de Enterovirus

= 19

= 171 ‘

m Negativo (79,21%) = Positivo (18,71%) m N&o processados (2,08%)

Figura 4 — Distribuicao dos resultados dos testes com pesquisa de Enterovirus realizados em 2022: Negativos, Positivos e Nao
processados

Os motivos que justificaram o nao processamento dos exames laboratoriais solicitados encontram-

se descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Motivos para ndo processamento dos testes de Pesquisa de Enterovirus em 2022

Amostra nao apropriada 10 52,63%
Volumeinsuficiente 5 26,32%
Positividade do teste de antigénio SARS-CoV-2 3 15,79%
Sem critérios clinicos e/ou analiticos justificaveis 1 5,26%
Total 19 100,00%
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Os resultados positivos na pesquisa de Enterovirus no ano de 2022 resultaram numa amostra

constituida por 171 doentes, dos quais 100 (58,48%) pertenciam ao sexo masculino e 71(41,52%) ao sexo

feminino. A sua distribuicao, segundo a faixa etdria, encontra-se representada na Figura 5.

Numero de casos
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Casos positivos por faixa etaria e sexo

47.(27,49%)

24 (14,04%) 25(14,62%) 53 13 450)

5(8.77%)  14(8,19%)
11 (6,43%)
— | (2 —— . .
<1ano 1-5anos 6-10 anos 11-18 anos >18 anos

Faixas etarias

HMFeminino M Masculino

Figura 5 — Distribuicao dos doentes com resultado positivo por sexo e faixa etaria em 2022

A maioria dos doentes situava-se nos grupos <1ano (41,52%) e 1-5 anos (28,07%), que em conjunto

representaram 69,59% de todos os casos, confirmando que ainfecao afetou sobretudo criangas <5 anos.

No grupo <1 ano verificou-se um predominio do sexo masculino (27,49% versus 14,04%), enquanto no

grupo 1-5 anos a distribuicao foi mais equilibrada (13,45% masculino versus 14,62% feminino). Nos

grupos etdrios acima dos 11 anos, as diferencas entre sexos foram poucas e sem padrao consistente. As

criancas de 6-10 anos corresponderam a 8,19% dos casos, os adolescentes (11-18 anos) a 5,26% e 0s

adultos (>18 anos) a 16,96%. Estes resultados evidenciam uma expressao predominantemente

pediatrica da infecao, sobretudo em menores de 5 anos, com ligeiro predominio masculino.

Relativamente a idade, foram calculadas as seguintes medidas estatisticas sumarias:

Minimo: 0,03 anos (~12 dias)

Primeiro quartil (Q1; 25%): 0,83 anos (~10 meses)
Mediana (Q2): 2 anos

Terceiro Quartil (Q3; 75%): 7 anos

Maximo: 77 anos

Média: 10,47 anos

Desvio-padrao: 17,87 anos
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A idade dos doentes variou entre 12 dias e 77 anos, com uma mediana de 2 anos e uma média de
10,47 anos. A mediana indica que metade dos doentes tinha até estaidade, confirmando a concentracao
dos casos nas faixas etdrias mais jovens. O Q1 situou-se em 0,83 anos (= 10 meses) e o terceiro quartil
nos 7 anos, evidenciando que 75% dos casos ocorreram em individuos com menos de 7 anos. A presenca
de alguns doentes adultos contribui para 0 aumento do valor médio daidade (10,47 anos), acompanhado
por um desvio-padrao elevado (17,87 anos), refletindo maior dispersdao. Dada a assimetria da
distribuicao, a mediana, em conjunto com os quartis, constitui a medida de tendéncia central mais
representativa. Estes resultados estao de acordo com a distribuicao etaria apresentada, confirmando

uma predominancia de casos em criangas.

Os resultados positivos para a pesquisa de Enterovirus foram obtidos através de diferentes
metodologias laboratoriais de acordo com o tipo de amostra bioldgica. A distribuicao dos casos por tipo

de exame e produto hioldgico encontra-se descrita na Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicao dos resultados positivos por exame laboratorial em 2022

Pesquisa de RNA de Rinovirus/Enterovirus - Painel Respiratdrio 2.1 Plus (RP2.1+) 144 84.21%
Pesquisa de RNA de Adenovirus, Enterovirus, Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus 15 877%
(Secrecdes brénquicas) '
Pesquisa de RNA de Enterovirus (LCR) 9 526%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (Geral) 2 1M7%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (Lavado brénquico) 1 0,58%
Total 17 100,00%

A maioria dos resultados positivos para a pesquisa de Enterovirus (84,21%) resultou da detecao de
Rinovirus/Enterovirus através do Painel Respiratério RP2.1+ Plus. Contudo, esta metodologia nao
permite diferenciar entre infecdes por Rinovirus e Enterovirus, constituindo assim uma limitacao na
interpretacao destes dados. Em 15 casos (8,77%), a positividade foi identificada por exame viroldgico de
secrecoes bronquicas, que permite também a detecao de adenovirus, virus parainfluenza 1-4 e
metapneumovirus. A pesquisa dirigida de RNA de Enterovirus apresenta um nimero mais reduzido de

casos positivos: 9 em LCR (5,26%), 2 em amostras gerais (1,17%) e 1 em lavado bronquico (0,58%).
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Na sintomatologia apresentada pelos doentes com resultado positivo, a febre destacou-se como o
sintoma mais frequente. Foi observada isoladamente em 41 doentes e em associacao com outros
sintomas em 29 casos, totalizando 70 doentes (40,94%). A associacao mais comum foi febre com tosse.
A tosse constituiu 0 sequndo sintoma mais frequente, registada em 19 doentes (11,11%). Sequiram-se o
diagndstico de sindrome de dificuldade respiratdria aguda (SDRA) (7,02%), a presenca de rinorreia
(5,26%), o diagndstico de bronquiolite (4,09%) e presenca de sintomas respiratdrios inespecificos
(4,09%). Em 26,90% dos doentes nao se registou informacao clinica ou esta nao apresentava relevancia
para o diagndstico. Entre os doentes positivos, 13 casos (7,60%) apresentavam imunossupressao

registada como informacao clinica e, em 1 caso (0,59%), foi descrita suspeita de sindrome de Kawasaki.

A distribuicao semanal dos casos positivos em 2022, haseada na data de detecao das amostras,

inicia-se na semana 32 (22 semana de agosto). Esta distribuicao encontra-se representada na Figura 6.

Distribuicao semanal dos resultados positivos de Enterovirus
30
25
20
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Nudmero de casos
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Meses do ano por semanas
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Figura 6 — Distribuicao semanal dos resultados positivos de Enterovirus/Rinovirus em 2022, representados por més e semanas

Os registos iniciam-se em agosto, observando-se poucos casos nesse més e seguindo-se um
crescimento progressivo nos meses subsequentes. O nimero de resultados positivos atingiu 0 maximo

em dezembro, correspondendo ao pico da atividade, com destaque para a 42 semana de dezembro.
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4.2. Caracterizacao do ano de 2023

Em 2023, foram solicitadas 2652 pesquisas moleculares para a identificacao de Enterovirus em
diferentes produtos bioldgicos. Do total de amostras, 2100 (79,19%) apresentaram resultado negativo,

366 (13,80%) resultado positivo e 186 amostras (7,01%) nao foram processadas, como representado na

Figura 7.

Distribuicdo dos resultados de Pesquisa de Enterovirus

= 186

o

m Negativo (79,19%) = Positivo (13,80%) m Nao processado (7,01%)

Figura 7 — Distribuicao dos resultados dos testes com pesquisa de Enterovirus realizados em 2023: Negativos, Positivos e Nao
processados

Os motivos que justificaram o ndao processamento dos exames laboratoriais solicitados encontram-

se descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Motivos para ndo processamento dos testes de Pesquisa de Enterovirus em 2023

Positividade do teste de antigénio de SARS-CoV-2 128 68,82%
Positividade para outros agentes infeciosos 21 11,29%
Volumeinsuficiente M 591%
Positividade do teste de antigénio de Influenza 10 538%
Amostra nao apropriada 9 4.84%
Sem critérios clinicos e/ou analiticos justificaveis para a sua execucao 4 2,15%
Impossibilidade de obter resultados por presenca de substancias inibidoras 2 1,08%
Amostra vertida 1 054%
Total 186 100,00%
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Os resultados positivos na pesquisa de Enterovirus no ano de 2023 resultaram numa amostra

constituida por 366 doentes, dos quais 201 (54,92%) pertenciam ao sexo masculino e 165 (45,08%) ao

sexo feminino. A sua distribuicao, sequndo a faixa etaria, encontra-se representada na Figura 8.
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Figura 8 — Distribuicao dos doentes com resultado positivo por sexo e faixa etdria em 2023

A maioria dos doentes pertencia aos grupos etdrios <1 ano (39,07%) e 1-5 anos (33,61%), que em

conjunto representaram cerca de 72,68% dos casos, confirmando o impacto predominante em criancas.

No grupo <1 ano observou-se uma maior proporcao de doentes do sexo masculino (22,13% versus

16,94%). A partir dos 6 anos, as diferencas entre sexos foram pouco relevantes: as criancas dos 6-10

anos corresponderam a 11,20% dos casos, os adolescentes (11-18 anos) a 5,47% e os adultos (>18 anos)

a 10,66%. No global, os resultados reforcam a expressao essencialmente pediatrica da infecao, com

quase trés quartos dos casos em menores de 5 anos e ligeiro predominio masculino.

Relativamente a idade, foram calculadas as seguintes medidas estatisticas sumarias:

Minimo: 0,01 anos = 5 dias
Q1(25%): 0,42 anos =5 meses
Mediana (Q2): 1ano

Q3 (75%): 5 anos

Maximo: 93 anos

Média: 7,46 anos

Desvio-padrao: 16,40 anos
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Aidade dos doentes variou entre 0,01 anos (~5 dias) e 93 anos, com uma mediana de 1ano euma
média de 7,46 anos. 0 Q1 correspondeu a 0,42 anos (-5 meses) e 0 Q3 a 5 anos, evidenciando que 75%
dos casos ocorreram em idade pedidtrica. A média foi de 7,46 anos, com um desvio-padrao de 16,40
anos, influenciado pela presenca de alguns adultos que contribuiram para a elevacao do valor médio. A
distribuicao etaria revelou forte concentracao em idades pediatricas: pelo menos metade dos doentes
tinha até 1ano de idade. Dada a marcada assimetria da distribuicao, a mediana e os quartis constituem as

medidas de tendéncia central mais representativas.
Os resultados positivos para a pesquisa de Enterovirus foram obtidos através de diferentes

metodologias laboratoriais de acordo com o tipo de amostra bioldgica. A distribuicao dos casos por tipo

de exame e produto hioldgico encontra-se descrita na Tabela 8.

Tabela 8 — Distribuicao dos resultados positivos por exame laboratorial em 2023

Pesquisa de RNA de Rinovirus/Enterovirus - Painel Respiratdrio 2.1 Plus (RP2.1+) 304 83,06%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (LCR) 25 6,83%
Pesquisa de RNA de Adenovirus, Enterovirus, Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus 24 6,56%

(Secrecdes bronquicas)
Pesquisa de RNA de Adenovirus, Enterovirus, Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus 7 1,91%

(Exsudado nasofaringeo)

Pesquisa de RNA de Enterovirus (Geral) 4 1,09%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (Exsudado faringeo) 1 0,27%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (Secre¢ées bronquicas) 1 0,27%
Total 366 100,00%

A maioria dos resultados positivos (83,06%) resultou da detecao de Rinovirus/Enterovirus através
do painel respiratério RP2.1+, tendo em contas as limitacdes ja referidas. Os exames viroldgicos foram
positivos em 24 casos (6,56%) em secrecdes brénquicas e 7 casos (1,91%) em exsudados nasofaringeos.
A pesquisa dirigida de RNA de Enterovirus acrescentou ainda 25 casos no LCR (6,83%), bem como

positividades em amostras gerais (1,09%), exsudado faringeo (0,27%) e secrecdes bronquicas (0,27%).
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Relativamente a sintomatologia apresentada pelos doentes com resultado positivo, a febre
destacou-se como o sintoma mais frequente. Foi observada isoladamente em 214 doentes (23,10%) e
em associacao com outros sintomas em 231 casos (24,90%), totalizando 445 doentes (48,10%). A
associacao mais comum foi febre com tosse. Esta constituiu o segundo sintoma mais frequente,
registada em 164 doentes (17,70%). Sequiram-se o diagndstico de SDRA em 106 doentes (11,40%), a
presenca de rinorreia em 65 (7,00%) e o diagndstico de bronquiolite em 61 (6,60%). Adicionalmente,
foram registados 15 doentes com asma (4,10%) e 64 imunocomprometidos (17,50%). Em 45 doentes
positivos (12,30%) nao se registou informacao clinica, o que constitui umalimitacdo para a caracterizacao

completa da sintomatologia.

A distribuicao semanal dos resultados positivos durante o ano de 2023, encontra-se representada

na Figura 9.
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Figura 9 — Distribuicao semanal dos resultados positivos de Enterovirus/Rinovirus em 2023, representados por més e semanas

A distribuicao semanal por més evidenciou um padrdao sazonal marcado. Verificaram-se casos
positivos desde o inicio do ano, com nimeros ainda baixos em janeiro e fevereiro, e um primeiro pico entre
marco e abril. Seguiu-se uma reducao acentuada durante o verao, atingindo valores minimos em junho e
julho, e mantendo atividade residual em agosto. A partir de setembro ocorreu uma nova subida,

resultando em picos bem definidos nos meses de outubro, novembro e dezembro.
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4.3. Caracterizacao do ano de 2024
Em 2024, foram solicitadas 4440 pesquisas moleculares para identificacao de Enterovirus em
diferentes produtos bioldgicos. Do total de amostras, 3241 (73,00%) apresentaram resultado negativo,

926 (20,85%) resultado positivo e 273 amostras (6,15%) nao foram processadas, como representado na

Figura10.

Distribuicdo dos resultados de Pesquisa de Enterovirus

m 273

\

m Negativo (73,00%) = Positivo (20,85%) m Nao processado (6,15%)

Figura 10 — Distribuicdo dos resultados dos testes com pesquisa de Enterovirus realizados em 2024: Negativos, Positivos e Nao
processados

Os motivos que justificaram o ndao processamento dos exames laboratoriais solicitados encontram-

se descritos na Tabela S.

Tabela 9 — Motivos para nao processamento dos testes de Pesquisa de Enterovirus em 2024

Positividade do teste de antigénio de SARS-CoV-2 121 44.31%
Positividade do teste de antigénio de Influenza 100 36,63%
Positividade para outros agentes infeciosos 34 12,45%
Volumeinsuficiente 9 3,30%
Amostra nao apropriada 4 1,47%
Sem critérios clinicos e/ou analiticos justificaveis para a sua execucao 3 110%

Auséncia de células no exame citolégico - ndo se justifica a pesquisa molecular de agentes

1 037%
infeciosos do SNC
Amostra malidentificada 1 0,37%
Total 273 100,00%
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Os resultados positivos na pesquisa de Enterovirus no ano de 2024 resultaram numa amostra

constituida por 926 doentes, dos quais 538 (58,10%) pertenciam ao sexo masculino e 388 (41,90%) ao

sexo feminino. A sua distribuicao, sequndo a faixa etaria, encontra-se representada na Figura 11.
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Figura 11— Distribuicao dos doentes com resultado positivo por sexo e faixa etdria em 2024

A anadlise da distribuicao por sexo e faixa etaria revelou que a maioria dos casos ocorreu em criancas
com menos de 5 anos, correspondendo a 38,23% no grupo <1 ano e 38,88% no grupo 1-5 anos. Nos
grupos etdrios 26 anos a frequéncia foi bastante inferior: 10,15% nos 6-10 anos, 6,27% nos 11-18 anos e
6,48% nos adultos (18 anos). Globalmente, verificou-se uma predominancia masculina (58,10% versus
41,90% no feminino), mais evidente nas faixas <1ano e 1-5 anos. Nos restantes grupos, a distribuicao foi
mais equilibrada, com discreto predominio masculino nos 6-10 e 11-18 anos, e ligeiro predominio
feminino nos >18 anos.

Relativamente a idade, foram calculadas as seguintes medidas estatisticas sumarias:

e Minimo: 0,01 anos = 5 dias

e Q1(25%): 0,50 anos = 6 meses
e Mediana(Q2):1ano

e Q3(75%): 4 anos

e Madximo: 95 anos

e Média: 6,02 anos

e Desvio-padrao: 14,72 anos
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A idade dos doentes variou entre 5 dias e 95 anos, com uma mediana de 1ano e uma média de 6,02
anos. A mediana indica que metade dos doentes tinha até esta idade, confirmando a concentracao dos
casos nas faixas etdrias mais jovens. O Q1 situou-se nos 6 meses (0,50 anos) e 0 Q3 nos 4 anos,
evidenciando que 75% dos casos ocorreram em individuos com menos de 4 anos, maioritariamente em
idade pedidtrica. A presenca de alguns doentes adultos contribuiu para o aumento do valor médio da
idade (6,02 anos), acompanhado por um desvio-padrao de 14,72 anos, refletindo maior dispersao. Dada
a assimetria da distribuicao, a mediana, em conjunto com os quartis, constitui a medida de tendéncia

central mais representativa.

Os resultados positivos para a pesquisa de Enterovirus foram obtidos através de diferentes
metodologias laboratoriais de acordo com o tipo de amostra bioldgica. A distribuicao dos casos por tipo

de exame e produto hioldgico encontra-se descrita na Tabela 10.

Tabela 10 — Distribuicao dos resultados positivos por exame laboratorial em 2024

Pesquisa de RNA de Rinovirus/Enterovirus - Painel Respiratdrio 2.1 Plus (RP2.1+) 814 87,90%
Pesquisa de RNA de Adenovirus, Enterovirus, Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus 77 8,32%
(Exsudado nasofaringeo)

Pesquisa de RNA de Enterovirus (LCR) 24 2,59%

Pesquisa de RNA de Adenovirus, Enterovirus, Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus 7 0,76%

(Secrecoes bronquicas)

Pesquisa de RNA de Enterovirus (Exsudado faringeo) 3 0,32%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (Geral) 1 01%
Total 926 100,00%

A maioria dos resultados positivos (87,90%) foi obtida através da detecao de Rinovirus/Enterovirus
pelo Painel Respiratério RP2.1+, tendo em conta as limitagdes ja referidas. Os exames viroldgicos
resultaram em 77 casos (8,32%) positivos em exsudados nasofaringeos e 7 casos (0,76%) em secrecoes
brénquicas. A pesquisa dirigida de RNA de Enterovirus acrescentou ainda 24 casos de Enterovirus no

LCR (2,59%), bem como positividade em exsudados faringeos (0,32%) e em amostras gerais (0,11%).

Relativamente a sintomatologia apresentada pelos doentes com resultado positivo, por analise das

informacades clinicas descritas, a febre foi o sintoma mais frequente, registada em 432 casos (46,60%).
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Destes, 214 (23,10%) ocorreram de forma isolada, enquanto 218 (23,50%) surgiram em associacao com
outros sintomas respiratdrios. O segundo sintoma mais descrito foi a tosse, documentada em 163
doentes (17,60%), ocorrendo isoladamente em 35 casos (3,80%) e em associacdo com outras
manifestac6es em 128 casos (13,80%). Sequiram-se o diagndstico de SDRA em 104 doentes (11,20%), a
presenca de rinorreia em 65 (7,00%), o diagndstico de bronquiolite em 61 (6,60%) e o diagndstico de
pneumonia em 27 (2,90%). No conjunto dos doentes avaliados, 87 doentes (9,40%) nao apresentavam
informacao clinica registada ou esta nao apresentava relevancia clinica, o que corresponde a cerca de 1

em cada 10 casos. Entre as condicdes clinicas associadas, identificaram-se 15 doentes asmaticos

(1,60%) e 64 imunocomprometidos (6,90%).

A distribuicao semanal dos resultados positivos durante o ano de 2024, encontra-se representada

na Figura12.
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Figura 12 — Distribuicdo semanal dos resultados positivos de Enterovirus/Rinovirus em 2024, representados por més e semanas

Na andlise da distribuicao semanal dos casos positivos, verificou-se um aumento progressivo a
partir de fevereiro, culminando num pico acentuado entre margo e maio, periodo em que se registaram as
maiores frequéncias semanais. Seguiu-se uma redu¢cao marcada durante os meses de junho a agosto,

atingindo valores minimos em agosto. A partir de setembro, os casos voltaram a aumentar, culminando

num novo pico em outubro e novembro, antes de se observar uma diminuicdo no final de dezembro.
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4.4. Caracterizacao do ano de 2025

Em 2025, foram solicitadas até abril 958 pesquisas moleculares para identificacao de Enterovirus
em diferentes produtos bioldgicos. Do total de amostras, 721 (75,26%) apresentaram um resultado
negativo, 136 (14,20%) um resultado positivo e 101 amostras (10,54%) nao foram processadas, como

representado na Figura 13.

Distribuicdo dos resultados de Pesquisa de Enterovirus

= 101

m Negativo (75,26%) = Positivo (14,20%) m Nao processado (10,54%)

Figura 13 — Distribuicao dos resultados dos testes com pesquisa de Enterovirus realizados em 2025: Negativos, Positivos e Nao
processados

Os motivos que justificaram o nao processamento do pedido realizado encontram-se descritos na
Tabela11.

Tabela 11— Motivos para ndo processamento dos testes de Pesquisa de Enterovirus em 2025

Positividade do teste de antigénio de Influenza 64 63,37%
Positividade para outros agentes infeciosos 27 26,73%
Auséncia de células no exame citoldgico - ndo se justifica a pesquisa molecular de agentes 6 5.94%
infeciosos do SNC

Positividade do teste de antigénio de SARS-CoV-2 2 1,98%
Nao foi possivel obter o resultado da pesquisa devido a presenca de substancias inibidoras : 0.99%
desta amplificacao

Amostra nao apropriada 1 0,99%
Total 101 100,00%
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Os resultados positivos na pesquisa de Enterovirus no ano de 2025 resultaram numa amostra

constituida por 136 doentes, dos quais 95 (69,85%) pertenciam ao sexo masculino e 41(30,15%) ao sexo

feminino. A sua distribuicao, segundo a faixa etdria, encontra-se representada na Figura 14.
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Figura 14 — Distribuicao dos doentes com resultado positivo por sexo e faixa etdria em 2025

A andlise da distribuicao dos casos positivos por sexo e faixa etaria em 2025 evidenciou um claro
predominio no grupo <1 ano, que representou 69,85% do total. Nesta faixa, a frequéncia foi superior no
sexo masculino (48,53%) face ao feminino (21,32%). No grupo 1-5 anos observaram-se 13,24% dos
casos, novamente com predominancia masculina (11,03% versus 2,21% no feminino). Nos grupos etdrios
mais elevados a frequéncia foi bastante reduzida: nos 6-10 anos registaram-se 8 casos masculinos
(5,88%) e 3 casos femininos (2,21%); no grupo 11-18 anos apenas 3 casos no total (0,74% masculinos e
1,47% femininos). Entre os >18 anos contabilizaram-se 9 casos, com distribuicdo equilibrada entre 5
masculinos (3,68%) e 4 femininos (2,94%). De forma global, a distribuicao etaria mostra que a infecao
afetou predominantemente criancas, com uma clara predominancia do sexo masculino na maioria das
faixas etdrias.

Relativamente a idade, foram calculadas as seguintes medidas estatisticas sumarias:

e Minimo: 0,02 anos = 6 dias

e Q1(25%): 0,17 anos = 2 meses

e Mediana(Q2): 0,83 anos =10 meses

e 0Q3(75%): 3 anos

e Maximo: 87 anos
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e Média: 5,04 anos
e Desvio-padrao: 13,33 anos
A idade dos doentes variou entre 6 dias e 87 anos, com uma mediana de 0,83 anos (= 10 meses)
e uma média de 5,04 anos. A mediana confirma que metade dos doentes tinha até esta idade,
evidenciando a concentracao dos casos em criancas muito pequenas. O Q1 situou-se nos 0,17 anos (= 2
meses) e 0 Q3 nos 3 anos, mostrando que 75% dos casos ocorreram emindividuos com menos de 3 anos,
predominantemente em idade pediatrica. A presenca de alguns doentes adultos contribuiu para o
aumento do valor médio da idade (5,04 anos), acompanhado por um desvio-padrao de 13,33 anos,
refletindo maior dispersao. Dada a assimetria da distribuicao, a mediana, em conjunto com os quartis,
constitui a medida de tendéncia central mais representativa. Estes resultados confirmam uma

predominancia clara de casos em criancas nas faixas etarias mais baixas.

Os resultados positivos para a pesquisa de Enterovirus foram obtidos através de diferentes
metodologias laboratoriais de acordo com o tipo de amostra bioldgica. A distribuicao dos casos por tipo

de exame e produto hioldgico encontra-se descrita na Tabela 12.

Tabela 12 — Distribuicao dos resultados positivos por exame laboratorial em 2025

Pesquisa de RNA de Rinovirus/Enterovirus - Painel Respiratdrio 2.1 Plus (RP2.1+) m 81,62%
Pesquisa de RNA de Enterovirus (LCR) n 8,09%
Pesquisa de RNA de Adenovirus, Enterovirus, Parainfluenza 1-4, Metapneumovirus M 8,09%

(Exsudado nasofaringeo)

Pesquisa de RNA de Enterovirus (Geral) 3 2.21%
Total 136 100,00%

A maioria dos resultados positivos (81,62%) foi obtida através da detecao de Rinovirus/Enterovirus
pelo Painel Respiratdrio 2.1 Plus (RP2.1+), com a limitacao ja referida. A pesquisa dirigida de RNA de
Enterovirus no LCR representa 11 casos (8,09%), valor idéntico ao dos exames viroldgicos em exsudado

nasofaringeo. A pesquisa de RNA de Enterovirus (geral) acrescentou ainda 3 casos (2,21%).

Relativamente a sintomatologia apresentada pelos doentes com resultado positivo, por analise das
informacodes clinicas descritas, a febre foi o sintoma mais frequentemente registado, presente em 65

doentes (47,79%). Em 37 casos (27,21%) surgiu de forma isolada, enquanto em 28 casos (20,59%)

36



sienon (5
ocorreu em associagcao com outros sinais clinicos. As combinagdes mais comuns incluiram febre com
rinorreia e tosse em 4 casos (2,94%), febre com infecao respiratéria em 3 casos (2,21%) e febre com
tosse em 3 casos (2,21%). Para além da febre, os sintomas mais frequentemente descritos foram o
diagndstico de SDRA em 23 casos (16,91%), tosse em 21 casos (15,44%) e o diagndstico de bronquiolite
em 10 casos (7,35%). No total, identificaram-se 5 doentes imunocomprometidos (3,68%) e 3 com asma
(2,21%). Em 11 casos (8,09%) nao foi registada qualquer informacao clinica ou esta nao apresentava

relevancia.

A distribuicao semanal dos resultados positivos até abril de 2025, periodo de recolha dos dados,

encontra-se representada na Figura15.
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Figura 15 — Distribuicdo semanal dos resultados positivos de Enterovirus/Rinovirus em 2025, representados por més e semanas
A anadlise da distribuicao semanal dos casos positivos de Enterovirus revelou atividade continua

entre janeiro e marco, com pequenas variacoes semanais. Em abril, verificou-se um aumento mais

acentuado do nimero de casos, atingindo-se o pico de atividade logo na primeira semana do més.
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4.5. Caracterizacao das amostras processadas

De todas as amostras positivas para Enterovirus foram apenas submetidas a sequenciacao
gendmica 42 amostras de LCR, com o objetivo de determinar se os Enterovirus pertenciam ao serotipo
D68. A distribuicao anual das amostras sequenciadas encontra-se representada na Figura 16. Em 2022

foram incluidos apenas amostras do periodo de agosto a dezembro e, em 2025, de janeiro a abril.
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Figura 16 — Distribuicao anual das amostras sequenciadas

Relativamente ao sexo, processaram-se 24 amostras de doentes masculinos (57,14%) e 18
amostras de doentes femininos (42,86%), correspondendo a uma distribuicao relativamente equilibrada.
Quanto aidade, verificou-se que a maioria das amostras sequenciadas provinha de individuos em idade
pedidtrica. Em 90,48% dos casos analisados as idades eram inferiores a 10 anos, sendo que 45,24% dos

casos situavam-se no grupo dos 1-5 anos, como apresentado na seguinte Figura 17.
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Figura 17 — Distribuicdo das amostras processadas por sexo e faixa etdria
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A varidvel idade apresentava as seguintes medidas estatisticas sumdrias:

e Minimo: 0,02 anos (~6 dias)

e Q1:0,80 anos (~10 meses)

e Mediana(Q2): 4 anos

e (Q3:6anos

e Maximo: 31anos

e Média: 4,94 anos

e Desvio-padrao: 6,39 anos

A varidvel idade apresentou uma média de 4,94 anos e uma mediana de 4 anos, com um desvio-
padrao de 6,39 anos, refletindo alguma dispersao na distribuicao. A idade minima registada foi de 0,016
anos (-6 dias) e a maxima de 31 anos. O Q1 situou-se em 0,80 anos (~10 meses) e 0 Q3 em 6 anos,
indicando que 50% dos doentes tinham idades compreendidas entre 10 meses e 6 anos. Estes resultados
verificam uma concentracao marcada dos casos emidade pedidtrica, ainda que a presenca de individuos

mais velhos tenha contribuido para o aumento da média e da variabilidade observada.

O resultado da sequenciacao destas amostras, dirigida ao serotipo D68 dos Enterovirus, foi

realizado de acordo com o protocolo descrito anteriormente e nao identificou nenhum caso positivo.
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5. Discussao

0 estudo epidemioldgico do EV-D68 tem particular importancia pela sua associacao a infecoes
respiratdrias graves em criancas e pela relacdo, cada vez mais documentada, com complicacoes
neuroldgicas como a AFM.573°0 conhecimento da sua circulacao e impacto clinico é fundamental para
orientar estratégias de vigilancia epidemioldgica e laboratorial, permitindo uma resposta mais eficaz
perante potenciais surtos.>°3

O presente estudo compreendeu um periodo de aproximadamente quatro anos consecutivos, entre
agosto de 2022 e abril de 2025, com o objetivo de conhecer a circulacao do EV-D68 na populacao de
doentes que recorreram a ULS Sao Jodo. Foi realizada uma andlise demografica, clinica e epidemioldgica

dos casos detetados hem como a caracterizacao molecular de um conjunto de amostras selecionadas.

Procedeu-se a avaliacao da associagao entre as varidveis demograficas — sexo e idade (agrupada
por faixas etdrias) — e os resultados da pesquisa de Enterovirus, recorrendo ao teste do Qui-quadrado de
Pearson, considerando um nivel de significancia de o = 0,05.

Conforme apresentado na Tabela 3, na andlise da associacao entre sexo e resultado observou-se
uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001), com uma proporcao ligeiramente superior de
casos positivos no sexo masculino (20,50%) em comparacdo com o sexo feminino (17,37%). Esta
diferenca, embora estatisticamente significativa, resulta em parte da dimensao elevada da amostra, o
que faz com que variagdes pequenas se tornem significativas, podendo nao existir relevancia clinica.

Na Tabela 4, observaram-se diferencas significativas na proporcao de resultados positivos entre as
diferentes faixas etdrias (p < 0,001). Os grupos <1 ano e 1-5 anos apresentaram as proporcdes mais
elevadas de casos positivos (31,16% e 31,17%), concentrando a maioria das infecdes. A partir dos 6 anos
verificou-se umareducao progressiva, com 18,03% de positivos entre os 6-10 anos, 14,36% entre os 11—
18 anos e apenas 4,39% na populacao adulta (>18 anos). Este padrao esta de acordo com o descrito na
literatura, como ja referido, que identifica a populacao pedidtrica, em particular nos primeiros anos de

vida, como a mais suscetivel a infecao por Enterovirus.

Quanto aos resultados positivos, a andlise da distribuicao etaria durante os quatros anos em estudo,
revelou que a maioria dos casos positivos de Enterovirus ocorreu em crian¢as com menos de 16 anos,
sobretudo nos grupos <1ano e 1-5 anos. Este padrao manteve-se consistente ao longo dos quatro anos
de estudo, ainda que com pequenas varia¢ées anuais. Em 2022 e 2023, verificou-se maior expressao

nos grupos etarios mais jovens, com particular destaque para as criancas até aos 5 anos. Em 2024,
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observou-se novamente um predominio das faixas pedidtricas, mas com uma propor¢ao mais
equilibrada entre os diferentes intervalos etarios, incluindo um nimero nao negligencidvel de casos em
adultos.

Relativamente ao sexo, a distribuicao global foi equilibrada, nao se verificando diferencas
expressivas entre individuos do sexo masculino e feminino. Observou-se ainda assim, em todos os anos,
um ligeiro predominio do sexo masculino, o que nao configura um padrao nem apresenta relevancia
clinica.

Estes resultados estao em concordancia com a literatura, que descreve as infecoes por Enterovirus
como mais frequentes em idade pedidtrica, com maior incidéncia em criancas mais jovens devido a
imaturidade do sistema imunitario, mas sem associacao clara ao sexo. A observacao de casos em
adultos confirma igualmente que, embora menos comum, a infecao pode ocorrer em qualquer faixa
etdria. 3'46'® |mporta ainda salientar que, antes da pandemia de COVID-19, a pesquisa sistematica de
virus respiratdrios em adultos era pouco frequente, pelo que a verdadeira prevaléncia destes agentes
nesta faixa etdria antes de 2020 permanece incerta. 5%

A maioria das manifestacdes clinicas esteve associada a infe¢bes respiratdrias,
predominantemente do trato respiratdrio superior, traduzindo-se em febre, tosse e rinorreia. Em alguns
casos foi também descrito envolvimento do trato respiratdrio inferior, como bronquiolite e pneumonia,
situacdes que podem justificar internamento hospitalar e necessidade de suporte terapéutico. Este perfil
é consistente com o descrito na literatura, onde o EV-D68 se encontra associado a infecoes respiratdrias
que podem variar de formas ligeiras a graves. ®2328A literatura refere ainda que doentes asmaticos ou
imunocomprometidos apresentam risco acrescido de formas mais graves de infecdo por EV-D68. Nos
casos avaliados, nao foi possivel explorar em detalhe estas associacdes, embora se tenham identificado
individuos imunocomprometidos e com asma entre a populacao de doentes positivos para
Enterovirus.”# Apesar da associacao com complicacdes neuroldgicas, nomeadamente a AFM, estar
documentada em surtos internacionais, nao foram observados casos compativeis com esta condicao
neste conjunto de dados. 3'*43° No que respeita a fatores de risco, a maior vulnerabilidade foi observada
nas criangas mais jovens, em particular no grupo <5 anos, alinhando-se com o descrito em outros
trabalhos que apontam a imaturidade do sistema imunitario como determinante para a gravidade da
doenca. 493

Nos quatro anos analisados, 0s casos positivos de Enterovirus concentraram-se maioritariamente
no final do verdo e outono, com prolongamento varidvel para o inicio do inverno (aproximadamente

setembro-dezembro). Este padrao foi evidente em 2022 e 2023 e voltou a observar-se em 2024, ano
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em que a proporcao de positivos atingiu o valor mais elevado (20,85%), o que podera refletir uma maior
circulacao de Enterovirus nesse periodo. Em 2025, os dados disponiveis referem-se apenas até abril, nao
sendo por isso possivel avaliar a eventual ocorréncia de um pico outonal. Relacionando esta distribuicao
sazonal com o padrao descrito para EV-D68, caracteristicamente bienal e com maior circulacao nos
meses de final de verao e outono, nao se observam nestes dados agregados de Enterovirus uma
periodicidade clara que permita confirmar esse comportamento. 233

Em alguns momentos da série temporal observaram-se picos de casos positivos em periodos que
nao correspondem a sazonalidade tipica dos Enterovirus, habitualmente concentrada no final do verao e
outono. 2% Uma explicagao provavel é a detecao de Rinovirus, ja que o painel multiplex Respiratdrio 2.1
Plus (RP2.1+) utilizado na rotina laboratorial na ULS Sao Jodo reporta o resultado combinado
“Rinovirus/Enterovirus”, sem distincao entre os agentes. Como a circulacdo dos Rinovirus é mais
prolongada, com picos frequentes no outono e na primavera, parte destes resultados positivos podera
refletir a sua predominancia sazonal.>"* Nestes dados, o prolongamento da atividade até ao inverno de
2023/2024 e a detecao de casos na primavera de 2025 poderao refletir, pelo menos em parte, essa
circulacao alargada dos Rinovirus, cuja sazonalidade é bem descrita na literatura. Deste modo, embora
os resultados revelem um perfil globalmente compativel com a sazonalidade cldssica de Enterovirus, nao
sao totalmente sobreponiveis ao padrao descrito. Apandemia de COVID-19 alterou de forma significativa
a dinamica dos virus respiratdrios, levando a perda do padrao sazonal previamente reconhecido. Nos
anos imediatamente subsequentes, a circulagao destes agentes mostrou-se irregular. 3%

A confirmacao de uma periodicidade bienal especifica para o EV-D68 exigiria uma estratégia de
diagndstico que permita discriminar Enterovirus de Rinovirus e identificar especificamente o EV-D68,
garantindo a identificacao correta do agente etioldgico e minimizando o viés introduzido tanto pelos

painéis combinados como pelas exclusoes baseadas na positividade para outros virus. >3

Para além da anadlise epidemioldgica, demografica e clinica, foi realizada a sequenciacao de um
conjunto de amostras selecionadas, com o objetivo de avaliar a eventual presenca de EV-D68 nos
doentes da ULS Sao Joao durante o periodo em estudo. A sequenciacao permite caracterizar de forma
precisa o material genético viral, fornecendo informacao essencial para a tipagem e identificacao de
estirpes especificas e bem como a identificacao de mutacdes, recombinacdes genéticas e relacoes
evolutivas entre estirpes através da comparacao das sequéncias obtidas com genomas de referéncia.
Fornece desta forma, uma visao global do genoma viral, sendo fundamental para vigilancia

epidemioldgica, estudo da evolucao e compreensao da patogénese do EV-D68. 486566
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Neste estudo, optou-se por caracterizar em pormenor amostras de LCR cujaidentificagao molecular
para Enterovirus foi positiva, dado que, embora o EV-D68 seja sobretudo conhecido pela sua associagao
a quadros respiratdrios, o maior impacto clinico e epidemioldgico resulta das suas manifestacoes
neuroldgicas, em particular a AFM. Contudo, a detecao deste virus em LCR é rara, mesmo em doentes
com sintomatologia neuroldgica compativel.

A analise das amostras selecionadas para sequenciagcao permitiu avaliar a sua distribuicao ao longo
dos quatro anos de estudo, abrangendo diferentes faixas etarias e ambos os sexos. A maioria das
amostras pertencia ao grupo pedidtrico, em particular criancas <5 anos, o que é consistente com o perfil
etdrio dos casos positivos observados na pesquisa transversal de Enterovirus. '®*° Também se verificou
uma distribuicao relativamente homogénea entre sexos e uma maior concentracao de casos nos meses
de outono, tal como descrito para a sazonalidade deste grupo viral.>%®

Todos os resultados obtidos na sequenciacao foram negativos, nao tendo sido possivel identificar
qualquer linhagem de EV-D68, mesmo tendo sido incluidos anos em que foram descritos surtos, como
sao 0s casos de 2022 e 2024. 5066

Esta auséncia de detecao nao deve, contudo, ser interpretada como prova de inexisténcia de casos
de EV-D68 na populacao em estudo, mas sim ser utilizada para compreender as limitagoes atuais da sua
vigilancia em Portugal e para reforcar a necessidade de estratégias laboratoriais mais direcionadas. Tal
como referido em trabalhos prévios, aidentificacao deste virus exige a andlise de amostras respiratdrias,
uma vez que a sua presenca em LCR é rara, mesmo em casos de complicagoes neuroldgicas. 2>4¢ Neste
contexto, a utilizacao de LCR como produto bioldgico nao constitui a amostra laboratorial mais
apropriada para a detecao de EV-D68. No entanto, resultados positivos tém sido descritos em LCR 444°
e, perante a indisponibilidade de proceder a sequenciagcao de amostras respiratdrias neste estudo, foi o
material bioldgico utilizado. Assim, estes resultados reforcam a necessidade de incluir amostras
respiratdrias em futuras estratégias de vigilancia, de modo a garantir maior sensibilidade na detecao e

caracterizacao do EV-D68.23

Os resultados obtidos neste estudo devem ser interpretados considerando um conjunto de
limitacdes metodoldgicas que podem ter condicionado os resultados obtidos.

0 armazenamento das amostras é um processo manual dependente do operador, pelo que nao se
pode excluir a possibilidade de falhas neste processo. O nao armazenamento de amostras com resultado

positivo na pesquisa de Enterovirus, caso ocorra, pode aumentar a probabilidade de que algumas
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amostras potencialmente positivas para EV-D68 nao poderem vir a ser utilizadas para sequenciacao,
constituindo assim uma limitacao relevante do presente estudo.

Uma outra limitagao do presente estudo relaciona-se com a auséncia de pesquisa de Enterovirus em
amostras ja positivas para outros virus respiratérios, podendo ter condicionado a identificacao de
coinfecoes. Quando o rastreio inicialidentificava agentes etioldgicos considerados provaveis de justificar
o quadro clinico, ainvestigacao nao era prosseguida, reduzindo a possibilidade de detetar Enterovirus em
situacoes de coinfecao viral. Esta abordagem resulta na exclusao de um nimero relevante de amostras,
classificadas como “nao processadas por positividade para outros agentes infeciosos”, no periodo em
estudo, correspondem a 510 amostras, o que representa cerca de 5,69% do total analisado. Neste grupo
inclui-se virus como o0 SARS-CoV-2, Influenza e outros agentes etioldgicos.

Contudo, na literatura esta descrita a possibilidade de coinfecao entre EV-D68 e outros virus
respiratdrios, podendo alcancar cerca de um quarto dos casos positivos, muitas vezes em associacao
com virus como Influenza ou Rinovirus. 234 A decisao de nao prossequir com a pesquisa de Enterovirus
em amostras ja positivas para outros virus impossibilita a investigacao subsequente de EV-D68 caso
pudesse ser aplicavel, sugerindo também que a sua circulacao e a de outros Enterovirus pode ser
subestimada quando nao se prossegue a investigacao apds a identificacao de outro agente viral. Este
procedimento pode introduzir um viés metodoldgico. Nos casos analisados, nao foi possivel estabelecer
de forma sistematica a presenca de coinfe¢des, mas a existéncia deste fendmeno deve ser considerada
em estudos futuros, sobretudo pela sua relevancia clinica.

Para além das amostras excluidas por positividade para outros agentes respiratdrios, registaram-
se também situacdes em que nao foi possivel prosseguir com a pesquisa devido a fatores técnicos, entre
0s quais se destacou o volume insuficiente de amostras bioldgicas. As amostras processadas no setor
de biologia molecular sao muitas vezes de colheita dificil e obtidas através de procedimentos invasivos,
como é o caso do LCR, resultando em volumes reduzidos e limitando a quantidade disponivel para
analises complementares. No presente estudo, varias amostras nao puderam ser sequenciadas por
apresentarem quantidade insuficiente, restringindo assim a capacidade de caracterizacao molecular do
EV-D68.

Noutros casos, as amostras foram consideradas nao apropriadas para a analise, uma vez que o
pedido laboratorial nao estava em concordancia com o tipo de material enviado; sempre que possivel,
procedeu-se a adaptacao do pedido a amostra disponivel.

Adicionalmente, a andlise molecular por sequenciacao apresenta-se como um desafio. Apesar de

ser essencial para a caracterizacao molecular, a sequenciacao é um método dispendioso e de dificil
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implementacao na rotina, limitando o nimero de amostras que podem ser processadas em contexto de
investigacao. 4832

Todas estas limitacoes descritas contribuem para uma reducao do numero final de amostras
disponiveis para caracterizacao, resultando numa possivel limitacao a identificacao de potenciais casos
de EV-D68. Desta forma, este estudo reforca a necessidade de otimizar procedimentos laboratoriais,
quer através da uniformizacdo de protocolos de armazenamento e triagem, quer pela incorporacao de

metodologias que permitam a detecao do EV-D68 mesmo em contextos de coinfecao viral.

Ainfecao por EV-D68 permanece um desafio em satde publica, marcada por limitagoes ao nivel do
diagndstico, da terapéutica e da prevencao. 5923

Tal como ja referido, um dos principais entraves ao diagndstico prende-se com o facto de a maioria
dos testes moleculares nao distinguir Enterovirus de Rinovirus, nem permitir a identificacao especifica
do EV-D68.243" Acresce que, apesar de este virus estar associado a manifestacoes neuroldgicas, a sua
detecao em LCR é rara, mesmo em doentes com quadros compativeis, o que limita a sensibilidade
diagndstica quando este tipo de amostra é utilizado.328

A nao existéncia de vacinas ou medicacao especifica para tratar ou prevenir a infecao por EV-D68
tem impacto a nivel clinico, uma vez que resulta num menor interesse em diagnosticar corretamente o
agente etioldgico causador de algumas patologias, ja que o tratamento é geralmente limitado a medidas
de suporte. 162328

No entanto, diversas abordagens experimentais tém vindo a ser exploradas no campo da terapéutica

antiviral dirigida ao EV-D68. A fluoxetina, um antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina, tem evidéncias in vitro contra o EV-D68, e boas tolerancias in vivoem doentes
com AFM. 82" Também o pleconaril, um complexo que atua sobre a capside viral, com atividade reportada
contra alguns Enterovirus e Rinovirus, foi testado nainfecao por EV-D68 com base na sua atuagao sobre
a VPT1; no entanto, nao se obtiveram resultados significativos.>32" Apesar de nao existirem dados que
comprovem a sua utilidade em infe¢cées em humanos, a utilizagcao de imunoglobulinas tem tido efeitos
benéficos em prevenir paralisia em ratos, quando administrada logo que é detetada a infecao por EV-
D68 20,38

Os antivirais que tém vindo a ser desenvolvidos, atuando em proteinas virais e fatores essenciais na
replicacao viral, nao tém tido resultados a nivel neuroldgico. 8 Nos casos de AFM, a paralisia manifesta-

se habitualmente uma semana ou mais apos a infecao por EV-D68, altura em que o virus ja se

45



disseminou e alcancou o SNC. Nestafase, terapias antivirais que atuem na fase de replicacao viral podem
ja nao apresentar eficdcia clinica. ®

Estas questoes refletem aimportancia do desenvolvimento de uma vacina, tornando-se necessario
aprofundar o conhecimento sobre a patogénese deste virus, uma vez que o desenvolvimento de vacinas
eficazes é um processo dependente do conhecimento sobre os mecanismos de infecao do virus, que no
EV-D68 ainda nao estao completamente definidos. 4657

Nestes contextos, em que nao existe terapéutica antiviral especifica nem vacina disponivel para o
EV-D68, a prevencao assume um papel central em saude publica, constituindo a principal medida para
reduzir o risco de disseminagao e impacto clinico da infecao. 81657

No entanto, e apesar do sucesso da implementacao do programa para o controlo da poliomielite, o
programa de vigilancia para infe¢des provocadas no EVNP nao tem sido devidamente implementado. >3
Este grupo, do qual faz parte o EV-D68, é composto por virus com elevadas taxas de mutacoes e
recombinacao gendmica, 0 que aumenta o risco de novas estirpes emergirem no futuro. ** A emergéncia
de alguns EVNP, como o EV-D68 e o0 EV-A71 representa um problema de saude publica devido a sua
capacidade de causarem paralisia semelhante a poliomielite. #° Para além disso, a identificacao
laboratorial dos EVNP pode ser (til de forma a contribuir para a reducao da utilizacao de antibioterapia
em doentes com infe¢des respiratdrias de etiologia viral. *”

Nesta sequéncia, a verdadeira incidéncia da infecao por Enterovirus D68 pode estar subestimada.
86 A AFM e a AFP sao doencas de declaragao obrigatdria em todos os paises europeus que participam no
programa de Erradicacdo da Poliomielite. No entanto, em casos AFM/AFP provocada por EVNP, as
regras variam consoante o pais: nalguns sao de declaracao obrigatdria e requerem testes respiratorios,
implementados apds o surto de EV-D68 em 2014. Noutros, a declaracao destas patologias € voluntdria.
Noutros paises, nao hd regulamentacao especifica sobre a declaragao destas doencas por EVNP.3%3°

Em Portugal, a AFP é uma condicao de notificacao obrigatdria, conforme estipulado pela Direcao-
Geral da Salde, que integra a AFP na lista de doencas transmissiveis de declaracao obrigatdria. Este
mecanismo de vigilancia enquadra-se no Programa Nacional de Erradicacao da Poliomielite. ® No
entanto, nem os EVNP nem os casos de AFM sao explicitamente mencionados na legislagao nacional
como doencas de declaracao obrigatdria. Apesar disso, como a AFM se manifesta como uma forma de
AFP, estes casos devem ser considerados no mesmo enquadramento e, consequentemente, notificados

ao sistema de vigilancia epidemioldgica.
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6. Conclusao

A auséncia de detecao de EV-D68 neste estudo nao deve ser interpretada como prova da sua
inexisténcia, mas antes como reflexo das limitacbes metodoldgicas e da vigilancia laboratorial
atualmente implementada. Este resultado reforca a necessidade de desenvolver protocolos especificos
e sistematicos para a pesquisa deste virus, incluindo em contextos de coinfecao com outros agentes
respiratdrios, de modo a garantir uma caracterizacao epidemioldgica mais robusta.

A implementacao de metodologias mais sensiveis e direcionadas poderd contribuir para uma
identificacao precoce de casos, permitindo compreender melhor a circulacao do EV-D68 em Portugal.
Paralelamente, a sensibilizacdao da comunidade clinica para a sua relevancia assume particular
importancia, sobretudo em situacoes de infecdes respiratorias graves ou de quadros neuroldgicos
compativeis, como a AFM.

O EV-D68deve, assim, ser considerado um virus emergente de crescenteimpacto em saudde publica.
A evolucao recente da sua circulacao e a associacao a manifestacoes neuroldgicas graves, compardveis
as provocadas pelo poliovirus, constituem uma preocupacao relevante. O aumento do nimero de casos
de AFM associados ao EV-D68 descrito a nivel internacional sublinha a necessidade de reforcar a
vigilancia e a investigacao sobre este agente.

Por fim, importa destacar a relevancia da investigacao no campo da imunizacao. Estudos recentes
demonstram que anticorpos neutralizantes contra o poliovirus podem também neutralizar o EV-D68,
levantando a possibilidade de explorar a vacina da poliomielite como base para o desenvolvimento de
estratégias vacinais adaptadas a este virus e a outros Enterovirus com potencial para causar doenca

grave.
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