
Exmo Editor

Acta Médica 

Assunto: Revisão do artigo “Surto de parotidite em crianças e adolescentes com elevada taxa de vacinação na Região Centro de Portugal, 2012-2013”

Muito agradecemos os comentários e sugestões do revisor ao nosso manuscrito. Submetemos nova versão, tendo em conta essa revisão. As modificações efectuadas seguem em baixo. 

Ficaríamos muito gratos que considerassem esta nova versão para publicação na Acta Médica.
Com melhores cumprimentos,

Eugénio Cordeiro
_____________________________________________________________________________

Resposta aos comentários da revisora:

· Título: 
Revisora: é simples, claro e reflecte o conteúdo do manuscrito

Autores: Mantivemos o título proposto inicialmente, acrescentando apenas os anos a que se refere o surto descrito.
Surto de parotidite em crianças e adolescentes com elevada taxa de vacinação na Região Centro de Portugal, 2012-2013.

Mumps outbreak among highly vaccinated teenagers and children in the Central Region of Portugal, 2012-2013

· Resumo: 
Revisora: apresenta as mesmas secções que o manuscrito e resume-o de forma adequada.  

- Corrigir as frases que se iniciam com valor numérico percentual. 

- Explicitar que foi identificado o genótipo G em 4 casos investigados.

- No penúltimo parágrafo do resumo especificar o vírus a que se refere “...Foi identificado o genótipo G em todos os casos investigados...”

- Na última frase “...à discordância de genótipos.” adicionar...”vacinal e circulante causador de doença”.
- As secções do resumo / abstract deverão ser claramente individualizadas pelos autores. 

- De acordo com a relevância das restantes alterações a inserir nas secções seguintes, poderá ser necessário adicionar outros dados no resumo
Autores: Após revisão das sugestões e alterações sugeridas no manuscrito, o resumo e abstract foram alterado tal como abaixo apresentado (as alterações mais relevantes foram realçadas com itálico). As diferentes secções do resumo forma identificadas. 
Resumo: 

Introdução: A vacina contra o sarampo, parotidite epidémica e rubéola (VASPR) foi introduzida no Programa Nacional de Vacinação (PNV) em 1987, atingindo rapidamente uma cobertura vacinal> 92% para 2 doses, com redução importante da incidência anual da doença. Reportamos um surto de parotidite na Região Centro de Portugal decorrido entre Outubro de 2012 e Março de 2013. 

Métodos: Foram investigados os casos de tumefação de glândulas salivares e sintomas compatíveis com parotidite. Para cada caso foram analisados dados demográficos, clínicos, laboratoriais e vacinais.

Resultados: Ao longo de 6 meses foram notificados 148 casos: 87,8% ocorreram em 3 dos 16 concelhos afetados e 78,4% tinham uma relação epidemiológica conhecida. A idade mediana foi de 14,5 anos (2-62) e 70,3% tinham entre 11 e 20 anos; 61,5% eram do sexo masculino. Na maioria dos casos a doença foi ligeira, com uma duração média de 7 dias (2-20). A febre ocorreu em 80,4% e a glândula parótida apresentou envolvimento unilateral em 55,4%; 7 casos tiveram orquite, um ooforite e um nefrite. Dois doentes foram internados. A transmissão da doença ocorreu predominantemente em ambiente escolar, com taxas de ataque <10%. A maioria dos casos ocorreu em indivíduos vacinados (92%) dos quais, 86,8% com duas doses. Em 17,7% foi identificada uma dose de vacina contendo a estirpe Rubini. Foi identificado o genótipo G do vírus da parotidite em 4 casos.

Discussão e conclusões: Este surto de parotidite, numa população com coberturas vacinais elevadas, poderá dever-se à efetividade parcial da vacina contra a doença, à perda de imunidade ao longo dos anos e/ou ainda à discordância entre os genótipos vacinal e circulante causador de doença. 

Abstract:
Introduction: Mumps vaccine was introduced in the National Immunization Program in Portugal in 1987, rapidly reaching a national coverage >92%, with important reduction in the annual incidence of the disease.

We report a mumps outbreak in the Central Region of Portugal, occurred in the winter 2012-13. 

Methods: Cases of salivary-gland swelling and other symptoms compatible with mumps were investigated. Geodemographics, clinical, laboratory and vaccination data were analyzed. 

Results: Over six months, 148 outbreak-related cases were reported: 87.8% occurred in 3 of the 16 affected counties and 78.4% had a known epidemiological link. Median age was 14.5 years (2-62) and 70.3% were 11-20 years old; 61.5% were male. The mean duration of disease was 7 days (2-20). The disease was generally mild; 80.4% had fever and in 55.4% there was unilateral involvement of the parotid gland. Seven cases had orchitis, one oophoritis and one nephritis. Two cases were hospitalized. School transmission predominated and class attack rates were <10%.  Most of the cases occurred in vaccinated individuals (92%) of whom 86.8% had received 2 doses; 17.7% had received one dose of the vaccine containing the Rubini strain. Mumps virus Genotype G was identified in 4 cases.

Discussion and Conclusions: This mumps outbreak in a highly vaccinated population may be due to the partial effectiveness of the vaccine against the disease, the loss of immunity over the years and the mismatch between the genomes in vaccine and disease.    

· Introdução: 
Revisora: Penso que a introdução tem a dimensão adequada, resume o estado actual do conhecimento / literatura relativamente ao tema e define claramente o objectivo do estudo.
- Inserir no início, uma frase curta e genérica sobre o vírus da parotidite, incluindo os genótipos em circulação. 

- Na antepenúltima frase comentar sobre a eficácia variável da vacina nos diferentes genótipos. 

- Explicitar melhor no parágrafo final, a relevância deste assunto para os leitores e porque devem interessar-se pelo manuscrito.
Autores: Foram efectuadas alterações de acordo com as sugestões da revisora. Segue abaixo a nova versão desta secção do manuscrito (em itálico os comentários acrescentados). 
INTRODUCTION:

Mumps virus belongs to the Paramyxoviridae family. Twelve different circulating genotypes (A to L) are currently recognized (1). 

Mumps is a self-limited acute viral disease, characterized by fever and non-suppurative swelling of the salivary glands, usually the parotid glands. Approximately one third of infections do not cause clinically apparent salivary gland swelling and may even be asymptomatic or subclinical (1). The most serious and frequent complications of this disease include meningoencephalitis, deafness and orchitis (2).


In Portugal, mumps vaccine combined with measles and rubella (MMR) was introduced in the National Immunization Program (NIP) in 1987 and the disease became notifiable in the same year (3). Over time, the recommended vaccination schedule had undergone several changes: in 1987, the vaccine was introduced with one dose at 15 months; in 1990, a second dose was added at 11-13 years, which has been anticipated for 5-6 years in 2000. In 2012, the first dose was anticipated for 12 months of age. 

In 1987 the vaccines available in Portugal included Urabe Am9, Rubini and Jeryl Lynn, and were indistinguishably used in the NIP. In October 1992, the strain Urabe Am9, was suspected to cause post-vaccinal meningitis and therefore suspended (4). Since then, both Rubini and Jeryl-Lynn strains were used and a national coverage >92% was quickly achieved (5). The number of notifications decreased from a maximum of 19.415 cases in 1997 to a minimum of 140 in 2008 (3). The high number of cases notified in 1997 resulted from an outbreak that affected mainly children that had been vaccinated with the Rubini strain (4,6). This outbreak led to modifications in the vaccine used, with the Rubini strain being replaced by Jeryl-Lynn. However children that have received a first dose of the Rubini strain received only one dose of the Jeryl-Lynn strain.
After the introduction of two doses of Jeryl-Lynn strain vaccine in the NIP in 1998, the annual incidence of mumps rapidly fell steadily. In 2010 and 2011 only 28 sporadic cases were notified to the Central Regional Health Administration (unpublished data). 

The genetic distance between genotype A strain of this vaccine and non-A wild strains has been proposed to be a determinant factor in vaccine failure (7). The Jeryl-Lynn vaccine strain is currently used in most countries in the world and is associated with greater efficacy and safety (7,8). However, in recent years, several outbreaks of mumps have been described around the world affecting mainly teenagers and young adults in populations with high vaccination rates (8). 

The mismatch between vaccine and circulating strains and likely vanishing immunity over time, open the discussion about vaccine efficacy and the need for additional boosters. Thus, outbreak investigation including virus genotyping is an important tool to trace the patterns of viral circulation. 

We report an outbreak of mumps in the central region of Portugal that occurred between October 2012 and March 2013.
· Métodos: 
Revisora: Esta secção foi elaborada de forma suficientemente descritiva e completa. O desenho do estudo e a metodologia parecem apropriados, e adequados ao esclarecimento dos objectivos do estudo. A análise estatística é apenas descritiva e parece adequada.

- Comentar o número e a seleção de doentes aos quais foram realizadas colheitas para investigação microbiológica – escolhidos casos graves? de modo aleatório? com dispersão de idades?

- Explicitar claramente o nº de doentes aos quais foram realizadas colheitas para pesquisa de RNA viral (n=7?) e como foi definido esse número (suficiente?). Comentar a importância / objectivo de repetir o estudo do RNA viral na HPA em Londres – para permitir a genotipagem? 

Autores: Tal como sugerido pela revisora, foi feita a caracterização do estudo como “observational descriptive study”. 
Em relação aos doentes selecionados para colheitas para investigação microbiológica, foi dada prioridade aos primeiros casos de doença (que permitiram confirmação laboratorial de parotidite e “lançamento de alerta de surto” pelo Departamento de Saúde Pública), assim como casos mais graves de doença – “Samples were collected from the initial cases and from more severe cases”. 

Quanto à forma como foi feita a investigação laboratorial, a falta de recursos permitiu a confirmação laboratorial apenas de um pequeno número de casos mas julgamos que a existência de ligações epidemiológicas identificadas na maioria dos casos permitiu colmatar em parte esta limitação do nosso estudo. Catorze casos foram confirmados laboratorialmente: 9 casos foram confirmados por resposta imunitária específica (IgG e IgM) e também por PCR em 2 deles; os outros 5 foram confirmados apenas por PCR. As PCR foram realizadas no Instituto Nacional de Saúde (INSA) e no Laboratório da Health Protection Agency (HPA), Londres, a partir de amostras enviadas respetivamente pelo DSP e pelo Hospital Pediátrico de Coimbra (HPC). 

A metodologia do manuscrito foi alterada para (alterações mais importantes em itálico):
METHODS:

(…)
Epidemiological investigation

An observational descriptive study was performed by a team composed by nurses, public health doctors, pediatricians and virologists. We use a standardized questionnaire in order to assess geodemographic and vaccination status, onset of symptoms, clinical manifestations, duration and complications of the disease.  In most cases it was necessary to complement the information using telephone or face-to-face interviews.

The study population included all cases of disease reported by clinicians through the national reporting system of reportable diseases, enhanced by the intervention of the epidemiological investigation team and local health authorities, with active case finding.

Samples were collected from the initial cases and from more severe cases. 

Because the outbreak investigation urgency, we were unable to submit an application for approval by the Ethics Committee; however the investigation was done with the support of the Portuguese Directorate-General of Health (DGS). It was invoked a public health interest for gathering and analyzing data related to this outbreak. The confidentiality of the patients was always maintained. 

Laboratory testing

Laboratory diagnosis was performed by detection of specific mumps antibodies (IgG and IgM) in serum and/or detection of viral RNA by nested RT-PCR in oral fluids, using a methodology published elsewhere (10-11).Detection of viral RNA from oral fluids samples by RT-PCR was carried out at National Institute of Health (INSA) in Lisbon and Health Protection Agency (HPA) in London, UK. 
14 cases were confirmed in the laboratory: 9 cases were confirmed by specific antibody response (IgG and IgM) and also by PCR in 2 patients; the other 5 were confirmed by PCR only.
(…)
· Discussão: 

Revisora: Comentar se a elevada % de vacinados no grupo de infetados, está de acordo com a taxa média reportada de vacinação regional e nacional.
Autores: Em relação às taxas de vacinação, é transversal uma elevada taxa de vacinação em todo o território nacional, principalmente evidente nas crianças mais pequenas. Dados disponíveis no site da WHO (http://apps.who.int/gho/data/node.main.A826) que permitem comparação com as taxas de vacinação de outros países, mostram taxas de vacinação de 98% para a VASPR em 2013. Desde modo, a elevada taxa de vacinação da população do nosso estudo coincide com os valores nacionais. 

“The vaccine coverage in our population was very high, with 92% of the patients having a complete vaccine scheme, with one or two doses of MMR vaccine, according to the age. Similar coverage rates are observed at regional and national level, with a estimated coverage of 98% in 2013 (5).”

Revisora: Na discussão não é comentada a situação nacional, nomeadamente a existência de outros surtos recentes noutras regiões do país, nem são discutidos dados acerca da incidência nacional de parotidite epidémica 2010-2014, o que seria interessante comentar, para contextualizar melhor os achados.

Autores: Relativamente aos casos de parotidite em Portugal, nos últimos anos, após revisão dos dados obtidos da DGS
: de 2010 a 2014 não foram detetados pelo Sistema Nacional de Vigilância das DDO (SNV-DDO), outros surtos de parotidite epidémica. As curvas epidémicas nacionais e da região centro, de 2010 a 2014, mantém-se paralelas incluindo 2012 e 2013, anos de ocorrência do surto. Naquele período não se observaram outros picos na curva epidémica nacional que permitam suspeitar da existência de outros surtos; o grupo etário mais atingido a nível nacional foi o dos 5 aos 14 anos que também foi o mais frequentemente atingido na região centro. O número de casos declarados ao SNV-DDO entre 2010 a 2013 variou de 134 e 159 casos por ano, a nível nacional, e de 14 e 93, na região centro. Nesta região e para o mesmo período, os anos de 2012 e 2013 contribuíram com 76% dos casos declarados (166/217). 

“Between October 2012 and March 2013, 148 cases of mumps were notified in the Central Region of Portugal to the Regional Health Administration. There was no evidence of outbreaks elsewhere in the country in the last 5 years.”

Revisora: Explicitar melhor os dados da literatura referentes à % de eficácia da vacina que utiliza a estirpe Jeryl –Lynn, se disponíveis (fazem-se apenas comentários gerais de eficácia de acordo com genótipo – existem dados quantitativos?). 

Autores: Têm surgido mais recentemente alguns estudos que procuram comprar a eficácia das diferentes vacinas disponíveis, nomeadamente para a vacina Jeryl Lynn, atualmente utilizada na maioria dos países. Estudos demonstram uma eficácia de cerca de 95%, com redução aparente da eficácia em casos de surtos. A existência de uma ou duas doses da vacina parece também ter significado. 
“Trials with the Jeryl Lynn vaccine strain demonstrated an efficacy of ∼95%, but in epidemic conditions, the effectiveness has been as low as 62%; this is still considerably better than the effectiveness of Rubini (which has an effectiveness of close to 0% in epidemic conditions) (25). Indeed, a statistically significant difference has not always been demonstrated, but receiving > 1 dose of vaccine seems to be beneficial in mumps; in fact, receipt of 2 doses may confer up to 5 times the protection of a single dose (25).”

Revisora: Comentar o intervalo temporal entre a última dose (1ª ou 2ª) de vacina que os doentes receberam e as manifestações de doença e explicitar claramente se está de acordo com a literatura sobre eficácia vacinal e perda de níveis de anticorpos específicos com o tempo (em especial para a vacina com estirpe Jeryl –Lynn). 

Autores: Uma das possíveis explicações para a ocorrência de surto apesar da existência de uma elevada taxa de vacinação é a diminuição de anticorpos ao longo do tempo, já comprovada em vários estudos publicados. Apesar da diminuição da imunidade parece no entanto persistir alguma proteção que poderá explicar os casos de doença mais leve em indivíduos previamente vacinados. 

“Outbreaks suggest that antibodies might decline over time and protection may wane. In our study, the average time between onset of symptoms and the last inoculation of patients with 2 doses was 9 years. According to some published data, the effectiveness of 1 dose of vaccine decreases from 96% to 66% in 11- to 12-year-olds after vaccination; and the effectiveness of 2 doses declines from 99% to 86% (p<0.001 for 1 or 2 doses) (29). These data support our results with the highest number of cases in adolescents and young people. Regarding the older recipients of vaccine, they were surprisingly, less affected than teenagers, which might be explained by the closest contact among this young group. As presented here and by others (12,14,15), mumps affects mainly teenagers and young adults in situations of spatial confinement, such as schools and barracks, suggesting that intense exposure in certain situations of closer contact, facilitates the transmission and exceeds the protection induced by the vaccine. However, high rates of coverage with two doses might reduce the severity of disease and transmission from person to person in situations with less intense exposure, even in collective establishments (12, 30).”

Revisora: Foram apenas incluídos no estudo, os casos reportados às autoridades competentes. Tendo em conta a possível subnotificação através da declaração obrigatória da doença, consideram que pode ser um factor de enviesamento dos resultados, ou não significativo, e porquê? Foi realizada uma pesquisa adicional no sistema informático de registo dos doentes em serviço de urgência / consulta de urgência (serviços de saúde da área), relativamente aos diagnósticos de saída, para avaliar as disparidades e taxa de possível subnotificação (ainda que não fosse possível incluir esses casos no estudo)? Se não for possível avaliar este aspeto, deve ser comentado na discussão.

Autores: Este facto poderia ser considerado uma limitação do nosso estudo, contudo julgamos que a criação de uma equipa multidisciplinar na recolha dos dados e investigação epidemiológica, poderá ter contribuído para redução do enviesamento dos nossos dados, Foi feito um levantamento dos casos com diagnóstico de “parotidite” que tinham sido observado na urgência de alguns centros hospitalares, com cruzamento dos dados com os casos notificados para o Departamento de Saúde Pública. As equipas médicas dos centros de saúde locais foram também familiarizadas e participaram ativamente na transmissão de dados. 

“We analyzed only the cases reported to the Regional Health Administration, however, we think that the effort of the multidisciplinary team through additional research cases in hospital information systems and awareness of medical staff in all health centers, might have reduced the risk of unreported cases.”
Revisora: Comentar aspetos a esclarecer em estudos futuros, nomeadamente: acerca da eficácia vacinal em situações de discordância de genótipo; outras estratégias vacinais (os autores já as referem, talvez acrescentar que uma nova vacina deva ser mais imunogénica ou com a adição de outro genótipo além do A).

Autores: “The combined impact of mismatch between strains of the circulating virus and the vaccine and the decrease in vaccine-induced immunity over time suggests the need for further strategies such as additional doses of the current vaccine, new vaccines more immunogenic, with other genotype or both.”

· Referências: 
Revisora: Penso que realizaram uma revisão adequada da literatura nacional e internacional. Os autores apresentam uma proporção adequada de referências recentes. Existem algumas falhas minor da estrutura, a rever com a edição técnica (modo de descrição das páginas dos artigos e inserção do nº de volume e edição).

Autores: Foi realizada revisão das referências bibliográficas do manuscrito. 
· Agradecimentos: 
Revisora: Os autores referem agradecimentos mas não se pronunciam sobre a inexistência de fontes de financiamento e conflitos de interesse (penso que estas declarações devam constar de outros documentos de submissão)?
Autores: Foi referido aquando da submissão do artigo à revista mas foi acrescentado ao manuscrito.
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NOTA:  artigo foi escrito em inglês dos EUA com base nas sugestões da revisora.
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