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_Introdugéo

Afebre Q (do original Query fever) ¢ uma zoonose de distribuicao
mundial, com crescente interesse na Europa. Causada por uma
Gammaproteobacteria - Coxiella burnetii - esta é uma doenca
complexa e polimorfica que pode manifestar-se na forma aguda
autolimitada, com um curso ligeiro a moderado e prognéstico
benigno, como na forma persistente ou cronica, geralmente loca-
lizada e de evolugao grave ou potencialmente fatal (1), A febre Q
tanto ocorre como casos isolados, como no contexto de surtos,
alguns com importantes implicagdes em saude publica, como o
verificado recentemente na Holanda (2007-2009) ().

Em Portugal, os primeiros registos de casos de infe¢do por
C. burnetii surgiram em meados do século XX, tendo a febre Q pas-
sado a integrar a lista das Doencas de Declaragao Obrigatéria (DDO)
desde 1999 (). A febre Q é considerada endémica no continente,
com o maior nimero de casos notificados na regido Centro e Sul (2.
Apesar dos dados oficiais apontarem para uma baixa incidéncia
(0,11 casos por 10° habitantes em 2008 (3)), esta é uma doenga
subnotificada. Num trabalho realizado pelo Centro de Estudos de Ve-
tores e Doencas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac (CEVDI)
do Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge em colabora-
¢ao com a Direcao-Geral da Saude entre 2004-2009, foi possivel
demonstrar que 0 numero de casos com confirmagao laboratorial
ultrapassou em mais do dobro as notificacdes clinicas registadas
no sistema DDO em igual periodo de tempo (4). Acresce ainda, a cir-
cunstancia da infecao poder passar despercebida, quer por ocorrer
de forma assintomatica (que se estima em 50% das situagdes (1)),
quer pela inespecificidade do quadro clinico e auséncia de contex-
to epidemiolégico, como foi comprovado no primeiro isolamento
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de C. burnetii obtido no CEVDI a partir de uma amostra biolégica
de um doente cuja suspeita clinica n4o inclufa febre Q (5,

_Objetivo

A escassa informacgéo disponivel sobre o panorama etiolégico e
padrao epidemioldgico nacional da febre Q, face ao seu crescente
interesse no contexto europeu, levou a submissao de um projeto de
investigacao sobre o tema, que teve inicio em abril de 2011 com o
apoio da Fundagéo para a Ciéncia e a Tecnologia (ref* PTDC/SAU-

SAP/1156266/2009). Constituiram objetivos principais do estudo:
1) analisar os casos de febre Q para melhor caraterizar o contexto
epidemioldgico e clinico da doenga aguda e cronica; 2) caraterizar
a diversidade genética do agente etioldgico como potencial fator
de viruléncia; 3) obter uma cole¢éo de isolados de C. burnetii da
populagdo portuguesa e caraterizar o padrdo de suscetibilidade
aos antibidticos; 4) averiguar potenciais fatores de risco associados
a transmisséo de C. burnetii em Portugal. Neste artigo séo resumi-
dos os principais resultados obtidos até ao momento.

_Material e métodos

Para a determinacao do titulo de anticorpos das classes G, M e A
anti-C. burnetii em fase | e fase Il em amostras de plasma/soro foi
utilizada imunofluorescéncia indireta (6-9). Protocolos de PCR nes-
ted e/ou PCR em tempo real com alvo molecular no elemento de
insercao /S7111 foram usados na detecdo de ADN do agente em
biopsias e necropsias (hepatica, esplénica, pulmonar, renal, 0s-
teoarticular, valvular, uterina, placentaria), bem como em outros
produtos biologicos (sangue, fezes, expetoragdo ou lavado-bronco
alveolar, sémen, leite, exsudados vaginais e cloacais), ixodideos e
amostras de agua (6-14). As amostras recebidas para diagnéstico
direto, que nao foram previamente processadas e que eram via-
veis para isolamento do agente, foram ainda inoculadas em células
macrofagicas de crescimento continuo in vitro - DH82 (ATCC CRL-

10389) recorrendo & técnica de shell vial (19). A genotipagem das
amostras PCR-positivas e dos isolados obtidos foi realizada tanto
por MST (Multilocus sequence typing) como por MLVA (Multiple
Loci VNTR Analysis), respetivamente com a analise de 10 e 6 /oci
(10,13) " A suscetibilidade das estirpes de C. burnetii (grupos ge-
ndmicos) a doxiciclina foi ainda investigada com base na andlise
da concentragédo minima inibitéria, calculada com recurso a PCR
quantitativo em tempo real com alvo no gene sodB.
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_Resultados e discussdo

No ambito deste projeto foram investigados 247 casos de febre Q,
dos quais 232 (93,9%) apresentaram um quadro clinico de infecao
aguda a data do diagnostico e 15 (6,1%) eram doentes cronicos
(tabela 1). Todos os casos foram confirmados pelo CEVDI no
periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2013. Da analise dos
dados dos doentes com informacao clinica disponivel, pode-se
verificar que em Portugal ha coexisténcia das trés manifestagoes
clinicas principais que caraterizam o quadro agudo da febre Q
(febre, hepatite e pneumonia), embora com dominancia da doenca
febril sem foco (44,8%), com envolvimento hepatico (25,3%) ou
pulmonar (17,5%), sendo raro ocorrerem em simultaneo (3,2%)
(tabela 1) (7). A semelhanga do que esta descrito na literatura, a

Tabela 1:

doenga € mais comum no género masculino e em adultos na idade
ativa (). Foi ainda possivel identificar quadros clinicos raros da
infecao aguda em 4 doentes, como s&o exemplo a meningoence-
falite (1 caso) e a pericardite (3 casos) (7). Contudo, o facto mais
interessante deste grupo de doentes portugueses com infecdo
aguda foi 0 envolvimento renal com insuficiéncia aguda transitoria,
por vezes com necessidade de suporte mecanico, registado em
alguns doentes (7:10), Estas séo situagdes que estdo ainda a ser
alvo de investigagao, tendo em vista o isolamento e caraterizagao
das estirpes envolvidas, uma vez que aparentemente contrastam
com o descrito na literatura, em que o envolvimento renal esta
apenas associado as infegdes crénicas por C. burnetii (15),

Carateristicas demogréficas e apresentagao clinica dos casos de febre Q

diagnosticados entre 2004-2013.

Febre Q
Casos de infegdo aguda Casos de infegdo cronica
(n=232) (n=15)
n (%) n (%)
Género masculino 173 (74,6) 12 (80)
Idade (mediana) 44 anos 50 anos
Sem informacéo clinica 78 (33,7) -
Com informagdo clinica 1sae64 | 1s(00)
Febre 69 (44,8) -
 Hepatte  89@sy .
 Pnewmomia (s .
 Hepatiteepneumona 562 .
 Pericardite s .
 Meningoencefalte von .
””” ota w068 -
 Endocardite - 9oy
 Endocardite ehepatite - 2083
 EndocarditeelRC* - 2038
""" Osteomeite - 2033

* IRC - Insuficiéncia renal cronica
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No periodo em estudo, foram identificados doze novos casos cro-
nicos e seguidos trés outros, ja previamente diagnosticados (6-9).
Na grande maioria estes doentes apresentaram um quadro clinico de
endocardite (n=9), menos frequentemente associado a hepatite (n=2)
ou a insuficiéncia renal crénica (IRC) (n=2) (tabela 1) (7:8). Foi ainda
possivel identificar dois casos pediatricos de osteomielite (). O
envolvimento osteoarticular, embora mais frequente em criancas, é
uma das manifestagoes raras de doenca cronica existindo apenas
cerca de duas dezenas de casos descritos a nivel mundial (9. A
dificuldade na identificacdo do foco de infecao e a auséncia de con-
firmagao laboratorial definitiva (i.e. com isolamento ou detecao do
ADN do agente) deixou ainda em aberto a possibilidade de ocorrem
outros quadros clinicos na infecéo crénica por C. burnetii em Portu-
gal, nomeadamente a infegao vascular. Nestas situagoes poderéa ser
particularmente Util o recurso a meios imagiologicos com localizagao
de zonas inflamatérias, como é o caso do PET-Scan (16). O avanco
registado no diagndstico laboratorial da infe¢ao por C. burnetii tem
vindo a contribuir para um melhor conhecimento da patologia com
a identificacdo de novos quadros clinicos (17 18),

No contexto da investigacao ecoepidemiologica foram processadas
e analisadas, por PCR, 3.800 amostras provenientes de 1.545 verte-
brados, 2.051 ixodideos e 86 dguas de furos artesianos usados para
consumo domeéstico. A presenca de ADN de C. burnetii foi confir-
mada na maioria dos grupos estudados, com exce¢do dos animais
de companhia, espécies cinegéticas e amostras de agua (11,12, 14),
A frequéncia mais elevada de infecao por C. burnetii observou-se
nas espécies pecuarias, em particular nos caprinos (tabela 2) (13),
Este foi um grupo que integrou ruminantes domésticos com trans-
tornos reprodutivos e cujas amostras foram estudadas como casos
suspeitos de brucelose e clamidiose, tendo C. burnetii sido identifi-
cada tanto em infegOes de etiologia singular como em coinfecgcoes
com Chlamydophila spp (1%). Os resultados obtidos vém assim
alertar para a importancia veterinaria deste agente, raramente con-
siderado perante um quadro clinico compativel, como o referido.
Fica ainda demonstrado que C. burnetii apresenta também em Por-
tugal um amplo espetro de hospedeiros, incluindo mamiferos, aves
e ixodideos (11:12), Nestes ultimos, a detegdo de ADN do agente
etiologico, sobretudo em exemplares obtidos a parasitar animais
silvestres ou em areas com abundante fauna silvestre (1), reitera
0 papel que tradicionalmente é atribuido aos ixodideos na manuten-
¢4o dos ciclos silvaticos de C. burnetii (1),

2015

- numge

Tabela 2: [ Pesquisa de ADN de C. burnetii.

Amostras N° positivos/total

Espécies pecuarias*

Bovinos 5/39
""" caprvos 78
""" Ovinos 8@
""" sunos

Animais companhia

Gatos 0/173
Cées 0/124
Exdticos 0/41

Animais em cativeiro*

Antilopes 2/12
""" Grafa
""" Rnoceronte o1
""" Zebas o2

Caca

Veados 0/34
""" Javals o5
""" Cogos w5

Animais silvestres

Mamiferos de médio-porte** 7/67
""" Roedores  omes
""" mes s
Ixodideos
Vegetacao 8/150
""" Parasitarcaes 5936
""" Parasitar o Homem  omas
""" Vegetagaofhospedeiros diversos | a4/260
""" Rhipicephalus bursa 0260
Ambientais/Alimentares
Agua de furos 0/86
""" Leite de animals com suspeita clinica 217
""" Lete comercial e
Total 119/3691

* Animais com transtornos reprodutivos  ** Animais mortos por atropelamento
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Figura 1:

2015

» oty 922

2% série

Isolado de C. burnetii em células DH82.

Coloragao de Giménez observada com uma ampliagdo de 100X (A) e com uma ampliagdo de 1000X, objetiva de imersao (B).

No decurso do projeto foram ainda realizados 185 ensaios de
isolamento, utilizando sobretudo amostras de sangue mas também
material valvular e abortivo, 0 que resultou em 14 novos isolados,
que se somaram aos Seis ja existentes no inicio da investigacao
(figura 1). Esta colecd@o, composta por 17 isolados de humanos e
trés de animais, é tanto quanto se sabe, a Unica existente atualmen-
te em Portugal e esta a servir de base ao estudo de suscetibilidade
aos antibidticos que esta a decorrer.

A genotipagem dos isolados obtidos e das amostras PCR-positivas
permitiram a identificagdo de quatro grandes grupos gendmicos:
MST 4 (correspondendo aos gendtipos MLVA U, V, W, X, Y, CN, CO,
CP), MST 20 (MLVA I), MST 8 (MLVA T e CM) e MST 13 (MLVA §)
(10, 13) Estes resultados comprovaram a existéncia de uma hetero-
geneidade genética carateristica de evolugdo natural do agente e
na auséncia de surtos. As variantes identificadas sdo comuns as
encontradas noutros paises europeus da bacia do Mediterraneo, tais
como Espanha e Franca (10 13), Em termos de contexto zoonético,
foi ainda possivel relacionar as variantes identificadas em pequenos
ruminantes ¢ classificadas como MST 8 (MLVA T) e MST 13 (MLVA
9), as identificadas nos casos humanos com evolucéo crénica (10), A
genotipagem de mais amostras contribuira certamente para melhor
esclarecer esta provavel relacéo. Os resultados obtidos séo contudo
concordantes com o que esta descrito na literatura, que atribui aos
ruminantes domésticos um papel de relevo na epidemiologia da
febre Q (1),

_Concluséo

A investigagado realizada neste projeto veio alertar para o facto da
infecao por C. burnetii ser um problema médico e veterinério que
estd longe de ser negligenciavel em Portugal, & semelhanca do
que acontece em outros paises europeus com carateristicas edafo-
climaticas, ecolégicas e pecuarias similares as portuguesas. Este
¢, sem duvida, um tema incontornavel em saude publica tendo a
atualizacdo da informacao ecoepidemioldgica e nosoldgica nacional
contribuido para uma avaliagdo integrada da situagao da febre Q na
Europa. Uma maior sensibilizacao para a ocorréncia de infecdes por
C. burnetii nos animais de produgéo e a sua inclusao no diagnéstico
diferencial da doenca abortiva, sera um passo importante na preven-
¢ao da contaminag@o ambiental e, consequentemente, na reducao
de casos de infe¢éo, tanto na populagdo humana como na animal.
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