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_Novos flebovirus isolados em Portugal: importancia e desafios para o diagndstico clinico
New phleboviruses isolated in Portugal: importance and challenges for clinical diagnosis
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_Resumo

Os flebovirus (género Phlebovirus, familia Phenuiviridae) s&do arbovirus
transmitidos por flebdtomos que na Eurasia e Africa se encontram agrupa-
dos em trés serocomplexos - Naples, Salehabad e Sicilian - podendo
ser responsaveis por sindromes febris ou doenca do sistema nervoso cen-
tral, como no caso de infegao pelo virus Toscana (TOSV). Em Portugal o
diagnéstico laboratorial de flebovirus é realizado no Centro de Estudos
de Vetores e Doengas Infecciosas Doutor Francisco Cambournac do Insti-
tuto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) desde 2007.
Dados obtidos em estudos retrospetivos demonstraram que os flebovirus
sd0 agentes patogénicos negligenciados no nosso pais. Estudos entomo-
l6gicos realizados no CEVDI resultaram no isolamento e na sequenciagao
completa de dois novos flebovirus: os virus Arrabida e Alcube. Estes virus
pertencem a complexos diferentes, respetivamente Naples e Salehabad, e
a sua patogenia esta em estudo num projeto de investigagao no CEVDI. O
maior desafio perante uma suspeita clinica de infecdo por flebovirus sera
atingir um grau significativo de percecao por parte da comunidade médica
uma vez que o diagnoéstico laboratorial confirmatério apenas muito rara-
mente é solicitado ao laboratorio de referéncia.

_Abstract

Phleboviruses (genus Phlebovirus, family Phenuiviridae) are arboviru-
ses transmitted by sandflies, which, in the Old World, are grouped in
three serocomplexes - Naples, Salehabad and Sicily. They are respon-
sible for febrile syndromes or, in the case of Toscana virus (TOSV), for
central nervous system disease. In Portugal, the laboratory diagnosis of
phleboviruses is carried out at the Center for Vectors and Infectious Di-
seases Research Doutor Francisco Cambournac of the National Institute
of Health Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) since 2007. Entomological
studies resulted in the isolation and whole genome sequencing of two
new phleboviruses: Arrabida and Alcube viruses. These viruses belong
to different serocomplexes, Naples and Salehabad, respectively and
their pathogenesis is under study in a research project at CEVDI. The
greatest challenge for the diagnosis of phleboviruses in our country will
be to reach a significant degree of perception from the part of the me-
dical community since a confirmatory laboratory diagnosis is not often
requested to the reference laboratory.

_Introdugéo

Os flebovirus sao arbovirus transmitidos por flebétomos que
se encontram organizados, na Eurésia e Africa, em trés espé-
cies ou grupos antigénicos, nomeadamente 0s serocomple-
xos Naples, Salehabad e Sicilian (). Os virus Naples e Sicilian
podem causar a chamada febre dos trés dias ou de pappata-
ci, com sintomatologia associada a dores retro-orbitais e mial-
gias ou um quadro clinico de infe¢o assintomatica (2).

O virus Toscana (TOSV, serocomplexo Naples) é reconhecido
como uma das mais importantes causas de meningite assép-
tica que ocorre preferencialmente nos meses de verdo e nos
paises mediterranicos (3.

Os flebovirus possuem genoma trisegmentado de RNA
(segmentos L [Large], M [Medium] e S [Small]). Estado reco-
nhecidos virus recombinantes dentro deste grupo, uma vez
gue em situacédo de co-infecgao (no reservatério ou hospe-
deiro) os segmentos L e S costumam segregar em conjunto,
podendo o segmento M ter uma origem distinta (4). Este fe-
nomeno causa desafios ao diagnoéstico molecular, uma vez
gue a maioria dos alvos usados localizam-se no segmento S,
mais conservado geneticamente (5.

Clinicamente ndo existe um marcador que distinga o TOSV de
outros arbovirus neurotropicos. De igual forma ndo existem
manifestacdes clinicas especificas da febre por flebdtomos
causadas pelos virus Naples e Sicilian. O diagnostico laborato-
rial baseado em métodos diretos ou indiretos é a Unica forma
de identificar as infe¢des causadas por flebovirus. O diagnosti-
co laboratorial destes agentes patogénicos é realizado, desde
2007, no Centro de Estudos de Vetores e Doencas Infeciosas
Doutor Francisco Cambournac do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA). Atualmente, o diagnéstico
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é realizado por RT-PCR em tempo real para o TOSV, RT-PCR
convencional para o género flebovirus e serologia para 0s
virus TOS, Sicilian, Cyprus (serocomplexo Sicilian) e Naples.
Estudos retrospetivos demonstraram que o virus TOSV e os
flebovirus em geral s&o virus cuja importancia como agentes
patogénicos requerem investigacéo clinica e laboratorial refor-
cada no nosso pais (6-8).

_Objetivo

O trabalho de investigagcdo no CEVDI tem resultado no estudo
de casos de infegdo por TOSV e na identificagdo de novos
flebovirus. O objetivo deste trabalho foi dar a conhecer a exis-
téncia de dois novos flebovirus em Portugal, alertando a co-
munidade cientifica para a sua importéncia clinica e desafios
para a salde publica

_Material e métodos

Em estudos entomoldgicos realizados pelo CEVDI/INSA em
2007 e 2008 no distrito de Setubal procedeu-se a detecéo
de RNA viral de 3875 fleb6tomos organizados em 141 pools,
a qual se seguiram tentativas de isolamento e sequenciacao
do genoma completo usando tecnologias de sequencia¢do
de nova geracao (NGS, na sigla em inglés) como descrito an-
teriormente (9:10),

_Resultados

Detetou-se pela primeira vez em Portugal o flebovirus Massilia,
serocomplexo Naples, e foram isolados dois novos flebovirus:
virus Arrabida e virus Alcube (910),

Com base na analise filogenética das sequéncias do genoma
completo dos trés segmentos obtidos com sequenciacao de
nova geragdo, podemos concluir que o virus Arrabida pertence
ao serocomplexo Naples e esta relacionado com os virus Mas-
silia (1), Granada (12) e Punique (13). A analise genética indica
que o virus Arrabida resultou de eventos de recombinagao ().

Através da andlise filogenética do genoma completo do virus
Alcube (10) foi possivel verificar que faz parte do serocomplexo
Salehabad (14) e que forma uma linhagem monofilética com
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este e ainda os virus Arbia (1%) e Adana (19), partilhando um an-
cestral comum (19), A andlise dos trés segmentos permitiu con-
firmar a auséncia de inconsisténcias nos ramos sugerindo que
néao existem fenémenos de recombinacao entre estes virus.

_Discusséo e conclusdes

No serocomplexo Naples, até ao presente nao existem provas
que os virus Massilia, Granada, Punique ou Arrabida sejam
patogénicos para os seres humanos embora existam estudos
de seroprevaléncia que demonstram que 0s virus Granada e
Punique podem ser infeciosos, em baixa prevaléncia, levando
a casos assintomaticos (17:18).

No serocomplexo Salehabad nao existem também provas de
associacdo dos virus Salehabad e Arbia a doenga humana.
Apesar de altas taxas de seroprevaléncia de virus Adana,
pertencente ao mesmo serocomplexo, terem sido encontra-
das em animais, como cabras, ovelhas e caes, na populagao
humana foram identificadas taxas de seroprevaléncia baixas
0 que sugere que este ndo constituird um problema de salde
publica (16). No entanto, j4 foi detetado RNA gendémico
de outro flebovirus, nomeadamente Adria, pertencente ao
mesmo serocomplexo, numa crianca com sindrome febril e
convulsdes, o que sugere a sua patogenia (19).

O acesso a tecnologias de sequenciacao de nova geragao,
permitiu, nos ultimos anos, a descricdo de novos virus. A
somar aos flebovirus com capacidade patogénica reconheci-
da, identificaram-se agora novos flebovirus cuja capacidade
de causar doenca n@o pode ser excluida uma vez que ndo
existem estudos suficientes sobre essa possibilidade. Como
exemplos do passado temos os virus TOS e Adria isolados
inicialmente em flebdtomos que aparentemente nao eram pa-
togénicos e cuja patogenia foi provada mais tarde.

Apesar do papel importante do TOSV em infecoes do sistema
nervoso central e da emergéncia de novos flebovirus, estes
permanecem negligenciados e raramente sdo considerados
pelos clinicos nos algoritmos de diagnostico no nosso pais.

A importancia em termos de saude publica dos virus Arrabida
e Alcube é, neste momento, objeto de um projeto de investi-
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gacao que decorre no CEVD/INSA e que ira contribuir para
clarificar a importancia e desafios do diagndstico clinico e
laboratorial dos flebovirus em Portugal.
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