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DoengAs AssoCIADAS A ARTROPODES VETORES E ROEDORES

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP (INSA)

O INSA é um organismo publico integrado na administracéo indireta do Estado, sob a tutela
do Ministério da Saude, dotado de autonomia cientifica, técnica, administrativa, financeira e pa-
triménio proprio.

Fundado em 1899 pelo médico e humanista Ricardo Jorge (Porto, 1858 - Lisboa, 1939),
como braco laboratorial do sistema de salde portugués, o INSA desenvolve uma tripla missao
como laboratério do Estado no sector da salde, laboratério nacional de referéncia e observatério
nacional de saude.

O INSA dispde de unidades operativas na sua sede em Lisboa, em centros no Porto (Centro
de Salde Publica Doutor Gongalves Ferreira) e em Aguas de Moura (Centro de Estudos de Veto-
res e Doengas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac).

O INSA, em termos técnico-cientificos, esta organizado, em seis departamentos: Depar-
tamento da Alimentacdo e Nutricdo; Departamento de Doencas Infeciosas; Departamento de
Epidemiologia; Departamento de Genética Humana; Departamento de Promocao da Saude e
Prevencao das Doencas Nao Transmissiveis; Departamento de Saude Ambiental.

Enquanto Laboratério do Estado, o INSA tem por missao contribuir para ganhos em sadde pu-
blica através de atividades de investigacao e desenvolvimento tecnoldgico, atividade laboratorial
de referéncia, observacao da saude e vigilancia epidemiolédgica, bem como coordenar a avaliagcao
externa da qualidade laboratorial, difundir a cultura cientifica, fomentar a capacitagao e formacéao
e ainda assegurar a prestacéo de servigos diferenciados, nos referidos dominios.

Sao atribuicdes do INSA: Promover e desenvolver a atividade de investigagao cientifica orien-
tada para as necessidades em salde publica, procedendo a gestao cientifica, operacional e fi-
nanceira dos programas de investigacdo do sector da saude publica; Promover a capacitagao
de investigadores e técnicos, bem como realizar agdes de divulgagao da cultura cientifica, numa
perspetiva de salde em todas as politicas; Promover, organizar e coordenar programas de ava-
liacdo, nomeadamente na avaliagéo externa da qualidade laboratorial e colaborar na avaliagao da
instalacédo e funcionamento dos laboratérios que exergam atividade no sector da saude; Promover,
organizar e coordenar programas de observacdo em saude; Assegurar 0 apoio técnico-normativo
aos laboratérios de salde publica; Prestar assisténcia diferenciada em genética médica para pre-
vencdo e diagnostico, em servicos laboratoriais; Planear e executar o programa nacional de
diagnostico precoce; Colaborar na realizag@o de atividades de vigilancia epidemioldgica de doen-
¢as, transmissiveis e n&o transmissiveis, e desenvolver ou validar instrumentos de observacao em
saude; Assegurar a resposta laboratorial em caso de emergéncia bioldgica; Proceder a monitoriza-
¢ao do consumo de aditivos e da exposigao da populagdo a contaminantes e outras substancias
potencialmente nocivas presentes nos alimentos; Assegurar a recolha, compilagéo e transmis-
sédo dos dados analiticos relativos a composicao, incluindo contaminantes e outras substancias
quimicas, dos géneros alimenticios e alimentos para animais; Avaliar a execugao e resultados das



politicas, do Plano Nacional de Saude e programas de saude do Ministério da Saude; Desenvolver
agOes de cooperacao nacional e internacional, de natureza bilateral ou multilateral, no ambito das
suas atribuicdes; Prestar servicos remunerados a entidades dos setores publico, privado e social,
a nivel nacional e internacional, nas areas das suas atribuicdes; Instituir prémios cientificos e bol-
sas para a execucao de atividades de 1&D; Assegurar a gestao e promogao do Museu da Salde.

O INSA concretiza a sua misséo e atribuicoes através do desenvolvimento de diversas ativi-
dades no &mbito das suas fungbes essenciais.

http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/QuemSomos/Paginas/INSA.aspx

Departamento de Doengas Infeciosas (DDI)

Ao DDI compete promover, coordenar e realizar atividades e projetos de investigacdo em doencas
infeciosas, seus agentes e determinantes; contribuir para planeamento da agenda de investigagao
em Saude; colaborar na vigilancia epidemiolégica das doengas infeciosas, na sua componente
laboratorial, em articulagdo com as redes nacionais e internacionais; realizar prestacéo de servigos
diferenciados e consultoria na érea das doengas infeciosas e seus agentes e vetores; atuar na
avaliacdo do risco bioldgico de emergéncia em saude publica; coordenar as atividades do biotério.

O DDI compreende cinco unidades: Unidade Laboratorial Integrada; Unidade de Referéncia
e Vigilancia Epidemiolégica; Unidade de Resposta a Emergéncias e Biopreparagao; Unidade de
Investigagao e Desenvolvimento; Unidade de Apoio Técnico e Gestao.

As duas primeiras Unidades do Departamento asseguram a realizagcéo do diagndéstico labo-
ratorial de referéncia de doengas infeciosas, disponibilizando uma lista alargada de prestagéo de
servigos que pode ser consultada através da pagina web do INSA.

O DDI desenvolve a sua atividade na Sede, no Centro de Saude Publica Doutor Gongalves
Ferreira e no Centro de Estudos de Vetores e Doengas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac.

Unidade Laboratorial Integrada (ULI)

A ULI tem por principal miss&o a prestacéo de servigos diferenciados em microbiologia, e com-
preende os laboratérios de Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular, localizados em Lisboa
e no Porto.

Além do diagndstico laboratorial de doencas infeciosas, os varios laboratérios organizam e
mantém cole¢des nacionais de estirpes bacterianas, soros e outros produtos microbioldgicos e
participam, em articulagdo com outros sectores do INSA, na organizacéo de programas de ava-
liacdo externa da qualidade em microbiologia clinica destinados a rede nacional de laboratérios
publicos e privados.

A colaboragéo privilegiada que se tem mantido com os clinicos, tem permitido aos profissio-
nais desta Unidade desenvolver testes laboratoriais especificos como resposta a necessidades
de diagnostico, para as quais 0 mercado ndo oferece alternativa.
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Laboratério Nacional de Referéncia de InfecOes Parasitarias e Fungicas

O Laboratoério Nacional de Referéncia de Infecdes Parasitarias e Fungicas esta integrado na Uni-
dade de Referéncia e Vigilancia do DDI. Desenvolve atividades técnico-cientificas aplicadas ao
diagnostico e a investigacdo na area da parasitologia e micologia e tem delegados nacionais em
redes de vigilancia epidemioldgica nacionais e internacionais. Possui técnicos e investigadores
qualificados, participa em programas de avaliacdo externa da qualidade nacionais e interna-
cionais e é acreditado pelo IPAC, NP EN ISO17025 (L0425) para varios parametros. Promove
formagao especializada em micologia e parasitologia clinica (individual — estagios laboratoriais e
pds-graduacdes e em grupo — aulas e reunides cientificas) e desenvolve parcerias em projetos
de investigacdo com varias instituicoes.

Laboratério Nacional de Referéncia de Infecoes Gastrointestinais

O Laboratorio Nacional de Referéncia de Infecdes Gastrointestinais esta subdividido em trés
laboratorios: Salmonella spp, Escherichia coli, e outras bactérias entéricas; Campylobacter spp e
Helicobacter spp; Giardia lamblia, Cryptosporidium spp e Entamoeba histolytica.

O Laboratério Nacional de Referéncia de Salmonella, E. coli, Shigella spp, Yersinia spp, Liste-
ria monocytogenes e outras bactérias entéricas tem como fungdes: desenvolver novas metodo-
logias laboratoriais, implementar métodos de referéncia, participar na normalizagao de técnicas
laboratoriais, assegurar o apoio técnico-cientifico aos laboratérios dos servigos de saude, pro-
mover, organizar e garantir a avaliacdo externa da qualidade no @mbito laboratorial, bem como
preparar e distribuir materiais de referéncia.

A acéo estratégica no combate as infecdes gastrointestinais é representada pelas quatro
linhas fundamentais da missao destes laboratorios: a vigilancia, a prevencao, a investigacao
e a cooperacéo nacional e internacional: a vigilancia epidemiolégica laboratorial das infecdes
causadas por bactérias ou parasitas do foro gastrico e intestinal enquadra-se no ambito do
Plano Nacional de Salde e esté vocacionada para a identificagéo, o estudo e diferenciacéo de
estirpes utilizando marcadores epidemioldgicos (classicos e moleculares) e a identificacdo de
fatores de patogenia; a prevencao, que se traduz-se pela divulgagdo de resultados obtidos e pela
formacao; a participagao em projetos visando o esclarecimento da situacéo portuguesa insere-se
nas atividades de investigacéo; a cooperagao nacional e internacional é desenvolvida através das
colaboragbes com diferentes instituicdes nacionais (DGS, LNIV, Universidades, etc.) e internacio-
nais (ECDC, OMS, e Institutos Nacionais de Salude congéneres ao INSA).

Centro de Estudos de Vetores e Doengas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac
(CEVDI)

O CEVDI, localizado em Aguas de Moura, é a Unidade do DDI que assegura o diagndstico de
referéncia, a vigilancia epidemioldgica e a investigacao cientifica e da apoio ao desenvolvimento
de estudos na area dos agentes infeciosos transmitidos por vetores ao Homem e outros animais.



Algumas das doencas estudadas neste centro s&o a borreliose de Lyme, tularémia, febre Q,
febre escaro-nodular e outras rickettsioses, febre por West Nile, Chikungunya e dengue, arena-
viroses e hantaviroses e outras febres hemorragicas virais. O CEVDI é responséavel pela imple-
mentagao e execugao do programa REVIVE, um projeto nacional de vigilancia dos artrépodes
vetores. Assegura também consultadoria técnica, interna e externa, e colabora em atividades

de formagéo.
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DoengAs AssoCIADAS A ARTROPODES VETORES E ROEDORES

As doengas infeciosas transmitidas por vetores e roedores ao Homem sdo uma
guestéo importante para a saude global.

Nas Ultimas duas décadas, muitos agentes patogénicos associados a vetores tém
surgido em novas regides, enquanto muitas doencas endémicas tém aumentado a
sua incidéncia.

A importancia que estas patologias tém atualmente em todo o mundo foi um fator
decisivo para que a Organizacao Mundial de Saude dedicasse o Dia Mundial da Sau-
de 2014 ao tema das Doencgas Transmitidas por Vetores.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), no sentido de se asso-
ciar a este evento, divulga este livro onde sao abordadas as principais doencas asso-
ciadas a artropodes vetores e roedores que existem, ou que estdo em risco de serem
introduzidas, em Portugal. Se algumas delas ja sdo bem conhecidas dos profissionais
de saude, outras ha que comecam a ser reconhecidas como potenciais ameacas a
saude publica em Portugal. E importante fazer a disseminacéo de informacao aos
profissionais de saude envolvidos na investigacao, diagndéstico clinico e laboratorial e
tratamento de vetores artrépodes, roedores e doencas transmitidas.

O objetivo deste livro é dar a conhecer as atividades realizadas no INSA no seu
Departamento de Doencas Infeciosas', com especial relevancia para o Centro de
Estudo de Vetores e Doencas Infeciosas?, como unidade especializada sediada em
Aguas de Moura que participa ativamente na Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE)®
sumarizando dados colhidos nos ultimos anos de experiéncia de investigacéo e diag-
néstico de doencas associadas a artrépodes vetores e roedores.

José Pereira Miguel
Presidente do INSA

1. http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/AreasCientificas/DoencaslInfecciosas/Paginas/inicio.aspx

2. http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/AreasCientificas/Doencasinfecciosas/AreasTrabalho/
EstVectDoencaslInfecciosas/Paginas/inicial.aspx

3. http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/AreasCientificas/Doencasinfecciosas/AreasTrabalho/
EstVectDoencaslInfecciosas/Paginas/Revive.aspx


http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/AreasCientificas/DoencasInfecciosas/AreasTrabalho/EstVectDoencasInfecciosas/Paginas/inicial.aspx
http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/AreasCientificas/DoencasInfecciosas/AreasTrabalho/EstVectDoencasInfecciosas/Paginas/Revive.aspx
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As doencas infeciosas associadas a vetores transmitidas ao Homem constituem
um grupo de doengas com grande importancia clinica, epidemioldgica e laboratorial.
Os principais vetores séo, 0s mosquitos, os flebétomos, as carragas, as pulgas e 0s
piolhos, ndo s6 porque integram um conjunto muitissimo alargado de doengas, algu-
mas consideradas como as de maior mortalidade e morbilidade a nivel mundial, mas
também porque um diagndéstico e uma vigilancia epidemioldgica integradas permitem
que sejam desencadeadas medidas de prevencao que em muito podem reduzir a sua
severidade.

Os agentes das doencas infeciosas transmitidas por mosquitos destacam-se, pela
sua gravidade, em doencas causadas por parasitas como a Malaria (Plasmodium) e
as Filarias, mas também por virus como o Dengue e West Nile, assim como Batai (Ca-
lovo virus), Ockelbo, Inkoo, Tahyna, Usutu, menos conhecidas mas que necessitam de
um diagnostico laboratorial preciso e diferencial.

Os flebétomos sdo responsaveis pela transmisséo de agentes como a Leishmania
e o Flebovirus.

As carracgas sdo outro grupo de vetores transmissores de doencgas infeciosas de
que a Febre recorrente por carraca, a Borreliose de Lyme, a Tularémia, a Febre Q,
a Ehrlichiose, a Anaplasmose e a Babesiose sdo as mais conhecidas, mas também
outras doencgas causadas por virus devem ser considerados como o TBE, CCHF,
Bhanja, Thogoto, Dhori, Tribec, Tettnang e virus Eyach virus.

Entre as doencas transmitidas por pulgas a Peste é, sem duvida, a que se reveste
de maior importancia em termos mundiais, mas outras existem que necessitam de um
diagndstico laboratorial como a doenca da arranhadura do gato (Cat scratch disease)
e outras que tem as rickettsias como causa.

Os piolhos podem também transmitir agentes infecciosos como nos casos das
Louse-borne rickettsial diseases, Trench fever e Louse-borne relapsing fever.

Os roedores sé&o outro importante grupo de transmissores de agentes infeciosos,
de que as leptospiroses e as salmoneloses, de origem bacteriana, sdo as doengas
mais importantes, devendo no entanto, devem ser consideradas também as de ori-
gem viral associadas aos virus Puumala, Dobrava, Saarema e virus da coriomeningite
linfocitaria.



Em Portugal, assim como no resto da Europa, 0s agentes mencionados podem
ser diagnosticados clinica e laboratorialmente e embora, a sua importancia relativa
seja muito variavel de pais para pais, nenhum deles pode ser negligenciado. A globa-
lizac&o viabilizou a algumas destas doengas em locais muito distantes dos ecossiste-
mas em que algumas delas estavam circunscritas.

Em Portugal muitas destas doencas nao séo notificadas e mesmo as de notifica-
cao obrigatdria, mesmo nas que 0 sao, a subnotificacdo é elevada, levando ao desco-
nhecimento da sua a real situagao epidemiolégica.

Com o conhecimento desta nova realidade a componente laboratorial tem efetu-
ado um esforco para permitir que os diagndsticos estejam disponiveis, no sentido de
identificar cada possivel caso causado por estes agentes, de forma a que a vertente
da vigilancia epidemiologica permita prevenir novos casos.

Deve, no entanto, ter-se em consideragdo que uma vigilancia clinica, epidemio-
l6gica e laboratorial integradas (e ndo apenas, a componente laboratorial, ainda que
decisiva) com 0s recursos das novas tecnologias de informacao permitira um sistema
mais eficaz de prevengéo. Assim urge dar forma a um novo Sistema Nacional de In-
formagao de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE). Este livro vem contribuir para que a
informacao sobre estas doengas em Portugal seja melhor conhecida e compreendida.

Jorge Machado

Coordenador do Departamento de Doengas Infeciosas
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I. ARTROPODES E ROEDORES AssOCIADOS A TRANSMISSAO DE AGENTES INFECIOSOS

Hugo Costa Osorio

Introducao

S mosquitos sao insetos que pertencem a familia Culicidae, uma das mais pri-
mitivas familias da ordem Diptera, na qual se reconhecem mais de 3500 espé-
cies e subespécies distribuidas por todo o mundo, exceto nos locais perma-
nentemente gelados [1].
Os mosquitos sé@o 0 mais importante grupo de artrépodes do ponto de vista mé-
dico e veterinario pelo facto de serem vetores de importantes doencas da espécie
humana.

A maléria, vérias arboviroses e filarioses linfaticas causam anualmente elevada mor-
bilidade e mortalidade. Estima-se que em 2012 tenha havido 207 milhdes de casos
de maléaria que causaram aproximadamente 627 000 mortes. Em 2013, foi relatada a
transmissao de malaria em 97 paises e estima-se que 3,4 mil milhdes de pessoas se
encontrem em risco de contrair malaria [2]. Quanto aos arbovirus (arthropod-borne
virus), o dengue é a mais importante infecao viral transmitida por mosquitos. Nas Ul-
timas décadas a incidéncia de dengue cresceu dramaticamente em todo o mundo,
estimando-se que ocorram 50-100 milhdes de infecoes todos os anos [3]. A febre
amarela, apesar da vacina altamente eficaz, provoca 200 000 casos e 30 000 mor-
tes por ano, nimero que tem vindo a aumentar nas Ultimas duas décadas devido ao
declinio da imunidade da populacao vacinada e a fatores sociais e ecolégicos, como
migracoes populacionais, deflorestacao, urbanizacao e alteracdes climaticas [4]. A
encefalite japonesa, a mais comum encefalite viral transmitida por mosquitos nos pa-
ises asiaticos, tem uma casuistica de 50 000 casos anuais [5]. A febre por West Nile,
causada pelo virus West Nile, tem um elevado impacto em paises onde é ou se tor-
nou endémico, como no Norte da América [6] e nas Ultimas duas décadas os surtos
epidémicos do virus West Nile na Europa e bacia mediterranica tém vindo a aumentar
[7]. O arbovirus Chikungunya, que causa febre e dores articulares intensas, atingiu
proporcoes epidémicas entre 2005-2007 quando foram registados 1,25 milhdes de
casos em ilhas do Oceano Indico e na India [4]. Quanto s filarioses linfaticas, cerca



de 1,4 mil milhdes de pessoas em 73 paises estdao em risco e mais de 120 milhdes
sdo anualmente infetadas [4].

Os numeros estimados pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) mostram o im-
pacto dos mosquitos na saude publica global e evidenciam a importancia da entomo-
logia médica aplicada ao estudo desta familia de insetos.

Taxonomia dos mosquitos

Os mosquitos, ou culicideos, pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae. A familia Culicidae divide-se em
trés subfamilias, Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae.

A sistematica dos mosquitos € complexa e tem sido continuamente sujeita a revi-
soes que incluem a adigao de novos taxa e a modificacdo e/ ou remocao de outros
desde o inicio das primeiras revisdes taxondmicas [8,9]. O catalogo mundial da fami-
lia Culicidae é atualmente é mantido eletronicamente pela Walter Reed Biosystema-
tics Unit em Washington DC (http://wrbu.si.edu/) e conta com 3 528 espécies validas
distribuidas por 43 géneros [10].

As espécies com importancia em saude publica pertencem as subfamilias Ano-
phelinae e Culicinae, nas quais as fémeas fazem refei¢cdes sanguineas.

Bioecologia e ciclo de vida dos mosquitos

Tal como os outros dipteros, 0s mosquitos sao insetos holometabdlicos, exibem me-
tamorfoses completas passando pelos estadios de ovo, larva e pupa que sao ana-
tomicamente diferentes do inseto adulto, tém outro tipo de alimentacao e ocupam
habitats diferentes.

Os ovos sé@o colocados isoladamente (anofelineos e culicineos) ou agrupados
(culicineos) e flutuam devido a tenséo superficial da agua (culicineos) ou a presenca
de flutuadores laterais no ovo (anofelineos).

As larvas sao formadas por trés segmentos morfologicamente distintos: cabeca,
com numerosas sedas nas placas epicranianas e com duas antenas nas extremi-
dades antero-laterais; térax, esférico e achatado dorso-ventralmente; e abddmen,
formado por oito segmentos, encontrando-se, na metade dorso-apical do oitavo seg-
mento das subfamilias Culicinae e Toxorhynchitinae, o sifao respiratério.
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As pupas, tal como as larvas, s&o moveis e aquaticas, mas nao se alimentam.
Tém forma de virgula, cabeca e térax fundidos em cefalotérax onde se encontram as
trombetas respiratérias, e um abdémen longo e encurvado que apresenta no ultimo
segmento duas paletas natatérias flexiveis [11].

Os mosquitos adultos tém cerca de 3-6 mm de comprimento, apresentam um
corpo delgado revestido com sedas e escamas mais ou menos abundantes e patas
longas e finas. A cabeca € esférica, com olhos reniformes, compostos e sem ocelos. A
probdscide (aparelho bucal) é longa e flexivel, sendo, nas fémeas, adaptada a perfura-
¢ao de tegumentos para obtencéo da refeicdo sanguinea. Os palpos maxilares, cons-
tituidos por cinco segmentos, localizam-se lateralmente a probdscide. As antenas sé&o
longas, compostas por 13 articulos revestidos por sedas e com acentuado dimorfismo
sexual, sendo em geral plumosas nos machos e pilosas nas fémeas. No térax inserem-
se trés pares de patas, um par de asas membranosas, um par de halteres (segundo
par de asas modificadas) e identificam-se dois pares de orificios respiratérios ou es-
piraculos. O abddémen é constituido por dez segmentos, sendo oito faciimente visiveis
e revestidos por sedas e ou escamas. Na sua extremidade encontram-se os orificios
anal e genital, rodeados por estruturas designadas de genitélias, sendo a masculina
saliente e com importancia taxondmica.

O ciclo de vida dos mosquitos compreende necessariamente uma fase aquatica,
relativa as formas imaturas, ovo, quatro estadios larvares e pupa e uma fase terrestre/
aérea correspondente ao mosquito adulto (Figura 1). As fémeas de mosquitos colocam
50 a 300 ovos por postura, sendo 0 numero e a forma da postura dependente da es-
pécie e do estado fisiologico da fémea. A postura pode ser efetuada sobre a superficie
da agua ou em locais humidos que posteriormente serdo inundados. Pode ocorrer
diapausa na fase de ovo. Os mosquitos exploram uma grande variedade de habitats
aquaticos para o desenvolvimento larvar, estando a maioria das espécies de mosquitos
apenas adaptadas a criadouros de gua doce.



Mosquito adulto

Estadios larvares

Figura 1: Ciclo de vida dos mosquitos

Apds eclodirem do ovo as larvas estdo perfeitamente adaptadas a vida aquatica.
Duas caracteristicas principais determinam o seu modo de vida: 0 uso de oxigénio at-
mosférico na respiracdo e a alimentacao de particulas orgénicas em suspensao ou no
sedimento do sistema aquatico. Relativamente a primeira, esta exige uma dependéncia
quase permanente com a superficie da agua, onde se estabelecem as trocas gasosas.
O tempo necessario para o desenvolvimento completo da larva depende de vérios fato-
res, sendo a temperatura da agua e a disponibilidade de alimentos os mais importantes.

Na pupa a funcao das trocas gasosas € assegurada por duas largas trompetas
respiratorias no cefalotérax. Neste estadio de desenvolvimento o inseto nédo se ali-
menta e ha substituicao de varios 6rgdos da larva por érgaos do inseto adulto. A
ecloséo do adulto pode dar-se em um ou dois dias caso a temperatura seja favora-
vel. Quando o mosquito adulto esta formado a pressao interna no interior da cuticula
da pupa aumenta e o inseto lentamente se expande para fora da cuticula.

Em condicdes naturais os mosquitos machos sao os primeiros a emergir. O aca-
salamento acontece perto do criadouro das formas imaturas apos eclosao das fé-
meas, caracterizando-se muitas espécies pela formagao de enxames compostos por
dezenas a milhares de individuos sobre o criadouro.

Quanto a alimentagéo, machos e fémeas necessitam de hidratos de carbono, ge-
ralmente na forma de néctares e sucos vegetais. As fémeas dos anofelineos e culici-
neos necessitam de proteinas para o desenvolvimento dos ovos que sdo obtidas do
sangue de animais vertebrados. A preferéncia alimentar das fémeas, animais (zoofilia)
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ou humanos (antropofilia), condiciona o seu papel como vetores de agentes patogé-

nicos. Apos a refeicao sanguinea as fémeas de mosquito procuram um abrigo e en-

tram num periodo de inatividade relativa em que se da a digestao e maturagao dos

ovos [12, 13].

Microrganismos transmitidos por mosquitos

Os mosquitos sao hospedeiros e vetores de uma variedade de agentes de doencgas

humanas, algumas das quais com reservatérios animais que constituem verdadeiras

zoonoses (Quadro 1). Estes microrganismos podem alternar a fase parasitica com

uma fase de vida livre ou ser exclusivamente parasitas, alternado no seu ciclo de vida

entre hospedeiros vertebrados e invertebrados, neste caso o mosquito.

Quadro 1. Agentes etiolégicos mais representativos transmitidos por mosquitos

Doenca/ Agente Hospedeiro Vetores principais
Natural Tangencial

Arboviroses/ Virus
Chikungunya Primata Humano ':gggi)ig?gfg’
Encefalite equina oriental Ave Humano, equideo Coquillettidea perturbans
Egﬁjegﬁglmielite equina Ave Humano, equideo Culex tarsalis
Egr?:;iggri]ime Mamiferos Humano Cx. pipiens
Dengue Humano Humano ﬁ: :ﬁ)%ygg}us
Encefalite japonesa Porco Humano Cx. tritaeniorhynchus
Encefalite de Saint Louis Ave Humano gﬁ ﬁ:g;i?:/pus
Febre-amarela Primata Humano ’ﬁ;;:fgygg&s sop.
Encefalite de La Crosse Roedores Humano Ae. triseriatus
Febre/ encefalite West Nile | Ave Humano, Cavalo Culex spp.
Protozoarios/ Plasmodios
Malaria humana Humano Anopheles spp.
Helmintes/ Filarias
Wuchereria bancrofti Humano Humano Culex, Mansonia spp.
Brugia malayi Gato Humano Culex, Mansonia spp.
Dirofilaria immitis Cao Humano Culex, Aedes spp.




Medidas de protecao e métodos de controlo

As medidas de protecao individual contra a picada de mosquitos compreendem: a re-
ducao da exposicao corporal e/ou limitar o tempo de atividades exteriores nos periodos
de maior atividade dos mosquitos; a utilizagao de vestuario adequado, roupas largas e
de cor clara que cubram a maior area corporal possivel; a utilizacdo caseira de velas e
incensos repelentes e inseticidas; a aplicacdo cutanea de repelentes de insetos.

Os métodos de controlo de mosquitos podem ser dirigidos as formas imaturas,
controlo larvar, ou aos adultos, sendo a metodologia adequada as caracteristicas
ecoldgicas de cada estadio. Sdo classificados como: métodos fisicos, quimicos e
bioldgicos. O objetivo das diferentes metodologias é a diminuicdo da densidade de
mosquitos reduzindo assim o risco de transmissédo de doencas e o incomodo para
as populacdes. A atual abordagem da OMS visa o Controlo Integrado de Vetores (In-
tegrated Vector Management) [14], apelando a utilizagao racional, eficaz e ecologica-
mente sustentavel dos trés tipos de abordagem no controlo de vetores e das doencas
transmitidas.

Os métodos de controlo fisicos ou ecoldgicos incluem a gestao estratégica de sis-
temas aquaticos que possam servir de criadouros naturais de mosquitos, recorrendo,
por exemplo, a medidas de saneamento béasico, obras de drenagem de pantanos ou
terrenos alagados, cultivo de solos abandonados e o controlo de descargas de aguas
residuais. De menor dimenséo incluem-se atividades de remogéo de criadouros artifi-
ciais peri-domésticos, como por exemplo vasos de plantas, pneus e recipientes aban-
donados, coberturas e piscinas ndo vigiadas, bem como de atividades que garantam
saneamento basico doméstico e peri-doméstico.

Os métodos quimicos levantam geralmente problemas ambientais, por ndo serem
seletivos e em muitos casos eliminarem outros organismos para além dos mosquitos.
No controlo das larvas sao utilizados inibidores de crescimento de insetos (/Insect
growth inhibitor, ex. piriproxifeno, fenoxicarbo e metopreno) e inibidores de desenvol-
vimento (Insect development inhibitor, ex. diflubenzuron, fluazuron). Para os adultos
sao utilizados inseticidas, quer de uso doméstico quer de aplicacdo a larga escala
com maquinas de aerossois.

Os principais métodos biolégicos no controlo dos estadios imaturos consistem
na utilizacdo de predadores naturais de larvas dos mosquitos, como o peixe larvicola
Gambusia spp. e a utilizacao de bactérias letais, como Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti) e B. sphaericus, que sao recorrentemente utilizadas a escala mundial.
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Para o controlo bioldgico de mosquitos adultos, técnicas inovadoras de manipula-

cao genética (ex: sterile insect technique) estao a ser alvo de investigacao e expetati-

va,
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Fatima Amaro

Introducao

s flebdtomos, do grego phlebos (veia) + tomos (cortar), séo insetos hematofagos
muitas vezes confundidos com os mosquitos. Apesar de estas duas familias de
insetos serem responsaveis pela transmissao de diversos agentes através da
sua picada, elas sao, no entanto, muito distintas, ndo sé no que diz respeito aos niveis
taxondmico, morfolégico e bioldgico, mas também no que diz respeito aocs microrga-
nismos transmitidos.
A distribuicao dos flebétomos poderéa vir a alargar-se com as alteracdes clima-
ticas, 0 que significa que a distribuicao dos agentes etioldgicos a eles associados
podera vir também a expandir-se num futuro proximo.

Taxonomia e distribuicao

Os flebotomos pertencentem a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phle-
botominae.

Actualmente estima-se que existam cerca de 800 espécies de flebdtomos em di-
ferentes regides do mundo mas a sua classificagéo taxonémica nao é universal e esta
longe de ser definitiva. No entanto, de um modo geral, sdo aceites trés géneros no
Velho Mundo - Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius e trés géneros no Novo Mundo
- Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya. Existem outras espécies em classificagao mas
até ao momento sem importancia médica reconhecida [1].

Os flebétomos ocorrem numa grande variedade de habitats, contudo, a sua distri-
buicéo pode ser limitada por temperaturas extremas ou humidade relativa baixa. Deste
modo, a sua ocorréncia estéa restringida a areas com temperaturas médias acima dos
15,6 °C durante pelo menos trés meses por ano. Em muitos habitats aridos e semi-
aridos, as populacdes de flebdétomos séo maiores no fim da estacdo das chuvas e
menores no fim da estacdo seca. Nos desertos quentes e secos ou em climas secos
temperados com Verdes quentes e Invernos frios (e.g. sul da Europa), os adultos de
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algumas espécies podem desaparecer inteiramente durante as estacdes mais secas
ou mais frias do ano [2]. As regides onde podem ser encontradas mais espécies sao as
Américas Central e do Sul e a regido que compreende a Europa, Asia e Norte de Africa.

Todas as espécies com importancia médica no Velho Mundo (Regides Paleartica,
Afrotropical, Oriental e Australiana) pertencem ao género Phlebotomus e as do Novo
Mundo (Regides Neartica e Neotropical) ao género Lutzomyia [2, 3.

Em Portugal estao descritas, actualmente, cinco espécies de flebdtomos, preten-
centes a dois géneros nomeadamente, Phlebotomus ariasi, P. papatasi, P. pernicio-
sus, P. sergenti e Sergentomyia minuta. Esta Ultima espécie ainda nao foi associada
a transmisséo de agentes patogénicos ao Homem uma vez que este género pica
maioritariamente répteis.

Morfologia e Biologia

Os flebétomos adultos sdo pequenos, tém cerca de dois a trés milimetros de compri-
mento e a sua cor pode ir do cinzento prateado ou amarelo palido até a quase preto.
Todo o corpo esté coberto por sedas e a sua caracteristica mais distintiva sdo as
asas eretas, para cima e para tras, formando um “V” quando os insetos se encontram
em repouso. A cabeca forma um angulo quase recto com o térax.

Uma vez que as horas de atividade diaria dos flebétomos sdo condicionadas pela
temperatura e humidade relativa do ambiente, a sua atividade restringe-se ao periodo
nocturno, quando a temperatura diminui e a humidade aumenta.

Muitos aspectos da biologia dos flebétomos ainda sao desconhecidos. O facto
de os seus estadios imaturos serem raramente colhidos na natureza faz com que
nao existam, por exemplo, estimativas das densidades ou longevidade de larvas
em condigbes naturais [4, 5]. No entanto, com informagdes recolhidas em coldnias
estabelecidas em laboratério, ja é possivel esclarecer alguns aspectos do seu ciclo
de vida. Pode dizer-se assim que os flebdtomos séo insectos com metamorfose
completa (holometabolos).

Os adultos, de ambos os sexos, consomem acgUlcares das plantas ou produzidos
por afideos ou coccideos [6]. As fémeas, no entanto, efetuam refeicbes de san-
gue. Os fleboétomos sao telmofagos, ou pool feeders, o que significa que as fémeas
possuem uma armadura bucal cuja fungéo é cortar a pele e seccionar 0s vasos
sanguineos, alimentando-se depois da gota de sangue que se forma a superficie, o
que torna a picada dolorosa [4, 5, 6)]. Os hospedeiros incluem nao s6 vertebrados
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endotérmicos, como gado, cées e roedores, ou 0 Homem mas também vertebrados
exotérmicos como répteis e anfibios.

Salvo algumas excecoes, correspondendo a uma minoria de espécies de fleboto-
mos, a libertacao dos espermatozdéides a partir dos espermatdforos e o movimento em
direcga@o a espermateca ocorre, normalmente, apenas nas fémeas que realizam uma
refeicdo sanguinea [7]. E esta necessidade alimentar que as leva a desempenhar um
papel vetorial tdo importante na transmissao de varios agentes patogénicos ao homem.

Apds a refeicdo sanguinea, as fémeas recolhem-se em locais de repouso, escuros
e abrigados, cerca de seis a nove dias, para digerirem 0 sangue € para que 0S 0VOS
se desenvolvam. Ao fim desse tempo, sdo depositados, cerca de 30 a 70 ovos por
postura, em locais ricos em matéria organica e os estadios larvares desenvolvem-se e
alimentam-se nela. O periodo médio até a eclosao dos ovos é de uma a duas semanas.

As larvas passam por quatro estadios sucessivos, durante cerca de quatro a oito
semanas. Quando na fase de pupa, 0s insetos ndo se alimentam e sofrem uma reor-
ganizacao extrema para se transformarem em imagos, o que decorre em quatro a seis
dias (Figura 2). A duragéo deste ciclo & muito variavel e depende de fatores bidticos e
abidticos. Em condicdes 6timas, o ciclo de vida pode durar entre 40 a 45 dias [2, 6].

4.° Estadio larvar

Figura 2: Ciclo de vida dos fleb6tomos.
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Microrganismos transmitidos por fleb6tomos

A picada dos flebdtomos pode causar reacdes cutaneas provocadas pela injuria do
corte ou pela saliva do inseto. A intensidade das reacdes observadas (dor ou apari-
¢cao de uma péapula ou escara hemorragica) varia em funcao da sensibilidade indivi-
dual da pessoa picada. Alguns individuos podem sensibilizar-se progressivamente ou
apresentar reacdes anafilaticas, mais ou menos violentas, com prurido, edemas ou
exantemas (na face, em particular), ou afegbes gerais (febre, nauseas, problemas no
ritmo cardiaco). Na manipulagéo dos flebdtomos, os individuos que fazem capturas
com aspiradores de boca, podem ter reacdes alérgicas ao pd que cobre 0 corpo dos
insectos e desenvolver alergias respiratérias [4]. Contudo, a importancia médica dos
flebétomos deve-se essencialmente aos agentes etioldgicos por eles transmitidos.

Os flebotomos dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus sao vetores de protozoarios,
bactérias e virus. As patologias mais importantes transmitidas por estes fleb6tomos
sdo a leishmaniase que existe em todo 0 mundo e a febre transmitida por flebotomos
também conhecida por febre dos trés dias ou febre de papataci que é mais frequente
no Velho Mundo. No nosso Pais P. ariasi e P. perniciosus s&o vetores de Leishma-
nia infantum, agente responsavel pela leishmaniase visceral e, mais raramente, pela
leishmaniase cuténea localizada ou pela leishmaniase cutanea difusa. Phlebotomus
perniciosus transmite ainda o flebovirus Toscana, pertencente ao grupo da febre por
flebdtomos e que pode causar doenga no sistema nervoso central [1].

Prevencao e controlo de picadas de flebétomos

As medidas de controlo direcionadas para os estadios imaturos nao séo muito uti-
lizadas uma vez que os locais de reprodugéo de flebétomos sdo muito dificeis de
encontrar na natureza. No entanto, embora a aplicacédo pratica de biolarvicidas seja
limitada, existem alguns estudos realizados em coldnias de laboratério que demos-
tram a eficacia de Bacillus thuringiensis var. israelensis ou Bacillus sphaericus no
controlo de determinadas espécies de fleb6tomos [8].

Devido as limitagdes para a eliminagao de estadios imaturos de flebétomos na
natureza, o combate a estes vetores é focado nos imagos e em medidas de protec-
¢ao pessoal.

Em locais onde decorreram campanhas contra o vetor da malaria, com utilizagao
de DDT, verificou-se uma diminuicdo do numero de casos de febre por flebétomos,
no entanto, pelo seu impacto ambiental, atualmente este inseticida nao é autorizado
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em muitos paises. Além disso, algumas espécies de flebétomos desenvolveram re-
sisténcia a este composto [9].

Em habitagdes humanas o uso de redes de malha fina impregnadas com insetici-
das/repelentes aparenta ser a melhor solugao. A aplicagao topica de compostos sinté-
ticos do grupo dos piretroides, tais como a deltametrina ou a permetrina em pessoas
ou a colocacgao de coleiras impregnadas com 0s mesmos em animais domésticos
também se revela eficaz.

No que diz respeito a repelentes naturais, podem encontrar-se varias referéncias
ao 6leo da arvore Azadirachta indica, da familia dos cedros, presente no subcontinente
indiano, e também ao 6leo de alho, que indicam que estes séo bastante eficientes na
prevencao da picada por flebétomos [10]. A titulo de curiosidade, plantas ornamentais,
como a buganvilia ou o jasmim séo toxicas para os flebétomos que morrem apos se
alimentarem nas suas flores [11].
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I. ARTROPODES E ROEDORES AssOCIADOS A TRANSMISSAO DE AGENTES INFECIOSOS

Maria Margarida Santos Silva

Introducao

§ carracas séo artropodes hematoéfagos estritos, ectoparasitas nédo permanentes
de vertebrados terrestres. Estes artropodes existem em quase todas as regides
zoogeogréficas, parasitando uma ampla gama de hospedeiros como mamiferos,
aves, répteis, anfibios e ocasionalmente podem parasitar o Homem. A crescente im-
portancia médica atribuida as carracas advém da aptidao que tém para se fixarem ao
Homem e serem vetores de agentes de doenga com importancia em saude publica [1].

Taxonomia e ciclo de vida

Entre os diversos artrépodes da sub-classe Acari, ordem Parasitiformes, as carragas
constituem a sub-ordem Ixodida. Actualmente sé&o reconhecidas mais de 800 espé-
cies distribuidas essencialmente por duas principais familias, Argasidae e Ixodidae
sendo a familia Ixodidae a que se reveste de maior importancia médica e veterinaria
[2,3]. As carracas sao também consideradas, acaros de grandes dimensdes (2-30
mm). O ciclo de vida compreende quatro fases evolutivas, uma inactiva — ovo e trés
activas- larva, ninfa e adulto, requerendo pelo menos uma refeicdo sanguinea entre
cada uma das fases activas para poderem realizar uma muda e passar a fase evolu-
tiva seguinte (Figura 3).

A maior parte das espécies demoram varios dias a completar a refeicao san-
guinea, em média 2-5 dias nas larvas, 3-5 dias nas ninfas e 7-14 dias no caso dos
adultos. Os machos podem realizar uma pequena ingestéo de sangue para terminar
a espermatogénese, mas frequentemente néo necessitam de efectuar refeicédo de
sangue, pois completam a espermatogénese com a alimentagao da fase ninfal. As fé-
meas necessitam de ingerir grandes quantidades de sangue para garantir a postura,
que pode oscilar entre algumas centenas a milhares de ovos, consoante a espécie. O
numero de ovos pode atingir os 20 000 no caso do género Amblyomma, se bem que
normalmente a maioria das espécies presentes em Portugal apresentam posturas
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na ordem dos 3000 e 5000 ovos como é o caso de Ixodes ricinus e Rhipicephalus
sanguineus respectivamente (Figura 4).

Fase de vida parasitaria

Fase de vida livre

] | 3
¥ & : / j
iA : H *
Larvas Ninfas Adultos Fémea ingurgit‘ada na
| / / ovoposicao

Figura 3: Ciclo de vida dos ixodideos
Adaptado de http://www.hvceo.org/images/lymethreehostlifecycle.jpg

Figura 4: Fémea de ixodideo na fase final da postura

http://animals.howstuffworks.com/arachnids/tick2.htm

A postura pode ser efectuada directamente no solo ou em fendas e no interior das
tocas ou dos ninhos dos animais que parasitam. Quando a postura termina a fémea
morre. De cada ovo eclode uma larva hexapoda que apés efectuar uma refeicao de
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sangue passara a fase evolutiva seguinte, até completar o seu ciclo de vida. O ciclo de
vida dos ixodideos é muito semelhante para todas as espécies. Todos apresentam um
Unico estado ninfal. Ap6s a cépula que, com excepgao de quase todas as espécies do
género Ixodes ocorre sobre 0 hospedeiro, as fémeas alimentam-se até a total replegao
(aumentando o seu volume até 100 vezes) soltam-se do hospedeiro e iniciam a postura,
no solo ou sob pedras normalmente em locais recénditos e sombrios.

Importancia em Saude Publica e Controlo

Mais de 10% das espécies de carragas sao vetores de agentes patogénicos que afec-
tam quer o Homem quer outros animais, causando variadas doencas cujos agentes
etioldgicos podem ser bactérias, virus e protozoarios [1]. Entre as caracteristicas que
tornam as carragas bons vetores de agentes patogénicos destacam-se:

= Todas as fases evolutivas (larva, ninfa e adulto) necessitam de efectuar uma
refeicao de sangue, ingerindo sempre uma quantidade consideravel (comparati-
vamente com as suas dimensdes) de cada hospedeiro;

= Aingurgitacdo demora varios dias a completar-se, permitindo um contacto pro-
longado com o hospedeiro;

= Em algumas associacdes ixodideo/agente infeccioso € possivel que ocorra a
invasdo do sistema reprodutor, permitindo assim a transmisséo da infecao a
progenitura (transmissao transovarial). A percentagem de fémeas transmitindo
um agente transovaricamente e a percentagem da geragcao seguinte que eclode
ja infectada depende do grau de infecao dos tecidos do ovario e das células
germinativas e pode ser muito importante para a manutengdo de microrganis-
mOos na natureza;

= A metamorfose nao envolve a degeneracao e regeneracao total de cada 6rgéao,
pelo que os microrganismos podem sobreviver em alguns 6rgaos apés a muda
(transmissao transestadial);

= Pelo menos um dos estadios dos ixodideos possui um tempo de vida longo,
pelo que os microrganismos podem sobreviver durante largos periodos, mesmo
em condicdes climatéricas adversas;

= O sistema sensorial é extremamente bem desenvolvido, o que permite aos ixodi-
deos detectar o gas carbonico, emitido pelos animais, no ambiente. Assim, eles
concentram-se perto dos locais habituais de passagem, aumentando as suas
hipdteses de encontrar um hospedeiro adequado.

31



Embora sejam considerados zoofilicos, sdo varias as espécies associadas a trans-
missdo ao Homem de importantes agentes infecciosos responsaveis pelo apareci-
mento de diversas doencas, como por exemplo, Rhipicephalus sanguineus vetor da
febre escaro-nodular vulgo febre da carraga. Esta situacdo ndo ¢ atribuida a uma
tendéncia antropofilica, mas sim a oportunidade de contacto com o Homem, o qual
se torna um hospedeiro acidental. No entanto, pelo facto de se fixarem a um hospe-
deiro e apenas como consequéncia especifica da acgao téxica da sua saliva, podem
causar quer no Homem quer em outros mamiferos, sintomatologia diversa, sem que
para isso intervenham agentes patogénicos conhecidos, como é o caso de paralisia
e toxicose por carraca.

O controlo das carragas deve ser feito de forma integrada, com a utilizagéo de
medidas de fisicas, quimicas e biolégicas.

Situacao em Portugal

No INSA a investigagdo em carracas tém sido muito desenvolvida nos ultimos 20 anos
[4], sob a forma projectos ou estudos com financiamento externo ou interno. O conhe-
cimento sistematico, bioldgico e ecoldgico das espécies de carracas [4,5] ajudam a
completar mapas de ocorréncia, a semelhanca do esta a ser feito na Europa [6]. Tam-
bém, a aplicacao de técnicas moleculares e o0 desenvolvimento experimental aplicado
aos vetores tém permitido o avanco desta area.

A lista actualizada de espécies de carracas presentes em Portugal engloba 21
espécies: Dermacentor marginatus (Sulzer, 1776), Dermacentor reticulatus (Fabricius,
1794), Haemaphysalis hispanica Gil Collado, 1938, Haemaphysalis inermis Birula, 1895,
Haemaphysalis punctata Canestrini & Fanzago, 1878, Hyalomma lusitanicum Koch,
1844, Hyalomma marginatum Koch, 1844, Ixodes acuminatus Neumann, 1901, /. ar-
boricola Schulze & Schlottke, 1930, Ixodes bivari Dias, 1990, Ixodes canisuga John-
ston, 1849, Ixodes frontalis (Panzer, 1798), Ixodes hexagonus Leach, 1815, Ixodes
ricinus (Linnaeus, 1758), Ixodes simplex Neumann, 1906, Ixodes ventalloi Gil Collado,
1936, Ixodes vespertilionis Koch, 1844, Rhipicephalus (Boophilus) annulatus (Say,
1821), Rhipicephalus bursa Canestrini & Fanzago, 1878, Rhipicephalus pusillus Gil
Collado, 1938 e Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806).

Em Portugal as doengas com maior impacto em saude publica séo a febre escaro
nodular e a borreliose de Lyme.
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No Quadro 2 apresentam-se vérios agentes patogénicos transmitidos por carra-

¢as, presentes ou em risco de emergir em Portugal e capazes de causar doenca no

Homem, assim como as espécies de carracas que lhes estdo associadas.

Quadro 2: Agentes etiologicos transmitidos por ixodideos presentes ou em risco de emergir

em Portugal

Agente patogénico
Anaplasma phagocytophilum

Doenga

Anaplasmose humana

Espécie de ixodideo

Ixodes ricinus, 1. ventalloi

Babesia divergens

Babesiose

Ixodes spp.

Borrelia burgdorferi s.s.

Borreliose de Lyme

Ixodes ricinus

B. garinii

B. afzelii

B. valaisiana

B. lusitaniae

B.turdi

Coxiella burnetii

Febre Q

Varias espécies

Francisella tularensis

Tularemia

Varias entre as quais Ixodes ricinus,
Dermacentor reticulatus

R. aeschlimannii

Sem denominagao

Hyalomma marginatum

Rickettsia conorii

Febre escaro nodular

Rhipicephalus sanguineus

R. helvetica

Sem denominagao

Ixodes ricinus

R. massiliae

Sem denominagao

Rhipicephalus sanguineus

R. monacensis

Sem denominagao

Ixodes ricinus

R. sibirica mongolotimonae

LAR*

Hyalomma sp., Rhipicephalus pusillus

R. slovaca

TIBOLA!

Dermacentor marginatus, D. reticulatus

Virus da Febre Hemorragica
Crimeia-Congo

Febre hemorrégica

Hyalomma marginatum, Haemaphysalis
punctata, Ixodes ricinus, Dermacentor
spp., Rhipicephalus spp.

Virus Eyach

Sem denominagao

Ixodes ricinus, Ixodes ventalloi

Virus TBE

Encefalite

Ixodes ricinus, Haemaphysalis punctata

* LAR - Lymphangitis-associated rickettsiosis; *TIBOLA - Tick-borne lymphadenopathy

Nos Ultimos trés anos, com a implementacéo da Rede de Vigilancia de Vetores REVIVE
— Carracas, articulada entre o INSA, as Administracdes Regionais de Saude (ARS) e a
Direcao Geral de Saude (DGS), foram identificadas no CEVDI mais de 24000 carracas
[7,8,9], pertencentes aos géneros Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes e
Rhipicephalus. Estas informacdes estdo a permitir actualizar a distribuicao geogréfica,
a determinar a abundancia relativa e periodos de actividade das carracas em Portugal
Continental, para que se possam definir possiveis areas de risco de ocorréncia de ve-

tores, e de agentes infecciosos que nestes existam.
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Introducao

s piolhos sdo muito especificos quanto ao seu hospedeiro. As espécies que

afetam o Homem, afetam-no apenas a ele e sdo considerados ectoparasitas

de dispersdo mundial. Apesar de actualmente apresentarem um baixo nivel
de morbilidade, em tempos remotos foram considerados vetores de devastadores
surtos de doenca, destacando-se o periodo da Primeira Grande Guerra Mundial e
durante os anos 30 e 40 do século passado [1]. Todavia, mantém ainda a capacida-
de de transmitir agentes infecciosos ao Homem e causar neste doengas como o tifo
epidémico, febre recorrente e febre das trincheiras [2].

Taxonomia e ciclo de vida

Estes artrépodes, taxonomicamente incluidos na Classe Insecta, Sub-Ordem Ano-
plura, sdo hematodfagos estritos e fazem o ciclo de vida completo no Homem.

O ciclo de vida inicia-se com a postura de ovos pela fémea em cabelos ou vestu-
ario. Apos a eclosao destes, que pode variar entre 0s quatro e os 14 dias em média,
0s imaturos passam por trés estados ninfais, cada um com a duracéo aproximada
de trés dias até completarem o desenvolvimento e surgirem o0s adultos. Em todas as
fases ninfais e de adulto, os piolhos necessitam de ingerir sangue, quer para passa-
rem a fase seguinte, quer para que o ciclo se complete com uma nova postura. Apos
0s adultos atingirem a maturidade sexual, em menos de um dia depois da ecloséo,
0 acasalamento ocorre imediatamente sendo as posturas na ordem dos 300 ovos.

Consideram-se trés, as espécies de piolho que afectam o Homem, Pediculus
humanus humanus, denominado por piolho do corpo; Pediculus humanus capitis,
designado por piolho da cabeca por se encontar no couro cabeludo e, por fim, Phtirus
pubies que por se alojar na zona pubica causa a pediculose pubiana [3].
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Propagacao e Controlo

A propagacéao dos piolhos ocorre maioritariamente por contacto fisico em ambientes
urbanos. No entanto, o material organico fecal produzido pelo piolho é acumulado e
Seco nas roupas ou cabelos dos individuos, sendo considerado também um modo
de transmissao, para além da hematofagia, de agentes etioldgicos cujos vetores sdo
estes artrépodes [1].

Uma das formas eficazes de controlar uma infestagéo por piolhos, para além da
aplicacdo de quimicos proprios, é o congelamento de todo o vestuario e/ou outras
pecas de roupa e utensilios que possam ter sido usados pelo individuo infestado,
durante 48 horas, apds a qual se segue uma lavagem a temperaturas normais.

Situacao em Portugal

Os piolhos séo parasitas vetores de agentes etioldégicos que afetam o Homem. A in-
vestigacdo em termos de conhecimento actual dos artrépodes da Ordem Anoplura,
estd em fase de desenvolvimento, apoiando-se acc¢des de divulgacao cientifica e
sensibilizacdo da comunidade, contudo o CEVDI dispde de diagnéstico laboratorial
de agentes infecciosos transmitidos por estes vetores.
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Introducao

s pulgas séo artrépodes, parasitas externos de mamiferos e aves, que ocasio-

nalmente parasitam o Homem. Dependem dos hospedeiros para se protegerem

e alimentarem permanecendo nestes toda a vida ou em locais que lhes estejam
proximos.

As pulgas apresentam uma dispersao mundial, com mais de 2 200 espécies co-
nhecidas, no entanto a maioria das espécies nao constitui perigo para a saude pu-
blica [1].

No passado, as pulgas estiveram associadas a varias pandemias das quais des-
taco a ocorrida no final da Idade Média entre 1347-1351, conhecida como Peste Ne-
gra, que dizimou aproximadamente 1/3 da populacao europeia da época.

Taxonomia e ciclo de vida

Estes artrépodes estao incluidos na Classe Insecta, Ordem Siphonaptera. Na fase
de adulto sdo hematoéfagos estritos e completam o ciclo biolégico normalmente no
hospedeiro que parasitam, ou na proximidade deste.

O ciclo de vida inicia-se com a postura dos ovos pela fémea. As larvas eclodidas
podem viver fora do hospedeiro, contudo, por se alimentarem dos residuos fecais
sanguineos, eliminados pelas pulgas adultas, dependem nutricionalmente do hospe-
deiro que as suporta. Também, o desenvolvimento das larvas requer humidade relativa
acima dos 50%, e passa por uma evolucéo trifasica até chegar a fase de pupa, que
ap6s metamorfose, da origem aos adultos, 0s quais com o acasalamento recomegam
a nova geracgao. A duragéo total do ciclo em condigdes ambientais favoraveis tempe-
ratura acima de 27 graus e humidade relativa de 80% e hospedeiro disponivel, seré de
aproximadamente trés semanas [2].
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Importancia em saude publica e controlo

Na fase de adulto, as pulgas, por requerem frequentes ingestdes de sangue, tornam-
se, excelentes vetores de agentes etioldégicos com importancia em saude publica.

Estes insectos extremamente especificos do hospedeiro que parasitam, estao di-
vididos em dois grandes grupos. O primeiro, constituido por pulgas de roedores, é 0
grupo mais importante, em termos de saude publica, uma vez que engloba espécies
como Xenopsylla spp. consideradas eficazes vetores de agentes de doengca como
Yersinia pestis e Rickettsia typhi, responsaveis pela peste bubdnica e tifo murino,
respectivamente. Porém, o segundo grupo, constituido por pulgas encontradas em
animais domésticos e silvaticos engloba outras espécies como Ctenocephalides spp.
e Pulex irritans. Estas espécies de pulgas tém impacto na saude quer do Homem
quer dos animais de companhia, ndo sé por serem igualmente vetores de agentes
de doenca como Rickettsia typhi e R. felis mas também por estarem associadas ao
aparecimento de processos alérgicos com forte irritacdo na pele e prurido [3].

O controlo de populacdes de pulgas deve ser feito de forma integrada com a uti-
lizagado de medidas fisicas, quimicas e bioldgicas.

Situacao em Portugal

As pulgas séo parasitas vetores de agentes etioldgicos que afectam o Homem e animais.

A investigagao, em termos de conhecimento actual dos artropodes da Ordem Sipho-
naptera, tém sido desenvolvidos na Ultima década, no INSA, quer sob a forma de estudos
pontuais de sistematica, quer com estudos moleculares de agentes infecciosos transmi-
tidos por estes vetores [4,5].
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Introducao

s roedores surgiram ha cerca de 60 milhdes de anos e representam um grupo
com grande sucesso evolutivo, para o que terdo contribuido as suas pequenas
dimensdes, a elevada fecundidade e versatilidade da dieta [1].

Os roedores desempenham um papel importante nos ecossistemas onde estao inse-
ridos e podem beneficiar a populacdo humana ao contribuirem para a dispersao de
sementes ou o arejamento dos solos que favorecem a agricultura. No entanto, a re-
levancia dos roedores em termos de saude publica prende-se essencialmente com o
facto de constituirem reservatorios assintomaticos o que os torna vetores primordiais
de doencas infeciosas podendo também servir como hospedeiros de artropodes ve-
tores como as pulgas e os ixodideos. Com as alteracdes climaticas as populagdes
de roedores poderao vir a aumentar em zonas de climas temperados o que resultara
numa maior interagdo com 0s humanos e um maior risco para a transmissao de do-
encas, especialmente em zonas urbanas [2].

Taxonomia e distribuicao

A ordem dos roedores (Rodentia) é a ordem de mamiferos com maior nimero de espé-
cies. Nesta ordem temos, entre outras, a familia Muridae, composta por ratos e ratazanas,
dominantes em todo 0 mundo, com algumas espécies comensais e antropaofilicas.

Em Portugal Continental os murideos estdo representados por trés espécies de
ratinhos- Apodemus sylvaticus, Mus musculus e M. spretus e duas espécies de rata-
zanas- Rattus rattus e R. norvegicus.

No contexto da interagcdo com 0s seres humanos e consequente capacidade de
transmissao de agentes etioldgicos o ratinho-caseiro (M. musculus) e as ratazanas
preta e castanha (R. rattus e R. norvegicus, respectivamente) desempenham um pa-
pel mais importante.
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O ratinho-caseiro pode ser encontrado numa grande variedade de habitats e pos-
sui a distribuicao mundial mais ampla do que qualquer outro mamifero a excegao do
Homem. A ratazana-preta pode ser encontrada em todo o mundo. Tera sido origina-
ria do Sudeste Asiatico e China tendo-se expandido até ao Médio Oriente, através de
rotas comerciais. A ratazana-castanha, por sua vez, € mais agressiva que a ratazana-
preta e consegue expulsa-la, por competicéo, pelo que esta gradualmente a substi-
tui-la. Ao contrario do que o nome especifico indica, esta espécie nao é proveniente
da Noruega mas sim da China e encontra-se disseminada por todo o mundo, préxi-
ma das populagdes humanas [2].

Estas trés espécies encontram-se amplamente distribuidas de norte a sul de Por-
tugal Continental e existem também nos Arquipélagos dos Acores e Madeira.

Biologia e ecologia

M. musculus, R. rattus e R. norvegicus tém habitos noturnos e s&o omnivoros. Des-
tas trés espécies, a ratazana-castanha é a que apresenta maior dependéncia da agua
por isso esta presente em habitats costeiros com pantanos e geralmente associada a
esgotos. O ratinho-caseiro é encontrado em todo o tipo de habitats urbanos incluindo
casas, lojas, fabricas, armazéns e moinhos e a ratazana-preta é avistada proxima de
edificios, armazéns, supermercados, areas agricolas, etc. [1,3].

Estas trés espécies tém grande capacidade de reproducao e podem fazé-lo duran-
te todo 0 ano se houver disponibilidade alimentar. As fémeas de ratinho caseiro atin-
gem a maturidade sexual com cerca de seis semanas e podem ter cinco a dez ninha-
das por ano, com quatro a oito crias. Os machos ficam sexualmente ativos com oito
semanas de idade. Na natureza os ratinhos-caseiros raramente ultrapassam os dois
invernos [1]. A ratazana-preta atinge a maturidade sexual com quatro meses e pode ter
entre trés a cinco gestacdes anuais com seis a sete crias cada. O tempo de vida des-
tes animais na natureza nao deve ultrapassar os 18 meses. A ratazana-castanha pode
reproduzir-se as onze semanas de idade. As ninhadas, com o nimero médio de cinco
por ano, sao constituidas por sete a oito crias [1].

Devido a grande capacidade de proliferagao as populagdes de roedores podem as-
sumir facilmente o caracter de praga.

Microrganismos transmitidos por Murideos

Os murideos podem transmitir agentes patogénicos diretamente, através de mor-
didela, ou indiretamente quer através de vetores que ficam infetados apds refeicao de
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sangue, quer por contaminacao da agua ou da comida com fezes e urina ou ainda por
aerossois.

Em Portugal, as viroses mais comuns transmitidas por roedores sdo as hantavi-
roses e a coriomeningite linfocitaria e, entre as doengas provocadas por bactérias, a
febre por mordedura de rato, a salmonelose € a leptospirose.

Prevencao e controlo

A prevencao das doencas transmitidas por roedores pode ser feita através de medidas
bésicas de saneamento para se evitar a disponibilidade de abrigo ou alimento para
estes animais. Quando os roedores ja estao instalados a situacdo deve ser analisada
num contexto epidemiolégico, econémico, ecoldgico e de dinédmica de populacoes.
Os passos para a sua eliminacdo nao devem ser tomados impulsivamente nem com
a utilizacdo massiva de rodenticidas uma vez que podem afetar outros animais nas
cadeias tréficas e contaminar o meio ambiente. Por isso devem ser acompanhados
por mudancgas que permitam uma melhoria no ambiente. Além disso, a eliminacao dos
roedores deve ser levada a cabo por pessoal especializado quando hé o risco reco-
nhecido de uma explosao demografica ou o risco de transmissdo de doencas para
pessoas ou animais domésticos.

A prevencao a nivel global passa por uma melhor educagao e melhoramento nos
comportamentos; melhores sistemas de vigilancia e de notificagdo com partilha de
informagao, e a implementagao de restricdes de movimentacdes de pessoas e ani-
mais domésticos e de companhia.

O desenvolvimento de novos mecanismos de vigilancia e de resposta utilizando
novas ferramentas como os SIG, dados de detegao remota e de biologia molecular e
a jungéo de varios sectores e disciplinas como a medicina, a veterinéria, a biologia de
populacoes, informacao tecnoldgica, economia, ciéncias sociais e diagnostico pode-
rao ser as melhores armas no combate as doencas transmitidas por roedores.
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Libia Zé-2é

Introducao

s virus transmitidos por mosquitos s&o virus que podem provocar uma sindro-

me febril, sinais e sintomas neurolégicos como encefalites e meningites, poliar-

tralgias e, mais raramente, febres hemorragicas.
Os virus transmitidos por mosquitos, assim como por outros artropodes, sdo denomi-
nados arbovirus (Arthropod-borne viruses). Na natureza sdo mantidos em ciclos conti-
nuos entre um inseto vetor e um hospedeiro vertebrado. Usualmente, a replicacdo do
virus ocorre numa Unica espécie de mosquito ou em espécies proximas, que Sao 0S
seus vetores principais, ou mesmo exclusivos. Uma vez que a maioria dos mosquitos
possuem uma preferéncia alimentar especifica por um grupo restricto de espécies de
vertebrados, esta vai determinar e limitar as espécies envolvidas no ciclo de manuten-
¢ao de cada arbovirus. Estes ciclos podem ser criticos para a perpetuagao do virus em
condigdes adversas, nomeadamente a durante a diapausa dos mosquitos [1].

Para os virus Chikungunya, Dengue e Febre Amarela, ha inimeros registos de epi-
demias com o Homem como hospedeiro principal [2], no entanto, para a grande maio-
ria dos arbovirus, 0 homem é apenas infetado acidentalmente quando o vetor artrépo-
de “o escolhe” como alternativa. Por este motivo, 0 Homem é usualmente designado
como hospedeiro “dead-end” dado ndo produzir virémia significativa, ndo contribuindo
assim para a transmissao [1].

Focando os arbovirus transmitidos por mosquitos, pela sua importancia na Europa
e como zoonoses emergentes, os virus Chikungunya (CHIK), Dengue (DEN), ambos
transmitidos por mosquitos do género Aedes, nomeadamente Ae. aegypti e Ae. albo-
pictus, e West Nile (WN), transmitido por mosquitos do género Culex, serao destaca-
dos neste capitulo.
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Taxonomia e Distribuicao

Os arbovirus englobam um grupo taxonomicamente diverso de virus, sendo os agen-
tes patogénicos para 0 Homem transmitidos por mosquitos pertencentes a trés fa-
milias: Togaviridae (género Alphavirus), Flaviviridae (género Flavivirus) e Bunyaviridae
(género Bunyavirus).

A distribuicao dos arbovirus esta relacionada com a distribuicao geogréafica das
espécies vetoras e com as condicdes e alteracdes ambientais que vao influenciar
essa distribuicao. Os arbovirus transmitidos por mosquitos tém uma distribuicao pra-
ticamente global, estando presentes em todos os continentes a excegao da Antarti-
da. Os Alphavirus incluem um grupo diverso de 29 espécies e sao divididos em trés
categorias principais: virus aquaticos, virus que causam artralgias e virus que cau-
sam encefalites. A maioria dos virus do Velho Mundo causam artralgias, destacando-
se neste grupo como agente patogénico para 0 Homem o virus CHIK. Os Alphavirus
do Novo Mundo sé&o maioritariamente agentes de encefalites, sendo 0s mais impor-
tantes os virus da Encefalite Equina Oriental (EEE) e da Encefalite Equina Ocidental
(WEE) e o virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEE) [3].

Os Flavivirus incluem um grupo diverso de virus que parecem ter evoluido de
forma concertada com os seus vetores, podendo ser divididos em quatro grupos: 0s
transmitidos por carracas (tick-borne); transmitidos por mosquitos (mosquito-borne;
gue podem ainda ser subdivididos em transmitidos por mosquitos do género Aedes
ou Culex); os sem vetor conhecido (no known vector) e os especificos de insetos
(Insect Specific Flavivirus) que podem representar um grupo primordial de flavivirus,
aparentemente incapazes de infectar vertebrados [4,5]. O Dengue é reconhecido
como a doenca tropical emergente mais importante, colocando em risco anualmente
mais de 2,5 mil milhdes de pessoas e infetando entre 50 a 100 milhdes de pessoas
com um mortalidade média de 22 mil pessoas/ano [6].

Na Europa o arbovirus agente de encefalites transmitidas por mosquitos mais impor-
tante é o virus WN (Flavivirus). Nos Estados Unidos da América, os arbovirus patogé-
nicos com maior expressao sao os virus EEE e WEE (Togaviridae), o virus da Encefalite
de St. Louis e WN (Flaviviridae) e o virus da encefalite La Crosse (Bunyaviridae), todos
transmitidos por mosquitos [7]. No continente Africano e na América Latina e do Sul,
os flavivirus dengue e Febre Amarela s&o, sem divida, os mais importantes. Na Asia, e
especialmente no sudoeste asiatico, o aumento das doengas transmitidas por mosqui-
tos, nomeadamente pelos virus da Encefalite Japonesa (JE) e DEN, ambos Flavivirus,
e o0 virus CHIK, causam problemas de salde publica significativos [8]. Na Austrélia, o



II. Doengas AssociaDas A MosauiTos

flavivirus agente da encefalite de Murray Valley é o arbovirus endémico transmitido por
mosquitos mais importante [9].

Patogénese

De uma forma geral, a maioria das infegdes humanas causadas por virus transmitidos
por mosquitos, nomeadamente pelos virus CHIK, DEN e WN, sé&o assintomaticas ou
resultam numa sindrome febril inespecifica. O inicio dos sintomas pode ser insidioso ou
subito, com febre, cefaleias, mialgias, mal-estar e prostracéo. Por vezes pode obser-
var-se uma reacao cutanea no local da picada, tal como outros sintomas inespecificos
como vomitos, nauseas, fotofobia, dor retro-orbital, tosse, exantema ou anorexia. Para
uma proporgao reduzida das pessoas infectadas (geralmente inferior a 5%), a infegao
pode evoluir para formas mais graves, com desfecho fatal ou sequelas permanentes.

Entre os virus neurotrépicos esta o virus WN que pode levar a encefalite com risco
de vida ou sequelas neurologicas permanentes.

No caso de infecao por virus DEN, a patogénese é mais complexa, uma vez que
existem quatro serotipos (DEN-1, 2, 3 e 4) que causam um vasto espectro de doenca
no homem. Os casos menos graves (de assintomaticos a febre de dengue classica)
estéo usualmente associados a uma primeira infecao, cuja recuperacao confere imuni-
dade permanente contra o serotipo envolvido, mas apenas parcial e transitoria contra
0s restantes trés serotipos. Alguns doentes evoluem para sindromes mais severas,
designadas dengue hemorragico (DHF), caracterizado por trombocitopenia e hemorra-
gias, e sindrome de choque por dengue (DSS), caracterizado por perda excessiva de
plasma. Os casos mais graves ocorrem com mais frequéncia em infecoes secundarias
por um serotipo heterélogo [10].

O virus CHIK é agente etiologico de poliartralgias sérias (embora geralmente ndo
fatais) caracterizadas por febre, exantema e artralgias dolorosas que podem persistir
durante meses ou mesmo anos.

De salientar que qualquer um destes arbovirus pode produzir infecoes assinto-
maticas em grande percentagem, o que implica medidas de rastreio as doacdes de
sangue e 6rgaos em zonas endémicas ou em caso de surtos esporadicos.

Né&o existe tratamento especifico para estes agentes. O tratamento € usualmente
de suporte, sendo recomendado o descanso, hidratagéo, tratamento com paracetamol
para reducao da febre (especialmente importante no caso de possibilidade de sinto-
mas hemorragicos, como no dengue). Em caso de sintomas neuroldgicos o tratamento
envolve a tentativa de lidar com problemas associados ao inchago do cérebro, diminui-
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¢ao da oxigenacéao cerebral e outro tipo de complicacdes associadas a infecoes bac-
terianas oportunistas [7].

Diagnédstico Laboratorial

O diagndéstico laboratorial direto de arbovirus pode ser efetuado pelo isolamento do
agente e detegao molecular do RNA viral (baseado em técnicas derivadas da reacao
da polimerase em cadeia- [PCR, RT-PCR e PCR em tempo real]). Um resultado po-
sitivo por diagnostico direto permite a confirmacéo de caso, no entanto, face a evolu-
cao clinica destas infecoes, e considerando o curto periodo de virémia (apenas cerca
de 5 a 7 dias, ap6s o inicio dos sintomas) esta abordagem sé é adequada durante a
primeira semana apds inicio dos sintomas.

Os métodos de diagndstico indireto mais utilizados sao a Imunofluorescéncia Indi-
reta (IFA), a ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e a neutralizagao em placa
(PRNT). Com base nos resultados do diagnostico serolégico e face a um contexto
epidemiolégico e clinico compativel, um caso de infegao activa é definido por: 1) de-
monstracdo de seroconversao; ou 2) aumento do titulo de anticorpos, de pelo menos
quatro vezes, relativamente a duas amostras consecutivas com duas a quatro semanas
de intervalo. Um titulo Unico, IFA IgM positivo, pode também ser sugestivo de doenca.
Pela facilidade de execucao e rapidez, a IFA surge como um método de eleicéo para
o diagnostico seroldgico, nao sendo, todavia, isenta de dificuldades nomeadamente a
nivel da interpretacdo de resultados, devido a existéncia de reagbes cruzadas por in-
fecdes passadas com virus semelhantes (destacando-se os flavivirus) e/ou imunidade
por vacinacao com flavivirus como Febre Amarela, Encefalite Japonesa e Encefalite
Transmitida por Carracas. No caso particular da epidemiologia do virus de dengue, é
também necessario considerar que numa segunda infe¢ao por um serotipo heterdlogo
geralmente ocorre uma resposta imunitaria distinta com uma subida exponencial de
anticorpos IgG, e basal ou mesmo indetetavel, de anticorpos IgM.

As amostras bioldgicas mais frequentemente analisadas sdo sangue, soro e/ou
LCR (no casos dos agentes de encefalites), sendo para diagndstico molecular prefe-
rencial amostras de sangue total ou LCR manipuladas e transportadas em ambiente
refrigerado, uma vez que sendo estes virus de RNA, a garantia da qualidade da amos-
tra e cuidados para prevencao da degradacao evitam a obtencado de resultados falsos
negativos.
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Face a especificidade do diagndéstico destes agentes a informagao epidemioldgica
fornecida e o contacto com o clinico sdo muitas vezes fatores essenciais para o diag-
nostico laboratorial.

Situacdo em Portugal

O diagndstico laboratorial de arbovirus € realizado no Centro de Estudos de Vetores
e Doencas Infeciosas (CEVDI/INSA) desde 1991,

Anualmente sao diagnosticados, sobretudo, casos de importacédo de Dengue com
origem no Brasil, Timor, India, Angola, Bolivia, Cabo Verde, Equador, Paquistao, Perd
Venezuela, Vietname e México.

Em 2010 foi diagnosticado um caso de infecdo por WN [11]. Este caso humano
veio comprovar o risco desta infecao no nosso pais, embora com uma incidéncia
bastante menor do que noutros paises europeus (Grécia, Itélia, Roménia e Russia), foi
consubstanciado por dois casos positivos em equinos na mesma regido, dois meses
mais tarde [12].

Em 2012 foram diagnosticados no CEVDI/INSA os primeiros casos autdctones de
Dengue na ilha da Madeira [13].

Em 2013 foi identificado, também pelo laboratério, um aumento muito significati-
vO NO numero de casos de importacdo a partir de Angola, 0 que veio a ser revelado
posteriormente por um grande surto de Dengue na regiao de Luanda [14].

Como laboratério de referéncia o CEVDI/INSA tem participado na identificacao de
arboviroses, e na confirmacgéo e identificagao dos serotipos em circulagéo. No recen-
te surto de Dengue na ilha da Madeira foi identificado o agente etiolégico responsa-
vel pelo surto como DEN-1 proveniente da América latina, por maior semelhancga do
genoma viral com virus DEN-1 que circulam na Venezuela, Colémbia e regido de Ro-
raima, no Norte do Brasil [13]. Nas amostras de casos de importagéo de Angola foi
identificado pelo laboratério o serotipo DEN-1 com origem africana/asiatica.

Nos pedidos de diagndéstico para o virus CHIK ao CEVDI/INSA, em casos de im-
portagao, ainda nao foram confirmados laboratorialmente casos de infe¢do ativa.

O CEVDI/INSA, como laboratério de referéncia, representa um papel essencial
na vigilancia epidemioldgica e manutencao de meios de diagnostico atualizados que
permitam a identificacdo precisa dos agentes etioldgicos e da sua origem.
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Estudo de Caso

Entre Outubro de 2012 e Fevereiro de 2013 foram reportadas 2164 infegbes autoc-
tones de Dengue na ilha da Madeira, assim como 78 infegdes, com origem na Ma-
deira, no resto da Europa (Reino Unido (23), Alemanha (19), Portugal continental
(11), Franga (3), Suécia (5), Finlandia (7), Dinamarca (2) e Noruega (2), Croacia (1),
Eslovénia (1), Espanha (1) e Suica (1)). Nao foram diagnosticados casos de dengue
severo e 0 numero de novos casos diminuiu desde as Ultimas semanas de 2012.

A introducdo do mosquito invasor Aedes aegypti, detectado na Madeira em 2005,
foi o fator chave para ocorréncia de um surto de dengue nesta regido em 2012.

Outro mosquito invasor, Aedes albopictus, com origem asiatica, tem ocupado a Eu-
ropa desde os anos 80, tendo ja sido introduzido em Espanha em 2004. Em Franga
(2010, 2013) e na Croécia (2013) foram diagnosticados quatro casos de Dengue au-

téctone transmitido por Aedes albopictus.

A proximidade geogréafica destas duas espécies vetoras do virus Dengue a Portu-
gal continental implica maior atencao na sua vigilancia. A sua introdugao deve ser
detetada atempadamente em projetos multi-institucionais, como a Rede de Vigi-
lancia de Vetores (REVIVE) em funcionamento desde 2008, para que seja possivel
tomar medidas que contribuam para o controlo das populagbes de vetores de for-
ma a mitigar o seu impacto em saude publica.
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Maria Joao Gargaté

Introducao

malaria é uma doenca milenar conhecida desde 2700 AC, mas s6 em 1880

Charles Laveran, um cirurgiao francés, identificou um “parasita” no sangue de

pacientes com malaria na Argélia e, em 1902, Ronald Ross foi premiado com o
Prémio Nobel, por ter sido o primeiro investigador a reconhecer o papel do mosquito
na transmisséo da malaria ao identificar o ciclo esporogénico no mosquito.

Em 1955, peritos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) concretizaram a misséo
da erradicagédo da malaria através da utilizacédo bem sucedida do DDT e da eficacia
dos antimaléaricos sintéticos. Contrariamente ao sucesso verificado na Europa e em
alguns paises da América, Asia e Pacifico, esta parasitose persiste em Africa devido
muito provavelmente, as condigdes socio econdémicas e fatores ambientais que de-
sempenham um papel preponderante na transmissao da malaria neste continente [1].

Como resultado dos trabalhos de erradicacao conduzidos pelos servigos de sau-
de publica, os Ultimos casos de maléria adquiridos em Portugal foram diagnosticados
em 1959, desde entao, todos os casos identificados no nosso pais foram importados
e ocorreram em viajantes regressados de paises tropicais onde adquiriram a doenca.

A malaria, ou paludismo, é uma infeg@o parasitaria causada por um protozoario
intracelular obrigatério do género Plasmodium; cuja transmisséo é assegurada quan-
do uma fémea de um mosquito do género Anopheles infectada efectua a sua refeicao
de sangue num individuo. Em situagdes excepcionais, a doenca pode ser transmitida
por transfusdo sanguinea ou via congénita contudo estas duas formas de transmis-
sdo nao tém qualquer impacto epidemiolédgico [2]. Estao descritas mais de 150 espé-
cies de Plasmodium mas, até ha pouco tempo, pensava-se que s6 quatro infetavam
o Homem: o P. falciparum, o P. vivax, o P. malariae e o P. ovale. No entanto uma nova
espécie foi identificada no sudeste asiatico (Malasia) como sendo também patogéni-
ca para o Homem, P. knowlesi. Desde os tempos historicamente antigos, sobretudo
na Europa, esta doenca ¢ identificada como episddios febris caracterizados por pa-
roxismos e recorréncias de febre terca benigna (P. vivax) e febre quarta (P. malariae),
assim designados porgue se considerava nao estarem associados a formas severas
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e fatais da doenca. A febre “terca maligna” ou “subterca maligna” era atribuida ao P.
falciparum e geralmente associada a formas severas e fatais da doenca [3].

A malaria € uma das doencas infeciosas humanas mais prevalentes no mundo.
Conjuntamente com o VIH e a tuberculose s&o consideradas as doengas mais mor-
tais nas regiées tropicais e subtropicais [4]. E a doenca parasitaria mais importante
para 0 Homem estando aproximadamente 5% da populagdo mundial infetada. P.
falciparum é o agente mais disseminado com uma patogenia mais agressiva € um
elevado indice de resisténcia a terapéutica, sendo responsavel por mais de 80% dos
casos mundiais. A OMS estima que ocorram cerca de 300 a 500 milhdes de novos
casos de malaria por ano, resultando em mais de 1 milhao de mortes em que 90%
destas mortes ocorrem na Africa sub-Sariana sendo a maioria em criangas com me-
nos de 5 anos de idade.

Agente / taxonomia

Plasmodium sp. pertence ao Filo Apicomplexa, constituido por seres eucariotas uni-
celulares, que possuem um complexo apical que desempenha um papel fundamental
na penetracéo das células hospedeiras e a Familia Plasmodiidae caracterizada por
apresentar dois tipos de multiplicag@o no seu ciclo de vida: uma assexuada (Homem) e
outra sexuada (mosquito) [2] . O ciclo de vida do Plasmodium pode ser dividido em trés
estadios, a fase sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado - mosquito - (ciclo es-
porogonico) e duas fases assexuadas que ocorrem no Homem: o ciclo exoeritrocitico
(figado) e o ciclo eritrocitico (globulos vermelhos). Este ciclo inicia-se quando a fémea
do mosquito Anopheles, durante a sua refeicédo sanguinea, inocula por picada no hos-
pedeiro as formas infetantes do parasita, denominadas esporozoitos. O esporozoito
percorre 0s vasos sanguineos até as células hepaticas, nas quais se reproduz asse-
xualmente produzindo milhares de merozoitos. Esta fase € transitéria e assintomatica.
Os merozoitos séo libertados para a circulagao sanguinea onde irdo infetar os globulos
vermelhos. O ciclo eritrocitico desenvolve-se em duas fases distintas: (i) multiplicacéo
assexuada por esquizogonia e (i) diferenciagao em estagios sexuados, denominados
gametdcitos, que irdo desenvolver-se no mosquito dando origem aos esporozoitos.
Durante a esquizogonia sanguinea sao libertados os merozoitos que invadem os eri-
trécitos, transformando-se em trofozoitos, os quais, depois de completar o estagio de
crescimento vegetativo, desenvolvem-se em esquizontes [2].
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Sintomatologia

A sintomatologia manifesta-se geralmente entre oito a 25 dias apdés a infecao, po-
dendo, os sintomas surgir mais tarde em individuos que tenham tomado medicacao
antimalarica profilatica. As manifestacdes iniciais da doenga sdo comuns para todas
as espécies de malaria e assemelham-se aos sintomas de uma sindrome gripal. Entre
0s sinais clinicos incluem-se dores de cabeca, febre, calafrios, dores nas articulagdes,
vomitos, anemia hemolitica, ictericia, hemoglobina na urina, lesdes na retina e convul-
sdes. Como manifestagcoes graves da doenca, no caso do P. falciparum destacam-se
0s quadros de malaria cerebral, anemia severa da malaria, disfuncao multiorgani-
ca (hepatico-renal), acidose metabdlica e sindrome de stresse respiratério do adulto
(SDRA) [2].

Epidemiologia

A malaria ocorre na maioria das regides tropicais e subtropicais do mundo estando
as espécies de Plasmodium distribuidas de modo diferente entre as regides onde a
doenca é endémica (Quadro 1). P. falciparum predomina em Africa, Nova Guiné e
Haiti, enquanto o P. vivax € mais comum na América Central. A prevaléncia destas
duas espécies € aproximadamente igual na América do Sul, no Subcontinente India-
no, na Asia oriental e Oceania. Apesar de P. malariae coexistir na maioria das areas
endémicas, especialmente ao longo da Africa sub Sariana, a sua prevaléncia ¢ muito
menos comum. Com respeito ao P. ovale é pouco comum fora da Africa, estimando-
se prevaléncias globais menores que 1% [5].

Na Europa, segundo o relatério anual de vigilancia epidemioldgica do European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) 2013 nos estados membros da
Unido Europeia a transmisséo da malaria é inexistente desde 1975, embora o vetor
permaneca presente, tendo sido reportados em 2010 mais de 6700 casos impor-
tados pelos 26 estados membros da Unidao Europeia. A taxa de casos reportados
confirmados de malaria nos paises da Europa permanece estavel mantendo se apro-
ximadamente em um por 100 000 habitantes. Todos os casos sé&o importados, a exce-
¢ao dos da Grécia que desde 2009 reporta casos de transmissdo local de malaria, em
2012 foram reportados 76 casos de maléria neste pais, sendo 16 autdctones referindo
se a pacientes que nunca viajaram para paises endémicos, estes casos foram confir-
mados laboratorialmente como sendo P. vivax pelo Laboratdrio Nacional de Referéncia.
Recentemente foi publicada informacgao da existéncia de um caso de malaria autoctone
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em ltélia na regido da Calabria. A semelhanca de anos anteriores na Europa a taxa de
ocorréncia desta infecdo € mais do dobro nos homens do que nas mulheres sendo
a faixa etéria mais afetada a 25-44 anos. Em todos os paises existe uma tendéncia
sazonal evidente na ocorréncia desta infecado com o numero de casos a aumentarem
durante os meses de verao (julho a outubro). Esta realidade parece estar associada ao
periodo de Veréo caracterizado por uma maior movimentacéo da populacao, mais do
que qualquer outro fator de risco, representando assim 0s viajantes que visitam fami-
liares e amigos em paises endémicos um grupo significativo de importacéo da malaria
nos paises desenvolvidos. Com o exemplo da Grécia a transmissao local continua a ser
uma possibilidade na Europa sendo por isso imperativo a necessidade de prevencgao,
vigilancia epidemiolégica e melhoria ao acesso dos cuidados de salde aos migrantes.

Portugal, segundo o relatério de 2013 do European Centre for Disease and Control
(ECDC) Annual epidemiological report, reportou 246 casos importados entre 2007 e
2011,

De acordo com o ultimo Relatério das Doencas de Declaragédo Obrigatéria da
Direcéo-Geral da Saude que se refere aos anos 2004-2008, Portugal reportou 45 ca-
sos em 2008, 43 casos em 2007 e 42 casos em 2006, 52 casos em 2005 e 49 casos
em 2004 sendo a maioria dos casos em adultos provenientes da regiao de Lisboa e
Vale do Tejo. Estes casos referem se unicamente a casos importados. Entre 2011 e
2013 chegaram ao Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) 264 re-
quisicdes para o diagnostico laboratorial de Plasmodium sp tendo havido sete casos
positivos todos eles importados. Cinco referem-se a P. falciparum em adultos e foram
provenientes da regido da grande Lisboa (n=3) e do Porto (n=2), um caso refere se a
P. malariae num adulto residente em Lisboa e por Ultimo uma co- infegao de P. falci-
parum e P. malariae num adulto proveniente do Funchal, Madeira. O INSA participa na
vigilancia epidemioldgica da maléria através do projeto REVIVE tanto na vigilancia do
vetor como na posterior identificagdo da presenca do parasita nos insetos.

Diagnéstico

A sintomatologia inespecifica da malaria, que se apresenta como uma sindrome fe-
bril, ndo é clinicamente distinguivel de um vasto leque de outras doencas, pelo que é
absolutamente necessario a realizacdo do diagnostico laboratorial.

Nos ultimos 100 anos a maléria foi diagnosticada, por microscopia éptica, pela
observacao direta do esfregaco sanguineo e gota espessa em laminas coradas por
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Giemsa, metodologia que continua a ser o0 “gold standard” para o diagnéstico desta
parasitose, pois permite a identificacdo da infecao, a diferenciagéo da espécie e a
determinacéo da parasitémia. Existem outras metodologias para o diagnostico da ma-
laria nomeadamente os testes rapidos (imunodetecdo da proteina plasmodial), muito
utilizados em saidas de campo nas zonas endémicas, mas que apresentam uma baixa
sensibilidade, a detecao de anticorpos, que ndo diagnostica uma infegao ativa, e, desde
a década de 80, as técnicas de biologia molecular, como a PCR, que tém sido desen-
volvidas com sucesso [6].

Prevencao e controlo

A maldria € uma doenca evitavel através da utilizacao de drogas profildticas.
Recomenda-se a utilizacdo da terapia combinada com derivados da artemisinina
(artemisinin combination therapies - ACT) para a doenca aguda, principalmente em
criancas, devido ao seu efeito gametocida impedindo a infegdo do mosquito reduzin-
do desse modo a transmissao da doenca; o tratamento intermitente preventivo (TIP)
em mulheres gravidas; a utilizacao de redes mosquiteiras impregnadas em inseticidas
de acao prolongada (insecticide treated nets - ITNs); a pulverizacao intradomiciliaria
com inseticidas de efeito residual que tem efeito no controlo do vetor tem assumido
uma importancia significativa na reducédo das taxas de morbilidade, ao promover a
diminuicao do contacto vetor-hospedeiro vertebrado e a drenagem de aguas paradas
onde 0s mosquitos depositam 0s seus ovos constituem os fatores que tém contribu-
ido de modo mais significativo para o controlo da malaria [7].

O controlo da malaria é um dos objetivos do Millennium Development Goal (MDG)
que pretende reverter a incidéncia desta infegao tentando reduzir para dois tercos a
sua taxa de mortalidade até 2015 [7].

Tratamento

A OMS preconiza a utilizagao das combinagdes baseadas na artemisina como a tera-
pia de primeira linha tanto em situacdes de malaria ndo complicada/nao grave como
em situacdes de doenca grave.

A maléria pode ser severa ou fatal, especialmente se a espécie em causa for P.
falciparum, pelo que o tratamento deve ser iniciado o mais cedo possivel. Em pa-
cientes que apresentem um quadro severo o tratamento deve ser administrado por
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via intravenosa. A maior parte das drogas utilizadas no tratamento séo ativas contra

as formas sanguineas do parasita e incluem a artemisina, cloroquina, atovaguona, e

mefloquina. A utilizagdo destas drogas individualmente ou combinadas com outras

depende da espécie do parasita em causa, da area onde a infecdo foi adquirida e

da situagéo da resisténcia as drogas nessa area, o estado clinico do paciente e a

existéncia de gravidez. Existem diretrizes para o tratamento que combinam estas

situagdes [8].

Caso de estudo

Doente de 60 anos, do sexo masculino, residente na ilha da Madeira, regressado
havia duas semanas de Mogambique onde esteve a trabalhar durante dois meses
nao tendo efetuado a profilaxia para a malaria. Recorreu ao Servigco de Saude do
Hospital Central do Funchal, com quadro possivel de paludismo. O diagndstico
laboratorial, por pesquisa direta no servico de patologia clinica do mesmo hospital,
indicou suspeita de co-infecao P. malariae - P. falciparum. A amostra foi enviada
para o INSA para confirmacao deste diagnostico por métodos moleculares (PCR em
tempo real), que se confirmou. A evolucdo da doenca foi desfavoravel e o doente

acabou por morrer.
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Maria Joao Gargaté

Introducao

filariase € uma infecdo causada por véarias espécies de nematodes (Quadro 3)

que parasitam o sistema linfatico ou subcuténeo dos humanos [1]. A sua trans-

missé@o ocorre pela picada da fémea, de mosquito durante a sua refeicédo sangui-
nea. A filarfase linfatica afeta mais de 120 milhdes de pessoas em 73 paises situados
nos trépicos e sub-trépicos da Asia, Africa, Pacifico Ocidental, Caraibas e América.
Nos EUA a infecéo foi erradicada nos inicios do século XX. Esta infecdo é considerada
uma doenca tropical negligenciada e a Unica maneira de a prevenir € evitar a picada
do mosquito.

Situacao em Portugal

Apesar de ndo existir a doenca autéctone em Portugal, a possibilidade de ocorre-
rem casos de importacao em individuos provenientes, ou que viajaram recentemente
para zonas endémicas, deve ser ponderada. Entre 2011 e 2013 chegaram ao INSA
oito requisi¢cdes para o diagnostico laboratorial de filariase tendo sido os oito casos
negativos. Todos estes pedidos referiam-se a adultos febris provenientes de varios
pontos do Pais que viajaram para zonas endémicas tendo ja sido descartadas outras
infecoes.
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Quadro 3: Caracteristicas biologicas, distribuigao geografica e sintomatologia dos varios
agentes etioldgicos de filariase

Localizacao do LosellzesD Distribuicéao
Espécie parasita adulto . dq o Vetor geografica Sintomatologia
microfilaria
. o - Linfangite
Wucheria ) i . Culex, Africa, Asia, !
bancrofti Sistema linfatico | Linfa/sangue Aedes América Ellefantlasel,
Hidrocefalia
; . Sul, Este e . )
Bfug’a. Sistema linfatico | Linfa/sangue Mansonia, Sudeste da L|nfanglte,
malayi Anopheles Asia Elefantiase
Brugia timori | Sistema linfatico | Linfa/sangue Mosquito Indonésia meanglte,
Elefantiase
Loa loa Tecido Sanque Chrysops Africa Central Inchacos de
subcutaneo 9 spp. e Oeste Calabar
Dermatite, Nodu-
Africa los Subcutaneos
Oncocerca Tecido N Simulium P (Pele de Leopar-
A Subcutanea América do -
volvulus subcutaneo spp. do), Lesdes Ocula-
Sul e Central .
res (Cegueira dos
Rios)
Cavidade Africa
Mansonella | peritoneal, Culicoides -~ Normalmente
Sangue América do X L
perstans membranas spp. assintomatica
Sul e Central
serosas
Mansonella Pele Subcutéanea, Culicoides | Africa Oeste e | Normalmente
streptocerca Pele spp. Central assintomatica
Mansonella Cavidade perito- Cu//ches América Normalmente
. neal, Membranas | Sangue e pele ' spp Simu- | Central e do . "
ozzardi ! assintomatica
serosas lium spp Sul
Dracunculus | Tecido Ingestao/ fes .
medinensis | subcutaneo - Cyclops Africa Ulceras
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IIl. DoeNgAs AsSOCIADAS A FLEBOTOMOS

Maria Joao Gargaté

Introducao

primeira descricao de leishmaniase foi feita por El-Razy no Iraque, por volta

do ano 1500. Em 1898, Browosky descobriu 0 agente causador desta infegao,

mas a sua publicagao escrita em russo, passou praticamente despercebida aos
olhos dos cientistas ocidentais. S6 em 1901, William Leishman, durante um exame a
amostras do baco de um paciente que morreu de leishmaniase (Kala -azar) observou
“corpos ovais” e publicou a sua observacdo. Mais tarde, Charles Donovan encontrou
£556S Mesmos “corpos ovais” noutros pacientes com (Kala-azar) e designou-os como
corpos Leishman — Donovan. Mas foi Ronald Ross, em 1902, quem classificou o agen-
te etioldgico do Kala—azar diferenciando-o no género Leishmania [1].

A leishmaniase € uma doenca infeciosa causada por um variado nimero de es-
pécies de um protozoario parasita pertencente ao género Leishmania, familia Trypa-
nosomatidae, cuja transmissao é assegurada quando uma fémea de diferentes espé-
cies de Phlebotomus (Velho mundo) ou Lutzomyia (Novo mundo) efetua a sua refeicao
de sangue num individuo. Sendo Phlebotomus perniciosus e Phlebotomus ariasi as
espécies mais importantes na Europa ocidental, nomeadamente em Portugal, onde
foram identificadas como as espécies vetoras de Leishmania infantum [2]. O cao é
o principal reservatério e também o principal hospedeiro deste parasita. O género
Leishmania inclui aproximadamente 30 espécies, a maioria das quais infecta o Ho-
mem, originando quatro apresentacdes clinicas diferentes: leishmaniase visceral ou
sindrome de kala-azar (a forma mais severa da doenca), leishmaniase cutanea (a for-
ma mais comum da doenca), leishmaniase cuténea difusa e leishmaniase mucocuta-
nea. Esta parasitose afeta principalmente a populacdo mais pobre do planeta e esta
na maioria dos casos associada a malnutricao, a imunossupressao, movimentacdes
populacionais e défice de recursos socio-econdmicos. Estima-se que ocorram a nivel
mundial 1,3 milhdes de novos casos e 20000 a 30000 mortes por ano provocados
por esta parasitose.
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Agente / taxonomia

Leishmania é um parasita dimérfico que apresenta dois principais estados morfologi-
cos: a forma amastigota intracelular que parasita o sistema fagocitario mononuclear
dos mamiferos (hospedeiro) e a forma promastigota flagelada que parasita o trato
intestinal do inseto (vetor). Ao efetuar a sua refeicao sanguinea no reservatério mami-
fero infetado, o inseto ingere as formas amastigotas de Leishmania, diferenciando-se
estas em formas promastigotas flageladas e alongadas, dando-se entao inicio a uma
fase de multiplicacdo logaritmica em que os parasitas nao séo infecciosos. Apds al-
guns dias, estas formas transformam-se em promastigotas metaciclicos com grande
mobilidade. Cerca de nove dias depois migram para a zona proximal do tubo diges-
tivo (esofago, faringe), prontas a serem inoculadas no hospedeiro vertebrado durante
a proxima refeigdo. E nesta altura que o flebdtomo fémea, ao efetuar a sua refeicéo
sanguinea de que necessita para a maturagéo dos ovos, inocula as formas promas-
tigotas metaciclicas na derme do hospedeiro vertebrado. Estas formas sao rapida-
mente fagocitadas pelos macrofagos, passam a forma amastigota, multiplicam-se
por divisdo binaria nos fagolisossomas das células fagociticas, provocando a sua
destruicéo ao romper a membrana celular, sendo as formas amastigotas fagocitadas
por novos macrofagos.

Desde a identificacao do género por Ross, o numero de espécies descritas tem aumen-
tado ao longo do tempo.

Como as diferentes espécies sao indistinguiveis morfologicamente, varios critérios tém
sido usados para a sua identificacdo sendo a eletroforese de isoenzimas a metodologia
de referéncia para esta distincéo (Quadro 4) [1].

Quadro 4: Classificagéo do género Leishmania. Anélise filogenética.

Subgénero Leishmania Ross, 1903

L. donovani L. infantum L. chagasi

L. mexicana L. amazonensis L. tropica L. major L. aethiopica

Subgénero Vianiia Laison & Shaw, 1987

L. braziliensis L. guyanensis L. panamensis L. peruviana
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Apresentacao clinica e sintomatologia

A leishmaniase cutanea caracteriza-se pelo aparecimento de lesées cutaneas, princi-
palmente na face e membros. A cura ocorre espontaneamente mas no entanto pode
deixar cicatrizes permanentes. Apos recuperacdo ou tratamento, esta apresentacao
clinica da leishmaniase induz imunidade a re-infecao por espécies de Leishmania cau-
sadoras da doenca. Na leishmaniase cutanea difusa os doentes apresentam lesoes
disseminadas semelhantes a lepra, ndo ocorre cura espontanea e o tratamento é di-
ficil. Esta forma esta habitualmente relacionada com um sistema imunitario deficiente
e apresenta frequentemente recaidas apo6s tratamento. A leishmaniase mucocutanea
provoca lesdes desfigurantes na face, destruindo a mucosa do nariz, boca e garganta.
A terapia inclui a reconstrugao cirdrgica das deformidades. Por Ultimo a leishmaniase
visceral também denominada sindrome de ‘kala-azar’ ou “febre negra” na Asia, ca-
racteriza-se por febre irregular, perda de peso, anemia, hepatoesplenomegalia, sendo
a forma mais severa de leishmaniase, pode ser fatal na auséncia de tratamento. Os
6rgéaos internos sao afetados e o periodo de incubacao pode ir de meses a anos. Apds
tratamento e recuperacao, os pacientes podem desenvolver leishmaniase cutéanea cro-
nica que requer tratamento longo e dispendioso [1].

Epidemiologia

Esta parasitose constitui um dos principais problemas de saude publica mundial, afe-
tando 12 milhdes de individuos em mais de 98 paises, causando morbilidade e morta-
lidade principalmente na Africa, Asia e América Latina. No Brasil, onde esta parasitose
tem elevada expressao, sao registados cerca de 26,000 novos casos de leishmaniase
por ano.

Relativamente as diferentes apresentacoes clinicas da doenca, estima-se que
aproximadamente 0,2 a 0,4 milhdes de novos casos de leishmaniase visceral (LV) e 0,7
a 1,2 de novos casos de leishmaniase cutanea (LC) ocorram por ano em todo o mundo.
Mais de 90% dos casos de leishmaniase cutanea, ocorrem em trés areas epidemio-
l6gicas distintas, América, bacia do Mediterraneo e Asia Ocidental, sendo os paises
com 0 maior numero de casos estimados o Afeganistao, Argélia, Brasil, Irdo, Peru,
Arabia Saudita, Colémbia, Etiopia, Costa Rica e Siria. A leishmaniase visceral ocorre
mais frequentemente no Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Nepal e Sudao (Quadro 5).

Esta infecao assume grande importéancia clinica quando associada a infecao VIH,
pois tem vindo a aumentar nos Ultimos anos em individuos toxicodependentes pela
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partilha de seringas infetadas, nao necessitando assim da intervencao do vetor (ciclo
antroponotico). A co-infecao leishmaniase - VIH atinge mais de 35% do total de pa-
cientes infetados com leishmaniase visceral no mundo.

Quadro 5: Localizagé@o geografica das diferentes espécies de Leishmania sp.

Apres,eptagao Espécies Localizagcao geografica
clinica

Leishmania tropica ) N .
p Velho Mundo: Bacia do Mediterréaneo, Ex-Republicas

L. major Sovjéticas, Asia, Médio Oriente, Afeganistao, Norte

Leishmanfase de Africa, Kenia

cuténea L. aethiopica

, Novo Mundo: América central e Bacia do Amazonas
L. mexicana

Leishmaniase Novo Mundo: Brasil e outros paises da América

N L. braziliensis ;
mucocutanea latina
Velho Mundo: Asia (China, india e Irdo) e Africa
(Sudao, Kénia e Etidpia) adultos
L. donovani )
. ] Bacia do mediterraneo (Portugal) e Norte de Africa
Leishmaniase ,
; L. infantum
visceral . . ,
criangas e imunocomprometidos
L. chagasi

Novo Mundo: Norte e Nordeste do Brasil, alguns
focos noutros paises da América latina

Na Europa, o risco da emergéncia e/ou reemergéncia desta parasitose esta asso-
ciado a 3 fatores principais: introducé@o de espécies exoticas de Leishmania devido ao
aumento das viagens intercontinentais dos humanos e de cées domésticos; propaga-
¢ao natural da LV e LC causada por L. infantum e L. tropica da regiao mediterranica,
onde estas espécies sao endémicas, para areas vizinhas temperadas onde existe 0
vetor mas nao a doenga; reemergéncia da doencga na regiao do mediterraneo causa-
da pelo aumento do numero de imunodeprimidos/HIV [2]. A resisténcia dos parasitas
e dos vetores aos farmacos e inseticidas em uso, as modificacbes ambientais e as
condicdes sécio-econémicas asseguram a continuidade desta parasitose nas areas
endémicas.

Atualmente, a alta prevaléncia de portadores humanos assintomaticos de L. infan-
tum no sul da Europa sugere que este parasita € uma ameagca latente para a saude pu-
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blica, demonstrado pelo aumento das coinfeccoes com HIV que tém vindo a ser obser-
vadas desde os anos 80. Desta forma a leishmaniase € considerada a terceira doenca
parasitaria oportunista mais frequente a seguir a toxoplasmose a criptosesporidiose [3].

O European Centre for Disease Control (ECDC) Annual epidemiological report 2013
nao refere quaisquer dados acerca da ocorréncia de leishmaniase nos paises euro-
peus.

Situacao em Portugal

Em Portugal, a leishmaniase é endémica, causada por L. infantum sendo a apre-
sentacao clinica predominantemente, a leishmaniase visceral. No nosso pais, o pri-
meiro caso de leishmaniase foi descrito por Dionisio Alvares em 1910, numa crianca
de nove anos de idade, residente em Lisboa. Esta doenca tem sido considerada pre-
dominantemente infantil, mas verifica-se uma tendéncia para a diminuicdo do nimero
de casos em criancas e 0 aumento da infegdo em adultos, principalmente associada
a casos de VIH [4].

Os valores de seroprevaléncia da leishmaniose na populagao canina em Portugal,
Espanha, Italia e Franca demonstram que cerca de 2,5 milhdes dos animais se en-
contram infetados. Nestes paises, 0 numero total de casos humanos de coinfeccao
Leishmania/VIH, no final de 2006, era de 2152, sendo 223 em Portugal. Por outro lado,
estima-se que sejam diagnosticados por ano, no nosso pais, 15 a 20 casos de leishma-
niase visceral (LV) em individuos imunocompetentes. Apesar de ndo ser evidente que
exista uma relacao direta entre a prevaléncia da leishmaniase canina e a da leishma-
niase humana, a presenca de caes infetados desempenha um papel fundamental na
manutencao da endemia da LV humana, sendo a incidéncia/prevaléncia no cao muito
superior a verificada no Homem.

A Regido do Alto Douro, foi nos anos 90 o foco mais ativo da infecao humana com
uma incidéncia de 8,3 casos/100000 habitantes/ano. A Regiéo de Lisboa e vale do Tejo
¢, onde atualmente existe 0 maior niUmero de casos humanos de leishmaniase, sobretu-
do em individuos com coinfegdes com o VIH, apresentando uma incidéncia de 0,2 ca-
50s8/100000 habitantes/ nos anos 80 (CENSOS 1991). Na Regido do Algarve, a incidén-
cia da leishmaniase humana era nos anos 80 de 1,2 casos/100000 habitantes/ano [6]. A
leishmaniase humana cuténea é uma doenca rara em Portugal, mas tém sido descritos
casos, desde 0s anos 40, nas bacias hidrogréaficas dos rios Douro, Tejo e Sado [7]. No
entanto, em apenas dois casos autdctones foi possivel identificar a espécie causadora
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das lesdes, L. infantum, enquanto que a mesma espécie foi isolada em cerca de noven-
ta casos de LV [8]. Segundo aqueles autores, embora a LC nado seja tdo frequente em
Portugal como em [télia ou Espanha, onde se verificam focos de elevada endemicidade,
esta doenca devera deixar de ser encarada como muito rara, estimando-se que sejam
diagnosticados anualmente cerca de dez novos casos.

Segundo os Ultimos dados da OMS nao foram reportados casos referentes ao nos-
s0 pais em 2011 e 2012 tendo sido reportados entre 2005 e 2010, 88 casos. O docu-
mento mais recente da Diregao Geral da Saude (DGS), disponivel online, é o relatério
das doencas de declaracao obrigatdria 2004-2008, que refere terem sido reportados 79
casos de leismaniose nestes 5 anos, sendo a maioria dos casos na regiao de Lisboa e
Vale do Tejo e abrangendo a totalidade dos grupos etarios.

Entre 2011 e 2013 chegaram ao INSA 65 requisicoes para o diagnéstico laboratorial
de Leishmania, tendo sido detetados 9 casos positivos, 3 criancas e 6 adultos. Em 5
dos adultos, residentes no distrito de Setubal, foi detetada a co-infe¢é@o leishmaniase
-VIH. Duas das criancgas pertencem também ao distrito de Setubal, sendo a outra resi-
dente no distrito de Vila Real.

Diagnéstico

O diagnostico laboratorial pode ser efetuado pela identificacédo direta das formas amas-
tigotas em esfregacos de sangue ou tecidos, normalmente aspirados esplénicos, bi-
oOpsias hepaticas ou pungdes medulares, apods coloracéo de Giemsa ou hematoxilina—
eosina, 0 que requer experiéncia na observacao; pelo isolamento e identificacéo das
formas promastigotas em culturas a 27 °C em meio NNN ou Scheneider’s drosophila
a partir de pungbes medulares e sangues periféricos, o que implica uma resposta de-
morada (7 — 12 dias); por testes imunoldgicos (IFI, ELISA, Immunoblot) que ndo deverao
ser utilizados no caso de imunodeprimidos e criangas pois apresentam baixos titulos de
anticorpos e nao permitem distinguir uma infegao ativa de antiga. Por Ultimo, as técnicas
de biologia molecular a partir de sangue periférico ou tecidos que possuem uma eleva-
da especificidade e sensibilidade e permitem identificar rapidamente uma infegéo ativa.

Prevencao e controlo

Nao existem vacinas nem drogas profilaticas disponiveis para esta parasitose sendo o
Unico modo de prevenir a doenca a protecao do vetor através do uso de inseticidas,
repelentes e a utilizagdo de redes mosquiteiras e roupas tratadas com piretréides.
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Devido a inexisténcia de vacinas eficazes para a leishmaniase humana e s6 muito
recentemente estar disponivel a vacina canina, a terapéutica, apesar de limitada, dis-
pendiosa e dos efeitos secundéarios adversos, continua a representar o Unico mecanis-
mo de controlo quando as medidas profilacticas falham [9].

Tratamento

Historicamente a terapia quimica da leishmaniase era baseada no uso de antimoniais
pentavalentes. Outras terapéuticas como a miltefosina, pentamidina e a anfotericina
B tém sido usadas como drogas alternativas, sendo presentemente esta Ultima a
droga de referéncia. A introducao da terapéutica Highly Active Anti-Retroviral Thera-
py (HAART) reduziu significativamente a incidéncia das co-infegdes VIH-leismaniose
prevenindo que uma infecao assintomatica por L. infantum se torne sintomatica mas
nao evitando as recidivas de L. visceral [10].
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Fatima Amaro

Introducao

s flebovirus sao arbovirus transmitidos por ixodideos, mosquitos ou flebétomos.

Os flebovirus transmitidos por ixodideos até ha relativamente pouco tempo néo

estavam associados a doenca humana, no entanto, o surgimento dos virus SFTS
(Severe Fever with Trombobocytopenia Virus) na China e do virus Heartland nos Esta-
dos Unidos da América, que provocam febre, fadiga, diarreia, trombocitopénia, leuco-
pénia veio provar o contrario [1, 2].

O flebovirus transmitido por mosquitos mais importante em salde publica € o virus
de Rift Valley fever que circula em Africa, principalmente em paises subsarianos, mas
que também ja foi detectado no Iémen e na Arabia Saudita [3]. Este virus é responsa-
vel por epizootias em ruminantes domésticos e, no ser humano, provoca doenga que
pode ir desde sindrome febril ligeira a meningite ou maculo-retinite que podem deixar
sequelas permanentes [4].

Entre os flebovirus conhecidos que circulam na Bacia do Mediterraneo, trés deles,
o Napoles, o Sicilia e 0 Toscana, transmitidos por flebétomos, causam doenga hu-
mana, a chamada febre dos trés dias, com sintomas parecidos com os da gripe, tais
como febre, dores retro-orbitais e mialgias. Os doentes recuperam, geralmente, pas-
sada uma semana apesar de a doenca ser considerada incapacitante enquanto os sin-
tomas permanecem. No entanto, estes virus ndo sao considerados atualmente como
uma grande ameaga para a saude publica [5]. Assim, neste capitulo sera abordado o
virus Toscana uma vez que este é, atualmente, o flebovirus mais prevalente na Europa.
O virus Toscana esta associado a doenca neuroldgica, particularmente nos meses
mais quentes, quando a atividade do vetor se encontra no seu expoente maximo.

Taxonomia e distribuicao

Os flebovirus (género Phlebovirus, familia Bunyaviridag) estéo presentes em todo o mun-
do a excecdo da Australia. Encontram-se divididos em dois grandes grupos: 0 grupo
Uukuniemi transmitido por ixodideos e cujo protétipo € o virus com 0 mesmo nome, € o
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grupo dos virus da febre por fleb6tomos que pode ser transmitida por mosquitos (caso
do ja referido virus de Rift Valley fever) ou por flebétomos [6, 7, 8]. Relativamente aos vi-
rus SFTS e Heartland acima mencionados e que sao transmitidos também por ixodide-
0s, apesar de estarem geneticamente mais préximos do grupo Uukuniemi, acredita-se
que possam vir a fazer parte de um terceiro grupo dentro dos flebovirus.

A maioria dos flebovirus é transmitida por fleb6tomos. No Velho Mundo reconhe-
cem-se dois serocomplexos: 1) o serocomplexo do virus Sandfly fever Naples que
inclui os virus Sandfly fever Naples, Tehran, Karimabad e Toscana, e 2) o serocomple-
x0 do virus Salehabad que inclui os virus Salehabad e Arbia. Estao também listados
no International Committee on Taxonomy of Viruses os virus Sandfly fever Sicilian e o
Corfou, que poderao vir a constituir o serocomplexo do virus Sandfly fever Sicilian, [9].
Esta classificagao esta em constante mudanca uma vez que o nimero de flebovirus que
existem esta claramente subestimado e a descricdo de novos membros pertencentes
a este género tem vindo a aumentar [10]

O virus Toscana foi pela primeira vez isolado no seu vetor, Phlebotomus perni-
ciosus, em ltalia, na regido da Toscania em 1971 [11] e, em 1983, a partir do liquido
cefaloraquidiano (LCR) de uma doente internada com meningite num hospital daguela
regiao [12]. No mesmo ano um turista sueco ficou doente, apos ser infetado no Algar-
ve [13]. Desde entdo tem vindo a constatar-se que o virus Toscana tem uma distribui-
¢ao alargada aos paises que rodeiam o Mediterrneo ou contiguos a estes. Existem
relatos de infecbes por virus Toscana, além de ltalia e Portugal, em Espanha, Franca,
Alemanha, Grécia, Croacia, Bosnia-Herzegovina, Kosovo, Malta, Chipre, Turquia, Mar-
rocos e Tunisia [10].

Patogénese

O virus Toscana apresenta neurotropismo, podendo estar associado a doenca neu-
rologica aguda. A doenca tem um periodo de incubagéo de cerca de 15 dias e um
periodo de virémia de cerca de dois a trés dias. No inicio surgem anticorpos (imu-
noglobulinas, Ig) do tipo M, logo seguidos pelo aparecimento de anticorpos do tipo
G. Uma vez que o periodo de incubacéo é relativamente longo, quando a doenca se
manifesta geralmente podem ser encontrados anticorpos de ambos os tipos [14]. Na
bibliografia ndo existem informacdes concretas sobre o tempo de persisténcia dos
anticorpos IgG e IgM anti-virus Toscana no organismo.
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Os primeiros sintomas, nomeadamente febre e cefaleias, podem ocorrer durante
dois a quatro dias. Posteriormente manifestam-se vomitos, dores oculares e rigidez
na nuca, associada a meningite asséptica, confusdo mental e letargia, seguidos de
um periodo médio a longo de convalescenca [14].

A doenca evolui sem sequelas neuroldgicas, com envolvimento encefélico pouco
frequente, mas pode resultar em casos de meningoencefalites ou encefalites, algu-
mas vezes sem a ocorréncia de meningite [15]. Estao descritos também varios casos
de infecdes com sintomatologia atipica, entre eles casos de hidrocefalia, surdez tem-
poréria e alteragdes de personalidade [16, 17, 18]. Mais recentemente, em 2012, foi
referida a primeira morte por encefalite causada por virus Toscana num doente idoso
com 73 anos que viajou na regido da Toscénia [19].

Apesar da existéncia de casos atipicos com consequéncias graves, o facto de,
por vezes, a infecéo por virus Toscana ser assintomatica e nao necessitar de hos-
pitalizagdo pode conduzir a uma subestimativa das taxas de infecdo nos residentes
dos paises endémicos.

Diagnéstico laboratorial

O diagndstico laboratorial de flebovirus € assegurado pelo Centro de Estudos de
Vetores e Doencas Infeciosas/Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (CEVDI/
INSA) desde 2007. Este diagndstico é feito indiretamente, em amostras de soros através
da pesquisa de anticorpos e, diretamente com pesquisa dos virus em amostras de LCR.

Os soros sao testados por imunofluorescéncia indireta in house (IFA) com recurso
a laminas preparadas com células Vero E6 infetadas com virus Toscana da estirpe ita-
liana ISS. Phl.3. As amostras a testar deverao ser duas, com um intervalo de duas se-
manas entre as colheitas, para se poder verificar a seroconversdo. Sao consideradas
positivas as amostras com titulos de IgG iguais ou superiores a 32 e de IgM com tiulos
iguais ou superiores a 16. As amostras positivas por IFA, sdo depois confirmadas com
uma técnica de Enzyme Linked Immunosorbent assay (ELISA) comercial (Enzywell Tos-
cana virus IgG/IgM, Diesse, Itélia).

Dado o curto periodo de virémia do virus Toscana, as amostras de LCR para
diagnéstico direto deverao ser colhidas nos primeiros 2 e 3 dias ap6s o inicio dos sin-
tomas. As tentativas de isolamento séo realizadas através da inoculacdo do LCR em
células Vero E6 e a detecao de RNA viral é feita pela técnica de Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) com primers genéricos.
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Situacao em Portugal

Alguns anos apés a primeira referéncia a presenca do virus Toscana em Portugal [13],
foi relatado o caso de outro turista que regressou sintomatico ao seu pais de origem,
a Alemanha, apds ter sido infetado na regiao de Coimbra [20]. Em 2007 foi descrita
a detecao molecular do virus em seis individuos internados com meningite na regiao
do Porto [21].

No CEVDI foi realizado um estudo retrospetivo, com amostras colhidas entre
2004 e 2008, inclusive, cujos resultados ja foram publicados [22] e no qual se preten-
deu estudar a prevaléncia de anticorpos anti-virus Toscana na populagédo humana no
nosso pais. As populacdes estudadas consistiam numa populacdo controlo (dadores
de sangue, n=150), uma populacdo considerada de risco (n=236) e uma populacdo
de individuos com sintomatologia e solicitagédo de diagnostico laboratorial de virus
transmitidos por vetores. Esta Ultima populagéo foi dividida em individuos com sin-
tomas neuroldgicos (n=165) e individuos sem sintomas neuroldgicos (n=373). Foram
testados, no total, soros de 924 individuos. A seroprevaléncia de anticorpos IgG foi
2% na populagao controlo. Na populagéo considerada de risco, a prevaléncia foi de
3,4%. Na populacdo com doenga do sistema nervoso central, detetou-se uma sero-
prevaléncia de 4,2% para 0 mesmo tipo de anticorpos e, nos individuos sem doenca
do sistema nervoso central, a seroprevaléncia foi de 1,3%. Na populacdo com sinto-
mas neuroldgicos foram detetados cinco casos (3%) de infecé@o recente (IgM + 1gG),
tendo sido esta infecao adquirida nos distritos de Faro, Coimbra, Lisboa e Aveiro. Os
diagnésticos clinicos associados foram de meningite, meningoencefalite e exantema.

Os resultados obtidos nos estudos retrospetivos demonstram que a infegao por
virus Toscana ainda é negligenciada em Portugal tornando necessario sensibilizar a
classe médica para este virus neurotrépico transmitidos por vetores.
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IV. Doengas AssociaDAS A CARRAGAS

Maria Joao Alves

Introducao

s carragas podem ser vetores de muitos agentes virais na Europa, como o virus
da Encefalite Transmitida por Carracas (TBE), virus Dhori, Thogoto e virus da
Febre Hemorragica Crimeia-Congo (CCHF), entre outros.
Alguns destes virus provocam sinais e sintomas neurolégicos mais ou menos seve-
ros, outros sdo agentes etioldgicos de febres hemorragicas.

Taxonomia e distribuicao

O virus TBE (Familia Flaviviridae, género Flavivirus) € mantido na natureza em ciclos
que envolvem hospedeiros vertebrados silvaticos e carragas da espécie Ixodes rici-
nus, na Europa e Ixodes persulcatus e Haemaphysalis concinna, na Russia.

Este virus tem sido identificado em 25 paises, da Europa central e ocidental ao
norte da Asia [1]. No sul da Europa, nomeadamente sul de Franca, Espanha e Portu-
gal, apesar da presenca de Ixodes ricinus, nunca foram identificados casos humanos
autéctones ou vetores infetados com o virus TBE.

Os virus Dhori e Thogoto pertencem a Familia Orthomyxoviridae, género Thogo-
tovirus, tendo cerca de 15-20% de homologia com o virus da gripe. O virus Dhori foi
isolado em Portugal, em 1971, a partir de carracas Hyalomma marginatum, colhidas
em bovinos, na Vidigueira [2] e o virus Thogoto foi isolado, em 1978, de carracas Rhi-
picephalus sanguineus, colhidas em cabras, em Vila Vigosa [3]. Tanto o virus Dhori,
como o Thogoto, tém uma ampla distribuido geogréafica na india e Asia (Dhori) e em
Africa (Thogoto), mas muito restrita na Europa, tendo sido identificados em Portugal,
Italia e sul da Russia [4, 5].

O virus da CCHF (Familia Bunyaviridae, género Nairovirus) foi identificado em mais do
que 30 espécies diferentes de carragas, no entanto, provou-se que 0s vetores principais
s&o as carracas do género Hyalomma [6], existente em abundancia em Portugal.
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O virus da CCHF, cuja distribuicdo geografica coincide com a distribuicao geo-
grafica do género Hyalomma, foi identificado em Africa, Médio Oriente, Centro e Su-
doeste da Asia e Europa, nomeadamente algumas regides do sul da Russia, Turquia,
Bulgaria, Grécia, Kosovo e Albénia. Existe evidéncia seroldgica da presenca deste
virus na Hungria, Franga e Portugal [1,5].

Patogénese

Nas infegbes por virus TBE, depois de um periodo de incubacao de sete a 14 dias, 0s
doentes desenvolvem, numa primeira fase, uma sindrome gripal, com febre, cefaleias,
artralgias, lombalgias com probabilidade de nauseas e vémitos, que pode durar, em
média quatro dias [7,8], depois de cerca de oito dias sem sintomas, numa segunda
fase, ocorrem em 80% dos doentes, encefalites e meningoencefalites. A taxa de mor-
talidade na Europa € inferior a 1% [1]. A vacina para o virus TBE é largamente utilizada
em toda a Europa central nas populagdes em risco.

Os virus Dhori e Thogoto sado virus com semelhancas morfoldgicas e genéticas ao
virus Influenza. Em humanos a infecao por virus Dhori pode provocar sindrome febril,
cefaleias, fraqueza, dor retro orbital e encefalite. O virus Dhori, além de ser transmiti-
do por carracas também pode ser transmitido pessoa a pessoa [4]. O virus Thogoto
pode provocar doenca grave com menigoencefalite e, provavelmente, pode também
ser transmitido pessoa a pessoa.

A patogénese das infecdes por virus CCHF ndo esté esclarecida devido ao facto
de este virus exigir condi¢cdes de biosseguranca nivel quatro (BSL 4) e & auséncia do
modelo animal.

Depois de um periodo de incubacéo, que depende da via de exposicéo, de um a
trés dias por picada de carraca, de cinco a seis dias por exposigao a sangue infetado,
o doente passa por uma fase | - pré-hemorragica (febre alta subita, arrepios, cefaleias
severas, tonturas, fotofobia, dores dorsais e abdominais, nauseas, vomitos, diarreia,
perda de apetite, pode também ter alteracbes de comportamento, confusao, agressi-
vidade ou mesmo violéncia, alteracoes cardiovasculares, nomeadamente bradicardia e
tenséo baixa) trés a seis dias depois, seguida de Il - fase hemorragica (manifestacdes
hemorragicas, de petéquias a equimoses extensas, sobretudo tronco e extremidades,
melena, hematemesis, epistaxis, fezes tipo borras de café, hemorragias na vagina, gen-
givas e, N0s casos mais severos, no cérebro). Quinze a 20 dias apos inicio dos sintomas
o doente inicia a fase lll - fase convalescente (fraqueza prolongada e acentuada, pulso
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fraco, as vezes perda de cabelo, polineurite, cefaleias, tonturas, nauseas, falta de ape-
tite, de visao e de audigao e perda de memodria).

A mortalidade na Febre Hemorragica Crimeia-Congo € de 30-50%. A mortalidade
na infegdo nosocomial € mais elevada devido, provavelmente, a dose viral da inocu-
lagéo.

N&o existem estudos clinicos completos para o tratamento da CCHF, no entanto
ja foi testada imunoterapia e ribavirina.

Diagnéstico laboratorial

Para o diagnéstico laboratorial do virus TBE sé&o especialmente importantes as técni-
cas de diagnostico indireto, para a detecao de anticorpos IgM, normalmente no de-
curso da segunda fase da doenca, por imunofluorescéncia indireta (IFA) ou ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) no soro e LCR. Os anticorpos IgM podem-se manter por
periodos superiores a 10 meses, tanto nos individuos naturalmente infetados como
nos vacinados [1]. O diagnostico direto, por isolamento ou RT-PCR no caso do virus
TBE, ao contrario dos outros Flavivirus, nao é util, uma vez que o doente so recorre
ao clinico no periodo poés-virémia, segunda fase da doenca, e porque as técnicas
existentes nao sao sensiveis [9].

Os anticorpos IgM e IgG contra os virus Dhori e Thogoto podem ser identificados
por IFA ou ELISA desenvolvida nos laboratérios, nao existindo Kits comerciais.

O virus da CCHF pode ser identificado por biologia molecular até 16 dias depois
do inicio dos sintomas. As técnicas para isolamento do virus, s6 podem ser realiza-
das em laboratorio de nivel se seguranga 4. Os anticorpos IgM e IgG sao detetaveis,
por IFA ou ELISA, sete dias depois do inicio da doenca. Os anticorpos IgM perman-
cem por quatro meses e os IgG até cinco anos. Os casos fatais de CCHF raramente
tém serologia positiva.

O diagnostico laboratorial, epidemiologia e investigacéao de virus transmitidos por
carragas (Dhori, Thogoto, TBE) em humanos e carracas sao realizados, desde 1991,
no Centro de Estudos de Vetores e Doencas Infeciosas do Instituto Nacional de Sau-
de Doutor Ricardo Jorge. O diagnéstico indireto e o direto de infecdes pelo virus da
CCHEF estao também disponiveis neste laboratoério.
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Situacao em Portugal

No CEVDI/INSA nunca foram identificados laboratorialmente casos autéctones de TBE,
apesar de serem, com frequéncia, detetados anticorpos IgG vacinais ou de infecao
natural.

Num trabalho realizado por Filipe e colaboradores em 1985 [5] refere-se a pre-
senca de anticorpos contra Dhori. Thogoto, Bhanja e virus da CCHF na populacao
portuguesa.

Mais recentemente, nos anos 90, foram identificados, menos do que cinco casos
de infecOes recentes por virus Dhori e Thogoto.

No caso das infecdes por CCHF, com pedidos de diagndéstico laboratorial bastan-
te raros, todos os resultados tém sido negativos. No entanto o facto de anteriormente
terem sido identificados trés casos de serologia positiva, uma com histéria clinica
compativel [5] em Cuba, Alentejo, e o facto da carraga vetor ter uma ampla distribui-
¢ao geografica colocou Portugal nos mapas de distribuicao de CCHF como zona em
risco 0 que deve levar a uma vigilancia ativa por parte da comunidade médica e pelo
laboratorio.
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Introducao

s borrélias patogénicas para o homem séo classificadas em dois grandes com-
plexos: febres recorrentes e borreliose de Lyme, ambos distintos pelos respe-
tivos vetores, reservatorios e quadros clinicos.
A febre recorrente transmitida por carraga é uma infecao causada por espécies de
Borrelia do grupo das febres recorrentes e transmitida pelo género Ornithodoros. Esta
doenca ¢ caraterizada por episddios recorrentes de febre e por sintomas inespecificos
como: dores de cabeca, mialgia, artralgia, arrepios e dores abdominais e € endémica
em alguns paises africanos [1,2].

Em Portugal, a doenca foi confirmada pela primeira vez em 1942, provavelmente
introduzida a partir do sul de Espanha, onde era relativamente frequente [1].

Na Peninsula Ibérica B. hispanica é o agente etioldgico da febre recorrente e o
vetor é a espécie O. erraticus. Em Portugal, desde 1961 nao ha notificacdo de casos
humanos, no entanto a doenca continua a nao ser diagnosticada ou a ser confundida
com outras infegoes.

Taxonomia e distribuicao

As bactérias do género Borrelia distinguem-se das restantes bactérias da familia
Spirochaeteceae por serem maiores, possuirem menor numero de flagelos e menor
numero de espirais. Estas espiroquetas, de formato helicoidal e méveis, sdo Gram
negativas e microaerdfilas [3].

A febre recorrente transmitida por carraga € endémica em vérias partes do Mun-
do. A infecéo persiste dentro de ciclos enzodticos que juntamente com a longevidade
das carracas a vao perpetuando. A introducao do Homem nestes ambientes pode
resultar na transmissao de febre recorrente.
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Tipicamente a carraga do género Ornithodoros esté associada a suinos e roedores
e podem alimentar-se numa variedade de vertebrados de sangue quente, incluindo
o Homem [4]. A sua atividade decresce durante o inverno e aumenta com o aumento
das temperaturas, durante a primavera-verao [5].

B. hispanica esté presente em Espanha, Portugal, Chipre, Grécia e Norte de Afri-
ca, sempre associada a O. erraticus [6]. Os pequenos roedores e 0S Porcos sao 0s
principais reservatérios da bactéria [1,3,6,7].

Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial da febre recorrente é dificultado pela enorme diversidade
de estirpes de borrélias e a constante emergéncia de variantes antigénicas.

De acordo com os critérios laboratoriais de diagnostico, o diagnostico direto deve
ser feito pela observagao de espiroquetas, seja numa gota de sangue periférico co-
lhido durante o periodo febril por microscopia de campo escuro, ou em esfregacos
de sangue corados com Giemsa ou por isolamento de espiroquetas apds inoculacdo
em meio axénico ou em animais de laboratério [1].

Durante o inicio do surto febril € quando se encontram o maior nimero de borré-
lias no sangue, pois com a ocorréncia dos subsequentes episédios febris, 0 nimero
de espiroquetas diminui, tornando mais dificil a sua detegéo. Entre os acessos febris,
as borrélias que resistiram a resposta imunitaria do hospedeiro vao escassear ou
desaparecer da corrente sanguinea pelo que é mais dificil a sua observacao.

Contudo, ao contrario do que acontece para a borreliose de Lyme, estas borrélias
encontram-se com uma elevada frequéncia na corrente sanguinea, sendo 0s méto-
dos diretos os que apresentam maior sensibilidade e conseguem discriminar entre as
vérias espécies de Borrelia sendo por isso importantes no diagnostico laboratorial.

Atualmente encontram-se descritos varios protocolos de PCR, os mais utilizados
tem como alvo a regido intergénica entre o fragmento 16S e 23S e 0 gene 16S rDNA [8].

Os métodos seroldgicos nao estdo padronizados para o diagnostico de febre re-
corrente pois apresentam problemas de sensibilidade e de especificidade [1].

Situacao em Portugal

Em Portugal o primeiro caso humano foi descrito em 1942 e B. hispanica foi isolada
pela primeira vez numa carraca [9]. Possivelmente a febre recorrente transmitida pela
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carraga existiu durante décadas no entanto nunca foi diagnosticada e foi possivel-
mente confundida com maléria [10]. Contudo, muitos casos foram diagnosticados e
estudos realizados permitem confirmar que se trata de uma doenga sazonal, com um
pico entre Julho e Agosto [10]. Durante décadas a febre recorrente foi uma doenga
endémica na Peninsula Ibérica, com uma incidéncia elevada nas regites Sul [1]. De-
vido a um surto do virus da Febre Suina Africana em 1960, que causou uma taxa de
mortalidade elevada nas populagdes de hospedeiros, Sus scrofa, as populagdes de
vetores diminuiram drasticamente e consequentemente o nimero de casos huma-
nos, sendo o ultimo caso humano reportado em 1961 [1].

Recentemente, B. hispanica foi detetada em O. erraticus (2,2%) numa pocilga na
regiao do Alentejo, provando que o agente etiolégico continua em circulagao em Por-
tugal e pode ser responsavel por alguns casos de febre indeterminada ou de causa
desconhecida [8]. Recentemente foi demonstrado que o0s hospedeiros mais comuns
s80 0s porcos, 0 Homem e por Ultimo os bovinos e ovelhas [7]. No entanto, continua
a ser consensual que S. scrofa tem um papel proeminente como hospedeiro verte-
brado, o que é consistente com as observacdes feitas no campo e evidencia o papel
destes animais na manutengéo da densidade elevada da populagéo de O. erraticus
e consequentemente das zoonoses transmitidas por estes. Pode-se assim concluir
que a infecao continua ativa em Portugal contudo com baixa prevaléncia [7].

O diagnostico laboratorial desta patologia esta disponivel no CEVDI/INSA. O nu-
mero de pedidos anualmente é muito reduzido, uma vez que se trata de uma doenca
subdiagnosticada e muitas vezes autoremissiva.
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Introducao

borreliose de Lyme é uma doenca com importancia epidemiolégica, clinica e
social, especialmente na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA). E
causada pela infegdo com espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu
lato (sl), que atualmente engloba 20 espécies diferentes (Quadro 1), e que foi detetada
pela primeira vez no inicio dos anos oitenta do século passado, no artrépode vetor, o
ixodideo Ixodes scapularis [1,2].
No Homem, apresenta-se como uma doenga multisistémica e multifasica, poden-
do afetar varios 6rgéos e sistemas tais como a pele, sistema nervoso, articulagbes e
o coracéao [3,4]. Devido a diversidade dos sintomas clinicos, muitas vezes é conside-
rada no diagndstico diferencial de outras patologias como esclerose multipla, sifilis,
etc. O diagndstico laboratorial engloba métodos diretos e indiretos para detecao do
contacto com o agente. O tratamento é realizado pela aplicacéo de antibiéticos e na
maioria dos casos resulta na cura do doente. Alguns doentes desenvolvem sintomas
cronicos, tais como artrite, que nao respondem aos antibioticos. Atualmente, esta
documentado que a borreliose de Lyme representa um encargo consideravel para a
saude publica na Europa, afetando todos os anos milhares de pessoas [5]. Em Portu-
gal, B. lusitaniae é a espécie mais prevalente nas carragas [6,7,8,9]. No entanto, outras
espécies como B. afzelii, B. valaisiana, B. garinii, B. burgdorferi ss e B. turdi também
ja foram detetadas [6,10,11].

Epidemiologia

A borreliose de Lyme é uma zoonose de distribuicdo mundial com a maior parte dos
casos humanos descritos no Hemisfério Norte.

B. burgdorferi s.I € mantida na Natureza num ciclo que envolve ixodideos do género
Ixodes, como vetores. Estes artropodes apresentam um ciclo trifasico, em que as larvas
e ninfas se alimentam durante dois a quatro dias, tempo suficiente para completar a
refeicdo sanguinea e assegurar a transmissao da bactéria principalmente em roedores e
aves, enquanto o0s adultos se alimentam numa grande variedade de animais de maiores
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dimensdes como veados, javalis e raposas, necessitando nesta fase de cinco a sete dias
para completar a hematofagia. A duragao do periodo de alimentagao contribui para a sua
disperséo geografica, em simultaneo com a movimentacao do hospedeiro vertebrado.
As aves, sobretudo as migratérias, podem transportar os ixodideos e as borrélias para
longas distancias e assim dissemina-las por todo o mundo. A transmissdo da bactéria é
essencialmente transtadial, sendo a transmissao transovarica rara e pouco eficiente,
pelo que os ixodideos nao sao considerados reservatorios de B. burgdorferi s.l. Parece
existir alguma associacéo entre algumas espécies de borrélias e os seus hospedeiros
vertebrados: B. afzelii e os micromamiferos, B. garinii e aves e B. lusitaniae e lagartixas,
possivelmente devido a existéncia de diferentes sensibilidades ao complemento do soro.
O vetor varia consoante a localizagao geografica e as genoespécies presentes (Quadro 6).

Quadro 6: Distribuicdo geografica das espécies do complexo Borrelia burgdorferi s.l. e seus
principais vetores

Genoespécie Distribuicao geografica Vetor
B. afzeli Europa I. ricinus
China I. persulcatus
B. americana EUA 1. minor
I. dentatus; I. scapularis;
B. andersonii EUA I. pacificus, I. neotomae;
I. spinipalpis;
B. bavariensis Europa I. ricinus
B. bissettii Europa I. ricinus
Europa I ricinus
B. burgdorferi s.s. I. scapularis; I. pacificus;
EUA
| dentatus;
B. californiensis EUA I. pacificus, 1. spinipalpis
B. carolinensis EUA I. minor
B. chilensis Chile, América do Sul I. stilesi
B. finlandensis Europa I. ricinus
o Europa I. ricinus ; 1. uriae .
B. garinii I. hexagonus ; |. trianguliceps
China, Asia I. persulcatus
B. kurtenbachii EUA |. scapularis;
P Europa .
B. lusitaniae Norte de Africa I. ricinus
B. japonica Japao I. ovatus
B. sinica China I. granulatus
B. spielmanii Europa I. ricinus
B. tanukii Japao I. tanuki
B. turdi Japao |. turdus
. Europa 1. ricinus; I. columnae
B. valaisiana o
Asia I. persulcatus; I. columnae
B. yangzte Asia I. granulatus; Hae. longicornis
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Atualmente a borreliose de Lyme € considerada a doenca de transmissao vetorial com
maior incidéncia na América do Norte e na Eurasia. Nos EUA a taxa de incidéncia pode
variar entre 20 a 100 casos por 100 000 habitantes [5]. Ao contrario do que acontece
nos EUA, na Europa, excetuando em alguns paises como Portugal, ndo € uma doenca
de declaragao obrigatéria. A sua incidéncia pode variar entre os 0,04 -155 por 100 000
habitantes consoante o pais em questdo, sendo que na Alemanha, Austria, Eslovénia
e Suécia sao 0s paises onde se estima que a incidéncia seja mais elevada. Também ja
foram descritos casos na Russia, China, Japdo e Coreia, paises endémicos para esta
patologia. Na Australia, Africa e América do Sul, apesar de ja existirem estirpes isoladas a
partir do artropode vetor, ndo existem casos humanos descritos pelo que a doenca nao
¢é considerada endémica. Em Portugal, o primeiro caso clinico foi descrito em 1989 e a
espécie de borrélia detetada com maior prevaléncia nos ixodideos vetores é B. lusitaniae.
Aincidéncia da doenca varia entre 0,04 e 0,4 casos por 100 000 habitantes [2, 11].

Os dados relativos aos pedidos de diagnoéstico que foram requisitadosao CEVDI/
INSA encontram-se resumidos no quadro 8. Atualmente existem varios laboratérios
que realizam o diagnostico desta patologia pelo que o nimero de solicitacdes aos
laboratorios do INSA tem diminuido consideravelmente em rela¢@o a anos anteriores,
0 que impede a nocao exata da incidéncia da borreliose de Lyme no nosso Pais. Uma
vez que a notificacéo € unicamente realizada pelo clinico e que o fenémeno de subno-
tificacao esta amplamente documentado, no futuro, seria Util a notificacdo laboratorial
de todos 0s casos de borreliose de Lyme.

Fisiologia e estrutura/replicacao/morfologia

O agente etiolégico da borreliose de Lyme foi descrito no principio dos anos oitenta,
Nno que se pensava ser um surto de artrite reumatoide na localidade de Lyme (EUA). Na
atualidade conhecem-se 20 genospécies de B. burgdorferi s.I. (Quadro 6), O genoma
completo da estirpe de referéncia B31 de B. burgdorferi s.s. € de aproximadamente
1,5 Mb e engloba um cromossoma linear de 950 kb, 9 plasmideos circulares e 12 line-
ares. As caracteristicas mais marcantes do seu genoma residem no elevado nimero
de sequéncias que codificam as proteinas externas (Outer surface protein- Osp), que
vao desde OspA até OspF, assim como a elevada quantidade de pseudogenes ou ge-
nes incompletos. As borrélias deste grupo crescem em meio liquido axénico Barbour-
Stoenner-Kelly (BSK) a 30-34°C em ambiente microaeréfilo e replicam-se por divisao
transversal a cada 8-12h durante a fase logaritmica do seu crescimento.
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Patogénese e Imunidade

Durante muitos anos pensou-se que somente trés espécies de borrélias: B. burgdorferi
s.s., B. garinii, B. afzelii tinham acéo patogénica para 0 Homem. Estudos recentes de-
monstraram que pelo menos oito genospecies (B. afzeli, B. bavariensis, B. burgdorferi
ss, B. garinii, B. lusitaniae, B. bissettii, B. spielmanii e B. valaisiana) estdo associadas
a borreliose de Lyme, de onde se destaca a espécie mais prevalente em Portugal, B.
lusitaniae [1, 10], que em 1992 foi isolada pela primeira vez nos laboratérios do CEVDI/
INSA, a partir de exemplares de Ixodes ricinus colhidos na regiéo [12].

A disseminacgéo de B. burgdorferi s.l. a varios 6rgaos depende da sua capacidade
de aderir e penetrar no endotélio e na barreira hematoencefalica. Para se adaptar aos
diferentes ambientes, utiliza a sua capacidade de realizar o switch de proteinas ex-
ternas (Osp). O desenrolar tipico da doencga processa-se em fases distintas. Apds a
picada por ixodideo, entre 50-80% dos doentes desenvolvem um eritema migratorio
(EM). Desde esta lesdo priméria ou foco de entrada, produz-se uma disseminacao
hematogénea precoce, responsavel pelas outras manifestacdes observadas durante
esta fase, como sejam lesdes cutaneas multiplas, febre, conjuntivite, cefaleia, menin-
gismo e artromialgias. Associadas a esta disseminag@o podem ocorrer outras ma-
nifestacdes sistémicas de forma aguda ou subaguda, como meningite, miocardite,
hepatite, miosite e mais raramente artrite. Nesta fase, a imunidade celular aumenta
a sua atividade em resposta a presenca de antigénios da borrélia. Observa-se ainda
um aumento inicial das imunoglobulinas IgM contra flagelina, que ocorre geralmente
entre a terceira e sexta semanas de infegdo. A esta resposta associa-se frequente-
mente uma ativacéo dos linfocitos B, pelo que se deteta um aumento das IgM totais e
presencga de crioglobulinas, junto com os imunocomplexos circulantes e a presenca
ocasional de anticorpos anti-cardiolipina e fator reumatdide. Embora este esquema
de evolugcao multifasica seja valido para a maioria dos doentes, observam-se exce-
cOes, originadas pela rapida disseminagéo da bactéria, o que provoca uma doenca
concomitante de varios 6rgaos e sistemas. Até ao momento, desconhece-se uma
explicagé@o plausivel para a relagéo entre o diminuto numero de borrélias encontra-
das no tecido infetado e a gravidade da doenca, sobretudo na fase tardia. Sabe-se
contudo que as borrélias podem permanecer na pele durante grandes periodos de
tempo, sem causar doenca sistémica até que se produza uma quebra das defesas
do hospedeiro [3,13].
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Manifestacoes clinicas

A infegao causada por B. burgdorferi s.|. pode ser subclinica (assintomatica) ou apre-
sentar um largo nimero de manifestacdes clinicas, dependendo dos tecidos afetados,
duragéo da infecdo, fatores relacionados com o hospedeiro tais como vulnerabilidade
do sistema imunitério e fatores imunogenéticos, que podem predispor o desenvolvi-
mento de complicagdes. Durante o curso da doenga, a semelhanca do que ocorre em
outras infecOes causadas por espiroquetideos, podem ocorrer exacerbacdes e remis-
soes, ocorrendo também formas crénico-recorrentes [3, 4, 13].

Dado o seu caracter evolutivo, muitos autores dividiram a doenga em fases dis-
tintas, fase precoce e fase tardia, dividindo-se a primeira em fase precoce localizada
e fase precoce disseminada (Quadro 7). Contudo, a progressdo de uma fase recente
para uma fase tardia nem sempre € inevitavel, mesmo sem a aplicagéo de tratamento.

A fase precoce localizada inicia-se entre trés e 60 dias apo6s a picada de ixodideo.
A primeira manifestacao clinica da doenca ocorre ao nivel da pele, no local onde ocor-
reu a picada do ixodideo, com o aparecimento do Eritema migratério (EM). Esta lesao
cutanea, que consiste numa leséo anelar, extensiva, centrifuga, de didmetro superior
a 5 cm, habitualmente com um centro claro e limitado por um circulo eritematoso bri-
lhante pode atingir cerca de 75 cm de didmetro. O EM pode ser fugaz e pouco visivel;
pode estar acompanhado de outros sintomas menos caracteristicos, vulgarmente de-
nominados “gripais”, como por exemplo febre, astenia, mialgias, artralgias, etc. Com
menos frequéncia pode aparecer tosse nao produtiva. Esta fase também pode ser as-
sintomatica, o que dificulta o diagndstico correto e rapido da doenca [3, 4, 13].

Na fase precoce disseminada as borrélias entram na corrente sanguinea e no sis-
tema linfatico, o que permite a infecao de outros érgaos e sistemas, nomeadamente
0 sistema nervoso, muscular, articular e o coracdo. Nesta fase, a astenia e as dores
musculo-esqueléticas sao ainda mais frequentes, mantendo estas Ultimas o seu ca-
racter migratorio. Também é referida a observagao de eritemas multiplos, geralmente
com diametro inferior ao EM. A sintomatologia neurolégica acentua-se, podendo apa-
recer meningite, nevrites periféricas ou dos nervos cranianos, uni ou bilaterais, mielite
transversa aguda, neuromiosite, entre outros. Esta sintomatologia pode ocorrer isolada
ou conjuntamente, sendo relativamente frequente na Europa a “Sindroma de Garin-Bu-
jadoux-Bannwarth” (meningopoliradiculalgias). Podem também ocorrer manifestacoes
oftalmolégicas, especialmente conjuntivite e irite. O envolvimento cardiaco ocorre com
certa frequéncia, com graus variaveis de blogueio auriculo-ventricular. Pode ainda
ocorrer compromisso hepatico, com quadro clinico semelhante ao de hepatite virica
moderada. Ao nivel dermatolégico, alguns autores assinalam o aparecimento de lesdes
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multiplas ndo caracteristicas, sem centro claro e que podem atingir qualquer parte do
corpo, exceto as palmas das maos e plantas dos pés.

A fase tardia ocorre apds varios meses e até anos apos o inicio da infecéo. A artrite
de Lyme representa a principal manifestagao cronica encontrada nos EUA. A oligoar-
trite atinge, preferencialmente, as grandes articulacoes, em especial os joelhos. Na
Europa, as doencas do foro neuroldgico sao muito mais frequentes. Ja foram descritas
manifestagdes como encefalites, meningites cronicas, pseudotumores cerebrais, qua-
dros psicoéticos e sindromas semelhantes a esclerose multipla. A acrodermatite cronica
atrofiante (ACA) é a forma dermatoldgica cronica da borreliose de Lyme. Esta lesdo sé
é encontrada em alguns paises da Europa e na Asia. E discutivel se a observacao pro-
longada dos sintomas corresponde a existéncia de borreliose de Lyme crénica (infecao
ativa que persiste por longos periodos, mesmo apds um tratamento por antibidticos,
através de episddios recorrentes) ou a uma sindroma pés-Lyme [3, 4, 13].

Quadro 7: Fases evolutivas da borreliose de Lyme

Fase Sinais clinicos

Presenca de EM ou linfocitoma borreliano, com ou sem

Fase Precoce Localizada . . .
linfadenopatia ou outros sintomas

Presenca de EM multiplos ou manifestagdes neurologicas
Fase Precoce Disseminada (meningite com neuropatia), cardiacas (bloqueio
auriculoventricular ou articulares (artrite recorrente)

Presencga de ACA, artrite cronica das grandes articulagdes com

Fase Tardia pelo menos 6 meses de duracdo e neuroborreliose

Diagnéstico laboratorial

A heterogeneidade dos agentes etioldgicos de borreliose de Lyme constitui um desafio
para a realizacéo do diagndstico microbiolégico. Para além do facto das suas manifesta-
¢cOes se poderem confundir com as de varias outras doencas como esclerose multipla,
lpus, fibromialgias, sindroma de fadiga cronica, doenga de Alzheimer e neurosifilis, este
diagndstico ¢é dificil pois a resposta individual a infegao varia muito de pessoa para pes-
soa. As principais manifestagdes clinicas parecem diferir, quer na frequéncia, quer no
tipo, consoante a espécie de B. burgdorferi s.I. prevalente na regido geogréafica e também
devido as provas serolégicas existentes até ao momento néo apresentarem 100% de
sensibilidade e especificidade. A detegao de anticorpos especificos € a aproximagao mais
utilizada, enquanto os métodos diretos como a cultura do agente ou a detecdo dos acidos
nucleicos sé recentemente foi introduzida no diagndéstico de rotina [3, 5, 13].
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A borreliose de Lyme ndo se caracteriza por nenhuma alteracéo caracteristica no
sangue periférico. A maioria dos doentes tem uma taxa de sedimentacdo normal ou
pouco elevada, observando-se 0 mesmo em relacdo a contagem dos glébulos bran-
cos. Por vezes, durante a fase de infecéo ativa, séo detetados niveis elevados de crio-
globulinas. No que respeita ao liquido cefaloraquidiano, na fase precoce observa-se
uma pleocitose moderada, quase sempre de linfocitos. Nos casos de infecdo cronica,
¢ condicéo essencial a ocorréncia de pleocitose. Os critérios laboratoriais de diagnés-
tico incluem o isolamento do agente a partir de amostras clinicas ou a demonstracéo
de titulos significativos de anticorpos IgG e IgM contra B. burgdorferi s.I. no soro ou
no liquido cefaloraquidiano (LCR) ou a alteracao significativa dos titulos de anticorpos
IgM e IgG contra amostras de soro ou LCR colhidas na fase aguda e convalescente.

O diagndstico bioldgico pode ser direto, quando se deteta a bactéria ou DNA do
agente em estudo, ou indireto, quando se detetam anticorpos especificos contra esse
agente [11]. No Quadro 8 encontram-se sumarizados 0s métodos laboratoriais reco-
mendados para cada manifestagéo da borreliose de Lyme. No INSA, o diagndéstico
indireto de borreliose de Lyme é realizado no CEVDI e no laboratério de imunologia do
INSA-Porto. As técnicas de diagndéstico direto (isolamento e detecao molecular) sédo
executadas no CEVDI.

Tratamento, Prevencao e Controlo

O tratamento da borreliose de Lyme passa pela aplicacéo de antibiéticos, sabendo-se
contudo que a eficacia destes decresce com o tempo de evolucdo da doenca, inde-
pendentemente do antibidtico que se use. Em trabalhos recentes sobre a terapéutica
a aplicar na borreliose de Lyme, usualmente recomenda-se que as infegbes precoces
sejam tratadas com uma penicilina oral ou por tetraciclinas, durante 10 a 20 dias, de-
pendendo da rapidez da resposta do doente. Nas infecoes disseminadas, 0 mesmo
tratamento é aplicado, exceto se existirem complicacdes graves, onde serd recomen-
dado um tratamento intravenoso de tetraciclinas, durante 10 a 14 dias [5, 13].

Por vezes observam-se fracassos da terapia e pode ser necessaria uma repeticéo
do tratamento. A antibioterapia ndo ¢ eficaz nos casos de fibromialgia ou fadiga cré-
nica associada ou desencadeada pela borreliose de Lyme.

A profilaxia da doenca baseia-se sobretudos na educagéo das populacdes de modo
a evitarem as picadas de carracas.

Ao nivel pessoal, existem algumas regras basicas de facil aplicacao, cuja adogéo
constitui a medida mais eficaz em termos de prevencao da borreliose de Lyme. Essas
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regras sao: evitar areas infestadas por ixodideos, utilizar roupa clara para facilitar a vi-
sualizacéo dos ixodideos, inspecionar cuidadosamente as roupas e 0 corpo apos pas-
sagem por areas endémicas, evitar o uso de sapatos abertos, retirar imediatamente os
ixodideos, com o auxilio de uma pinca, agarrando a extremidade anterior do ixodideo,
0 mais préximo possivel da pele e fazendo um pequeno movimento de torsdo, utilizar
um repelente, inspecionar frequentemente os animais domésticos e retirar os ixodideos,
recorrer ao médico se for detetada alguma lesédo dermatoldgica nos dias seguintes a
picada por ixodideo.

A vacina para a borreliose de Lyme, util em algumas zonas em que a doenca é en-
démica, foi retirada do mercado em 2002 por apresentar uma rentabilidade econémica
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escassa [5].

Quadro 8: Evidéncia laboratorial aconselhada para validar o diagnéstico de borreliose de
Lyme de acordo com a manifestagao clinica

Termo

Eritema migratorio

Evidéncia laboratorial
essencial

Nenhuma

Evidéncia clinica/laboratorial
de suporte

Detecéo de Borrelia burgdorferi s.l. por
isolamento e/ou PCR a partir de biépsia
de pele.

Linfocitoma borreliano
(rare)

Seroconversao ou serologia
positiva; histologia nos casos
suspeitos

Histologia. Detecéao de Borrelia
burgdorferi s.l. por isolamento e/ou PCR
a partir de bidpsia de pele. EM recente
ou concomitante.

Acrodermatite crénica
atrofiante

Anticorpos IgG especificos
no soro, com concentracoes
elevadas

Histologia. Detecao de Borrelia
burgdorferi s.l. por isolamento e/ou PCR
a partir de bidpsia de pele

Neuroborreliose de
Lyme

Pleocitose e demonstracao
de sintese intratecal de
anticorpos especificos

Detecéo de Borrelia burgdorferi s.l. por
isolamento e/ou PCR a partir de liquido
cefalorraquidiano. Sintese intratecal de
anticorpos especificos IgM, e/ou IgG e/ou
IgA. Anticorpos especificos no soro. EM
recente ou concomitante.

Artrite de Lyme

Anticorpos IgG especificos
no soro, com concentracoes
elevadas

Detecéo de Borrelia burgdorferi s.l. por
isolamento e/ou PCR a partir de liquido
sinovial e/ou tecido.

Cardite de Lyme

Anticorpos especificos no
soro

Detecéo de Borrelia burgdorferi s.l. por
isolamento e/ou PCR a partir de biépsia
de tecido do endomiocardio. EM recente
ou concomitante e/ou manifestagdes
neurolégicas.

Manifestacdes oculares

Anticorpos especificos no
soro

Manifestacoes de borreliose de Lyme
recentes ou concomitantes. Detegao

de Borrelia burgdorferi s.l. por isolamento
e/ou PCR a partir de liquido ocular.

Adaptado de Stanek et al., 2010 Clinical Microbiology and Infection.
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Situacao em Portugal

Em Portugal, sé em 1989, apds a descricdo do primeiro caso clinico foi iniciado o es-
tudo desta doenca no CEVDI/INSA. Hoje em dia, o estudo da borreliose de Lyme em
Portugal continua a ser efetuado nao s6 no CEVDI mas também em outros centros de
investigacdo. Em 1993 foram isoladas as primeiras estirpes portuguesas de borrélias
a partir do vetor Ixodes ricinus [12] que foram identificadas como pertencendo a uma
espécie nova para a ciéncia, que recebeu o0 nome de B. lusitaniae. Entre 1990 e 2000,
de acordo com os dados do INSA, o diagndstico laboratorial permitiu detetar em média
cerca de 50 novos casos/ano. Estudos efetuados utilizando técnicas de biologia mole-
cular permitiram detetar DNA de B. afzelli, B. valaisiana, B. garinii € B. burgdorferi s.s.
em exemplares de /. ricinus capturados na llha da Madeira. Em 1999, em reconheci-
mento da importancia desta zoonose em saude publica em Portugal, a Direccao Geral
de Saude (DGS) incluiu-a na lista das Doencas de Declaragao Obrigatéria (DDO). Em
2004 foi isolada pela primeira vez uma estirpe de borrélia a partir de uma bidpsia de pele
humana. A identificacao efetuada permitiu confirmar que se tratava da genoespécie B.
lusitaniae, confirmando os resultados do modelo animal que apontavam a acao patogeé-
nica desta genoespécie [10].

No INSA, o diagnostico indireto da borreliose de Lyme ¢ realizado no CEVDI e no
laboratério de imunologia do INSA-Porto. As técnicas de diagndstico direto (isolamento
e detecdo molecular) séo executadas apenas no CEVDI. No quadro 9 encontram-se su-
marizados os resultados obtidos entre 2011 e 2013. Como se pode observar, 0 nUmero
de pedidos é maioritariamente para detecao de anticorpos especificos, sem duvida por
se tratar de uma amostra bioldgica de facil obtencéo e cujo diagnostico é ja bem co-
nhecido pelos clinicos que a requisitam. No CEVDI a técnica de ELISA é utilizada como
teste de triagem e o immunoblot como teste de confirmacdo. O nimero de pedidos para
diagnostico direto, sobretudo para detegao utilizando métodos moleculares aumentou
por comparacédo com anos anteriores (dados nao publicados). Contudo muitas vezes
a amostra ndo é a mais indicada uma vez que em 90% dos casos o laboratério recebe
amostras de sangue total, algumas vezes ja apo6s alguns dias de colheita, o que néo
é recomendado para este diagnostico. O tipo de amostras recomendadas quando se
solicita a detegao por PCR de B. burgdorferi sl varia consoante a manifestacéo clinica,
tal como se encontra descrito no quadro 8. Para o tipo de amostra adequada para a
a utilizagéo da detegao molecular e a cultura de borrélias, é importante referir que as
condicdes de colheita, a quantidade minima de amostra necessaria e as condigdes do
transporte até ao laboratdrio, nomeadamente temperatura e tempo decorrido entre a
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colheita e o processamento, condicionam muito o resultado da do teste. Assim, e uma

vez q
para
tacto

ue habitualmente sdo amostras que requerem a utilizacdo de métodos invasivos
a sua obtencao, é aconselhavel que antes de realizar a colheita se entre em con-
com o laboratério para prevenir a inviabilizagao da sua utilizagao.

Quadro 9: Amostras rececionadas no CEVDI e no laboratério de imunologia do INSA-Porto
para diagnostico laboratorial de borreliose de Lyme

Ano Diagnéstico indireto Diagnéstico direto
ELISA e IFA Immunoblot PCR Isolamento
(n/pos/%) (n/pos/%) (n/pos/%) (n/pos/%)

2011 416/113/27,2% 142/75/52,8% 148/0 5/0

2012 195/48/24,6% 92/38/41,3% 23/1/4,3% 0

2013 247/31/12,5% 99/46/46,5% 143/0 0

Total 758/192/25,3% 333/159/47,7% 314/1/0,3% 5/0

Caso de estudo/ Caso clinico

Doente do género feminino, com lesdes dermatologicas eritematosas multiplas com
mais de sete cm de diametro. Na altura do exame apresentava temperatura de 38°C,
artralgias e cefaleias. A doente referiu ter uma atividade agricola, estando frequente-
mente em contacto com animais e ter sido picada por carraga dois meses antes. Na
altura, no sitio da picada observou uma lesdo cujo aspeto era compativel com eritema
migratério, que desapareceu espontaneamente apds uma semana. Foi realizada uma
colheita de sangue e a anélise serolégica permitiu detetar titulos elevados de anticor-
pos Ig G especificos contra B. burgdorferi sl. A realizagao de uma biopsia do rebor-

do de uma leséo permitiu a detegao dos acidos nucleicos de Borrelia burgdorferi ss.
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Isabel Lopes de Carvalho, Carina Carvalho, Maria Sofia Nuncio

Introducao

tularémia € uma zoonose causada pela bactéria Francisella tularensis. O agen-
te etiologico € transmitido ao Homem por contacto direto com animais infeta-
dos, ar, 4gua, alimentos contaminados ou por vetores hematofagos [1,2,3].
A primeira descricdo desta bactéria ocorreu em 1912 no condado de Tulare, Cali-
fornia, por George McCoy e Charles Chapin. Inicialmente, esta bactéria foi denomi-
nada Bacterium tularense sendo posteriormente designada F. tularensis em honra a
Edward Francis, investigador que isolou o0 organismo pela primeira vez. Desde entdo
tem sido descrita em varias localizagdes no Hemisfério Norte [1,2,3,4].

Com a emergéncia de F. tularensis em novos locais e populacées e com 0 seu po-
tencial uso em bioterrorismo, uma vez que se encontra classificado na lista de agentes
de classe A do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), no ultimo século
o interesse da comunidade cientifica nesta bactéria cresceu e por isso 0 seu estudo
tem-se intensificado [4,5].

Em Portugal, s6 em 1998, na sequéncia de um surto epidémico em Espanha, a Di-
reccao Geral de Saude emitiu um comunicado alertando os clinicos para a possibilida-
de da ocorréncia desta zoonose no nosso pais. Desde entdo o diagnostico laboratorial
desta patologia foi implementado e atualizado no CEVDI/INSA [1].

Taxonomia e distribuicao

F. tularensis € um pequeno cocobacilo Gram-negativo, pleomérfico, aerdébico, cata-
lase-positivo, nao movel [2].

Francisella spp. pertence ao grupo gamma (y)-proteobaoteria e é classificada com
base em caracteristicas de crescimento, reacoes bioquimicas e propriedades de vi-
ruléncia [2,3]. A familia Francisellaceae inclui trés espécies do género Francisella,
F. hispaniensis, F. philomiragia e F. tularensis. A espécie F. tularensis engloba trés
subespécies com diferentes niveis de patogenicidade e distribuicdo geografica: F
tularensis subsp. holarctica, F. tularensis subsp. mediasiatica e F. tularensis subsp.
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tularensis [2,6]. Atualmente, a espécie F. novicida é considerada a quarta subespécie
de F. tularensis [3,6,7,8,9,10]. No entanto, algumas objecdes tém surgido a esta clas-
sificagdo com base em resultados de sequenciacdo do genoma gue mostram uma
evolugao divergente das duas populagdes [11].

A tularémia é uma doenga amplamente distribuida no Hemisfério Norte, com fo-
cos em algumas partes da América do Norte, Europa e Norte da Asia. F. tularensis
subsp. tularensis é encontrada predominantemente na América do Norte, apesar de
ja ter sido isolada na Europa [1,4]. F. tularensis subsp. holarctica esté distribuida por
todo o Hemisfério Norte e, recentemente, foi também detectada na Tasmania (Aus-
trélia) [1,3,12]. F tularensis subsp. mediasiatica apresenta uma distribuigao restrita a
Asia Central e F. novicida foi isolada na América do Norte, na Australia e na Tailandia
[3,7,13].

Na natureza, a infegao por F. tularensis € encontrada numa variedade de espécies
animais incluindo lagomorfos, roedores, insectivoros, carnivoros, ungulados, marsu-
piais, aves, anfibios, peixes e invertebrados. Os artrépodes, incluindo ixodideos (Der-
macentor spp., Ixodes spp. e Amblyomma americanum) e mosquitos (Aedes, Culex e
Anopheles) séo potenciais vetores. Os roedores e lagomorfos sdo apontados como
0s principais reservatérios desta bactéria [8,14,15,16].

As principais vias de transmissdo incluem o contacto direto com tecidos ou flui-
dos de animais infetados, a picada de artrépodes e a ingestdo de dgua ou comida
contaminada. A transmissé@o pessoa a pessoa nunca foi descrita [2,17].

A verdadeira incidéncia de tularémia é desconhecida porque muitas vezes 0s ca-
s0s nao sao notificados. Na Europa, em 2003 foi emitido um comunicado para que
esta doenca passasse a ser uma doenca com vigilancia epidemioldgica (Decisao n°
2000/96/EC). Em Portugal, até a data ndo ha nenhum caso notificado, no entanto
desde 1997 que o CEVDI/INSA tem o diagndstico laboratorial estabelecido, receben-
do em média por ano cerca de 20 novos pedidos.

Patogénese

F. tularensis é uma bactéria intracelular facultativa que pode invadir e multiplicar-se em
diferentes tipos de células [3,18,19]. As células apresentadoras de antigénio, como 0s
macrofagos e as células dendriticas sdo os alvos principais de F. tularensis no inicio da
infecao [20]. A viruléncia da bactéria esta diretamente relacionada com a sua capaci-
dade para se replicar no citosol das células infetadas [21].
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F. tularensis possui diferentes mecanismos através dos quais subverte a detecao
pelo sistema imunitario do hospedeiro, na porta de entrada [21]: a membrana externa
apresenta estruturas modificadas que lhe permitem evitar a interagdo com 0s receto-
res do hospedeiro associado a indugao de inflamagao; utiliza células alvo que ndo dis-
pdem dos co-recetores que facilitam a ligagao aos recetores que alertam as células
do hospedeiro para a infecdo; utiliza recetores que falham na iniciagcdo da producao
de citocinas pro-inflamatdrias.

Diagnéstico clinico

F. tularensis pode infetar o homem através da pele, inalacdo, mucosas e via gastroin-
testinal. O estabelecimento desta infecao depende da porta de entrada e do numero
de organismos [2,3,17]. O resultado pode variar desde casos assintomaticos a uma
septicémia aguda seguida de morte rapida. As principais apresentacoes de doenca
incluem as formas ulceroglandular, glandular, oculoglandular, orofaringea, pneumé-
nica e tifica [2].

O periodo de incubagéao é habitualmente de 3 a 5 dias, mas pode variar entre um
e 21 dias. O inicio de doenca é usualmente brusco, com febre (38-40°C), cefaleias,
arrepios de frio, rigidez da nuca, mialgias (predominantemente lombares), sindroma
tipo gripal e odinofagia. Tosse seca e dor ou aperto retrosternais podem ocorrer as-
sociados a sinais objetivos de pneumonia, tais como expetoracao, dispneia, taquip-
neia, dor na pleura ou hemoptise. Algumas vezes ocorrem ainda nauseas, vomitos
e diarreia. A fase subsequente é caracterizada por suores, febre e arrepios de frio,
astenia, anorexia e perda de peso [2].

Na forma ulceroglandular, a manifestagao tipica que surge depois do manusea-
mento de carcacas contaminadas ou apds a picada de um artropode infetado consiste
numa péapula cutanea no local de inoculagéo, em simultaneo com outros sintomas ge-
neralizados, e que se torna purulenta e ulcerada poucos dias apds o seu aparecimento.
A Ulcera é mole, geralmente tem um caréacter indolor e pode vir a cobrir-se por uma
escara. Tipicamente, um ou mais nédulos linfaticos aferentes podem tornar-se maiores
e moles poucos dias apds o0 aparecimento da papula [1,2].

Na forma oculoglandular, ap6s a contaminacao direta do olho ocorre ulceragdo da
conjuntiva, acompanhada de equimoses, vasculite e linfadenite localizadas [1,2].

A forma glandular de tularémia é caracterizada por detecéo de linfadenopatia sem
Ulcera [1,2].
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A forma orofaringea € adquirida pela ingestéao de dgua ou alimentos contamina-
dos e, algumas vezes, pela inalagdo de aerossoéis. Algumas das pessoas infetadas
podem desenvolver estomatites, mas geralmente desenvolvem faringite exsudativa ou
amigdalite, algumas vezes com ulcera¢do. Pode ainda ocorrer linfadenopatia cervical
ou retrofaringea pronunciada [1,2].

A tularémia pneumonica pode ser o resultado direto da inalacao de aerossois con-
taminados ou seguir-se a disseminacao hematogénica a partir de um outro local do
organismo. A libertacdo destes aerossois pode resultar em doenca aguda, com sinais
e sintomas de faringite, bronquite, pleuropneumonia e linfadenite, acompanhada por
manifestacdes de doenca sistémica. No entanto, as exposicoes por inalagao resultam
usualmente num quadro clinico inicial de doenca sistémica sem sinais claros de do-
enca respiratéria [1,2].

A designagao de forma tifica aplica-se para descrever uma doenca sistémica, cujo
diagndstico se pode confundir com a febre tifide, com auséncia de sinais no local
de infegdo. Algumas vezes, estes doentes apresentam manifestacoes gastrointestinais
intensas, tais como diarreia e coélicas [1,2].

Diagnéstico laboratorial

O tipo de amostra a utilizar no diagnéstico laboratorial depende das manifestacoes
clinicas que o doente apresenta e pode incluir esfregacos da lesdo ou zaragatoas,
sangue total, urina, bidpsia, aspirado ou raspagem (Ulcera, nédulo linfatico, cornea
ou tecido afetado) e amostras respiratérias (expetoracao, lavado bronquial ou pleural)
[1,17]. Num contexto de surto epidémico ou em estudos epidemioldgicos, devem ser
estudados artropodes potenciais vetores, carcacas dos animais, fezes dos hospedei-
ros vertebrados e amostras de agua [17].

De acordo com o CDC, a cultura continua a ser o gold standard para a confirmagéo
laboratorial de infegao por F. tularensis [1,2,17]. Contudo, tanto F. tularensis subsp.
tularensis e F. tularensis subsp. holarctica ttm um crescimento lento e sdo organismos
exigentes que requerem 24-72h e temperatura de 37°C para crescer em meio arti-
ficial [22].

F. tularensis pode ser cultivada in vitro em meio de cultura liquido ou solido ade-
quado [22]. Habitualmente, as estirpes de F. tularensis isoladas a partir de amostras
clinicas desenvolvem-se bem em diversos meios incluindo agar de chocolate (CA),
agar de cisteina enriquecido com sangue achocolatado (9%) (CHAB) e agar de extrato
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de fermento de carvao tamponado (BYCE) [24]. O meio CHAB é o mais recomendado
por permitir a identificacdo presuntiva de F. tularensis: este microrganismo apresenta
um crescimento caracteristico neste meio (verde opalescente com coldnias brilhantes)
as 24-48 horas [17,22,23]. Uma vez em presenca do isolado puro, a fermentagao por
glicerol pode ser usada para diferenciar tipo A (F. tularensis subsp. tularensis) - faz a
fermentacéo de glicerol - de tipo B (F. tularensis subsp. holarctica) - nao faz fermen-
tacao de glicerol [283].

Esta bactéria € conhecida por causar infe¢des laboratoriais, pelo que o manuse-
amento de culturas e tentativa de isolamento sé podem ser realizados em condicoes
de biosseguranca de nivel 3 (BSL-3). Apesar desta limitacao, o isolamento do agente
continua a ser 0 método mais recomendado, pois permite o diagnéstico definitivo e
constitui um valioso recurso para a epidemiologia molecular [17].

Os estudos serolégicos sao a forma mais comum de confirmar o diagnéstico de
tularémia. Esta confirmacéo requer a observacdo de seroconversao, ou seja, a dete-
cao de um aumento de quatro vezes, ou mais, dos titulos de anticorpos especificos
presentes em duas amostras de soro consecutivas colhidas, respetivamente, na fase
aguda e convalescente da doenca [2,23,24].

Ao nivel do diagndstico indireto, estdo disponiveis as técnicas de aglutinagdo em
tubo, microaglutinacao e Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) para detecéo
de anticorpos contra F. tularensis [25,26].

A técnica de microaglutinacao ¢ 100 vezes mais sensivel do que o método de
aglutinacao em tubo. Os anticorpos IgM e IgG sa@o detetados em simultaneo e é
habitual persistirem com titulos elevados por mais de uma década apdés a infecao,
limitando o valor de um s6 resultado positivo. A técnica de ELISA é referida como
sendo mais sensivel do que os métodos de aglutinacdo e tem a vantagem de detetar
separadamente diferentes classes de anticorpos [2,23].

O uso da técnica de Polymerase chain reaction (PCR) € muito Util quando as cultu-
ras sao negativas ou o isolamento microbiolégico é impraticavel por nao estarem reu-
nidas as condigbes de biosseguranca exigidas para a execucdo desta técnica [2,17].

Os genes que codificam a liproproteina da membrana externa (tu/4) de F. tularen-
sis foram o primeiro alvo no desenvolvimento da técnica de PCR aplicada a detecéo
do agente em amostras de sangue, aerosséis e tecidos de animais. Este protocolo,
seguido pela confirmacao por sequenciacédo, RLB (reverse line blotting) ou por RFLP
(restriction fragment length polymorphism), mostrou ser mais sensivel que a cultura,
embora seja menos sensivel que a técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) [23].
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Neste momento o protocolo de RT-PCR Tag-Man ™ usado no diagnostico labora-
torial e em investigacdo tem como alvo trés genes (ISFtu2, tul4, fopA) que para além
de aumentar a sensibilidade para um limite de detecéao de ~1 CFU, tem a vantagem
de diminuir a probabilidade de aparecimento de falsos negativos [283, 27].

Uma vez que a diferenciagé@o entre F. tularensis subsp. tularensis e F. tularensis
subsp. holarctica apresenta um grande interesse clinico foi desenvolvido um proto-
colo de PCR em tempo real que possibilita esta discriminacao; este protocolo usa
sondas TagMan™ e ¢ direcionado a uma regiao divergente de uma “ilha de patogenia”
denominada Francisella patogenicity island (FIP) [27,28]. A genotipagem feita pela
analise de MVLA (multiple-locus variable-number tandem repeat analysis) permite ter
mais detalhe nos aspetos ecoldgicos e € a base para 0s estudos de diferenciacdo
molecular das subespécies de F. tularensis [29].

Situacao em Portugal

Em Portugal, a ocorréncia de casos humanos de tularémia nunca foi oficialmente
notificada, pelo que a doenga apresenta, muito provavelmente, uma prevaléncia su-
bestimada. Isto deve-se, em parte, ao facto desta doenca ser ainda pouco divulgada
em Portugal e ao facto de existir pouca informacao disponivel para a populagao de
risco e para os técnicos de saude [1]. Contudo, j& foram realizados estudos seroepi-
demioldgicos onde foi possivel detetar a presenca de anticorpos anti-F. tularensis na
populacéo portuguesa [30, 31].

Anualmente é solicitado ao INSA o diagnostico laboratorial desta doenca em cer-
ca de duas dezenas de casos. Em 1998, na sequéncia de um surto epidémico em Es-
panha, a Diregao Geral de Saude emitiu um comunicado alertando os clinicos para a
possibilidade da tularémia se alastrar ao territério nacional, quer por extensao do sur-
to quer por ocorréncia de casos isolados, dado o fluxo de cacadores, populagdes de
vetores e animais vertebrados, que ndo reconhecem as fronteiras desenhadas pelo
Homem (Decisdo n° 2003/534/CE). A inclusédo de F. tularensis na lista dos agentes
potencialmente utilizaveis em bioterrorismo, juntamente com o carater endémico que
a doenca tem em Espanha, relangou o interesse por esta patologia no nosso pais [5].

Em 2007, foi detetada pela primeira vez por métodos moleculares, F. tularensis
subsp. holarctica numa amostra humana e num D. reticulatus colhido em Braganca,
regiao que faz fronteira com uma das zonas onde ja ocorreram surtos em Espanha [5].
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Em Portugal, o papel das carragas e dos roedores e leporideos silvestres, direta-
mente implicados na transmissdo da doenga, necessita ainda de ser clarificado. No
entanto, os Ultimos resultados obtidos da investigacdo em curso indicam que para além
de D. reticulatus, outras espécies de ixodideos estdo implicados na transmissao de F.
tularensis e que as carragas sao o vetor mais importante da tularémia em Portugal, a
semelhanca do que acontece noutros paises em que a tularémia é endémica. No que se
refere aos pequenos mamiferos, F. tularensis subsp. holarctica foi recentemente deteta-
da em amostras de leporideos silvestres pela primeira vez em Portugal [32].
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Introducao

s doencas causadas por rickettsias afetam o homem ha alguns séculos. As

primeiras descricdes fazem referéncia ao tifo epidémico causado pela Rickett-

sia prowazekii, transmitida pelo piolho do corpo, e que foi durante o século XV
até ao século XX uma causa importante de epidemias mortiferas na Europa ndo sé
dizimando populacdes civis mas também inumeros exércitos. Em 1909, foi fator de-
terminante no conhecimento da epidemiologia desta doenca a descoberta de Char-
les Nicole, que implicou o piolho do corpo como o “vehicle” da infecdo. Na mesma
época, Howard Taylor Ricketts um investigador da Universidade de Chicago e seus
colaboradores realizaram e conduziram uma investigagao brilhante na identificacao
do agente etioldgico de outra rickettsiose, a febre das Montanhas Rochosas.

O termo Rickettsia (Rickettsia prowazekii) foi mencionado pela primeira vez em
1916 numa publicagcdo do microbiologista Rocha Lima em homenagem aos inves-
tigadores o americano Ricketts e o austriaco Von Prowazek, que morreram de tifo
epidémico, adquirido quando realizavam as suas pesquisas.

Taxonomia

As rickettsias sao bactérias Gram-negativas, intracelulares obrigatérias, apresentam
uma forma cocobacilar e multiplicam-se por divisdo binéria.

Taxonomicamente as rickettsias sdo o — proteobactérias, da ordem Rickettsiales, fa-
milia Rickettsiaceae. O género Rickettsia divide-se em dois grupos distintos: o grupo
do tifo, com duas espécies de rickettsias patogénicas para o homem, Rickettsia pro-
wazeki e R. typhi, e o grupo das febres exantematicas. O grupo das febres exantema-
ticas, engloba todas as espécies de rickettsias transmitidas por ixodideos (carracas),
uma espécie transmitida por acaro e outra por pulga.
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Epidemiologia

As rickettsias sao transmitidas ao homem por diferentes artropodes hematéfagos como
piolhos, pulgas, acaros e ixodideos. Contudo, a maior parte das espécies de Rickettsia
esta associada a transmissao por ixodideos, considerado vetores e reservatérios do
agente. As rickettsias sao transmitidas ao homem pela picada da carraca infetada, en-
quanto esta efetua a sua refeicao sanguinea, ou através da contaminacéo das mucosas
com macerados de ixodideos infetados. Para haver transmissao efetiva da rickettsia ao
homem, sao precisas entre 6-20 horas de parasitacéo pelo artropode.

As carracas podem adquirir a infegdo quando se alimentam em hospedeiros verte-
brados rickettsiémicos, particularmente pequenos roedores; por transmissao transo-
varica (femea adulta infetada para os ovos), e transmissao transtadial (larva para ninfa
e adulto). O Homem é um hospedeiro acidental.

A distribuicéo geogréfica das espécies de carragas e a sua atividade influenciam
a epidemiologia das diferentes rickettsioses.

Para além da R. conorii 0 agente da febre escaro-nodular, estao descritas, a nivel
mundial cerca de 17 espécies de rickettsias do grupo das febres exantematicas ca-
pazes de causar doenca no homem. Na impossibilidade de abordar todas as ricket-
tsioses causadas pelas rickettsias patdgenicas serdo apenas descritas as infecoes
por Rickettsia presentes na Europa e em Portugal. No quadro 10 estdo descritas as
rickettsioses associadas a carracas identificadas na Europa.

Quadro 10: Rickettsias patogénicas do grupo das febres exantematicas identificadas na Europa

Agente etioldgico Doenca Principal artrépode vetor
R. conorii Malish Febre botonosa R.sanguineus.
Astrakhan fever rickettsia Febre de Astrakan R. pumilio
Israeli tick typhus Febre botonosa de Israel R. sanguineus
R. monacensis Néao denominada I. ricinus
R. raoulti, R. rioja N&o denominada Dermacentor spp.

Linfagitis associated

R. sibirica mongolitimonae rickettsiosis (LAR)

Hyalomma asiaticum

R. slovaca “TIBOLA”, DEBONEL D. marginatus

R. helvetica Perimiocardite cronica I. ricinus

R. massiliae N&o denominada Rhipicephalus spp
R, aeschlimannii N&o denominada Hyalomma spp
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Febre escaro-nodular

A febre escaro-nodular (FEN) é a rickettsiose com maior impacto em saude publica
em Portugal. R. conorii é 0 agente etioldgico da FEN e até a data estdo identifica-
das quatro estirpes a causar doenca no homem: R. conorii Malish, R. conorii Israeli
spotted fever Rickettsia, R. conorii Astrakan fever Rickettsia e R. conorii Indian tick
typhus Rickettsia. Em Portugal, existem duas destas estirpes: a estirpe Malish e a
estirpe Israeli isoladas a partir de amostras humanas e do vetor, a carraga do cao
Rhipicephalus sanguineus [1,2,3]. Os caes podem apresentar rickettsiemia transitoria
e mostrar sinais de infecao e doenga mas nao sao reservatoério de R. conorii [4].

A FEN foi descrita pela primeira vez por Conor e Brusch na Tunisia, em 1910, e
foi considerada uma entidade nosoldgica em Portugal em 1930 por Ricardo Jorge
[5]. E uma doencga endémica em Portugal, na bacia do Mediterraneo Africa, Médio
Oriente, India e Paquistao. E dificil comparar a incidéncia da doenca em diferentes
paises, mesmo a nivel dos paises da bacia do Mediterrdneo, uma vez que a notifica-
cao de casos de FEN nao é obrigatéria em todos os paises. Em Portugal, a taxa de
incidéncia média anual da doenca entre 1989-2005 foi de 8,9/105 habitantes mas ac-
tualmente ¢ dificil de estimar uma vez que a taxa de subnotificacao é extremamente
elevada. No periodo de entre 1989 - 2005, os distritos com maior taxa de incidéncia
foram Braganga e Beja com taxas de 56,8/105 habitantes 47,4/105 habitantes, res-
pectivamente (6). E nas criancas, no grupo etario de 1- 4 anos de idade, que ocorre
0 maior numero de casos de FEN. Contudo, é nos grupos etarios acima dos 55 anos
que se verificam 0s casos mais graves.

FEN é caracterizada por uma sazonalidade estival, e na maioria dos paises da
bacia do Mediterraneo, os casos sdo encontrados no final da primavera e no verao
(81% -88 %) com pico em Julho e Agosto, quando as fases imaturas de R. sangui-
neus predominam. Contudo as condigdes climaticas em algumas regides do nosso
Pais permitem que o vetor se mantenha ativo todo o0 ano e possa transmitir o agente
mesmo fora desta época.

Infec&o e manifestagdes clinicas

As rickettsias invadem particularmente as células endoteliais dos vasos sanguineos
causando uma vasculite. O periodo de incubacao varia de 3 a 7 dias apos a picada
da carraga, mas pode ser mais longo.
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O aparecimento de FEN é geralmente abrupto e a doenca é caracterizada por fe-
bre (>39), cefaleias, mialgias e artralgias, mal estar, erupcao maculopapular, que en-
volve todo o corpo, incluindo as palmas e plantas dos pés, e a presenga de uma es-
cara no local da picada da carraca. Estudos comparativos entre grupos de doentes
infetados com a estirpe Malish versus a estirpe Israeli mostraram que nesta Ultima a
escara so esta presente em cerca de 38% dos doentes podendo dificultar o diagnoés-
tico clinico [7]. Nas formas graves da doenca o aparecimento de exantema purpurico
ou petequial é indicativo de mau prognostico. Apesar da R. conorii ser considerada
menos patogénica do que a R. rickettsii 0 agente da febre das Montanhas Rochosas,
formas graves de FEN estdo descritas em cerca de 6% dos doentes hospitalizados
em Portugal, Franca, Israel e Espanha, apresentando taxas de letalidade que variam
entre 1,4 - 13 % [6,7,8]. Este facto tornou-se mais evidente em 1997, no Hospital Dis-
trital de Beja e no Hospital Garcia de Orta, onde a taxa de letalidade atingiu os 32%
e 18%, respectivamente [6,8].

A diabetes mellitus foi identificada como fator de risco associado a morte desses
doentes. Outros estudos em doentes portugueses mostraram ainda que o alcoolismo
é também um fator de risco para o mau prognéstico da doenga assim como insufici-
éncia cardiaca, idade avancada, e deficiéncia de G6PD [7].

Um estudo prospectivo realizado em Portugal de 1994 a 2006 comparou dois gru-
pos de doentes; um grupo infetado pela estirpe Malish e outro pela estirpe Israeli,
confirmados por isolamento ou detecao de DNA por PCR. Embora exista uma sobre-
posicao das manifestacdes clinicas entre os dois grupos de doentes, os doentes infe-
tados com a estirpe Israeli identificaram menos vezes o facto de terem sido picados,
assim como a presenca de escara (38%) foi significativamente menos observada
quando comparados com doentes infetados pela estirpe Malish (60%). Doentes in-
fetados com a estirpe Israeli revelaram também mais frequentemente a presenga de
nauseas, vomitos e aumento dos niveis de bilirrubina total. Neste estudo foi ainda
observado que no grupo de doentes infetados pela estirpe Israeli estava estatistica-
mente associado um maior risco de morte [7]. O tratamento de eleicdo para adultos
¢é a doxiciclina ou em alternativa a tetraciclina ou ciprofloxacina. Para criangas pode
ser usada também doxiciclina em doses de acordo com o0 peso ou, em alternativa,
a azitromicina.
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Linfangite - Associated Rickettsioses (LAR)
O agente etioldgico desta patologia é R. sibirica mongolitimonae.

R. sibirica mongolitimonae foi inicialmente isolada a partir de um ixodideo, Hyalomma
asiaticum, colhido na regiao da Mongdlia em 1991. Na Europa e na bacia do Mediter-
raneo R. sibirica mongolitimonae foi detectada em H. anatolicum na Grécia, Hyalomma
sp. em lsrael e Rhipicephalus pusillus em Portugal, Espanha e Franca [9]. Em 1996,
0 primeiro caso humano de infegdo causada por este Rickettsia foi descrito no sul de
Franca. Subsequentemente outros casos humanos foram descritos em Francga, Grécia,
Portugal, Espanha, e em viajantes que visitam a Argélia e o Egipto. A maioria dos casos
causadas por R. sibirica mongolitimonae descritos em Portugal, ocorrem simultanea-
mente no mesmo periodo que os casos de FEN.

A apresentacao clinica da infegao por R. sibirica mongolitimonae inclui febre, exan-
tema maculopapular, escara de inoculacao, e em 50 % dos doentes apresenta uma
linfangite desde a escara de inoculagao até ao nodulo linfatico caracteristica desta
infecdo e que deu origen ao nome da doenca. Em Portugal estdo descritos mais de 10
casos de infe¢ao por esta Rickettsia [9,10].

Tick-borne linfoadenopathy (TIBOLA) ou Dermacentor - borne - necrose -
eritema linfadenopatia (DEBONEL)

O agente etioldgico desta patologia é R. slovaca.

R. slovaca foi isolada pela primeira vez em 1968 a partir de Dermacentor margina-
tus na antiga Checoslovaquia. Os primeiros casos suspeitos de infecao por R. slovaca
foram descritos em doentes Hungaros, mas o primeiro caso comprovado de infegao
s6 foi descrito mais tarde em 1997 num doente francés. R. slovaca foi identificada
em Dermacentor spp. na maioria dos paises europeus e as taxas de prevaléncia de
infegao por R. slovaca variam entre 0s 21 % na Hungria e 0s 41,5% em Portugal [11,
12]. Casos de infegao por R. slovaca estao descritos em Franca, Hungria, Espanha,
Eslovaquia, Italia e mais recentemente em Portugal [13]. As manifestacdes clinicas e
epidemiolégicas das infegdes por R. slovaca em séries de doentes mostraram que
a infecdo ocorre principalmente durante os meses mais frios do ano, principalmente
de outubro a abril, de acordo com a densidade e actividade do vetor. As manifesta-
cbes clinicas mostram que os doentes s&o mais frequentemente picados no couro
cabeludo (68% - 100%). A febre esta ausente em metade dos doentes; o rash é raro
em comparacdo com outras rickettsioses. A linfoadenopatia regional apresentada em
74-100% dos doentes infetados com R. slovaca levou a denominagao desta doencga
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Tick-borne linfoadenopathy (TIBOLA), conhecida também por Dermacentor - borne -
necrose - eritema (DEBONEL).

Associada a0 mesmo vetor, Dermacentor spp, estdo descritas duas espécies de
rickettsias que foram também implicadas nesta patologia, R. raoultii e R. rioja. Esta
Ultima, filogeneticamente muito préxima de R. raoulti, foi identificada pela primeira vez
em Espanha e mais recentemente em Portugal. No entanto, R. slovaca continua a ser
o principal agente etiolégico responséavel pela maioria dos casos TIBOLA / DEBONEL.

Infecdo por Rickettsia massiliae

R. massiliae foi isolada pela primeira vez em 1992 a partir de ixodideos em Franca e
posteriormente detectada e isolada em varios paises da Europa incluindo Portugal [2].
R. massiliae esta identificada em ixodideos do género Rhipicephalus. Existem apenas
3 casos de infegdo causados por esta rickettsia, sendo o primeiro caso de um doente
italiano e os outros dois casos num doente francés e outro num doente argentino. Os
trés doentes apresentavam manifestacdes clinicas tipicas de rickettsiose.

Infecédo por R. aeschlimannii

R. aeschlimannii foi caracterizada pela primeira vez em 1997 a partir do vetor Hyalomma
marginatum colhido em Marrocos. Posteriormente foi também descrita em ixodideos
analisados em Portugal, Franca, Espanha, Croacia, Argélia, Italia e Egito [2]. J& foram
descritos seis casos humanos causados por R. aeschlimannii em quatro doentes in-
fetados em Africa e mais recentemente num doente infetado na Grécia, sendo este o
primeiro caso europeu. As manifestacoes clinicas sdo semelhantes as de outras ricket-
tsioses.

Infecdo por Rickettsia helvetica

R. helvetica foi detetada em Ixodes ricinus pela primeira vez na Suica, em 1979, e
posteriormente detectada e isolada de /. ricinus em muitos paises europeus, incluindo
Portugal. Em Portugal e Espanha, foi também detetada em I. ventalloi parasitando
aves [2]. A prevaléncia de R. helvetica em ixodideos de diferentes paises variam entre
2,8% na Poldnia e 91,4% no Sul da Alemanha. Em Portugal a prevaléncia de infecao
nos ixodideos em determinadas regides geograficas alcancou 0s 48% tendo sido
também detetadas coinfeccdes entre R. helvetica e B. burgdorferi sl, no mesmo vetor,
I. ricinus [12].
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Associacoes com base apenas em provas seroldgicas relacionadas com infegdes
por R. helvetica foram descritas em doentes na Europa mas de avaliagéo e isolamento
da bactéria a partir de amostras clinicas sao necessarios para confirmar a patogenia
de R. helvetica.

Infe¢do por R. monacensis

R. monacensis foi isolada e caracterizada a partir de /. ricinus, pela primeira vez na
Alemanha. Desde entao, a maioria dos paises europeus tém relatado a presenca desse
agente identificado, sobretudo, com base em técnicas de biologia molecular. Em Por-
tugal, Rickettsia monacensis foi isolada de /. ricinus recentemente [12]. R. monacensis
foi associada a doenca febril num caso humano presumivelmente infetado no norte da
Espanha.

Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico clinico das rickettisoses é na generalidade confirmado por testes se-
rolégicos, uma vez que a cultura do agente, e a detegdo molecular requerem labora-
térios especializados. A imunofluorescéncia indireta (IFA) é a técnica recomendada,
apesar de existirem no mercado outras técnicas disponibilizadas para testes sero-
l6gicos como a ELISA. Uma das desvantagens do diagnostico serolégico é o facto
de nao poder identificar a espécie de Rickettsia dentro do mesmo grupo taxondmico
(grupo das febres exantematicas, grupo do tifo) e nao ser uma técnica Util na fase
aguda da doenga, uma vez que nao existem anticorpos. Alguns testes seroldgicos
mais especificos como o Western blot e a adsorcdo cruzada podem ajudar a dife-
renciacao entre espécies dentro do mesmo grupo no entanto, a interpretacao deve
ser realizada com cautela, pois algumas estirpes sdo muito proximas e nao podem
ser distinguidas. O advento de métodos moleculares baseados em PCR permitiu o
desenvolvimento de ferramentas especificas e rapidas para a detegéo e identificacdo
de espécies de Rickettsia. O sucesso desta técnica depende em particular do tempo
decorrido entre o inicio dos sintomas e a colheita da amostra; que deve ser realizada
antes do inicio da antibioterapia. A sensibilidade da técnica é ainda influenciada pelo
tipo de amostra sendo que a detecao em bidpsia/zaragatoa do exsudato ou crosta
da escara é em geral superior a dete¢éo no sangue. A cultura do agente é uma téc-
nica sensivel e permite identificar a espécie de rickettsia. Esta técnica pode alcancar
um bom nivel de sucesso se a amostra for coletada e conservada em boas condicoes
(enviada ao laboratério 24-48H).
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O INSA disponibiliza para confirmacao do diagnéstico de rickettsioses as técni-
cas de serologia, detecdo molecular de ADN por PCR e isolamento do agente.

Entre 2011- 2013 foram recebidos uma média anual de cerca de 573 pedidos
para pesquisa de anti-corpos anti- Rickettsia tendo sido positivas cerca de 15% das
amostras enviadas. Neste periodo foram ainda detetados por PCR e confirmados por
sequenciacao 30 casos de infegao por R. conorii, trés por R. sibirica e R. slovaca,
respetivamente. Nos ixodideos recebidos no &mbito da rede nacional de vigilancia
de vetores REVIVE foram ainda identificadas oito rickettsias do grupo das febres
exantematicas (Quadro 11).

Quadro 11: Espécies de rickettsias do grupo das febres exantematicas identificadas em
ixodideos no programa REVIVE, 2011-2018.

ic?;ﬁﬁ:;;?:s Espécies de ixodideos Distritos onde se assinalaram
R. aeschlimanni H. marginatum Beja, Braga, Portalegre, Setubal, Viseu
R. conorii R. sanguineus Beja, Braganca, Evora
R. helvetica I. ricinus Beja, Setubal

Aveiro, Beja, Braga, Braganca, Faro, Por-

R. massiliae R. sanguineus talegre, Porto, Setubal, Viana do Castelo,
Vila Real

R . . Aveiro, Beja, Faro, Setubal, Viana do

. monacensis I. ricinus
Castelo
) R. sanguineus; Braganca, Setubal, Viana do Castelo, Vila
R. raoulti . :
D.marginatus Real, Viseu
R. rioja D. marginatus Viseu

D. marginatus;

R. slovaca D. reticulatus

Beja, Braganca, Vila Real, Viseu
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Ana Sofia Santos

Introducao

hrlichiose e anaplasmose sao infecdes bacterianas causadas por ehrlichias e ana-

plasmas. Estes sdo agentes que tradicionalmente tém sido associados a doen-

ca nos animais domésticos e de companhia. O seu potencial patogénico para o
Homem foi reconhecido a partir da década 80, tendo adquirindo o estatuto de agen-
tes emergentes. Atualmente sdo quatro as espécies associadas a doenga no Homem
embora se destaque pela importancia, nUmero de casos e abrangéncia geografica
Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia chaffeensis.

Taxonomia e distribuicao

A. phagocytophilum e E. chaffeensis séo o- proteobactérias classificadas na Ordem
Rickettsiales, Familia Anaplasmatacea. A. phagocytophilum é responsavel pela ana-
plasmose granulocitica humana — HGA (Human Granulocytic Anaplasmosis), doenga
que ocorre sobretudo nas regides Centro-Oeste e Médio-Atlantica dos Estados Unidos
e na Europa Central e do Norte [1,2]. Nos paises onde esta descrita, a HGA acompanha
a distribuicdo geogréfica da borreliose de Lyme dado que os agentes etiolégicos par-
tilham o mesmo ixodideo vetor. As espécies do género Ixodes séo referidas como 0s
principais vetores de A. phagocytophilum, destacando-se na Europa o papel de Ixodes
ricinus. O ciclo natural do agente envolve ainda roedores, outros mamiferos de peque-
no e médio-porte, bem como cervideos, nos quais as carracas vetor se alimentam,
embora se defenda que as variantes de A. phagocytophilum que infetam o Homem
estejam particularmente associadas aos primeiros [3].

E. chaffeensis é o agente etioldgico da ehrlichiose monocitica humana — HME,
(Human Monocytic Ehrlichiosis), doenca que ocorre essencialmente na regido Cen-
tro-Sul e Sudoeste dos Estados Unidos. Ha também evidéncia de casos em regides da
Asia Oriental [4]. Na natureza E. chaffeensis circula entre os cervideos e ixodideos
dos géneros Amblyomma, Dermacentor e Ixodes, destacando-se o papel da espécie
A. americanum.
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Patogénese

Em ambos os casos a infegdo do Homem ocorre durante a alimentagao do ixodideo
vetor através da inoculagao de secregdes salivares contendo o agente.

As células alvo de A. phagocytophilum s&o os neutréfilos e de E. chaffeensis 0s
mondcitos e macréfagos, através das quais 0s agentes sé@o transportados do local
de inoculacdo podendo atingir varios érgéos, determinando o aparecimento do qua-
dro multisistémico que caracteriza a doenga. Nestas infecdes o periodo de incubacao
pode variar entre 1-2 semanas e as manifestacdes clinicas sao geralmente inespecifi-
cas, dominadas por febre, cefaleias, mialgias e mal-estar geral. Numa minoria de ca-
s0s pode ainda ocorrer envolvimento pulmonar, do trato gastrointestinal e do sistema
nervoso central.

Entre os achados laboratoriais mais importantes incluem-se trombocitopénia, leu-
copénia e elevacdo sérica das transaminases hepaticas. As infecdes podem ainda
cursar de forma subclinica mas também ha registo de casos graves, que tém sido
associadas a estados de imunodepresséo e a idade avancada. Em termos gerais, a
HGA é a mais moderada, particularmente nas infecoes ocorridas na Europa [2]. Me-
tade dos casos de HGA identificados nos EUA requer hospitalizagdo embora a taxa
de letalidade seja muito baixa (<1%) [1]. Ja os casos de HME apresentam uma taxa de
hospitalizagao de 41-63% e uma mortalidade associada de 3% [1].

Em ambas as doencas o tratamento de eleicdo consiste na administracéo de do-
xiciclina. A semelhanca de outras doencas associadas a ixodideos, a prevencao con-
siste em evitar a parasitacao por estes artrépodes, limitando a atividade em zonas de
risco e reduzindo as 4reas de pele exposta. E ainda importante inspecionar o corpo
apo6s qualquer atividade de risco e ao identificar-se algum ixodideo fixo a pele proceder
de imediato a sua remocao.

Diagnéstico laboratorial

De uma maneira geral o diagndstico laboratorial apoia-se essencialmente na sero-
logia, com a avaliacao dos titulos de IgG e IgM. Um caso ¢é confirmado sempre que se
verifique seroconversao ou aumento de 4x nos titulos em duas amostras consecutivas
colhidas com um intervalo de 2-3 semanas. Ha contudo que referir, que numa fase
inicial da infecao, i.e. nos primeiros dias ap6s 0 aparecimento dos sintomas, o diag-
néstico laboratorial pode ser efetuado com base no isolamento ou na detegcédo mole-
cular (PCR) do agente numa amostra de sangue periférico. Ainda assim, € importante
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complementar os testes anteriores com a pesquisa de anticorpos circulantes. Embora
seja expectavel que nesta fase inicial o sistema imunitario ainda nao tenha tido tempo
de reagir a infecao, um resultado seroldgico negativo pode ser Util para ajudar poste-
riormente a substanciar uma seroconversao.

Situacao em Portugal

Até ao momento apenas a presenca de A. phagocytophilum foi assinalada em ixodideos
No NOSSO pais, ocorrendo nas espécies /. ricinus e I. ventalloi [5,6]. Quanto a doenca, ha
registos serolégicos que apontam para a exposicao do homem a A. phagocytophilum e
E. chaffeensis ou a agentes antigenicamente semelhantes [7,8]. A possibilidade da ocor-
réncia de casos importados deve também ser tida em consideracdo em individuos sin-
tomaticos que viajaram para zona endémica. Nas areas endémicas, ambas as espécies
estdo associadas a casos que ocorrem tanto em contexto profissional como recreativo
mesmo em zonas suburbanas. A pesquisa de anticorpos por IFA e de ADN por PCR
contam-se na lista de anélises disponibilizadas pelo INSA para diagnéstico laboratorial
de A. phagocytophilum e E. chaffeensis. Entre 2011- 2014 foram recebidas uma média
de cerca de 50 amostras para este diagndstico nao tendo no entanto sido confirmados
laboratorialmente casos de infegao ativa por qualquer dos agentes.
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IV. Doengas AssociaDAS A CARRAGAS

Ana Sofia Santos

Introducao

febre Q (abreviatura do nome original “Query fever”) € uma zoonose bacteriana

causada por Coxiella burnetii. Os primeiros casos no Homem foram descritos

na Australia na década de 30 mas rapidamente a doenca adquiriu um estatuto
mundial, ocorrendo tanto em casos isolados como em surtos. Estes Ultimos tém vindo
ao longo da histoéria a relembrar a importéancia da febre Q e as implicagdes que pode
determinar na economia em saude publica. O Ultimo grande surto de febre Q ocorreu
na Holanda entre 2007 e 2009, originou cerca de 4000 casos agudos, pelo menos
duas centenas de casos cronicos, numero que continua ainda hoje a aumentar, para
além de gastos na ordem dos milhdes de euros em medidas profilaticas e de conten-
¢ao que culminaram com o abate de mais de 50000 animais gestantes, representan-
do em muitas exploracdes cerca de 60% do efetivo pecuério [1].

Taxonomia e epidemiologia

C. burnetii é a Unica espécie descrita no género Coxiella, originalmente classificada
na ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae, tribo Rickettsiae, por partilhar com as
rickettsias algumas caracteristicas morfolégicas e ecoldgicas. Todavia, a aplicacdo
de técnicas moleculares a filogenia questionou essa taxonomia tradicional, demons-
trando que C. burnetii se distancia dos demais microrganismos da ordem Rickettsia-
les, que sao a-proteobacterias, aproximando-se de algumas y-proteobactérias, como
a Legionella spp. e Francisella tularensis, 0 que levou a sua recente reclassificacao
na ordem Legionellales.

C. burnetii € uma bactéria que apresenta uma distribuicao geogréafica mundial.
A Unica excecao é a Nova Zelandia, pais que continua ainda hoje a ser considerado
indeme de febre Q. Este é uma agente que se encontra largamente disseminado na
natureza, tendo como principais reservatérios carracas, aves e mamiferos. As carracas,
com mais de 40 espécies envolvidas, € atribuido um papel essencial na transmissao do
agente entre 0s animais silvestres e na amplificacdao dos ciclos silvestres aos animais
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domésticos. Apesar destes artrépodes constituirem também uma fonte potencial de
infecdo para o Homem, é no contacto com mamiferos domésticos, sobretudo gado
bovino, ovino e caprino, que reside a base fundamental da epidemiologia da febre Q.
Nestes animais a bactéria causa infegdes persistentes que sao geralmente assintoma-
ticas, salvo disturbios reprodutivos mais ou menos ligeiros, passando quase sempre
despercebidas a veterinarios e produtores. O agente é assim eliminado durante toda
avida do animal nas secrecoes e excregdes como leite, fezes, urina, sémen, secrecoes
vaginais e produtos do parto/aborto. Neste contexto, é particularmente importante
a gravidez por estimular a proliferacao de C. burnetii na placenta e as épocas de
paricao pelas quantidades massivas de microrganismos que sao eliminados para o
ambiente durante o parto ou aborto. Dado que C. burnetii tem a capacidade de pro-
duzir estruturas semelhantes a esporos muito leves e resistentes a condigdes fisico-
guimicas extremas pode permanecer viavel por longos periodos no meio ambiente e
ser transportada por correntes de ar ou ventos dominantes a quilémetros de distan-
cia do foco original de excrecao [2].

Patogénese

A inalacdo de aerossois contendo C. burnetii resultantes do contacto direto com ani-
mais infetados ou com ambientes contaminados é considerada a principal forma de
infegdo humana. A ingestao de leite e derivados ndo pasteurizados e de agua de furos
nao tratada é também apontada como uma forma potencial de exposi¢ao. Outras vias
alternativas de infecdo sao também referidas na literatura mas tidas como excecio-
nais, como a via sexual, tranfusional e transplacentaria [3].

C. burnetii ¢ uma bactéria intracelular obrigatéria que tem como principais célu-
las alvo os macrofagos/mondcitos, multiplicando-se no interior dos fagolisossomas.
Dado que a via aerogénea ¢ a principal via de infecao, defende-se que seja nos pul-
moes o primeiro local onde ocorre a proliferagdo do agente, que posteriormente se
dissemina a outros érgaos através da circulacao sanguinea [2].

Apds um periodo de incubagao geralmente de duas a trés semanas (que pode varia
entre nove e 39 dias), surge um quadro febril com ou sem focalizagdo acompanhado
por alteracdes hematoldgicas moderadas que recebe a designagao de febre Q aguda.
Entre as focalizacdes mais frequentes contam-se quadros de hepatite e/ou pneumo-
nia atipica. Embora a maior parte das situagdes apresente um prognéstico favoravel,
as hospitalizacdes associadas a febre Q aguda evidenciam a morbilidade que Ihe esta
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associada. Contudo, a maior relevancia e gravidade é devida a persisténcia da infecao
e ao desenvolvimento de situagdes cronicas. A gravidez, imunodepressao (patolégica
ou induzida), doenca valvular, vascular ou osteoarticular sdo tidos como fatores de
risco para o desenvolvimento da febre Q crénica. Entre as manifestagdes clinicas de
febre Q cronica contam-se abortos/nado-morto, aneurismas, osteomielite, hepatite
crénica, mas principalmente endocardite, quase sempre de evolugao lenta mas muito
insidiosa. A febre Q crénica pode ser fatal se ndo tratada atempadamente, mas mes-
mo com uma intervencgao antibidtica adequada, o regime necessario é agressivo e
exige um tratamento prolongado com a possibilidade de efeitos secundarios mas com
0 perigo de recidivas se suspendido antecipadamente [3].

Estima-se que a febre Q apenas se manifeste em 50% dos individuos infetados por
C. burnetii e que apenas 2% das infecdes venham posteriormente a evoluir para a fase
crénica. Ainda assim, defende-se que em muitos casos a doenca fica por diagnosticar
pela inespecificidade do quadro clinico e fraco contexto epidemiolégico com que mui-
tos doentes se apresentam, considerando-se que de uma maneira geral a realidade da
febre Q esta subestimada em muitos dos paises onde ocorre [3].

O tratamento de eleigéo da febre Q consiste na administragéo de doxiciclina. A
semelhanca de outras doencas associadas a ixodideos, a prevencao baseia-se em
evitar a parasitagao por estes artrépodes, limitando a atividade em zonas de risco e
reduzindo as é&reas de pele exposta. A inspeccdo do corpo ap6s qualquer atividade
de risco é mandatéria e ao identificar-se algum ixodideo fixo & pele deve proceder-se
de imediato & sua remog&o. E também importante manter os animais domésticos e de
companhia desparasitados. Para o controlo da contaminagdo ambiental por C. burnetii
devem adotar-se boas praticas de maneio, nomeadamente a inativacao do estrume, o
planeamento dos partos, para que ocorram em ambiente interior e a inceneragéo das
placentas. Para o controlo da excrecéo € recomendada a vacinagao do efetivo pecua-
rio sendo as vacinas inativadas com C. burnetii em fase | as mais efetivas. A vacinacao
de humanos ¢ possivel mas a vacina apenas é comercializada na Australia e a sua
aplicacao esta limitada aos individuos ndo imunes, apos confirmacéo da sensibilidade
por teste cutaneo.

Diagnéstico laboratorial

De uma maneira geral o diagnostico laboratorial de febre Q apoia-se essencialmente na
serologia, com a avaliagéo dos titulos de IgG e IgM anti-C. burnetii em fase | e fase Il
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sendo a técnica de referéncia a imunofluorescéncia indireta (IFA). Um caso de febre Q
aguda é confirmado sempre que se verifique a presenca de titulos de IgM e IgG de fase
Il numa amostra isolada, bem como, seroconversao ou aumento de 4x nos titulos em
duas amostras consecutivas colhidas com um intervalo de 2-3 semanas. As situacoes
de febre Q crénica sao sugeridas por altos titulos de Ig G de fase I.

Salienta-se que o isolamento do agente (por inoculacdo em células de cresci-
mento in-vitro) ou a detegdo molecular (por PCR), séo testes diretos particularmente
Uteis para a confirmagao de caso tanto numa fase inicial da infecdo aguda, quando
os resultados seroldgicos ainda sao negativos, como numa situagéo crénica. No pri-
meiro caso, a amostra mais adequada é o sangue periférico recolhido em tubo com
anticoagulante EDTA. Outras amostras que sejam consideradas pertinentes dada a
focalizagdo da doenca aguda podem também ser utilizadas, tais como expectorado,
lavado broncoalveolar, bidpsias, etc. Nas situacdes cronicas, para além de sangue
em EDTA, sdo particularmente Uteis bidpsias ou pecas cirurgicas recolhidas face ao
quadro da infecao, tais como valvulas cardiacas, aneurismas, fragmentos vasculares,
6sseos, placentarios etc. Em qualquer dos casos, é importante complementar os tes-
tes diretos com a pesquisa de anticorpos circulantes por serologia [3].

Situacao em Portugal

Em Portugal a febre Q foi descrita em 1948, sendo uma doenca de declaracédo obri-
gatéria desde 1999 (ICD10:A78) mas defende-se que o verdadeiro impacto em saude
publica continua subavaliado. Esta é uma doenca endémica, associada sobretudo a
regiao sul do pais e com uma incidéncia média de 0,10 casos por 100000 habitantes
ano (1999-2007) [4]. Apesar da baixa casuistica os dados oficiais sofrem de subnoti-
ficacdo, havendo ainda a considerar o facto da doenga nem sempre ser devidamente
diagnosticada, dada inespecificidade da apresentacao clinica e o contexto epidemio-
I6gico vago, podendo ser confundida com outras zoonoses [5]. Assim, face ao desco-
nhecimento da realidade desta zoonose, foi proposto e aprovado um projeto de inves-
tigagao que arrancou em Abril de 2011 com o apoio da Fundagao para a Ciéncia e a
Tecnologia (ref* PTDC/SAU-SAP/115266/2009). No ambito deste projeto foi ja reunida
uma colecao nacional de C. burnetii, que conta com mais duas dezenas de isolados
tanto de origem animal como de casos clinicos humanos e que permitiu caracterizar
0S grupos genémicos que circulam no pais e avaliar o contexto epidemioldgico da
infecéo aguda e cronica [6)].
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Todos os testes laboratoriais em voga para diagndéstico de febre Q constam da
lista de analises disponibilizadas pelo INSA, incluindo a pesquisa de anticorpos IgG,
IgM e IgA anti-C. burnetii em fase | e fase Il por IFA, pesquisa de ADN por PCR e en-
saio de isolamento do agente por shell-vial com células macrofégicas de crescimento
in-vitro. Entre 2011- 2013 foram recebidos uma média anual de cerca de 530 pedidos
de diagnostico, registando-se uma taxa de positividade nas amostras da ordem dos
22%, tendo sido laboratorialmente confirmados cerca de 20 casos de infe¢éo ativa
por C. burnetii por ano.
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Maria Sofia Nuncio

Introducao

primeiro caso comprovado de babesiose humana no mundo foi relatada na Eu-

ropa, em 1957. Desde entéo, e s6 até 1998, mais de 28 casos infecdes foram

relatados na Europa [1]. A maior parte (83 % ) das infecoes em individuos eram
esplénicos e a maioria (76 %) estavam infectados com Babesia divergens, um parasi-
ta do gado. As manifestacoes clinicas graves habituais nas infegcdes associadas a B.
divergens incluem a hemdlise intravascular grave com hemoglobinuria. Centenas de
casos de infecdo humana com Babesia spp. foram relatados nos EUA. A maioria dos
casos foram infetados por carracas portadoras do parasita de roedores B. microti,
mas foram detetadas outras espécies emergentes como Babesia spp. (atualmente
conhecida como WA1, CA1 e MO1 ) estao cada vez mais envolvidos no surgimento de
casos humanos. As populacdes de esplenectomizados, idosos, pacientes imunode-
primidos e infectados pelo HIV apresentam um risco acrescido para desenvolverem
infegdes graves. Alguns outros casos de infecdo humana foram descritos na China,
Egito , México, Africa do Sul e Taiwan [1].

Agente

Existem mais de 100 espécies de babesias, embora sejam poucas as que causam do-
enca nos humanos, das quais séo exemplos a Babesia microti, encontrada na América,
e Babesia divergens, uma das espécies mais frequentes nos bovinos e mais comum
na Europa.

Transmissao

A transmissao é mais comum em determinadas regides e estacdes do ano: nos EUA
ocorre principalmente em partes do Nordeste e Centro-Oeste e, geralmente, os picos
de infecdo ocorrem durante os meses quentes. Esta patologia pode variar de gravi-
dade, podendo variar entre assintomatica a causar risco de vida. A infecdo ¢ tanto
tratéavel como evitavel.
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O ciclo de vida do parasita envolve, além do humano, mais dois hospedeiros, o
rato e a carraca. Quando o rato é picado por uma carraca infetada, os esporozoitos sao
introduzidos e vao-se instalar nos glébulos vermelhos do vetor definitivo, onde se realiza
reproducdo assexuada. Ja no sangue do rato, estes parasitas podem diferenciar-se em
gametas masculino e feminino. A carraca Ixodes spp, ao ingerir estes gametas permite
a fertilizacéo (reproducéo sexuada) e assim a realizacdo do ciclo esporogoénico. Os
humanos entram neste ciclo quando séo picados por carragas portadoras de babésia.
Assim ha a introdugao de esporozoitos que entram nos glébulos vermelhos, havendo
replicacdo assexuada, e posterior multiplicacdo de parasitas no sangue humano. Este
fendmeno é responsavel pelas manifestagdes clinicas da doenca [2].

Outras formas possiveis de adquirir a infe¢é@o incluem as transfus@o de sangue con-
taminado (nenhum teste foi licenciado ainda para triagem de doadores), ou transmissao
de uma mae infetada para o bébé durante a gravidez ou o parto.

Manifestacoes clinicas

A maioria das infecdes é assintomatica. Os sintomas surgem depois de 1-4 semanas de
incubacéo e sao essencialmente: mal-estar geral, febre (sem periodicidade), sudagao,
arrepios, fadiga intensa, anemia hemolitica (causada por ruptura dos eritrécitos), insufi-
ciéncia renal e hepato-esplenomegalia. As manifestacdes da doenca séo mais severas
em individuos imunodeprimidos ou esplenectomizados. As infecdes causadas por B.
divergens tendem a ser mais graves do que aquelas causadas por B. microti [2].

Diagnéstico

Apds a suspeita clinica, baseada nos sintomas do paciente, o diagnéstico laboratorial
passa pela andlise do hemograma e identificagao do parasita no interior dos eritroci-
tos em analises de microscopia sanguinea, ou entdo por meios seroldégicos como a
imunofluorescéncia indirecta (IFA) ou técnicas de biologia molecular como o PCR [2].

Tratamento e prevencao

Em humanos, recorre-se essencialmente a clindamicina, em associa¢cdo ou nao com
outros farmacos [2]. O uso de medidas de prevencao é especialmente importante
para as pessoas em maior risco para a babesiose grave (por exemplo, as pessoas
que nao tém bago). Se possivel, as areas infestadas por carracas devem ser evitados,
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especialmente durante 0s meses quentes. Se essas areas nao puderem ser evitadas,
devem ser usadas medidas de protegéo durante as atividades ao ar livre. Nenhuma
vacina esta disponivel para proteger as pessoas contra babesiose.

O impacto em Saude Publica

O impacto em saude humana da babesiose € maior do que aquele indicado pelo nu-
mero de casos confirmados. As informagdes obtidas a partir de estudos em animais
domésticos indicam que, para cada caso clinicamente demonstrado, ha centenas de
casos de infecao latente. Infecdes inaparentes ou latentes sdo comuns em muitas in-
fecdes microbianas do homem e podem ser detetadas através da utilizacao de varias
técnicas microbioldgicas.

Para além da frequéncia de infecOes latentes, a aquisicdo de conhecimentos sobre
manifestacdes desta forma de babesiose é clinicamente importante. Existem apenas
algumas zonas do mundo livres de babesiose. Em muitas regides tropicais e subtropi-
cais, a babesiose é endémica. Neste contexto, os trabalhadores agricolas e pessoas
que passam muito tempo em éareas rurais endémicas, incluindo os proprios médicos-
veterinarios, frequentemente entram em contacto com carragas infetadas, constituindo
grupos de risco relativamente a esta e outras doencas transmitidas por carracas [3].

Situacao em Portugal

No INSA, o diagnoéstico molecular esta disponivel mas, apesar de na década de 1990
terem sido detetados anticorpos especificos em dois doentes esplenectomizados (da-
dos nado publicados), nunca foi recebida nenhuma solicitagao de diagndstico labora-
torial de babesiose nem confirmado nenhum caso de babesiose humana. Contudo,
dado o numero crescente de casos que estdo a ocorrer na Europa e nos Estados
Unidos, é provavel que venham a ser detetados casos de importacdo desta patologia
em Portugal.
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V. DoENgAS AssoCIADAS A PuLGAS

Isabel Lopes de Carvalho, Maria Sofia Nuncio

Introducao

peste é uma infegao causada pela bactéria Yersinia pestis, tendo como poten-

ciais reservatorios os roedores e como artropode vetor, a pulga. Esta infecao é

transmitida ao Homem através da picada deste artropode mas também através
do contacto com tecidos e fluidos orgéanicos infetados. No caso da peste pneumoni-
ca a transmissao faz-se através da inalagao de aerosséis [1].

A doenca esté associada a locais onde a transmissao pessoa a pessoa seja muito
propicia e as condicbes sanitarias e de higiene pessoal favorecam a proliferacdo e
passagem do vetor de um hospedeiro para outro. A proliferacao dos reservatérios
(populagdes de ratos) e das pulgas que os parasitam, juntamente com a sua expan-
sdo para os locais onde habita 0 Homem, podem favorecer o aparecimento desta
doenca.

Habitualmente a peste aparece associada a catastrofes como a guerra ou no se-
guimento de desastres naturais de grandes dimensdes que causam a interrupgao das
medidas sanitarias e onde as populagdes muitas vezes sao obrigadas a recorrer a
abrigos sobrelotados, favorecendo a passagem das pulgas infetadas de uns hospe-
deiros para outros.

Os ultimos surtos de peste foram reportados na India durante a primeira metade
do Séc. XX e no Viethame durante a Guerra (1960-1970). Nos dias de hoje a peste é
endémica na Africa subsariana e Madagéscar onde ocorrem mais de 90% dos casos.
A peste também é endémica em algumas zonas dos EUA [1].

Situacao em Portugal

Portugal tera sido atingido pela peste em 1348 que levou a morte entre um terco e
metade da populagéo, segundo as estimativas mais crediveis, levando o pais ao caos.
Foram inclusivamente convocadas as cortes em 1352 para restaurar a ordem. Um dos
efeitos indiretos da peste em Portugal seria a revolugao apés o reinado de D. Fernando
(Crise de 1383-1385) [2]
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A peste voltou a Portugal vérias vezes até ao fim do século XVII, onde a Grande
Peste de Lisboa, em 1569, tera matado 600 pessoas por dia, ao todo 60 000 habi-
tantes da cidade terao morrido. A Ultima grande epidemia foi em 1650. No entanto,
no seguimento da terceira pandemia, em 1899, a peste foi importada para o Porto a
partir do Oriente, provavelmente de Bombaim. A epidemia do Porto foi alvo de inves-
tigacdo por Ricardo Jorge, que instituiu as medidas de salde publica necessarias e
gue a conseguiram limitar [2]. Atualmente, baseado nos dados disponiveis, a peste
encontra-se erradicada em Portugal. No entanto, podem aparecer alguns casos de
importacao através de pessoas que venham infetadas de paises onde esta doenca
é endémica. A UREB/INSA tem capacidade instalada para a detecao rapida deste
agente infecioso.

Em Portugal, esta doenca atualmente esta incluida na lista de doencas de notifica-
¢ao obrigatdria mas nos ultimos anos nao tém sido enviados pedidos de diagndéstico
ao INSA nem se conhece a existéncia de casos autoctones. Contudo alguns relatos na
Europa alertam para a possibilidade de importacéao de casos de individuos que viaja-
ram para zonas endémicas, nomeadamente profissionais da area da saude e da se-
guranga que por motivos humanitarios, ou para o aparecimento de pequenos surtos
em paises europeus associados a emigrantes ilegais, que muitas vezes se convertem
em sem-abrigo, provenientes de zonas endémicas [3].
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Rita de Sousa

grupo das Rickettsias patogénicas para 0 homem transmitidas por pulgas es-
tao incluidas duas espécies: R. typhi do grupo do tifo e 0 agente do tifo murino
e a Rickettsia felis, pertencente ao grupo das febres exantematicas.

TIFO MURINO OU ENDEMICO

Em Portugal o tifo murino foi reconhecido pela primeira vez em 1940 e na década
de noventa foram descritos casos de doenca pontuais na regido de Lisboa e a ocor-
réncia de um surto em 1996 na ilha de Porto Santo, no arquipélago da Madeira [1,2].

Epidemiologia

R. typhi tem uma distribuicdo mundial e € mantida num ciclo natural que envolve par-
ticularmente roedores como reservatérios hospedeiros e 0s seus vetores. O principal
vetor é a pulga Xenopsylla cheopis, também designada como pulga do rato. Contudo,
para além de X. cheopis, outras espécies de pulgas estao implicadas na transmissao
de R. typhi nomeadamente a pulga do gato, C. felis e a espécie Leptopsylla segnis,
responsavel pela transmissao deste agente no surto de tifo murino ocorrido em 1996,
na llha de Porto Santo do arquipélago da ilha da Madeira [2,3].

Infecdo e manifestacdes clinicas

R. typhi é transmitida principalmente pela introducao de fezes de pulgas infetadas
através das lesdes da pele causadas pela abraséo da ferida onde a pulga picou. Al-
guns autores referem que em alguns casos a transmissdo pode ocorrer diretamente
pela alimentacéo da pulga no homem ou por inalacao através de aerossois.

O periodo de incubacéo da doenca € de cerca de oito a 16 dias. Os sintomas sur-
gem em geral de forma subita com manifestacées semelhantes as outras rickettsio-
ses como febre, cefaleias intensas, rash, porta de entrada (picada), acompanhados
por arrepios, mialgias e nauseas.
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O surto em 1996 na ilha de Porto Santo, no arquipélago da Madeira envolveu um
total 12 casos de infecédo confirmados serologicamente. As manifestacdes clinicas pre-
dominantes foram febre (100%), cefaleias (87%), mialgias (85%), artralgias (90%), e ar-
repios/tremores (70%). Apesar de em geral estar descrita entre 20-80% dos casos a
presenca de exantema, neste grupo de doentes nao foi referido a presenca do mesmo.
Mortalidade é em geral baixa (1%) quando instituida terapéutica especifica [4.

Diagnéstico laboratorial

O diagndstico laboratorial pode ser feito com base na serologia para distinguir o tifo
murino de uma infecao causada por rickettsias do grupo das febres exantematicas.
E sugerida confirmacao por seroconversao (aumento do titulo 4x) com base nos ti-
tulos de anticorpos determinados em duas amostras consecutivas colhidas com um
intervalo de 2-3 semanas. O diagnostico pode ainda ser efetuado com base no iso-
lamento ou detecao molecular (PCR) do agente numa amostra de sangue periférico.
Entre 2011- 2014 apesar de terem sido recebidos alguns pedidos de diagndstico para
pesquisa de anticorpos para R. typhi ndo foram confirmados laboratorialmente casos
de infegao pelo respetivo agente nas amostras enviadas para o CEVDI.

O principal meio de prevencéo de rickettsioses transmitidas por pulgas € limitar
a exposicao as pulgas, que podem ou nio estar infetadas. E aconselhavel por isso a
administracéo de produtos especificos (inseticidas) adequados a esse fim, eliminan-
do as pulgas dos locais infestados e/ou dos animais domésticos.

Os programas de eliminagao de roedores, nomeadamente em zonas urbanas de-
vem ser sempre acompanhados de um programa paralelo para a eliminacdo dos seus
ectoparasitas, uma vez que o ciclo de vida destes depende dos roedores para se
alimentarem e a sua auséncia pode fazer com que procurem outros hospedeiros, no-
meadamente o Homem. Nao ha vacinas para proteger o Homem ou 0s animais de
estimagao da infegao por R. felis ou R. typhi.

INFEGAO POR R. FELIS

O primeiro caso de infecdo humana por Rickettsia felis for descrito em 1994 num
doente do Texas, Estados Unidos, colocando em evidéncia a capacidade desta es-
pécie, em causar doenca no homem. Na Ultima década, casos de infegao por R. felis
foram confirmados laboratorialmente em paises do continente Americano (USA, Mé-
xico, Brasil), Europa (Espanha), Africa (Tanzania) e Asia incluindo a Nova Zelandia [5].
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Epidemiologia

R. felis denominada inicialmente como agente ELB foi detectada pela primeira vez
em 1990 em pulgas de gato, Ctenocephalides felis. Posteriormente foi detectada nou-
tras espécies de pulgas como C. canis, Pulex irritans e X. cheopis colhidas em diferen-
tes animais domeésticos e silvaticos [3]. Existem ainda casos pontuais da sua dete-
cao em carracas nomeadamente R. sanguineus [6]. Esta Rickettsia, de distribuicdo
mundial esté descrita em Portugal em pulgas das espécies Archaeopsylla erinacei e
Ctenophtalmus sp colhidas em ourico e ratos, respectivamente [3].

Infecdo e manifestacoes clinicas

As manifestacdes clinicas mais comuns nestes doentes assemelham-se as ma-
nifestagdes referidas por outras rickettsioses sendo em geral cefaleias, febre, rash
difuso, calafrios, mialgias, artralgias e escara no local de uma picada de pulga. Em
Portugal até a data nao existem casos humanos descritos.

Diagnéstico laboratorial

A confirmacéo do diagnostico clinico pela infecao especifica por R. felis requer o
isolamento ou a detecéo molecular do agente (PCR) e sequenciacao. Devido a reac-
¢bes cruzadas dentro do grupo das febres exantematicas, a serologia, por si s6 nao
possibilita a identificagao da espécie de rickettsia dentro deste grupo.
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VI. DoeNgas AssoCIADAS A PioLHOS

Rita de Sousa

O agente etiologico do tifo epidémico, Rickettsia prowazekii, € transmitido ao ho-
mem através do piolho do corpo (Pediculus humanos humanus).

Epidemiologia

O tifo epidémico esta particularmente associado a mas condigdes de higiene que
favorecem a disseminacao dos piolhos, como por exemplo em situagdes de guerra ou
catéstrofes ambientais envolvendo movimentagao de populagdes desalojadas (por ex.
campos de refugiados [1]. Alguns casos esporadicos de tifo epidémico nos Estados
Unidos estado ainda relacionados com a transmissao através de pulgas e piolhos que
parasitam esquilos voadores (Glaucomys volans). De todas as rickettsioses conheci-
das, s6 no tifo epidémico o homem é reservatério do agente. O piolho ¢ infetado com R.
prowazekii quando se alimenta num doente rickettsiémico. As rickettsias multiplicam-
se nas glandulas salivares do piolho e infetam posteriormente as suas fezes. Durante a
alimentacao no hospedeiro o homem infeta-se com as fezes através da inoculacao de
feridas causadas pela abrasao da pele. O facto de o piolho abandonar o cadaver do
hospedeiro ou doentes com febre alta (> 40°C) aumenta a sua eficiéncia como vetor,
uma vez que assim vai procurar e parasitar um novo hospedeiro ndo infetado, propa-
gando a infegao. Por outro lado o piolho infetado ndo tem a capacidade de transmitir a
infecao a sua descendéncia e a doenca, em geral, dissemina-se pessoa a pessoa pela
via do piolho. Os piolhos infetados morrem ao fim de uma a duas semanas. Os casos
de doenca aparecem em geral nos meses mais frios.

A doenca de Brill - Zinsser, uma forma recrudescente e mais moderada de tifo
epidémico, pode aparecer passado alguns anos da ocorréncia da forma aguda da
doenca, provavelmente relacionado com fatores de imunidade e idade avancada. A
maior parte dos casos relatados (> 90%) de doenca de Brill - Zinsser sdo de doentes
qgue emigraram de zonas endémicas ou que estiveram expostos na Segunda Guer-
ra Mundial ao tifo epidémico [2]. As rickettsias do grupo do tifo podem manter-se
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dormentes durante anos e posteriormente sofrer um processo de reactivacao por
debilitagao do sistema imunitario.

Manifestacoes Clinicas

O periodo inicial da doenca (1-3 dias) é caracterizado por um quadro inespecifico de
febre, dores de cabeca, e mialgias. A partir do quinto dia o aparecimento do exan-
tema esta descrito em 20 a 80% dos casos e pode ser do tipo petequial ou maculo-
papular. A taxa de mortalidade sem tratamento é cerca de 20 a 30%. Em doentes
sem complicacdes a temperatura corporal volta ao normal em duas semanas mas a
completa convalescenca da doenca pode demorar cerca de trés meses. Na doenca
de Brill- Zinsser quando os sintomas aparecem e a bacteriémia ocorre a forma da
doenca é mais moderada [1].

Tetraciclinas, doxiciclina e cloranfenicol sao eficazes no tratamento das infecdes
por R. prowazeKii.

Diagnéstico Laboratorial

O teste de confirmacao do diagnostico clinico mais utilizado é a técnica de imunofluo-
rescéncia indirecta. Outras técnicas de diagndstico como imunohistoquimica em bidp-
sias de pele, PCR e isolamento a partir de amostras de sangue podem ser alternativas a
outras técnicas, mas implica a sua realizagéo em laboratérios especializados.
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Rita de Sousa

A febre das trincheiras é causada por Bartonella quintana é transmitido ao homem
através do piolho do corpo (Pediculus humanos humanus).

Taxonomia

O género Bartonella estéa incluido no sub-grupo das alfa-proteobacterias, ordem Rhi-
zobiales, familia Bartonellaceae. O género Bartonella, classificado durante muito tem-
po na ordem Rickettsiales foi reclassificado recentemente na ordem Rhizobiales e esta
filogeneticamente mais préximo dos géneros Brucella, Rhizobium e Agrobacterium do
que das rickettsias.

Os membros do género Bartonella sao bactérias intracelulares facultativas, Gram -
negativas de forma cocobacilar. Tém como particular estratégia para se multiplicarem
a infegéo dos eritrocitos e todos 0os membros sdo organismos de crescimento muito
fastidioso. B. quintana esta descrita em todos 0s continentes.

Epidemiologia

As primeiras descri¢cdes de infecao causada por B. quintana surgiram durante a | Guer-
ra Mundial, e ficou conhecida pela febre das trincheiras (ocorria nos soldados que lu-
tavam nas trincheiras europeias). Estima-se que durante este periodo esta febre tenha
afectado mais de 1 milhdo de pessoas nas frentes ocidental e oriental da Europa. Pos-
teriormente a doenca foi descrita esporadicamente na Europa, Asia e Norte de Africa e
alguns surtos de doenca foram também relatados durante a Segunda Guerra Mundial.
Na sua maioria, estes casos de infecao estavam associados a situagdes de condigcdes
precarias de higiene, falta de saneamento e com as populacdes desabrigadas [1].

Actualmente na Europa e na América do Norte, a infecdo por B. quintana esté par-
ticularmente associada com pessoas socialmente desfavorecidas, e relacionada com
a pobreza, alcoolismo e sem abrigo.
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Infecdo e manifestacdes clinicas

B. quintana é transmitida ao homem pelo piolho do corpo (Pediculus humanus huma-
nus). A bactéria é excretada nas fezes do piolho e penetra na pele através de pequenas
lesdes decorrentes da abraséo causada pelo cocar das picadas dos piolhos. O homem
€ 0 Unico reservatorio conhecido.

Bartonella quintana foi originalmente descrita como o agente etioldgico da febre
das trincheiras e sé mais foi tarde associada a outras patologias, como a endocardite
e angiomatose bacilar [1].

As descricbes das manifestagbes clinicas associadas com infecoes de B. quintana
variam consideravelmente e incluem desde infecdo assintomatica, a doenca febril re-
corrente (febre das trincheiras), endocardite com “cultura negativa” e angiomatose ba-
cilar. A causa da variabilidade das manifestacdes clinicas é desconhecida, mas pode
estar relacionada com o hospedeiro ou a variabilidade genética de diferentes estirpes
de B. quintana.

De acordo com o acima descrito as manifestacdes podem ser:

= febre das trincheiras: febre de inicio subito, muitas vezes acompanhada de dor
de cabeca, mal-estar e artralgias nos membros inferiores, particularmente nas
canelas. Os doentes podem experimentar um ou varios episddios de febre recor-
rente aproximadamente a cada cinco dias. Apos a fase febril da doenca, alguns
doentes recuperam completamente, enquanto outros podem manter a infecao
sem manifestacoes clinicas aparentes. Como resultado, podem ocorrer recidivas
de muitos meses ou anos apos o episddio inicial mesmo com tratamento antibi-
otico com tetraciclinas.

= endocardite: a bacteriémia crénica associada ao desenvolvimento de endocar-
dite e que pode ocorrer em doentes sem histéria prévia de doenga cardiaca.

= angiomatose bacilar: as manifestagdes clinicas da angiomatose bacilar séo repre-
sentadas por lesdes de proliferagao vascular decorrentes da resposta angiogéni-
ca determinada pelas bartonelas. As lesdes da angiomatose bacilar apresentam
localizac&o variada, podendo envolver todo o organismo, incluindo as mucosas,
embora as lesdes cutaneas sejam as mais frequentemente reconhecidas. As ma-
nifestagdes mais comuns da angiomatose séo lesdes papulosas, angiomatosas
ou papulonodulares. Estas lesdes aparecem especialmente em individuos imuno-
comprometidos, em especial HIV positivos.
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No tratamento das infegdes por B. quintana é recomendado o uso de doxiciclina,
eritromicina ou azitromicina, sendo o tempo de tratamento variavel de acordo com o
tipo de manifestacao (p. ex: bacterémia, endocardite)

No caso da endocardite para além do tratamento com o antibiotico pode ser neces-
séria a cirurgia e a substituicdo das véalvulas cardiacas.

Diagnéstico Laboratorial

A confirmagao do diagnostico clinico com base no diagnostico laboratorial pode ser
realizado através do isolamento do agente (requer 20-40 dias), serologia ou técnicas
de biologia molecular (PCR). A serologia é especifica e existem diferentes kits comer-
ciais no mercado quer de ELISA quer de imunofluorescéncia. No entanto alguns estu-
dos seroldgicos mostraram que casos esporadicos de infegao por C. burnetii podem
ter reacgdes cruzadas e originar resultados falsos positivos para B. quintana e que a
mesma pode induzir reac¢des cruzadas com clamidia. Em geral, a maioria dos doen-
tes imunocompetentes com endocardite causada por B. quintana apresentam serolo-
gia positiva com titulos elevados de anticorpos (IgG > 1600).

Em situacdes em que é necessario realizar cirurgia e substituicdo de valvulas,
a detecado molecular por PCR nas vegetacdes das valvulas cardiacas ¢ util para a
confirmacgéo do diagnostico clinico. O mesmo procedimento pode ser utilizado para
a detecao de DNA de Bartonella em bidpsias das lesdes de angiomatose bacilar ou
no sangue de doentes bacteriémicos. A imunohistoquimica pode ser também utilizada
como técnica de diagndstico em bidpsias de pele de doentes com angiomatose bacilar.
Esta técnica ¢ util para fazer o diagndéstico diferencial com outras patologias. A presen-
¢a das bactérias pode ser demonstrada pela coloracdo Warthin-Starry.

Apesar de haver descricdes de infecéo por B. quintana em doentes portugueses
nos ultimos trés anos nao foi confirmado laboratorialmente nenhum caso de infecao
por B. quintana no CEVDI [2,3].
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Maria Sofia Nuncio, Isabel Lopes de Carvalho

Introducao

febre recorrente epidémica ou cosmopolita, € uma infecdo causada por Borrelia

recurrentis, transmitida ao Homem pelo piolho do corpo (Pediculus humanus

humanus), enquanto este realiza a sua refeicdo sanguinea. Esta subespécie vive
e multiplica-se nas roupas e a infestacdo humana tradicionalmente esta associada
a temperaturas frias e declinio das condicoes sociais e de higiene provocadas pela
instabilidade econémica, ocorréncia de guerras e, consequentemente, de populacdes
desalojadas sobretudo em campos de refugiados. Surpreendentemente, atualmente
observa-se uma reemergéncia desta patologia um pouco por todo o mundo [1]. O pio-
lho alimenta-se do sangue do hospedeiro infectado. B. recurrentis, passa do intestino
do piolho para a cavidade celémica e multiplica-se na hemolinfa. O piolho infectado
excreta B. recurrentis nas fezes, o que explica a rapidez com que uma epidemia pode
ocorrer. O piolho, que nao é afetado pela borrélia, fica portador da bactéria o resto da
sua vida (superior a 30 dias), ndo a transmitindo contudo a sua descendéncia.

A doenca no Homem manifesta-se pela ocorréncia de ciclos de febre (2-9 dias)
intervalados por periodos nao febris (2-4 dias), que se podem repetir entre uma e 10
vezes. A forma epidémica é mais grave e dura cerca de 13-16 dias. O Unico hospedei-
ro de B. recurrentis ¢ o Homem, pelo que este agente etioldgico circula entre 0 Homem
e o piolho. Apesar da principal via de infecao ser o contacto com as fezes contamina-
das, o esmagamento do piolho infetado também pode proporcionar um meio de infe-
a0 uma vez que estes microrganismos sdao muito infetantes e podem penetrar pelas
mucosas ou mesmo através da pele intacta.

A febre recorrente por piolho é uma doenca cosmopolita. Ao longo da historia,
existem registos de grandes epidemias desta doenca. Durante a primeira guerra mun-
dial houve uma grande epidemia na RUssia, entre as duas guerras mundiais na Africa
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de leste, durante a segunda guerra mundial no norte de Africa e durante as guerras da
Coreia e do Vietname. Atualmente, a doenga ocorre endemicamente em alguns paises
africanos (Etiépia, Sudéo e paises limitrofes) e no Peru, associada a condicoes de po-
breza, desintegracéo social por catastrofes e guerras, o que favorece a proliferagéao da
populacao de piolhos [1].

O tratamento da doenca é realizado através da aplicagao de antibiéticos como a
tetraciclina e a penicilina. Entre as medidas de controlo mais eficazes encontra-se a
eliminacéo dos piolhos que possam entrar em contacto com o portador infetado. A elimi-
nacéo dos piolhos é conseguida através da utilizagéo de inseticidas na roupa do corpo
e da cama, lavagem da roupa e aplicagéo de produtos adequados existentes no mer-
cado. E de sublinhar que esta subespécie de piolho habitualmente se encontra solto
nas roupas dos individuos e nao fixados, como acontece com o Pediculus humanus
capitis, piolho comum da cabeca.

Situacao em Portugal

Em Portugal, esta doenca atualmente ndo esta incluida na lista de doencas de notifi-
cacao obrigatéria e nos ultimos anos nao tém sido enviados pedidos de diagndéstico
ao CEVDI/INSA nem se conhece a existéncia de casos autoctones. Contudo alguns
relatos na Europa alertam para a possibilidade de importacao de casos de individuos
que viajaram para zonas endémicas, nomeadamente profissionais da area da saude
e da seguranga que por motivos humanitarios, ou para o aparecimento de pequenos
surtos em paises europeus associados a emigrantes ilegais, que muitas vezes se con-
vertem em sem-abrigo, provenientes de zonas endémicas [1,2].
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VII. Doengas AssociADAS A ROEDORES

Maria Jodo Alves

Introducao

s Hantavirus conhecidos como agentes etiologicos da Febre Hemorragica com
Sindrome Renal (FHSR), na Europa e Asia, e da Sindrome Cardio-Pulmonar por
Hantavirus (SCPH) na América sao virus transmitidos por roedores e insectivoros.
Os Hantavirus provocam nos micromamiferos infe¢des cronicas, aparentemente assin-
tomaticas. A transmissao ao ser humano é feita, principalmente, por via respiratoria, e
¢ o resultado do contacto com o micromamifero infectado ou com as suas excregoes.
A SCPH pode também ser transmitida pessoa a pessoa € a FHSR por transfusdes de
sangue [1,2].
Na Asia registam-se anualmente cerca de 150 000 casos de infegées por Hantavirus
[3]. Na Europa, onde vérios Hantavirus sdo endémicos, sao diagnosticados anualmente
mais do que 10 000 casos de FHSR [4].

Taxonomia e distribuicao

Os Hantavirus (género Hantavirus, familia Bunyaviridae) sao virus com invélucro e com
genoma de RNA monocatenario, trisegmentado, de polaridade negativa. Atualmente
sao conhecidos 24 espécies de virus neste género [5].

Cada espécie de Hantavirus esta claramente associada a um hospedeiro natural
micromamifero e a ecologia de cada um dos virus reflecte-se na ecologia do hospedei-
ro. As analises filogenéticas sugerem que houve uma longa co-evolugéo virus-roedor,
0 que implica que a distribuicdo geografica dos Hantavirus estéa limitada a distribuicao
geogréfica dos seus hospedeiros naturais.

Na Europa os Hantavirus mais importantes sdo o Puumala (PUU) transmitido por
Myodes glareolus, na Escandinavia e Europa Central, 0 Dobrava (DOB), Saarema (SAA)
e Haantan (HTN) transmitidos por Apodemus, em toda a Europa Central e Ocidental e
o virus Seoul (SEO) transmitidos por Rattus, presentes em toda a Europa [4].
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Patogénese

As hantaviroses podem ser assintomaticas ou provocar mortalidades elevadas. Todos
0s sinais e sintomas podem-se resumir ao facto das células infectadas perderem a
permeabilidade capilar.

| - Febre Hemorragica com Sindroma Renal (FHSR)
Em 1954, num simposio sobre Febre Hemorragica da Coreia, as manifestacdes
clinicas de FHSR eram descritas como “numerosas, variadas, numa sequéncia
rapida e confusa” [6]. Ainda hoje esta descricao parece apropriada.
A FHSR representa uma das mais severas doencas hemorragicas, com indices de
mortalidade de 5 a 20% [7, 3]. A severidade da FHSR ¢é variavel de acordo com a
espécie de virus que a provoca, sendo mais graves com HTN e DOB-SAA, segui-
do de PUU e SEO.
A FHSR caracteriza-se por febre, trombocitopénia, disfuncao renal, proteindria e
insuficiéncia renal. Normalmente, reconhecem-se cinco fases: I-febril, Il-hipoten-
sa, lll-oligurica, IV-diurética e V-convalescenca [6,8]. O tempo de incubacao é, em
média, de duas semanas, mas pode variar entre cinco e 42 dias.
O tratamento é, sobretudo, suportativo requerendo, normalmente, hospitalizagao,
monitorizacéo na fase aguda, suporte electrolitico e controlo da pressao sanguinea.
O unico tratamento descrito, mas s6 eficaz nas fases mais precoces da evolucao
da doenca, € com ribavirina [9]. Na Europa néo existe vacina.
Cerca de 5% dos doentes hospitalizados por infecdes com PUU e 16-48% com
DOB recorrem a didlise e a cuidados intensivos prolongados [4].

Il - Sindrome Cardio-Pulmonar por Hantavirus (SCPH)

O primeiro surto de SCPH ocorreu em 1993, na fronteira de quatro estados norte-
americanos, nomeadamente New Mexico, Arizona, Colorado e Utah. O Hantavirus
isolado denominou-se virus Sin Nombre [10]. Na altura, notou-se a semelhanca dos
sintomas com algumas febres hemorragicas, sobretudo com a FHSR. Estas se-
melhancas incluiam febre, arrepios, mialgias, seguidos de instabilidade hemodiné-
mica, choque, trombocitopénia, neutrofilia com diferenciacao imatura e linfocitose
atipica com formas plasmacitéides e imunoblastos. A SCPH é diferente da FHSR
na severidade e proeminéncia do edema pulmonar e na auséncia da doenca renal
e hemorragias. A mortalidade associada aos casos de SCPH atinge os 35% [11].
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Diagnéstico laboratorial

O diagnostico das infegdes por Hantavirus baseia-se, sobretudo, na serologia. Os anti-
corpos IgM e IgG estao presentes logo nos primeiros dias apds a infegao.

O diagnostico indireto, seroldgico, especifico da infecao é particularmente neces-
sario em casos de doentes com sintomas ligeiros ou aspectos clinicos atipicos ou
para casos que ocorram em regides geograficas onde estas infegdes ainda nao fo-
ram reconhecidas. A imunofluorescéncia indirecta (IFA), com cultura de células infec-
tadas com diferentes espécies de Hantavirus, € uma técnica amplamente utilizada
no diagnostico, assim como os testes imunoenzimaticos (ELISA e Immunoblot) com
utilizacéo de proteinas recombinantes. Os anticorpos antivirais detetados por IFA sur-
gem logo no inicio da doenga, normalmente na primeira semana, e é frequente ha-
ver reacOes cruzadas entre Hantavirus. Os anticorpos neutralizantes séo detectados
precocemente ¢, tal como os anticorpos fluorescentes, persistem por duas ou mais
décadas.

A infecao humana pode também ser confirmada por técnicas de diagnostico di-
recto como a reacdo de polimerase em cadeia (RT-PCR), embora sem sucesso em
cerca de 2/3 dos doentes [12], e 0 isolamento do virus do soro ou sangue total em
culturas celulares ou roedores susceptiveis, o que implica manipulagéo das amostras
em laboratdrios nivel de biosseguranga 3.

O diagnostico laboratorial, epidemiologia e investigagao de Hantavirus em humanos
e roedores sao realizados, desde 1991, no Centro de Estudos de Vetores e Doencas
Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge [13,14,15].

Situacao em Portugal

Em Portugal os primeiros casos clinicos de infegdes por Hantavirus com confirmacéo
laboratorial foram identificados em 1993, 1996 e 1998 [16,17,18].

Todos 0s anos sdo confirmados novos casos apesar de a incidéncia ser bastante
baixa (de 0-5 casos/ano) [19].

Em inquéritos epidemioldgicos feitos ao longo das duas Ultimas décadas foi iden-
tificada, cerca de 1% de seropositividade na populacéo portuguesa saudavel. Em gru-
pos de risco (com maior probabilidade de exposigao a roedores) a prevaléncia deter-
minada foi de 2% e em dois amplos estudos, separados por uma década, em doentes
hemodialisados foi de 3 e 4%, associando, provavelmente, uma infegéo prévia por Han-
tavirus a doenca renal crénica [20].

163



As hantaviroses representam um problema de saude publica na Europa. Em Por-
tugal, apesar da baixa incidéncia determinada até ao momento, a gravidade do per-
curso clinico e a possibilidade de ocorrerem casos emergentes justificam a neces-
sidade da disponibilidade do diagnéstico laboratorial e da sensibilizacao da classe
médica para esta virose transmitida por roedores.
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Maria Jodo Alves

Introducao

virus LCM ¢ o agente etioldgico da coriomeningite linfocitéria, encefalites e me-

ningoencefalites, sendo também comuns casos de sindrome gripais e assinto-

maticos. A infecdo na gravida implica infegdes transplacentarias que resultam
em abortos fetais ou malformac¢des, nomeadamente hidrocefalia. A infe¢céo no doente
transplantado geralmente conduz a morte.

O virus da coriomeningite linfocitaria (LCM) € um virus transmitido por roedores,
isolado e identificado como agente infeccioso, nos primérdios da virologia em 1934.
Tendo ficado 6rfao morfologicamente e biologicamente durante décadas, a partir dos
anos 50 juntaram-se outros virus nomeadamente, o virus Tacaribe, o virus Junin (febre
hemorragica da Argentina), o virus Machupo (febre hemorragica da Bolivia), o virus
Lassa (febre de Lassa), Guanarito (febre hemorragica da Venezuela) e o virus Sabia
(febre hemorragica do Brasil). O virus LCM é o Unico que surge na Europa.

Nos roedores as infecGes sao crénicas, aparentemente assintomaticas. A trans-
misséo ao ser humano é feita, principalmente, por via respiratéria, e é o resultado
do contacto com o micromamifero infetado ou com as suas excregdes. As espécies
reservatério/vetor mais associadas a transmisséo do virus LCM sao Mus musculus e
hamsters (Mesocricetus auratus). A dinémica da populacao de roedores é provavel-
mente o factor determinante na epidemiologia da infecdo humana.

Taxonomia e distribuicao

O virus LCM (género Arenavirus, familia Arenaviridae) € um virus, com involucro e com
genoma de RNA monocatenario, bisegmentado, ambipolar. As diferentes espécies que
constituem os Arenavirus foram agrupadas em dois grupos serolégicos, nomeadamen-
te os do Novo Mundo (14 espécies do continente americano, quase todas agentes
etiologicos de febres hemorrégicas virais associadas a elevadas mortalidades) e os
do Velho Mundo (quatro espécies de Africa, uma delas agente etioldgico da febre he-
morragica de Lassa e o virus LCM). O virus LCM € o Unico Arenavirus com distribuicao
geografica mundial.
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Patogénese

Na coriomenigite linfocitaria, depois de um periodo de incubagao de uma a duas se-
manas o doente apresenta um quadro de sindrome gripal (febre, mialgias, prostragao,
cefaleias, fotofobia, nauseas e vomitos); com leucopénia e trombocitopénia. Em menos
de 10% dos casos, dez dias ap6s o inicio da doenga surgem sinais meningeos por
meningite ou meningoencefalite; raramente complicada por meningite transversa, hi-
drocefalia ou lesao do nervo auditivo. Os casos fatais sao raros [1].

Na infegao congénita por virus LCM a infegdo intrauterina pode ser assintomatica
ou associada a uma sindrome febril no decurso do primeiro ou segundo trimestre. No
feto as lesdes teratogénicas incluem hidrocefalia, macrocefalia ou microcefalia, corior-
retinite, hipoplasia do nervo 6ptico, calcificacdes intracranianas, atraso mental e morte
fetal [2,3].

Os doentes receptores de transplante de érgaos e tecidos, por serem imunodepri-
midos, quando infectados por virus LCM podem desenvolver um quadro fatal seme-
lhante a febre hemorragica com faléncia multissistémica. Em 20083, 2005, 2007 e 2008
em diferentes grupos de doentes transplantados com 6rgaos sélidos, em que foi de-
tectada infecao por virus LCM verificou-se uma alta taxa de mortalidade (92%) [4,5,6].

Diagnéstico laboratorial

Na infecao por virus LCM a virémia coincide com a fase inicial da sindrome febril e ja
nao esta presente quando se inicia o quadro de doenca do sistema nervoso central.

Na fase aguda da doenca, os anticorpos estdo geralmente presentes no soro e
no LCR. A imunofluorescéncia indirecta (IFA), com cultura de células infectadas com
virus LCM, é uma técnica amplamente utilizada no diagnéstico, assim como os testes
imunoenzimaticos (ELISA). A pesquisa de anticorpos neutralizantes pode também ser
efectuada apesar de este teste ser tecnicamente mais complexo e demorado €, no
entanto, uma técnica importante para a confirmagao dos serotipos em circulagao.

O isolamento do virus LCM pode ser obtido em roedores suscetiveis ou em cultura
celular.

O diagnostico laboratorial, epidemiologia e investigacdo em virus LCM em humanos
e roedores sdo realizados, desde 1991, no Centro de Estudos de Vetores e Doencas
Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.
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Situacao em Portugal

O primeiro caso de infegao por virus LCM foi diagnosticado em Portugal em 1942 [7].
Em 1952 foi diagnosticado um segundo caso ja com apoio da componente laborato-
rial [8].

Entre 1993 e 1994 foram efetuados estudos que envolveram 91 amostras de soro
de doentes hospitalizados em diferentes locais do pais com o diagnéstico de meningite,
encefalite e coriomeningite. Neste grupo 14,2 % apresentavam anticorpos contra o virus
LCM. Em paralelo foram estudados 49 soros de roedores selvagens de trés diferentes
regides do pais e foram detectados anticorpos contra o virus LCM em 16,3% dos soros
[9]. Mais recentemente foram feitos estudos em cerca de mil roedores e isolada uma
nova estirpe de virus LCM (estirpe Caxias P1) em Mus musculus na regido de Oeiras [11].

Todos 0s anos sao confirmados novos casos apesar de a incidéncia ser bastante
baixa (-5 casos/ano) [12,13].

Em Portugal, apesar da baixa incidéncia determinada até ao momento, a gravidade
do percurso clinico, das infegbes congénitas e em transplantados, e a possibilidade de
estarem a ocorrer casos cuja etiologia néo é identificada, justificam a necessidade da
disponibilidade do diagnéstico laboratorial e da sensibilizagao da classe médica para
esta virose transmitida por roedores.
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Rita Matos

Introducao

m 1886, Weil descreveu detalhadamente nos Arquivo Alemao de Medicina Clinica

uma doenca infeciosa cujos sintomas principais eram a ictericia, esplenomegalia

e nefrite, que passou a ser conhecida como doenca de Weil. No entanto, ha refe-
réncias muito mais antigas que descrevem doencas febris ictéricas e que hoje se pensa
corresponderem a esta infecao. Nos seus aforismos, Hipdcrates refere-se a uma do-
enca ictérica e febril grave, ha relatos chineses antigos de uma “ictericia dos arrozais”,
entre outras referéncias mais ou menos exaustivas dos sintomas, mas a descricao mais
fiel da doenca € de 1812, na qual Larrey relata detalhadamente uma “febre amarela” que
grassava entre as tropas Napolednicas no cerco da cidade do Cairo.

Weill descreveu a doenga como infeciosa, mas sé 21 anos depois, em 1907, Stim-
son conseguiu visualizar a bactéria responsavel pela infecao, num esfregaco corado de
tecido de rim de um doente que morrera com “febre amarela”. Este esfregacgo foi mais
tarde fotografado por Noguchi, em 1928, permitindo que hoje se consigam observar as
mesmas espiroquetas que Stimson denominou de “Spirochoeta interrogans”.

Em 1917 os estudos desenvolvidos por Ido Y permitiram fechar o ciclo e clarificar a
via de transmissdo da doenga de Weil. Por essa altura esta doenga tinha um impacto
grande nos trabalhadores das minas de carvao japonesas, € a investigagéo aprofun-
dada dos casos levada a cabo por este autor e colegas demonstrou de forma ine-
quivoca o papel dos pequenos roedores como vetores na disseminacao da infecao.

Ao longo do século XX foram sendo identificadas e apresentadas a comunidade
cientifica e médica outras doencas originadas por espiroquetas. Os estudos permiti-
ram o reconhecimento das espiroquetas como responsavel por diferentes apresenta-
coOes clinicas, com diferentes graus de severidade, e com distribuicao mundial. Permi-
tiram ainda perceber o caracter zoondtico da leptospirose, o seu papel como agente
causador de doenca nos animais domésticos e no gado, e ainda o papel dos roedores
como reservatério da doenca e vetor de transmissao [1].
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Agente

O agente etioldgico da leptospirose, inicialmente denominado de Spirochoeta inter-
rogans, é uma bactéria espiralada, pertencente a familia das Leptospiraceae. Esta
familia constitui, em conjunto com a familia Spirochaetaceae (onde se incluem os
géneros Borrelia e Treponema), a ordem das Spirochaetales, dentro da classe das
Spirochaetes [2].

Tradicionalmente o género Leptospira dividia-se em duas espécies: Leptospira in-
terrogans (que agrupava todas as leptospiras patogénicas) e Leptospira biflexa (nao
patogénicas). Atualmente, a caracterizagcdo molecular das estirpes permitiu diferenciar
0 género Leptospira em 14 espécies patogénicas (L. alexanderi, L. alstonii (genomos-
pecies 1), L. broomii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri,
L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomospecies 3), L. weilii e L.
wolffii) e 6 ndo patogénicas (L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomospecies 5), L.
kmetyi, L. vanthielii (genomospecies 4) e L. wolbachii).

Apesar desta nova classificacdo, muitos autores continuam a utilizar a designa-
cao Leptospira interrogans sensu lato para as estirpes patogénicas.

Estas bactérias caracterizam-se por apresentarem uma grande diversidade anti-
génica, conhecendo-se atualmente mais de 260 serovares patogénicos de leptospi-
ra e mais de 60 serovares saproéfitas. Estes serovares agrupam-se em serogrupos,
partilhando entre si alguns antigénios dentro de cada serogrupo. A classificacao em
serovares € baseada na expressao de diferentes epitopos nos antigénios do lipopo-
lissacarido de membrana (LPS), que variam na sua composicao e orientacao espa-
cial. Os serovares traduzem uma diferenciacao fenotipica e nao estao relacionados
com a diferenciagao genotipica entre espécies. De facto, estao descritos diferentes
serovares dentro da mesma espécie (por exemplo, para a espécie L. santosorai 0s
serovares Pyrogenes e Bataviae, entre outros) mas também o mesmo serovar asso-
ciado a espécies diferentes (por exemplo, o serovar Bataviae encontra-se nas espé-
cies L. interrogans e L.santarosai, entre outras) [3].

As leptospiras sao bactérias helicoidais, com as extremidades enroladas, com um
comprimento que pode variar entre 0s 6 e 0s 20 mm, e uma espessura de aproxi-
madamente 0,1 mm. Tém movimentos translacionais e rotacionais, dispondo de dois
flagelos periplasmaticos. S&o microrganismos aerébicos e, para 0 seu crescimento
in vitro, necessitam de acidos gordos como fonte de carbono, bem como de sais de
amonio e vitaminas B12 (cianocobalamina) e B1 (tiamina) como fonte de azoto. A sua
temperatura étima de crescimento situa-se entre 28 e 30°C e o pH nos 7,2 a 7,6 [1].
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Transmissao

O ponto central da transmisséo e disseminacdo das leptospiras é o hospedeiro as-
sintomatico, que apresenta/transporta as bactérias nas células epiteliais dos tubulos
renais e que as excreta de forma intermitente para o ambiente através da urina. Os
outros animais e 0 homem podem contaminar-se diretamente através do contacto com
a urina ou indiretamente pelo contacto com a agua ou o solo infetado. A contamina-
¢ao acontece habitualmente através de feridas na pele ou pelas mucosas, mas tam-
bém pode ocorrer por ingestéo ou inalagao.

Os principais hospedeiros/reservatério sdo 0s pequenos roedores como o Ratto
rattus, Mus domesticus ou R. norvegicus e /ou 0s marsupiais. Nalguns casos 0s gran-
des mamiferos (caes, vacas, porcos) também podem apresentar-se como hospedei-
ros e, nas situagdes em que coabitam no mesmo local com pequenos roedores, sao
habitualmente colonizados por estirpes diferentes das que se encontram nestes Ulti-
mos [1]. Pensa-se que a transmissao entre hospedeiros se faz também por via sexual,
sobretudo porque nos estudos publicados a colonizagdo nos animais adultos é fre-
quentemente superior a dos animais mais jovens [4]. Os pequenos roedores mantém e
propagam a infegao entre si e ocasionalmente transmitem-na aos animais domésticos
e ao homem. Esta disseminacao é maioritariamente feita de forma indireta, através do
contacto com agua contaminada. As leptospiras sobrevivem na agua ou no solo humi-
do durante varias semanas e ndo perdem a sua capacidade infeciosa. Em épocas de
chuva intensa ou cheias as condigbes tornam-se ainda mais propicias a propagacao
destas bactérias. As pessoas mais expostas acabam por ser os trabalhadores rurais,
sobretudo no caso de culturas submersas como o arroz, e ainda os trabalhadores da
higiene urbana ou outros que tenham contacto com agua nao tratada. Outro grupo
muitas vezes negligenciado sao os praticantes de desportos aquaticos em cursos de
agua doce.

Manifestacoes clinicas

Os sintomas associados a leptospirose nao se resumem a doencga de Weil, sendo esta
apenas uma das manifestacdes clinicas da infegao. De facto, apés um periodo de in-
cubacéo assintomatico de aproximadamente 15 dias (pode variar entre dois e 30 dias),
caracteristicamente surge a febre, acompanhada de dor de cabeca, mialgias e pros-
trac@o, acompanhada de nduseas, edema conjuntival, rash cutaneo ou das mucosas e
fotofobia [1].
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A leptospirose é uma doenca bifasica, sendo a primeira fase bacteriémica, com
duracéo de uma semana. Na segunda fase as leptospiras desaparecem da corrente
sanguinea e comegam a ser excretadas na urina, @0 mesmo tempo que 0s anticorpos
especificos comegam a circular no sangue. E habitualmente nesta fase que surgem
os sintomas clinicos, & medida que as leptospiras comegam a colonizar os tecidos [5].

A evolugéo da doenca varia de acordo com varios fatores, entre eles o serovar, a
carga bacteriana infetante, o estado de saude do doente e a intervencao médica rapi-
da. A maioria dos doentes desenvolve uma doenca ligeira, ou subclinica, resolvendo
a infecao sem sequer procurar ajuda medica. No entanto, cinco a 10% dos doentes
desenvolvem a forma ictérica da leptospirose (doencga de Weil) e a taxa de mortalida-
de oscila entre 0s cinco e 0s 15% nos casos mais graves [2].

Diagndstico

A leptospirose pode apresentar-se de uma forma pouco especifica, podendo ser con-
fundida na fase aguda por uma sindroma gripal, meningite asséptica, hepatite, ou uma
sindroma febril de origem viral. A diversidade e pouca especificidade dos critérios cli-
nicos nao permitem na maior parte dos casos um diagndéstico seguro, sendo por isso
fundamental o diagnéstico laboratorial.

O isolamento do agente infecioso pode ser feito a partir da cultura do sangue total,
na fase de bacteriémia, ou por cultura da urina a partir da segunda semana de evolu-
cao dos sintomas. Permite obter a estirpe infetante para caracterizagao e/ou estudos
posteriores e apresenta uma especificidade de 100%. Apesar desta vantagem, o cres-
cimento in vitro das bactérias do género Leptospira € lento, sendo este o maior cons-
trangimento & utilizacdo da cultura como método exclusivo de diagndstico. De facto,
apesar de nalguns casos se conseguir um resultado positivo durante a primeira sema-
na de incubacao, é frequente que isso s6 aconteca decorridas duas ou trés semanas
apos a cultura. Ha varios fatores que contribuem para esta situag@o, mas no caso da
cultura da urina o principal problema é a sensibilidade destas bactérias ao pH acido,
0 que obriga a que a cultura seja feita até quatro horas apdés a colheita deste produto
bioldgico. Mesmo cumprindo o prazo estipulado, a viabilidade das bactérias vai dimi-
nuindo a medida que o tempo passa, acontecendo muito frequentemente o inéculo,
apesar de positivo, ter muito poucas bactérias viaveis no momento da cultura, o que
atrasa a detecdo. O exame cultural a partir do sangue total ndo apresenta esta condi-
cionante e muitas vezes é possivel obter uma cultura positiva ao fim de poucos dias.
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No entanto, habitualmente o doente sd procura apoio médico depois de decorrida a
primeira semana de sintomas, sendo a bacteriemia nesta altura ja muito baixa.

Existe também a possibilidade de isolar leptospiras no liquido cefalorraquidiano
entre 0 5.° e 10.° dia apds o inicio dos sintomas. No caso dos exames post-mortem,
¢é frequente obter o isolamento a partir de tecidos bioldgicos infetados, sendo o rim,
figado, baco, tecido fetal e placenta os érgdos mais frequentemente analisados.

A observacao microscopica do produto bioldgico pode complementar a cultura e,
apesar de ter um limite de detegao relativamente baixo, quando é positiva permite uma
resposta muito rapida. No exame direto a fresco num microscoépio de fundo escu-
ro podem observar-se leptospiras no seu movimento livre caracteristico. Pode ainda
fazer-se a marcacao do produto biolégico com um anticorpo especifico conjugado com
fluoresceina para corar apenas as leptospiras presentes na preparacao (imunofluores-
céncia direta). Esta técnica € particularmente importante no caso do sangue ja que,
no exame direto a fresco, as fibras de fibrina podem ser confundidas com leptospiras.

A partir dos anos 90 desenvolveram-se técnicas de biologia molecular, que permi-
tem detetar DNA de Leptospira spp. em produtos bioldgicos. Os critérios para a esco-
lha do produto biolégico mais adequado sdo 0s mesmos que 0s usados para a cultura,
mas o limite minimo de detecéo é inferior, tornando estas metodologias muito mais
sensiveis. Os alvos de DNA bacteriano para amplificacdo podem ser varios, sendo 0s
genes Ifb1, secY e lipL32, presentes apenas nas estirpes patogénicas, 0s mais frequen-
temente utilizados. Atualmente as reacoes de PCR disponiveis permitem detetar estes
alvos em tempo real utilizando sondas que aumentam a sensibilidade e especificidade
de detecéo [6].

A detecao de anticorpos é o método mais frequentemente utilizado pela facilida-
de de implementacdo num laboratério de diagnéstico. Dez a 15 dias apds a infegao é
possivel fazer a deteccao dos anticorpos especificos IgG e/ou IgM no soro, por ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) ou imunofluorescéncia indireta, mas o método
de referéncia € o MAT —Micro Agglutination Test [7]. Neste teste o soro em estudo é in-
cubado diretamente com um conjunto de estirpes de leptospira, e a aglutinacéo e lise
das bactérias pode ser visualizada num microscépio de campo escuro. Devido a gran-
de variedade antigénica das estirpes, este é o teste mais sensivel quando o painel de
estirpes utilizado é suficientemente amplo e representativo das estirpes infetantes na
regiao. O MAT tem a vantagem adicional de permitir uma identificacao presuntiva do se-
rogrupo infetante.
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Tratamento

A leptospira € sensivel a muitos antibidticos, entre eles os b-lactamicos, os macrdélidos,
a tetraciclina, as fluoroquinolonas ou a estreptomicina. Nao é habitual pesquisar a sus-
ceptibilidade das estirpes infetantes, porque este processo esta pouco padronizado e
€ muito mais lento do que 0 acompanhamento da evolugao clinica, ndo havendo mui-
tos estudos a documentar situacoes de resisténcia. O tratamento é feito habitualmente
com penicilina ou doxiciclina [2].

Controlo e Vigilancia Epidemioldgica

O controlo de uma zoonose em que 0s humanos sao vitimas ocasionais € necessaria-
mente feito através dos animais ou de uma intervencao no ciclo de infegéo. A reducao
do numero de roedores, eliminacdo de zonas de acumulagao de lixo, acondicionamen-
to adequado de cereais e alimentos de animais estao entre as medidas que devem ser
tomadas para reduzir o nimero de casos humanos de leptospirose. Também os equipa-
mentos de protecdo pessoal (botas, luvas e fatos) para os trabalhadores mais expostos
podem baixar o risco de infecéo.

No nosso pais a vigilancia da leptospirose faz-se através de notificacao clinica dos
casos a nivel nacional para uma entidade Unica, que compila 0s dados e 0s reporta a
nivel europeu. Esta é uma doenca de declaracao obrigatéria, existindo critérios defini-
dos pela Uniao Europeia para a definicao de caso. Os casos provaveis baseiam-se em
critérios clinicos e epidemioldgicos, sendo obrigatéria a informacgéo laboratorial para
confirmacao dos casos [8].

Distribuicao geografica

Presume-se que a leptospirose seja uma das zoonoses mais distribuidas no Planeta,
sendo as leptospiras apontadas como ubiquitéarias. E provavel que a incidéncia da
leptospirose humana esteja subestimada, devido a diversidade de apresentacdes
clinicas e a dificuldade do diagnostico laboratorial [2]. Apesar destas limitagdes, para
além das redes de notificagao europeia, tém sido desenvolvidos esfor¢os por parte
da Organizacédo Mundial de Saude com o objetivo de determinar a incidéncia desta
doenca a nivel mundial.

Em 2010, a incidéncia mundial estimada de leptospirose foi de 5,1 casos por
100 000 habitantes, com maior proporcao de casos em adultos do sexo masculino.
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As regides do mundo com incidéncia mais elevada foram a Africa, o Pacifico Ocidental
e 0 Sudeste Asiatico (95,5, 66,4 e 12,5 casos por 100 000 habitantes, respetivamente).
No Continente Americano a incidéncia foi proxima da média mundial [9].

Segundo dados do ECDC (European Center for Disease Prevention and Control)
durante 0 ano de 2011 foram oficialmente notificados 526 casos (0,11 casos por 100
000 habitantes) na Europa, sendo este valor semelhante aos observados em anos an-
teriores. A incidéncia na Republica Checa, na Leténia, em Malta e em Portugal foi su-
perior ao dobro da média europeia. A Irlanda, a Roménia e a Eslovénia foram os paises
com incidéncia mais elevada, superior ao triplo da média europeia [10].

Situacao em Portugal

Em Portugal, de acordo com os dados apresentados pelo ECDC, a incidéncia média
em 2011 foi de 0,31 casos por 100 000 habitantes, quase trés vezes superior a inci-
déncia média europeia (0,11 casos por 100 000 habitantes) e mantendo-se préxima
dos 0,30 casos por 100 00 habitantes entre 2009 e 2011 [10].

No Departamento de Doengas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) o diagnostico desta doenca é feito com base na pesquisa direta
do agente por cultura e/ou PCR (pesquisa do gene lipL32 por PCR em tempo real, e
detecdo com sondas de hidrolise) e ainda através da pesquisa de anticorpos por MAT.
O MAT ¢ realizado utilizando 22 antigénios, representativos de 22 serovares (Bratislava,
Lora, Rachmati, Arboreae, Castellonis, Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni, Cynopteri,
Grippotyphosa, Valbusi, Copenhageni, Louisiana, Mini, Mozdock, Pomona, Sejroe, Wol-
ffi, Shermani, Andamana, Patoc) pertencentes a 16 serogrupos.

Nas amostras analisadas nos ultimos trés anos (2011-2013) para pesquisa de anti-
corpos para Leptospira foram detetados 31 casos que apresentaram anticorpos para
leptospira em titulos compativeis com infecao. Os serogrupos infetantes mais frequen-
tes foram Shermani, Copenhageni, Arborae, Grippotyphosa e Pomona. Durante o0 mes-
mo periodo de tempo, nas amostras de sangue e urina recebidas, foi possivel detetar
leptospiras patogénicas em sete amostras de urina, seis por PCR e uma por cultura.
Também se confirmou a presenca de DNA de Leptospira spp. numa amostra de sangue.

As 39 amostras positivas pertenciam a 38 doentes, maioritariamente do sexo mas-
culino (82%) e oriundos de hospitais de todo o Pais.

Apesar de ser interessante para caracterizagao dos casos, nao é habitual o INSA re-
ceber varias amostras do mesmo doente. Por esta razdo apenas num doente foi possi-
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vel observar resultados conjuntos de PCR e serologia: este doente apresentou serologia

positiva, auséncia de DNA no sangue e presenga de DNA na urina, o que indica clara-

mente que se encontrava na segunda fase da doenca (dados nao publicados).
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Leonor Silveira, Jorge Machado

Introducao

o século XIX, mais especificamente nos anos oitenta, Daniel Elmer Sal-

mon, aluno de Loius Pasteur, e 0 seu assistente de laboratério Theobald Smith

investigavam as causas da célera suina. Em 1885, Smith identificou um orga-
nismo como sendo o agente causal de célera ao qual deu 0 nome do seu superior,
Salmonella cholera. Mais tarde viriam a verificar que o0 agente que procuravam seria
um virus e nao Salmonella, que raramente causava sintomas entéricos em suinos.

O impacto de Salmonella ao longo dos anos foi consideravel. Em 2001, um gru-
po de investigadores sugeriu que Alexandre o Grande teria morrido com uma infecao
por Salmonella em 323 A.C. depois de analisados os registos dos seus sintomas. O
principe Alberto, consorte da Rainha Vitéria, também morreu com uma infecédo por
Salmonella em 1861. Ao longo da histéria foram ocorrendo varios surtos que dizimaram
populacdes, especialmente soldados durante as guerras. Foi apenas durante a Primeira
Guerra Mundial (1904-1914) que a vacina contra febre entérica foi utilizada com sucesso.

Agente

A Salmonella spp., agente etiolégico de salmonelose, € uma proteobactéria gram ne-
gativa pertencente a familia Enterobacteriaceae em conjunto com Escherichia coli,
Shigella, entre outros. Apesar da controvérsia relativa a nomenclatura dentro deste
género, existem atualmente mais de 2500 serotipos de Salmonella, resultante de uma
enorme variabilidade antigénica.

Os serotipos diferem uns dos outros uma vez que expressam diferentes antigénios
somaticos (O) e flagelares (H). Inicialmente, cada serotipo correspondia a uma espécie
de Salmonella (S.) mas desde entao foi comprovada a proximidade genética dos sero-
tipos e 0 género foi entdo dividido em duas espécies: S. bongori e S. enterica. A es-
pécie S. enterica esta ainda dividida em seis subespécies (S. enterica subsp. enterica,
S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae,
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S. enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica), das quais a subespécie S.
enterica enterica é a mais relevante e que contem os serotipos mais comuns. Inicial-
mente, 0s nomes dos serotipos estavam relacionados com a sindrome que causavam
ou entdo com a especificidade do hospedeiro. Mais tarde veio a comprovar-se que
alguns serotipos nao seriam especificos de determinados hospedeiros. Apesar de al-
guns serotipos de Salmonella spp. causarem doenga em certos hospedeiros animais,
como por exemplo, S. dublin em gado bovino ou S. cholerasuis em suinos, todos o0s
serotipos causam doenga em humanos.

Os trés serotipos predominantes a nivel mundial séo S. enteritidis, S. typhimurium
e S. enterica 4,[5],12:i:-, também conhecida como S. typhimurium monoflagelar [1, 2].

Manifestacoes clinicas

A salmonelose é tipicamente caracterizada por sintomas de gastroenterite, tais como
diarreia, febre, dores abdominais, nausea e por vezes vomito, apdés um periodo de
incubagao de doze a trinta e seis horas. A maior parte das infegbes sdo controladas
pelo sistema imunitario, perdurando até sete dias, contudo, em certas situagdes a
desidratacdo podera agravar o estado do doente. Em determinadas circunstancias,
em que se verifica infecdo sistémica, torna-se necessario recorrer a antibioterapia.
Estas situacoes sdo mais frequentes em criancas, idosos ou individuos imunocom-
prometidos. Excetuando os casos mais graves, a OMS desaconselha veementemen-
te a utilizagé@o de antibidticos para combater a infecao por Salmonella spp., uma vez
que existem atualmente muitas estirpes multirresistentes. Este é um problema de
saude publica visto que condiciona o tratamento de casos mais graves [1].

Diagndstico

O diagnostico de Salmonella spp. parte tipicamente do isolamento das bactérias a
partir de amostras biolégicas, tais como fezes (coprocultura), sangue (hemocultura),
entre outros. Segue-se a identificacdo bioquimica do microrganismo isolado, que é
hoje em dia simplificada com sistemas que permitem testar varios pardmetros bio-
guimicos em simultaneo. A serotipagem pelo método de Kauffman-White-Le Minor
¢é, desde 1934, a técnica de eleicdo para determinacéo do serotipo de Salmonella
spp.. A identificagao também podera ser feita através de técnicas de biologia mo-
lecular, como por exemplo, PCR em tempo real para determinacdo do género do
microrganismo. Existem ainda varias técnicas de tipagem aplicadas especialmente
na detecéo de surtos, como € o caso de fagotipia, testes de sensibilidade a anti-
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microbianos, Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multilocus Sequence Typing
(MLST) e Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) [3]. Com
o desenvolvimento dos métodos de sequenciacao genémica, que se vem tornando
uma técnica cada vez menos dispendiosa, espera-se que dentro de poucos anos,
todos os métodos utilizados atualmente se tornem obsoletos.

Patogénese

Ainfecao por Salmonella spp. tem inicio com a colonizacao do intestino e a adeséo a
mucosa intestinal. Subsequentemente, as células do epitélio intestinal sdo invadidas
e como consequéncia a estrutura das vilosidades sofre alteragdes, havendo assim
perda de superficie de absorgao. E entéo ativada uma resposta inflamatéria e despo-
letada a secrecao de fluidos e eletrélitos que levam ao desenvolvimento de diarreia
aquosa. Porém, dependendo do serotipo ou do sistema imunitario do hospedeiro, as
bactérias podem ultrapassar as células da mucosa e, através da corrente sanguinea,
causar uma infegao sistémica [4].

Epidemiologia

Com a excecdo da S. typhi, cujo Unico hospedeiro é o Homem, a Salmonella spp.
encontra-se naturalmente no intestino de varios animais, sendo que muitos dos hos-
pedeiros ndo desenvolvem salmonelose [1]. E uma bactéria extremamente resistente,
com a capacidade de persistir no meio ambiente durante largos meses [4]. Causa in-
fecao em humanos através do consumo de alimentos ou agua contaminados [1]. A
salmonelose é portanto uma infecao zoondtica, que geralmente é transmitida através
do consumo de alimentos, tais como carnes de bovino e de aves, leite e ovos, devido a
infecao dos animais de onde provém. Estes animais séo infetados através do contacto
com animais silvestres, como por exemplo roedores e aves, ou através do consumo
de ragé@o e agua contaminados. Existem também formas de infegdo humana direta,
através do contacto com animais contaminados, como por exemplo animais heterotér-
micos (répteis e anfibios), aves ou roedores. De facto, com o aumento do contacto com
animais de estimacao exdticos, a infe¢cao por serotipos menos comuns de Salmonella
tem vindo a aumentar, gerando grande preocupacéo a nivel mundial [5].

Salmonella spp. permanece nos dias de hoje uma das principais causas de gas-
troenterite em todo o0 mundo, apenas ultrapassada por Campylobacter. Estima-se que
ocorram mundialmente mais de noventa milhdes de casos de infe¢do por Salmonella
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spp. por ano, com mais de cento e cinquenta milhares de mortes anuais [1, 6]. A
taxa de notificagdo na Uniao Europeia (EU) em 2012 foi de 22,2 por cada 100 000
habitantes, tendo sido reportados 91 034 casos confirmados (Figura 5) [1].
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Figura 5: Taxas de notificacdo e origem de infe¢cdes de Salmonella spp. em humanos na EU/
EFTA, 2012 (adaptado de [1]).

Em Portugal, a taxa de notificagdo de casos foi de 1,8 casos por 100 000 habitantes
[1]. Esta taxa poder-se-a considerar subestimada, uma vez que nem todos 0s casos de
salmonelose s&o reportados a Direcéo-Geral da Saude (DGS). No Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), foram recebidas 156 estirpes de Salmonella, em
2012, provenientes de apenas alguns hospitais nacionais (Quadro 12).
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Quadro 12: Numero de casos de infegao por Salmonella confirmados laboratorialmente, prin-
cipais serotipos e percentagens relativas, durante o periodo compreendido entre
2000 e 2012 (adaptado de [7]).

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total

n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
S.Enteritidis 258 68,8 441 75,9 424 77,2 580 80,1 555 80,3 556 70,7 423 67,8 466 70,7 309 60,7 159 46,1 78 32,6 34 26,6 43 27,6 4326 68,0

S.Typhimurium 70 18,7 66 11,4 86 157 98 13,56 90 13,0 175 22,3 151 242 129 19,6 126 24,8 95 27,5 83 34,7 44 344 30 19,2 1243 19,5

S.4,5::- 0 00 24 41 6 11 0 00 7 10 15 19 12 19 17 26 29 57 43 125 54 226 24 188 55 353 286 45
S.Typhi 2 05 3 056 1 20 2 03 4 06 38 04 3 05 2 03 5 10 0O 00 1 04 1 08 1 06 38 06
S.Derby 2 05 4 07 2 04 1 01 3 04 5 06 0 00 3 05 2 04 3 09 38 13 1 08 8 19 32 05
S.Rissen 1 03 0 00 0 00 0 00 2 03 4 05 3 05 0 00 4 08 9 26 1 04 2 16 5 32 31 05
Qutros 42 112 43 74 20 36 43 59 30 43 28 36 32 51 42 64 34 67 36 104 19 79 22 172 19 122 410 64
Total (N) 375 100 581 100 549 100 724 100 691 100 786 100 624 100 659 100 509 100 345 100 239 100 128 100 156 100 6366 100

Nos ultimos anos tém vindo a ser reportados alguns surtos de salmonelose trans-
mitidos por roedores. Em 2004, foram reportados ao Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) dos Estados Unidos da América (EUA), casos de infecéo por S.
typhimurium multirresistente com origem em hamsters adquiridos em lojas de animais
[8]. Entre 2005 e 2006 foram detetados, em varios estados norte americanos, vinte e
um casos de salmonelose com origem em ratos comercializados para alimentacao de
répteis [5]. Mais tarde, em 2008, foram detetados casos semelhantes no Reino Unido
com origem aparente em ratos congelados provenientes dos EUA [9]. Ja em 2012, o
CDC investigou outro surto, por sua vez de S. enterica serovar 4,[5],12:1:-, com igual
origem em roedores vendidos como alimento de répteis e anfibios. A estirpe seria a
mesma envolvida noutros surtos anteriores, em 2009 no Reino Unido e em 2010 nos
EUA, sendo considerada a possibilidade de esta estirpe ser endémica nestes roedores
[10]. Os roedores foram também identificados como origem da contaminagédo de quin-
tas produtoras de aves e suinos, especialmente em quintas de producgao bioldgica [4].

Situacao em Portugal

Em Portugal, no inicio da década de noventa (1991), foi publicado um estudo em que
se pretendia analisar o papel de roedores silvestres como reservatérios de zoonoses,
em Aguas de Moura, uma aldeia a sessenta quilémetros de Lisboa. De 379 amostras
de intestino e fezes de roedores capturados, foram identificadas quatro amostras
com Salmonella: S. enteritidis (duas amostras), S. typhimurium e S. bonn, isolada
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pela primeira vez em Portugal. Apesar de a percentagem de roedores infetados com
Salmonella ser reduzida, dois dos serotipos identificados sdo dos mais comuns em
Portugal e séo tipicamente encontrados nas producdes aviculas e suinas. Os resulta-
dos obtidos apontam para a relevancia reduzida dos roedores silvestres como reser-
vatorios de Salmonella em regides urbanas [11]. Contudo o papel dos roedores como
vetores de Salmonella spp. podera ter vindo a ser subestimado. Por esta razéo, o
controlo da higiene na industria de producdo de animais para consumo deve partir do
controlo da populacao de roedores, ao contrario do uso profilatico de antimicrobianos
nos animais. A constante utilizacao de antibidticos como tratamento profilatico nestas
industrias levou ao desenvolvimento de multirresisténcias em Salmonella, que tem im-
plicagdes graves na saude humana [4].

Inserido no Departamento de Doencas Infeciosas (DDI) do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), o “Laboratério Nacional de Referéncia de Infecoes
Gastrintestinais” tem como papel a vigilancia de infecdes gastrintestinais em Portugal.
O “Laboratério de Salmonella, Escherichia coli e outras bactérias entéricas” recebe, de
todo o pais, estirpes de Salmonella spp., entre outras, para identificagao do serotipo.
Com intuito de estudar a epidemiologia das estirpes de Salmonella spp. em Portugal, e
também nos casos em que seja necessaria a identificacao de surtos, é realizado o tes-
te de sensibilidade a antimicrobianos. A técnica de MLVA, otimizada para as estirpes
de S. typhimurium, € um método ainda mais refinado do que o teste de sensibilidade
a antimicrobianos e consiste na tipagem a nivel molecular das estirpes existentes no
pals. Sendo um laboratério de referéncia, o “Laboratorio Nacional de Referéncia de
InfecGes Gastrintestinais” tem como dever acompanhar as novas tendéncias a nivel
de diagnéstico e tipagem molecular, sendo um dos objetivos proximos a aplicacao da
técnica de sequenciagao gendmica com o objetivo de substituir determinadas técni-
cas. Com esta técnica sera possivel fazer, nao s6 a serotipagem das estirpes, como o
estudo das resisténcias a antimicrobianos e a analise filogenética das estirpes, o que
permitird, com um Unico método, identificar surtos e a sua origem.
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Maria Sofia Nuncio

Introducao

febre da mordedura do rato (RBF) é uma infecdo causada por uma das duas

espécies bactérias que podem ser transmitidas através da mordedura de roedor.

Até 10 % das mordeduras de rato causam esta afecéo. Trata-se principalmente

de uma doenca propria dos habitantes de zonas desfavorecidas, de pessoas sem-

abrigo e do pessoal dos laboratérios biomédicos que algumas vezes pode ser fatal [1].

Apesar do nome, o Homem pode também ser infetado ao ingerir alimentos que

tiveram contato com a saliva do animal ou quando colocam & boca méos ou objetos

contaminados com suas fezes ou urina. Quando o individuo, por exemplo, ingere leite

contendo Streptobacillus moniliformis e apresenta sintomas, diz-se que sao decorren-
tes da febre de Haverhill.

Trata-se é uma zoonose bacteriana sistémica, cuja incidéncia é atualmente desco-
nhecida. O progndstico é excelente se a doenca for tratada. Se néo tratada, a RBF apre-
senta uma taxa de mortalidade de aproximadamente 10% devido a complicagoes [1].

Agente

Streptobacillus moniliformis, uma bactéria que se localiza na garganta dos ratos sau-
daveis e é a causa mais frequente da febre da mordedura do rato em alguns paises. Os
surtos de infe¢@o tém sido relacionados com individuos que bebem leite ndo pasteuri-
zado e contaminado; quando a bactéria se transmite dessa forma, a doenca recebe o
nome de febre de Haverhill. Contudo, geralmente a infecéo € a consequéncia da mor-
dedura por um rato da cidade ou do campo. Em certos casos, a infecao transmite-se
por intermédio de doninhas e outros roedores.

Outra variedade de febre da mordedura do rato (chamada soduku) é causada pela
espiroqueta Spirillum minus. Esta infecéo é frequente na Asia. Também se contrai atra-
vés da mordedura de rato ou, ocasionalmente, de outro roedor.
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Manifestacodes clinicas

Nos casos de infecao por Streptobacillus moniliformis, a ferida inicial costuma sarar
rapidamente. No entanto, entre um e 22 dias depois da mordedura (em regra menos
de 10 dias), surgem repentinamente arrepios, febre, vomitos, dor de cabeca e dores
nas costas e articulagcoes. Aos trés dias aparece uma erupcao cutanea de pequenos
pontos vermelhos nas maos e nos pés. Uma semana depois muitos doentes apresen-
tam tumefaccao das articulagdes e dor, que podem persistir varios dias ou meses
se nao for aplicado um tratamento. Entre as complicagdes, raras mas graves, desta
doenca encontram-se a infecao das véalvulas cardiacas e o aparecimento de abces-
S0S NO cérebro e outros tecidos.

Na infecao por Spirillum minus, a ferida costuma sarar rapidamente, mas a inflama-
¢ao volta entre quatro e 28 dias depois da mordedura (geralmente mais de 10 dias). A
inflamagao acompanha-se de febre intermitente e de tumefaccao dos ganglios linfati-
cos da zona afectada. As vezes surge uma erupcao cutanea de cor vermelha. Outros
sintomas incluem mal-estar, dor de cabeca e fadiga durante os episodios de febre. Se
nao for administrado qualquer tratamento, a febre costuma reaparecer todos os dois a
quatro dias durante um maximo de oito semanas e, por vezes, durante um ano.

Os grupos populacionais mais expostos a esta infegao sdo individuos que habi-
tam em dareas urbanas onde ha pouca higiene, pessoas que possuem esses roedo-
res como animais de estimacgéo e profissionais que tém contacto com esse tipo de
animais, como por exemplo, alguns bidlogos de campo. Em termos de prevengao,
recomenda-se 0 uso de luvas, lavar as maos constantemente e evitar coloca-las na
boca quando estiver préximo dos animais.

Em caso de mordedura, a ferida deve ser lavada com agua e sabao, sendo im-
prescindivel o atendimento médico. O profissional podera analisar a necessidade de o
paciente ser vacinado contra a raiva e o tétano.

Diagndstico

O diagnostico laboratorial consiste na identificagao culturas de bactérias, efetuadas
a partir de uma amostra de sangue, amostra de tecido da erupcao cuténea, de um
géanglio linfatico ou de liquido das articulagdes. Atualmente também j& é possivel realizar
a detegao através de métodos moleculares.
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Tratamento

Para tratamento, a penicilina € indicada; entretanto, em casos de alergia, essa pode
ser substituida por eritromicina, no caso de febre causada pela Streptobacillus moni-
liformis, ou tetraciclina para sodoku.
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DoengAs AssocIADAS A ARTROPODES VETORES E ROEDORES

Maria Sofia NUncio; Maria Jo&o Alves

Os agentes patogénicos associados a vetores e a roedores tém surgido em novas
regides geograficas, enquanto muitas doencas endémicas tém aumentado a sua inci-
déncia.

Embora as introdugdes de novos agentes etiologicos e a disseminagao de agentes
infeciosos endémicos sejam muitas vezes considerados processos distintos, muitos
agentes endémicos estao realmente a dispersar-se a uma escala local, coincidente
com as mudancgas observadas no seu habitat natural. A emergéncia local é impulsio-
nada simultaneamente por alteragdes de fatores humanos e pela especializacao dos
ciclos enzodticos. A introducao de novos agentes infeciosos esta habitualmente liga-
da ao aumento do trafego de bens e pessoas, em alturas em que as condi¢des (por
exemplo, hospedeiros, vetores e clima) sédo adequadas para a sua proliferacdo. Uma
vez que 0 agente patogénico se estabelece, fatores ecoldgicos relacionados com as
caracteristicas do vetor, podem moldar a presséo evolutiva seletiva e resultar num au-
mento do uso de pessoas como hospedeiros de transmissao.

Desde o0 inicio da sua atividade que o Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo
Jorge, nomeadamento o Departamento de Doencas Infeciosas no Centro de Estudos
de Vetores e Doencas Infeciosas Doutor Francisco Cambournac, se tem dedicado ao
estudo destas patologias, sendo atualmente considerado uma referéncia nacional e in-
ternacional ao nivel do diagndéstico de referéncia, centro de formagao e laboratério de
investigacao nestas areas.

Em Portugal, ja foi comprovada a circulacao de varios agentes etioldgicos de trans-
missao vetorial. Muitas destas patologias apresentam sintomatologia inespecifica, pelo
que a contribuicao do laboratério, sobretudo dos laboratérios de referéncia, é essen-
cial para o esclarecimento da etiologia dos casos clinicos. Para determinar a potencial
incidéncia destas doengas é necessario determinar quais 0s problemas existentes em
cada zona geografica e caracterizar a eco-epidemiologia das diferentes patologias. Na
investigacao, o facto de a abordagem realizada ser pluridisciplinar, envolvendo o estu-
do do ciclo biolégico dos agentes (agente, vetor, hospedeiro), bem como a influéncia
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dos fatores ambientais e resultantes da atividade do Homem, tem sido um dos motivos
para que os resultados obtidos nesta instituicao tenham contribuido significativamente
para o melhor conhecimento destas doencas.

A disseminacéo do conhecimento produzido tém contribuido para o esclarecimen-
to do impacto destas patologias em saude publica em Portugal, possibilitanto as au-
toridades competentes as ferramentas necessarias para a implementacao atempada
de medidas que permitam a prevengao, controlo e mitigacdo de doencas associadas
a artropodes vetores e roedores.
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