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RESUMO

O virus Toscana (género Phlebovirus, familia Bunyaviridae) ¢ um virus neurotropico que
circula na Bacia do Mediterraneo. Apesar de Portugal ter sido o segundo pais onde foi relatada
a sua presenga, a existéncia deste virus no nosso pais foi apenas referida esporadicamente,
existindo uma lacuna de conhecimentos em relagdo a prevaléncia de anticorpos na
populagdo portuguesa. Assim, o objectivo do presente trabalho foi estudar a prevaléncia
de anticorpos anti-virus Toscana na populagdo humana no nosso pais. Os inquéritos sero-
epidemiologicos foram realizados utilizando as técnicas de imunofluorescéncia indirecta (IFI)
e de enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). As populagdes estudadas consistiam numa
populagdo controlo (dadores de sangue, n=150), uma populacao considerada de risco (n=236)
e uma populacgo de individuos com sintomatologia e solicitagdo de diagnéstico laboratorial de
virus transmitidos por vectores. Esta ultima populagéo foi dividida em individuos com sintomas
neurologicos (n=165) e individuos sem sintomas neurologicos (n=373). Foram testados, no
total, soros de 924 individuos. A seroprevaléncia de anticorpos IgG foi 2% na populacéo
controlo. Na populagdo considerada de risco, a prevaléncia foi de 3,4%. Na populagdo com
doenga do sistema nervoso central, detectou-se uma seroprevaléncia de 4,2% para 0 mesmo tipo
de anticorpos e, nos individuos sem doenga do sistema nervoso central, a seroprevaléncia foi
de 1,3%. Na populagéo com sintomas neurologicos foram detectados cinco casos de infec¢do
recente (3%), tendo sido esta infecgdo adquirida nos distritos de Faro, Coimbra, Lisboa e
Aveiro. Os diagnoésticos clinicos associados foram de meningite, meningoencefalite e exantema.
As seroprevaléncias observadas foram, de um modo geral, mais baixas do que as reportadas
em outros paises endémicos. Apenas cinco dos 29 soros com resultados positivos por IFI
e ELISA foram confirmados por testes de neutralizagdo por reducéo em placas com a estirpe
italiana ISS.Phl.3, o que podera significar a presenga de mais do que um serétipo de virus Toscana
em circulagdo em Portugal e vem reforgar a necessidade da realizagdo de mais estudos sobre
este agente etioldgico no nosso pais.

SUMMARY

TOSCANA VIRUS IN THE PORTUGUESE POPULATION
Serosurvey and Clinical Cases
Toscana virus (Phlebovirus genus, Bunyaviridae family) is a neurotropic virus which
circulates in the Mediterranean Basin. Although Portugal has been the second country
where its presence was reported, the existence of this virus in our country has been refered
only sporadically, and there is a lack of knowledge regarding the prevalence of antibodies
in the population. Thus, the objective of this study was to analyse the prevalence of
antibodies anti-Toscana virus in the human population in our country. Sero-epidemiological
investigations were performed with indirect immunofluorescence assay (IFA) and
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) tests. The study population consisted of
a control population (blood donors, n=150), a population considered at risk (n=236) and
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a population of individuals with symptoms and laboratory diagnostic request for vector-
borne viruses. The latter population was divided into two groups: those individuals with
neurological symptoms (n=165) and those without neurological symptoms (n=373). We
tested sera from a total of 924 individuals. The seroprevalence of IgG antibodies in the
control population was 2%. In the population considered at risk, the prevalence was 3.4%.
In the population with central nervous system disease, we detected a seroprevalence of
4.2%. For the same type of antibodies and in subjects without central nervous system
disease, the prevalence was 1.3%. Five cases of recent infection (3%) were detected in the
population with neurological signs. Those infections have been acquired in the districts
of Faro, Coimbra, Aveiro and Lisbon. The associated clinical diagnoses were meningitis,
meningoencephalitis and rash. The observed seroprevalences were, in general, lower than
reported in other endemic countries. Only 5 of the 29 sera which gave positive results by
IFA and ELISA were confirmed by plaque reduction neutralization tests with the Italian
strain ISS.Phl.3. This can indicate the presence of more than one Toscana virus serotype
circulating in Portugal and emphasizes the need for more research about this etiological

agent in our country.

INTRODUCAO

O virus Toscana (género Phlebovirus, familia
Bunyaviridae) circula em paises da Bacia do Mediterraneo
e ¢ conhecido devido ao seu neurotropismo e consequente
capacidade para originar doenca do sistema nervoso
central sendo causa de meningites e meningoencefalites,
especialmente durante os meses de Verdo. Este virus foi
isolado pela primeira vez em Itdlia, em fleb6tomos da
espécie Phlebotomus perniciosus (Diptera, Psychodidae) e
depois em fleboétomos da espécie P. perfiliewi, naregido da
Toscénia'. Doze anos mais tarde, em 1983, foi isolado numa
doente internada com meningite num hospital daquela
regido®. Ainda em 1983 o virus foi isolado na Suécia numa
amostra de um turista que adquiriu a infecgdo em Portugal®,
tendo sido o nosso pais o segundo a ser considerado como
endémico para este virus. Anos mais tarde, em 1995,
outro turista regressou sintomatico ao seu pais de origem,
aAlemanha, ap6s ter sido infectado na regido de Coimbra®.
A terceira e ultima referéncia a presenca do virus Toscana
em Portugal foi publicada em 2007, onde foi descrita a
sua deteccdo molecular em seis individuos internados com
meningite na regido do Porto’.

O diagndstico laboratorial de flebovirus € assegurado
pelo Centro de Estudos de Vectores e Doencas Infecciosas
Dr. Francisco Cambournac do Instituto Nacional de Satde
Dr. Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) desde 2007°. Uma
vez que os casos relatados de infecgdo por virus Toscana
foram esporadicos e dada a falta de informagao existente
em relacdo a presenca de anticorpos anti-virus Toscana no
nosso pais, o objectivo deste trabalho foi realizar estudos
sero-epidemiologicos na populacdo humana para detectar
contactos com este virus e caracterizar os sinais e sintomas
nas infecgdes recentes ou activas.

www.actamedicaportuguesa.com

MATERIAL E METODOS

Amostras Estudadas
Populacdo controlo - A populacdo controlo consistiu num
grupo de dadores de sangue, cujas amostras foram obtidas
através de um protocolo estabelecido entre 0o CEVDI/INSA
e o Instituto Portugués do Sangue (IPS).

Populacdo de risco - Neste trabalho foram testadas soros
de quatros grupos de individuos com maior exposicdo a
picada de vectores, designadamente trabalhadores ao ar
livre, anilhadores de aves, técnicos de saude ambiental
e cacadores. Foram também incluidos nesta populacao,
individuos com anticorpos anti-leishmania também
transmitida por flebotomos.

Populacio de individuos sintomdticos - Neste grupo
foram considerados os soros de individuos com solicitagao
de diagnostico laboratorial para virus transmitidos por
vectores a0 CEVDI/INSA, entre os anos de 2004 e 2008
inclusive. Estes individuos foram divididos em dois grupos:
com e sem sintomas neurolégicos.

Técnicas utilizadas nos estudos seroepidemiolégicos
As amostras foram testadas pela técnica imunofluorescéncia
indirecta (IFI). As laminas foram preparadas, no
CEVDI, com células Vero E6 infectadas com virus
Toscana da estirpe italiana ISS. Phl.3. Foi considerada
positiva uma amostra com valores >32 (IgG) e >16 (IgM).
Nas amostras positivas por IFI, foi utilizada também a
técnica de enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
comercial (Enzywell Toscana virus 1gG/IgM, Diesse,
Italia)’.

Nas amostras positivas, por uma ou por ambas as
técnicas anteriores, foram relizados testes de neutralizacao
por reducdo em placas (PRNT) de acordo com Nicoletti
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et al®.

Cilculos estatisticos

O tratamento estatistico foi realizado com o teste exacto
de Fisher efectuado com recurso ao software R Project
(versdo 2.11.0). A hipoétese nula foi rejeitada sempre
que p<0,05.

RESULTADOS

Populacio controlo - A populagao controlo foi composta
por 150 individuos dos distritos de Lisboa (n=95), Setiibal
(n=35) e Santarém (n=20). No total da amostra foram
detectados trés soros (2%) com anticorpos IgG. Foi
detectado um soro positivo por distrito, o que se traduziu
em prevaléncias de 4,2% para Santarém, 1,1% para Lisboa
e 2,9% para Setibal. As amostras positivas de Lisboa e
Setubal foram confirmadas por PRNT, com a estirpe ISS.
Phl.3.

Populacio de risco - O primeiro grupo da populacao de
risco foi constituido por trabalhadores do Algarve, regido
onde exerciam a sua actividade profissional ao ar livre,
pelo menos durante os dois anos anteriores ao estudo. A
amostra consistiu numa populagdo de 90 individuos, sendo
81 do género masculino e 9 do género feminino, com idades
compreendidas entre os 26 ¢ os 70 anos.

No segundo grupo de risco, composto por anilhadores
de aves, estudaram-se 37 soros de individuos de ambos
os géneros, 26 do género masculino e 11 do género
feminino, com idades compreendidas entre os 17 e os 67
anos. O terceiro grupo estudado foi constituido por 37
técnicos de saude ambiental. A populacdo prospectada
consistiu em 14 individuos do género masculino e 23 do
género feminino, provenientes de varios pontos do pais
e com idades compreendidas entre os 25 e os 55 anos.
O quarto grupo estudado foi composto por 39 cacadores
que exerciam a actividade na regido de Evora, todos do
género masculino com idades compreendidas entre os

21 e os 72 anos. No quinto grupo foram estudados soros
de 33 individuos com anticorpos anti-leishmania. As
seroprevaléncias das populacdes consideradas de risco
encontram-se descritas no quadro 1. No total (n=236)
foram detectados anticorpos IgG anti-virus Toscana
em oito individuos (3,4%), ndo tendo sido encontradas
diferencas estatisticamente significativas (p=0,53) entre as
seroprevaléncias nas duas populacdes (populacdo controlo
e populagdo de risco).

Populacio de individuos sintomaticos

Grupo I: individuos com sinais e sintomas neurologicos
Estudaram-se 184 soros de 165 individuos com varios
quadros de doenca neuroldgica, entre os quais 72 (43,6%)
individuos do género feminino e 93 (56,4%) do género
masculino. A idade variou entre os dois e os 85 anos.
Setenta e trés (44,2%) foram clinicamente diagnosticados
com meningite. As outras manifestacdes clinicas mais
citadas pelos clinicos foram meningoencefalite em 71
individuos (18,8%) e encefalite em 26 (15,8%).

Neste grupo foram detectados sete soros (4,2%) com
anticorpos anti-virus Toscana do tipo IgG com titulos >32.
Um destes soros foi positivo por PRNT com o serotipo
ISS.Phl.3. Segundo o relatorio clinico, trés dos individuos
apresentavam encefalite, um sinais de meningite e dois
foram diagnosticados com meningoencefalite. Houve ainda
um individuo onde apenas foi referida febre com quadro
neuroldgico. Cinco individuos testados no Grupo I (3%)
apresentaram anticorpos IgG e IgM anti-virus Toscana
em simultaneo e, atendendo aos critérios atras referidos,
foram considerados casos de infecgdo recente ou activa.
Em nenhum dos relatérios clinicos constava historia de
viagens recentes e houve evolucdo benigna da doenga em
todos eles.

O individuo n.° 1, género masculino, com 47 anos,
de nacionalidade inglesa, estava a residir em Portugal
ha 11 meses, em Querenca, uma zona rural no concelho
de Loulé, distrito de Faro. Segundo o Servico de Saude
onde foi atendido, apresentava um quadro de exantema

Quadro 1 — Resultados do inquérito sero-epidemiologico da populagdo considerada de risco.

Grupo

Trabalhadores no exterior (Algarve)

Cagadores (Evora)

Anilhadores (Nacional)

Técnicos de Saude Ambiental (Nacional)

Individuos com anticorpos anti-leishmania (Nacional)

Total
* Um destes confirmado por PRNT
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Positivos 1gG/n (%)
3*/90 (3.,3)
1/39 2,6)
1/37 2,7
1/37 2,7
2/33 6.,1)
8/236 34
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cutaneo generalizado, com cerca de 48 horas de evolugdo,
acompanhado de cefaleias intensas, alteracdo do nivel de
consciéncia e alteragdes do comportamento. No exame
objectivo, a entrada do Servigo de Saude, em Junho de
2005, encontrava-se apirético, consciente mas confuso
e obnubilado, com rash maculo-papular generalizado. O
diagnostico de alta foi de meningoencefalite de etiologia
por esclarecer.

O individuo n.° 2, género masculino, residia em
Penha Garcia em meio semi-rural e tinha 52 anos.
Segundo o Servico de Saude, o inicio dos sintomas
deu-se em finais de Setembro de 2005. Apresentava
febre, vomitos, mialgias e cefaleias holocraneanas. O
diagnostico de alta foi de meningite tuberculosa. Cumpriu
com 12 meses de terapéutica antibacilar. Este soro revelou-
se positivo por PRNT (ISS.Phl.3).

O individuo n.° 3, género masculino, tinha 14 anos
e residia em Coimbra. Segundo o Servigo de Satude onde
foi acompanhado em Junho de 2006 apresentava cefaleias
retro-orbitais e sindrome febril com 2 dias de evolugdo mas
estava apirético. O diagnoéstico de saida foi de meningite
linfocitaria viral.

O individuo n.° 4, do género feminino, tinha 17 anos,
residia no distrito de Lisboa e, segundo as informacdes
obtidas, em Agosto de 2006 apresentava sindrome
febril com cefaleias. Tinha estado no Algarve por tempo
indeterminado, local onde podera ter adquirido a infecgao.
O diagnostico de alta foi de meningite aguda viral.

O individuo n.° 5, do género feminino, tinha 62 anos
e residia em meio rural no distrito de Aveiro. Segundo
o Servigo de Saude onde foi atendido, o quadro clinico
inicial era sugestivo de gastroenterite aguda (febre, diarreia

e vomitos) com cerca de cinco dias de evolucdo a data
do internamento, em Agosto de 2006. Posteriormente
desenvolveu um quadro sugestivo de meningoencefalite
(agitacdo psicomotora, desorienta¢do temporo-espacial).
No quadro 2 apresenta-se o resumo dos dados clinicos
e laboratoriais dos cinco casos descritos com infecgao
recente por virus Toscana.

Grupo II: individuos sem sinais ou sintomas neurolégicos
No grupo dos individuos sem quadro neurolégico foram
estudados 408 soros correspondentes a 373 individuos
provenientes de varios distritos de Portugal Continental.
Foram também testadas amostras de dez individuos do
arquipélago dos Agores e oito do arquipélago da Madeira.
Estas amostras representaram 4,8% do total estudado neste
grupo. No total, 180 individuos eram do género feminino
(48,3%) e 193 do género masculino (51,7%). As idades
destes individuos estavam compreendidas entre os cinco
meses € 0s 94 anos.

Em relaco aos sinais e sintomas apresentados pelos
individuos neste grupo, verificou-se que a manifestacao
mais referida foi a sindrome febril, em 125 casos (33,5%).
Neste grupo, cinco amostras (1,3%) apresentaram
anticorpos do tipo IgG com titulos > 32 para o virus
Toscana. Um dos individuos testados, do género masculino,
com 36 anos, originario do distrito de Lisboa, que tinha
regressado de uma viagem ao Gabdo, com quadro febril,
apresentou anticorpos dos tipos IgG e IgM por IFI, mas ndo
por ELISA. Na suspeita de infec¢ao por outros flebovirus,
esta amostra foi também testada para o virus do Vale do
Rift, tendo-se revelado negativa.

Quadro 2 — Diagnéstico, manifestagoes clinicas e resultados serolégicos com as técnicas de IFI e de PRNT nos doentes com infec¢ées recentes por

virus Toscana.

N.°do

s Diagnostico (manifestagdes clinicas) Titulo IFI IgG Titulo IFI IgM Titulo PRNT
Meningoencefalite de etiologia por esclarecer (exantema cutdneo

1 generalizado, cefaleias intensas, alteragdes de consciéncia e de 1024 256 neg
comportamento)

) Meningite tuberculosa (febre, vomitos, mialgias e cefaleias 64 256 >160
holocraneanas)

3 Meplgglte linfocitaria viral (sindrome febril, cefaleias retro- 256 3 o
orbitais,)

4 Meningite aguda viral (sindrome febril e cefaleias) 256 128 neg

5 Meningoencefalite (sindrome febril, diarreia, vomitos, agitagdo 64 128 o

psicomotora, desorientagdo temporo-espacial)

neg- negativo

www.actamedicaportuguesa.com
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DISCUSSAO

A detecgdo de anticorpos IgG anti-virus Toscana nos
inquéritos sero-epidemioldgicos na populagdo controlo e
nas populagdes consideradas de risco sugere a circulagdo
do virus no nosso pais.

Na populagao controlo a seroprevaléncia foi baixa
(2%) considerando o total mas se encararmos as amostras
separadamente, por distrito, observamos uma maior
seroprevaléncia no distrito de Santarém (4,2%). Assim
e, apesar de no total a seroprevaléncia de anticorpos
na populagdo de risco ser superior a da populagdo
controlo, ndo se encontraram diferencas estatisticamente
significativas nestes dois grupos. Em Italia, na Toscania
por exemplo, trabalhadores florestais (populagéo de risco)
apresentaram uma seroprevaléncia de 77,2% enquanto
que na populagdo urbana (populag@o controlo) observou-
se o valor de 22,7%°. Varias determinantes como a
exposicdo a picada por fleb6tomos e factores genéticos ou
comportamentais influenciam a taxa de seroprevaléncia'®,
0 que podera explicar a grande variagdo de valores nas
populagdes controlo e de risco ndo sé entre os varios paises
endémicos como também de regido para regido.

Nos grupos de risco nenhum dos individuos referiu
qualquer episodio anterior de doenga do SNC, o que podera
indiciar a probabilidade da circulagdo de estirpes menos
virulentas de virus Toscana que explica a benignidade ou,
até mesmo, a auséncia de manifesta¢des clinicas em caso
de infecgdo. E também possivel que a sintomatologia com
baixa severidade possa estar relacionada com factores
imunolégicos ou genéticos, ainda por esclarecer, e que
possam ser intrinsecos na populagdo portuguesa, uma vez
que o virus circula em Portugal, pelo menos, desde 1983°.
Em relacdo a possivel co-infecgdo virus Toscana/
leishmania, até ao presente, ndo ha conhecimento da
existéncia de trabalhos semelhantes para comparagao de
resultados, no entanto, ¢ provavel que ambos os agentes
possam coexistir na mesma populagdo de vectores e dai a
elevada prevaléncia de anticorpos.

No total dos 538 individuos com sintomatologia
(neuroldgica e ndo neurologica), 12 apresentaram
evidéncia de contacto prévio com o virus. Os dados obtidos
neste trabalho sugerem que, pelo menos, nos distritos de
Faro, Coimbra e Aveiro, locais de proveniéncia das cinco
infec¢des recentes, o virus Toscana serd endémico e que,
provavelmente de acordo com a distribuigdo geografica
de P, perniciosus, o virus podera encontrar-se amplamente
distribuido pelo territério continental. Nas amostras
provenientes dos arquipélagos da Madeira e Agores ndo
foram detectados anticorpos anti-virus Toscana.

No que diz respeito as manifestagdes clinicas, os
individuos com infec¢des recentes apresentaram meningite
e meningoencefalite. Num dos casos foi também referido
exantema. As manifestagdes cutineas ndo sdo comuns

nos casos de infeccdo por virus Toscana, no entanto,
tém sido descritas infecgdes com manifestagdes raras
como surdez temporaria ou permanente!’: 12, encefalite
ndo associada a meningite'* ou até mesmo hidrocefalia'*
(Baldelli ez al., 2004). Valentini e colaboradores's sugeriram
que diferencgas nos serotipos do virus possam talvez ser
traduzidas em diferentes quadros patolégicos nas pessoas
infectadas. No presente estudo, no total de 29 amostras
positivas, apenas cinco foram confirmadas por PRNT
com a estirpe ISS. Phl.3, o que sugere a possibilidade de
co-circulagdo de diferentes serétipos do flebovirus, como
reportado anteriormente em estudos realizados em outros
paises da bacia do Mediterraneo (Franga, Tunisia)!®'’.

A prevaléncia de 3% para as infec¢des activas ou
recentes por virus Toscana observadas no presente trabalho
¢ inferior a reportada noutros paises como a Espanha, em
que numa analise semelhante se obteve uma prevaléncia
de 5,6%', ou a Italia onde as prevaléncias encontradas
variam entre os 5,6'° ¢ os 81%?°, consoante as regides.

Em nenhum dos casos de infec¢do recente detectados
neste estudo foi solicitado especificamente o diagndstico
para virus Toscana mas sim para o virus West Nile (familia
Flaviviridae) e virus da coriomeningite linfocitria (familia
Arenaviridae).

CONCLUSOES

Este foi o primeiro estudo seroldgico retrospectivo
com vista a deteccdo de anticorpos anti-virus Toscana na
populacao portuguesa. Os dados apontam para a presenca
endémica deste flebovirus em Portugal apesar de se
verificar uma seroprevaléncia inferior a de outros paises
considerados endémicos, tais como Espanha e Italia. Estes
resultados deverao no entanto ser mais aprofundados com
arealizag¢do de uma investigacdo prospectiva alargada no
tempo e no espaco para se avaliar a situacdo actual no
nosso pais. E de salientar ainda que o estudo da populagio
humana deverd ser complementado com trabalhos de
deteccdo do virus ao nivel das populagdes de flebotomos
vectores para a percepcdo das zonas com maior risco de
se adquirir a infeccao.

O facto de o niimero de solicitagdes de diagndstico
laboratorial para virus Toscana ser tdo baixo no nosso pais
indica que este ainda ndo ¢ suficientemente reconhecido
como agente etioldgico. Contudo, os dados obtidos levam
a crer que deveria ser considerado, pelo menos nos meses
de Verdo, em caso de doenga neuroldgica ou sindrome
febril de origem desconhecida.
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