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TULAREMIA

1. LOPES DE CARVALHO, M. S.NUNCIO, J. DAVID DE MORAIS

RESUMO

A tularémia é uma zoonose causada pela bactéria Francisella tularensis. O agente
etioldgico ¢ transmitido ao homem por contacto directo com animais infectados, ar, agua,
alimentos contaminados ou através de vectores hematofagos. Em Portugal, s6 em 1998,
na sequéncia de um surto epidémico em Espanha, a Direc¢do Geral de Saude emitiu um
comunicado alertando os clinicos para a possibilidade da ocorréncia da zoonose no
nosso pais. Neste trabalho, procedeu-se a uma revisdo epidemioldgica da tularémia com
0 objectivo de contribuir para um melhor conhecimento desta patologia.

TULAREMIA
Tularemia is a zoonotic disease caused by Francisella tularensis. The etiological agent
is transmitted to man by direct contact with infected animals, air, water or contaminated
food, or through hematophagous vectors. In Portugal, in 1998, after an outbreak in Spain,
the Direcg@o Geral de Satde issued a warning, alerting the clinicians to the possibility of
the disease spreading throughout the national territory. In this work, an epidemiological
review of tularemia is made in order to contribute to the better knowledge of this disease.
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INTRODUCAO

Francisella spp. pertence ao grupo de y-proteo-
bacteria e ¢ classificada com base em caracteristicas de
crescimento, reacgdes bioquimicas e propriedades de vi-
ruléncia. A familia Francisellaceae inclui as duas espéci-
es do género Francisella, F. tularensis e F. philomiragia.
A espécie F. tularensis engloba quatro subespécies: F
tularensis tularensis, F. tularensis holarctica, F. tularensis
novicida e F. tularensis mediasiatica.

Apesar de todas as subespécies de Francisella esta-
rem associadas a doenga no homem, apenas as subes-
pécies F. tularensis tularensis ¢ F. tularensis holarctica
tém uma ampla distribuigdo geograficaZ.

F. tularensis ¢ um pequeno cocobacilo Gram-negati-
vo, pleomorfico, aerdbico, catalase-positivo, ndo mével.
Caracteriza-se como um parasita intracelular facultativo
que ¢ capaz de crescer dentro de diferentes tipos de célu-
las, incluindo macréfagos, hepatocitos e células endo-
teliais?3.

A parede celular de F. tularensis tem um niamero eleva-
do de acidos gordos com um perfil unico neste género,
possuindo as estirpes selvagens uma capsula rica em lipi-
dos que, visualizada por microscopia electronica, se apre-
senta translucida. A perda desta capsula pode levar a per-
da de resisténcia e viruléncia, mas ndo implica a diminui-
¢do0 da viabilidade ou a sobrevivéncia dentro das células
alvo3#. No seu ciclo celular, F. tularensis forma esporos
muito resistentes ao stress ambiental, sobrevivendo du-
rante semanas a baixas temperaturas, na agua, em solo
htimido e em carcagas de animais. A infec¢do por apenas
< 10 organismos pode causar doen¢a em humanos e tam-
bém em animais>-°.

F. tularensis tularensis (Tipo A) é encontrada predo-
minantemente na América do Norte, apesar de ja ter sido
isolada na Europa®. Esta estirpe, apresenta-se como a
mais virulenta das estirpes de Francisella. F. tularensis
holarctica (Tipo B), distribuida pela Europa, Asia e tam-
bém América do Norte, ¢ menos virulenta que o Tipo A. A
estirpe atenuada utilizada na produgdo da vacina F.
tularensis (LVS) ¢ derivada desta subespécie. Das dife-
rentes espécies de Francisella isoladas de doentes, F
tularensis novicida parece ser a menos virulenta para o
homem, tendo sido caracterizada como sindroma tularémia-
like nos Estados Unidos da América e Canada’’. A espé-
cie de F. tularensis mediasiatica apenas foi isolada na
Asia Central, aparecendo mais associada a lebres e
ixodideos!2.

F. philomiragia foi a designagdo dada a espécie
Yersinia philomiragia que, apos analise molecular, mos-
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trou que ndo tinha qualquer relagdo com os outros mem-
bros do género Yersinia®. Posteriormente, foi proposto
que fosse transferida para o género Francisella com base
na similaridade no ADN e na andlise dos 4cidos gordos.
Assim, foi designada F. philomiragia comb. nov. e
subsequentemente F. philomiragia, sendo a segunda es-
pécie reconhecida neste género?. Esta espécie ja foi isola-

da nos Estados Unidos da AméricaZ.

EPIDEMIOLOGIA

A tularémia ¢ uma doenga amplamente distribuida no
Hemisfério Norte, com focos em algumas partes da Améri-
ca do Norte, Europa e Norte da Asia>-%?. A infecgio por .
tularensis tem sido evidenciada num niimero muito eleva-
do de espécies selvagens, incluindo lagomorfos, roedo-
res, insectivoros, carnivoros, ungulados, marsupiais, aves,
anfibios, peixes e invertebrados. Os artropodes, incluindo
carragas (Dermacentor spp., Ixodes spp., Amblyomma
americanum), mosquitos (géneros Aedes, Culex e Ano-
pheles) e moscas (Chrysops spp.), sdo potenciais vecto-
res”10. Os roedores e lagomorfos sio apontados como
sendo os principais reservatorios desta bactéria:!!
sar de alguns autores sugerirem que os artropodes vec-
tores também poderiam servir de reservatorio de F. tula-
rensis>. Contudo, continua por esclarecer qual destes gru-
pos contribui verdadeiramente para a manutengdo do agen-
te na natureza.

Em regides onde a tularémia é endémica, os anticorpos
contra F. tularensis sdo frequentemente detectados em
animais silvéticos.” Os surtos epidémicos em humanos
ocorrem quase sempre paralelamente com surtos desta
doenga em animais, especialmente em roedores e
lagomorfos!2:13,

As profissdes ou ocupagdes que estdo associadas a
um risco acrescido de contrair tularémia sdo pessoas que
trabalhem em laboratorios, agricultores, veterinarios, pas-
tores, cagadores e pessoas que manuseiem carne crua-.

As principais vias de transmissdo sdo pelo contacto
directo com tecidos ou fluidos de animais infectados, por
picadas de artrépodes vectores, por ingestdo de dgua ou
alimentos contaminados e por via inalatoria. A transmis-
sdo homem-homem nunca foi descrita!!.

Até ao momento foram descritos dois ciclos da doen-
¢a, terrestre e aquatico®. No ciclo terrestre, os coelhos e
lebres servem tipicamente de hospedeiros vertebrados nos
quais ocorre a prolifera¢do do agente patogénico, enquanto
que carragas, mosquitos ¢ moscas podem funcionar como
artropodes vectores, perpetuando a doenga no ciclo ter-
restre. No ciclo aquatico, F. tularensis circula em castores,

, ape-
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ratos almiscarados e arvicolas, podendo ser libertada das
carcagas destes animais, resultando na contaminagao de
rios ou barragens. Nao s6 o contacto directo com a agua
mas também com o solo contaminado ou lama pode levar a
infec¢do. A interacgdo entre o ciclo aquatico e o terrestre
ainda ¢ desconhecida.

Um potencial modo de disseminacdo do agente ¢ atra-
vés da comercializagdo de animais silvaticos, capturados
em zonas endémicas e vendidos como animais de estima-
¢do para regides geograficas ndo endémicas. O exemplo
mais recente aconteceu em 2002, nos EUA, quando caes da
pradaria (Cynomys ludovicianus) infectados foram distri-
buidos por varios paises europeus!4. Na Europa de Leste, a
caca de hamsters para posterior comercializagdo também
esteve na origem de um surto epidémico ocorrido em 19793

Em Espanha, o primeiro surto de tularémia esteve as-
sociado com o processamento de carcagas e carne de le-
bre, tendo sido preponderante a percentagem de mulheres
infectadas pelo facto de serem as principais intervenientes
nessa actividade.

Outro modo de transmissdo de tularémia ¢ através da
inalacdo de aerossoéis infectados dispersos por ventilado-
res, movimentagdo de terras, corte de arbustos, deposi-
¢do de feno contaminado ou pelo contacto estrito com
animais domésticos infectados. A transmissdo do agente
por esta via esta associada aos casos de tularémia
pneumonica, a forma clinica mais grave da doenga'>.

Para além da disseminagdo natural do agente, muitos
estudos desenvolvidos por investigadores militares mos-
traram que pelas suas caracteristicas F. tularensis tem um
elevado potencial para ser utilizado como arma bioldgica
em ataques de bioterrorismo, podendo ser langcado no
ambiente de forma deliberada, utilizando a via de dissemi-
nacdo dos aerossoéis. Durante décadas foram detectadas
varias infec¢des devido a exposi¢ao a esta bactéria em
laboratério, causando grande morbilidade!.

Nos EUA, em 1995, devido a baixa prevaléncia de in-
fecgdo, a tularémia foi retirada da lista de doengas de de-
claragdo obrigatoria, voltando a fazer parte em 2000 pelo
potencial uso de F. tularensis em bioterrorismo. Na Euro-
pa, em 2003 foi emitido um comunicado para que a tularémia
passasse a ser uma doenga com vigilancia epidemiologica,
porém alguns paises, como € o caso de Portugal, ndo inte-
graram este grupo (Decisdo n° 2000/96/EC).

Nos EUA, os casos sdo esporadicos ou ocorrem em
pequenos surtos. Na Eurasia, foram descritos centenas
de surtos de infec¢des causadas pela agua, através de
picada de artropodes ou pelo ar!”.

Embora a tularémia ja tenha sido notificada em mui-
tos paises da Europa, em Espanha emergiu pela primeira

vez como doenga humana em 1997-1998, com a ocorrén-
cia de um surto epidémico!8. Um total de 559 casos de
tularémia foram notificados, dos quais 519 pertenciam a
provincia de Castilla-Leon. Um estudo realizado em 142
doentes da regido indicou que 97,2% tinham tido um con-
tacto anterior com lebres, 83,8% tinham esfolado carca-
cas destes animais e 13,3% tinham manejado carne de
lebre. A maioria dos casos (83,8%) apresentava a forma
clinica ulceroglandular, como consequéncia do contacto
directo com os animais infectados. Em 1998, ocorreu ou-
tro surto em Espanha, na provincia de Cuenca, associa-
do a pesca de lagostins de agua doce, onde foram notifi-
cados 19 novos casos®. Em 2007, ocorreu um surto asso-
ciado a arvicolas em Espanha, na provincia de Castilla-
Leodn, tendo sido reportados cerca de 360 novos casos
de tularémia'?.

Em Portugal, em 1998, na sequéncia de um surto epidé-
mico em Espanha, a Direc¢ao Geral de Saude emitiu um
comunicado alertando os clinicos para a possibilidade
desta doenca se alastrar ao territorio nacional, quer por
extensdo do surto quer por ocorréncia de casos isolados
(Decisao n® 2003/534/CE). A inclusdo deste agente na lista
dos agentes potencialmente utilizaveis em bioterrorismo,
juntamente com o caracter endémico que a doenga tem em
Espanha, relangou o interesse por esta patologia no nos-
S0 pais.

Do ponto de vista epidemioldgico, em Portugal ja ti-
nha sido amplamente assinalada a presenca de algumas
espécies de artropodes com capacidade vectorial, como
por exemplo Ixodes ricinus, Dermacentor marginatum e
D. reticulatus®. Igualmente, estava bem documentada a
presenca das espécies consideradas como sendo os reser-
vatdrios mais eficientes, os lagomorfos Lepus granatensis
e Oryctolagus cuniculus (lebre e coelho-bravo) e os roe-
dores Rattus sp. ¢ Mus musculus (ratazana e rato domésti-
co)?l.

Entre 2001-2002, na regidao Norte de Portugal realizou-
se um estudo seroepidemiologico em 203 individuos
assintomaticos onde foi possivel detectar uma prevaléncia
de anticorpos de 8,9%22. Em 2007, na sequéncia de um
projecto realizado no CEVDI/INSA, detectou-se F.
tularensis holarctica tanto numa amostra humana como
num ixodideo, colhidos na regido de Braganga?3. A ine-
xisténcia de relatorios reportando a ocorréncia de casos
humanos pode ser explicada pelo facto da espécie detec-
tada apresentar uma disseminag¢ao mais lenta e provocar
uma forma menos severa da doenga, aliado ao facto da
tularémia ndo se encontrar incluida na lista de doengas de
declaracdo obrigatéria e da pouca sensibilizacdo dos mé-
dicos para esta problematica.
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DIAGNOSTICO CLINICO

As consequéncias clinicas de uma infec¢do por F.
tularensis dependem da viruléncia do organismo infec-
tante, da porta de entrada, do volume do inéculo, da ex-
tensdo do envolvimento sistémico e do estado do sistema
imunitario do hospedeiro. O resultado pode variar desde
casos assintomatico a uma septicémia aguda seguida de
morte rapida. As principais apresenta¢des de doenga in-
cluem as formas ulceroglandular, glandular, oculoglandular,
orofaringea, pneumonica, tifica e séptica. Esta classifica-
¢do artificial enfatiza apenas as manifestagdes mais predo-
minantes encontradas na maioria dos doentes?-3.

O periodo de incubagao ¢ habitualmente de trés a cin-
co dias, mas pode variar entre um e 21 dias3. O inicio de
doenga é usualmente brusco, com febre (38-40°C), cefaleias,
arrepios de frio, rigidez da nuca, mialgias (predominante-
mente lombares), sindroma tipo gripal e odinofagia. Tosse
seca ¢ dor ou aperto retro-esternais podem ocorrer associ-
ados a sinais objectivos de pneumonia, tais como expecto-
racdo, dispneia, taquipneia, dor na pleura ou hemoptise.
Algumas vezes ocorrem ainda nauseas, vomitos e diarreia.
A fase subsequente ¢ caracterizada por suores, febre e
arrepios de frio, astenia, anorexia e perda de peso!!.

Na forma ulceroglandular, a manifestagdo tipica que
surge depois do manuseamento de carcacas contamina-
das ou ap6s a picada de um artropode infectado consiste
numa papula cutdnea no local de inoculagdo, em simulta-
neo com outros sintomas generalizados, e que se torna
purulenta e ulcerada poucos dias apds o seu aparecimen-
to. Atilcera é mole, geralmente tem um caracter indolor ¢
pode vir a cobrir-se por uma escara. Tipicamente, um ou
mais nddulos linfaticos aferentes podem tornar-se maio-
res e moles poucos dias apds o aparecimento da papula!!.

Na forma oculoglandular, ap6s a contaminagao directa
do olho ocorre ulceragdo da conjuntiva acompanhada de
equimoses, vasculite ¢ linfadenite localizadas.

A forma glandular de tularémia ¢é caracterizada por
detecgio de linfadenopatia sem ulcera3.

A forma orofaringea ¢ adquirida pela ingestao de agua
ou alimentos contaminados e, algumas vezes, pela inala-
¢do de aerossois. Algumas das pessoas infectadas podem
desenvolver estomatites, mas mais geralmente desenvol-
vem faringite exsudativa ou amigdalite, algumas vezes com
ulceragdo. Pode ainda ocorrer linfadenopatia cervical ou
retrofaringea pronunciada3.

A tularémia pneumonica pode ser o resultado directo
da inalagdo de aerossdis contaminados ou seguir-se a dis-
seminagdo hematogenea a partir de um outro local do or-
ganismo. A libertacdo destes aerossois pode resultar em
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doenga aguda, com sinais ¢ sintomas de faringite, bron-
quite, pleuropneumonia e linfadenite, acompanhada por
manifestagdes de doenga sistémica. No entanto, as expo-
sigdes por inalagdo resultam comummente num quadro
clinico inicial de doenga sistémica sem sinais claros de
doenca respiratériall. Os primeiros sinais pulmonares
imagiologicos de tularémia por inalagdo podem ser
infiltrados peribronquicos, que tipicamente avangam para
broncopneumonia em um ou mais ldbulos e que normal-
mente sdo acompanhados por efusdes pleurais e
linfadenopatia. Contudo, os sinais podem ser minimos ou
mesmo inexistentes, e alguns doentes poderdo mostrar
apenas um pequeno infiltrado pulmonar ou lesdes granu-
lomatosas difusas do parénquima pulmonar ou da pleura!!l.

A designagdo de forma tifica aplica-se para descrever
uma doenga sistémica, cujo diagnostico se pode confun-
dir com a febre tifoide, com auséncia de sinais no local de
infeccdo. Algumas vezes, estes doentes apresentam mani-
festagdes gastrointestinais intensas, tais como diarreia e
colicas?.

A forma séptica € potencialmente grave e muitas vezes
fatal. Tal como na forma tifica, podem ser detectados si-
nais ndo especificos, tais como febre, diarreia e vomitos
que podem ser desde cedo proeminentes. Os doentes tipo
apresentam sintomas de infec¢do, podendo apresentar
estado confusional e coma. Se a doenga nao for tratada
atempadamente, pode ocorrer choque séptico ¢ outras
complicagoes tipicas de Sindroma de Resposta Inflama-
toria Sistémica, incluindo coagulagdo intravascular dis-
seminada e hemorragia, Sindroma Respiratorio Agudo e

faléncia multi-6rgaos! .

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico de tularémia depende da suspeigdo cli-
nica. Os resultados dos testes laboratoriais de rotina ndo
sdo especificos. A contagem de leucoécitos ¢ a velocidade
de sedimentacdo podem ser normais ou elevadas, contu-
do trombocitopenia, hiponatremia, transaminases eleva-
das, aumento de fosfoquinase, creatinina, mioglobinuria e
piuria estéril sdo ocasionalmente encontrados. O micror-
ganismo ¢ raramente visto em esfregacos, corados com
coloragdo de Gram ou em bidpsias de tecidoS.

Amostras Bacteriolégicas

Quando existe suspeicdo clinica de tularémia, de-
vem ser feitos paralelamente exames microbiologicos
e, para isso, devem ser enviadas para o laboratério as
amostras adequadas. Pelo facto de se tratar de um mi-
crorganismo muito infeccioso, o laboratério deve ser
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informado que as amostras podem conter F. tularensis,
para preparar o trabalho a efectuar e os meios a dispo-
nibilizar.

O tipo de amostra a utilizar no diagnéstico laboratorial
depende das manifestagdes clinicas que o doente apre-
senta e inclui esfregacos da lesdao ou zaragatoas, sangue
total, urina, bidpsia, aspirado ou raspagem (lcera, nddu-
lo linfatico, cornea ou tecido afectado) e amostras respira-
torias (expectoragdo, lavado bronquico ou pleural). Num
contexto de surto epidémico ou num estudo epidemiolo-
gico, devem ser examinados artropodes potenciais vec-
tores, como as carcacas dos animais, fezes dos hospedei-
ros vertebrados e amostras de agua. Infelizmente, a padro-
nizacdo dos protocolos para estudar este tipo de amostras
continua ainda por estabelecer, embora existam guidelines
do Centers for Diseases Control and Prevention (CDC)
das boas praticas laboratoriais que sdo usualmente
adoptadas?.

Cultura

De acordo com o CDC, a cultura continua a ser a técni-
ca de referéncia para a confirmagao laboratorial de infec-
¢do por tularémia. Contudo, esta técnica tem sido um de-
safio, particularmente com F. tularensis tularensis ¢ com
F. tularensis holarctica. Estas duas subespécies tém um
crescimento lento, sdo organismos exigentes que reque-
rem compostos de sulfidrilo e 24-72 horas para crescer em
meio artificial a uma temperatura de 37° C. F. tularensis
pode ser cultivada in vitro em meio de cultura liquido ou
solido adequado®®.

Habitualmente as estirpes de F. tularensis isoladas a
partir de amostras clinicas desenvolvem-se bem em diver-
sos meios, incluindo agar de chocolate (CA), agar de cis-
teina enriquecido com sangue achocolatado (9%) (CHAB)
e agar de extracto de fermento de carvao tamponado
(BYCE)?*. O meio CHAB ¢ o mais recomendado como meio
de cultura, por o seu crescimento dar indicag@o sobre a
identificagdo presuntiva de F. tularensis e por este micror-
ganismo apresentar um crescimento caracteristico neste
meio (verde opalescente, colonias brilhantes as 24-48 ho-
ras). Uma vez que um isolado puro tenha sido recuperado,
a fermentacao por glicerol pode ser usada para diferenciar
tipo A (F tularensis tularensis) — faz a fermentagdo de
glicerol — de tipo B (F. tularensis holarctica) — ndo faz
fermentacdo de glicerol'?.

Mesmo em meio adequado, como no meio Mueller-
Hinton modificado, o crescimento desta bactéria € lento e
pode levar trés a sete dias quando agitado ou mais de 10
dias quando nio agitado™:10. Para optimizar os resultados,
a utilizacdo de suplemento de antibidticos para prevenir

um elevado crescimento de flora contaminante, a manu-
tencdo das placas e do meio liquido a 35-37° C ¢ a manu-
tenc¢do de um periodo de incubacdo de sete a 10 dias (es-
pecialmente quando se trata de amostras de doentes cuja
antibioterapia ja havia sido instituida) sdo alguns dos pro-
cedimentos aconselhados.

O isolamento de F. tularensis a partir de amostras de
sangue tem sido referido nas varias formas da doenca. Na
tularémia pneumonica, tifica ou septicémica a taxa de su-
cesso de isolamento a partir de amostras de sangue apre-
senta resultados mais promissores. O uso de sistemas
comerciais de culturas de sangue BACTEC™ (BD) ou
BacT/Alert™ (bioMerieux, Hazelwood, IL, USA) mostra-
ram dar resultados positivos em doentes infectados com
tularémia23. Contudo, continua por determinar se a
inoculag¢do das amostras de zonas esterilizadas (liquido
pleural, liquor) nestes sistemas de cultura de sangue ¢
superior a cultura em meio s6lido ou em meio liquido con-
vencional?®.

Como ja foi referido, esta bactéria ¢ conhecida por cau-
sar infec¢des laboratoriais, pelo que o manuseamento de
estirpes e tentativa de isolamento sé deverdo ser realiza-
dos em laboratorios de nivel de seguranca trés (Biosafety
Level 3 ou BSL-3)3. Apesar desta limitagdo, o isolamento
do agente continua a ser o0 método mais recomendado,
pois permite um diagnostico conclusivo da infec¢do e um
valioso recurso para a epidemiologia molecular?.

Identificacio Microbiologica de F. tularensis

Os primeiros testes bioquimicos de triagem permitem
apenas a identificagdo presuntiva, que devera ser confir-
mada por técnicas imunologicas e moleculares. Poucos
testes bioquimicos adicionais, nomeadamente a capaci-
dade de fermentagao da glucose, glicerol ou a presenca de
via da citrulina ureidase, permitem a identifica¢ao do sub-
tipo. Recentemente, o sistema comercial Microlog Micro-
station ™ (Biolog, CA, USA) ¢ usado para diferenciar en-
tre F. tularensis tularensis e F. tularensis holarctica. A
diferenciagdo baseia-se apenas na capacidade para fer-
mentar glicerol, e por isso deve ser olhada com precau-
¢aol0.

Uma técnica alternativa para a identificacao de Fran-
cisella é a analise da composi¢do dos acidos gordos celu-
lares utilizando o sistema comercial MIDI™ (MIDI,
Newark, NJ, USA). Este sistema identifica também estir-
pes atipicas de F. tularensis que ndo apresentam cisteina
na constituicdo da sua parede celular!!.

A analise por immunoblot de bactérias suspeitas, uti-
lizando um anti-soro especifico ou um anticorpo mono-
clonal anti-F. tularensis, pode ser usado para a identifica-
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¢do do microrganismo?’. A técnica de imunofluorescéncia
¢ adequada para a identificagdo de coldnias assim como
para a deteccdo especifica do agente patogénico em amos-

tras clinicas!0.

Métodos Moleculares para Detec¢do, Identificacio e
Tipagem de F tularensis

O uso da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)
¢ muito util quando as culturas sdo negativas ou o isola-
mento microbioldgico ¢ impraticavel por ndo estarem reu-
nidas as condigdes de seguranga exigidas para a execugao
desta técnica.

Estes ensaios, embora muito sensiveis quando se es-
tudam isolamentos efectuados em meios artificiais, sdo
menos sensiveis quando aplicados a amostras biologi-
cas, podendo ocorrer resultados falsos negativos3:10.
Para contornar esta limitagao, varios métodos e protoco-
los de PCR tém sido descritos para a detec¢do de ADN
de F. tularensis, tanto em amostras clinicas como
ambientais°.

PCR Convencional

Os genes que codificam a membrana superficial da
lipoproteina (tul4) de F. tularensis foram o primeiro alvo
do desenvolvimento da técnica de PCR aplicada a detec-
¢do do agente em amostras de sangue, acrossois e tecidos
de rato infectados experimentalmente’. Este protocolo,
seguido pela confirmacao da identidade dos produtos de
PCR por sequenciag@o, RLB (reverse line blotting) ou por
RFLP (restriction fragment length polymorphism), mos-
trou ser mais sensivel comparativamente a cultura, embo-
ra seja menos sensivel que a técnica de PCR em tempo real
(RT-PCR)?8. Com efeito, de acordo com a bibliografia, o
protocolo de PCR Tul4 apresentou uma sensibilidade de
75% quando aplicado a amostras de tecidos de doentes
com tularémia ulceroglandular?-3%. A utilizagdo de um
método de extracgdo de ADN optimizado em combinag@o
com a utilizagdo do PCR nested para fopA, gene que codi-
fica a proteina de membrana externa de 43 kDa, permitiu
um aumento no limite de detecgdo para 102 CFU/ml em
sangue>10-29. Assim, ambos os protocolos mostram uma
boa especificidade e aceitavel sensibilidade na detecg¢do
de F. tularensis, podendo ser aplicados ao diagnostico de
tularémia em doentes que ja se encontrem a receber tera-
pia empirica, pelo que cada vez ¢ mais frequente a sua
utilizagio-.

Além da aplicacdo na clinica, os mesmos protocolos
de PCR ja foram utilizados com sucesso na detecgdo de F.
tularensis em carragas ¢ amostras obtidas a partir do meio
ambiente!0,
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PCR em Tempo-Real

A introdugdo da técnica de RT-PCR como TagMan™
(Applied Biosystems, Munich, German) ou Light Cycler
Technology (Roche Molecular Biochemicals, USA) trouxe
grandes avangos ao diagndstico das doengas infecciosas.

No estudo da tularémia, o primeiro protocolo de RT-
PCR desenvolvido foi o TagMan™ tendo como alvo o
gene fopA, que tem um limite de detecgdo de 1pg DNA
genoémico (< 100 CFU) que ¢é similar ao protocolo de
polymerase chain reaction — enzyme immunoassay (PCR-
EIA) baseado nas sequéncias de fu/4. Os dois protocolos
sdo especificos quanto ao género e provaram ser adequa-
dos a detec¢do de ADN de F. tularensis, contudo a sensi-
bilidade ¢ a especificidade do ensaio PCR-EIA ficaram
aquém do esperado!.

O ensaio multiplo de RT-PCR Tag-Man™ altamente
sensivel e especifico, tendo como alvo quatro genes
(ISFtu2, 23 kDa, tul4, fopA), mostrou-se mais sensivel do
que a cultura, quando aplicada em amostras ambientais
contaminadas ou tecidos de roedores infectados tanto
natural como experimentalmente.!%-32 Além de aumentar a
sensibilidade para um limite de deteccdo de ~1 CFU, este
ensaio multiplo tem a vantagem de diminuir a probabilida-
de de aparecimento de falsos negativos. Contudo, apesar
deste ensaio representar um instrumento valioso e especi-
fico em relagdo a detecgdo de F. tularensis, ainda é neces-
saria uma avaliagdo da sua aplicacdo ao diagndstico
laboratorial 10,

Tipagem Molecular das Estirpes de F. tularensis

A diferenciagdo entre as subespécies mais virulentas
(F. tularensis tularensis) das subespécies menos virulen-
tas (F. tularensis holarctica) tem um grande interesse cli-
nico, principalmente em areas onde as duas subespécies
ocorrem naturalmente, como € o caso da América do Nor-
te!?. Para além da técnica de PCR, que permite a rapida
deteccdo de F. tularensis, muitos outros métodos mole-
culares foram desenvolvidos com o objectivo de fazerem
a discriminacdo entre as subespécies ou até mesmo estir-
pes2531,

Estes métodos moleculares baseiam-se em sistemas
de eletroforese em géis de agarose e centram-se na
detecgdo das diferengas dos tamanhos dos produtos am-
plificados por PCR. A genotipagem feita pelos métodos de
PFGE (pulse-field gel electrophoresis), AFLP (amplified
fragment length polymorphism), sequenciacdo do gene
16S rDNA e RFLP mostram vantagens apenas na discrimi-
nacao das subespécies de F. tularensis. Assim, a analise
de SSTR (short-sequence tandem repeats), ou VNTR
(variable number tandem repeats) aparece como uma fer-
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ramenta poderosa na discriminacdo individual das estir-
pesZ6. Este facto tem sido confirmado pela anélise de
MVLA (multiple-locus variable-number tandem repeat
analysis). Este método podera fornecer mais detalhe nos
aspectos ecoldgicos ¢ ¢ a base para os estudos de dife-
renciagdo molecular das estirpes de F. tularensis>*.

O uso de microarrays pode também ajudar a identifi-
car ndo sé as variagdes genéticas, que sdo uteis ao diag-
noéstico, mas também marcadores de patogenicidade e vi-
ruléncia. Esta técnica tem sido referida por conseguir dis-
tinguir cada uma das quatro subespécies de F. tularensis>.
Uma das oito zonas de diferenciagio identificada pela ana-
lise de microarray foi reanalisada em detalhe por amplifi-
cacdo ¢ posteriormente por sequenciacdo. Esta analise
demonstrou que esta zona ¢ muito diferente nas varias

estirpes de F. tularensis'©.

Métodos Seroldgicos para a Deteccio de F tularensis

Os estudos serologicos sdo a forma comum de confir-
mar o diagnostico de tularémia. A confirmagao serologica
definitiva requer a observagdo de seroconversdo, ou seja,
a detecgdo do quadruplo ou mais de aumento nos titulos
de anticorpos especificos presentes em duas amostras de
soro consecutivas, colhidas respectivamente na fase agu-
da e convalescente da doencal?.

Durante décadas, o teste de aglutinacdo (reacc¢do de
Widal) foi o ensaio mais usado’. Neste momento, estio
disponiveis as técnicas de aglutinagdo em tubo, microaglu-
tinacdo, hemaglutinacdo, Enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) e immunoblot para detec¢ao de anticorpos
de F. tularensis®7-3%. Correntemente, os ensaios de aglu-
tinagdo sdo ainda largamente utilizados e sdo os inicos
comercialmente disponiveis em muitos paises!%8. Estas
técnicas serologicas detectam infecgdes causadas pelas
subespécies tularensis e holarctica, mas sao em geral
negativas nos casos associados a subespécie novicida e
F. philomiragia®3. Os ensaios padrio da técnica de
aglutinacdo em tubo sdo normalmente negativos na pri-
meira semana da doenga, positivos em muitos doentes ao
fim de duas semanas, atingindo o pico apds quatro a cinco
semanas de infec¢do.

A técnica de microaglutinagdo ¢ 100 vezes mais sensi-
vel do que 0 método de aglutinagdo em tubo. Os anticorpos
IgM e IgG sao detectados em simultaneo e € habitual per-
sistirem com titulos elevados por mais de uma década apds
ainfec¢do, limitando o valor de um sé resultado positivoS.

A técnica de ELISA ¢ referida como sendo mais sensi-
vel do que os métodos de aglutinagdo e tem a vantagem
de detectar separadamente diferentes classes de anti-
corpos!?.

Como ja foi referido, o diagnoéstico seroldgico definiti-
vo requer que haja um aumento no titulo de anticorpos
presentes nas amostras dos doentes, podendo ser neces-
sario repetir o teste em intervalos de sete a dez dias. Nes-
tes testes, a ocorréncia de reac¢des cruzadas com anti-
génios de outras bactérias, como Brucella spp., Proteus
OX19 e Yersinia spp., que permitem a possibilidade de
resultados falso positivos, ja foi referida na bibliografia.
Contudo, sempre que a infecgdo ¢ provocada por F.
tularensis os titulos de anticorpos especificos contra este
agente sao quase sempre superiores. Para minimizar a ocor-
réncia de reacgdes cruzadas é recomendado o tratamento
dos soros com dithiothreitol.

Actualmente, a combinag@o entre um teste de triagem
(ELISA) e um teste confirmatodrio (immunoblot) pode ser
uma aproximacao fiavel, em duas etapas, para o diagnosti-

co serolégico de tularémia?’.

TRATAMENTO

A estreptomicina ¢ o antibiotico de elei¢do no trata-
mento de todas as formas de tularémia, excepto nas situa-
¢des de meningite®”!!. A dosagem minima de estrep-
tomicina no tratamento efectivo de tularémia ¢ 7,5-10 mg/
kg intramuscular, de 12 em 12 horas, durante 7 a 14 dias. O
regime alternativo € 15 mg/kg de 12 em 12 horas nos pri-
meiros trés dias, seguido de metade desta dose para com-
pletar o tratamento. Nos casos graves, a dose pode ser
aumentada para 15 mg/kg de 12 em 12 horas, durante 7a 10
dias. Estudos in vivo demonstraram que doses mais altas
do que 2 g/dia de estreptomicina ndo aumentam a eficacia
do tratamento?.

Nas criangas, o regime de tratamento ¢ similar, 30 a 40
mg/kg/dia em duas doses durante um total de sete dias ou
40 mg/kg/dia em duas doses nos primeiros trés dias, se-
guido de 20 mg/kg/dia em duas doses divididas nos qua-
tro dias seguintes!1.

Em alternativa ao tratamento com estreptomicina esta
preconizado o uso de gentamicina, embora a percenta-
gem de recaidas e de insucesso sejam mais elevadas
neste segundo regime3’. Contudo, nos doentes pe-
diatricos a gentamicina mostra-se efectiva no tratamen-
to de tularémia. Este antibiotico ¢ administrado por via
endovenosa, 3 a 5 mg/kg/dia em duas doses, durante 7
a 14 dias, sendo desejaveis niveis no soro de pelo me-
nos 5 pg/mL. A eficacia de uma s6 dose por dia ainda
néo foi estudada’®. Devido a sua nefrotoxicidade as do-
ses de estreptomicina e de gentamicina devem ser ajus-
tadas nos casos de insuficiéncia renal e nos individuos
idosos.
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A capacidade de penetracdo destes farmacos ao nivel
do sistema nervoso central e no liquido cefaloraquidiano
¢é pobre, pelo que pode ser inadequada em casos de me-
ningites por tularémia. O tratamento que geralmente tem
mais sucesso nestes casos inclui a associagao de estrep-
tomicina com cloranfenicol, ou de gentamicina com
doxiciclina3.

As tetraciclinas e o cloranfenicol podem também ser
utilizados no tratamento de tularémia, contudo quer reca-
idas quer tratamentos primarios sem sucesso ocorrem com
maior frequéncia com estes agentes bacteriostaticos do
que com os aminoglicosideos, ¢ devem ter a duragdo de
pelo menos 14 dias para controlar estas situagdes 1137 A
tetraciclina ndo deve ser administrada em criangas com
menos de oito anos de idade, durante a gravidez ou duran-
te o aleitamento. A tetraciclina ¢ mais eficaz nos adultos
quando ¢ prescrita em doses orais de dois g/dia divididas
durante 14 dias. A dosagem para as criangas ¢ de 30 mg/
kg/dia, para um maximo de dois g/dia, em doses divididas
com a mesma duragdo. Na generalidade, o cloranfenicol
ndo deve ser escolhido para o tratamento de tularémia
devido & sua alta toxicidade?.

As fluoroquinolonas, que tem actividade intracelular,
também sdo possiveis candidatas para o tratamento da
tularémia!!. Os medicamentos com eficacia clinica com-
provada mostraram concentragdes minimas inibitorias con-
tra F. tularensis em testes de sensibilidade in vitro.
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