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CASO CLINICO / CLINICAL CASE

Infecgao por virus West Nile virus
West Nile (Flavivirus) (Flavivirus) infection
em Portugal in Portugal

Consideragoes acerca de um Considerations about a
caso clinico de sindrome febril clinical case with febrile
com exantema syndrome and rash
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0 virus West Nile (WN) é um flavivirus transmitido por mosquitos e agente
etiolégico de febre e de doenga neuroinvasiva. 0 virus WN mantém-se na natureza
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tronco. Os exames laboratoriais identificaram seroconversao de anticorpos IgM
contra o virus West Nile.
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/ Abstract

West Nile virus is a flavivirus transmitted by mosquitoes and the etiologic agent
of West Nile fever and neuroinvasive illness. The virus is maintained in nature in
enzootic cycles involving ornithophilic mosquitoes as primary vectors, and some
species of birds as primary reservoirs.

West Nile virus presence in Portugal is well known emerging, sporadically, cases of
infection in horses and humans. In 2010 a human case was identified in southern
Portugal. This was the only human case detected by the National Institute of Health
in the mosquito activity period in this year.

Inthis case the patient had fever with very irregular hyperpyrexia, with peaks above
39°C, occasionally chills, headache, myalgia, malaise and accentuated weakness,
painful lymphadenopathy in the cervical region, as well as a diffuse erythematous
rash on the trunk. The laboratory findings included IgM antibodies seroconversion
against West Nile virus.
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0 virus West Nile (WN) é um virus do género Flavivirus (familia Flaviviridae) constituido por
cerca de 70 virus, a maior parte deles transmitidos por mosquitos ou carracas.

A semelhanca dos outros flavivirus, o virido de WN ¢é esférico, com 40 a 60 nm de

didmetro. O genoma, de ARN monocatenario de polaridade positiva, é envolvido por um
nucleocapside com simetria icosaédrica, rodeado por membrana e involucro em bicamada
lipidica, com origem na célula hospedeira. Sdo reconhecidas estirpes de duas linhagens
genéticas, nomeadamente a linhagem 1 detectada na Europa, América do Norte, Asia,
Africa e Australia e a linhagem 2 identificada na Africa subsaariana e Madagascar™.Em 2010
a linhagem 2 foi identificada, pela primeira vez na Europa, num surto ocorrido na Grécia
com 191 casos e 32 mortos?.

0 virus WN mantém-se na natureza em ciclos enzooticos que envolvem mosquitos
ornitofilicos, como vectores primarios, e algumas espécies de aves como reservatorio
primario. Acidentalmente os mosquitos podem transmitir o virus a equinos e humanos.
Existem varios relatos de infeccdes humanas associadas a transplantes e doacdes de
sanguel* %9, Muitas espécies de aves, inclusivamente migratorias, e de mosquitos,
sobretudo do género Culex, tém sido identificadas como reservatorios e vectores de WN,
0 que provavelmente tem contribuido para a ampla distribuicdo geografica do virus e
consequentemente da patologia em animais e humanos.

0O periodo de incubagao da infeccao por WN varia, normalmente entre trés e 15 dias apds

a picada do mosquito vector. Cerca de 80% das infeccdes humanas por virus WN séo
assintomaticas, nas restantes pode haver uma sindrome febril com inicio subito durante dois
a cinco dias, com cefaleias, mialgias, mal-estar, nauseas e vomitos, por vezes com exantema
maculopapular ou roseolar”. Em 1% das infecgdes pode haver sintomas neurotropicos
como meningite, meningoencefalite ou mielite, geralmente associados a febre elevada.
Outras apresentagdes neurotropicas incluem ataxia e sinais extrapiramidais, poliradiculite,
convulsdes e nevrite ocular®®. A fraqueza muscular é referida na maior parte das
apresentagées clinicas.

Em Portugal ha evidéncias que o virus WN se mantém em ciclos epizodticos e que tem
capacidade para infectar seres humanos esporadica e inesperadamente.

Nos primeiros estudos em arbovirus (virus transmitidos por artropodes) em Portugal,
realizados a partir dos anos 60, num inquérito epidemiolégico foram identificadas

0,5% de positivos para WN por seroneutralizaggo,'” em 1649 individuos saudaveis,
sobretudo dadores de sangue. O virus WN Roxo, linhagem 1, foi isolado de mosquitos

da espécie Anopheles maculipenniss.|", na mesma regido, muito proximo da barragem
do Roxo, em Aljustrel, e, ainda na mesma regido, foram identificados sete cavalos com
anticorpos neutralizantes contra o virus WN, em 24 equinos sobreviventes de um surto de
encefalomielite equina ocorrido anos antes' 13,

No Centro de Estudos de Vectores e Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de Saude

Dr. Ricardo Jorge (CEVDI/INSA), o diagnostico laboratorial de rotina para arbovirus foi
estabelecido em 19960l A presenca do virus WN n&o foi identificada em amostras humanas
até 2004; nesse ano foram diagnosticados dois casos, relacionados, em turistas que teriam
permanecido na regido sul do pais™®. Na mesma regido, e na mesma época, o virus, linhagem 1,
foi isolado de mosquitos Culex pipenss.l. e Cx. univittatus'®. A Administragio Regional de
Saude do Algarve desenvolveu, com o CEVDI/INSA, um programa de vigilancia de vectores
do virus WN, nos dois anos subsequentes a identificacdo dos casos humanos, e realizou um
inquérito epidemioldgico na regido em que ndo foram identificados mosquitos infectados
com virus WN, nem outros casos humanos.

Em Julho de 2010 foi identificado um novo caso humano de infeccdo por virus WN.
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Evolugdo Clinica

No dia 9 de Julho de 2010, AMPCP, sexo feminino, 55 anos de idade,
foi observada no SU do Hospital Sao Bernardo (HSB), Setubal, por
um quadro clinico de febre, exantema cutaneo e poliadenopatias.

Apresentava antecedentes de habitos tabagicos acentuados (20
cigarros/dia), HTA medicada com um diurético tiazidico desde ha
cerca de um ano, episodios irregulares de ulceras da mucosa oral
(< de 3/ano, e ndo acompanhados por outras queixas,
nomeadamente fendmeno de patergia, olho vermelho, artralgias,
artrite, ou tromboses venosas).

0 quadro febril tinha trés semanas de evolucéo e era caracterizado
por hiperpirexia muito irregular, por vezes com calafrios e picos
superiores a 39°C, que se mantinham ao longo do tempo néo
melhorando com a medicagdo prescrita (analgésicos, anti-
-piréticos e anti-inflamatorios n3o esterdides). A paciente referia
cefaleias, mialgias, adinamia e astenia acentuadas, acompanhadas
de adenomegalias volumosas e dolorosas na regido cervical que
surgiram na semana anterior, assim como exantema cutaneo nao
pruriginoso e de aspecto eritematoso difuso com maior expressao
no tronco, sequido de descamacdo da pele das maos. Dois dias
antes de recorrer ao SU verificou uma diminui¢ao brusca do
tamanho das adenomegalias.

Na observacéo clinica no SU realca-se a presenca de exantema
eritematoso com predominio no tronco, confluente, embora
evanescente, auséncia de hepato-esplenomegalia, adenomegalias
ou febre, sendo a observacgao cardiaca e pulmonar, assim como o
exame neuroldgico, normais.

Residia em meio rural, referiu ingestdo de dgua de pocos e contacto
reqular com caes e gatos. Desde o inicio do Vero referia ter sido muito
picada por mosquitos nas imediacdes da sua residéncia, negando
viagens, designadamente a paises tropicais, nos ultimos 12 meses.

Tinha consultado varios médicos e realizados diversos exames
auxiliares de diagndstico, de cujos resultados se realcam: auto-
-anticorpos marcadores das vasculites e conetivopatias todos
negativos, complementos normais, Widal e serologia da Brucelose
também negativos, hemograma (L: 21100 com N 80%, P 400000),
VS 16, serologias (CMV: 1gG+ e IgM -, EBV: IgG + e IgM -, HSV 1e2:
lgG e IgM negativos, HIV 1 e 2 negativos) e radiografia do torax sem
alteragdes significativas.

Dos exames entdo realizados no SU realcava-se hemograma, glucose,
funcao renal e hepatica, coagulagdo e gasimetria normais, ionograma
com hipocaliémia (K 2,9 mEg/l) e PCR de 5,9 mg/100ml. Por suspeita
de eventual zoonose foram pedidos testes ao CEVDI/INSA.

Teve alta para o Hospital de Dia de Infecciologia medicada com
cloreto de potassio retard PO e vigilancia clinica, com indicagcao
para realizar hemoculturas caso voltasse a apresentar picos de febre
superiores a 38°C.

Uma semana depois, ja na consulta externa, a doente mantinha
quadro de febricula (sem picos de hiperpirexia superiores a 38°C),
astenia a adinamia muito marcadas e ligeiras mialgias, tendo-se
tomado conhecimento de uma serologia negativa para zoonoses
com excepcdo de West Nile com 1gG negativas e IgM positivas.

A doente foi mantida no domicilio com vigilancia clinica, tendo
sido alterada a medicagao anti-hipertensiva da Indapamida para o
Cilazapril.

Na semana sequinte recorreu de novo a Consulta Externa por
agravamento das cefaleias e cervicalgias que eram muito intensas,
e por ter voltado a ter febre mais alta, queixas que ndo melhoravam
com Paracetamol.

0 exame clinico ndo revelava nesta altura qualquer alteragcao
relevante, com excepcdo de uma ligeira rigidez terminal da nuca
com hipertonia dos musculos do pescoco.

Fez nesse dia TAC CE e Cervical que apenas revelou ligeiras
alteracdes degenerativas cervicais. Repetiu as analises de rotina que
revelaram: hemograma, funcao renal e hepatica, ionograma, urina I,
PCR e VS, coagulacdo, todas sem alteracoes.



Data 12/7 22/07 06/08 27/07

Amostra 1.°soro e 2.° soro 3.° soro LCR
sangue total

Titulo IgM IgG IgM lgG IgM lgG lgG+ IgM

West Nile (IFA) 128 16 32 32 32 32 <8 neg
pos sus pos pos pos pos

Flavivirus (RT- PCR)  neg neg ne ne ne ne ne

IFA - Imunofluorescéncia (limiares de positividade: IgG =32; IgM=16)
RT-PCR - Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction
ne - ndo efectuado; neg - negativo; pos - positivo; sus - suspeito

Perante o agravamento clinico e a conhecimento dos resultados analiticos dos soros no
CEVDI (serologia IgM positiva para West Nile) optou-se pela realizacio de uma PL que
revelou um LCR com exame cito-quimico (incluindo ADA) normal, tendo posteriormente
0 exame microbioldgico, a serologia para West Nile, Herpes Simplex, Toxoplasmose, EBV e
HHV6, e o PCR sido todos negativos (incluindo este ultimo também para BK).

Duas semanas depois da primeira observacéo, a doente ainda referia cefaleias, dor de
garganta, astenia e mal-estar intenso, embora ndo apresentasse febre ou erupgédo cutanea.
Foram pedidas novas analises, e manteve a TA controlada com terapéutica médica com
cilazapril e idanpamida.

Na observacdo efectuada quatro semanas depois houve uma melhoria nas queixas cervicais
com menos astenia e mal-estar geral, mantendo-se apirética e sem alteracdes do exame
objectivo, nomeadamente exantema ou adenomegalias. Continuou sob vigilancia clinica no
domicilio, voltando progressivamente ao exercicio da sua actividade profissional (Psicologa),
medicada apenas com a mesma terapéutica anti-hipertensiva.

Volvidas trés semanas apresentou-se de novo na consulta e apds a realizacao de analises,
teve alta clinica com o diagndstico provavel de infeccdo autoctone pelo virus West Nile.

Exames Laboratoriais no CEVDI/INSA

A 12 de Julho, no laboratorio do CEVDI/INSA, foi feita colheita de sangue total e soro para
realizacdo de analises seroldgicas e de deteccdo de dcidos nucleicos de Borrelia burgdorferi,
Rickettsia conorii, Coxiella burnetii, Dengue, Chikungunya e virus WN.

Os métodos indirectos e directos realizados mostraram-se negativos para estes agentes
excepto para os anticorpos IgM (positivo, titulo 128) e gG (suspeito, titulo 16) anti-virus
WN. O laboratdrio solicitou o envio de nova a amostra para confirmacéo de seroconverséo
nos titulos de IgM para West Nile. Foi assim recebido uma segunda (22 de Julho) e terceira
amostra (6 de Agosto) de soro e uma amostra de liquido cefaloraquidiano a 27 de Julho.

No quadro | € apresentado um sumario dos resultados dos testes para WN realizados ao
longo da evolugao clinica.

Para excluir possiveis reaccdes cruzadas com outros virus do género flavivirus,a 1.2 e 2.2
amostras foram também testadas, por IFA, para os flavivirus Dengue, Febre-amarela e
Encefalite transmitida por Carracas (TBE) tendo apresentado resultados negativos.

A 12 e 2.2 amostras de soro foram enviadas a um dos laboratdrios da rede ENIVD-ECDC
(European Network for Diagnostic of Imported Viral Diseases - European Center for Disease

Control), nomeadamente o Instituto
Robert Koch, para analise, por provas

de neutralizacdo em placa (PRNT).

Neste laboratério foram confirmados os
resultados da IFA, no entanto os resultados
da PRNT revelaram-se negativos.

Epidemiologia

A paciente habita numa zona rural,
proximo de um campo de golfe e do
estudrio de um rio, incluido numa reserva
natural, conhecida por fazer parte de rotas
de migracdo de aves.

De 13 a 28 de Julho o CEVDI/INSA realizou
colheitas de mosquitos adultos na zona
exterior da habitacéo (até 1 km de
distancia), em 15 armadilhas/noite, com
armadilhas tipo CDC (Center for Disease
Control and Prevention). Como atractivo foi
utilizado CO, na forma de gelo seco. Foram
capturados 1825 mosquitos adultos de 11
espécies diferentes (Anopheles claviger, An.
maculipennis s.l., Coquillettidea richiardii,
Culiseta annulata, Cs. longiareolata, Cx.
pipiens s.l., Cx. perexiguus, Cx. theileri,
Ochlerotatus caspius, Oc. detritus and
Orthopodomyia pulcripalpis). A espécie
mais abundante foi Oc. caspius (70%)
sequida por Cx. pipiens (16%).

Os mosquitos fémea identificados foram
separados, por espécie e data de colheita,
em 57 pools (com um maximo de 50
individuos) e testados para a presenca de
acidos nucleicos de flavivirus com testes
de RT-PCR para a deteccdo de uma zona
conservada no gene NS5. Todos os pools
testados foram negativos.

No laboratario do CEVDI/INSA, apos a
distribuicao de uma circular informativa
pela Direccao Geral de Saude aos servicos
de saude, notou-se um acréscimo de
pedidos de diagndstico para WN, sem,
contudo, terem sido identificados novos
casos humanos positivos em toda a época
de actividade dos mosquitos.

Vigilancia do virus WN em Portugal

Desde 2008 que, no ambito do programa
REVIVE (Rede de Vigilancia de Vectores),
Portugal tem um sistema de vigilancia
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sistematica de mosquitos e flavivirus transmitidos. O REVIVE
resulta da colaboragao da Direccao Geral de Saude, Administracoes
Regionais de Saude e Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge.
Neste programa os mosquitos sdo capturados de Maio a Qutubro,
duas vezes por més em varios concelhos de todas as regides de
satde. Os mosquitos sdo depois identificados e reunidos em pools
para pesquisa de flavivirus. De 2008 a 2010, o virus WN n&o foi
detectado em 16 992 mosquitos testados num total de 77 710
capturados em 44 concelhos de Portugall'”.:

A deteccao da presenca do virus WN em Portugal tem sido muito
esporadica e inesperada, provavelmente porque, aparentemente, o
virus ocupa nichos muito localizados geograficamente e no tempo
ou ¢ periodicamente introduzido por aves migratorias.

No caso descrito a deteccdo de uma amostra com anticorpos

IgM levou imediatamente a tomada de iniciativas de vigilancia
nos vectores. A fauna de culicideos na regigo (raio de 1 Km)
mostrou ser bastante diversificada (cerca de 1/4 das espécies de
Portugal foram identificadas naquele local). Algumas das espécies
mais abundantes eram provaveis vectores de WN, no entanto o
laboratorio néo identificou mosquitos infectados tendo calculado
que a taxa minima de infeccdo dos mosquitos seria muito proxima
de zero.

A infeccédo por virus WN é uma doenca de notificacdo obrigatoria,
ao nivel da Europa, de acordo com decisdo da Comissao Europeia
de 2 de Abril de 200918 Segundo a definigdo de caso de infecgio
por WNI¥, os casos provaveis, em que ha detecgdo de anticorpos
especificos no soro, sdo confirmados com 1) o isolamento do
virus WN ou 2) a deteccao de acidos nucleicos do virus WN no
sangue ou no LCR ou 3) a deteccdo de anticorpos IgM no LCR

ou 4) deteccio de titulo elevado de IgM e IgG e confirmacéo por
neutralizacdo.

No caso aqui apresentado a primeira amostra para analise da
presenca de anticorpos para o virus West Nile foi colhida trés dias
depois da paciente se apresentar no hospital, no entanto, o inicio
dos sintomas datam de trés semanas antes o que pode justificar

a descida em quatro titulos das imunoglobulinas M e a ligeira
subida das 1gG, assim como a néo deteccao de acidos nucleicos no
diagnostico directo, uma vez que o periodo de virémia do virus WN,
em meédia de cinco dias, ja tinha terminado.

0 teste de neutralizacio (PRNT) representa a prova confirmatoria
para a presenca de anticorpos especificos, no entanto esta
descrito, e foi recentemente provado num painel de controlo de
qualidade internacional (External Quality Assesssemnet for West
Nile "European Network for Imported Viral Disease Diagnostic”,
resultados ndo publicados), que as técnicas utilizadas nos poucos
laboratédrios europeus que realizam a PRNT podem nao detectar
ambas as linhagens do virus WN e é normalmente a linhagem 1 que
tém na rotina do laboratdrio.

Em Portugal e no resto da Europa, tinha sido apenas identificada
como agente etioldgico a linhagem 1, no entanto, em 2010, pela

primeira vez, os surtos na Europa foram atribuidos a virus WN da
linhagem 220,21,

Uma vez que em duas amostras consecutivas foram determinados
alteracdes de titulo IgM de 4x e a neutralizacdo foi negativa, este
caso foi considerado um "caso provavel" de acordo com a definicao
de caso adoptada actualmente.

Nao foram diagnosticados no laboratério mais casos de infeccao
humana por virus West Nile durante toda a época, tendo sido
inclusivamente analisados os co-habitantes do caso aqui descrito.

No entanto, em Qutubro e Novembro, dois meses depois da
identificacdo do caso humano, foram notificados duas ocorréncias
de infecgdes em equinos?2?¥! a apenas 4 km de distancia do local
de residéncia do caso humano identificado no principio do Verao.
Este facto prova a existéncia de actividade viral na regido, apesar
de baixa, uma vez que ndo foi detectada na amostra de mosquitos
testada, mas em apenas dois equinos e um caso humano.

Em resumo, o virus WN foi identificado em Portugal em 1969, 2004
e 2010 sem que tenham sido conhecidos exactamente os eventos
ambientais importantes que levaram a introdugdo ou surgimento
destes casos.

A vigilancia epidemiolégica no vector e nos reservatorios é essencial
uma vez que pode levar a tomada de medidas de controlo dos
vectores e ao alerta dos clinicos para novos casos humanos.
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