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_Tularémia: uma zoonose emergente?
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_Introdugéo

A tularémia é uma zoonose causada pela bactéria Francisella tula-
rensis, classificada pelo Centers for Disease Control and Preven-
tion (CDC) como agente de Classe A (1:2),

F. tularensis foi isolada pela primeira vez em 1912 na Califérnia
por George McCoy e Charles Chapin e, desde entdo, detetada
em vérias espécies silvestres (1:3). Os lagomorfos e roedores séo
considerados 0s principais reservatérios de F. tularensis na natu-
reza e assumem particular relevancia face ao potencial risco de
transmissdo ao Homem, quer por contacto direto quer através
dos vetores competentes, como carracas e mosquitos (4). A es-
pécie F. tularensis é a mais patogénica do género Francisella e
engloba trés subespécies (F. tularensis subsp. tularensis, F. tula-
rensis subsp. holarctica e F. tularensis subsp. mediasiatica) com
distribuicbes geograficas e graus de viruléncia distintos (5). F. no-
vicida é reconhecida como uma quarta subspécie, embora esta
classificagdo ndo tenha sido oficialmente adotada (6:7). Apenas
as subespécies F. tularensis subsp. tularensis (Tipo A) e F. tula-
rensis subsp. holarctica (Tipo B) tém uma distribuicao geografica
expressiva na populagéo humana (%),

A principal via de infegao para 0 Homem é a cutanea. Qutras vias in-
cluem a conjuntiva ocular, as mucosas da boca e nariz e a via gas-
trointestinal. O periodo de incubacéo é geralmente de trés a cinco
dias e a doenca tem inicio agudo com febre (38-40°C), cefaleias,
fadiga, mialgias e arrepios de frio. Estdo descritas varias formas cli-
nicas de tularémia: ulceroglandular, glandular, oculoglandular, oro-
faringea, pneumonica, tifoidal e septica. As duas primeiras sao as
mais comuns e encontram-se frequentemente associadas a picada
de artrépodes ou ao contato com animais infetados (1 8).

Relativamente ao diagndstico laboratorial, a cultura € o método de
referéncia para o diagnostico da tularémia e é realizada em condi-
coes de biosseguranca de nivel 3 (BSL3) (1:8). Os métodos mole-
culares baseados na reac@o em cadeia da polimerase (PCR) tém
sido aplicados com sucesso na identificagao rapida e na classifi-
cagdo de Francisella, quando a cultura n@o é possivel ou é nega-
tiva. O PCR em tempo real TaqManTM (rtPCR) apresenta elevada
especificidade e sensibilidade e baseia-se na amplificacao de trés
sequéncias-alvo, nomeadamente o0 gene tul4, o gene fopAe o ele-
mento de insergao ISFTu2. O rtPCR foi também desenvolvido para
diferenciar subespécies e esta direcionado para uma regiao vari-
4vel designada “ilha de patogenicidade” (°:10). Para genotipagem
usam-se métodos mais discriminatérios como o MLVA (Multiple-
locus Variable Number Tandem Repeat Analysis) (1),

A vigilancia epidemiologica da tularémia existe na Europa desde
2003 (Decisdo n.° 2003/534/CE) (12). Apesar de ser considerada
uma doenga pouco frequente tém sido notificados surtos recentes
em varios paises, nomeadamente em Espanha, Franga, na Escan-
dinavia, nos Balcans e na Hungria e casos esporadicos na Austria,
em Italia ou no Reino Unido (13),

Desde 1998, o Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge
(INSA) disponibiliza o diagnéstico laboratorial desta patologia. Em
Portugal, F. tularensis subsp. holarctica foi detetada pela primeira
vez em 2007, por métodos moleculares, numa amostra humana e
num ixodideo (14). Dentro desta linha de investigagao tém vindo a
ser realizados varios estudos epidemioldgicos com o intuito de es-
clarecer a prevaléncia desta doenca em Portugal.

_Objetivo
Descrever a frequéncia de F. tularensis em Portugal, em amostras

humanas, artropodes vetores e potenciais reservatorios como os la-
gomorfos silvestres entre 1 de janeiro de 2011 e 15 de junho de 2015.

_Materiais e métodos

No periodo em estudo foram estudadas 5372 amostras de diferen-
tes origens. O tipo e nimero de amostras, periodo de amostragem
espécies identificadas e técnicas laboratoriais realizadas constam
do quadro 1.
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Quadro 1:
junho de 2015.
. Periodo de N® espécies
[}
Tipo de amostras  N° amostras amostragem  identificadas
2011-Junho
Humanas 93 2015
Mosquitos 4949 2007-2010 122
Carracas 237 70
Epoca
Lagomorfos
’ 93 cinegética 2°¢
F
(Figado e bago) 2011 e 2012

Descrigdo das amostras analisadas e técnicas laboratoriais realizadas no INSA, 1 de janeiro de 2011 - 15 de

Origem Método de Método de Método de
geografica extracao de DNA detec@o tipificacéo
Territério 1 Microaglutinagdo _
Cnaconal cownel | inhoussPR T
o 1. .
Terr\.torlo Coluna ; ferjol. PCR ~
nacional cloroférmio
Distritos de Vila
Real, Braganca Coluna!' PCR sdhA, VNTR
e Evora
Distrito de Evora Coluna!’ rPCR rtPCR

a) 12 espécies pertencentes a 5 géneros: Culx spp., Ochleroctatus spp., Anopheles spp., Culiseta spp, Aedes spp. (numero muito limitado de espécimens Aedes aegypti
da llha da Madeira); b) 7 espécies pertencentes a 4 géneros Dermacentor spp., Ixodes spp., Rhipicephalus spp., Hyalomma spp.; ¢) 2 Oryctolagus cuniculus; Lepus

granatensis; 1) Dneasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany).

_Resultados e discussdo

Entre 1 de janeiro de 2011 e 15 de junho de 2015, o INSA recebeu
93 amostras humanas para confirmagao de diagnéstico de infecao
por Francisella tularensis (tabela 1). Todas as amostras analisadas
foram negativas, nao havendo também casos clinicos notificados
em Portugal desde 2011.

De um total de 237 carragas estudadas, 15 espécimens (6.33%)
das espécies Dermacentor reticulatus, D. marginatus, Hyalomma
lusitanicum, |. ricinus e R. sanguineus foram positivas para a pre-
senca de F. tularensis subsp. holarctica, sugerindo que, N0 N0SSO
pais, as carragas possam ser 0s vetores mais importante desta
zoonose, tal como acontece na maioria dos paises europeus (15),
Os 4949 mosquitos investigados foram negativos para a presenca
de F. tularensis, indicando que estes artrépodes nao parecem
desempenhar um papel relevante na transmissao da tularémia ao
homem em Portugal (16).

F. tularensis subsp. holarctica foi recentemente detetada em
lagomorfos silvestres pela primeira vez em Portugal. Das 93 amos-
tras analisadas, seis (6.45%) foram positivas para a presenca desta

bactéria (15). Os lagomorfos séo indicadores biolégicos de tularé-
mia, estando diretamente implicados na transmissé@o da doenca
ao homem, uma vez que estdo entre as espécies cinegéticas
mais cagadas na Peninsula Ibérica. Neste contexto, o papel dos
lagomorfos como reservatorio e potencial veiculo de transmisséo
de tularémia necessita de ser clarificado continuando a ser objeto

de estudo.
Tabela 1: £ Diagnéstico laboratorial de infegéo por Francisella
tularensis realizado no INSA, 1 de janeiro de 2011
- 15 junho de 2015.
Ano de diagnéstico
Método 2011 2012 2013 2014 2015
Serologia
(microaglutinacao 21 13 14 25 5
in house)
PCR 12 1 2 0 0
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Conclusdes

Apesar da tularémia ser considerada uma doenca pouco frequente,
a elevada infeciosidade de F. tularensis e a sua facil dispersao por
aérossois ou através de agua contaminada tornam este agente etio-
légico numa potencial arma de bioterrorismo (8). Acresce que a sua
ampla distribui¢do geografica e emergéncia, atualmente observada
na Europa, conduziram ao reforgo da vigiléncia e do conhecimento
sobre a doenga, sobretudo entre as populacdes de risco, nomeada-
mente cacadores e profissionais de satde (3). Assim, e do ponto de
vista de salde publica, o potencial impacto desta doenca enquanto
zoonose emergente ndo deve ser negligenciado. A par da sensibili-
zacao junto as populacdes de risco, a vigilancia da tularémia nos
animais sentinela é essencial para a monitorizacao e prevengao de
eventuais surtos epidémicos, sobretudo em regides onde o contato
com potenciais reservatorios e vetores é mais frequente.
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