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RESUMO

Introdugéo - A infecgdo por virus Toscania (VT), endémica em Italia, tem sido documentada
nos tiltimos anos em outros paises da bacia mediterranica. E um virus com neurotropismo e nos
ultimos anos, em alguns destes paises t€m sido efectuados também estudos de seroprevaléncia.
Em estudo recente incluindo 308 doentes com meningite, documentamos meningite por VT
em 6 (5,6%).

Objectivo - Estudo de prevaléncia de anticorpos numa amostra de populagao hospitalar. Material
e métodos - Em amostras de sangue colhidas no estudo seroldgico de rotina foi feita a pesquisa de
anticorpos especificos para o virus Toscania. Este estudo incluiu amostras de sangue de doentes
admitidos com diagndsticos diversos, de forma a conseguir uma amostra de populagio variavel.
Os doentes imunodeprimidos (infec¢do VIH, em quimioterapia ou transplantados) foram
excluidos. A determinag@o de anticorpos IgG para VT foi efectuada por técnica de Micro-Elisa
(ENZYWELL), de acordo com instrugdes do fabricante, sendo positivo para um cutt-off>1,2.
Resultados — Foram estudados 334 soros seleccionados de forma aleatoria. A amostra incluiu
soros de adultos (304) e criangas (30) de ambos os sexos. Em 13 (3.9%) o anticorpo IgG
foi positivo, em 21 amostras o resultado foi duvidoso e, nas restantes 300 foi negativo. As
amostras com presenca de anticorpo IgG positivo eram todas de adultos, 8 deles com idade
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superior a 60 anos, e incluiram ambos os sexos (8 mulheres € 5 homens). _ Faculdade de Medicina da
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SUMMARY Porto. Portugal.

Seroprevalence survey of Toscana virus infection in Oporto region
Toscana virus (TOSV) endemic in central Italy, has been documented in several Europe-
an countries of the Mediterranean region. It is a neurotropic virus and in some of these
countries studies to investigate seroprevalence have been done. In a recent etiologic study
of meningitis we chose 106 of 308 samples to be tested for TOSV using a nested RT-PCR
assay, and found six (5.6%) cases of meningitis by Toscana virus.
Aim — To investigate the seroprevalence of antibodies against TOSV in a cohort of a
population attended in our Hospital.
Material and methods - In serum samples collected for routine study we have investigated
the presence of antibodies for TOSV. The study included samples of patients hospitalized
and others observed in ambulatory and includes children and adults. Immunocompromised
patients were excluded. The test was based on the-ELISA technique ((ENZYWELL),
according to the manufacture instructions, being positive for a cutt-off>1.2, negative if
the cutt-off <0.8 and doubtful if the cutt-off >0.8 e <1.2.
Results - 334 serum samples arbitrarily were used for seroprevalence study of antibodies
to TOSYV, 304 adults and 30 children. Positive results for anti-TOSV were obtained in 13
(3.9%) samples; in other 21 the result was doubtful and in those cases it was not possible
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to repeat because we have only one pair of serum and in the remaining 300 the result was
negative. The positive samples were all from adults, 8 females and 5 males, 8 (62%) of
them were older than 60 years. All children’ samples were negative for TOSV antibodies.
Conclusion — We documented a seroprevalence of 3.9% to TOSV, namely in adults older
than 60 years. Our prevalence is lower when compared to other European countries,

namely Spain (5-22%)

INTRODUCAO

O virus Toscéania ¢ o virus da febre da mosca da
areia, sendo transmitido por um Phlebotomus. E também
um arbovirus, fazendo parte da familia Bunyaviridae,
género Phlebovirus. Existem trés serotipos deste arbovirus
associados a doenga humana: virus Néapoles, virus Sicilia
e virus Toscania propriamente dito "2

A infecgdo ocorre predominantemente na regido
mediterrdnica e manifesta-se por sindroma febril com
cefaleias e mialgias, meningite ou meningoencefalite ou
de forma assintomatica.

O diagnostico pode ser efectuado por cultura, o
método menos sensivel, ou por métodos serologicos
(IgM por IFA). A técnica de RT-PCR ¢ considerada como
a mais sensivel e especifica para o diagnoéstico °.

O virus Toscéania ¢ endémico no centro de Italia
(Toscania), particularmente na area de Siena, sendo
referido como a causa mais comum (80%) de meningite
em criangas desta regido, durante o verdo, com pico no
més de Agosto, devido ao ciclo de vida do vector *.

Estudos seroldgicos demonstram a presenca de
infec¢do por estes virus no sul da Europa, mas s6 foi
isolado em Italia e em Portugal (um caso num turista
sueco apo6s visita a Portugal em 1985 (5). Trabalhos
recentes mostraram a ocorréncia desta meningite asséptica
em Espanha, nas provincias de Granada e de Madrid & .
Dois outros casos foram também documentados no Sul
de Franga ®, estando ainda descrito o seu aparecimento de
forma esporadica em Chipre, na Grécia e no Egipto °.
Num trabalho por nés efectuado foi feita a investigagdo
da etiologia de 308 casos de infecg@o virica do SNC de
doentes internados consecutivamente entre 2002 e 2005,
nos Servigos de Urgéncia (SU) dos Hospitais da regido
do Porto. A pesquisa de virus Toscania por técnica de RT-
PCR, foi efectuada em 106 amostras de doentes com idade
inferior a 30 anos e com meningite diagnosticada entre
Maio e Setembro, que apresentassem no estudo inicial
pesquisa negativa para Enterovirus e/ou virus Herpes (se
o contexto clinico o justificava).

O PCR para virus Toscania foi positivo em seis
doentes (5,6%) com meningite, dois casos tendo ocorrido
em Maio, dois outros em Junho e dois em Julho, sendo
trés criangas (4, 8, 8 anos), uma adolescente (16 anos) e
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dois adultos (23 e 30 anos), todos tendo tido uma evolugao
favoravel 1°.

Do nosso conhecimento, estes seis casos sdo 0s
primeiros de meningite por virus Toscania referidos em
Portugal e que apoiam outros estudos efectuados em anos
recentes em Espanha e no sul de Franca, em que o virus
tem sido uma causa de meningite asséptica, embora com
uma incidéncia muito inferior a que ¢ descrita em Italia,
onde ¢ referido em alguns estudos como sendo a causa
mais habitual de meningite na crianga durante o verao.

OBJECTIVO

Este estudo destina-se a complementar o estudo
anterior, por avaliacdo serolégica numa amostra aleatoria
de populacdo hospitalar, e observar a importancia deste
agente na regido metropolitana do Porto.

MATERIAL E METODOS

Nas amostras de sangue colhidas no estudo serologico
de rotina, foi efectuada a pesquisa de anticorpos especificos
para o virus da Toscania. Este estudo incluiu amostras de
sangue de rotina analitica de doentes da consulta ou
de doentes internados por causas diversas, de forma a
conseguir uma amostra de populacdo variavel. Os doentes
imunodeprimidos (infeccdo VIH, em quimioterapia ou
transplantados) foram excluidos.

A determinagdo de anticorpos IgG para VT foi
efectuada por técnica de Micro-Elisa (ENZYWELL), de
acordo com instrugdes do fabricante, sendo considerado
positivo para um cutt-off>1,2; negativo se cutt-off <0,8 e
indeterminado se cutt-off >0,8 e <1,2.

De salientar que o estudo laboratorial ira utilizar
as amostras de soro colhidas no estudo laboratorial de
rotina, ndo requerendo por isso nem outras colheitas
nem acréscimo do volume para a pesquisa de anticorpos
especificos

O estudo foi feito no Laboratorio de Microbiologia
doHospital de S. Jodo.

O projecto foi aprovado pela Comissdo de Etica do
Hospital de S. Jodo.
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RESULTADOS

Foram estudados 334 soros seleccionados de forma
aleatoria de doentes internados ou da consulta externa. A
amostra incluiu soros de adultos (n=304) ¢ criangas (n=30)
de ambos os sexos. As idades das criangas variaram entre
0,5 ¢ 15 anos (6 £4) e dos adultos entre 17 e 86 anos (44
+ 21); 51% eram do sexo masculino.

Em 13 (3,9%) o anticorpo IgG foi positivo, em 21
amostras o resultado foi duvidoso e, nas restantes 300,
foi negativo. As amostras com presenga de anticorpo IgG
positivo foram todas de adultos, idades entre 29 a 78 anos
(27+ 25), 8 (62%) deles com idade superior a 60 anos, e
incluiram ambos os sexos (oito mulheres e cinco homens).
Nos casos com resultado indeterminado, ndo foi possivel
a repeticdo pois s6 havia uma amostra de soro. A pesquisa
efectuada nos soros das 30 criangas foi negativa.

DISCUSSAO

O virus Toscania causa infec¢do endémica em
Italia sendo a causa mais comum de meningite em
criangas na regido Toscénia (80%), estando contudo
também documentados casos de meningite em outros
paises da bacia mediterranica. Para além do atingimento
neurologico, este virus € causa de sindroma febril e de
infeccdo assintomatica. Este facto justifica os estudos
de seroprevaléncia que t€m sido efectuados em alguns
paises da Europa de forma a conhecer de um modo mais
correcto a ocorréncia da infec¢do, com alguma variagio
da prevaléncia ' '2,

Os estudos de seroprevaléncia na regido central de
Italia mostram presenga de anticorpos em cerca de 20% das
amostras. Em Espanha na regido de Granada a percentagem
de anticorpos para o virus Toscénia ¢ cerca de 25%. Em
ambos, os Paises ¢ referido que a positividade da serologia
para este virus aumenta com a idade e também ¢ maior na

populagdo rural, indicando uma potencial maior exposi¢ao
6,7

Num estudo de seroprevaléncia na regido da Toscania
entre 1999 e 2006 efectuado em 2737 amostras de doentes
entre um e 60 anos (2097 criangas e 640 adultos) admitidos
por doenga ndo neurologica, foram encontrados anticorpos
para o virus Toscania em 19.8% dos adultos e 5,8% das
criangas e embora fosse observado um pico de incidéncia
no grupo entre os 41 e 50 anos, ndo houve um crescimento
linear com a idade no grupo dos adultos ™.

Um trabalho da regido de Granada, incluindo 184
doentes com meningite asséptica, mostrou que a infecgao
foi por virus Toscania em 15 (8%) doentes, todos com
menos de 14 anos; no mesmo estudo foi feita a pesquisa
de anticorpos em 1268 soros de 1181 hemodadores e
de 87 criangas de diferentes regides de Espanha, sendo

encontrados anticorpos para o virus Toscania em 26,2%
dos soros, para o virus de Napoles em 11,9% e para o
virus da Sicilia em 2,2%, confirmando assim que o virus
¢ também endémico no pais vizinho. Um outro estudo
na regido de Madrid que incluiu 81 amostras de LCR de
meningite asséptica com pesquisa de anticorpos no LCR e
soro confirmou diagndstico em sete casos. O mesmo estudo
incluiu a pesquisa de anticorpos em 457 soros de individuos
saudaveis e também residentes na mesma regiao, tendo-se
documentado uma seroprevaléncia de 5,0%, com aumento
nos adultos com mais de 30 anos (8%) °.

Outros estudos apontam para uma seroprevaléncia
de 20% em Chipre, Grécia 35%, Alemanha 1,6%. Em
Franca eram descritos casos isolados, mas recentemente
foram descritos estudos de seroprevaléncia, com 12% de
anticorpos no sangue de voluntarios saudaveis e 18,9%
de Ig G no soro de doentes internados com infecgdo
do SNC, confirmando assim a circulagdo do virus na
regido 314,

Até ao presente estudo, desconhecemos dados de
seroprevaléncia pelo virus Toscania em Portugal. A amostra
que estudamos, mostra uma percentagem muito inferior aos
estudos de Espanha. Como ja foi anteriormente estudado,
o vector (Ph perniciosus) existe em Portugal com um
pico de actividade entre Maio e Outubro, existindo pois
condig¢des epidemioldgicas para a ocorréncia da infecgao,
que para além do tropismo neuroldgico, pode apresentar-se
por sindroma febril auto-limitada ou mesmo subclinica e
passar despercebida '°.

Tera todo o interesse alargar este estudo serologico
com uma amostra maior de populagdo e verificar se a
presencga de anticorpos cresce tendencialmente com a idade
ou se foi simplesmente um achado nesta amostra.

CONCLUSOES

»  Foi documentada uma seroprevaléncia de 3,9%
para o virus Toscénia

*  Verificou-se um predominio de anticorpos em
adultos acima dos 60 anos

*+ A presenca de anticorpo é menor que a
documentada outros paises do sul da Europa

*  Devemos continuar a pesquisar o VT como agente
de meningite aguda (PCR negativo para outros
virus), sobretudo quando ocorre no verao
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