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RESUMO E PALAVRAS-CHAVE

A Lingua Azul ou Febre Catarral Ovina € uma doenca viral transmitida por
artrépodes, nomeadamente mosquitos do género Culicoides, que afeta ruminantes
com maior ou menor viruléncia, dependendo de diversos fatores (Kyriakis, et al.,
2015; Spedicato, 2016). A Lingua Azul foi reconhecida ha mais de 100 anos na
Africa do Sul, sendo considerada enzoética em todas as regides tropicais e
temperadas do mundo, no entanto, tém sido descritas alteragdes regionais drasticas
recentes na distribuicdo global do virus de Lingua Azul, sobretudo na Europa, desde
1998 (Maclachlan, 2011). Assim, no presente trabalho sdo apresentados os
resultados de um estudo sobre a monitorizagdo de anticorpos IgG contra o virus de
Lingua Azul em Ovelhas Serra da Estrela, em quatro concelhos da Beira Interior:
Celorico da Beira, Fornos de Algodres, Seia e Gouveia, em Fevereiro e Junho de
2016. Para tal, foram visitadas 56 exploracées, num total de 105 amostras de leite
do tanque e ainda 27 exploracdes, para recolha de um total de 204 amostras de
sangue por punc¢ao da veia jugular, por centrifugacao foi obtido o lacto-soro e o soro.
Posteriormente, foi aplicado um teste de ELISA, com recurso a dois kits comerciais
ID Screen® BlueTongue Milk Indirect e ID Screen® BlueTongue Competition para a
detecdo de anticorpos contra a proteina VP7 do virus de Lingua Azul. Nos
resultados obtidos, constatou-se, um aumento da prevaléncia de anticorpos IgG
contra o virus de Lingua Azul, relativamente as amostras de leite do primeiro
momento, para o segundo momento de 91,07% para 93,88%, respetivamente, o que
pode sugerir a emergéncia do virus. E registou-se ainda, no que se refere as
amostras de sangue uma diminuicdo da seroprevaléncia de 4,63% para 3,13%,
respetivamente em Fevereiro e Junho de 2016, o que pode sugerir uma diminuigao

do alcance do vetor.

PALAVRAS-CHAVE: Ovinos, Arbovirus, Lingua Azul, Anticorpos, teste ELISA
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TITLE, ABSTRAT E KEYWORDS

The BlueTongue or Catarrhal Fever Ovine is a viral disease transmitted by
arthropods, namely midges of the genus Culicoides, which affects ruminants with
greater or lesser virulence depending on several factors (Kyriakis, et al., 2015;
Spedicato, 2016). The BlueTongue has been recognized has more than 100 years in
South Africa and is considered enzootic in all the tropical and temperate regions of
the world, however, recent drastic regional changes have been described in the
global distribution of Bluetongue virus, especially in Europe, since 1998 (Maclachlan,
2011). Therefore, in this work, are presented the results of a study about monitoring
of 1IgG antibodies against Bluetongue virus in Ovinos Serra da Estrela in four
municipalities of Beira Interior: Celorico da Beira, Fornos de Algodres, Seia e
Gouveia, in February and June of 2016. For this purpose, 56 farms were visited, in a
total of 105 milk samples from the tank and 27 farms, to collect a total of 204
samples of blood by puncture of the jugular vein, by centrifugation the lacto-serum
and the serum were obtained. Posteriorly, an ELISA test was applied using two
commercial ID Screen® BlueTongue Milk Indirect and ID Screen® BlueTongue
Competition kits for the detection of antibodies against the BlueTongue virus VP7
protein. In the obtained results, an increase in the prevalence of IgG antibodies
against the BlueTongue virus was detected in relation to the milk samples from the
first moment, for the second moment of 91.07% and 93.88%, respectively. May
suggest the emergence of the virus. And a decrease in seroprevalence from 4.63%
to 3.13% was recorded for blood samples, respectively in February and June 2016,

which may suggest a decrease in the vector range.

KEY WORDS: Sheep, Arbovirus, BlueTongue, Antibodies, ELISA test
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1. INTRODUGAO

Doencgas causadas por arbovirus sdo doengas epizodticas de etiologia viral
que afetam os ruminantes, com transmissao vetorial, muitas delas incluidas na lista
da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE). S&o, também, consideradas
doencgas economicamente importantes e com caracteristicas de emergéncia e re-
emergéncia em Portugal, e em especial na regido centro, nos ultimos 10 anos,
resultando em elevada morbilidade e mortalidade (DGAV, 2014; Kyriakis, et al.,
2015).

A Lingua Azul é umas dessas doengas com carater de reporte obrigatério
(DGAV, 2014), tendo sido relatada pela primeira vez na Africa do Sul, no fim do
século dezanove (Spreull, 1902 e Spreull, 1905 in Kyriakis, et al., 2015) e até a
primeira metade do século vinte era apenas considerada endémica em algumas
zonas de Africa e de Chipre (Kyriakis, et al., 2015).

No entanto, desde essa época foram reportados diversos surtos em
diferentes zonas do planeta, causados por distintos serotipos da doenca. Alguns
desses casos, foram por exemplo relatados na Europa, como o surto de 2006 a
2008, com o serotipo 8 ou na Grécia, em 2014 com uma estirpe do serotipo 4.
Nestes dois exemplos, foram aplicados planos vacinais mas tardiamente, o que
resultou na ampla disseminagdo da doenca, culminando em perdas econdmicas
significativas nas regides afetadas (Kyriakis, et al., 2015). Em Portugal, encontram-
se atualmente em circulagdo apenas dois serotipos, serotipo 1 em todo o territério
continental e o serotipo 4 na regido do Algarve (DGAV, 2014; DGAV, 2017;
European Commission, 2017). Nos ultimos anos, tém também surgido novos casos,
mais concretamente na zona centro e sul do pais (Cordeiro de Sa, 2017; DGAYV,
2017), o que justifica a elaboragdo de trabalhos de monitorizagdo e vigilancia
epidemioldgica no territdrio nacional, pela necessidade de obter dados indicativos da
prevaléncia/incidéncia deste arbovirus.

Assim, no presente Trabalho de Projeto integrado no Mestrado de
Tecnologias da Produgdo Animal sdo apresentados os resultados de um estudo
sobre a prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul, realizado nos
ovinos da raga autdctone Serra da Estrela, que iniciaram a campanha de contraste
leiteiro no alavao 2015/2016 e que pertencem a quatro concelhos da Beira Interior,

nomeadamente Celorico da Beira, Fornos de Algodres, Seia e Gouveia.



XXXXXX] 2

Contudo, este tipo de estudos com atividade no campo revela sempre
algumas dificuldades que depois se repercutem nos resultados. Pelo que, este
trabalho de projeto ndo foi excegdo, sendo elas: a recetividade por parte dos
produtores, ou seja, na abertura das portas das suas exploragdes, para um “pessoa
desconhecida” recolher amostras de leite e, ainda, mais de sangue, o que implica a
acao direta sobre os préprios animais e acima de tudo convencer os préprios
produtores de que nido pertencemos a nenhuma entidade fiscalizadora como ASAE,
que nao vimos realizar as habituais analises a constituicao do leite, mas sim, apenas
recolher algumas amostras para um trabalho de fim de curso; as proprias
deslocagdes no terreno com um veiculo adequado a cidade, a pé também seria
possivel, mas devido ao limite de tempo para visitar o maior numero de exploracoes,
num mesmo dia, a fim de evitar um maior numero de deslocacdes e abastecimentos
e por conseguinte de investimento, antes das ovelhas sairem para o pasto (uma vez
gue na mesma zona, todos praticam os mesmos horarios (Inverno — manha: 8h a
10h; tarde 16h30-18h; Verdao — manha, 5h30/6h-8h; tarde 19h-20h30) revelou-se
outra condicionante; assim como a falta de rede para contactar com os produtores
na chegada a algumas exploragdes, s para confirmar se estariamos a chegar ao
local pretendido; ou a falta de iluminagdo em algumas exploragdes, para localizar a
veia jugular de uma ovelha, por exemplo numa ovelha de cor preta; ja para nao falar
das condicdes climatéricas ou dos naturais imprevistos que esperamos que nunca
acontegam, mas que invariavelmente acabam por acontecer, como aquele produtor
que se esqueceu que iriamos visita-lo naquele dia.

Claro, todos estes contratempos num primeiro momento, na segunda
recolha, contudo, esperamos que seja mais simples, j@ com dias de sol e
temperatura mais agradavel logo pela manh3; ja conhecemos o percurso a percorrer
para chegar a cada exploragdo e o proprio produtor ja sabe qual o procedimento,
pelo que ndo se espera que os produtores (sendo alertados na primeira recolha que
iriamos visita-los uma segunda vez para recolha do leite e de sangue das mesmas
quatro ovelhas) ndo demonstrem “paciéncia” termo utilizado por alguns, para
identificar essas ovelhas ou que percamos uma hora a procura dessas quatro
ovelhas numa exploragao de 150 animais, quando foi tdo rapida a primeira recolha.

Contudo, apesar da reducao do universo inicial de exploragdes a visitar e da
perda de algumas amostras do primeiro momento para o segundo momento, foi

possivel a elaboracédo deste documento. Assim e para concluir, numa primeira fase &
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apresentada uma revisdo bibliografica sobre a doencga (etiologia, epidemiologia,
patogenia, entre outros aspetos) e numa segunda fase, é descrito todo o trabalho de
campo realizado desde o primeiro contacto com os produtores a recolha final das
amostras de leite e de sangue, assim como 0 seu processamento e posterior
analise, com aplicacao do teste ELISA de competicdo sobre o soro de sangue e do
teste ELISA indireto sobre o lacto-soro, no Laboratério de Virologia do Departamento
de Ciéncias Biolégicas da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto e a

discusséao dos resultados obtidos.



XXX| 4

2. CARACTERIZAGAO DA LINGUA AZUL
2.1. ETIOLOGIA

A Lingua Azul é uma doenca infeciosa, ndo contagiosa, sem potencial
zoonotico, a qual afeta ruminantes domésticos e selvagens, mas sobretudo algumas
racas de ovinos (Zientara, et al., 2014).

O agente causal € um arbovirus do género Orbivirus e da familia Reoviridae,
transmitido, tal como o nome sugere, por artropodes, neste caso, por mosquitos do
género Cullicoides (Maan, et al., 2015; Kyriakis, et al., 2015; Spedicato, 2016).

O genoma do virus de Lingua Azul é caracterizado por uma cadeia dupla de
RNA dividida em cerca de 10 segmentos independentes, que codificam sete
proteinas estruturais (normalmente designadas VP1 a VP7) e quatro nao estruturais
(designadas por NS1 a NS4) (Figura 1). Este tipo de arbovirus ndo apresenta
envelope, replica-se no citoplasma e apresenta um periodo de incubacido de 5 a 10
dias (Hoffmann, et al., 2008; Maan, et al., 2011; DGAV, 2014).

Devido a estas caracteristicas, exibe resisténcia a agentes fisicos e
quimicos, como por exemplo a solventes organicos (cloroférmio e éter) e a
desinfetantes (Nonidet P-40, desoxicolato e saponina) e é muito estavel em
presenca de proteinas, tendo resistido durante anos em sangue conservado a 20°C.
Contudo, apresenta sensibilidade a pH menor que 6 e pH superior a 8 e a
congelacao lenta entre -10 e — 20°C, podendo ser inativado durante a exposi¢cao a
temperaturas de 50°C, durante 3 horas ou a 60°C durante cerca de 15 minutos e por
produtos quimicos e desinfetantes (a B-propiolactona, os iod6foros ou os compostos
fendlicos) (DGAV, 2012; OIE, 2013; DGAV, 2014).

Até ao momento, foram descritos 27 serotipos sem imunidade cruzada entre
si (DGAV, 2017). Esta variabilidade genética entre os serotipos prende-se com
fendmenos de deriva genética e de mutagdo, sendo que esta ultima resulta de um
rearranjo dos segmentos dos genes do virus, aquando da infegdo com multiplos
serotipos, quer no hospedeiro vertebrado quer no invertebrado (Bonneau &
MacLachlan , 2004).

Em Fevereiro de 2010, foi descoberto o serotipo numero 26, isolado em
ovelhas e cabras que apresentavam sintomas consistentes com a doenga, na regiao

de Abdali no Kuwait, perto da fronteira com o Iraque. Foi demonstrada a positividade
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das amostras de soro a anticorpos contra o virus através da aplicagcdo de um teste
ELISA (Maan, et al., 2011).

Ja no final de 2013, durante uma campanha de vacinacéo contra o serotipo
1, na Corsega, Franca, e no decorrer de um processo de monitorizacdo foram
recolhidas amostras em cabras assintomaticas , que apds analise demonstraram a
presenga do virus de Lingua Azul, contudo constatou-se que era uma nova estirpe
pertencente a um serotipo previamente nao caracterizado, o serotipo 27, e com
semelhangas aos ja descritos, os serotipos 25 e 26 (Zientara, et al., 2014; Schulz,
et al., 2016).

VP2 T
VPs |
VP?
VP3
VPG
VP
VP4 ®

ds ANA

Figura 1. Esquema representativo dos segmentos de RNA e das proteinas estruturais que
caracterizam o virus de Lingua Azul. Retirado de Schwartz-Cornil, et al. 2008 in Kyriakis, et al., 2015.

2.2. EPIDEMIOLOGIA
2.2.1. DISTRIBUICAO

A Lingua Azul foi descrita pela primeira vez em 1876, na Africa do Sul e foi
designada, também, por Febre Catarral Ovina por Hurtcheon, em 1881, contudo é
provavel que a doenca se demonstre deste o inicio da criacdo de ovinos pelo
Homem (Henning, 1956 in Maclachlan, 2011). Inicialmente pensava-se ser endémica
nesta regido, mas diversos surtos em outras zonas do planeta, como em Israel
(1951), nos EUA (1952), na Peninsula Ibérica (1956), no subcontinente indiano
(1961), na Australia (1975), em algumas ilhas gregas (1979) e mais recentemente
em outras zonas da Europa, por exemplo, vieram provar o contrario (Kyriakis, et al.,
2015).

Assim, o virus de Lingua Azul esta presente em zonas tropicais e

temperadas em grande parte do mundo, tipicamente nas regides com latitudes entre
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35°S e 40°N a 50°N (Pascual-Linaza, et al., 2014; Kyriakis, et al., 2015). Neste
momento, esta presente em todos os continentes, exceto na Antartida (Maclachlan,
2011; Spedicato, 2016; European Commission, 2017). A sua distribuicdo (Figura 2)
esta condicionada pela presenca de vetores competentes e dos seus habitats, ou
seja, por fatores ecologicos (por exemplo, precipitacdo, temperatura, humidade e
caracteristicas do solo), sendo em muitas zonas do planeta de ocorréncia sazonal
(OIE, 2013). O periodo sazonalmente indemne €& descrito pela Comissdo Europeia
(2017), como aquele, durante o qual e numa determinada zona geografica
epidemiologicamente relevante e durante uma parte do ano, ndo ha sinais de
transmissdo do virus ou, culicoides adultos suscetiveis de serem vetores

competentes.

C. imicola, C. pulicaris, C. C. imicola
obsoletus, C. scoticus, C. e
dewulfi e C. chiopterus outros

C. brevitarsis, C. actoni, C.
fulvus, C. schultzei e muitos
outros Culicoides spp.

C. sonorensis

14.8,9, 11;5 12,15-18, 21, 23

14,6,8,10, |

\)f‘Q. 17

C. insignis e
possivelmente C.

1-16, 18-20, 22,

24

13,7, 9, 12,15, 16, 20, 21, 23

C. brevitarsis, C. wadai, C.

pusillus, C. furens, C. ‘

filarifer e C. trilineatus

C. imicola, C. bolitinos
€ possivelmente

outros

actoni, C. fulvus, C. schultzei e
possivelmente outros

Figura 2. Distribuicdo mundial dos diversos serotipos de Lingua Azul, assim como das principais
espécies de culicoides que transmitem o virus de Lingua Azul. Retirado de Rodrigues 2008, apés ser
adaptado de MacLachlan & Osburn, 2006.

Pensa-se que o virus de Lingua Azul tenha chegado a Europa por trés vias
(Figura 3): da Turquia/Chipre para a Grécia e ltalia; do Norte de Africa (Algéria,
Tunisia) para a ltalia e ilhas mediterranicas; e de Marrocos para o sul de Espanha e
Portugal (Kyriakis, et al., 2015).
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Figura 3. Possiveis rotas de entrada dos diversos serotipos do virus de Lingua Azul, na Europa desde
1998 até 2008 (Saegerman, Berkvens, & Mellor, 2008).

Contudo, um dos surtos mais significativos ja ocorridos, e acerca do qual
ainda néo foi possivel concluir qual a via de entrada, foi entre 2006 e 2008 causado
pelo serotipo 8, no norte e oeste da Europa, até a Escandinavia, bem como nas ilhas
britdnicas, tendo provocado graves perdas financeiras e desencadeado um enorme
desenvolvimento ao nivel da producdo de vacinas inativadas eficientes contra o
virus e assim como, a aplicagao dos programas de controlo da doenga por parte das
autoridades nacionais. Foram observados, ainda, outros surtos da doenca na
Europa, causados por varios serotipos, por exemplo, 1, 2, 4, 6, 9, 11, 16 e 25, tendo
sido implementadas zonas de restricdo temporaria ou vacinagdo generalizada para
incidentes menores ou maiores, respetivamente (Kyriakis, et al., 2015).

Atualmente existem diversas areas restritas, de acordo com o serotipo em

circulacéo nesse local, como é observado na Figura 4.
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Figura 4. Zonas restritas, de acordo com o serotipo em circulagdo, em toda a Europa em Fevereiro de
2017. Portugal apresenta para todo o territério continental a circulagéo do serotipo 1 e na regido do
Algarve, o 1 e 0 4 (European Commission, 2017).

2.2.2. TRANSMISSAO/VECTORES

O virus de Lingua Azul afeta um amplo espectro de ruminantes quer
domésticos quer selvagens, no entanto, as espécies mais suscetiveis sao sobretudo
determinadas ragas de ovinos, como por exemplo, ragas melhoradas (Saegerman,
Berkvens, & Mellor, 2008) e algumas espécies de veados. Os bovinos e cabras, na
maioria das vezes apresentam infegbes subclinicas, podendo funcionar como
importantes reservatorios da doenca (Saegerman, Berkvens, & Mellor, 2008).

A sua transmissdo ocorre através de mosquitos hematéfagos do género
Cullicoides (Figura 5). Existem cerca de 1500 espécies conhecidas, as quais sao
encontradas em todos os continentes, exceto Antartica, mas somente cerca de 50
apresentam capacidades de transmissdo do virus, sendo as mais significativas C.
imicola, C. obsoletus, C. variipennis, C. pulicaris, C. sonorensis, C. nubeculosus, C.
dewulfi e C. chiopterus. A espécie C. imicola é o vetor principal na Africa, no Oriente
Médio, na maior parte do Sudeste Asiatico e em algumas zonas do sul da Europa,
incluindo Portugal (Kyriakis, et al., 2015). A sua distribuicao é restrita a determinadas
regides e o seu periodo de transmissé&o € limitado ao intervalo de tempo em que os

vetores adultos estdo ativos (Saegerman, Berkvens, & Mellor, 2008; OIE, 2013).
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Dependendo da espécie em causa, a atividade vetorial adulta geralmente
comecga na primavera € aumenta proporcionalmente com o aumento da temperatura
até cerca de 28 a 30°C, por outro lado diminui com o decréscimo da temperatura
(Saegerman, Berkvens, & Mellor, 2008), sendo que o seu periodo de alimentagao
decorre sobretudo ao crepusculo e noturno (Kyriakis, et al., 2015), ou seja, acredita-
se que a transmissao do virus ocorra sobretudo nos meses mais quentes, onde se
verifique um clima humido, quente e calmo, existindo periodos sazonalmente livres
de doenga (European Commission, 2017).

Contudo, surgiram evidéncias recentes que sugerem a possibilidade da
sobrevivéncia do virus ao inverno, como por exemplo, na Califérnia, em fémeas de
C. soronensis, que foram infetadas durante o periodo anterior de atividade de voo
(Mayo, et al., 2014 in Kyriakis, et al., 2015). Para além disto, existem algumas
espécies de mosquitos que permanecem ativas ao longo de todo o ano,
especialmente em areas de inverno suave, como a bacia do Mediterraneo, pelo que
nestas zonas a transmissao do virus pode ocorrer em qualquer momento (EFSA,
2017).

Para além destas evidéncias, tém surgido outras, ainda que limitadas, no
que concerne a outras vias de transmissdo da doenca em relagdo a alguns
serotipos, nomeadamente via transplacentaria (existindo, mesmo algumas restrigdes
ao movimento de fémeas gestantes, para zonas restritas ao serotipo 8, na Europa
(European Commission, 2017)), através de sémen infectado, via oral ou por contacto
direto ou ainda, por transmissao iatrogénica (por exemplo, durante as vacinagoes),
em diversos estudos como Menzies, et al., 2008, Darpel, et al., 2009, Mayo, et al.,
2010, Veronesi, et al., 2010, Batten, et al., 2014, Takamatsu, et al., 2003 e Al., 2008
(OIE, s/d; Sperlova & Zendulkova, 2011; Kyriakis, et al., 2015). Contudo, o papel
desempenhado por estas vias atipicas de transmissao na epidemiologia da doenca,

ainda nao foi totalmente avaliada (Kyriakis, et al., 2015).
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Figura 5. Exemplar de uma fémea gravida, do género Cullicoides, recolhida de um local préximo de
alguns focos de Lingua Azul, na Bélgica em 2006. Retirado de Saegerman, Berkvens, & Mellor, 2008.

2.3. PATOGENIA

Embora a infecdo pelo virus de Lingua Azul seja frequentemente subclinica
ou inaparente, a infecdo também pode levar a doenga grave com alta mortalidade
em animais suscetiveis (Maclachlan, 2011; Kyriakis, et al., 2015). Assim, a
morbilidade em ovinos pode atingir os 100%, e a mortalidade pode atingir os 50% a
70% em racas mais suscetiveis e dependendo do serotipo em causa. Ja em animais
selvagens, podem atingir os 90% (OIE, 2013).

A infegao com o virus, ocorre apds a picada dos mosquitos hematofagos
infetados, sobretudo em zonas deslanadas, como a cabega e o pescogo dos
ruminantes, apds a qual se verifica a sua replicacdo, disseminando-se por todo o
organismo, afetando o endotélio vascular, penetrando nos macroéfagos e nas células
dendriticas de muitos tecidos e 6rgaos, como por exemplo, os pulmdes e o bago. O
periodo de incubagéo é de 5 a 20 dias nas ovelhas, surgindo a fase de virémia nos 3
a 4 dias posteriores a infecdo (Maclachlan, et al., 2009; DGAV, 2012).

2.3.1. SINAIS CLINICOS

Os principais sintomas descritos sao: febre alta e depressédo, hiperémia da
mucosa bucal e nasal, aumento da salivagédo, lacrimejamento, secregdo nasal,
erosoes e Ulceras orais, claudicacao (devido a hiperémia das bandas coronarias e a
hemorragias ao redor dos cascos), fraqueza, edema: facial, da lingua, dos labios,
das palpebras e das orelhas, dificuldade no ato de deglutir e respirar e halito fétido.

A lingua azul (Figura 6), provocada pelo edemaciamento exagerado, o qual provoca

10
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a cianose, é também um dos sintomas, e aquele que lhe deu origem ao nome,
contudo é raro. Em fémeas gestantes pode ocorrer o aborto. Esta doencga, por
vezes, provoca ainda a morte, sobretudo devido a edema pulmonar, em alguns
casos agudos, num periodo de 10 dias apés a infegdo (Maclachlan, 2011; Kyriakis,
et al., 2015).

Um outro sintoma, raro, mas por exemplo, relatado durante o surto de 2004
na Grécia, foi a presenca de anemia, pelo que este sintoma pode ser utilizado como
diagnéstico diferencial de outras patologias que provocam edema na cabega
(Kyriakis, et al., 2015).

Figura 6. Exemplo de ovino com lingua edemaciada, verificando-se a cianose da mesma, aspeto que
originou o nome da doenca, Lingua Azul (Nogueira, et al., 2007).

2.4. DIAGNOSTICO

Os sinais clinicos da febre catarral ovina podem ser facilmente confundidos
com os demonstrados por outras doengas que afetam os ruminantes,
nomeadamente: febre aftosa, fotossensibilizagdo aguda, estomatite micotica e
estomatite vesicular, parainfuenza-3, variola ovina, doenga epizoo6tica hemorragica
dos veados, peeira e poliartrite, peste dos pequenos ruminantes, fasciolose,
pneumonia, salmonelose, peste bovina, rinotraquite infeciosa bovina, entre outras
(Sperlova & Zendulkova, 2011; DGAV, 2012).

Por conseguinte, o seu diagnéstico clinico, em campo, com excegado da
forma classica e grave, pode ser muito dificil sem recorrer a meios auxiliares de
diagnostico, que incluem, o isolamento direto do virus, a partir de amostras de
sangue e tecidos, assim como a detegdo de particulas virais e anticorpos em

animais ndo vacinados (DGAV, 2012).

1"
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Contudo, uma célere e inequivoca confirmagdao da presenga do virus de
Lingua Azul, assim como do serotipo em questdo, é fundamental no inicio de um
surto, pois permite a selecdo das medidas a tomar, assim como do tipo de vacina a
aplicar, promovendo o controlo do mesmo. Historicamente, a confirmagao
laboratorial da presenga do virus de Lingua Azul dependia do isolamento e
amplificacdo do mesmo por exemplo, por inoculagdo de glébulos vermelhos de
ovelha ou tecido homogeneizado em ovos de galinha embrionados ou culturas de
células. Sendo que para distinguir o serotipo em questdo, era empregue o método
de neutralizagao do virus (Anonymous, 2002 in Breard, et al., 2004).

Actualmente, para o diagnostico diferencial laboratorial do virus existem
diversos testes que podem ser aplicados, nomeadamente testes serologicos
(detetam presenga de anticorpos): teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) indireto e de competicdo (aplicados neste trabalho), AGID (Agar Gel
Immunodiffusion test) e Seuroneutralizagcao; e podem ser aplicadas técnicas de RT-
PCR (Reverse Transcription - Polimerase Chain Reaction), as quais, permitem a
distingdo entre os diversos serotipos (Sperlova & Zendulkova, 2011; DGAV, 2012;
Subhadra, et al., 2014).

Dentro dos testes serologicos, o teste ELISA é amplamente utilizado, foi
desenvolvido nos anos 70, contudo a sua difusdao ocorreu sobretudo a partir de 1985
através do ensaio para anticorpos anti-HIV (Faulkner, 2010 in Moreira, et al., 2011),
este € um teste imunoenzimatico baseado na interagdo antigénio-anticorpo
(Crowther, 2001 in Moreira, et al., 2011). E um método rapido, sensivel e faciimente
aplicavel (Machado, et al., 2001). Este método apresenta elevada sensibilidade
(menor probabilidade de existirem falsos negativos), contudo baixa especificidade,
ou seja, ao ser menos especifico existe uma maior probabilidade de reagéo cruzada,
isto €, um maior niumero de reacbes falso-positivas, ao detetar anticorpos contra
outros arbovirus (OIE, 2014).

O método AGID, consiste numa reagao de precipitagdo de antigénios por
anticorpos, isto €, numa placa contendo sete pogos com agar solidificado € colocado
no pog¢o central o antigénio e nos circundantes o soro de controlo positivo
intercalado com o soro recolhido. Apds incubacado (48h), ocorre a difusdao do
antigénio do poco central e dos anticorpos se existirem dos pogos externos. Esta
difusdo dos anticorpos quando presentes na amostra provoca uma linha de

precipitacdo, a qual determina se o soro de teste €& posivitivo ou ndo (OIE,

12
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Bluetongue, 2013). Esta técnica é simples de utilizar e o antigénio utilizado no
ensaio é de producdo facil e apresenta ainda um custo reduzido. Contudo, € um
processo moroso e apresenta pouca sensibilidade, podendo levar a mais falsos
negativos, principalmente em amostras com nivéis reduzidos de anticorpos. Pelo
que, apesar de ser considerado um teste padrao para fins de comércio internacional
de ruminantes, desde 1982, a sua reduzida sensibilidade e subjectividade na leitura
de resultados, tém vindo a incentivar o desenvolvimento e aplicagao de outros testes
mais especificos como o de ELISA (OIE, 2013; OIE, 2014).

A seroneutralizagdo € um método de execugdo dificii e demorada
(Rodrigues, 2008; OIE, 2014). Normalmente, a sua aplicagao € mais util quando
associada a outros testes, sendo um teste adicional importante em areas
endémicas, onde podem existir multiplos serotipos (OIE, 2014).

Por outro lado, o RT-PCR é um método molecular que permite a detegcéo e
a identificagao rapidas e faceis dos diversos serotipos do virus de Lingua Azul,
apresentando elevada sensibilidade. Este método possibilita a detecdo de RNA viral
até cerca de sete meses apds o desaparecimento da virémia no animal. Através
desta técnica, tal como decorre com a seroneutralizagéo, é ainda possivel distinguir
se a infegao foi provocada por estirpes infeciosas de campo ou por estirpes vacinais
(Breard, et al., 2003 in Breard, et al., 2004; Rodrigues, 2008; OIE, 2014).

Para concluir, na detecdo e caracterizagcdo do virus de Lingua Azul,
inicialmente sdo empregues testes especificos de serogrupo (ELISA) que detetam a
presenca do virus, seguidos de testes especificos de tipo que identifcam o genotipo
e o serotipo em questao (RT-PCR; seroneutralizagédo), fundamental para a selegao
da vacina a administrar (OIE, 2014).

No entanto, os testes de diagndstico da doenga Lingua Azul que s&o
recomendados no Manual de Testes de Diagndéstico e Vacinas para Animais
Terrestres da OIE, séo o teste de ELISA para detegcao de anticorpos contra o virus e
testes de neutralizacdo para identificar e quantificar os diversos serotipos
(Anonymous, 2002 in Breard, et al., 2004; OIE, 2014).

2.5. TRATAMENTO E PROFILAXIA
2.5.1. TRATAMENTO

A Lingua Azul, ndo apresenta tratamento, o unico que se aplica é

sintomatico e visa a minimizagdo do desconforto e o proporcionar de alivio aos
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animais, sendo este composto por irrigacdes locais com desinfetantes suaves, e
administragcdo de terapias com liquidos e eletrdlitos e antibidticos, para evitar
possiveis infegdes secundarias e movimentacdo do ovinos para zonas frescas e
protegidas da luz solar (Sperlova & Zendulkova, 2011).

Assim, devem ser aplicadas medidas de profilaxia médica e sanitaria,
adaptadas a natureza de cada surto, nomeadamente a sua dispersao geografica e a
suscetibilidade da populagdo animal nas regides afetadas e nas adjacentes
(Kyriakis, et al., 2015).

2.5.2. PROFILAXIA MEDICA

No que respeita a profilaxia médica, existe a administracdo de vacinas.
Estas podem ser vacinas monovalentes ou polivalentes do virus vivo atenuado, ou
inactivado. Nao existe imunidade cruzada entre os varios serotipos da doencga pelo
gue a vacinagao é especifica para cada um dos serotipos, assim o tipo de vacina a
administrar deve estar de acordo com o verificado no campo. Por exemplo, as
vacinas atenuadas, ndo podem ser aplicadas em areas nao endémicas durante a
época de atividade do vetor, pois o virus de Lingua Azul pode ser transmitido
durante o periodo de virémia inerente a administracdo da vacina, podendo ser
transmitida a animais ndo vacinados e ainda pode ocorrer a recombinagao de
estirpes com as outras ja existentes no campo, originando novas estirpes, podendo
reverter a viruléncia do virus e, por conseguinte, também a difusdo da doenca
(DGAV, 2012; OIE, 2013), como ocorreu em 2008, nos Paises Baixos e na
Alemanha e na Bélgica, onde foram isoladas estirpes vacinais dos serotipos 6 e 11
do virus da Lingua Azul, respetivamente (De Clercq, et al., 2009 in Kyriakis, et al.,
2015) introduzidas apds o uso ilegal de vacinas atenuadas, consequéncia do
desespero sentido pelos préoprios produtores (Maclachlan, 2010 e Zientara e
Sanchez-Vizcaino, 2013 in Kyriakis, et al., 2015).

As vacinas atenuadas apresentam ainda outras desvantagens como,
reducido temporaria da producao de leite, aborto ou morte embrionaria em ovelhas
gestantes, sobretudo entre a quarta e oitava semana de gestacdo e pode, ainda,
ocorrer regressao e inducdo da doenca em ovelhas vacinadas (DGAV, 2012;
Kyriakis, et al., 2015). Por outro lado, a utilizagdo de vacinas monovalentes ou
bivalentes inactivadas demonstra ser segura e eficaz, como se observou no principal

surto com o serotipo 8, que ocorreu na Europa em 2006-2008, contudo também
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estas exibem inconvenientes, como o facto de serem mais caras e serem
necessarios mais momentos de imunizacao (Kyriakis, et al., 2015).

Recentemente, tem-se verificado a produgao de diversas vacinas, afim de
colmatar as deficiéncias ja apresentadas das vacinas comercializadas actualmente,
nomeadamente uma vacina baseada no conceito: Disabled Infectious Single Animal
(DISA), esta € uma vacina atenuada baseada no serotipo 6 e adaptada para o
sorotipo 8, sem expressao das proteinas nao estruturais NS3/NS3a. Apds a
vacinagao, nao foi detetado qualquer periodo de virémia, contudo aparenta ter um
efeito de imunizagdo mesmo ap6s uma administragdo. E ainda de referir que, podera
ocorrer a diferenciacao entre anticorpos de animais infectados e anticorpos de
animais vacinados, pela auséncia de expressdo das proteinas nao estruturais
supracitadas, o que é relevante para monitorizar a propagagao do virus em animais

vacinados (Feenstra, et al., 2014).

2.5.3. PROFILAXIA SANITARIA

Por outro lado, no que concerne as medidas de profilaxia santitaria estas sao
implementadas de acordo com a designagédo de area livre de doenga, através do
controlo de movimentos de animais, quarentena, inquérito seroldgico e recolha de
animais ao anoitecer e de madrugada e ainda controlo de vetores, ou no caso de
areas infetadas, aplicagao de planos de controlo de vetores e palnos de vacinacao
para os serotipos em circulagéo (OIE, 2013).

Contudo o controlo da populagao de vetores, revela-se pouco eficaz devido
ao seu extenso habitat de reproducgao, estando dependente da destruicao deste. De
entre os diversos métodos utilizados constatam-se o confinamente de animais ao
crepusculo e a noite, por exemplo em instalacbes protegidas com redes
mosquiteiras ou a movimentagdo destes para areas ndo consideradas de risco
(zonas de altitudes elvadas, por exemplo) e o uso extensivo de larvicidas ou
inseticidas quimicos ou substancias derivadas de plantas, nos animais e nas zonas
envolventes as exploracdes e nos meios de transporte, os quais causam a morte
rapida de insectos culicoides e também funcionam como repelentes (DGAV, 2012;
Kyriakis, et al., 2015). Podem ser utilizados farmacos com avermectinas, como
ivermectina (Closamectim FF®, por exemplo) ou doramectina (Dectomax® por
exemplo) ou ainda contendo piretroides, como deltametrina (Butox 7,5 Pour On®) ou
cipermetrina (Ectofly®) (DGAV, 2015; DGAV 2015a) e podem ainda ser utilizados
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insecticidas para instalagbes (Responsar®, ciflutrina, ou Saniterpen Inseticida DK®,
deltametrina, entre outros produtos comerciais) ou repelentes para animais
(Oveneem®, oleo de semente de neem) (DGAV, 2013).

E, para além destas medidas podem ser, ainda, realizados estudos
entomoldgicos, por exemplo em areas afetadas, através da colocagao de armadilhas
(Figura 7), em zonas especificas, e que possibilitem conhecer as espécies de
culicoides responsaveis pela transmissao da doenca, assim como a sua distribuicao,
permitindo a obtencao de informacgéao precisa, do local e no momento, condicionando
o tipo de medidas quer de profilaxia médica, quer sanitaria a adotar (DGAV, 2012).

o v el m & i

Figura 7. Exemplo de armadilhas para captura de culicoides e do local aconselhavel de instalacéo na
exploragdo. Retirado de Rodrigues, 2008.

2.6. CONTROLO E ERRADICAGAO DA DOENGA

As medidas de controlo passam sobretudo pela reducdo do risco de
exposicao ao vetor e a reducdo do préprio numero de vetores, contudo nenhuma
destas medidas se revela particularmente eficaz.

De entre as medidas aplicadas em Portugal, e descritas nos diversos editais
ja publicados até ao momento, o ultimo (Edital, n.° 43 da Lingua Azul) publicado no
inicio do corrente ano e suportados pela legislagdo da Comissdo Europeia,
destacam-se:

- 0 controlo da populagdo de vetores: através da desinsectizacdo dos
animais, das instalagdes, das zonas circundantes e dos transportes; destruicao dos
habitats do vetor, como zonas de aguas paradas, instalagado de redes mosquiteiras e
armadilhas (Cepeda, 2010; DGAV, 2014).
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- quarentena e vigilancia e avaliagdo epidemioldgica: por exemplo, através
da recolha de amostras de animais-sentinela (OIE, s/d).

- estabelecimento de restricbes ao movimento de animais e de alguns
produtos de origem animal, como por exemplo sémen, évulos e embrides infectados
(OIE, s/d).

- e, implementacdo de programas de vacinagdo. A vacinagdo é o
procedimento de controlo base, ndo elimina a infegdo, mas reduz significativamente
o risco de perdas.

Segundo a EFSA — European Food Safety Authority — através da aplicagao
de programas de vacinagdo em massa, com duragao de pelo menos cinco anos, em
combinagdo com sistemas de vigilancia continuos e aperfeicoados, seria possivel

erradicar a Lingua Azul na Europa (EFSA, 2017).
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3. ALINGUA AZUL EM PORTUGAL

Em 1956, ocorreu um surto de Lingua Azul quer em Portugal, quer em
Espanha, o qual provocou a morte a 46.000 ovelhas em Portugal e 133.000 em
Espanha (OIE, s/d). Apos esse periodo, de 1959 a 2004, verificou-se um siléncio
epizodtico igualmente constatado em outros paises da bacia do Mediterraneo, como
por exemplo a Grécia de 1989 a 1998; a Turquia, mais ou menos no mMesmo
intervalo de tempo, bem como a Argélia, Francga e Italia (DGAV, 2012).

Atualmente, em Portugal encontram-se em circulag&o o serotipo 1 da Lingua
Azul na totalidade do territério continental e o serotipo 4 na regido do Algarve
(DGAV, 2017).

3.1.1. SEROTIPO 1

O primeiro foco foi registado em Setembro de 2007, na regidao do Alentejo, o
que originou a delimitacdo de uma éarea geografica sujeita a restricdes, mais
especificamente duas zonas de restricdo a S4 (zona de circulagdo apenas do
serotipo 4) e a S1-4 (zona de circulagao simultdnea de ambos os serotipos 1 e 4) e a
implementagcao das medidas estabelecidas para estas situagdes, como por exemplo,
restricdes a movimentagao animal em cada zona restrita e entre as duas e aplicagao
de planos de vigilancia clinica, serolégica e entomoldgica e de programas de
vacinagéo (DGAV, 2017), como mencionado no Edital n® 16 de 21 de Setembro de
2007, revogado pelo Edital n°® 17 de 23 de Outubro do mesmo ano.

Um ano depois (2008), verificou-se 0 mesmo serotipo, na zona Norte do
pais, o que culminou a que a totalidade do territério nacional fosse considerado area
geografica sujeita a restricdo. Tendo surgido novamente em 2012 (DGAV, 2017).

Depois seguiu-se um siléncio epizodtico, até 2015 (Edital n° 38 de 22 de
Maio de 2015), momento em que re-emergiu em diversos concelhos na regidao do
Alentejo e também na regido do Algarve (Cordeiro de Sa, 2017; DGAV, 2017).
Assim, e segundo o Edital n° 39 de 28 de Dezembro de 2015, foi desencadeada a
aplicagao do plano vacinal contra o serotipo 1 do efetivo ovino reprodutor adulto e
dos jovens destinados a reproducdo a partir dos 6 meses de idade, mediante a
primo vacinagao ou revacinagao anual com vacina inativada, o qual se estipulou
estar concluido até Maio de 2016 (fim do periodo livre de circulagdo do vetor),
alargando-se a zona de intervencdo dos concelhos de Castelo Branco, |danha-a-
Nova e Vila Velha de Rodao da DGAV da regido Centro (Edital n°® 38 de 22 de
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Dezembro de 2015), a todos os concelhos da DGAV da regidao do Alentejo e a todos
os concelhos da DGAV da regido do Algarve (nestes ultimos, manteve-se também a
vacinagao contra o serotipo 4).

Na sequéncia da detecdo de mais um caso no concelho de Benavente, foi
alargada novamente a zona obrigatéria de vacinagao aos concelhos de Benavente,
Coruche, Alcochete, Palmela e duas freguesias do concelho do Montijo, Canha e
Peglbes, sendo ainda permitida a utilizagcdo de vacinas inativadas contra serotipos
que nao circulam em Portugal, mediante autorizagdo prévia da DGAV e uma vez
informada a Comissao Europeia segundo a Diretiva 2012/5/EU do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 14 de margo de 2012, que altera a Diretiva 2000/75/CE
do Conselho e de acordo com o Edital n® 41 de 25 de Outubro de 2016.

Visto continuar a constatar-se a progresséo da doencga, o Edital n°® 42 de 18
de Novembro de 2016, estabelece o aumento da area de vacinagao obrigatoria aos
concelhos de Abrantes, Chamusca, Setubal, Sardoal, Proenca-a-Nova e Fundao
(Quadro 1).

3.1.2. SEROTIPO 4

Este serotipo foi observado pela primeira vez em Portugal, no fim do ano de
2004, e verificou-se a sua circulagao até ao inicio de 2008, tendo sido aplicadas, tal
como se constatou com o serotipo 1, uma série de medidas de controlo, que
culminaram no decretar Portugal como zona livre de doenga em 2010. Contudo,
novamente em 2013, e na regido de Algarve, no seguimento de algumas suspeitas
clinicas, foi confirmada a presenca do serotipo 4, tendo sido implementada a
vacinagao obrigatoria contra esta estirpe, em ovinos, através da primo vacinagao ou
revacinagdo anual com vacina inativada, do efetivo ovino reprodutor adulto e dos
jovens destinados a reproducdo a partir dos 6 meses de idade, assim como também
foi permitido o acesso a vacinagao preventiva e de acordo com as especificagdes
técnicas da vacina utilizada, na regido do Alentejo de acordo com o risco de
circulagao viral nesta zona (DGAV, 2017), segundo o estabelecido no Edital n° 36 de
5 de Dezembro de 2014.

Para este serotipo ndo foram registados novos casos desde Novembro de
2013 (Edital n°® 39 de 28 de Dezembro de 2015), mantém-se contudo a vacinagéao
obrigatéria para todos os cocnelhos da DGAV da regido do Algarve, de acordo com
o Edital n° 42 de 18 de Novembro de 2016.
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No inicio deste ano entrou em vigor o Edital n.° 43 da DGAV sobre a Lingua
Azul, versdo que vem revisar o Edital n.° 42, no qual consta que as medidas de
combate a doencga estao estabelecidas no Decreto-Lei n.° 146/2002, de 21 de maio
e na Diretiva 2000/75/CE do Conselho, de 20 de Novembro, com as alteragdes que
Ihe foram introduzidas pela Diretiva 2012/5/EU do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 14 de margo, cujas disposi¢cdes de aplicacdo se encontram previstas
no Regulamento (CE) n° 1266/2007, da Comisséo, de 26 de outubro, na sua verséo
atual, sendo elas sobretudo programas de vigilancia, programas de vacinagao e
controlo da movimentagao dos animais das espécies sensiveis e agdes de controlo
sobre o vetor.

Pelo que neste momento, é permitida a vacinagcido voluntaria dos ovinos e
bovinos existentes na totalidade do territério continental, mediante autorizacao
prévia, mantendo-se uma zona de vacinagao obrigatéria para ovinos, contra o
serotipo 1, nos concelhos e freguesias indicados no edital em vigor e visiveis no
Quadro 1 e, ainda se mantém a vacinagao obrigatoria contra o serotipo 4 em todos
os concelhos da regido do Algarve, prorrogando-se o ja referido no Edital n°® 42 de
18 de Novembro de 2016. Prevé-se ainda, que este plano de vacinagéo obrigatério

esteja concluido até 31 de Marco de 2017.

Quadro 1. Concelhos e respetivas freguesias, onde é obrigatéria a vacinagao contra o serotipo 1 do
virus da lingua azul, mediante a primo vacinagado ou revacinagao anual com vacina inativada, do
efetivo ovino reprodutor adulto e dos jovens destinados a reprodugéo a partir dos 6 meses de idade.
Retirado de Edital n.° 43 da Lingua Azul (2017).

Regido Concelhos Freguesias
Castelo Branco Todas
Bogas de Cima, Castelgjo, Castelo Novo, Janeiro de
Fundéo Cima/Bogas de Baixo, Orca, Pdvoa de Atalaia/ Atalaia
do Campo, Soalheira e Souto da Casa
ldanha-a-Nova Todas
Oleiros Todas
Centro Aranhas, Penamacor, Salvador, Unido de Freguesias
Penamacor de Aldeia do Bispo, Aguas e Aldeia de Jodo Pires e
Unido de Freguesias de Pedrdgdo de 5. Pedro e
Bemposta
Proenca-a-Nova Todas
Serntd Todas
Vila de Rei Todas
Vila Velha de Rodao Todas
Abrantes, Alcochete, Almeirim, Alpiarga,
Lisboa & Benavente, Chamusca, Conslaqc:‘a.
Vale do Coruche, Entroncamento, an'e:ra dq_ Todas
Tejo Zézere, Golegd, Magdo, Moita, Montijo,
Palmela, Salvaterra de Magos, Sardoal,
Setubal, Tomar, Vila Nova da Barquinha
Alentejo | Todos Todas
Algarve | Todos Todas
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E sdo ainda estabelecidas quatro zonas em todo o territério nacional, de
acordo com a circulacédo dos diversos serotipos: zona livre - Acores e Madeira; zona
de restricdo de serotipo 1: DGAV Norte, Centro e Lisboa e Vale do Tejo; zona de
restricdo de serotipo 1 e baixo risco de circulacdo de serotipo 4 - DGAV regido do

Alentejo e zona de restricdo do serotipo 1 e 4: DGAV regiao do Algarve.

21



XXX| 22

4. PARTE PRATICA

4.1. DEFINICAO DA AREA DE ESTUDO — QUATRO CONCELHOS DA BEIRA
INTERIOR

A ANCOSE - Associacao Nacional de Criadores de Ovinos Serra da Estrela
€ uma entidade criada em Novembro de 1981, por um grupo de produtores de
ovinos da raga autéctone Serra da Estrela, que apresenta como objetivos primordiais
o melhoramento genético e a defesa da raca (ANCOSE, s/d).

Recorreu-se a associagao, a fim de se obter a listagem de animais que
iniciaram a campanha de contraste leiteiro no alavao 2015/2016, selecionando deste
modo apenas animais contrastados, e por conseguinte apenas Ovelhas Serra da
Estrela.

Inicialmente detinhamos um universo de cerca de 180 exploragdes
distribuidas pelos concelhos de Arganil, Carregal do Sal, Celorico da Beira, Fornos
de Algodres, Gouveia, Mangualde, Nelas Oliveira do Hospital, Seia, Tabua e Viseu,
regiao considerada o solar da raga.

Por questdes praticas de organizagao do proprio trabalho de campo, quer ao
nivel das deslocacbes no terreno e mesmo da recetividade e colaboragdo dos
proprios produtores e ainda, devido a sua representatividade no universo original e
proximidade geografica com o estabelecimento de ensino, definiu-se a area de
estudo final, quatro concelhos da Beira Interior (Figura 8), num total de 105
exploragdes, 33 em Celorico da Beira, 17 em Fornos de Algodres, 35 em Seia e 20

em Gouveia.
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Figura 8. Representagcdo da area de estudo: os quatro concelhos selecionados da Beira Interior
(Celorico da Beira, Fornos de Algodres, Seia e Gouveia).

Apds marcagao prévia através de contacto telefonico, foram apenas
autorizadas visitas a 56 exploracbes para recolha de leite de tanque, o que
representa uma taxa de participagcdo de 53.3%. Em particular participaram 14
exploragées em Celorico da Beira, 6 em Fornos de Algodres, 23 em Seia e 13 em
Gouveia, para recolha de amostras de leite. Em 27 exploragbes (25% do total de
exploragdes) foi permitida a recolha de amostras de sangue: 8 exploragdes em
Celorico da Beira, 5 em Fornos de Algodres, 5 em Gouveia e 9 em Seia. De cada
uma destas exploragdes foram recolhidas 4 amostras de sangue.

Estas recolhas ocorreram inicialmente em Fevereiro de 2016 e foram
repetidas em Junho de 2016, das mesmas exploragbes (amostras de leite) e dos
mesmos animais (amostras sangue), respetivamente antes e apos o periodo de
circulagao dos insetos vetores. Segundo a Comissao Europeia (2017), o periodo
sazonal livre de vetores capazes de transmitir o virus de Lingua Azul, nesta época,
foi entre 28 Dezembro de 2015 e 28 de Abril de 2016.

No total, foram recolhidas cerca de 105 amostras de leite e 204 amostras de
sangue, como se observa no Quadro 2. Foi percorrido um total de cerca de 4000 km
e realizados cerca de 1000 minutos de chamadas telefénicas, tendo-se visitado um
total de 56 exploracdes na 12 fase do trabalho e 49 exploragdes na 22 fase, num total

de 105 visitas a exploragoes.
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Quadro 2. Discriminagdo do numero de amostras recolhidas em Fevereiro e Junho de 2016. Esta
representado, quer o numero total de exploragdes por concelho usadas para recolha de cada tipo de
amostra (leite e sangue), quer o nimero de amostras de leite e 0 nUmero de amostras de sangue,
recolhido nos dois momentos, Fevereiro e Junho de 2016.

Fevereiro 2016 Junho 2016
N° de N° de
exploragoes | explorages Amostras | Amostras | Amostras | Amostras
Concelho | usadas para | usadas para . .
Sangue Leite Sangue Leite
recolha de recolha de
leite sangue
Celorico 14 8 32 14 31 11
da Beira
Fornos de
Algodres 6 5 20 6 12 5
Gouveia 13 5 20 13 20 12
Seia 23 9 36 23 33 21
TOTAL 56 27 108 56 96 49

A selegcdo por amostras do tanque prende-se com o facto de ser uma
recolha simples, rapida e que permite a avaliacdo de todo um efetivo, numa
perspetiva de vigilancia, ja a opgao pela recolha de amostras de sangue do animal,
recaiu sobre a fungdo como animais-sentinela, a fim de se tentar perceber a possivel
alteracdo do estatuto seroepidemiolégico dos rebanhos/animais no que diz respeito

a circulagao do virus.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. RECOLHA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram obtidas através de punc¢do da veia jugular,
como observado na Figura 9, ja as amostras de leite foram obtidas do tanque.

Ambas as amostras quer de sangue quer de leite foram recolhidas em tubos
de 5ml de coleta de sangue estéreis, em plastico e sem anticoagulante (Figura 10).
Cada amostra foi de imediato refrigerada (4°C) até ser centrifugada, a fim de se
obter o soro (1500rpm/5min) e o lacto-soro (3500Gs/10min), respetivamente, através

da centrifuga Hettich com rotor capaz de albergar tubos até 5 ml. Depois de obtidos,
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quer por decantacdo (soro de sangue) quer por sucgao (lacto-soro) foram
congelados a cerca de -20°C até ser executado o teste de ELISA.

Todos os ovinos selecionados apresentam 4 anos ou menos de idade, ou
seja, foram excluidos animais que pudessem estar vacinados, uma vez que a ultima
campanha de vacinagao contra a Lingua Azul, para a zona de estudo, ocorreu entre
2007 e 2011, evitando deste modo a alteracdo de resultados com detecao de

anticorpos vacinais.

Figura 9. Colheita das amostra de sangue, por pungéo da veia jugular.
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Figura 10. Exemplo dos tubos utilizados para recolha das amostras de sangue e de leite.
4.2.2. TRABALHO LABORATORIAL

Com as amostras ja descongeladas e a temperatura ambiente (Figura 11)
procedeu-se a aplicagao do teste ELISA do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, sendo este um dos métodos mais utilizados para quantificar a concentragao
de anticorpos contra o virus de Lingua Azul.

Foram utilizados os kits comerciais ID Screen® Bluetongue Milk Indirect
(Figura 12) e ID Screen® Bluetongue Competition (Figura 13) para a detegédo de
anticorpos contra a proteina VP7 (proteina estrutural principal do nucleo interno do
virus e a qual contém diversos antigénios (Chand, et al., 2017)) do virus de Lingua
Azul, respetivamente um teste ELISA indireto e um teste ELISA de competicdo. A
técnica foi executada de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Foram utilizadas microplacas de teste com 96 pocos, revestidos por proteina
VP7, os regantes (a 21°C + 5°C) utilizados assim como as amostras foram
previamente homogeneizados através de Vortex, antes de serem colocados nos
diversos pocos. Em todas as microplacas de teste foram estabelecidos dois pocos
de controlo negativo e dois de controlo positivo, utilizando 50ul de solugéo respetiva
em cada. No fim de cada procedimento, as densidades éticas de todos os pocos
foram lidas a 450nm com recurso a espectrofotometro.

No teste de ELISA indireto (Figura 12), em cada pogo foram adicionados
50ul de solugéo de lavagem (previamente diluida em 20x em agua destilada) e 50pl
de amostra de lacto-soro em cada um, exceto nos de controlo. De seguida,
procedeu-se a incubacgao ao longo de 45min + 4min, a 21°C = 5°C. Apds a qual, os
pocos foram lavados trés vezes com cerca de 300ul de solugao de lavagem, entre

cada lavagem os pogos foram secos e foi garantida a ndo presenca de residuos de
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gordura nos mesmos. Foram adicionados 100ul de solugdo conjugado (anti-
ruminante peroxiadase (HRP), previamente diluido em 1/10 em solugdo tampéo, a
qual permite a fixagao de residuos livres de proteina VP7). Procedeu-se a incubagéo
novamente durante 30min = 3min, a 21°C = 5°C, apds a qual se instaurou novo
processo de lavagem. De seguida foram adicionados 100ul de solugao substrato
(TMB, a qual vai provocar a reagéo de coloragao), com nova incubagao de 15min %
2min, a 21°C % 5°C, no escuro e por fim adicionados 100ul de solugao stop (0.5 M),
afim de, tal como o nome sugere, parar a rea¢do. O resultado € positivo nos pogos
onde ocorre coloragao (amarela), ou seja, na presenga de anticorpos

Apds serem lidas as densidades o6ticas (DO), foi validado o teste (valor da
média das densidades oticas dos pogos de controlo positivo (CP) é > 0,350; e a
razao entre as DO dos pogos de controlo positivo e dos de controlo negativo (CN) é
> 3, e calculado o desvio padrao (S/P), em que:

S/P = (DOamostra — DOcN) / (DOcp - DOcnN) x 100

Sendo interpretado o resultado da seguinte forma: < 30% é considerado um
resultado negativo; entre 30% e 40% é considerado dubio e = 40% positivo.

No que respeita ao teste de ELISA de competicdo (Figura 13), foram
adicionados 50yl de solugcdo tampao, 50ul de amostra de lacto-soro, decorreu a
incubacgao ao longo de 45min + 4min, a 21°C £ 5°C, apds a qual foram adicionados
100ul de conjugado (diluicdo a 1/10 em solugdo tampéao). Depois de decorridos
30min £ 3min, a 21°C £ 5°C em incubacao, as microplacas foram lavadas trés vezes
com solucao de lavagem, tendo sido efetuada a secagem dos pogos entre cada
lavagem. Posteriormente, foram adicionados 100yl de solugdo substrato, e
procedeu-se de novo a incubacido durante 15min = 2min, a 21°C + 5°C no escuro.
De seguida, foram adicionados 100ul de solugdo stop. Assim, a presenga de
anticorpos numa amostra de soro € observada devido a competicdo com um
anticorpo especifico dirigido ao antigénio presente, com a adi¢cdo do substrato. A
coloragao (amarela) vai ser visualizada apenas nos pogos sem anticorpos, ou seja,
onde o resultado € negativo, os pogos positivos, ndo apresentam coloragao.

Apo6s serem lidas as densidades o6ticas (DO), foi validado o teste (valor da
média das densidades o6ticas dos pogos de controlo negativo (CN) é > 0,700; e a
razao entre as DO dos pogos de controlo positivo e dos de controlo negativo (CN) é
< 0,3), e calculado a percentagem de competicdo (S/N %), em que:

S/N% = (DOamostra/ DOCN) x 100
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Sendo interpretado o resultado da seguinte forma: S/N% < 40% é

considerado um resultado positivo e S/IN% = 40% negativo.

Todos os ensaios imunoenzimaticos foram realizados nas instalagbes do
Laboratério de Virologia do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Faculdade de

Farmacia da Universidade do Porto.

Figura 11. Organizagéo/ disposicdo das amostras, numa placa exemplificativa da placa do teste de
ELISA, numa fase prévia ao mesmo, a fim de facilitar a identificacdo das amostras com o resultado
obtido.

Figura 12. Representagédo de algumas das etapas na aplicagdo do teste ID Screen® Bluetongue Milk
Indirect, nas amostras de lacto-soro.
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Figura 13. Representagdo de algumas das etapas na aplicagdo do teste ID Screen® Bluetongue
Competition, nas amostras de soro de sangue.

4.2.3. METODO ESTATISTICO UTILIZADO

Para tentar compreender melhor os resultados obtidos foi aplicado o teste de
Qui-Quadrado, de modo a verificar se as diferengas observadas seriam ou néo
consideradas significativas. Este € um teste estatistico utilizado para medir a
existéncia ou ndo de diferengas estatisticamente significativas entre duas variaveis,
neste caso a diferenga entre os resultados obtidos no primeiro (Fevereiro 2016) e no
segundo momento (Junho 2016) de recolha de amostras.

Para o estudo em questéao, recorreu-se ao software Social Science Statistics
tendo sido considerado para o estudo um nivel de significancia, p>0,05 para

comparagao.

4.3. RESULTADOS

No momento um, Fevereiro de 2016, relativamente as amostras de leite do
tanque, das 56 exploragdes visitadas (Quadro 3), 51 revelaram-se positivas o que da
uma prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul de 91,07%. No
mesmo momento um, relativamente as amostras de sangue (Quadro 4), dos 108
animais testados (num total de 27 exploragdes), 5 mostraram-se positivos o que da
uma seroprevaléncia de 4,63% no grupo de animais

No momento dois, Junho de 2016, relativamente as amostras de leite do
tanque, das 49 exploragdes visitadas (Quadro 3), 46 revelaram-se positivas, o que
da uma prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul de 93,88%. No

mesmo momento dois, relativamente as amostras de sangue (Quadro 4), dos 96
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animais testados (cerca de 26 exploragdes), 3 revelaram-se positivos, o que da uma
seroprevaléncia de 3,13% no grupo de animais.

Denota-se entdo que do momento um para o momento dois, ocorreu um
aumento na prevaléncia relativamente as amostras de leite, ja no que se refere a
seroprevaléncia das amostras de sangue, ocorreu uma diminuigao.

Contudo, do momento um para o momento dois, constataram-se algumas
perdas de amostras de leite do tanque, nomeadamente de 7 exploragdes (devido a
falta de disponibilidade por parte dos produtores; extingdo de exploragdes; ou
entrada no periodo de secagem, mais cedo do que o previsto). No que diz respeito
as amostras de sangue perdeu-se 1 exploragao, num total de 4 amostras de sangue
e ainda ocorreram outras perdas de amostras, com animais que perderam o brinco,
morreram ou desapareceram, num total de mais 8 amostras, afetando cerca de 6
exploragdes.

No entanto, quando aplicado o teste estatistico de Qui-Quadrado para a
prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul nas amostras de leite do
tanque e para a seroprevaléncia nas amostras de sangue, verifica-se que as
diferengas observadas do momento um, Fevereiro de 2016, para o momento dois,

Junho de 2016, n&o se revelaram estatisticamente significativas (p>0,05).

Quadro 3. Prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul nas amostras de soro de leite,
nos dois momentos de recolha (o nuimero total de exploragdes visitadas é igual ao numero de
amostras de leite recolhidas, pois em cada exploragéo foi recolhida apenas uma amostra de leite do
tanque).

Fevereiro 2016 Junho 2016
Nr. Total de exploracdes 56 49
Amostras Amostras Amostras Amostras
Positivas Negativas Positivas Negativas
Amostras leite 51 5 46 3
% amostras 91,07% 8,93% 93,88% 6,12%
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Quadro 4. Seroprevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul nas amostras de soro de
sangue, nos dois momentos de recolha. Esta ainda discriminado o numero de exploragbes e o
numero de animais afetado (em cada exploragéo visitada para colheita de amostras de sangue, foram
recolhidas quatro amostras de sangue, isto &, foi recolhido sangue de quatro animais).

Fevereiro 2016 Junho 2016
Nr. Total de exploragdes 27 26
Amostras Amostras Amostras Amostras
Positivas Negativas Positivas Negativas
Por exploragao 3 24 2 24
% amostras 11,11% 88,89% 7,69% 92,31%
Nr. Total de Animais 108 96
Amostras Amostras Amostras Amostras
Positivas Negativas Positivas Negativas
Por n2 de animais 5 103 3 93
% amostras 4,63% 95,37% 3,13% 96,87%

Por outro lado, é possivel observar ainda detalhadamente os resultados por
concelho, como se demonstra no Quadro 5 e nas Figuras 14 e 15.

Para o concelho de Celorico da Beira, no momento um, Fevereiro de 2016,
relativamente as amostras de leite do tanque (Figura 14), das 14 exploragdes
visitadas, 10 exploragbes mostraram-se positivas para anticorpos IgG contra o virus
de Lingua Azul, o que da uma prevaléncia de 71,43%. No mesmo momento um,
relativamente as amostras de sangue (Erro! A origem da referéncia nao foi
encontrada.), dos 32 animais testados, nenhum se revelou positivo, o que da uma
prevaléncia de 0%. No momento dois, Junho de 2016, relativamente as amostras de
leite do tanque, das 11 exploragdes visitadas, 9 revelam-se positivas, o que da uma
prevaléncia de 81,82%. No mesmo momento dois, relativamente as amostras de
sangue, dos 31 animais testados, nenhum se revelou positivo para anticorpos 1gG
contra o virus de Lingua Azul, o que da uma seroprevaléncia de 0% no grupo de
animais. Denota-se que do momento um para o momento dois, ocorreu um aumento
na prevaléncia relativamente as amostras de leite (2 exploragbes negativas, no
primeiro momento, revelaram-se positivas no segundo momento; 1 exploragéo
positiva, no primeiro momento, verificou-se negativa no segundo momento; 1
amostra dubia no primeiro momento), ja no que se refere a seroprevaléncia das
amostras de sangue, a mesma manteve-se nula. Contudo do momento um para o

momento 2, constataram-se algumas perdas de amostras de leite, nomeadamente
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de 3 exploracdes. No que se refere as amostras de sangue, perdeu-se 1 amostra
(perda de brinco).

No concelho de Fornos de Algodres, no momento um, Fevereiro de 2016,
relativamente as amostras de leite do tanque, das 6 exploracgdes visitadas, todas se
revelaram positivas para anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul, pelo que a
prevaléncia é de 100%. No mesmo momento um, relativamente as amostras de
sangue, dos 20 animais testados, nenhum se revelou positivo, 0 que da uma
seroprevaléncia de 0%. No momento dois, Junho de 2016, relativamente as
amostras de leite do tanque, das 5 exploragdes visitadas, 5 revelam-se positivas, o
que da uma prevaléncia de 100%. No mesmo momento dois, relativamente as
amostras de sangue, dos 12 animais testados, nenhum se revelou positivo, o que da
uma seroprevaléncia de 0% no grupo de animais. Denota-se que do momento um
para o momento dois, nao se registou qualquer alteracdo na
prevaléncia/seroprevaléncia, quer relativamente as amostras de leite, quer as
amostras de sangue. Contudo do momento um para 0 momento dois, constataram-
se algumas perdas de amostras de leite, nomeadamente de 1 exploragdo (produtor
nao mostrou disponibilidade para a segunda recolha de amostras). No que se refere
as amostras de sangue, perderam-se 8 amostras (devido a perdas de brinco, morte
ou nao disponibilidade do produtor).

No concelho de Gouveia, no momento um, Fevereiro de 2016, relativamente
as amostras de leite do tanque, das 13 exploragdes visitadas, todas se revelaram
positivas para anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul, pelo que a prevaléncia é
de 100%. No mesmo momento um, relativamente as amostras de sangue, dos 20
animais testados, 1 animal revelou-se positivo, 0 que da uma seroprevaléncia de
5%. No momento dois, Junho de 2016, relativamente as amostras de leite do
tanque, das 12 exploragdes visitadas, todas se revelaram positivas, o que da uma
prevaléncia de 100%. No mesmo momento dois, relativamente as amostras de
sangue, dos 20 animais testados, nenhum se revelou positivo, 0 que da uma
seroprevaléncia de 0% no grupo de animais. Denota-se que do momento um para o
momento dois, ndo se registou qualquer alteracdo na prevaléncia relativamente as
amostras de leite, no que se refere as amostras de sangue ocorreu uma diminuicao
da seroprevaléncia (1 animal demonstrou-se negativo no segundo momento).

Contudo do momento um para o0 momento dois, constataram-se algumas perdas de
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amostras de leite, nomeadamente de 1 exploracao (periodo de secagem comegou
mais cedo do que o previsto).

Para finalizar, no concelho de Seia, no momento um, Fevereiro de 2016,
relativamente as amostras de leite do tanque, das 23 exploragdes visitadas, 21
exploragcdes revelaram-se positivas para anticorpos IgG contra o virus de Lingua
Azul, pelo que a prevaléncia é de 91,30%. No mesmo momento um, relativamente
as amostras de sangue, dos 36 animais testados, 4 revelaram-se positivos, o que da
uma seroprevaléncia de 11,11%. No momento dois, Junho de 2016, relativamente
as amostras de leite do tanque, das 21 exploragdes visitadas, 20 revelam-se
positivas, o que da uma prevaléncia de 95,24%. No mesmo momento dois,
relativamente as amostras de sangue, dos 33 animais testados, 3 revelaram-se
positivos, o que da uma seroprevaléncia de 9,09% no grupo de animais. Denota-se
que do momento um para 0 momento dois, ocorreu um aumento na prevaléncia
relativamente as amostras de leite (2 exploragbes negativas no momento um,
revelaram-se positivas no momento dois; 1 exploragao positiva, revelou ser negativa
no momento dois), e uma diminuigdo na seroprevaléncia relativamente as amostras
de sangue. Contudo do momento um para o momento dois, constataram-se algumas
perdas de amostras de leite, nomeadamente de 2 exploragbes (extingdo de
exploracao e inicio do periodo de secagem mais cedo do que o previsto). No que se
refere as amostras de sangue, perderam-se 3 amostras (devido a perdas de brinco,

morte, desaparecimento).
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Quadro 5. Prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul, nos dois momentos de
recolha e para ambas as amostras bioldgicas, discriminado pelos quatro concelhos da éarea de
estudo.

Fevereiro 2016 Junho 2016
[ 7)) [ 37/
38 |88
(2] (2]
C 2o § ) g, Amostras | Amostras| Amostras Amo_s tras
oncelho| 9 EG | S E ¢ leit leite
o< _] o< | Sangue eite sangue Positivas
> © ] ® 9| Positivas | Positivas | Positivas
zE |zE
Celorico
da Beira 14 8 0 10 0 9
Fornos de
Algodres 6 5 0 6 0 5
Gouveia 13 5 1 13 0 11
Seia 23 9 2 21 5 20
TOTAL 56 27 3 51 5 45
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Figura 14. ‘A esquerda, numero de exploragdes visitadas para colheita de amostras de leite, por
concelho. A direita, apresenta-se o numero de amostras de leite positivas, nos dois momentos,
Fevereiro e Junho de 2016, nos diversos concelhos que constituem a area de estudo.
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Figura 15. A esquerda, nimero de exploragdes visitadas para colheita de amostras de sangue, por
concelho. A direita, apresenta-se o nimero de amostras de leite positivas, nos dois momentos,
Fevereiro e Junho de 2016, nos diversos concelhos que constituem a area de estudo.
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5. DISCUSSAO

Ao analisarmos a prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua
Azul no momento um e no momento dois, relativamente as amostras de leite de
tanque reparamos que aumentou de 91,07% para 93,88% o que pode sugerir que
existe emergéncia do virus de Lingua Azul nesta regiao.

Contudo, estes resultados ndo implicam necessariamente a presenca da
doencga, uma vez que sao amostras do leite de tanque, onde esta contemplado todo
o efetivo, quer seja representado por animais vacinados (mais de quatro anos de
idade) ou n&o vacinados, podendo o resultado obtido estar inerente a presenca de
anticorpos vacinais que o0s animais com mais de quatro anos de idade ainda
apresentam desde o ultimo plano de vacinagéo contra Lingua Azul, em 2011.

Importa realcar, nos resultados obtidos no presente estudo, que apesar do
aumento da prevaléncia, 3 exploragdes positivas para anticorpos IgG contra o virus
de Lingua Azul (no primeiro momento) se revelaram negativas no segundo
momento, e que esta alteragcdo pode estar relacionada com a saida de animais do
efetivo, por diversas causas, por exemplo, morte, venda de animais,
desaparecimento, ou antecipagcao do periodo de secagem. De realgar igualmente,
que surgiram 4 exploragdes positivas no segundo momento, o que pode sugerir o
aparecimento da Lingua Azul nestas exploragdes, ou apenas, ser explicado por
exemplo, pela aquisicdo de novos animais que podem estes também ja ter sido
vacinados.

No que concerne a prevaléncia da doencga, através da amostragem de soro
de sangue, e tal como nos estudos de Biteau-Coroller et al. (2006), sobre vigilancia
da doenga, baseados na amostragem regular de sangue de espécies susceptiveis e
na detecgéo de anticorpos por um kit comercial de ELISA de competicao, realizados
na ilha de Cérsega e no sul de Franga continental, zonas consideradas de alto risco,
verifica-se que a seroprevaléncia diminui de 4,63% para 3,13%, o que pode indicar
que o virus de Lingua Azul esta presente, mesmo que num numero reduzido de
animais, mas que a sua variagao de Fevereiro para Junho de 2016 diminui na
extensao geografica da sua circulagao, o que contraria o espectavel, visto o segundo
momento ter decorrido fora do periodo sazonalmente livre de vetores (entre 28
Dezembro de 2015 e 28 de Abril de 2016) decretado pela Comissdo Europeia

(2017), ou seja, no qual decorriam condi¢des mais propicias a sua circulagdo. Seria
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de prever um aumento do numero de casos positivos, como decorreu no surto de
2004 a 2006, onde ap6s um siléncio epizodtico de 44 anos, surgiram novos casos de
Lingua Azul no outono de 2004, tendo sido detetados seis novos casos clinicos da
doenca em exploragdes de ovinos localizadas no sul de Portugal, perto da fronteira
com Espanha. Os serotipos identificados apresentavam semelhangas com outros
que circulam na bacia do mediterraneo desde 1998, sobretudo com os registados
em 2003 na Sardenha e Cdrsega (serotipo 4) e em ltalia (serotipo 2), demonstrando
a normal circulagdo do virus (Barros, et al., 2007). No sul do pais em que apds um
novo periodo de siléncio epizodtico, o serotipo 1 re-emergiu em diversos concelhos
na regiao do Alentejo e também na regido do Algarve (Cordeiro de Sa, 2017; DGAV,
2017), sendo que desde Maio de 2015, tem-se verificado o aumento do numero de
casos, espelhado no conteudo dos Editais n°® 38 de 22 de Maio de 2015 ao n° 43 de
6 de Janeiro de 2017. E, na Andaluzia, em Julho de 2007, foi detetado pela primeira
vez o serotipo 1 em exploragdes de ovinos, caprinos e bovinos, num total de 4436
exploragdes confirmadas, apés uma monitorizagdo da epidemia do virus de Lingua
Azul, para o serotipo 1 (Allepuz, et al., 2010). Entre outros casos em diversos
paises.

E ainda de salientar que os resultados verificados nos Ovinos Serra da
Estrela se devem a um total de cerca de 5 animais positivos (3 exploragdes
afetadas) para a presencga de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul, dos
quais 1 animal morreu, 2 permaneceram seropositivos e 1 seronegativou, o que
sendo animais que se vieram a revelar com idade superior a definida inicialmente
(até 4 anos de idade) podem ser animais vacinados, e que portanto podem ainda
apresentar anticorpos vacinais até ao momento. No entanto, para concluir com
exatiddo este cenario € necessario recorrer a implementagcdo de outro tipo de
técnicas de diagndstico, como Real Time RT-PCR ou seroneutralizagdo do virus, por
exemplo, através das quais € possivel diferenciar os diversos serotipos e estirpes
vacinais de estirpes naturais de campo (OIE, 2014), técnicas estas, aplicadas no
estudo ja referido que decorreu no seguimento do surto de 2004-2006, no sul de
Portugal, onde foi analisada a epidemiologia molecular (ou seja, analisadas as
sequéncias de nucleotideos dos segmentos do genoma L2, S7 e S10,
respectivamente, para proteinas estruturais virais (VP2 e VP7) e nao estruturais
(NS3)), das estirpes do virus de Lingua Azul, que circularam neste periodo para

determinar o serotipo e explorar a origem do mesmo com recurso a diversas
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técnicas de entre as quais Real Time RT-PCR, tendo sido discriminados cinco casos
do serotipo 4 e um do sorotipo 2, isolados de ovinos e bovinos (Barros, et al., 2007).

Ainda, quanto ao animal que seronegativou, este pode ser explicado pelo
mesmo facto, mas devido ao tempo decorrido desde o plano de vacinagao
implementado, pode ter deixado de apresentar a imunidade concedida pelos
anticorpos vacinais, nao sendo estes revelados em Junho de 2016. Sendo neste
caso, também importante implementar outras técnicas para tentar elucidar sobre o
alcance da prépria vacina. No sentido de serem ultrapassadas estas dificuldades
que interferem com o diagndstico, estdo a ser desenvolvidas vacinas atenuadas, nas
quais nado sao expressas, algumas proteinas estruturais, como NS3/NS3a, cuja
auséncia permite efetuar a distingdo entre estirpes vacinais e ndo vacinais e ainda a
monitorizagdo da propagagao do virus em animais vacinados (Feenstra, et al.,
2014).

Para melhor serem compreendidos os resultados obtidos neste estudo de
monitorizagcdo de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul em Ovelhas Serra da
Estrela foi aplicado o teste estatistico de Qui-Quadrado, podendo-se referir que as
diferengcas mencionadas supra entre o primeiro e 0 segundo momento de recolha,
quer ao nivel da prevaléncia, quer ao nivel da seroprevaléncia, ndo se revelaram
estatisticamente significativas (p>0,05).

De forma genérica, os resultados alcancados ndo estdo longe dos
esperados atendendo a que normalmente a distribuicdo do virus esta relacionada
com a presenca de vetores adultos ativos numa determinada area, sendo a
selecionada para este estudo, caraterizada por altitudes mais elevadas e
temperaturas com grande amplitude de variagdo, ou seja, nao apresenta as
condicbes mais propicias ao desenvolvimento da atividade do vetor, como locais
caracterizados por um clima humido, quente e calmo (Saegerman, Berkvens, &
Mellor, 2008; Kyriakis, et al., 2015; European Commission, 2017). No entanto, o
virus de Lingua Azul tem-se disseminado para outras zonas que se pensavam ser
nao propicias ao desenvolvimento do vetor, como por exemplo com o surto que
decorreu entre 2006 e 2008, causado pelo serotipo 8, no norte e oeste da Europa,
até a Escandinavia, bem como nas ilhas britdnicas acerca do qual ainda nao foi
possivel concluir sobre a via de entrada (Kyriakis, et al., 2015), mas, desde 1998 que
se tém verificado alteragdes regionais drasticas na distribuicdo global do virus de

Lingua Azul, sobretudo na Europa (Maclachlan, 2011). Assim, apesar do que
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inicialmente se acreditava, que fosse apenas endémico no norte da Africa, Oriente
Médio e Turquia (Walton, 2004; Mellor et al., 2008), esta presente em todos os
continentes, exceto Antartida (Maclachlan, 2011; Spedicato, 2016; European
Commission, 2017), o que demonstra a sua capacidade de emergéncia e re-
emergéncia, e por conseguinte a importancia da aplicacdo de estudos de
monitorizagdo, que permitam conclusdes rapidas sobre as medidas a aplicar,
permitindo o controlo do surto e minimizando o impacto econémico que esta doenga

acarreta.
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6. CONCLUSAO

O virus de Lingua Azul encontra-se distribuido um pouco por todos os
continentes, exceto Antartida. Nos ultimos anos, tém-se observado alteragdes
regionais drasticas ao nivel da sua distribuicdo global, principalmente na Europa.
Para explicar este facto, diversos autores apontam as alteragbes climaticas e
consequente adaptacao dos vetores a outras zonas consideradas, ndo endémicas. A
movimentag&o de animais e 0 movimento dos ventos, contribuem igualmente para o
aumento da distribuicdo mundial deste virus. Esta rapida e incerta disseminagéo dos
diversos serotipos e por conseguinte, o aparecimento de diversos surtos da doencga
acarreta consequéncias socioecondémicas graves, Com repercussao severa no
comércio internacional de animais e produtos de origem animal, como ocorreu, por
exemplo, com o surto de 2006-2008, com o serotipo 8, no norte e oeste da Europa.

A implementagcdo de planos de monitorizagao/vigilancia é essencial para
evitar/controlar a disseminacdo da doeng¢a. As campanhas de imunizacdo quando
aplicadas no momento propicio sdo um bom exemplo de medidas de profilaxia
sanitaria bem-sucedidas na limitacdo e controlo da mesma. Apesar de por si sO
estas medidas nao erradicarem a doenca, a forma e o momento em que séao
aplicadas pode determinar o grau de perdas que se venha a verificar. Por
conseguinte, veterinarios e produtores devem manter-se em vigilancia constante a
fim de informarem imediatamente sobre possiveis surtos e as autoridades
responsaveis nacionais devem ter planos de contingéncia prontos a implementar.

Em relagdo a regido do pais estudada neste trabalho, a prevaléncia
registada para anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul nas amostras de leite,
ndo permite concluir sobre a emergéncia da doenga nos quatro concelhos da area
de estudo, uma vez que foi avaliado todo o efetivo, incluindo ovelhas com mais de
quatro anos de idade, podendo ainda apresentar anticorpos vacinais apesar do
plano de vacinagao ter terminado em 2011.

No que concerne a seroprevaléncia da doenga, através da amostragem de
soro de sangue, conclui-se que apenas em trés exploragbes foram detetados
anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul, num total de cerca de 5 animais
infetados, contudo ao constatarem-se ser animais com mais de quatro anos e
portanto podendo estar vacinados, também nao indica a presenca de doenca nos

concelhos selecionados.
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Assim, a emergéncia/re-emergéncia do virus de lingua Azul em Ovinos da
Serra da Estrela em Celorico da Beira, Fornos de Algodres, Seia e Gouveia néo esta
claramente definida. Sendo a area de estudo, uma zona com condi¢des climaticas
nao propicias a circulacdo do vetor, pode explicar estes resultados, mas por outro
lado, esta zona pode desempenhar um papel de local modelo para monitorizagao do
virus e para monitorizagdo da adaptagao do vetor a zonas, que se pensam ser nao
favoraveis. Pode-se ainda referir, que sendo anticorpos vacinais os detetados neste
estudo, e através de outro tipo de analises que se possam realizar, € possivel
concluir acerca da cobertura vacinal concedida pelas vacinas desde o periodo de
vacinacao em 2011.

As limitagbes surgidas no decorrer deste trabalho, incitam a que mais
pesquisas precisem de ser desenvolvidas nesta regido e nesta raga para concluir
sobre a prevaléncia de anticorpos IgG contra o virus de Lingua Azul em Ovinos
Serra da Estrela, sendo este apenas um trabalho preliminar, pretendendo ser o inico

de outros estudos mais aprofundados na mesma area.
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