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Perspetiva
Laboratorial
do Diagndstico
de Lingua Azul
em Portugal

O virus da lingua azul (BTV

do inglés Bluetongue Virus), tal
como outros virus transmitidos
por artropodes, ¢ um agente
patogénico emergente, cuja
distribuigao global tem aumentado
em consequéncia das alteragdes
climaticas, urbanizacgédo e
intensificacdo das viagens
internacionais. A emergéncia

de novos serotipos de BTV, em
paises ou regides historicamente
enzooticas, revela divergéncia
nas vias de disseminacdo da
doenga associada a cada um dos
serotipos virais, facto que exige

a implementacdo de medidas

de vigilancia dos efetivos, e dos
animais importados introduzidos
nas mesmas. O diagnodstico
laboratorial, ao permitir a
identificacdo, caracterizacgdo e

a estimativa da prevaléncia dos
diferentes serotipos, em areas
geograficamente distintas, assume
um papel-chave na rede de
epidemiovigilancia da doenga.
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Introducio

A febre catarral ovina, também conheci-
da por Lingua Azul (LLA), ¢ uma doenga
de etiologia viral que afeta ruminantes
domésticos (bovinos, ovinos e caprinos)

e selvagens (veados, camelos, antilopes e
bufalos). A transmissdo da doenga ocorre
através de insetos hematofagos, pertencen-
tes ao género Culicoides, que asseguram

a transmissdo do virus ao picarem um
animal saudavel, apds terem contraido a
infegdo por contato com um animal infe-
tado em fase de virémia (virus presente no
sangue)'. Nao ocorre transmissdo direta
do virus entre animais. Nas areas afeta-
das, a LA tem uma distribui¢éo sazonal,
com maior incidéncia no verdo, quando o
aumento da temperatura favorece a repro-
duc¢do e manutengdo dos vetores Culicoides
no meio ambiente, potenciando a trans-
missdo do virus'.

A gravidade da doencga varia de acordo
com a estirpe viral infetante e a espécie
de hospedeiro, exibindo uma forma exu-
berante nos ovinos, que contrasta com o
quadro assintomatico ou ligeiro nos bovi-
nos. Nos ovinos o quadro sintomatologico
¢ marcado pelo aparecimento de edemas
e lesOes ulcerativas na lingua e cavidade
oral, que podem ser acompanhadas por
cianose (coloragdo azulada) dos labios e
lingua, sinal que da o nome a doenga (Fig.
1). Uma vez que os sinais clinicos néo sao
especificos da LA, é necessario proceder-
-se ao diagnostico diferencial, nomeada-
mente para o poxvirus responsavel pelo
ectima contagioso, diagnosticado em Por-
tugal com alguma frequéncia.

Uma vez que a doenga é muito mais exu-
berante nos ovinos, os paises afetados pre-
conizam apenas a vacinagao desta espécie
animal. Os caprinos e bovinos nio sido
habitualmente vacinados, funcionando
como animais sentinela, nos quais a de-
tecdo de virus ou de anticorpos ndo s6 ¢
indicativo da circulagdo BTV na regido,
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como um sinal de alerta para a autoridade
sanitdria competente para o risco de novas
infegdes.

Em matéria de movimenta¢do e comércio
de animais, a LA esta sujeita a uma regu-
lamentagdo restricta, estando incluida na
lista de doencgas de declaragao obrigatéria
da OIE!.

Os prejuizos decorrentes da LA sdo mul-
tiplos e significativos. Os principais sdo de
carater econdémico e resultam da elevada
morbilidade e mortalidade, incluindo os
abortos, alteragdes do indice de sobrevi-
véncia das ninhadas, ou de prolificidade
das fémeas gestantes'. Outros decorrem
da imposigao de restrigdes ao comércio
internacional de animais e produtos de
origem animal, dos custos associados

aos programas de vacinagio e vigilancia,
controlo de vetores e do tratamento de
animais infetados. E de salientar que a
exportacdo destes animais exige a emissao
de um certificado de sanidade atestando a
auséncia de LA.

Estdo reconhecidos, até a data, 29 sero-
tipos distintos do virus da Lingua Azul
(BTV)%3. A grande variabilidade genética
que este virus apresenta resulta, em parte,
da natureza segmentada do seu genoma,
que é composto por 10 segmentos de RNA
de dupla cadeia. Isto possibilita a ocorrén-
cia de troca de segmentos genéticos entre
virus quando uma célula é simultanea-
mente infetada por mais do que um sero-
tipo de BTV*. Estes eventos de recombi-
nagdo podem gerar novas variantes virais
com gendtipos e propriedades biologicas
distintas, como por exemplo maior viru-
léncia, capacidade de infetar outros hos-
pedeiros, capacidade de transmissdo por
outros vetores, ou capacidade de evasio

a resposta imunitaria do hospedeiro®. As
caracteristicas pouco comuns do virus do
serotipo BTV-8, altamente virulento, ilus-
tram claramente os principios subjacentes
a emergéncia de novos virus.

Desde 2004, tém sido reportados em Por-
tugal varios surtos de LA, associados a
dois serotipos de virus, nomeadamente o
serotipo 1 (BTV-1) e o serotipo 4 (BTV-
4)%3, que ndo induzem imunidade cru-
zada entre si, uma vez que 0s anticorpos
desenvolvidos contra um destes serotipos
ndo protegem contra a infe¢do pelo outro.
Isto implica a escolha das vacinas a aplicar
ao efetivo nacional em func¢io do serotipo
circulante.

O INIAV ¢ o Laboratoério Nacional de
Referéncia para as doengas dos animais
em Portugal e é responsavel pelo diagnods-
tico de LA a nivel nacional. Possui, por
i$s0, um banco tnico de estirpes virais,
isoladas ao longo dos anos. A determina-
¢do da variabilidade genética dos virus de
campo através da sequenciagdo nucleotidi-
ca das estirpes emergentes, ¢ crucial para
a identificacdo da origem dos surtos e do
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Figura 1: Ovinos com sinais clinicos de Lingua Azul (Fontes: National Farmer Union (NFU);
http://bluetonguesheep.blogspot.com/2012/01/symptoms-and-diagnosis.html).
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Figura 2: Fluxograma experimental aplicado ao diagnostico do BTV (INIAV).
(A) Suspeita clinica; (B) Animais para exportagio, livres da doenga.

levantamento das cadeias de infegdo (epi-
demiologia molecular), dados essenciais
a escolha da estirpe vacinal a ser aplicada
ao efetivo nacional, e para a adaptacgdo
permanente dos métodos de diagndstico
molecular.

Anualmente, o INIAV participa em testes
de proficiéncia internacionais, organiza-
dos pelo laboratoério de referéncia Euro-
peu (Laboratério Central de Veterinaria
de Madrid, Espanha). Estes testes per-

mitem aferir a qualidade e fiabilidade de
resposta dos diferentes paises Europeus,
entre os quais Portugal, ao diagnostico
do BTV.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
1. Diagndstico Virologico
Um teste molecular RT-qPCR (Reagao

em Cadeia da Polimerase com Transcri-
¢do Reversa em tempo real) é um método

— 34—

altamente sensivel e especifico que per-
mite detetar e quantificar as moléculas
de genoma viral presentes em amostras
de sangue ou de 6rgdos de animais com
suspeita clinica de infe¢do. Uma vez que
ha varios serotipos do virus na Europa, o
ensaio de RT-gPCR utiliza dois primers e
uma sonda direcionados para genes mui-
to conservados (NSI ou NS3), de forma a
abranger a vasta gama de serotipos circu-
lantes a nivel europeu. Dado que ambos
0s genes estdo sujeitos a baixas taxas de
mutagio, o sistema de diagnostico per-
mite a dete¢do de qualquer tipo de virus
presente. Esta abordagem metodologica,
baseada num ensaio generalista deno-
minado de PAN-RT-qPCR, diminui a
probabilidade de se obterem resultados
falsos-negativos (Fig. 2).

Quando se obtém um resultado positivo
ao PAN-RT-qPCR, procede-se imedia-
tamente a determinagdo do serotipo(s)
dos virus presente(s) na(s) amostra(s).
Para tal utilizam-se RT-qPCR uniplex,
especificos para cada um dos serotipos
existentes. Estes testes tém como alvo o
gene que codifica a proteina mais exter-
na do virido, a VP2, um gene altamente
variavel e responsavel pela existéncia dos
diferentes serotipos virais (Fig. 2). A
determinagdo do serotipo viral pode tam-
bém ser realizada por seroneutralizagio,
ainda que esta prova seja normalmente
preterida em relagdo as metodologias mo-
leculares, que apresentam maior rapidez
de execugdo (2 horas versus 72 horas),
maior simplicidade e automatizagao.
Devido a elevada sensibilidade do método
RT-qPCR (Fig. 3-C, 3-D), e para efeitos
de exportagdo ou pré-movimentagido de
animais livres da doenca, é possivel ana-
lisar um grupo de 5 amostras em simul-
tdneo numa mesma reagdao de RT-qPCR,
minimizando deste modo o custo das
analises para o cliente e permitindo um
rastreio mais rapido. Quando o resultado
¢é positivo, as 5 amostras sdo posterior-
mente processadas individualmente para
se identificar quais dos 5 animais sao
positivos.

Quando possivel, procede-se ao isola-
mento do virus em cultura de células
BHK-21 (do Inglés, Baby Hamster Kid-
ney cells) e/ou em ovos embrionados de
galinha a partir de amostras positivas ao
RT-gPCR que apresentem cargas virais
elevadas (equivalentes a valores de Cr
baixos) (Fig. 3-A, 3-B). Ainda que o
RT-qPCR seja um método mais rapido
do que o isolamento de virus, este ndo o
substitui totalmente em termos de infor-
magdo bioldgica, uma vez que os testes
que detetam o RNA viral, ndo indicam
necessariamente, a presenc¢a de virus in-
fecioso no sangue. Com efeito, em fases
tardias da infe¢do, pode haver resultados
positivos a0 RT-qPCR que correspondem



Figura 3: Etapas do diagndstico efetuado no laboratorio de virologia do INIAV. (A) Isolamento de virus em

cultura de células in vitro; (B) Isolamento de virus em ovos embrionados de galinha; (C) Preparagdo das reagdes

de RT-qPCR; (D) Termocicladores para RT-qPCR.
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Figura 4: Esquema interpretativo dos resultados do diagnostico laboratorial.
A- Nos ovinos néo vacinados e nio infetados, ndo se deteta RNA viral (RT-qPCR -) nem ocorre seroconversiao

(ELISA Ab -).

B- Os animais infetados, ndo vacinados, sdo geralmente ELISA Ab + e RT-qPCR +. No entanto, na fase inicial
da infec@o os animais s@o seronegativos (ELISA Ab -/RT-qPCR +). Para além disso, uma vez que a positividade
a RT-qPCR na infecdo é também transitoria, em estadios avancados da infe¢do podera néo ser detetado RNA

viral (RT-qPCR -/ELISA Ab +).

C- A vacina adotada numa determinada area geografica contém o serotipo que circula. Se ocorrer falha vacinal,

os animais sdo infetados com esse mesmo serotipo.

D- Uma vez que os serotipos ndo conferem imunidade cruzada, os animais vacinados contra um serotipo,
podem ser infetados por um serotipo distinto. Se isso ocorrer os animais sdo ELISA Ac +/RT-q-PCR +,

fazendo-se contudo as ressalvas apontadas no ponto B.

E- Os ovinos vacinados desenvolvem anticorpos para BTV mas sdo RT-qPCR negativos.

a vestigios de RNA viral e nédo a particu-
las infeciosas. Geralmente, estes valores
de Ct sdo muito altos, indicativos de bai-
xas cargas virais.

O aparecimento de novos serotipos ou

de novas variantes virais ¢ um desafio
constante aos Laboratdrios que executam
o diagnédstico molecular da LA, sendo
necessario aferir com regularidade a ade-
quabilidade das sequéncias dos primers e
sondas relativamente as sequéncias virais
que vao sendo conhecidas e depositadas
nas bases de dados publicas internacio-
nais. No entanto, a participagdo frequen-
te dos Laboratorios Nacionais em ensaios

de proficiéncia internacionais permite a
validacdo dos métodos usados no diag-
noéstico de rotina e a sua constante atua-
lizagdo.

2. Diagnéstico Serologico

Os testes serologicos permitem detetar a
resposta imunitaria do animal ao virus,
nomeadamente a produgdo de anticorpos
especificos para o BTV. A prova ELISA
(do Inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) é a técnica mais frequentemente
utilizada. Esta prova aplica-se a soros
individuais de ruminantes domésticos e
selvagens, sendo utilizada principalmente
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em animais sentinela no ambito do pro-
grama de vigilancia ativa da Lingua Azul
da Direg¢do Geral de Alimentagdo e Vete-
rinaria (DGAV).

Uma vez que néo ¢é possivel distinguir
animais vacinados de animais infetados,
esta prova € aplicada a soros de animais
sentinela (por norma bovinos e caprinos)
ndo vacinados.

Conclusio

A complexidade da fisiopatologia da
doenca e o seu amplo espetro de hos-
pedeiros, entre domésticos e selvagens
torna o estudo da doenga dificil (Figura
4). Os exames serologicos positivos sao
indicadores da exposi¢do do animal ao
virus ou a toma da vacina, ndo sendo
contudo possivel, com base nestes testes,
determinar se o animal esta no momento
infetado com o virus, o que impossibilita
a tomada de decisdo sobre a movimen-
tacdo de animais com serologia positiva,
isto é, que fizeram seroconversdo. Nesse
sentido, os métodos moleculares de de-
tecdo de acido nucleico viral (RNA) sdo
essenciais para o diagnostico laboratorial
de uma infecdo em curso.

A rapida detegdo e determinagéo do sero-
tipo do virus responsavel pelos surtos de
LA, é muito importante para informar as
autoridades veterinarias competentes so-
bre o tipo de vacina a administrar, e para
desencadear o plano de contingéncia com
vista a implementa¢ido de medidas para o
controle eficaz da propagacgdo da infegao.
Tal como para a gripe nos humanos, a
vacina s induz anticorpos contra os se-
rotipos nelas contidos, ndo assegurando
aos animais um estado de competéncia
imunitaria face a outros serotipos virais.
Por esta razdo, o sucesso das campanhas
de vacinagio depende do conhecimento
antecipado do(s) serotipo(s) de virus que
circula(m) em cada pais. @
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