UNIVERSIDADE

LUSOFONA

CENTRO UNIVERSITARIO DE LISBOA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Doenga Hemorragica Epizoética — Detecao do
Virus da Doen¢a Hemorragica Epizoética no

Concelho de Idanha-a-Nova

Dissertacdo apresentada a provas publicas para a obtengdo do grau de
mestre em Medicina Veterinaria, orientado por Professor Doutor David
Ramilo e Professora Doutora Margarida Alves.

Afonso Monteiro Rito, n.° 21805608

2025

www.ulusofona.pt



UNIVERSIDADE

LUSOFONA

CENTRO UNIVERSITARIO DE LISBOA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Doenga Hemorragica Epizoética — Detecao do

Virus da Doen¢a Hemorragica Epizoética no

Concelho de Idanha-a-Nova

VERSAO FINAL

Dissertacdo defendida em provas
publicas na Universidade Luso6fona, Centro
Universitario de Lisboa, no dia 29/04/2025
perante o juri, nomeado pelo Despacho de
Nomeacdo n.%: 246 / 2025, de 21 de Margo,
com a seguinte composic¢ao:

Presidente: Professor Doutor Pedro
Faisca

Arguente: Professor Doutor Jacinto
Gomes (Instituto Politécnico de Portalegre)

Orientador: Professor Doutor David
Ramilo

Este trabalho também foi orientado por
Professora Doutora Margarida Alves

Afonso Monteiro Rito, n.° 21805608

2025

www.ulusofona.pt



Agradecimentos

Gostaria de expressar o meu mais sincero agradecimento ao Professor David Ramilo
e a Professora Margarida Alves pela orientacdo continua e pelo apoio essencial ao
longo deste trabalho, dada a vasta experiéncia e perspicdcia cientifica de ambos.
Agradego a generosidade em partilhar conhecimento, a paciéncia e aten¢do que
dedicaram ao acompanhar o meu progresso, sempre em busca da exceléncia nos

resultados obtidos, com sugestdes construtivas que enriqueceram a dissertagao.

Aos meus orientadores dos estagios curriculares, em especial ao Dr. Alvaro Lopes, e
a toda a equipa da Zootecnia, Nutrizia e INSAVET S.L, representada pelo Dr. Javier
Velasco Diego, cujo apoio foi fundamental para o meu desenvolvimento pratico.
Quero ainda reconhecer o contributo decisivo dos profissionais que tive o privilégio
de acompanhar, Dr. Pablo Santiago, Dr. Antoénio Benito Martin, Dr. Javier Parra e Dr.
Victor Benito, pelos ensinamentos de campo e artimanhas aplicadas a Medicina
Veterinaria em Espécies Pecudrias, que enriqueceram significativamente a minha
formacao. Ao Dr. Sérgio Pereira e a toda a equipa da Azores Veterinary Practice, que
me receberam da melhor maneira possivel e contribuiram para o meu desenvolvimento

profissional e pratico.

A minha familia, pois no final de contas foram as vossas ‘’notas’’ que me permitiram
entrar e concluir a faculdade, muito obrigado por tudo. Aos amigos, e futuros colegas,
que sdao quem mais memorias e recordacdes deixaram durante este percurso
académico, grato por me acompanharem e fazerem crescer durante esta longa

caminhada, com vocés foi mais facil e sem duvida mais divertido!!!

Por ultimo, agrade¢o a Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
(ULHT-FMYV), e a todos os restantes professores e colaboradores que contribuiram
para a minha formagdo, e pelas condi¢des proporcionadas durante o meu

desenvolvimento académico.



Resumo

Segundo os dados da Organizacdo Mundial de Saude, as doengas transmitidas
por vetores correspondem a 17% das doengas infeciosas no mundo. O aparecimento e
disseminagdo de surtos causados por arbovirus, que afetam ruminantes domésticos e
selvagens, tem vindo a aumentar. Estes surtos afetam a Satide e o Bem-Estar Animal,
as diferentes economias e impdem restrigdes a mobilidade de pessoas e animais. Neste
contexto, o aparecimento em Portugal do virus da Doenga Hemorragica Epizodtica
(VDHE) reveste-se de grande importancia. Os vetores responsaveis pela transmissao
deste virus sdo as fémeas do género Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae),
igualmente importantes na transmissdo de outras doengas, como a Lingua Azul e
Schmallenberg. O objetivo deste estudo foi detetar a presenca do VDHE em amostras
de insetos Culicoides capturados com recurso a armadilhas do tipo CDC miniatura, na
regido da Zebreira, Concelho de Idanha-a-Nova. Os insetos foram capturados entre
setembro e novembro de 2023, foram identificados morfologicamente, tendo 19
amostras representativas dos mesmos sido utilizadas para a dete¢do do VDHE, através
da amplificacdo do segmento 9 (Seg-9) pela técnica de Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaccion. Para estimar a extensdo da infe¢do na regido, foram,
também, realizados questionarios a produtores locais cujos animais apresentavam

sinais clinicos compativeis com a Doenga Hemorragica Epizodtica.

Das 19 amostras analisadas, 13 resultaram positivas a presenca do VDHE,
enquanto 6 amostras ndo apresentaram amplificacdo. Assim, a percentagem de
amostras positivas foi de 68% e a de amostras negativas de 32%. Relativamente aos
questionarios, as taxas de mortalidade e morbilidade obtidas (3,75% ¢ 0,61% - 51,42%,

respetivamente), estdo alinhadas com a literatura.

Com o presente estudo foi possivel confirmar a presenca do VDHE no
Concelho de Idanha-a-Nova e contribuir para aprofundar o conhecimento sobre a

Doenca Hemorragica Epizootica nessa regido.

Palavras-chave: Doenca Hemorragica Epizodtica, Culicoides, epidemiologia
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Abstract

According to data from the World Health Organization, vector-borne diseases
account for 17% of infectious diseases worldwide. The emergence and spread of
outbreaks caused by arboviruses, which affect domestic and wild ruminants, have been
increasing. These outbreaks impact the health and well-being of animals, various
economies, and impose movement restrictions on people and animals. In this context,
the appearance of the Epizootic Hemorrhagic Disease virus (EHDV) in Portugal
assumes considerable importance. The vectors responsible for transmitting this virus
are females of the genus Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae), which are also
important in the transmission of other diseases, such as Bluetongue and Schmallenberg
disease. The aim of this study was to detect the presence of EHDV in samples of
Culicoides insects captured using miniature CDC traps, in the Zebreira region,
Municipality of Idanha-a-Nova. The insects were captured between September and
November 2023, with 19 representative samples being used for the detection of EHDV
trough Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction amplification of the Seg-9
segment. Additionally, to estimate the extent of the infection in the region,
questionnaires were conducted with local producers whose animals exhibited clinical

signs compatible with Epizootic Hemorrhagic Disease.

Of the 19 samples analyzed, 13 tested positive for the presence of the EHDV,
while 6 samples showed no amplification. Thus, the percentage of positive samples
was 68% and that of negative samples was 32%. Regarding the questionnaires, the
mortality and morbidity rates obtained (3,75% and 0,61% - 51,42%) were aligned with

the literature.

This study confirmed the presence of EHDV in the Municipality of Idanha-a-
Nova and contributed to a better understanding of the Epizootic Hemorrhagic Disease

in this region.

Keywords: Epizootic Hemorrhagic Disease, Culicoides, epidemiology
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Casuistica do estagio curricular: atividades desenvolvidas

O Estagio Curricular de final de curso foi realizado pelo autor entre setembro
de 2023 a fevereiro de 2024 (5 meses) em dois locais diferentes, ambos direcionados
maioritariamente a clinica de Espécies Pecuarias, através de regime ambulatorio a
diversas exploragdes distintas, desde extensivas a intensivas. O primeiro periodo de
estagio ocorreu no Distrito de Castelo Branco, acompanhado pelo orientador externo
Doutor Alvaro Dias Lopes, veterinario Municipal de Castelo Branco, na empresa
Dicas Arrojadas. Durante este periodo, foram realizadas algumas atividades
relacionadas com a clinica de animais de companhia. O segundo periodo de estagio foi
realizado na provincia de Salamanca, Espanha, na empresa Zootecnia, que integra
também as empresas Nutrizia e Insavet S.L.P. O orientador externo que acompanhou
o autor foi o Doutor Javier Velasco Diego, assim como os profissionais Doutor Pablo
Santiago, Doutor Antonio Benito Martin, Doutor Javier Parra e Doutor Victor Benito.
Estas trés empresas direcionam-se a investigacdo e andlises clinicas, nutricdo e

sanidade animal.
Primeiro periodo de estagio

Durante o primeiro periodo do estagio, de setembro a novembro de 2023 (2
meses, 450 horas), o autor acompanhou o Médico Veterinario Alvaro Dias Lopes,
responsavel pelo regime ambulatério direcionado a Espécies Pecuarias, assim como a
orientagdo do autor diariamente. Foram varias as atividades clinicas realizadas,
relacionadas com o oficio Municipal, desde campanhas de vacinacdo antirrabica e
colocacdo de chips a canideos em vdrias localidades do distrito de Castelo Branco
(6%), a captura de animais errantes para posterior esterilizacdo e a examinacao dos

animais e das guias de transporte em leildes municipais de bovinos (8%).

Para além do oficio Municipal, o autor acompanhou o orientador externo num
check-up semanal a uma vacaria, na empresa M. Rito Lda., em Idanha-a-Nova (18%).
Eram efetuadas ecografias para diagndstico de gestacdo, exame a vacas doentes, que

apresentavam diminuicao da produgdo de leite ou outros sinais clinicos identificados
13



pelos funciondrios da exploragdo ou pelo sistema eletronico. Foi executado o
tratamento cirurgico de um deslocamento do abomaso, através da omentopexia
paracostal direita do abomaso, a colocagdo de “esponjas’’ intravaginais (PRID)
embebidas em progesterona, para executar protocolos reprodutivos e posterior
inseminacgao artificial. O autor inseminou cerca de dez vacas da raga Holstein durante

este periodo de estagio.

A sanidade animal foi a pratica clinica mais efetuada (36%), incluindo
vacinagdes e  desparasitagdes de ovinos e bovinos, provas de
intradermotuberculinizacdo de comparagdo para despiste de tuberculose, assim como
verificagdo das mesmas, 72 horas apos a inoculagdo. A recolha de sangue em ovinos
para rastreio de brucelose foi efetuada frequentemente. Em efetivos de ovinos, a
colocag@o de brincos e de bolos ruminais foi também efetuada com frequéncia. A
sanidade da raca Brava de Lide fez igualmente parte das praticas clinicas, incluindo
procedimentos como vacinagdes e desparasitagoes, provas de

intradermotuberculinizacdo de comparagao e recolhas de sangue.

A nivel reprodutivo, foram inseminadas vacas (5%) da raca Holstein, Angus,
Limousine, Charolés e cruzado de carne com prévio protocolo reprodutivo, assim
como exames andrologicos (5%) a machos para avaliagdo da funcdo e aptiddo
reprodutiva. Foram também realizadas ecografias para diagndstico de gestacdo em

éguas.

Cirurgicamente, para além do deslocamento do abomaso ja referido
anteriormente, efetuou-se a correcdo de um prolapso uterino e a corre¢do de um

prolapso vaginal em vacas de aptidao de carne (6%).

Outros procedimentos menos comuns foram o tratamento de miiases em
bovinos, realizacdo de necropsias em bovinos, tratamento de feridas e descornas de

animais adultos com o auxilio de um cabo de ago descornador (4%).

Durante este periodo do estagio, ocorreu um surto da Doenga Hemorragica
Epizodtica (DHE) em Portugal, sendo que a regido de Castelo Branco foi bastante
afetada, com varios relatos de animais infetados. Ocorreram intimeras duvidas e

questdes acerca de um possivel tratamento e medidas de prevengao e controlo, sendo

14



que a pouca informacgdo disponivel relativamente a DHE dificultou a tomada de

decisdo por parte dos produtores.

Foram colocadas armadilhas do tipo CDC miniatura, pelo autor, assim como
identificados e separados os insetos do género Culicoides capturados pelas mesmas,
essenciais para a realizacdo da presente dissertacdo. A identificacdo morfoldgica dos
insetos foi realizada na Escola Agraria de Castelo Branco (12%). O autor assistiu,
igualmente, a um webinar, acerca da DHE, organizada pelo Governo Espanhol, que
contou com inumeros palestrantes de varios paises (Espanha, Italia, Tunisia), onde
casos positivos de DHE tinham ocorrido. O Grafico 1 demonstra as atividades clinicas

/ procedimentos no primeiro periodo de estagio no distrito de Castelo Branco e

arredores.
Atividades Clinicas / Procedimentos
12% 6% .
4% 8%
6%
5% 18%
5%
36%

®m Campanhas vacinagdo antirrabica + chips m LeilGes Municipais
m Check-up semanal vacaria Sanidade Animal
m Inseminagdo Artificial m Exames Androldgicos
m Cirurgias (DA, prolapsos) m Outros (necrdpsias, miiases, feridas, descornas)

m Capturas e identificagdo morfoldgica Culicoides

Grifico 1: Atividades clinicas/procedimentos no primeiro periodo de estagio

no distrito de Castelo Branco (n = 450 = niimero de horas do primeiro estagio)
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Segundo periodo de estagio

Durante o segundo periodo de estagio, de novembro de 2023 a fevereiro de
2024 (3 meses, 600 horas), o acompanhamento do regime de ambulatorio pelo autor
era alternado entre quatro veterinarios clinicos, com um quinto veterinario responsavel
pelo laboratério, que ndo praticava clinica. Cada veterinario trabalhava em dias
especificos caso houvessem chamadas fora do horédrio laboral, tendo o autor
acompanhado muitas destas saidas pds-laborais. O laboratdrio estava localizado na
sede da empresa Zootecnia, onde o autor efetuou necropsias de ovinos e caprinos,
analises coproldgicas, contagem de espermatozoides, congelagdo de sémen de bovinos
e técnicas de PCR e ELISA para detecdo de doengas (6%). Os casos foram
maioritariamente discutidos na clinica ou no carro durante as deslocagdes as

exploragdes.

O regime ambulatério ndo se destinou apenas a provincia de Salamanca,
estendendo-se a outras provincias adjuntas, como Zamora, Valladolid, Segovia, Avila
e Céaceres. Os veterinarios visitavam semanalmente pavilhdes de engorda de bovinos,
distribuidos pelas provincias referidas, com o intuito de verificar o estado geral dos
animais e tratar, a nivel individual, os animais que os funcionarios identificavam como

doentes durante a semana.

Dada a zona geografica onde o autor se encontrava a estagiar, o contacto com
suinos era praticamente didrio, acabando por ser o animal com que mais contactou. A
pratica clinica mais realizada foi a vacinacdo de suinos contra Mal Rubro (25%),
seguido de exames andrologicos em bovinos de diversas racas (Morucho, Avilleno,
Retinto, Limousine, Charolés, cruzado de carne) com recolha de raspados prepuciais
para testagem dos agentes Trichomonas foetus e Campylobacter foetus (21%). As
ecografias para diagnostico de gestacdo em suinos foram frequentes (9%), assim como
a vacinagdo oral em leitdes. A classificagdo oficial de porcas ibéricas através de um
brinco colocado na orelha dos animais fez também parte do estdgio. Foi igualmente
efetuada a analise de Trichinella spiralis auxiliada por uma lupa, a amostras retiradas
dos pilares do diafragma e dos masséteres de suinos que foram sacrificados

domesticamente.
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O suporte através de fluidoterapia e complexo vitaminico B a vitelos recém-
nascidos, que apresentavam diarreias e desidratacdo, foi uma pratica bastante realizada
(14%), pois os produtores nao hesitavam em chamar um Médico Veterinario quando

notavam os animais debilitados.

O saneamento de efetivos de bovinos e ovinos (8%) através da vacinacao e
desparasitagdo, foi realizado, tendo o autor estado em contacto com varias ragas
autdctones bovinas da regido, nomeadamente as ragas Morucha, Avilefia e Retinta. Foi
efetuada a vacinacdo e desparasitacdo da Raga Brave de Lide de diferentes ganadarias
Espanholas. Foram colocados brincos e bolos ruminais a rebanhos de ovinos e
efetuadas varias necropsias em suinos e bovinos. Procedeu-se a recolha de fezes para
identificacdo dos agentes causadores de diarreia em vitelos (2%) e a drenagem de
abcessos a um lote de bovinos (cerca de 20), provavelmente por alguma falha de boas

praticas de vacinagdo dos animais.

A nivel de reprodugdo de bovinos, foram executados protocolos reprodutivos
para sincronizac¢ao de vacas e posteriores inseminagdes artificiais. A transferéncia de
embrides foi também realizada. Adiciona-se a esta lista ecografias para diagnostico de

gestagdo (6%).

O autor realizou procedimentos clinicos na area de podologia em machos
bovinos (3%), incluindo a sedagdo e posterior correcdo das ungulas, que impediam
uma deslocagdo normal dos animais, afetando diretamente a aptidao reprodutiva dos
mesmos. Durante este procedimento, foram encontradas varias hemorragias
internamente na sola, provavelmente relacionadas com a DHE. Foram recebidas

muitas chamadas para visitar touros com claudicagdo de origem idiopatica.

A nivel cirargico, efetuou-se a corregdo cirtirgica de um prolapso retal de um
suino, a correc¢do cirurgica de um prolapso uterino de uma vaca, uma cesariana a uma
vaca e intervencdes em partos através de manobras obstétricas, trés em vacas de raca
Holstein, outros trés em vacas de raca Limousine, um numa vaca de raga Morucha e
outro numa vaca de raga Charolesa, incluindo uma episiotomia em dois animais € uma

cefalotomia noutro animal (3%).
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Algumas vacas foram também tratadas para o timpanismo, o que ¢ possivel
devido a época do ano e a quantidade de bolotas disponiveis, dado que ¢ uma area

principalmente constituida por azinheiras (3%).

Outras praticas também realizadas, ndo tdo comuns, foram a vacinacio
antirrabica de canideos, tratamento de feridas e cortes em bovinos, o tratamento de
uma cabra com toxemia de gestacdo e o abate de emergéncia de quatro vacas. Foram
também encontrados nesta regido possiveis casos da DHE em bovinos, sendo que na
provincia de Salamanca foram detetados varios casos positivos desta doenga, o
primeiro a 7 de agosto de 2023. O Gréfico 2 demonstra as atividades clinicas /

procedimentos no segundo periodo de estagio na provincia de Salamanca e arredores.

Atividades Clinicas / Procedimentos
3% 2% 3% 6%

0

8%

14%

21%

m Laboratério (necrdpsias, congelagdo sémen analises clinicas...)
m Sanidade de suinos
m Ecografias Diagndstico Gestagdo Suinos
Exames Androldgicos e raspados prepuciais
® Fluidoterapia vitelos
m Sanidade de efetivos de bovinos e ovinos
m Reprodugdo de bovinos
m Podologia em bovinos
m Cirurgia (prolapsos, cesariana, manobras obstétricas)
m Recolha de fezes para analises coproldgicas
m Outros ( pesquisa Trichinella, vacas timpanizadas, feridas e cortes...)

Grafico 2: Atividades clinicas/procedimentos no segundo periodo de estidgio na

provincia de Salamanca (rn = 600 = numero de horas do segundo estagio)
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Doenca Hemorragica Epizodtica — Detecio do Virus da Doenca

Hemorragica Epizootica no Concelho de Idanha-a-Nova

1. Introducio

A Lingua Azul, a Febre do Vale do Rift, Doengca de Schmallenberg, a
Dermatose Nodular Contagiosa, a Febre Efémera Bovina, Dengue, a Malaria e a Febre
Amarela s3o exemplos de doencas transmitidas por vetores artropodes, a semelhanga
da Doen¢a Hemorragica Epizodtica (DHE). Certos fatores antropogénicos, tais como
a globalizagdo comercial, assente num mercado internacional de transporte facilitado,
viagens intercontinentais, transporte e movimentagdo de animais entre longas
distancias e as alteracdes climaticas, podem aumentar o risco de ocorréncia de doengas
virais, como ¢ o caso da DHE (Hendrickx et al., 2008). Estes fatores, principalmente
o aquecimento da temperatura média da Terra, sdo diretamente influenciados por
atividades antropogénicas que resultam na libertagdo de gases com efeitos de estufa
(Lee et al. 2023). O aquecimento tem implica¢des a longo termo, ao gerar ambientes
e condi¢cdes favoraveis a sobrevivéncia de organismos em areas geograficas ndo
endémicas, como ¢ o caso de Portugal. Estes surtos provocam um impacto negativo
devido a expansdo continua destas doengas para areas onde ndo existiam, acabando
por afetar a Satide e o Bem-Estar Animal (BEA), e a economia interna. A DHE ¢
classificada como doenga emergente e, para além das questdes sociais e de BEA, pode
causar graves complicagdes econdmicas locais, regionais e nacionais, assim como
restricdes ao movimento dos animais (Jiménez-Cabello, Ultrilla-Trigo, Lorenzo,

Ortego & Calvo-Pinilla, 2023).

Os hospedeiros da DHE sdo principalmente ruminantes domésticos e
selvagens, incluindo bovinos, varias racas de cervideos, como o veado de cauda branca
(Odocoileus virginianus), ovinos e caprinos (Duan et al., 2022), sendo a mesma
transmitida por insetos do género Culicoides (Purse et al., 2015). O virus j4 foi isolado
na América do Norte e do Sul, Africa, Médio Oriente, Asia, Oceania e, mais
recentemente, na Europa, sendo a Antértida o inico continente sem relatos até a data.
Foi detetado pela primeira vez nos EUA em 1955, num surto que causou uma elevada
taxa de morbilidade ¢ mortalidade em veados de cauda branca. Existem varios
serotipos dispersos por todo o mundo, incluindo nos paises que contactam com a bacia
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mediterranica, tais como Marrocos, Argélia, Libia, Tunisia, Egito e Israel. Como a
maior parte das infe¢des em ruminantes sao inaparentes, pensava-se inicialmente que
a DHE apenas causava sinais clinicos subagudos em gado e que era mais severa em
certas ragas de veados. Contudo, o surto que ocorreu no Japdo em 1959,
convencionalmente conhecido como virus Ibaraki, tratando-se do ser6tipo 2 do virus
da Doenga Hemorragica Epizootica (VDHE), teve um impacto econdmico bastante
significativo, que resultou na infecao de 30 076 animais, e na morte de cerca de 4 023

(Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Inaba, 1975).

O primeiro caso do surto que ocorreu no continente europeu foi reportado a 25
de outubro de 2022 na Sicilia, Italia, propagando-se rapidamente pelo Sul da Europa,
auxiliado pelos ventos provenientes do norte de Africa. Sdo oito os serétipos
conhecidos do VDHE (World Organization for Animal Health [OMSA], 2021; Thabet
et al.,, 2023); porém, o serotipo identificado neste primeiro surto foi o 8, o mesmo
responsavel pelo surto ocorrido na Tunisia em 2021 (Sghaier et al., 2022), o que
coincide com a literatura pois o virus tem tendéncia a avangar para Norte (Gao et al.,

2022).

A prevengdo e controlo da doenca torna-se muito dificil, sendo a
implementagdo de campanhas de vacinacdo a tUnica medida de prevencdo que
apresenta bons resultados a nivel de controlo da DHE. As populacdes de larvas do
género Culicoides podem ser controladas através de inseticidas de nova geragdo, com
varias propriedades benéficas, provenientes da arvore Azadirachta indica. Varios
estudos identificaram as caracteristicas inseticidas das substancias extraidas dos frutos

e sementes desta arvore.

1.1 A importancia de doencas emergentes transmitidas por vetores

Doengas emergentes sdo aquelas recentemente identificadas ou que evoluiram
apés um surto prévio, em novas areas geograficas ou populagdes, com impacto
significativo na satide animal ou publica (OMSA, 2021). As mudangas constantes nos
fatores demograficos, ecologicos e antropogénicos asseguram que novas doengas e

doencas recorrentes continuem a emergir. O aquecimento da Terra que estamos a
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enfrentar ¢ diretamente influenciado por estas atividades antropogénicas, tais como a
libertagcdo de gases com efeitos de estufa (Tabachnick, 2010). Este aquecimento vai ter
implicagdes a longo termo no que toca a prevengao e controlo de doencas transmitidas

por vetores.

De acordo com a Organiza¢ao Mundial da Satde, as doengas transmitidas por
vetores correspondem a 17% das doengas infecciosas no mundo (OMS, 2020).
Diversos fatores contribuem significativamente para a introdugdo, estabelecimento e
dissemina¢do de agentes patogénicos transmitidos por artrépodes, incluindo a
globaliza¢do comercial, o transporte internacional facilitado e as alteragdes climaticas

(Hendrickx et al., 2008).

As alteragdes climaticas tém um impacto profundo nos vetores artropodes,
alterando os seus padrdes de distribuicdo e a sua capacidade de transmitir agentes
patogénicos (Tabachnick, 2010). Estas afetam significativamente a atividade dos
artropodes, pois contribuem para que a expansdo arboviral exceda os seus limites
atuais (Rockloy & Dubrow, 2020; Whitehorn & Yacoub, 2019; Federici et al., 2016).
A transmissdo arboviral de um hospedeiro infetado para um suscetivel requer
condi¢des ambientais favordveis tanto para o vetor quanto para o virus, bem como para
o hospedeiro vertebrado, sendo que cada individuo pode ser influenciado por

condi¢des ambientais muito particulares (Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011).

O transporte de animais também acelera a propagagdo de doengas transmitidas
por vetores artropodes, como os arbovirus, pelo que sdo implementadas restri¢des de
movimento dos animais quando ocorrem estes surtos. Estas imposi¢des impedem a
venda dos animais e afetam os produtores (A.J. Wilson & Mellor, 2009), resultando
em perdas econdmicas importantes, tanto diretas como indiretas (Jiménez-Cabello et

al., 2023).

As infecdes causadas sdo tipicamente sazonais, ocorrendo principalmente
quando as popula¢des de insetos Culicoides atingem o pico, num periodo temporal que
decorre do Verdo até ao fim do Outono. Temperaturas mais elevadas reduzem o tempo
de desenvolvimento dos quatro estagios larvais, permitindo que as pupas se formem
mais rapidamente. A velocidade da replicagdo viral, a virogénese e o periodo de

incubacdo extrinseca também vao ser mais rapidas, o que faz otimizar a transmissao
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do virus (Mayo et al., 2020). Estas temperaturas mais altas conduzem a sazonalidades
prolongadas no que diz respeito ao ciclo de vida dos insetos e surtos de maior

intensidade (Hudson et al., 2023).

E expectavel que os insetos apresentem uma resposta significativa as alteragdes
climaticas, uma vez que a duracdo do seu ciclo de vida ¢ fortemente influenciada pela

temperatura (R.J. Wilson & Maclean, 2011; Mellor ef al., 2000).

A proximidade geografica da Tunisia com a Europa representa um risco claro
para a disseminacdo do virus (Sghaier et al., 2022). O Virus da Doen¢a Hemorragica
Epizootica (VDHE) e o Virus da Lingua Azul (VDA) possuem um nicho ecoldgico
idéntico, com dissemina¢do de populagdes de Culicoides para a Europa oriundas do
Norte de Africa através de tempestades de areia (Sghaier ez al., 2022). A vigilancia ¢
crucial para mitigar a disseminacdo da doenca entre continentes. O vento altera a
direcdo dos insetos e a area abrangida pelos mesmos (Pedgley, D. E. 1983). Em varios
casos, o transporte passivo dos vetores ao longo de grandes distancias ¢ facilitado pelos
ventos predominantes, resultando na disseminacdo de insetos infetados provenientes
da regido de origem, que podem viajar por mais de 100 km (Ducheyne et al., 2007).
Este fenémeno de transporte passivo dos vetores ¢ um dos principais mecanismos de
propaga¢do da doenca, permitindo a sua rdpida disseminacdo e afetando multiplas
regides. Foi demonstrado que a disseminagao de insetos através de ventos maritimos
(overseas) chegou a distancias de 700km (Ducheyne et al., 2007). O movimento de
longa distancia dos insetos ¢ mais eficiente se forem utilizados os ventos rapidos acima
da Flight Boundary Level (FBL) do inseto (Drake & Farrow, 1988), isto €, o limite de

altitude até onde os Culicoides conseguem voar e estar presentes na atmosfera.

A colonizagdo europeia do continente africano esta cheia de exemplos de
doengas transmitidas por arbovirus, que resultaram da introdu¢do de gado europeu
suscetivel nesse continente. A Peste Suina Africana, a Peste Equina Africana, a Febre

do Vale do Rift e a Lingua Azul sdo alguns dos exemplos.

As fémeas Culicoides desempenham um papel crucial na propagacdo de
Orbivirus, atuando como vetores responsaveis pela disseminagdo de doengas com
relevancia bastante significativa a nivel da satide publica e da satde veterinaria. Entre

as doencas transmitidas por estes insetos, destacam-se o virus Akabane, a Doenga
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Hemorragica Epizodtica, a Peste Equina Africana, a Lingua Azul e a doenca de
Schmallenberg. Sdo vérios os estudos corroboram a relevancia destes insetos como
agentes transmissores destas patologias anteriores (De Regge et al., 2015; Purse,
Carpenter, Venter, Bellis & Mullens, 2015; Carpenter, Groschup, Garros, Felippe-
Bauer & Purse, 2013; Mellor et al., 2000).

1.2 Doenca Hemorragica Epizootica

A DHE é uma doenga infecciosa nio contagiosa causada pelo VDHE. E uma
doenga emergente, que foi classificada como doenca de declaracdo obrigatéria pela
OMSA em maio de 2008 (OMSA, 2019). E uma doenga que possui bastante interesse
econoémico devido as perdas resultantes da morte dos animais, pela diminui¢do da
producdo que ¢ causada em populagdes nativas suscetiveis, e pelas restrigdes impostas
aos paises afetados, onde ¢ proibida a circulacdo de animais, 6vulos e sémen (Savini

etal., 2011).

A transmissao ¢ efetuada por insetos do género Culicoides e afeta ruminantes
selvagens e domésticos, sendo que o virus se transmite entre estes hospedeiros
(Jiménez-Cabello et al., 2023). A maior parte das infecdes em ruminantes sdo
inaparentes e sdo mais severas em certas ragas de veados, podendo ser indistinguivel
da Lingua Azul (LA) (Mellor et al., 2000); s6 através de testes como Enzyme-Linked
Imunossorbent Assay (ELISA), Agar Gel Immunodiffusion (AGID) e Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) € que € possivel distinguir as
duas doencas. Foi reportada a transmissao via fecal-oral em veados de cauda branca
(Gaydos et al., 2002) e a transmissao transplacental foi demonstrada pelo isolamento
do serotipo 2 (VDHE-2) de 6rgdos internos de fetos de bovinos abortados (Ohashi,
Yoshida, Watanabe & Tsuda, 1999).

Com a ocorréncia dos recentes surtos na Europa, a DHE encontra-se espalhada
por todos os continentes, exceto na Antartida. Durante um longo periodo, era
considerada uma doenga grave que afetava apenas cervideos, até que surtos
subsequentes que envolveram o virus Ibaraki (VDHE-2) afetaram gado bovino no

Japdo. S6 recentemente, com o decorrer dos surtos de DHE no Norte de Africa
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(VDHE-6, -7 e -8), no Médio Oriente (VDHE-1, -2, -4, -5, -6 e -7), e na Europa
(VDHE-8) ¢ que a DHE foi incluida na lista de doengas que afetam bovinos (Sghaier
et al.,2022; Savini et al., 2011; EFSA, 2008).

A 25 de outubro de 2022 foram reportados os primeiros casos na Europa, em
Sicilia, Italia, mais especificamente perto da cidade de Trapani, tal como refere um
estudo realizado por Alessio Lorusso ef al. (2023). Em 2006-2007, foram descritos
surtos da DHE causados pelos serdtipos 6 € 7 em paises que fazem fronteira com a
bacia Mediterranea, tais como Marrocos, Argélia, Tunisia, Israel, Jordania e Turquia

(Sghaier et al., 2022; OMSA, 2019; Temizel et al., 2009; Yadin ef al., 2008).

As manifestagdes clinicas da DHE sdo idénticas as causadas pelo virus da
Lingua Azul, dado que ambas apresentam semelhancgas (Savini et al., 2011), incluindo
edema da conjuntiva, edema das mucosas orais, nasais e da regido rostral (Alessandro
Lorusso et al., 2023; Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2007). Em alguns casos
reportados da DHE, erosdes e ulceracdes que se desenvolvem a nivel dos cascos
acabam por levar a claudica¢des nos animais, podendo a lingua ficar edematosa, o que
se assemelha as caracteristicas clinicas da LA. Apesar da epidemiologia e da
distribuicao global do virus da LA e do virus da DHE serem idénticas, as infegdes pelo
VDHE foram menos estudadas, porque apresentam menor significancia para a
agricultura animal comparando com o VLA, particularmente no que toca a
movimentagdo de animais provenientes de zonas infetadas com o VLA (Jiménez-

Cabello et al., 2023).

1.3 Virus da Doenca Hemorragica Epizodtica

O virus da Doenca Hemorragica Epizootica pertence a familia Reoviridae, que
¢ uma das mais complexas em toda a virologia, devido a sua diversidade gendmica,
ampla gama de hospedeiros e patologias, ciclo de replicagdo complexo, e diferentes
interagdes com o sistema imunitario. Pertence igualmente ao género Orbivirus, € as
particulas virais ndo apresentam invélucro. Os virus que compdem esta familia infetam

uma grande variedade de hospedeiros, incluindo mamiferos, passaros, répteis,

24



anfibios, peixes, moluscos, crustaceos, insetos, plantas e fungos. O VDHE apresenta,

a nivel imunologico, reatividade cruzada com o VLA (OMS, 2021).

O genoma do VDHE compreende 10 segmentos lineares de cadeia dupla

(bicatenario) de RNA (dsRNA), que codificam sete proteinas estruturais (VP1-VP7) e
quatro ndo estruturais (NS1, NS2, NS3/NS3A, NS4) (Jiménez-Cabello et al., 2023).

Encontra-se rodeado por uma capside proteica icosaédrica de trés camadas. A capside

proteica exterior (VP2) ¢ o determinante primario da especificidade do serdtipo, assim

como acontece no VLA. A outra proteina exterior, a VPS5, ¢ indutora da produ¢ado de

anticorpos neutralizantes (Thabet et al.,, 2023; Anthony et al., 2009). Na Figura 1 ¢

possivel visualizar uma representacdo esquematica de uma particula viral do VDHE.

EHDV virion

Virion Components

O vr2 (60 trimers)
% VP5 (120 trimers)

| | VP7 (260 trimers)

- VP3 (60 dimers)

RNA Polymerase Complex
(VP1, VP4 and VP8)

Non-Structural Proteins

- NS1 - NS2 - NS3/NS3A
- NS4 - NS5

A particula viral apresenta cerca de 80 nm de diametro. A capside
externa ¢ constituida pelas proteinas VP2 e VP5; a capside intermédia
¢ composta pelas proteinas VP3 e VP7; a céapside interna contém o
complexo RNA polimerase, que ¢ composto pelas proteinas estruturais
VP1, VP4 e VP6. Sdo expressas durante o ciclo replicativo pelo menos
quatro proteinas ndo estruturais (NS1, NS2, NS3/NS3A, NS4 e NS5).

Figura 1 — Representacdo esquematica de uma particula viral do VDHE

(Adaptado de Jiménez-Cabello et al., 2023)
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Com base em testes de neutralizagdo cruzada e andlises genéticas das
sequéncias nucleotidicas do segmento 2 do virus, foram identificados oito serdtipos e
dois serotipos putativos do VDHE (Thabet et al., 2023; OMSA, 2021), existindo
alguma incerteza em relacdo ao niimero exato de serdtipos (OMSA, 2021). O serdtipo
8 foi o responsavel por causar os surtos no continente europeu no final de 2023. Os
serotipos VDHE-6 e VDHE-7 eram considerados ndo patogénicos, mas em surtos
recentes foram capazes de causar doenca no gado, assim como grandes perdas
econdmicas, especialmente em exploragdes destinadas a producdo de leite (Savini et
al., 2011). Os ser6tipos que se encontram reportados como patogénicos, traduzindo-se
em sinais clinicos severos em gado, sdo as estirpes virais Ibaraki (VDHE-2), 318

(VDHE-6), Israelita (VDHE-7) (Savini et al., 2011) e o VDHE-8 (Thabet et al., 2023).

Como existe pouca informagdo acerca da relacdo entre serétipos individuais,
a classificacdo dos mesmos torna-se um desafio. Estudos que foram surgindo desde a
primeira identificagdo do virus em 1955, demonstraram que serotipos diferentes sdao
semelhantes, como ¢ o caso do serdtipo 3 em relagdo ao serdtipo 1, pelo que agora
pertencem ao mesmo. Outro exemplo € a estirpe responsavel pelos surtos no Norte de
Africa e Turquia (VDHE-318), idéntica serologicamente 8 VDHE-6 (Anthony et al.,
2009). O virus Ibaraki, identificado pela primeira vez no Japao em 1959, causador de
surtos esporadicos em gado na Asia, é agora considerado um membro do VDHE-2
(Jiménez-Cabello et al., 2023), e partilha epitopos de reagdo cruzada com outras
estirpes e serdtipos da DHE (Pereira, Nishida, Tokunaga, Iwata & Inoue, 2000). A
infecdo com um serdtipo particular do VDHE confere prote¢do contra o serdtipo
homologo. Em 1960, a morbilidade e mortalidade causada pelo virus Ibaraki foi muito
menor que aquela reportada em 1959 pois muitos animais tinham anticorpos contra o
virus (Omori et al., 1969). A duracdo desta prote¢do ¢ desconhecida, mas ¢ sugerido
que dure uma vida inteira (Stallknecht ez al., 1991). As investigacdes demonstraram
também relagdes de neutralizagdo cruzada entre serotipos, o que ¢ uma informagao

importante para o desenvolvimento de vacinas (Jiménez-Cabello ef al., 2023).

O virus que afetou o continente europeu teve a sua origem a partir do Norte
de Africa, sendo o seu genoma idéntico ao ser6tipo 8 detetado num surto na Tunisia

em 2021 (sequéncia nucleotidica idéntica em mais de 99,9%) (Alessio Lorusso et al.,
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2023). A identificacdo do virus em Portugal levou a restricdes de movimento dos
animais num raio de 150 km dos locais onde ocorreram os surtos. A incursdo do VDHE
na Europa era previsivel, dado a ocorréncia do surto na Tunisia em 2021 e a
proximidade que este pais apresenta em relacio aos paises vizinhos europeus (Alessio
Lorusso et al., 2023). A 18 de novembro de 2022, a DHE foi reportada na comunidade
autonoma de Andaluzia, nas provincias de Cadiz e Sevilha que integram esta
comunidade. Estes eventos enfatizam a importancia das autoridades europeias
colaborarem com as autoridades do Norte de Africa no que toca a satde publica e

saude veterinaria (Alessio Lorusso et al., 2023).

O numero de estirpes virais continua a aumentar a nivel individual para cada
virus, devido a sua capacidade de mutagdo e recombinacgdo genética, por ser um virus
do tipo RNA (Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011). A importancia desta
diversidade genética ¢ que estirpes especificas dentro do mesmo virus possuem
propriedades biolodgicas muito diferentes, incluindo a viruléncia, os hospedeiros e o
tropismo para diferentes tecidos (Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011). Para
compreendermos o surgimento de novas doencas virais, devemos efetuar uma

apreciagdo da genética e da evolugao viral.

Assim que um virus ou um novo serdtipo do virus emerge numa
regido/exploragdo, ocorre um padrao ciclico em que o virus pode desaparecer por um
certo periodo, mas volta a reaparecer na mesma exploragdo alguns anos depois (Behar
et al., 2022). Cada exploragdo funciona como um nicho ecoldgico, que fornece um
ambiente propicio para diferentes serdtipos de virus segmentados, tais como o VDHE
e 0 VLA, para trocarem de segmentos do seu genoma e criarem oportunidades de
restabelecimento, fazendo com que estes virus evoluam rapidamente e se adaptem as
condi¢des locais. Como o virus ja se encontra disseminado por diversas regides do
globo, implica que futuramente, a propagacao do virus por varios paises, seja provavel

(Behar et al., 2022).

O virus ¢ bastante instavel a altas temperaturas, sendo inativado através do
bindmio tempo/temperatura 50 °C durante 3 horas ou a 60 °C durante 15 minutos
(OMS, 2021). E sensivel a pH inferior a 6 e superior a 8, ¢ resistente a solventes

lipidicos como o éter e o cloroféormio. E também inativado quimicamente por etanol a
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95%, beta-propiolactona, glutaraldeido a 2%, acidos, bases como hidroxido de sddio
a 2%, hipoclorito de sédio 2-3%, iodoforos e compostos fenolicos; porém, ¢ muito
estavel em sangue e tecidos a temperaturas de 20, 4 e -70 °C (OMS, 2021) e resistente

a radiacdo UV ey (Savini et al,, 2011).

1.4 O género Culicoides

Os insetos do género Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae) estdo
distribuidos mundialmente, com mais de 1400 espécies identificadas (Borkent &
Dominiak, 2020; Mellor et al., 2000). Pelo menos 64 destas espécies encontram-se
presentes na Europa (Ramilo, 2016; Martinez-de la Puente, Figuerola & Soriguer,
2015), sendo que com o decorrer do tempo e realizacdo de novos estudos este numero
poderd vir a aumentar. J4 foram isolados mais de 50 virus em insetos Culicoides
(Mellor et al., 2000). Estes insetos apresentam um tamanho pequeno, varidvel entre
1,5 e 3mm de comprimento (Mellor et al., 2000). Cada inseto apresenta um padrao nas
asas que ¢ composto por manchas brancas e cinzentas, caracteristicos de algumas
espécies, resultantes da distribuicdo e densidade de pequenos e grandes pelos na
superficie das asas (Ramilo, 2016). Contudo, existem padrdes sobreponiveis entre
individuos de espécies proximas (Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011). Na Figura
2 ¢ possivel visualizar um inseto da espécie Culicoides imicola com o seu padrdo nas

asas caracteristico.

100 pm
Figura 2 — Inseto da espécie Culicoides imicola (Adaptado de Ramilo,

2016)
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Ambos os sexos se alimentam de néctar, mas apenas as fémeas sdo
hematofagas, ou seja, alimentam-se de sangue de uma variedade de espécies de
vertebrados para que seja possivel reproduzirem-se, apresentando muitas vezes
preferéncias claras por mamiferos ou aves (Martinez-de la Puente et al., 2015). As
fémeas que possuem o abdéomen com sangue permitem identificar a origem deste, o
que nos vai dar informagdes sobre os padrdes de alimentagdo dos insetos (Martinez-

de la Puente et al., 2015).

Os insetos Culicoides transmitem diversos agentes patogénicos incluindo
virus, bactérias, protozoarios e filarideos (Radrova et al, 2016). Possuem habitos
crepusculares e noturnos, sendo constituidos por pecas bucais curtas, pelo que
preferem picar em zonas de pele mais fina tais como a cara, as orelhas, zona inguinal
e zona posterior do abdémen (Mellor et al., 2000). Das vérias espécies de Culicoides
citadas na Peninsula Ibérica, apenas algumas possuem competéncia vetorial, entre elas
Culicoides imicola, as espécies do grupo Obsoletus e as espécies do grupo Pulicaris.
A espécie C. imicola e as espécies do grupo Obsoletus sdo as mais abundantes em
Portugal e apresentam uma ampla distribui¢do (Ramilo, 2016; Maclachlan, N. J., &
Dubovi, E. J., 2011).

Os insetos Culicoides sdao animais ectotérmicos, sendo o seu metabolismo
dependente da temperatura ambiente, que influencia a atividade de alimentagdo e
reprodutora, assim como a multiplicacdo de agentes patogénicos no seu interior. Por
conseguinte, sdo mais ativos a temperaturas entre os 10 °C e os 35 °C, e para
conseguirem sobreviver ao transporte pelos ventos acima da FBL, os ventos devem ser
quentes, entre 15 e 20 °C durante a noite ou entre 20 °C a 40 °C durante o dia

(Braverman & Chechik, 1996).

As alteragdes climaticas favorecem a sobrevivéncia dos insetos, nas estagdes
mais frias (outono e inverno) gragas ao aumento das temperaturas, o que faz com que
o virus permane¢a nas glandulas salivares, atuando como reservatorios do virus
durante estas estagdes. A este fendmeno da-se o nome de overwintering e ¢
particularmente relevante neste contexto, uma vez que os vetores podem manter o

virus ativo durante o inverno, garantindo a sua reemergéncia na primavera seguinte,
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favorecendo a propaga¢do do VDHE nas primeiras picadas (Foxi et al., 2016; Mellor
et al., 2000) em areas onde tradicionalmente as temperaturas mais baixas limitariam a
atividade vetorial. O aumento das temperaturas permitiu que estes insetos ocupassem

e colonizassem zonas que antes ndo eram capazes.

A espécie Culicoides imicola estd mais adaptada a condicdes tropicais,
preferindo zonas de sol com escassa vegetacao arbdrea, como pastos € parques
constituidos por matéria organica. Ha estudos que indicam que C. imicola ¢ exofilico
nos seus habitos alimentares, apresentando alguma relutancia em entrar em edificios
(Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011). A precipitacdo foi um fator importante
num estudo realizado por Meiswinkel (1997), que demonstra o requisito da espécie C.
imicola utilizar s6lidos himidos com matéria organica para se reproduzir. J& os insetos
Culicoides do grupo Obsoletus preferem zonas arborizadas ou com arbustos. Podem
alojar-se dentro de edificios/instalagdes, no local onde se armazena a alimentacdo e os
dejetos dos animais, por exemplo, ¢ em locais perto dos hospedeiros para que
consigam alimentar-se de sangue e realizar a oviposicdo. O grupo Obsoletus ¢ um
conjunto de espécies cripticas, que incluem Culicoides chiopterus, Culicoides dewulfi,
Culicoides obsoletus, Culicoides scoticus € Culicoides montanus, sendo as fémeas das
ultimas trés espécies praticamente indistinguiveis morfologicamente (complexo
Obsoletus), sendo mais facilmente identificadas com recurso a biologia molecular

(Ramilo, 2016; Gomulski, Meiswinkel, Delécolle, Goffredo & Gasperi, 2005).

Estas espécies de Culicoides encontram-se amplamente distribuidas e sdo
abundantes por toda a Europa Central e do Norte. Varias espécies de Culicoides foram
incriminadas como sendo vetores do VDHE em areas endémicas, incluindo C. imicola
(Savini et al.,, 2011). Em Italia, amostras coletadas a campo de C. obsoletus e C.
scoticus, mostram que estas espécies também sdo suscetiveis a infecdo com VDHE
(Federici et al., 2016). Neste mesmo estudo realizado por Federici et al. (2016) ¢
avaliada a suscetibilidade oral dos insetos Culicoides ao VDHE em condigdes

laboratoriais.

Num programa de vigilancia entomologica efetuado em Portugal, que
estudou a distribuicao espacial e temporal de Culicoides ao longo de 7 anos, entre 2005

e 2012, a espécie C. imicola, seguida daquelas pertencentes ao complexo Obsoletus,
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foram as mais capturadas e as mais prevalentes. Assim sendo, elas sdo consideradas as
espécies mais provaveis de transmitir o VLA em Portugal (Ribeiro et al., 2015), o que
pode ser idéntico para o VDHE. A maior abundancia de C. imicola registada na regido
sul de Portugal deve-se provavelmente a preferéncia desta espécie para se reproduzir
em areas onde o solo ¢ humido e cheio de nutrientes e com bastante exposicao a luz
solar, caracteristicas que correspondem as regides centro e sul de Portugal. Por outro
lado, o grupo Obsoletus ¢ menos dependente do tipo de solo (European Food Safety
Authority Journal (EFSA) (2008)). A atividade continua dos insetos Culicoides adultos
durante todo o ano no centro de Portugal (Ramilo, 2016), pode facilitar a persisténcia
da DHE enquanto a temperatura for adequada para a replicacdo do virus ou se a
sobrevivéncia dos adultos se der durante periodos frios, o que permite a sobrevivéncia
de vetores infetados (Takamatsu ef al., 2003). Uma regido no centro do pais, Idanha-
a-Nova, mereceu particular atencdo durante o estudo realizado por Ribeiro et al.
(2015), pois registou capturas volumosas e continuas de C. imicola, tendo esta espécie

demonstrado atividade durante todo o ano.

Atividades de investigacdo entomoldgicas realizadas a campo em Italia por
Quaglia et al. (2023) permitiram a detecdo do serotipo VDHE-8 em pools de fémeas
das espécies C. imicola, C. obsoletus/scoticus, C. newsteadi, C. pulicaris e C. bysta
que apresentavam sangue no abdomen, demonstrando, igualmente, que elas foram
capazes de transmitir o VDHE. A distribui¢do de C. imicola, assim como as espécies
dos complexos Obsoletus e Pulicaris em maior parte do territdrio europeu (Federici et
al., 2016; Conte, Goffredo, Ippoliti & Meiswinkel, 2007) confirmam que a Europa esta
bastante predisposta a disseminagdo do serdtipo 8 do VDHE, dado que os vetores sdo
abundantes, o clima ¢ apropriado e existem hospedeiros disponiveis (Quaglia et al.,

2023).

Em certos pools de C. imicola foram encontrados o VDHE ¢ VLA em
simultaneo (Quaglia et al., 2023). Concluiu-se que o serotipo 8 do VDHE partilha os
mesmos padrdes de transmissdo do VLA, o que torna possivel a sua transmissdo na

Europa (Alessio Lorusso et al., 2023; Quaglia et al., 2023).
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1.4.1 Taxonomia dos insetos Culicoides

De acordo com o website da Fauna Europaea (2024), a classificagdo dos insetos

Culicoides esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Taxonomia dos insetos Culicoides

Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Filo Arthropoda
Subfilo Hexapoda
Classe Insecta
Ordem Diptera
Subordem Nematocera

Infraordem | Culicomorpha
Superfamilia | Chironomoidea

Familia Ceratopogonidae
Subfamilia | Ceratopogoninae
Tribo Culicoidini

Género Culicoides

1.5 Distribui¢ao dos insetos Culicoides

A distribuicdo dos insetos Culicoides ¢ afetada por varios fatores abioticos
(média anual da temperatura mais alta e mais baixa, média anual de precipitagao,
radiagdo solar, velocidade do vento, tipo de terreno) e bidticos (como a distribui¢ao do
gado) (Leta et al., 2019). Esta distribuicdo geografica esta limitada diretamente com a
temperatura, sendo as temperaturas anuais maximas € minimas o0s maiores
determinantes. Os insetos Culicoides apresentam baixa tolerancia a temperaturas frias,
pelo que a sua distribui¢do e abundancia esta diretamente relacionada com este fator
(Letaet al., 2019; Wittmann & Baylis, 2000). A radiacdo solar e a precipitacdo também

sdo dois fatores importantes relativos a distribuicao dos insetos (Leta et al., 2019).

De acordo com Purse ef al. (2015), as zonas que apresentam uma maior
abundancia de Culicoides combinam varios fatores abidticos e bidticos, que incluem

os hospedeiros, o tipo de terreno e o clima. As caracteristicas dos terrenos favoraveis
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para os insetos sdo terras agricolas de sequeiro, terrenos agricolas de policulturas, e

terrenos com vegetacao (mato/florestas).

Num cendrio futuro, é expectavel que o habitat adequado para C. imicola se
desloque para latitudes mais a norte (Pirbright & Surrey, 1997). Consequentemente, ¢
provavel que o virus se expanda para regides noérdicas, colocando em risco paises como

a Noruega, Suécia, Finlandia e Peninsula de Kola (Gao et al., 2021).

Na Europa, sabe-se que a espécie C. imicola se distribui, para além de Portugal,
ao longo da costa Mediterranea, em paises como Espanha, Franca, Itdlia, Croacia,
Albania, Grécia, Turquia e Chipre (Leta ef al., 2019). Na Figura 3 € possivel observar
a distribui¢do prevista de insetos da espécie Culicoides imicola para o ano de 2019,
onde se verifica que os paises em contacto com a bacia Mediterranea, como Portugal
e Espanha, possuiam uma elevada adequag¢do ambiental para a presenca da espécie

(Leta et al., 2019).

Pontos de ocorréncia de Culicoides imicola
o

0.25
0.5
0.75

Figura 3 — Distribui¢do potencial prevista de C. imicola (Adaptado de Leta
et. al., 2019)
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1.6 Ciclo de vida

O ciclo de vida dos insetos Culicoides compreende a fase de ovo, 4 fases
larvares, uma fase de pupa e uma de adulto (Mellor et al., 2000). Os habitats das larvas
do género Culicoides sdo aquaticos ou semi-aquaticos, incluindo pantanos e turfeiras,
com uma alta gama de salinidade e acidez da agua. Locais como drenos de agua
(Braverman & Chechik,1996), lagoas de 4agua salobra, margens de riachos e lagos

salgados (Chaker E., 1981) sdo alguns exemplos de habitat.

As fémeas de espécies com interesse veterinario geralmente alimentam-se do
sangue de bovinos e equinos e reproduzem-se em habitats associados, como
serapilheira, estrume e lama enriquecida organicamente (Leta ef al., 2019). As fémeas
adultas va@o efetuar a oviposicdo em substratos desta lama enriquecida, pois a
humidade e a nutri¢do sdo cruciais para o crescimento e desenvolvimento das fases
larvais (Kettle, 1997). Nos meses mais quentes, as linhas de d4gua vao diminuindo e os

insetos tém nessas zonas um local ideal para se reproduzirem.

As larvas de C. imicola vivem na camada superficial do solo, enterradas a
poucos centimetros de profundidade em zonas de lama mais seca. Em lagos e charcas
artificiais, estas sdo encontradas nos primeiros 50 cm acima da linha de dgua (Foxi &
Delrio, 2010). Isto corrobora as observagdes realizadas por Nevill (1967) que refere
que as larvas ndo possuem a capacidade de flutuar na superficie da d4gua e acabam por

se afogar quando ocorre uma inundacao do habitat.

Por outro lado, as larvas de C. obsoletus e C. scoticus preferem zonas himidas
que acumulam folhas, com mais sombra e arborizadas, e zonas de depdsito de estrume
e de fezes (de ovelha, cavalo e gado bovino) espalhadas pelo pasto (Foxi & Delrio,
2010; Carpenter, Mellor & Torr, 2008; Delrio, Deliperi, Foxi, Pantaleoni & Piras,
2002).

Os ovos tém forma de banana e medem aproximadamente 0,25mm de
comprimento. Inicialmente sdo brancos, mas tornam-se castanhos ou pretos, podendo
algumas espécies colocar cerca de 450 ovos por postura, com sete posturas durante a

vida. Os ovos vao eclodir entre 2-10 dias apds a postura.
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As larvas precisam de humidade para se desenvolverem e as fases larvares
podem durar desde duas semanas a um ano, dependendo da espécie, temperatura e area
geografica (Connelly, 2013). A fase de pupa geralmente dura dois a trés dias. O ciclo
completo destes insetos poder decorrer em duas a seis semanas, mas a semelhanca de
outras fases do ciclo, esta duracao ¢ influenciada pelas condi¢des meteorologicas. Os
machos eclodem primeiro do que as fémeas para estarem prontos quando estas
eclodirem, sendo que o acasalamento ocorre durante o voo quando as fémeas voam
para dentro de enxames de machos, ou no corpo dos hospedeiros apos a fémea se

alimentar (Connelly, 2013).

1.7 Sazonalidade e ciclo circadiano

A sobrevivéncia e desenvolvimento dos insetos Culicoides ¢ muito dependente
da temperatura, dado que estes seres vivos sdo ectotérmicos. Desta forma, a sua
atividade acaba por ser sazonal, podendo variar desde semanas a meses, visto que a
maioria das espécies esta mais adaptada a épocas com temperaturas quentes. O nlimero
de insetos comega a aumentar no fim da primavera, inicio do verdo, sendo o seu pico
no fim do verdo, inicio do outono. Segundo um estudo de Goffredo et al. (2004),
espécies do complexo Obsoletus foram capazes de sobreviver pelo menos 92 dias a
temperaturas entre 17°C e -25°C sem uma refeicdo sanguinea. A média de

sobrevivéncia destes artropodes ¢ de cerca de 10 a 20 dias.

Apesar de apresentarem habitos predominantemente crepusculares e/ou
noturnos, os insetos adultos do género Culicoides podem reduzir ou cessar sua
atividade quando expostos a condi¢cdes meteoroldgicas adversas, como temperaturas
muito baixas ou ventos fortes (Mellor et al., 2000; Baylis et al.,, 1997). Mesmo sob
essas condi¢des desfavoraveis, a sua capacidade de transmitir virus, permanece latente
durante o periodo de inatividade, sendo retomada quando as condi¢des climaticas se

tornam mais favoraveis.
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1.8 Hospedeiros do VDHE

O veado de cauda branca (Odocoileus virginianus) foi o primeiro hospedeiro
em que o VDHE foi reportado, sendo posteriormente detetado em gado bovino. Em
relacdo ao gado caprino, ovino e camelideos, estes podem ser propensos a ser
infetados, mas nao desenvolvem a doenca. Apesar dos ovinos apresentarem uma alta
suscetibilidade, com grandes taxas de mortalidade quando afetadas pela Lingua Azul,
estes animais sdo resistentes ao VDHE quando induzido, como foi provado em estudos
experimentais (Sghaier et al., 2022). De salientar que animais com infegdes subclinicas
atuam como reservatorios da doenca, podendo amplificar a circulagdo do virus.
Ovelhas e cabras sdo disso exemplo, pois estdo sujeitas a ser infetadas pelo VDHE,
apesar de ndo apresentarem sinais clinicos da doenca (Duan et al., 2022; Mahmoud et
al., 2021). Outras espécies seropositivas foram o gamo (Dama dama), o corgo
(Capreolus capreolus), o uapiti (Cervus canadensis), bisontes (Bison bonasus) € o

cervo-vermelho (Cervus elaphus) (Nol et al., 2010).

O gado pode ser usado como um modelo fidvel do VDHE apesar de serem
necessarios mais estudos experimentais em bovinos para elucidar os mecanismos de
patogenicidade. Vérios estudos indicaram infecdo em racas europeias destinadas a
producdo de leite, o que apresenta grandes preocupagdes devido ao impacto econdémico

desta doenga (Jiménez-Cabello et al., 2023).

Um estudo recente realizado por Sailleau ef al. (2019) demonstrou que ocorreu
infecdo experimental em vitelos através da inoculagdo via subcutinea de multiplos
serotipos do VDHE, sendo que os resultados em relacao a sinais clinicos e parametros
virologicos foram semelhantes a estudos anteriores (Jiménez-Cabello et al., 2023). O
VDHE-7 resultou numa infe¢do com sinais clinicos severos, incluindo apatia, diarreia,
prostracdo, ataxia e anorexia, que culminaram na necessidade de eutandsia dos

animais.

1.9 Patogenia da Doenca

A fémea do género Culicoides infetada alimenta-se de um hospedeiro

ruminante suscetivel e o virus infeta as células dendriticas e macroéfagos na zona da
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inoculacdo. Estas células infetadas vao migrar, através da circulagdo sanguinea,
transportando o virus para as células endoteliais dos vasos linfaticos e para os
linfonodos préoximos do local de inoculagdo (Sohn and Yuill, 1991). Aqui vai ocorrer
areplicagdo primaria, com disseminacao do virus pelos 6rgdos, em particular pelo bago
e pulmdes (Sohn and Yuill, 1991). Os fagdcitos mononucleares e as células do
endotélio sdo os principais tipos celulares infetados. No sangue, o virus pode afetar
linfocitos e hemacias, ficando em grande concentracdo durante longos periodos (J
Gibbs & P Lawman, 1977). O virus, ao replicar-se nos linfocitos, compromete a sua

quantidade, desenvolvendo-se linfopenia e imunossupressao.

O virus pode ser detetado no figado, coracdo, cérebro e testiculos (Rodrigues
et al.,, 2022). O VDHE causa frequentemente dano vascular generalizado, induzindo
morte celular por apoptose, originando hemorragias, trombose, edema e necrose dos
tecidos (Garret E. F., 2015). Acaba por ocorrer um aumento da permeabilidade dos
vasos devido ao dano provocado no endotélio vascular. A replicacdo nos macrofagos
e células endoteliais conduz a libertagcdo de citoquinas proinfolamatdrias, como as
interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6). Esta acentuada libertagdo de citoquinas pode

potenciar a patogénese viral.

Na forma mais aguda da doenga, observa-se frequentemente hiperemia da
conjuntiva ¢ da mucosa oral, edema pulmonar, derrame pleural, hemorragias
multifocais em varios 6rgdos comprometidos por lesdes vasculares e coagulopatia. O
edema pulmonar compromete a respiracdo e predispde a infecdes secundarias que

resultam em pneumonia.

O gado infetado com certas estirpes do VDHE desenvolve lesdes orais
semelhantes as da LA (Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011). A infe¢ao ¢
frequentemente subclinica em vdrias partes do Sudoeste Asiatico, e ¢ caracterizada por
estomatite ulcerativa e disfagia nos animais afetados. Aborto e nados mortos foram
descritos em alguns surtos, como, por exemplo, num estudo realizado em Israel, onde
foi identificado o VDHE presente em fetos abortados, assim como casos de nados

mortos em ruminantes (Golender ef al., 2021).
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1.10 Periodo de incubacio e de virémia, morbilidade e mortalidade

A virémia pode persistir em gado bovino (Bos faurus), por 3 semanas apds a
infecdo (Santos et al., 2023), e em veados de cauda branca (Odocoileus virginianus)
durante 56 dias (Quist et al., 1997). Desta forma, o envolvimento destes animais na
transmissdo do virus ndo pode ser excluido, pois este largo periodo de virémia sugere

que os animais podem atuar como reservatorio para o virus.

A duragdo da virémia com o VDHE-1 e -2 foi investigada em veados e bovinos,
através de infecdes naturais e experimentais. Todos os animais estavam virémicos no
dia 4 apds a infecdo, sendo que nalguns foi possivel detetar o virus no segundo dia pos
infecdo. Foi possivel isolar o virus 50 dias apds a infe¢do, mas na maior parte dos
animais ja ndo era possivel detetar o agente patogénico ao fim de 3 semanas (Gaydos

et al., 2002; Quist et al., 1997).

As repercussdes econdmicas deveram-se as mortes, a diminui¢ao de produgao,
restrigdes de movimento e o impedimento do comércio de gado em éreas afetadas
(EFSA Journal, 2008). Em gado, a mortalidade causada pelo VDHE-8 ¢ normalmente
baixa, com valores que podem atingir os 2,2% (Sghaier et al., 2022) enquanto a
morbilidade varia de 1% a 18% (EFSA Journal, 2008). Na Tunisia, o primeiro surto
de VDHE foi descrito em 2006, e causou uma alta mortalidade e morbilidade, o que
resultou em perdas econdmicas elevadas nas exploracdes afetadas (Sghaier et al.,
2022). Em Israel, num surto ocorrido no mesmo ano, a morbilidade variou de 90% a
100%, a duracdo do periodo de doenga aguda foi 7 a 10 dias e a taxa de mortalidade
aproximadamente de 1,5% (Yadin et al., 2008). Durante este surto em Israel a duragao
da doenga em animais variou de 3 a 30 dias (Savini et al, 2011). Em Marrocos, um
surto afetou exploragdes pequenas e foi caracterizada por uma morbilidade de 18% e

mortalidade 2,2% (Sghaier et al., 2022).

1.11  Sinais Clinicos

Historicamente, sinais clinicos menos severos ou infe¢des assintomaticas
foram observadas em bovinos, que sdo considerados reservatorios do virus (Sghaier et

al., 2022). Nas ultimas duas décadas, o nimero de surtos da DHE nestes animais teve
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um aumento gradual (Sghaier et al., 2022). Nestes surtos, os animais demonstraram
sinais clinicos idénticos aos causados pelo VLA, que incluem pirexia/hiperemia,
anorexia, edema facial (com possivel edema da glote e cianose da mesma),
conjuntivite, disfagia, letargia, sialorreia, lesdes ulcerativas e necréticas na mucosa
oral, lingua e na regido nasal, redu¢do da ruminacao, dispneia e taquipneia, hiperémia
do tibere com possiveis ulceras, claudicagdo associada a coronite e alteracdes no
crescimento dos cascos, diminui¢do na producdo de leite, culminando, muitas vezes,
na morte dos animais (Alessio Lorusso et al, 2023). A disfagia, assim como a
protusdo/prolapso da lingua, pode ser visivel devido ao dano que o virus gera a nivel
da musculatura estriada do esofago, faringe, laringe e lingua, sendo que a lingua
ciandtica (lingua azul) ¢ devida a falta de oxigenag¢ao (Savini et al, 2011). Os animais
ficam desidratados e emaciados, podendo desenvolver esclerose e edema cutianeo
(Savini et al., 2011) e, nalguns casos, a morte ocorre devido a pneumonias por
aspiragdo (Inaba, 1975). As lesdes sdo histologicamente caracterizadas por
degeneragdo hialina, necrose e mineraliza¢do do musculo estriado, acompanhado por

uma infiltragdo de neutréfilos, linfocitos e histiocitos.

A nivel reprodutivo ¢ verificada uma azoospermia ou oligozoospermia, com
baixa motilidade e aumento das formas anormais dos espermatozoides, nos
espermogramas de machos afetados. Nas fémeas, podem ocorrer alteragcdes no ciclo
éstrico, abortos e nados mortos. Estes sinais clinicos apresentados pelos animais sdo
bastante varidveis consoante a estirpe e o serotipo viral, existindo, igualmente,
variabilidade individual. A epidemia em 1997 no Japao foi caracterizada por abortos,
malformagoes fetais e nados-mortos (Sghaier ef al., 2022; Savini et al., 2011; Ohashi

et al., 1999).

No surto europeu, foram observados casos severos e até fatais em gado devido
as infe¢des pelo serotipo VDHE-8 nas regides a sudoeste de Sardenha e Sicilia
(Alessio Lorusso et al., 2023; Quaglia et al., 2023), Sul de Espanha e Portugal (Quaglia
et al., 2023). A infe¢do com este serotipo produziu varios sinais clinicos nos animais,
que incluiram apatia, diarreia, prostra¢do, incapacidade de se manterem em estagao e
anorexia, o que culminou na eutanasia dos animais afetados (Jiménez-Cabello et al.,

2023). Dados fornecidos por parte da DGAV, que referem a identificacdo do virus,
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assim como a manifestacdo de sinais clinicos por parte de bovinos domésticos e
selvagens, no distrito de Castelo Branco na época da captura dos insetos, coincidem

com a época da realizagdo do presente estudo (Figura 4).

Gestao de Focos

| @ Estabelecimento com bovinos positivos
Cervideos positivos
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9 REPUBLICA
%~ PORTUGUESA

AGRICULTURA
E ALIMENTACAO
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Projegdo - EPSG:3763 Data: 2023-11-03

Figura 4 — Mapa da zona afetada pela DHE em Portugal a 03/11/2023
(DGAV, 2023)

1.12  Diagnostico

Os sinais clinicos da DHE em ruminantes selvagens e domésticos sdo muito
idénticos aos provocados pela LA, sendo na maioria das vezes facilmente identificados
ao realizar o exame fisico de animais afetados. Estes podem ser semelhantes a outras
doengas de ruminantes domésticos, tais como Diarreia Viral Bovina (BVD),
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Febre Catarral Maligna (FCM) e Febre
Efémera Bovina (FEB). Como a cocirculacdo do VDHE e do VLA em paises europeus
se estd a tornar um evento comum, esta situagdo faz com que o diagnostico baseado
apenas em sinais clinicos seja inconclusivo. Contudo, a utilizacdo de métodos de

diagnostico complementares, permite descartar todos os diagnosticos diferenciais e
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chegar ao agente viral causador da doenca. A testagem em laboratdrio através de testes
laboratoriais especificos ¢ necessaria para diferenciar as duas infegdes virais e obter
um diagnostico definitivo (Savini et al., 2011). Os testes de diagndstico atuais sdo
capazes de distinguir a infe¢do de VDHE e outros Orbivirus. No entanto, ndo existem

testes rapidos comercialmente disponiveis para dete¢do do VDHE (Savini et al., 2011).

O isolamento viral pode ser alcangado através de amostras de sangue e tecidos
de animais virémicos, incluindo bago, figado, pulmdo e linfonodos de carcagas
infetadas (OMSA, 2021; Natalia Golender ef al., 2019; Savini et al., 2011). O virus foi
também isolado a partir tecido cerebral de fetos abortados, com dete¢des do virus entre
22,4% a 36,7% (Golender, Khinich, Gorohov, Abramovitz & Bumbarov, 2021;
Golender et al., 2017), assim como de placentas, o que sugere que a infe¢ao fetal ocorre

previamente a morte fetal in utero (Natalia Golender et al., 2019).

A técnica gold standard para a identificacdo e quantificagdo de anticorpos
contra os diferentes serdtipos do VDHE ¢é o teste de seroneutralizagdo (SN) que
permite detetar e quantificar anticorpos serotipo-especificos, apesar de ser um
procedimento moroso com muita mao de obra necessaria, e que requer entre 4 a 6 dias

para apresentar resultados (OMSA, 2021; Savini ef al., 2011).

Sao varios os testes de ELISA (antigen capture, competitive, double-antibody
sandwich, indirect, blocking) disponiveis para detecio do VDHE; estes métodos ja
estabelecidos apresentam especificidade e sensibilidades de até 97% (Xin et al., 2023).
Segundo a OMSA (2021), dentro de todos estes testes ELISA, o competitivo (c-

ELISA) ¢ a técnica preferencial para detetar o virus.

Para além dos meios de diagnostico ja referidos, existem outros de possivel
execucdo para a detecdo do virus, incluindo o isolamento através da inoculagdo do
virus em culturas celulares e imunodifusdo em gel de agarose. Porém, estas técnicas
laboratoriais ndo conseguem discriminar o VDHE e o VLA dada a sua falta de
especificidade (OMSA, 2021). Outro teste laboratorial utilizado ¢ o teste de fixagdo

do complemento.

Métodos convencionais de RT-PCR e a técnica de (q)RT-PCR apresentam

diversas vantagens pelo facto de possuirem uma elevada sensibilidade e
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especificidade, com baixos requisitos em relagdo a quantidade das amostras (Xin et
al., 2023). A especificidade pode chegar a 100%, como ja provado por Clavijo et al.
(2010), e os valores de sensibilidade também sao elevados (99%) como provado por
Viarouge et al. (2015). Nao obstante, deve-se refor¢ar sempre o facto de que todos os

meios de diagnostico deverem ser complementados.

No estudo realizado por Quaglia ef al. (2023) foram utilizados pools de até 50
Culicoides para purificacdio de RNA e posterior testagem por (q)RT-PCR para a
detecdo do VDHE-8. Através da testagem por (qQ)RT-PCR, amplificando o segmento
Seg-9 do genoma do VDHE, ¢ possivel detetar qualquer estirpe do virus,
independentemente do serotipo, de forma altamente sensivel e especifica (Maan et al.,

2016).

1.13 Prevencio e Controlo

O controlo e prevengdo de doengas transmitidas por vetores corresponde a um
dos desafios mais importantes a nivel de Medicina Veterinaria e de Medicina Humana
(OMS, 2000), e a DHE ¢ uma delas, pois assume diversas condicionantes bioticas e
abidticas, assim como ambientais ¢ econémicas (Conte et al, 2007). Como ¢ uma
doenga transmitida por vetores, torna-se dificil controlar e erradicar a DHE uma vez
estabelecida num pais ou regido, devido a diferentes varidveis impossiveis de
controlar, tais como os fatores climaticos e geograficos, assim como a abundancia dos

vetores (Savini ef al., 2011).

Sao varios os fatores de risco que pdem em causa o controlo do virus, tais como
mercados, leildes e feiras, j4 que o movimento dos animais facilita o contacto direto e
indireto de diferentes rebanhos. O conceito One Health é, desta forma, importante,
pois, apesar da doenga ndo ser uma zoonose, apresenta complicagdes que afetam o ser
humano e o meio ambiente (Webster et al., 2016; Franco, Gomes, Rowland, Coleman

& Davies, 2014).

As medidas e métodos que visam a prevengdo e controlo desta doenca foram
revistos (EFSA Journal, 2008), mas alguns cuidados, tais como manter uma boa

higiene na exploragdo e a remocao dos locais de reprodu¢do dos insetos, ¢ essencial.
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A utilizagdo de quimicos, como, por exemplo os piretroides, sdo uma pratica comum
no controlo de inseto vetores, atuando como repelente, apesar da sua eficacia ndo estar

provada (Savini ef al., 2011).

Se existe um risco de novas introdugdes, devem ser tomadas medidas de
vigilancia a longo prazo que incluem a monitorizacdo de ruminantes enquanto
hospedeiros e de insetos enquanto vetores (Savini et al., 2011). Através de armadilhas
montadas nas exploragdes, ¢ investigada a presenga de vetores em determinada zona
geografica (Savini et al., 2011). O armazenamento de insetos capturados durante estes
programas de vigilancia entomoldgica pode ser muito util para rastrear, no futuro, a
circulagdo de arbovirus, assim como a extensdo geografica dos mesmos (Quaglia et
al., 2023; Savini et al., 2011). Para isso, os servigos veterinarios e as industrias
agricolas devem cooperar, para que os programas de erradicacdo possam ser
justificados politicamente assim como realizadas andlises de custo-beneficio e de

risco-beneficio. Ao longo dos programas, deve haver um duplo feedback.

Deve ser definido também um perimetro onde sejam tomadas medidas e
restricdes de movimento dos animais, com raio adequado dependendo da situagdo
epidemioldgica. A taxa de disseminacdo pode ser deduzida por analises da dire¢ao do
vento, sendo que a movimentac¢ao animal ndo tem um papel tdo importante (Kedmi et

al., 2011).

Para ser possivel controlar o vetor, ¢ necessario tomar medidas em 3 vertentes:
a nivel dos reservatérios, do vetor e do hospedeiro. O facto dos insetos Culicoides
serem leves e facilmente transportados através de correntes de vento tem como
consequéncia o transporte dos mesmos por centenas de quildmetros (Foster, Breckon,
Luedke, Jones & Metcalf, 1977). Os adultos voadores podem ser controlados dentro
das exploracdes, através de algumas medidas, tais como a utiliza¢ao de repelentes nas
paredes das instalacdes e nos veiculos de transporte. A aplicacdo de inseticidas nos
locais onde os dejetos dos animais sdo colocados podem apresentar resultados, mas
vai ter um grande impacto ambiental a nivel da fauna e flora, pois podera ser
posteriormente utilizado nas terras para fertilizacdo e, desta forma, a sua utilizagao

neste contexto devera ser ponderada.
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Uma medida de prevenc¢do dos hospedeiros em relagdo a DHE, ¢ a utilizagdo
farmacos de a¢do inseticida, que sdo aplicadas de forma tépica, como spot on ou pour
on, utilizando moléculas como a deltametrina e a cipermetrina, ambos piretroides, que
oferecem um efeito repelente de até 5 semanas apds a aplicacdo. Contudo, esses
tratamentos ndo garantem prote¢ado total (Naqqash ez al., 2016; Carpenter et al., 2008;
Narladkar, Desphande, Vaniprasad, Shivpuge & Desphande, 2006). Além disso, o uso
prolongado de pesticidas sintéticos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia em
determinadas pragas, limitando a eficdcia dos programas de controlo. Por exemplo,
um estudo na India demonstrou que os insetos C. nubeculosus se tornaram menos

suscetiveis a deltametrina (De Keyser et al., 2017).

Relativamente aos ambientes onde os insetos Culicoides surgem, ¢ necessario
controlar e eliminar os criadouros através da agdo mecanica, assim como as larvas por
acdo quimica/biologica. As populagdes de larvas podem ser controladas através de
inseticidas com pouco impacto ambiental, soliiveis em agua, amigos do ambiente e
com riscos nulos para a saude animal e humana. Existem inseticidas de nova geragao
que preenchem estes requisitos, sdo baratos (Faheem Ahmad & Rakesh Pandey, 2024;
Benelli et al, 2015) e também sdo seletivos contra vetores especificos. O Neem,
também conhecido por Amargosa (Azadirachta indica), ¢ uma espécie de arvores
pantropical de crescimento rapido (National Research Council 1992). Os produtos
quimicos extraidos possuem um grande potencial inseticida, inibindo a oviposi¢ao dos
insetos Culicoides e atuando como agente ovicida, larvicida e pupicida (Benelli et al.,
2015; Blackwell, Evans, Strang, 2004), o que a torna uma das plantas mais
prometedoras do século XXI (Benelli et al., 2015; Nicoletti, Murugan & Serrone,
2014), como comprovam estudos realizados em condi¢des de campo (Benelli, Conti,
Garreffa & Nicolleti, 2014; Anjali, Sharma, Mukherjee & Chandrasekaran, 2012;
Nicoletti, Maccioni, Coccioletti, Mariani, & Vitali (2012); Nicoletti, Mariani,
Maccioni, Coccioletti & Murugan, 2012; Nicoletti, Serafini, Aliboni, D’Andrea &
Mariani, 2010; Dua et al., 2009), com poucos efeitos prejudiciais (Chandramohan et

al., 2016).

44


https://link.springer.com/article/10.1007/s00436-014-4286-x#ref-CR38

1.13.1 Vacinacao

A vacinacdo ¢ a medida estratégica mais eficaz para conter com sucesso a
maior parte de doencas virais que afetam humanos e animais (Alessio Lorusso ef al.,
2023; Jiménez-Cabello et al., 2023; Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011). O
controlo de doengas, quer apenas por vacina¢ao ou por vacinacao adicionada a outros
métodos de controlo, sdo um processo continuo que tem de ser mantido enquanto a
doenga apresentar importancia economica (Maclachlan, N. J., & Dubovi, E. J., 2011).
Dada a vasta expansao do VDHE-6 e -8 na bacia Mediterranica e a recente chegada do
VDHE-8 a Europa, o desenvolvimento e comercializa¢do de vacinas eficazes deve ser
promovido de modo a reduzir a circulagdo do virus e prevenir perdas econdmicas

diretas e indiretas (Alessio Lorusso et al., 2023; Jiménez-Cabello et al., 2023).

Os surtos ocorridos na Europa possuem o risco de voltar a ocorrer no futuro, e
a potencial cocirculagdo de multiplos serotipos aumenta a necessidade da produgdo de
vacinas de nova geragdo (Sghaier et al., 2022). Estas devem ter em considera¢ao os
problemas que ocorreram na vacinagao contra o VLA e com o virus da Peste Equina
Africana, permitindo diferenciar se a infe¢do ocorreu de forma natural ou se o animal
foi vacinado, através de vacinas marcadas, do inglés Differentiating Infected from
Vaccinated Animals (DIVA), induzindo ainda protecdo contra varios serdtipos do
VDHE (Jiménez-Cabello et al., 2023). Ainda ndo existem tais vacinas licenciadas para
o VDHE na Europa (Savini et al, 2011). As unicas vacinas disponiveis
comercialmente sdo vacinas monovalentes vivas atenuadas, e uma vacina bivalente
inativada (VDHE-2 e virus da febre efémera bovina) produzida no Japao para o
controlo do virus Ibaraki. Ja na América do Norte, o VDHE ¢ controlado através de
vacinas autdgenas (Sghaier et al., 2022). Um estudo mostrou que a vacina ¢ capaz de
induzir uma forte resposta imune e oferecer prote¢do contra a infe¢do pelo VDHE-2
em modelos animais, destacando seu potencial como uma vacina eficaz contra essa
doenga (Sunwoo et al, 2020). Uma vacina destinada ao VDHE-6 pode ser eficaz
contra a prevencdo do VDHE-8, dada a semelhanga entre os dois serotipos pelos
resultados de seroneutralizacdo (Anthony et al., 2009) devendo ainda ser provado em

estudos experimentais in vivo (Sghaier et al., 2022).
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A Dire¢do-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV) autorizou
provisoriamente, por um ano, a utilizacdo da vacina Hepizovac, suspensdo injetavel

para bovinos, com caracter voluntério, podendo ser aplicada nas areas afetadas.

Dada a pouca informacdo acerca desta doenca emergente, ¢ necessario
aprofundar o conhecimento sobre a mesma, o que se procurou alcangar com este
estudo. Dado que muitos produtores ndo reportam os casos de animais doentes, a
criagdo de um sistema de vigilancia eficiente, que permita tomar medidas rapidamente
ou, mesmo, prevenir a disseminag¢do da doenca quando estes surtos ocorrem, ¢ de

grande importancia.
Desta forma, os objetivos do presente trabalho foram os seguintes:

1 - Realizar um estudo epidemioldgico sobre a presenca de insetos do género

Culicoides na regiao da Zebreira, Concelho de Idanha-a-Nova.

2 - Avaliar, por RT-PCR, a frequéncia de infecdo pelo VDHE nas espécies

vetores da doenca.

3 - Recolher informagdo de varios produtores da regido relativamente aos
animais com sinais clinicos compativeis com a DHE e as respetivas taxas de

morbilidade e mortalidade.
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2. Material e Métodos

2.1. Localizacao e captura de insetos Culicoides

O presente estudo foi realizado na freguesia da Zebreira, Concelho de Idanha-
a-Nova, municipio do distrito de Castelo Branco (Figura 5). Para a realizagdo do
mesmo, foram recolhidas amostras de insetos durante vérios dias no periodo
compreendido entre setembro e novembro de 2023, numa exploracdo onde havia
registo de animais com sinais clinicos compativeis com DHE. No entanto, nenhum dos

animais tinha sido submetido a um teste de diagndstico para confirmacao da doenca.

Figura 5 — Concelho de Idanha-a-Nova (assinalado a vermelho) onde foi

realizado o estudo.

A captura dos insetos foi efetuada com o auxilio de armadilhas CDC miniatura

[New Standard Miniature Black-Light (UV) CDC Trap, Model 1212, John W. Hock
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Company, Gainsville, Florida, USA]. As armadilhas estavam equipadas com lampadas
ultravioleta (UV) de 6W, com o intuito de atrair os insetos do género Culicoides,
ventiladores de suc¢ao e um sistema LCS-2 Photoswitch. Eram alimentadas através de
baterias de 6V, o que facilitou a colocagdo das armadilhas em locais mais remotos,

como ¢ possivel visualizar na Figura 6.

Figura 6 — Armadilhas do tipo CDC para captura de insetos Culicoides em

funcionamento. A) Zona Z1 — Manga dos bovinos; B) Zona Z2 — Dentro do pavilhao;
C) Zona Z3 — Figueira, junto a uma lagoa e areas de pastagem dos bovinos (Fotografias

originais do autor)

As armadilhas CDC foram colocadas ao entardecer, em zonas proximas dos
animais, a uma altura minima de 1,80 m em relacdo ao solo. O sistema LCS-2
Photoswitch ativa a armadilha quando a luz comeca a diminuir, ao por do sol, e quando
existe uma quantidade consideravel de luz, o sistema apaga-se. As armadilhas foram
colocadas em trés zonas distintas da explora¢do: A) na manga dos bovinos, perto do
deposito com os dejetos dos animais (Z1), B) dentro do pavilhdo/adjacente a uma zona
residencial (Z22) e C) proxima de uma figueira, junto a uma lagoa e a areas de pastagem
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de bovinos (Z3) (Figura 7). Pretendeu-se obter informagao de diferentes locais dentro
da exploragdo, visto que diferentes espécies de insetos possuem diferentes preferéncias

edafoclimaticas.

Foram recolhidas amostras, pelo menos uma vez por semana, nos meses de
setembro, outubro e novembro, num total de 27 capturas. Os insetos recolhidos foram
colocados em frascos contendo uma mistura de etanol a 70% e detergente liquido,

numa proporg¢ao de 95:5, num volume final de 250 a 300mL.

2.2 Identificacio morfologica das amostras

A identificacdo dos insetos Culicoides foi realizada com o auxilio de uma lupa
binocular S7 (Motic), através do padrdo das asas dos insetos (Ramilo, 2016). O registo
fotografico dos exemplares capturados foi feito com recurso a uma camara Moticam
S3. Foi possivel identificar Culicoides imicola, exemplares do grupo Obsoletus,
Culicoides newsteadi, Culicoides punctatus, entre outros. O padrao das asas de C.
imicola e de espécies do grupo Obsoletus encontra-se na Figura 7. A identificagdo dos
insetos foi realizada no Laboratoério de Analises Clinicas e Histopatologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona — Centro Universitario

de Lisboa, e na Escola Agraria de Castelo Branco.

Figura 7 — Padrdes das asas dos insetos das espécies A) Culicoides imicola, 1 -
Presenca de uma mancha escura caracteristica; 2-Padrao branco em forma de améndoa
na zona medial; 3 - Padrdo branco em forma de ampulheta; B) pertencentes ao grupo
Obsoletus, (Ramilo, 2016).
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2.3 Extracao de acidos nucleicos e quantificacio

A partir das amostras de insetos identificados, foram feitos pools contendo

entre 1 e 50 exemplares de cada espécie de Culicoides para serem submetidos a

extragdo de RNA.

A cada pool de insetos foram adicionados 200ul de PBS estéril e 6 esferas de

aco de 4,7mm de diametro. De seguida, foram submetidos a lise mecanica num

homogeneizador de tecidos SpeedMill PLUS (Analytik JENA).

A extracao de RNA dos lisados de insetos foi efetuada através do kit comercial

“InviSorb Spin Universal Kit’’, de acordo com as instru¢des do fabricante, a seguir

descritas.

10.
11.
12.

13.

Ap0s a lise mecanica realizou-se um short spin;

Adicionaram-se ao microtubo com o lisado de insetos 200 pl de “Tampao de
lise HLT?’, 20 pl de “Carrier RNA”’ e 20 pl de “Proteinase K’’;
Homogeneizou-se manualmente durante 10 segundos;

Realizou-se um short spin;

Incubaram-se os microtubos, em banho de 4gua a uma temperatura de 65 °C,
durante 10 minutos, agitando manualmente a cada 2 minutos;

Realizou-se um short spin;

De seguida, efetuou-se 0 mesmo processo, mas a uma temperatura de 95 °C
durante 10 minutos, agitando manualmente a cada 2 minutos;

Realizou-se um short spin;

Adicionaram-se 260 pl de “Binding Solution” ao lisado de cada amostra e
homogeneizou-se manualmente durante 10 segundos;

Foram incubadas as amostras a temperatura ambiente durante 5 minutos;
Realizou-se um short spin;

Transferiu-se cada amostra para uma coluna de filtragao sobre um tubo coletor,
e centrifugou-se durante 1 minuto, a uma velocidade de 11.000 xg;
Descartou-se o tubo coletor com o filtrado da primeira centrifugagdo e a coluna

de filtragao foi colocado num novo tubo coletor estéril;
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14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

Adicionaram-se 600 pl de “Washing Buffer HTL” na coluna de filtragdo e foi
realizada nova centrifugacdo, durante 1 minuto, a uma velocidade de 11.000
*g;

Descartou-se novamente o tubo recetor com o filtrado da segunda
centrifugacao, e a coluna foi colocada num novo tubo coletor;
Adicionaram-se 700 ul de “Washing Buffer” na coluna de filtracdo e fez-se
nova centrifugacdo, durante 1 minuto, a uma velocidade de 11.000 xg;
Descartou-se o filtrado e colocou-se a coluna de filtragdo no mesmo tubo
coletor;

O passo 16 foi novamente repetido;

Removeu-se o etanol residual através de uma centrifugagdo durante 5 minutos
a uma velocidade de 11.000 xg;

Descartou-se o tubo coletor com o filtrado;

Colocou-se a coluna de filtragdo num microtubo de 1,5 ml estéril e identificou-
se corretamente com os dados das amostras. Adicionaram-se 100 pl de dgua
previamente aquecida a 65 °C, diretamente na superficie da coluna de filtragao;
Incubou-se durante 1 minuto a temperatura ambiente e, de seguida,
centrifugou-se durante 1 minuto a uma velocidade de 11.000 xg;
Descartou-se a coluna de filtragdo e fecharam-se os tubos finais com os acidos

nucleicos.

Os 4cidos nucleicos isolados foram, em seguida, quantificados num

espetrofotometro NanoSNAP (Spex) e armazenados a -20 °C.

2.4 Amplificacdo, por PCR, de um fragmento do gene I7S] do género

Culicoides

Para controlo da integridade dos acidos nucleicos isolados e auséncia de

inibidores da DNA polimerase, foi realizada a amplificagcdo por PCR convencional de

um fragmento do gene /751 do género Culicoides (Cétre-Sossah et al., 2004). A regido

do gene /TSI amplificada ¢ altamente conservada no genoma diferentes espécies

de Culicoides. A PCR foi realizada utilizando primers especificos para o género,
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denominados PanCulF e PanCulR, que permitiram a amplificagdo de fragmentos com

dimensao entre 316 ¢ 500 pb (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncia de primers usados na amplificacdo da regido do gene

ITS1 (Cétre-Sossah et al., 2004).

Primers Sequéncia (5° 2 3’)
PanCulF 5’-GTAGGTGAACCTGCGGAAGG-3’
PanCulR 5’-TGCGGTCTTCATCGACCCAT-3’

A preparagdo da mistura reacional foi realizada numa camara C.B.S. Scientific
Co. P-036-02, que ¢ de uso exclusivo para esse procedimento, onde nio sdo
manipulados 4acidos nucleicos. Para evitar a contaminag¢do das amostras com DNA
exodgeno, procedeu-se a desinfecdo das superficies de trabalho e dos materiais
utilizando uma solugdo de lixivia a 10%. Esta desinfe¢@o incluiu micropipetas, caixas
de pontas, microtubos, centrifuga e suportes para microtubos. Apos a desinfe¢do, os
materiais foram, ainda, expostos a radiacdo UV (ultravioleta) durante 15 minutos.
Neste espago, foram usadas micropipetas, pontas com filtro estéreis e microtubos
estéreis reservados exclusivamente para uso dentro da camara. A adicdo de DNA a
mistura reacional foi efetuada numa bancada de trabalho separada, utilizando pontas
com filtro. A reac¢do de PCR, com os primers PanCulF e PanCulR, foi realizada num
volume total de 25 pL. composto por 12,5 uL de NZYTaq II 2x Green Master Mix
(NZYTech®, Lisboa, Portugal), 10 pmol de cada primer, 5 uL de DNA e 4gua
ultrapura estéril até perfazer o volume final. Em cada reacdo foram incluidos dois
controlos, um negativo (sem adicdo de DNA) e um controlo positivo (com DNA de
uma amostra positiva conhecida), para validagdo dos resultados. A rec¢ao foi realizada
num termociclador qTower (Analytik Jena), de acordo com as condi¢des referidas na

Tabela 3.
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Tabela 3 — Condicdes da reacdo de PCR para a amplificacdo da

regido do gene /75!
Temperatura Tempo Numero
de ciclos

Desnaturac¢do inicial 94 °C Smin 1
Desnaturagao 94 °C Imin
Hibridagdo dos primers 58°C Imin — 30
Extensao 72 °C Imin
Extensdo final 72 °C 10min 1

Ap6s a reacdo de PCR, a presenca de amplificagdo foi verificada através de

eletroforese em gel de agarose a 1,5 % (m/v), conforme o seguinte protocolo:

1. Para a preparacao de um gel de agarose com um volume de 150 ml pesaram-
se 2,25 g de agarose utilizando uma balanga técnica e colocou-se a agarose num frasco

de Erlenmeyer;

2. Adicionaram-se 150 ml de tampao tris-borato EDTA (TBE) 1x ao

Erlenmeyer contendo a agarose;

3. Fusdo da agarose: A mistura foi aquecida no microondas de forma a fundir
a agarose, resultando numa solucdo uniforme e translucida, sem particulas em

suspensao visiveis;

4. Montou-se o suporte para a formagdo do gel de agarose e posicionaram-se

os pentes, destinados a criar os pocos para a aplicagdo das amostras;

5. Antes de colocar a solu¢do no molde, esta foi arrefecida sob agua corrente,

enquanto se agitava suavemente o Erlenmeyer;

6. Foram adicionados 0,63 ul de GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium) a

solucdo de agarose para permitir a visualizacdo do DNA;

7. Colocou-se a solugdo no molde e aguardou-se a polimerizagao do gel, apds

o que foi transferido para uma tina de eletroforese;
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8. Adicionou-se tampao TBE 1x a tina de eletroforese até cobrir totalmente o

gel;

9. As amostras de DNA foram preparadas para serem colocadas nos pogos do

gel, misturando 8 pL de produto de PCR com 2 uL de Loading Buffer (Bioline®);

10. Num dos pocos, foi aplicado o marcador de pesos moleculares

HyperLadder 100 pb (Bioline®);

11. Apos a aplicagdo das amostras nos respetivos pogos, ligou-se a fonte de
alimenta¢do (Biometra PS 300TP) e realizou-se a eletroforese a 90 volts (V), durante

60 minutos;

12. Ap6s o término da eletroforese, os resultados foram observados utilizando
um transiluminador UV (AlfaGene®) onde foi possivel visualizar a fluorescéncia

emitida pelo GelRed intercalado no DNA.

2.5 Dete¢do do VDHE por RT-PCR em tempo real

Maan et al., (2016) descreveram uma técnica de PCR em tempo real
quantitativo com transcri¢ao reversa (QRT-PCR) para amplificar o gene Seg-9, que
codifica a enzima helicase do VDHE. Os autores descreveram que a amplificacdo do
gene Seg-9 permite a detecdo de qualquer estirpe do VDHE, independentemente do

serotipo.

No presente trabalho, a dete¢do do VDHE nos mosquitos capturados foi feita
através da amplificacdo do gene Seg-9 pela técnica de RT-PCR em tempo real
qualitativa com emissdo de fluorescéncia por sonda TagMan. A sequéncia dos primers

e sonda encontram-se descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Sequéncia de primers e sonda utilizados para detecdo do VDHE (Maan et

al., 2016)

Primers

Sequéncia (5’ 2 3’)

EHDV/Seg-9/F/15-32

ATGTCAGCTGCGGTYTTG

EHDV/Seg-9/R/112-85

TCCCAATCAACTAARTGRATYTGVATCT

EHDV/Seg-9/P/69-48

6-FAM-CCTCGGTCGAACGTTGGATCAC-BHQI

Todas as amostras foram realizadas em triplicado, tendo sido consideradas

positivas aquelas cujo valor médio do limiar de detecdo (Cr, do inglés cycle threshold)

era inferior a 40. Em todos os ensaios foram incluidos um controlo positivo e dois

controlos negativos, para valida¢do da amplificacdo e da auséncia de contaminagdo

com DNA exo6geno, respetivamente.

De forma a evitar contaminacdes com DNA exdgeno, foram adotadas todas as

precaugdes e boas praticas laboratoriais anteriormente descritas em 2.4.

A amplificacdo foi realizada num volume final de 20 pl, contendo 10 uL de 2%

qScript Virus 1-Step ToughMix, Low ROX (Quantabio®), 450 nM de cada primer,

150 nM de sonda, 5 pl de RNA e 4gua ultrapura estéril para perfazer o volume final.

A reacdo foi realizada num termociclador qTower (Analytik Jena), de acordo com as

condigoes descritas na Tabela 5.

Tabela 5 — Condigdes da reacdo de RT-PCR em tempo real para amplificagdo do
gene Seg-9 do VDHE

Temperatura Tempo Nun.lero de
ciclos
Transcrigdo reversa 55°C 30min 1
Desnaturagao inicial 95 °C 10 min 1
Desnaturacao 95 °C 30seg 50
Hibridacao 60 °C Imin
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2.6 Questionarios efetuados a produtores da regiio em estudo

Com o objetivo de complementar a informagao obtida pela captura e andlise de
insetos do género Culicoides, foram efetuados questionarios a 21 produtores da regido
de Idanha-a-Nova, proprietarios de exploragdes onde se registavam casos de animais
com sinais clinicos compativeis com a DHE (Apéndice I). Desta forma, pretendeu-se
verificar se os sinais clinicos apresentados correspondiam aos descritos na literatura,
assim como as taxas de mortalidade e morbilidade. Dada a falta de informacao presente
em Portugal, assim como na Europa, a data do inicio do estudo, a recolha e tratamento
destes dados ¢ uma mais-valia que contribui para o aprofundamento do conhecimento

epidemiologico da DHE.

56



3. Resultados

3.1 Captura e identificacio de insetos Culicoides

Entre setembro e novembro de 2023 foram realizadas 27 capturas de insetos
do género Culicoides. Em todos os momentos de captura e em todas as zonas onde
foram colocadas as armadilhas, foram sempre recolhidos insetos do género Culicoides.
Devido ao elevado nimero de outras espécies de insetos capturados pelas armadilhas,

foi necessaria uma separacao morfologica dos insetos Culicoides.

A grande maioria das amostras era constituida por C. imicola, seguidas de
exemplares do grupo Obsoletus, C. punctatus e C. newsteadi. Para estes resultados
contribuiram amostras provenientes das zonas Z1, Z2 e Z3, abrangendo, assim, todas
as areas de captura definidas no estudo. A espécie mais capturada foi a C. imicola,

sendo possivel observar um exemplar na Figura 8.

Figura 8 — Inseto fémea da espécie Culicoides imicola (Fotografia original

do autor)

3.2 Amplificacio, por PCR, de um fragmento da regido /751 do género

Culicoides

A amplificagdo de um fragmento do gene /751 do género Culicoides foi bem-
sucedida, conforme visualizado pela presenca de um fragmento com dimensao entre

316 e 500 pb, apos eletroforese em gel de agarose (Figura 9).
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Figura 9 — Resultados da eletroforese apds amplificagdo da regido /757 nas amostras
de insetos do género Culicoides. M-Marcador de pesos moleculares (HyperLadder™
100 bp, Bioline®); 1-4 produto de PCR de quatro amostras em estudo; 5: controlo

positivo; 6-7: controlos negativos

Todas as amostras em estudo apresentaram amplificagdo positiva. Este
resultado reflete a boa qualidade e integridade do DNA extraido das amostras, bem
como a auséncia de inibidores da DNA polimerase que pudessem conduzir a resultados
falsos negativos. Nenhuma banda foi detetada no controlo negativo, confirmando a

auséncia de contamina¢do com DNA exdgeno.

3.3 Dete¢do do VDHE por RT-PCR em tempo real

Apos a separagdo, apenas 19 das 27 amostras foram utilizadas, pois no inicio
do més de novembro ndo foram reportados animais com sinais clinicos compativeis

com a DHE, pelo que as restantes amostras ndo foram incluidas no presente estudo.

Das 19 amostras testadas, 11 foram recolhidas em setembro, 6 em outubro e 2

em novembro. A amplificacdo do gene Seg-9 do genoma do VDHE por RT-PCR em
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tempo real foi bem-sucedida em 13 das 19 amostras, o que perfaz uma percentagem
de 62% positivos e de 32% negativos. Na Figura 10 encontra-se um exemplo de uma

das curvas de amplifica¢do das amostras em estudo.
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Figura 10— Resultados da amplificagdo por RT-PCR em tempo real do gene

Seg-9 do VDHE de uma das amostras em estudo.

3.4 Resultados referentes aos questionarios efetuados aos produtores

Através dos questionarios efetuados a 21 produtores, foi possivel caracterizar
as exploracdes inquiridas e obter dados epidemioldgicos sobre os animais doentes.

Estes resultados encontram-se expressos nos Graficos 3 a 7 e na Tabela 6.

O Grafico 3 evidencia que a grande maioria das exploracdes analisadas opera
em regime extensivo (90,4%), enquanto apenas uma exploragdo segue um sistema
intensivo (4,8%) e outra um regime semi-intensivo (4,8%). De forma semelhante, ¢
possivel observar no Grafico 4 que a maioria dos animais se encontrava a campo
(85,7%), enquanto uma menor propor¢do seguia um regime misto (9,5%) ou
permanecia estabulada a tempo inteiro (4,8%). Estes dados refletem a predominancia
da producdo extensiva na regido estudada, o que pode influenciar a exposi¢ao dos

animais aos vetores do VDHE.
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Grifico 3 — Distribuicdo das exploragdes em func¢do do regime de producao

(n=21)

Estabulados a tempo inteiro
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Grifico 4 — Distribui¢c@o dos animais das exploracdes em funcdo do regime

(n=21)
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A Tabela 6 apresenta uma visdo detalhada das condi¢des de producao e das

caracteristicas dos animais afetados pelo VDHE. Estes dados incluem fatores como a

idade e a raca dos animais, bem como informagdes sobre o ecossistema e outros

aspetos referentes as exploragdes. A analise destes parametros visa obter dados

relevantes sobre os fatores de risco associados a infecdo e a possivel influéncia do

sistema de produc¢do na disseminagdo da doenca.

Tabela 6 - Parametros das exploracgdes e caracteristicas associadas aos

animais afetados

animais afetados

Parametro Descricao

Nimero de Entre 30 e 900, consoante a exploracao.
animais

Numero de Entre 1 e 107, dentro de cada exploragao.

Idade dos animais
afetados

Entre 1 dia e 14 anos.

Ecossistema das

Todas situadas em ecossistemas de Montado (florestas de azinheiras,
sobreiros, carvalhos ou castanheiros), principalmente constituidas por

exploracdes azinheiras e sobreiros, com pequenas propor¢des de eucaliptos e
oliveiras.
Desinsetizacio 11/21 exploragdes efetuaram desinsetizacdo um més antes de surgirem

os sinais clinicos.

Armadilhas para
insetos

Nenhum produtor possuia armadilhas para insetos.

No Gréfico 5 encontra-se a andlise da distribuicdo dos animais com sinais

clinicos mais evidentes em funcdo da raga, onde o objetivo era avaliar a possivel

influéncia da suscetibilidade genética na manifestacdo da doenga, contribuindo para

uma melhor compreensdo dos fatores de risco associados a infecao.
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Charoles 3 (14,3%)
Limousine

Angus
Mertolenga
Cruzado charoles

Cruzado limousine 13 (61,9%)

Alentejana 2 (9,5%)
Blonde d'Aquitaine 1(4,8%)
Holstein 2 (9,5%)

0 5 10 15

Grafico 5 — Distribui¢do dos animais com sinais clinicos mais evidentes em
funcdo da raca (n=21). A soma das percentagens ¢ maior do que 100% pois dentro

de cada exploracdo inquerida existiram mais que do uma raca afetada.

A presencga de linhas de agua nas exploragdes (Grafico 6) ¢ um fator relevante
na ecologia dos Culicoides, uma vez que estas zonas fornecem condicdes ideais para
a oviposicdo e desenvolvimento larvar. Os Culicoides dependem de ambientes
htimidos, ricos em matéria organica, para completar o seu ciclo de vida, o que pode
favorecer a manutencdo das populagdes e, consequentemente, o risco de transmissao

do VDHE.

Sem linha de agua

Com linha de dgua

Griéfico 6 — Presenca de linhas de agua nas exploragdes (n=21)
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Sinais Clinicos

O Grafico 7 permite identificar os sinais mais frequentemente relatados pelos
produtores. As manifestagdes clinicas mais frequentes foram alteragdes morfoldgicas
da cavidade oral e protusdo da lingua (17,1%), seguidas de erosdes e ulceracdes da
mucosa nasal (15,9%), rinorreia (14,6%), claudicacgdes (14,6%), hiperemia conjuntival
(8,5%), caquexia (7,3%), diarreia hemorragica (7,3%), anorexia (7,3%), hiperemia da
glandula mamaria (4,9%), sialorreia (1,2%) e edema submandibular (1,2%). Estes

dados sugerem um padrao clinico compativel com a infecdo pelo VDHE.

Alteragoes morfoldgicas da cavidade oral e protuséo da lingua
Erosdes e ulceragdes da mucosa nasal

Rinorreia

Claudicagbes

Hiperemia conjuntival

Caquexia

Diarreia hemorrégica

Anorexia

Hiperémia da glandula mamaria

Sialorreia

Edema submandibular

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Frequéncia (%)

Grafico 7 — Distribui¢do dos sinais clinicos evidenciados pelos animais das

21 exploragdes inquiridas

Alguns dos sinais clinicos descritos no Grafico 7 podem ser observados na

Figura 11.
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Figura 11 — Sinais clinicos evidenciados pelos animais doentes que sdo compativeis com a

DHE. A) hiperemia conjuntival, rinorreia e sialorreia, B) hiperemia nasal, lesdes ulcerativas

e necrdticas da mucosa nasal e C) hiperemia conjuntival e nasal (Fotos originais do autor)

A taxa de morbilidade intrarrebanho variou entre 0,61% e 51,42% no conjunto
das exploragdes inquiridas, enquanto o valor maximo referente a taxa de mortalidade

ndo ultrapassou 3,75% em todas as exploracdes.
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4. Discussao

Com o presente trabalho pretendeu-se detetar a presenca do VDHE em
amostras de insetos Culicoides capturados na regido da Zebreira, Concelho de Idanha-
a-Nova. Os resultados obtidos mostraram a presenga do virus nas trés zonas de captura
definidas no estudo (Z1, Z2 e Z3), o que se revelou consistente com os padrdes
esperados para esta regido, onde existe uma elevada presenca de gado bovino. E
importante que as recolhas tenham sido feitas em varios locais da exploragao, pois sO
assim ¢ possivel obter informacao representativa sobre a presenga e distribuicdo dos
insetos do género Culicoides, dentro da exploracdo (Ramilo, 2016; Ribeiro et al.,

2015).

As amostras foram recolhidas em setembro, outubro e novembro, periodo de
maior risco de transmissdo, coincidindo com temperaturas médias mais elevadas e
relatos de surtos e casos positivos de DHE, coincidindo com os resultados fornecidos
pelada DGAV, que descreve a circulagao do virus da DHE na regido a data do presente
estudo (DGAYV, 2023). As capturas apresentaram uma quantidade volumosa e continua
de insetos do género Culicoides imicola, o que se encontra em conformidade com
estudos prévios realizados nesta zona (Ribeiro et al., 2015; Rawlings et al., 1997), em
que a espécie demonstrou atividade durante todo o ano. As armadilhas colocadas no
campo foram do modelo utilizado em estudos epidemiologicos anteriores (Ribeiro et
al., 2015; Capela et al., 2003), mostrando uma padronizag¢do no processo de captura

dos insetos.

A identificagdo morfologica foi efetuada através dos padrdes de asas dos
insetos (Ramilo, 2016) como se encontra detalhado na Figura 8. A amplificacdo por
PCR de um fragmento da regido I7S/ do género Culicoides foi realizada apods a
identificacdio morfolégica e extracdo dos acidos nucleicos dos insetos. Esta
identificagdo prévia ¢ importante pois confirma a taxonomia dos insetos, valida a
integridade e qualidade dos acidos nucleicos isolados e permite confirmar a auséncia
de inibidores da DNA polimerase que poderia comprometer a detecdo molecular do

VDHE (Ramilo, 2016; Viennet et al., 2012; Meiswinkel et al., 2004).

A detecdo do VDHE, por RT-PCR em tempo real foi possivel através da

amplificacdo do gene Seg-9 do genoma do VDHE, pois existem evidéncias que
65



demonstram que esta técnica apresenta uma elevada especificidade e sensibilidade na
amplificagdo do RNA viral, em comparagdo com outros métodos de diagndstico
(Viarouge et al, 2015). Esta técnica permite, ainda, detetar a estirpe do virus
independentemente do serotipo, embora tal ndo tenha sido o objetivo do presente
trabalho (Maan et al., 2016). Este método ¢ descrito por varios autores para o
diagnéstico da infecdo pelo VDHE (Christiane O. L. Licinio, Flavio M. Ayres, 2021;

Kawanami et al., 2018).

A amplificagdo do RNA do VDHE foi conseguida em 13 das 19 amostras em
estudo (68%); 6 amostras (32%) foram negativas para a presenga do virus. Desta
forma, € possivel afirmar que o virus se encontrava em circulacdo pela regido estudada
no periodo das capturas, o que coincide com a informagao publicada pela DGAV que,
a data de 3 de novembro de 2023, descreve, no Distrito de Castelo Branco, a existéncia
exploragdes pecudrias com bovinos positivos. Os resultados divulgados pela DGAV

dao, ainda, conta da presenca no Distrito de cervideos positivos para o VDHE.

Segundo informagdo recolhida a 21 produtores da regido, expressa nos
Graficos 3 a 7 e na Tabela 6, foi possivel identificar nos animais sinais clinicos
compativeis com a DHE, sendo esta informacdo crucial para estimar as taxas de
mortalidade e morbilidade, possivelmente, devidas 8 DHE no Concelho de Idanha-a-
Nova. A recolha destes dados epidemioldgicos ¢ de extrema importancia para a
monitoriza¢do da dindmica de transmissdo do virus e para elaboragdo de estratégias

com vista a conter a dissemina¢cdo do VDHE em ruminantes.

A andlise da distribui¢ao das exploragdes em funcdo do regime de produgdo
(Gréfico 3) revelou uma predominancia de sistemas extensivos (90,5%), com apenas
4,8% das exploragdes operando sob regimes intensivos e 4,8% sob regimes semi-
intensivos. Esta tendéncia ¢ corroborada pela distribui¢do dos animais das exploragdes
em fun¢do do regime (Grafico 4), onde 85,7% dos animais se encontravam a campo,
9,5% num regime misto (a campo e estabulados) e 4,8% estabulados a tempo inteiro.
Estes dados evidenciam que a maior parte das exploragdes e dos animais estd exposta
a condi¢cdes ambientais externas, o que pode aumentar o contacto com o0s vetores

responsaveis pela transmissdo do VDHE, conforme descrito por Mellor et al. (2000).
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Adicionalmente, a Tabela 6 permitiu identificar variaveis criticas, tais como o
ecossistema das exploragdes, o nimero total de animais e o nimero de animais
afetados dentro de cada exploracdo individualmente, a idade dos animais afetados, € o
facto de ter sido feita a desinsetizacdo em cada exploragdo. Estes fatores podem
influenciar o risco de infecdo e a propaga¢ao do virus (Jiménez-Cabello et al., 2023;

Mellor et al., 2000).

No que respeita a distribuicdo dos animais com sinais clinicos mais evidentes
em fun¢do da raga (Grafico 5), observou-se que, apesar da soma das percentagens
ultrapassar os 100% (devido & presenca de mais de uma raca afetada em cada
exploragdo) os sinais clinicos apresentam um padrdo heterogéneo. Esta sobreposi¢do
indica que a suscetibilidade a doenca ndo se restringe a uma unica raca, evidenciando
a necessidade de estratégias de controlo que considerem a diversidade genética das

populagdes afetadas (Golender et al., 2021).

A presenca de linhas de 4gua nas exploragdes (Gréfico 6) foi, também, um fator
determinante, uma vez que ambientes aquaticos, associados a disponibilidade de
matéria organica, criam condic¢des ideais para a oviposi¢do e desenvolvimento das

larvas de Culicoides (Kettle, 1997).

As taxas de morbilidade (0,61%-51,42%) e mortalidade (3,75%) observadas
neste estudo sdo semelhantes aos valores observados noutros surtos recentes descritos
noutros paises como a Tunisia, Itdlia ou Israel, onde se verificaram taxas de
morbilidade entre 5% e 80%, ¢ de mortalidade de 1% (Alessio Lorusso et al., 2023;
Sghaier et al., 2022; Golender et al., 2017; Yadin et al., 2008). Estes valores relativos
sao referentes ao serotipo VDHE-8. Os estudos relativos a este serotipo em ruminantes
domésticos sdo escassos, quando comparados com outros serotipos € com ruminantes
selvagens. Embora os primeiros surtos de DHE sejam, geralmente, associados a taxas
elevadas de morbilidade e mortalidade (Mellor et al., 2000), os resultados do
questionario efetuado aos produtores indicam taxas de morbilidade significativamente
baixas (0,61%), o que pode ser explicado pela variabilidade na viruléncia dos
diferentes sorotipos e pela heterogeneidade na resposta imune dos hospedeiros
(Jiménez-Cabello et al., 2023). Os valores de taxas de mortalidade e morbilidade estdo

descritos, maioritariamente, para espécies de cervideos, sendo estes valores menos
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comuns em bovinos, como ¢ possivel verificar no relatorio de revisdo sistematica de
literatura desenvolvido por Santos ef al. (2023). Estas taxas, assim como o potencial
patogénico de cada serotipo, sdo bastante varidveis e dependentes da espécie animal,
idade, sexo, raca e adaptabilidade as condi¢cdes edafoclimaticas, assim como do

sistema de producdo presente (Bocanegra, 2024; Omori ef al., 1969).

Os sinais clinicos descritos na literatura vao desde pirexia/hiperemia a lesdes
ulcerativas e necroticas na mucosa oral, lingua e na regido nasal (que resultam em
disfagia e anorexia, com consequente caquexia), claudicagdes associadas a coronite e
alteracdes no crescimento dos cascos, hiperémia do ubere, diminui¢ao na produgdo de
leite, hiperemia conjuntival, rinorreia e sialorreia (Bocanegra, 2024; Alessio Lorusso
et al., 2023; Santos et al., 2023; Golender et al., 2017; Golender et al., 2021). Existe
uma concordancia entre os sinais clinicos relatados pelos produtores da regido (Grafico
7 e Figura 11) com os sinais clinicos descritos na literatura (Alessio Lorusso ef al.,
2023; Golender et al., 2017; Golender et al., 2021). Os sinais clinicos relatados pelos
produtores assim como as taxas de mortalidade e morbilidade calculadas através dos
questionarios, refletem a realidade observada em surtos anteriores no Mediterraneo,
em que a introdugado inicial do virus resultou em taxas de morbilidade e mortalidade
significativas, sendo esperado que surtos em areas previamente ndo afetadas, como ¢é
o caso de Portugal, resultem em taxas de morbilidade e mortalidade mais elevadas nas

primeiras incidéncias, tal como ocorreu no Japao em 1959 (Omori et al., 1969).

Tal como referido por Jiménez-Cabello et al. (2023), a doenga, em Portugal,
afetou a saude e BEA animal, prejudicou as economias locais, regionais e nacionais,

assim como implementou restri¢des a0 movimento dos animais.

Em 11 das 21 exploragdes inquiridas, os produtores referem que realizaram a
desinsetiza¢do um més antes de surgirem os sinais clinicos nos animais; nao obstante,
a DHE acabou por afetar estas exploragdes. A DGAV, apos a identificacdo do virus
em territorio nacional, recomendava o refor¢o de medidas de higiene assim como a
aplicagdo de inseticidas para desinsetizacao das instalagdes para controlo vetorial, bem
como os veiculos de transporte. Porém, a eficacia da desinsetizacdo depende da correta
aplicacdo e abrangéncia do produto utilizado, ndo estando garantida protecdo total

(Carpenter et al., 2008). O produto pode ndo atingir todas as areas onde os vetores
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residem, locais com matéria organica em decomposi¢do ou aguas estagnadas, locais
propicios para reproducdo dos insetos do género Culicoides. A migragdo de novos
vetores de areas vizinhas ou a presenca de populacdes resistentes pode reintroduzir o
virus em zonas supostamente controladas (Mellor et al., 2000). Existem estudos que
documentam a resisténcia de insetos a piretroides, tais como a deltametrina e a
cipermetrina. No estudo realizado por De Keyser et al., (2017) foi demonstrado que
Culicoides nubeculosus apresentaram menor suscetibilidade a deltametrina,
evidenciado o risco de resisténcia em vetores submetidos a tratamento constante. Os
inseticidas podem ter acdo repelente ou letal tempordria, mas ndo eliminam
completamente a populacdo de vetores. Por exemplo, moléculas piretroides
apresentam eficdcia limitada a longo prazo, como discutido noutros estudos por
Narladkar et al. (2006) e Naqqash et al. (2016), que referem que o uso continuo de
inseticidas pode reduzir a eficacia devido a fatores como a degradacdo ambiental e

resisténcia genética.

A amostra populacional utilizada neste estudo foi relativamente pequena (21
produtores), o que se deveu a vdarias limitagdes do trabalho, nomeadamente a
disponibilidade restrita dos participantes e a escassez de tempo disponivel para a
recolha de dados. Adicionalmente, a recolha de dados através das armadilhas para a
captura de insetos do género Culicoides também enfrentou obstaculos, como a falta de
recursos e de condicdes logisticas para a instalagdo de mais equipamentos de captura
em locais mais diversificados. Estas limitagdes influenciaram o volume de dados
recolhidos, quer em termos de inquéritos, quer de amostras biologicas, o que pode ter

impactado a representatividade global dos resultados obtidos.

Que seja do conhecimento do autor, o presente estudo foi o primeiro a realizar
a detecdo molecular do VDHE em insetos do género Culicoides no Concelho de
Idanha-a-Nova. Dada a escassez de informag¢do em Portugal e em grande parte da
Europa sobre a propagacao do virus, o trabalho realizado assume-se como pioneiro ao
documentar a circulagdo do virus na regido, em amostras de insetos do
género Culicoides capturados numa exploragdo de ruminantes domésticos A

importancia deste trabalho reside na sua capacidade de fornecer dados essenciais sobre
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a presenga do VDHE na regido e os seus potenciais impactos na saide animal, e ser

um auxiliar a implementa¢do de medidas de vigilancia e controlo eficazes.
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5. Conclusoes

O estudo realizado no presente trabalho atingiu o objetivo proposto ao
confirmar a detecio do VDHE em amostras de insetos do género Culicoides,
recolhidas na regido da Zebreira, Concelho de Idanha-a-Nova, nos meses de setembro,
outubro e novembro de 2023, contribuindo, desta forma, para o aumento do

conhecimento da epidemiologia da Doenga Hemorragica Epizootica.

A amplificag¢@o do gene Seg-9 do VDHE foi possivel em 68,4% das amostras
de insetos do género Culicoides capturadas. Esta informagao justifica a manifestagao
dos sinais clinicos compativeis com a DHE, descritos por produtores de bovinos que
responderam ao questionario. Através do questionario, foi também possivel estimar a
taxa de morbilidade, que variou entre 0,61% e 51,42%, e a taxa de mortalidade, que

ndo ultrapassou os 3,75% intrarrebanho, no conjunto das exploragdes inquiridas.

Os resultados do presente estudo evidenciam a necessidade realizar estudos
mais alargados e abrangentes que permitam obter mais informagao sobre a variagao da
fauna de Culicoides ao longo do tempo e as areas de risco dentro do territdrio
portugués. SO assim sera possivel estabelecer sistemas de vigilancia e controlo viaveis,
para que se possa atuar de forma rapida e precisa aquando da ocorréncia de novos
surtos, salvaguardando o bem-estar animal, assim como minimizando o impacto

econdmico nacional gerado pelas perdas produtivas.
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Apéndice I

Questionario realizado a produtores de bovinos no Concelho de Idanha-a-Nova

O presente questionario foi desenvolvido no ambito do projeto de um estudo

epidemioldgico relativo a Doenga Hemorragica Epizootica no Concelho de Idanha-a-

Nova, ¢ visa a recolha de informagao sobre dados relativos a animais com sinais

clinicos compativeis com a doenga. Todos os dados recolhidos serdo confidenciais e

usados apenas para investigagdo cientifica.

1.

E produtor/veterinario/outro?

Exploracio Extensiva/Semi-intensiva/Intensiva?

Os animais afetados encontravam-se a campo ou estabulados?

Numero total do efetivo

Racas dos animais afetados

Numero de animais afetados por raca

Idade dos animais afetados

Quantos dbitos relaciona com a doenc¢a?

Quais os sinais clinicos observados mais evidentes?

10. A exploracio ¢é arborizada? Se sim, porque tipo de arvores?

11. Presenca de linhas de agua/charcas na exploraciao?
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12. Os animais foram vacinados com a vacina da Lingua Azul (serotipo 1 e 4)? Se

sim, quando?

13. Foi realizada a desinsetizacio dos animais e/ou da exploracio? Se sim,

quando?

14. Tem alguma armadilha para insetos na exploracio?
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