MIGUEL MARDEL CORREIA PARREIRA

SEROPREVALENCIA DE BORDER DISEASE EM
PEQUENOS RUMINANTES NA REGIAO DO
BAIXO ALENTEJO

Orientador: Dr. José Costa Mira
Co-orientadora: Doutora Angela Damaso

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias
Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa
2012



MIGUEL MARDEL CORREIA PARREIRA

SEROPREVALENCIA DE BORDER DISEASE EM
PEQUENOS RUMINANTES NA REGIAO DO
BAIXO ALENTEJO

Dissertacao apresentada para a obtencdo do Grau
de Mestre em Medicina Veterinéria no curso de
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria
conferido pela Universidade Lusofona de
Humanidades e Tecnologias

Orientador: Dr. José Costa Mira
Co-orientadora: Doutora Angela Damaso

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias
Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa
2012



Seroprevaléncia de Border Disease em Pequenos Ruminantes na Regi&o do Baixo Alentejo | 2012

Todas as afirmacdes efectuadas no presente documento séo da exclusiva responsabilidade do
autor, ndo cabendo qualquer responsabilidade a Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Luso6fona de Humanidades e Tecnologias pelos conteudos nele apresentados.



Seroprevaléncia de Border Disease em Pequenos Ruminantes na Regi&o do Baixo Alentejo | 2012

Agradecimentos

A minha familia, principalmente aos meus pais, por todo o apoio e paciéncia durante a
realizacdo do curso e desta dissertacdo. Pelos valores que me tém transmitido ao longo da

minha vida, que me ajudaram a nivel pessoal e profissional.

Ao Dr. José Costa Mira, ndo so pela transmissdo de conhecimentos profissionais ao longo de
todo o estagio, mas também por toda a amizade e disponibilidade que sempre demonstrou.

A professora Angela Damaso, pelos conhecimentos transmitidos ao longo do curso e pela

ajuda preciosa na realizagéo desta dissertacao.

Ao Sr. Godinho, Rui, Zé Lampreia e colega de estagio André, pela ajuda, convivéncia e

amizade.

A todos os meus amigos de Elvas que sempre me apoiaram em todas as fases da minha vida e

gue sempre me demonstraram poder contar com eles.

A todos os meus colegas de curso, ndo so pela amizade demonstrada mas também pela ajud:

na concretizacao do curso.



Seroprevaléncia de Border Disease em Pequenos Ruminantes na Regi&o do Baixo Alentejo | 2012

Resumo

A “Border Disease” € uma doenca infecciosa causada por um pestivirus que afecta
maioritariamente pequenos ruminantes, causando problemas reprodutivos, alteracdes
congénitas e animais persistentemente infectados. N&o existem registos da seroprevaléncia
desta patologia em Portugal.

O objectivo deste trabalho foi estudar a seroprevaléncia de “Border Disease” em
exploracbes de pequenos ruminantes na regido do Baixo Alentejo e relaciona-la com a raca
dos animais, dimensé&o do efectivo, coabitagdo com bovinos e localiza¢cao da exploragéo.

Em 197 animais, observaram-se 10 seropositivos que correspondem a uma
seroprevaléncia de 5%. Em 29 exploracdes observaram-se 6 positivas nas quais, havia pelo
menos um animal seropositivo, que corresponde a 20,6 % das exploracdes. Nao foi observada
relacéo significativa da prevaléncia nas exploragbes com as racas dos animais, a dimensao do
efectivo e a sua localizagdo geografica. Existe maior probabilidade de casos seropositivos de
“Border Disease” em pequenos ruminantes que coabitem com bovinos.

A seroprevaléncia de “Border Disease” é baixa na regidao do Baixo Alentejo. Mais
estudos devem ser efectuados de forma a identificar a estirpe do virus “Border Disease”
(BDV) presente nesta regido, a verificar se a seroconversao podera ter origem no contacto
com o virus da diarreia viral bovina (BVDV) e estudar o impacto desta doenca na producéo

de pequenos ruminantes no Baixo Alentejo.

Palavras-chave:*"Border Disease”, seroprevaléncia, pequenos ruminantes, Baixo Alentejo.
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Abstract

Border Disease is an infectious disease caused by a pestivirus which affects mainly
small ruminants causing reproductive problems, congenital anomalies and persistently
infected animals. There is no record of the prevalence of the disease in Portugal.

The objective of this paper was to study the prevalence of Border Disease in small
ruminant farms in the Baixo Alentejo and relate it to the race of animals, herd size,
cohabitation with cattle and location of the farm.

In 197 animals, 10 were seropositive corresponding to a prevalence of 5%. On 29
farms, 6 were positive in which, at least one animal was seropositive, which corresponds to
20.6% of farms. No significant relation was observed between prevalence with the breeds of
the animals, herd size or location of the farm. There is a higher probability of seropositive
cases of “Border Disease” in small ruminants living together with cattle.

The prevalence of "Border Disease" is low in the region of Baixo Alentejo. More
studies should be undertaken to identify the strain of Border Disease Virus (BDV) present in
this region, verify if seroconversion may be caused by contact with bovine viral diarrhea virus
(BVDV) and study the impact of this disease in the production of small ruminants in the
Baixo Alentejo.

Keywords: Border Disease, prevalence, small ruminants, Baixo Alentejo.
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1. Introducéo

A Doenca das Fronteiras (“Border Disease”) é reconhecida principalmente como
uma importante causa de patologia congénita em ovinos. Causada pelo virus da Doenca das
Fronteiras (“Border Disease” virus (BDV)), tem como principais sinais clinicos, fémeas
inférteis, aborto, nados mortos, borregos inviaveis, alguns dos quais apresentando tremores
musculares e 1& comprida e grossa. Muitos destes borregos séo persistentemente infectados
(Pl) toda a sua vida, e, como excretam constantemente o virus, sdo propagadores muito
eficientes da infecgdo para os restantes animais. Deste modo, a “Border Disease” € uma
afeccdo que pode causar grandes prejuizos nas exploracdes de pequenos ruminantes.

A capacidade do BDV produzir animais Pl apos infeccdo intra-uterina € um
fendmeno biolégico fascinante de interesse viroldgico e imunoldgico. O controlo da doenca
num rebanho consegue-se através da identificagcdo dos animais Pl e da prevencao da infecgéo
de ovelhas durante a gestagéo.

Portugal € o oitavo maior produtor de ovinos na Europa. A producdo de ovinos em
Portugal é caracterizada por efectivos de pequena dimenséo e de racas autdéctones no norte dc
pais. No centro e sul do pais os efectivos sdo de maiores dimensées compostos por animais de
ragcas autoctones, bem como de ragas cruzadas de forma a melhorar o rendimento. A partir do
ano 2000, altura em que o efectivo portugués de pequenos ruminantes era de 3.159.381
animais em 84.311 exploracdes, tem-se verificado uma diminuicdo no efectivo total de
pequenos ruminantes, bem como no numero de exploracfes activas. Em 2011 o numero de
exploracdes produtoras de pequenos ruminantes em Portugal era de 69.005 enquanto o
efectivo de pequenos ruminantes fixou-se nos 2.476.829 animais. A regido com maior nimero
de pequenos ruminantes € o Alentejo com 1.086.865 ovinos distribuidos por 8.315
exploragdes. Esta diminuicdo do efectivo total de ovinos bem como das exploracdes € uma
consequéncia da diminuicdo da margem de lucro e do aumento do custo de producao
verificado ao longo da ultima década na producéo de pecuaria em Portugal.

Nenhuma pesquisa sobre a prevaléncia de BDV foi realizada em Portugal, apesar de
ser de conhecimento da direccdo geral de veterinaria que é uma doenca presente no pais.
Deste modo, este trabalho teve como objectivo determinar a seroprevaléncia de anticorpos
contra a “Border Disease” em pequenos ruminantes na regido do Baixo Alentejo, de forma a
perceber se existe alguma variavel que influencie a seroprevaléncia de BDV, bem como

avaliar o impacto desta afeccdo nesta regido do Pais
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1. Revisdo Bibliografica

1.1. “Border Disease”

Os pastores da regido fronteirica entre Inglaterra e o Pais de Gales descreveram
durante muitos anos que por vezes nasciam borregos fracos, com tremores e com |a de pouca
qualidade. Foi apenas em 1959 que os investigadores do laboratorio veterinario de Worcester
descreveram uma afeccdo com estes sintangise chamaram Border ou ‘B’ Disease (BD),
devido a esta localizagc&o entre fronteiras (Hugteal, 1959). Nos 20 anos seguintes esta
afeccéo foi observada na Nova Zelandia (Manktedowal., 1969), Australia (Aclanet al,

1972) e Estados Unidos da América (Jacksibal., 1972). Na Oceania a afeccdo adoptou o
nome de ‘Hairy Shaker’, derivado dos sinais clinicos que a doencga provoca nos pequenos
ruminantes (Nettleton & Willoughby, 2007).

Na década de 60 esta afeccdo foi apenas observada em duas racas de ovelhas
Inglesas muito semelhantes. Deste modo, os investigadores consideravam que era de etiologia
genética. Porém, a medida que se iam observando diversas racas de ovelhas com 0s mesmo:
sintomas comecou a considerar-se que esta afeccao teria etiologia infecciosa, o que veio a ser
confirmado em 1976 por Dickinson & Barlow em Edimburgo, e por colegas em Worcester
(Nettleton & Willoughby, 2007). Hoje em dia pensa-se que esta doenca estd presente em

todos os paises produtores de ovinos e caprinos (Radostit2€0a]).

1.1.1. Descricéo do Agente Etiologico

2.1.1.1. Classificacao e Caracterizacado do BDV

O virus Border Disease (BDV) é uma das quatro espécies de pestivirus classificadas
na familiaFlaviviridae. O génerdPestiviruscompreende os seguintes virus: o BDV; o virus
da peste suina classica (CSFV); e as duas espécies distintas do virus da diarreia viral bovina
(BVDV), BVDV-1 e BVDV-2, tal como € apresentado na Figura 1. O virus isolado das
ovelhas e cabras adquiriu 0 nome de BDV, o que foi isolado nos suinos recebeu a designacao
de CSFV, e o virus isolado nos bovinos, o nome de BVDV (Faetjaét 2005)

No entanto, a capacidade de transmissibilidade entre espécies tem sido demonstrada
tanto natural como experimentalmente (Patbral, 1995; Vilcek & Nettleton, 2006). Por
exemplo o BVDV também infecta ovinos, caprinos, ruminantes selvagens e suinos éBecher
al., 1997). O BVDV-1 foi detectado em ovinos na Alemanha, Suécia, Reino Unido e Estados
Unidos (Becheret al, 1995; Vilceket al, 1997; Willoughbyet al, 2006) e BVDV-2 foi

também detectado em ovinos na Alemanha, Reino Unido e os EUA (Bzichkr 1995;
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Sullivan, et al, 1997; Vilceket al, 1997). Por outro lado, o CSFV nunca foi isolado a partir
de ruminantes naturalmente infectados, apesar de um estudo experimental ter mostrado que
estes sdo susceptiveis ao CSFV (Dehk., 1987).

Embora o BVDV seja comum em ovinos, h4 muito pouca evidéncia de infeccao
natural de BDV em bovinos. Recentemente, um caso de BDV em bovinos foi identificado
durante testes de rotina na Austria como parte do seu programa de controlo de BVDV
(Hornberget al., 2009), e no Reino Unido foram encontrados seis casos de BDV em bovinos
(Stronget al., 2010). Através de modernas técnicas de andlises antigénicas e genéticas, ja se

isolou BDV em renas, bisonte europeu e cervideos (Nettleton et al., 2008).

- - Elavivirid:
Sphencal, enveloped, single-stranded 1 avivir,
RMA viruses with icosahedral symmetry

« Replicale in cyloplasm
Diagrammatic reprasentation » Labile in environment; sensitive to heal,
. detergents and organic soivents
' ﬁ.ppearan-:e &
| in electron
micrograph

Flavivirus Pestivirus Hepacivirus
I
1Dﬂ nrm Hepalitis
Boving viral Bovingviral  Border  Classical G wirus
diarhoea  diarrhoea  disease  swinedewer  (Humans and
wirls 1 virls 2 virus virus chimpanzees)
I
Yellow Louping il Japanese Wesselsbron  Israel turkey West Nile
fawar  wirus encaphalitis  virus meningo- virus
wirs Virus encephalomyelitis

WINUS

Figura 1: Virus da familiagFlaviviridae com relevancia em medicina veterinaria (Adaptado de Quinm
et al, 2003).

Os pestivirus podem ser classificados em dois biétipos consoante a sua capacidade
de produzir citopatogenia em culturas celulares: citopatogénico (CP) ou nédo-citopatogénico
(NCP). A grande maioria dos virus encontrados na natureza sdo NCP (Deregt & Loewen,
1995).

O pestivirus € um virus com envelope, constituido por particulas esféricas com
didametro aproximadamente de 46 nm e com um nucleo de 20-25 nm (Figura 2 e Figura 3). O
seu genoma € composto por uma cadeia RNA simples, positiva com 12.3-12.5 kbp de
tamanho (cerca de 12500 nucledtidos). Pode ser dividido em trés distintas partes: a regido nao
tradutora 5°; uma longapen reading framéORF) que codifica uma poliproteina com 4000
aminoacidos; e a regido néo tradutora 3" (Beehat, 1998; Ridpath & Bolin, 1997).
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Figura 2: Imagem microscépica de pestivirus (AdaptadSyva, 2005).

- an E2
i

Erns

)

LN
Figura 3: Esquema ilustrativo de um pestivirus com as proteinas estruturais E1," (Adaptado
de Syva, 2005).

2.1.1.2. Poliproteina Viral

A poliproteina codificada pelo virus € originada por um conjunto de prote
individuais sendo elas por ord: N°"% C; E™ E1; E2; P7; NS3; NS4A; NS4B; NS5A;
NS5B. Estas podem ser divididas em proteinas estruturais™, E1, E2) e proteinas ni
estruturais (R°, NS23, NS4A, NS4B, NS5A, NS5I como mostra o diagrama da Figur
(Vilcek et al., 1994).

P7 NS2-3 NS44
; '
SUENPW N2 i NS NS48 | NssA nssg VTR

- Structural proteins

Figura 4: Diagrama representativo do conjunto das proteinas estruturais e ndo estruturais q
parte da poliproteina codificada pelos pestivirus (Adio de Aitken, 2007).

A NP e E™ sdo proteinas exclusivas dos pesti\, ndo sendo encontradas em n
nenhum virus da familielaviviridae. Porém, sdo diferentes para cada tipo de pest o que
as tornauteis para distinguir owvarios tipos de pestivirus em isoladoNettleton &
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Willoughby, 2008). A N compromete a resposta imune do hospedeiro, uma vez que
apresenta antagonismo ao interferon, €"addmpde a particula viral e participa também na
inibicdo da expresséo do interferon (&ilal, 2006; Schweizeet al, 2006). A N é crucial

paa a formacdo e manutengdo dos animais permanentemente infectados (Pl) uma vez que
esta possui proteases que permitem que esta se desagregue da poliproteina @tettleton
2008).

A proteina C é a proteina da capside (Nettleton & Willoughby, 2008).

A glicoproteina E2 esta exposta na superficie da particula viral e induz a formacao de
anticorpos neutralizantes por parte do hospedeiro. E a proteina mais variavel entre os
pestivirus, pelo que também é utilizada para distinguir pestivirus em isolados laboratoriais
(Chase et a) 2004).

A proteina NS2-3 tem um papel fundamental na citopatogenicidade e na
sobrevivéncia do virus. A NS2-3 é caracteristica do virus ndo citopatico. Porém, alguns
subtipos de BDV possuem uma protease que permite separar a proteina em NS2 e NS3
tornando o virus em citopatico. Grandes quantidades de NS3 resultam em morte celular e a
longo prazo na morte do hospedeiro. Em relagédo as restantes proteinas as suas fungdes esta

relacionadas com a replicacao viral (Nettleton £t24108).
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Tabela 1: Resumo das principais caracteristicas e fungdes das proteinas virais do BDV (Adaptado de
Ridpath, 2005).

Proteina | Tamanho o .
) Caracteristicas Funcdes
viral (K Dalton)
pro . Autoprote¢lise
N 20 Né&o estrutural o . o
N&o é necesséria para a replicagdo do RNA
ms Glicoproteina associada ao envelope
E 40 Estrutural o )
Actividade ribonuclease
C 14 Estrutural Forma a nucleocéapside do virido
Glicoproteina associada ao envelope
El 25 Estrutural o
Proteina integral de membrana
Glicoproteina associada ao envelope
E2 53 Estrutural Proteina integral de membrana
Proteina estrutural imunodominante
Funcédo desconhecida
. Necessaria para produzir virus infeccioso mas
P7 7 N&o estrutural ~ L
nao para a replicacdo de RNA
NS2/3 125 N&o estrutural. NS2 tem um dominio de zinco
NS2 54 NS2/3 e NS3 contém RNA helicase e dominios
No biétipo citopatogénico | serina protease N-terminal; sofre autoclivagem e
NS2/3 é clivada em NS2 e| permanece como proteina nao estrutural da
NS3 80 NS3. poliproteina viral
Proteina ndo estrutural imunodominante
NS4A 7.2 N&o estrutural Cofactor da serina protease
NS4B 38 N&o estrutural Componente da replicase
NS5A 55 N&o estrutural Componente da replicase
NS5B 81 N&o estrutural Actividade RNA polimerase
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2.1.1.3Replicagao Viral

A replicacdo do RNA da-se no citoplasma da célula hospedeira. As particulas virais
sdo agregadas e envolvidas em membranas intracelulares, transportadas em vesiculas
citoplasmaticas pelo percurso secretor, sendo libertadas por exocitose. A replicagdo do RNA
ocorre, tal como em outros flavivirus, através do complexo de replicacdo, composto pelo
RNA viral e proteinas virais nao estruturais, em associacdo com as membranas
intracitoplasmaticas (Figura 5) (Ridpath, 2005):

* A penetracdo de virus com envelope nas células hospedeiras envolve as etapas de
ligacdo de proteinas virais de superfici€® & E2 a receptores celulares e, em
seguida, a penetracdo por fusdo do envelope com a membrana plasmética. Os
pestivirus penetram nas células hospedeiras apos fusdo do envelope com a membrana
do lisossoma, com pH levemente acidificado (Lecot.e28D5).

 Uma vez dentro da célula ocorre a descapsidacdo onde o RNA é libertado para o
citoplasma onde ocorre a traducdo do material genético. Apds a traducao é formada
uma poliproteina clivada por enzimas celulares e virais, dando inicio a replicagdo. O novo
material genético € entdo encapsulado e levado ao reticulo endoplasmético para a maturacéo
dos viribes. ApoOs esta etapa os viribes maduros séo libertados da célula hospedeira por

exocitose (Leysseet al., 2000).
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Figura 5: Ciclo de replicacao viral dos pestivirus: 1, adsorcéo; 2, endocitose; 3, fusdo com lisossomas;
4, descapsidacédo; 5 e 6 traducao; 7 formacao da poliproteina viral; 8, replicacdo; 9, encapsidacéo; 10 e
11, organizacéo; 12, libertag&o dos virides. (Adaptado de Legsa&n2000).

2.1.1.4Grupos Filogenéticos de BDV

Para classificar o BDV em diferentes grupos realizam-se estudos filogenéticos,
sendo mais comum utilizar as sequéncias da regido 5’'UTR, e as proftimasB2 (Vilcek
et al., 1994). Deste modo, o BDV estéa dividido em seis distintos grupos filogenéticos: BDV-
1, que foi detectado em ovinos nos EUA (Sulliedral, 1997), Reino Unido (Vilcekt al,
1997), Australia (Becheet al., 1994) e Nova Zelandia (Vilcedt al, 1998); BDV-2 em
ruminantes na Alemanha (Bechet al, 2003); BDV-3 na Suica (Staldet al, 2005) e
Austria (Krametter-Froetschet al, 2007); BDV-4 em Espanha (Arnet al, 2004; Valdazo-
Gonzalezet al., 2007) e BDV-5 e BDV-6 em Francga (Dubeisal., 2008). Isolados de BDV
na Turquia sdo possivelmente um novo grupo, porém € necessario realizar ainda uma
caracterizacdo completa do mesmo (Oguzogiual, 2009). Recentemente foi ainda
descoberto um BDV em Itélia diferente de todos os restantes, que podera ser outro novo
grupo (Giammariolet al, 2011). Em Portugal, até a data, na Direccdo Geral de Veterinéria,

nao existem registos de isolamento de qualquer tipo de BDV.
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2.1.2. Epidemiologia

A “Border Disease” esta presente em todos 0s paises produtores de ovinos e caprinos
(Radostits et a) 2007).

Uma das razfes para esta incidéncia é o facto de o BDV ter a capacidade de formar
animais persistentemente infectados (PI). Os Pl's sdo animais infectados pelo wieus,
num periodo em gque seu organismo reconhece 0 virus como uma estrutura propria € nao como
um antigénio externo. Desta forma, nascem infectados mas ndo produzem anticorpos contra
ele. Esses animais apresentam alta capacidade de excrecdo do virus e sdo 0S maiores
responsaveis pela manutencdo da doenca no rebanho, devendo ser identificados e eliminados.
Séao geralmente animais fracos, com um crescimento mais lento em relacdo aos da sua faixa
etaria (Deregt & Loewen, 1995).

As ovelhas podem contrair “Border Disease” ndo s6 através do BDV mas também
dos restantes pestivirus, principalmente através dos bovinos e dos suinos (Nstiidion
2008). Porém, os bovinos sdo considerados a maior ameaca, uma vez que Sd0 0S maiores
reservatorios de pestivirus mundial. E estimado que 70% dos bovinos adultos do mundo
possui anticorpos contra BVDV (Carlsson, 1991).

A maioria dos estudos sobre a seroprevaléncia de BDV revela as seguintes
conclusdes:

« O BDV tem menor incidéncia em ovelhas e cabras do que o BVDV em bovinos;

* O numero de animais positivos € influenciado pela regido em que esta inserido o
rebanho;

» A seroprevaléncia é influenciada pela idade dos animais.

Assim, a média da percentagem em rebanhos varia entre os 5% e os 50% de animais
positivos, onde a maior prevaléncia ocorre nas fémeas mais velhas do rebanho. Um rebanho
com animais Pl tem um maior numero de seropositivos, mas também €& normal encontrar
animais seronegativos nestes rebanhos (Berretti, 2004). Em rebanhos de extensivo
estdo descritos casos de transmisséo por parte de animais silvestres, nomeadamente de veada
(Nettleton et al 2008).

A transmissdo do BDV ocorre tanto horizontal como verticalmente. Fémeas
gestantes infectadas transmitem o virus aos fetos por via transplancentéria, podendo deste
modo gerar animais Pl que irdo por sua vez excretar abundantemente o virus, transmitindo-o

aos restantes animais do rebanho por contacto directo (Bonatvatll 1987; Smith, 2009).
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Os borregos Pl podem por vezes atingir maturidade sexual, porém tém fertilidade reduzida
(Nettleton et al., 2007).

As principais vias de excrecao sao secre¢fes nasais, fomites, saliva, urina e fezes
(Bonniwell et al, 1987; Smith, 2009). Os carneiros podem também transmitir o virus atraves
do sémen (Nettleton et al., 2007).

E na altura do acasalamento que ocorre 0 maior nimero de infec¢bes, ndo sé por
transmissao venérea mas também porque muitas vezes o rebanho é acondicionado de forma &
facilitar o maneio da exploragdo, ocorrendo assim também infecgdes por contacto directo e
fomites. Em rebanhos positivos as fémeas que ja estiveram em virémia e que
consequentemente produziram anticorpos, sao imunes a futuras exposicfes a mesma estirpe
de BDV (Khan, 2005; Nettleton et.aR007).

Apds um surto de Border Disease 0s animais com maior risco de infeccdo sdo as
fémeas de substituicdo, bem como os animais que provéem de exploracbes que nunca
contactaram com o virus, podendo ocorrer assim casos esporadicos da doenca (blettleton
al., 2007).

2.1.3. Patogenia

2.1.3.1. Patogenia em Ovelhas ndo Gestantes

As infecgOes agudas de Border Disease em bornegsisnatal e em adultos séo
caracterizadas por uma virémia subclinica de curta duracdo. O virus é transmitido por via oro-
nasal, tem tropismo para leucécitos e € detectado no soro entre os dias 4 a 11 pos infeccao.
Apbés o curto periodo de virémia sdo detectados anticorpos neutralizantes no soro
aproximadamente 11 a 14 dias apos infeccdo, periodo que coincide com a eliminacdo do
virus. Os sintomas observados neste tipo de infeccdo sdo depressao, febre e leucopénia
(Radostitset al., 2007; Nettletoret al., 2007). Estudos de inoculacdo de BDV em borregos
saudaveis resultaram numa infeccdo moderada e transitéria em que houve uma pequena
reducdo do crescimento ndo tendo sido registadas quaisquer alteracdes macro e microscopicas
(Radostits et al., 2007).

Estdo descritos casos de sintomatologia severa em ovinos que sofreram infec¢des

agudas de BDV. Estes casos serdo desenvolvidos no capitulo dos sinais clinicos.
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2.1.3.2.Patogenia em Ovelhas Gestantes

As infeccbes mais severas registadas de Border Disease ocorrem em ovelhas
gestantes (Nettletoat al., 2004). Apos a infec¢do o virus invade a placenta causando uma
placentite necrosante aguda (Radodital., 2007), detectavel 10 dias apds a infeccdo. No
caso de ser uma infec¢cdo severa a placentite € suficiente para causar morte embrionaria ou até
mesmo aborto (Sargison, 2008). No caso de a gestacdo se manter as lesbes desaparecem 2
dias apo6s a infecgdo. Como consequéncia da infecgdo placentaria, caso ndo tenha resultado jé
em aborto, o virus infecta o feto aproximadamente 1 semana apds a infecgdo. A resposta
imunitaria materna ndo tem qualquer influéncia na resposta imunitaria do feto (Nettleton
al., 2004). O resultado da infeccdo de BDV no feto podera ser: reabsor¢cdo embrionaria;
aborto; nados mortos; borregos com mal formacdes; borregos com problemas neurolégicos;
borregos pequenos e inviaveis imunologicamente; ou borregos normais sem nenhum sinal
clinico (Figura 7) (Radostitet al., 2007). A extensdo do dano fetal é influenciada por
inimeros factores como a idade do feto, a estirpe e a carga viral, a raca do animal e a
capacidade de resposta imunolégica do feto. O factor mais importante € a idade do feto, uma
vez que a capacidade imunoldgica fetal se desenvolve apenas aproximadamente entre os dias
60-61 e 80-85 de gestacéo (Hussin & Woldehiwet, 1994). Deste modo, a fase de gestagdo em

que ocorre a infeccéo sera determinante para a expressao que o BDV tera no feto (Figura 6).

Concepcao 20 40 60 80 100 120 140 Nascimento
|

— |

Ou Ou
Feto Morre Feto Sobrevive Feto Morre Feto sobrevive
— Reabsorcdo | — “Hairy Shaker” — Aborto - Borrego fraco
— Mumificacdo | — Borrego fraco ou - Nado Morto ou normal
— Aborto normal com
— Nado Morto persistentemente anticorpos
infectado - Naéoé
— Sem anticorpos detectado
virus

Figura 6: Esquema ilustrativo dogarios cenarios possiveis de infeccdes de BDV antes e depois dos
fetos adquirirem imunidade entre o 60° e o0 85° dia de gestagéo (Adaptado de NetHEt8007).
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2.1.3.2.1. Infeccdo Materna Antes do 60° Dia de Gestacédo

Quando ocorre uma infeccdo nos primeiros dois meses de gestacdo o virus pode
atravessar a placenta e replicar-se nas células fetais. Devido ao feto ndo possuir qualquer tipo
de defesa imunoldgica, a morte fetal é o resultado mais comum nesta fase, ndo sendo
observados, na maior parte dos casos, sinais clinicos de aborto por parte do proprietario uma
vez que ocorre absorcdo embrionaria. Estas ovelhas s6 serdo identificadas como ndo gestantes
na altura prevista do parto caso ndo esteja implementado na exploragdo meétodos de
diagnostico de gestacdo (Sargion, 2008). Estudos em que sao infectados fetos
experimentalmente neste periodo de gestacdo concluem que a taxa de mortalidade varia entre
0s 50% e os 75% (Nettleton et al., 2004).

Fetos que sobrevivam a uma infeccdo nesta fase de gestagcdo serdo animais
persistentemente infectados (Pl) (Roeeteal, 1987). A imunidade humoral para combater
outros patdgenos € normal. O mesmo nao acontece com a imunidade celular, uma vez que a
funcao linfocitaria fica comprometida com reducdo do namero de células T (Seiwaler
1992). Assim, normalmente animais Pl ficam infectados por outra afeccéo, acabando muitos
por morrer, por volta dos trés meses de idade, altura em que ja ndo estao presentes anticorpos
maternais no seu organismo. Os animais Pl’s ficam a excretar o virus para o resto do rebanho
até acabarem por morrer (Sargion, 2008). Os mecanismos envolvidos na manutencdo do
equilibrio entre o virus e animais Pl ainda ndo séo totalmente compreendidos, porém é
necessario que a infeccdo tenha como etiologia uma estirpe do virus néo citopético. Este
equilibrio pode por vezes ser instavel em alguns animais Pl uma vez que em certos casos estes
manifestam diarreias persistentes, corrimentos nasais e oculares, pneumonias, enterites,
miocardites e nefrites, acabando por morrer. Isolados do intestino confirmam a presenca de
BDV citopatico que deriva do virus néo citopatico ja presente no proprio animal e ndo de uma
fonte externa, uma vez que nem todos os animais Pl da exploragdo manifestam estes quadros
agudos. Este equilibrio pode durar anos uma vez que ha casos de animais Pl que viveram 5
anos de idade (Nettletat al,, 1992).
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Figura 7: Borregos da raga Cheviot com 7 meses de idade, ambos persistentemente infectados com
BDV. Enquanto um apresenta aparéncia e tamanho normal para a idade o outro é bastante atrofiado.
As infec¢Bes ocorreram no mesmo estagio de gestacdo e com o mesmo tipo de virus (Adaptado de
Nettleton et al 2007).

Animais que nascem Pl podem apresentar algumas alteragdes congeénitas, sendo as

mais comuns a nivel da tirdide, da pele e do sistema nervoso central (SNC), ndo ocorrendo

nenhuma reacc¢ao inflamatdria como nos casos de infec¢cdes agudas com BDV citopatico.

Nos PI's com altera¢cdes neurolégicas ocorre uma hipomielinizacdo generalizada
pelo SNC em que além da deficiéncia de mielina também se verifica um aumento da
densidade de células de glia (Nettleten al, 2007). A maioria dos borregos
afectados demonstra disfuncdo neurolégica a nascenca que varia desde ligeiros
tremores até contracgdes tonicas e clénicas dos musculos esqueléticos do corpo e da
cabeca, resultando assim o nome de “Shakers”. Estas alteracdes desaparecem por
volta dos 6 meses de idade (Jeffrey & Roeder 1987). Estas lesdes do SNC ocorrem
por accdo directa do virus nas células precursoras de oligodendrécitos, nao
permitindo assim a maturacdo destas células que sdo responsaveis pela formacao e
manutencao das bainhas de mielina do SNC (Barlow & Patterson, 1982; @affrey

al., 1997).

Outra causa de défice de mielina € a diminuicdo de secrecdo das hormonas da tirdide
T3 e T4, uma vez que a enzima (2,3-cyclic nucleotide-3-phosphodiesterase)
associada a uma normal mielinizagcdo depende directamente da concentracdo das
hormonas da tiréide. Esta diminuicdo de T3 e T4 é consequente de uma deficiéncia a

nivel da glandula tirdide pois a glandula pituitaria dos animais afectados nédo possui
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qgualquer alteracdo (Andersat al, 1987; Sawyeet al, 1992; Smith, 2009). A
diminuicdo destas hormonas origina também o baixo peso que estes animais
costumam apresentar em relacdo a animais da mesma idade nao infectados
(Radostits et a) 2007).

* Outra alteracdo verificada em animais Pl € anomalias do pélo que derivam de um
aumento do tamanho dos foliculos priméarios e duma reducéo do niamero de foliculos
secundarios (Radostits et al., 2007). Estas alteracdes resultam num aumento do
numero de fibras grossas em relacdo ao numero de fibras finas. Como resultado
destas alteracdes os borregos tém um pélo grosso, comprido e moldavel e dai resulta
o nome de “Hairy”. Apesar do pélo ir retomando o tamanho e a forma normal a
medida que o borrego cresce, biopsias da pele confirmam que as alteracOes
registadas nos foliculos sdo permanentes (Nettietal, 2004). Estas alteracdes,
sdo mais visiveis em racas de ovinos de |a fina ou média e menos evidente nas racas
de 1& grossa, onde as alteragBes sdo mais demarcadas e visiveis na nuca. Em alguns
casos estas alteracbes podem ser dificeis de diferenciar, devido as diferencas do
crescimento do pélo entre as variadas racas e diferencas de idade @aalow
1982).

* Por vezes borregos Pl apresentam anomalias de conformacdo e de crescimento.
Deste modo, verifica-se que estes animais possuem um encurtamento NnoS 0SS0S
longos, bem como no comprimento cranio-caudal corporal, dando deste modo um
aspecto compacto e curto. Em ossos longos ha evidéncia de crescimento de

acidentes 6sseos anormais e osteogénese descontrolada (@ affre}997).

Alguns borregos PI's podem nascer sem alteracfes de conformacéo, de pélo e a nivel
do SNC o que é um factor limitante para a identificacdo de animais PI’s nas exploracdes. A
auséncia de sinais clinicos nédo descarta a possibilidade da existéncia de animais Pl e de a

exploracdo ser indemne de Border Disease (Radostits 20av).

2.1.3.2.2. Infecc@o entre o0 60° dia e o0 85° dia de gestacéo
Quando a infeccdo fetal ocorre entra o dia 60 e 85 de gestacdo, altura em que a

imunidade fetal se esta a desenvolver, o resultado é variavel (Nettietgr2007; Radostits
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et al, 2007; Smith, 2009). Alguns animais nascem com anticorpos contra BDV e néo é
detectado virus em circulacdo, enquanto outros nascem PIl, ou seja, virémicos e sem
anticorpos (Nettletoret al, 2004). Infeccbes neste estagio de gestacdo podem provocar
severas reaccoes inflamatorias no SNC com inflamagéo, necrose e periarterite das camadas
germinativas do cérebro (Radosttsal, 2007; Nettletoret al, 2007), resultando em lesdes

como hidroanencefalia, hipoplasia e/ou aplasia cerebelar e encefalomalacia. Estes borregos
demonstram sinais clinicos nervosos graves, distlrbios comportamentais e locomotores mais
severos que os animais infectados previamente aos 60 dias de gestacaoefRaed®87;
Nettletonet al., 1992; Jefferyet al, 1987). As lesbes a nivel do SNC tém origem numa
resposta auto-imune e 0s borregos que as manifestam sdo maioritariamente animais com
grandes quantidades de anticorpos anti BDV (Nettletbral, 2004). Por vezes alguns
borregos também apresentam anomalias esqueléticas, como membros excessivamente

compridos e artrogripose.

2.1.3.2.3. Infecgéo depois do 85° dia de gestacao
As infec¢cbes que ocorrem depois do dia 85 de gestacdo sdo maioritariamente
controladas e eliminadas pela resposta imunitaria do feto (Radostit2€0&l). Morte fetal é
rara, € a maioria dos borregos sdo de aparéncia normal, sem sinais clinicos e apresentam
anticorpos contra BDV. Porém, microscopicamente € possivel encontrar lesées a nivel do
SNC, como periarterites nodulares originadas por reacc¢des auto-imunes. Estas lesdes podem

durar até ao primeiro ano de vida do animal (Nettleton g2@04).

2.1.4. Sinais clinicos

2.1.4.1. Sinais clinicos em ovinos adultos

Em ovinos adultos os sinais clinicos mais evidentes ocorrem em fémeas gestantes.
Assim, é comum num rebanho infectado verificar-se abortos (Figura 8), reabsorcbes
embrionarias e fetos mumificados (Nettleteh al, 2004). Os restantes animais adultos
manifestam uma virémia durante 2 a 12 dias ap0s a infeccéo, caracterizada por uma febre
ligeira a moderada <( 40,5°C), acompanhada por uma ligeira leucopénia00(30
leucécitos/mm [valor padrdo entre 5000 a 11000 leucécitosim{@cott et al., 20086)])
(Garcia-Pérezt al, 2008; Radostit®t al, 2007). Nos machos pode ser verificado uma
diminuicdo do diametro testicular bem como um amolecimento da sua consisténcia (Nettleton
et al, 2007). Verifica-se uma seroconversdo nos animais entre os dias 23 e 38 apos a

infeccdo, sendo produzidos anticorpos anti BDV (Krametter-Froetscher et al., 2010).
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Casos de infec¢des agudas com sinais clinicos severos foram descritos em Franca,

Holanda e Tunisia onde os animais apresentavam leucopénia severa, enterites hemorragicas,

pneumonias fibrinosas e febres altas (Nettleton.e2@07):

Foram descritas em Frangca manifestacdes severas de BD, devido a uma estirpe rara
do virus que causou leucopénia severa e a morte a 50% dos borregos de 3-5 meses
de idade. Esta afeccdo atipica foi reportada em Dezembro de 1983, na regido de
Aveyron, numa exploracéao intensiva de ovinos leiteiros. No ano de 1984 esta estirpe
de BDV causou a morte a 1500 ovelhas e a 24000 borregos. Os sintomas verificados
em animais afectados eram depressao severa, febres altas, diarreia e leucopénia. Na
necropsia observou-se hemorragias no ceco, colon e linfonodos mesentéricos. As
ovelhas que sobreviveram ao surto tiveram borregos fracos, inviaveis e alguns
apresentavam tremores musculares. A incidéncia desta afec¢do diminuiu bastante em
1985 e foi diminuindo ao longo do tempo nunca tendo sido concluida qual a origem
exacta deste sindrome. No total foram isolados 5 agentes virais mas esta estirpe de
BDV (que recebeu o nome AV2) foi considerada o principal agente etiolégico deste
sindrome. (Chappuis et,dl984; Nettleton et a12004).

Outro caso de manifestacdo clinica de BD teve origem na aplicacdo de vacinas
vivas, contra a colera suina, criadas a partir de células de ovinos contaminadas com
BDV. Os borregos foram vacinados durante um surto desta doenca na Holanda e
manifestaram lesdes entéricas hemorragicas, pneumonia fibrinosa, febre, leucopénia,
anorexia, conjuntivite, descargas nasais, dispneia, diarreia e morte (Wensvoort &

Terpstra, 1988; Nettleton et. a2007).

Em 1995 apds uma campanha de vacinacdo contra a variola ovina num rebanho na
Tunisia, 0os ovinos manifestaram sinais clinicos tipicos de “Border Disease” como
abortos em grandes percentagens, nados mortos, borregos fracos e borregos “hairy
shaker”. A origem do surto deveu-se ao facto de a vacina viva modificada ter sido
produzida a partir de células de ovinos contaminadas. Foi confirmado que 11 dos 14
lotes das vacinas contra a variola ovina, disponiveis naquele pais, estavam

contaminadas com BDV (Russo et, 41999).
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Porém, estes quadros agudos sdo bastante raros numa infeccdo natural de BDV
(Nettleton et al 2004; Nettleton et 312007).

Figura 8: Feto abortado devido a uma infeccdo de Border Disease (Adaptado de Babak, 2007)

2.1.4.2. Sinais Clinicos em Neonatos
Os sinais clinicos de “Border Disease” manifestam-se em animais recém-nascidos,
infectados durante os primeiros 85 dias de gestacdo. A grande maioria dos fetos infectados
nesta fase morre derivado da replicacdo viral que ocorre na maioria dos 6rgéos fetais ou
derivado da placentite necrosante aguda. Deste modo, é normal verificar num surto de BDV
abortos, reabsorcbes embrionarias, fetos mumificados ou nados mortos (Radositjts
2007). No caso de fetos infectados nesta fase resistirem a infecgcdo poderdo manifestar um
conjunto de sinais tipicos dos borregos “hairy shakers” que consistem em alteracdes de
conformacdo, crescimento e imunocompeténcia, tipo de pélo e alteracdes neuroldgicas
(Garcia-Pérez et al2008):
* Borregos com alteracdes de conformacao normalmente séo animais pequenos, fracos
e desproporcionais (Nettletagt al, 2007). Apresentam articulagcdes severamente
rigidas e fixas, que dificultam os movimentos de flexao (artrogripose) e articulacoes
lateralizadas (Figura 9), encurtamento da maxila (braquignatismo) e uma diminui¢cao
do comprimento da mandibula (prognatismo) verificados na figura 10. Manifestam
também encurtamento dos ossos longos e do comprimento cranio-caudal do corpo
(Garcia-Peéreet al., 2008). Em alguns casos, foram registados alteracbes dentarias,
apresentando um atraso na erupg¢ao dos incisivos e uma pigmentacdo bem visivel
(Nettleton et al., 2007).
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Figura 9: Borrego infectado com Border Disease em que apresenta artrogripose e articulacédo
lateralizada. (Adaptado de Garcia-Pérez e2808).

Figura 10: Borregos infectados com Border Disease em que um apresenta prognatismo e 0 outro
braquignatismo. (Adaptado de Garcia-Pérez et al., 2008).

* O peso a nascenca bem como o crescimento diario de borregos infattaos é
bastante menor do que em borregos saudaveis. Estes borregos sdo maioritariamente
inviaveis (Figura 11) (Radostiet al., 2007). A imunossupressao deriva do tropismo
linfocitario dos pestivirus levando a uma diminuicdo do namero de células T e B
circulantes em PI’s. Deste modo, a BD aumenta a susceptibilidade dos hospedeiros a
infeccBes secundarias (Serldlal, 2010). Ha casos de PI's que sobrevivem a este
estado de debilitacdo, devido a acompanhamento dos proprietarios e do médico
veterinario. Nestes casos 0s borregos atingem a maturidade sexual mais tarde do que
animais saudaveis. No caso dos machos que sdo submetidos a um exame
androlégico, registam evidentes resultados negativos uma vez que a qualidade do

sémen é alterada (Radostits et 2007).
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Figura 11: Borrego infectado com Border Disease (primeiro plano) comparado com borrego saudavel
(segundo plano) (Adaptado de Babak, 2007).

* As alteracbes do pélo ndo estdo presentes em todos os casos (Garodha-Blerez
2008). O pélo em animais PI's podera ser aspero, denso, direito e alongado, onde
apresenta uma anormal pigmentacdo (Camgball, 1995). Esta hiperpigmentacgéo é
mais visivel na zona da nuca, com zonas mais escuras que o resto do corpo como é

possivel verificar na figura 12 (Smith, 2009).

Figura 12: Borrego infectado com Border Disease com o0s sinais tipicos de alteracdo de pélo:
Aumento do tamanho e hiperpigmentacéo do pélo (Adaptado de Gates, 1994).

» Disfung¢des neurolégicas sdo também sinais clinicos comuns em borregos Pl com
Border Disease. Animais afectados sofrem de ataxia, ndo conseguindo elevar-se do
chdo ou mesmo manter-se de pé. Quando 0 conseguem apresentam uma posi¢cao

anormal (Sargison, 2009). Estes sinais muitas das vezes levam a que animais Pl ndo
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consigam mamar (Radostitst al 2007). Também € normal nestes animais
ocorrerem tremores involuntarios que variam desde contraccbes severas dos
musculos dos membros e do abddémen, a ligeiros tremores das orelhas, cabeca e
cauda (Nettletoret al., 2004). Estes tremores estdo ausentes durante 0 sono e vao
desaparecendo com a idade, excepto em casos de situacdes de stress elevado (Smith
2009). Nao se registaram casos de paralisias (Radostits20G).

Anomalias comportamentais e visuais também sao visiveis em alguns borregos.
Deste modo, é possivel encontrar animais com movimentos circulares (circling),
movimentos contra paredes e objectos (head pressing), incoordenacdo severa,
cegueira, nistagmus e anomalias nos movimentos. Estes sinais clinicos derivam de
lesbes como hidranencefalia e aplasia cerebelar (Figura 13). Nestes casos 0s
borregos apresentam membros longos e arqueados, cranios achatados e uma caixa
tor4cica pouco compacta (Radostits et2007; Nettleton et 312007; Smith, 2009).

Figura 13: Cérebro com hipoplasia cerebelar (direito) dum animal infectado com BD em comparacao
com um Cérbero de borrego normal (esquerdo) (Adaptado Veterinary Laboratories agency’s, 2009).

Outros achados clinicos menos consistentes que poderao estar presentes num quadro

de Border Disease sao ictericia, hidronefrose e quistos cerebrais (Garcia-Pérez et al., 2008).

Todos os sinais clinicos acima descritos na maioria dos casos nao estdo presentes em

conjunto. Os sinais clinicos mais comuns detectados durante um surto de BD s&@o borregos

PI's fracos, com ganhos médios diarios e crescimento muito abaixo dos restantes borregos

saudaveis (Nettleton et.aR007).
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2.1.5. Diagnostico Diferencial

A confirmacéo do diagndstico através de meios laboratoriais é aconselhavel devido a
outras afecc¢des que podem ser consideradas como diagnosticos diferenciais. Num quadro de
infeccdo de BDV deve-se ter em conta outras afec¢cdes que causem alteracdes neurologicas
e/ou comportamentais em neonatos, bem como problemas reprodutivos nos adultos (Nettleton
et al, 2008). Em borregos afectados é necessario diferenciar BDV de Ataxia enzootica
(deficiéncia em cobre), Meningoencefalite bacteriana, Poliencefalomalacia (deficiéncia em
tiamina), “Daft lamb Disease” (afeccdo genética), “Akabane Disease” (afeccao viral que
causa defeitos congénitos em neonatos), bem como outras infec¢des virais que causem
alteracdes teratogénicas (Nettleteh al, 2008; Kahn, 2005, Scott, 2007). No caso de
problemas reprodutivos no efectivo € necessario diferenciar BDV de outras afeccbes que
possam causar este tipo de problemas, como Brucelose, Febre Q, Toxoplasmose,
Leptospirose, Clamidiose, e Listeriose (Nettle&ral, 2008; Kahn, 2005; Radostiét al.,

2007).

2.1.5.1. Ataxia enzootica

A ataxia enzootica afecta pequenos ruminantes neonatos e tem como sinais clinicos
tremores nos membros posteriores e, com menor intensidade, nos anteriores, paralisia,
incapacidade de locomocédo e morte. Estes sintomas derivam de uma desmielinizacdo do
sistema nervoso central que pode ocorrer in (garnos primeiros dias de vida do animal. Ao
contrério da “Border Disease” esta afec¢cao nao tem etiologia infecciosa mas numa caréncia de
cobre que tem um papel fundamental na formacédo de mielina (Underwood & Suttle, 1999).
Na ataxia enzootica ndo estdo presentes sinais clinicos como alteracdes de pélo e articulares €
nao sao registados abortos como num surto de “Border Disease”. A auséncia de lesbes
microscopicas e 0 baixo teor de cobre hepdatico torna o diagnéstico mais claro (Radostits
al., 2007).

2.1.5.2. Meningoencefalite

A meningoencefalite bacteriana € a mais comum mas também pode ter origem
fungica, parasitaria, idiopatica e imuno mediada. Apresenta sinais clinicos de espasmos
musculares, rigidez do pescoco, febre, incapacidade de estar em pé, auséncia de reflexo de
succéo e depressdo (Kahn, 2005). Nao sédo verificados abortos como num surto de “Border
Disease”. Sinais clinicos como alteracdes de pélo, alteracdes de conformacdo também nao

estdo presentes num quadro de meningoencefalite. E uma patologia rara que corresponde a
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4% das alteracOes neurologicas em ovinos (Guetled, 2007). O diagnostico deve ser
complementado laboratorialmente através da recolha de liquido cefalorraquidiano. Deve
suspeitar-se desta afeccdo em casos de ndo ingestdo de colostro ou em casos em que a
maternidades estejam pouco higienizadas. O tratamento consiste na administracdo de grandes
doses de antibiotico para ter efeito a nivel cerebral, mas na maior parte dos casos nao tem
sucesso (Kahn, 2005).

2.1.5.3. Poliencefalomaléacia

E uma afecc&o neuroldgica, ndo infecciosa que afecta ruminantes de todas as idades,
derivada normalmente de uma deficiéncia em tiamina. Esta deficiéncia tem como causas
possiveis: alteragdes no metabolismo da tiamina, associadas a dietas altas em concentrados
levando a acidose clinica ou subclinica, que reduz o niamero de microrganismos do rumem
que sintetizam tiamina e que permite o crescimento das bactérias que produzem tiaminase;
ingestdo de andlogos da tiamina, como o amprolio; ingestdo de pastagem contendo
tiaminases; intoxicacdo por enxofre; privacdo de dgua e/ou intoxicacdo por cloreto de sédio; e
intoxicacao por chumbo (Carlton & McGavin 1990; Smith & Sherman 1994, Radzisdits
2000; Lemos & Nakazato 2001). Tem como sinais clinicos mais constantes, cegueira,
decubito, ataxia e depressao. Outros sinais menos frequentes sdo “head pressing”, “circling”,
anorexia, atonia ruminal, incoordenacéo, paralisia, ranger de dentes, diminuicdo da
sensibilidade dos reflexos palpebral e pupilar, estrabismo lateral, nistagmos, pupilas dilatadas
e salivacdo. O facto de ndo estarem descritos casos de aborto, alteracdes a nivel de pélo e
alteracdes de conformacdo pode diferenciar esta patologia de “Border Disease”. Também o
facto de esta afeccdo surgir em qualquer idade enquanto a “Border Disease”, com
sintomatologia semelhante a poliencefalomalécia, surgir apenas em neonatos pode permitir
uma diferenciacadd tratamento consiste em suplementar os animais de tiamina e eliminar o

factor que esta a provocar esta caréncia (latrad, 2005).

2.1.5.4. “Daft lamb Disease”

Afeccdo pouco estudada e rara dos pequenos ruminantes com origem genética que
ocorre em neonatos. Também conhecida como atrofia cerebelar cortical hereditaria tem como
sinais clinicos ataxia, incapacidade de andar e depressédo. O diagnosticpeésteimrtem
através de exames histologicos onde se verifica células de Purkinje do cerebelo vacuolizadas,
necroéticas ou apenas vestigios destas. Observa-se também diminuicdo no tamanho das células

musculares tipo | e Il bem como aumento das células intrafasciculares. Outra alteracao
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presente € a interrupcdo nos axoénios terminais dos nervos intramusculares. Estudos
demonstraram que esta patologia tem etiologia genética nomeadamente num gene recessivo.
Para confirmar o diagndstico, é importante enviar amostras para laboratério para excluir
possiveis infec¢cbes de “Border Disease” e excluir caréncias em cobre ou selénio (Bradley,
1978).

2.1.5.5. “A kabane Disease”

Afeccdo causada pelo Akabane virus, nome originado pelo distrito Japonés onde foi
isolado pela primeira vez, afecta ruminantes e pertence a fauitigaviridaedo género
Orthobunyavirus.Esta distribuido em regifes tropicais e temperadas, especialmente em
Africa. E um virus de transmissdo vectorial através do Culicoides midges, dos mosquitos
Aedes spp. €Culexspp e através de algumas espécies de carracas. Afecta apenas neonatos
ndo estando descrito nenhuma sintomatologia em adultos. Em fémeas gestantes infectadas o
virus passa pela placenta e infecta o feto, sobretudo o seu sistema nervoso central. A
sintomatologia verificada em neonatos é artrogripose, hidranencefalia, poliencefalomielite e
alteracbes mandibulares (braquignatismo e prognatistngros sintomas verificados foram
fenda palatina, lordose e cifose. Em afeccbes severas podem ocorrer abortos. Como
consequéncia da sintomatologia os animais infectados apresentam alteragdes neurologicas
como ataxia, hipermetria, nistagmus, opistétonos, entre outros. Pode obter-se um diagnostico
definitivo através de isolamento viral e PCR. Testes seroldégicos como ELISA tém pouca
relevancia clinica uma vez que o0s anticorpos permanecem até dois anos em circulacdo e nao

indicam infec¢ao agudalrfie Animal Health & Production Compendium [AHPC], 2011).

2.1.5.6. Schmallenberg Virus

Um novo virus pertencente a familia, género e serogrupo do Akabane virus foi
reportado em Novembro de 2011 na Alemanha e Holanda. Recebeu o nome da regido aleméa
em que foi detectado o primeiro surto deste virus na Europa: Schmallenberg (Van den Brom,
2012). Até hoje foi notificado a European Food Safety Authority a presenca do
Schmallenberg virus em ruminantes da Alemanha, Holanda, Bélgica, Franca, Italia,
Luxemburgo, Espanha e Reino Unido. O virus causa a seguinte sintomatologia transitéria em
adultos: febre, diarreia e diminuicdo na producao de leite. Porém, em fémeas gestantes, pode
causar abortos, e, em neonatos, malformacdes congénitas tal como o Akabane virus. Esta
provado que tem transmissao vectorial (European Centre for Disease Prevention and Control,
2012).
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2.1.5.7. Brucelose

Doenca infecciosa provocada por bactérias do gémmeella que infecta
primariamente bovinos, caprinos, suinos, cdes e ovinos e secundariamente outros animais
como o0 homem e equinos. Esté presente em todo o mundo. No caso dos pequenos ruminantes
0 agente responsavel @aucella ovissendo os sinais clinicos nos machos, febre, taquipneia,
depresséao, orquite e epididimite. Nas fémeas os sinais clinicos mais evidentes sao abortos no
altimo terco de gestagdo e aumento no numero de cios, enquanto 0s neonatos nascem
pequenos e débeis levando por vezes a morte perinatal (Ragatits2007). O facto de os
borregos ndo apresentarem alteracdes de conformacdo e/ou comportamentais e 0s machos
serem mais susceptiveis com sinais clinicos mais evidentes, pode diferenciar esta afeccéo de
“Border Disease”. No entanto deve recorrer-se a confirmacdo do diagndstico através de meios
de diagnostico nomeadamente o isolamento do agente ou através de testes serolégicos
(Radostits et a) 2007).

2.1.5.8. Febre Q

A febre Q é uma afeccdo causada pela proteoba€éxeella burnetiique afecta
praticamente todos os mamiferos. Uma infeccdo em pequenos ruminantes tende a ser
assintomatica, a ndo ser que a infec¢do ocorra em fémeas gestantes, e por transmissao vertica
infecte o feto. Nesses casos pode ocorrer aborto no final da gestagédo, partos prematuros,
nascimento de animais fracos ou nados mortos (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2004). A
serologia é o mais utilizado na confirmacéo de diagnostico. Existe um vasto leque de testes
sendo os mais vulgarmente utilizados a imunofluorescéncia indirecto, ELISA e fixagdo do
complemento (Davigt al, 2004). No caso de infec¢des de febre Q em pequenos ruminantes
nao estdo descritos casos de neonatos com alteracdes quer de conformacédo, quer de pelager

ou de comportamento, o que pode ajudar a diferenciar estas duas patologias.

2.1.5.9. Toxoplasmose

Tem como etiologia doxoplasma gondium protozoario que infecta mamiferos,
aves e 0 homem tendo como hospedeiro definitivo o gato. E prevalente em muitas areas do
mundo, tendo importancia veterinaria e médica por ser causa de aborto e doengas congénitas
em humanos (Tentegt al, 2000). Os pequenos ruminantes podem apresentar episodios
febris, anorexia e perda de peso durante a fase aguda da doenca (cerca de 10 a 15 dias ap0s
infeccdo). Classicamente a afec¢cédo causa aborto, falhas reprodutivas, maceracéo fetal e nados

mortos. O aborto ocorre preferencialmente naqueles animais que adquiriram a infeccdo pela
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primeira vez durante a gestacéo, cerca de 5 a 10 dias apds a fase de parasitémia €@Radostits
al., 2007). Como diagnostico devem efectuar-se exames serolégicos como
imunofluorescéncia ou testes de aglutinacdo (SIL&tAal, 2002). Também € possivel

diferenciar a toxoplasmose de “Border Disease” através da auséncia de alteracbes

morfologicas e comportamentais em neonatos infectados com Toxoplasma gondii.

2.1.5.10Leptospirose

O agente etiolégico pertence ao génkeptospira que sdo bactérias espiraladas,
longas, finas, pontiagudas e activamente moveis. Infecta animais domésticos e silvestres e o
homem como final da cadeia epidemioldgica. Os animais silvestres, mamiferos (roedores,
herbivoros, insectivoros, carnivoros), aves, répteis e anfibios sdo portadores ou reservatorios
de leptospiras para o homem e espécies domeésticas. Comparando com outras espeécies
domésticas, 0s pequenos ruminantes sd0 menos susceptiveis a leptospirose. A maioria das
infecgBes sd@o sub-clinicas. Formas clinicas da doenca sdo observadas em dois grupos de
animais: animais jovens podem apresentar uma sintomatologia aguda grave caracterizada por
ictericia, hematuria, hemoglobinuaria, nefrite, meningite e, em alguns casos, morte; fémeas
lactantes ou prenhas podem apresentar agalaxia e aborto no terco final da gestacéo (Ellis,
1994). Apesar do aborto ser o Unico sinal clinico comum com “Border Disease”, deve
realizar-se o diagnoéstico laboratorial da leptospirose, sendo o teste de aglutinacéo
microscopica com antigénios vivos o mais utilizado por pesquisadores de todo o mundo para

diagnéstico da leptospirose (Adler & De La Peiia, 2010).

2.1.5.11 Aborto Enzootico Ovino

A nova espécie Chlamydophila abortusnteriormente classificada cor@blamydia
psittaci é a bactéria intracelular que causa o aborto enzodtico ovino. Aitkdn (1990) e
Leonardet al, (1993) consideraram @hlamydophila abortusa maior causa de abortos em
ovelhas na Europa.Além do aborto, outros sinais de distarbios reprodsticomo,
nascimentos prematuros ou nascimentos de animais fracos e nados mortos, também séo
associados a infeccdo por Chlamydophila abartd&eonatos podem apresentar quadros
respiratorios inespecificos e de encefalites, que geralmente morrem 48 horas apdés o
nascimento, mesmo recebendo tratamento de suporte (Longbottom & Coultler, 2003). Para
diferenciar este quadro clinico de “Border Disease" € essencial recorrer ao diagndstico
laboratorial uma vez que além do aborto estdo descritos casos de encefalites em neonatos.

Culturas celulares para pesquisaGldamydophila abortusu pesquisa de material genético
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atraves de RT-PCR, tém sido utilizados no diagnostico de aborto enzodtico ovino. Os testes
de deteccdo de anticorpos como ELISA indirecto e fixacdo de complemento, tém sido
amplamente utilizados de forma a rastrear efectivos de grandes dimensdes (World
Organisation for Animal Health [OIE], 2004).

2.1.5.12listeriose

Listeriose € uma doenca causada pela bactéria Listeria monocytogenadecta
diversas espécies animais, inclusive 0 homem, porém 0s ruminantes parecem ser mais
susceptiveis. Dois quadros distintos sédo tipicos da infeccdo pela bactéria Listeria
monocytogenesum com caracteristicas neurolégicas (meningoencefalite) e outro em que
ocorre aborto, metrite, retencdo da placenta, e presenca de abcessos no figado, baco e en
outras visceras. Os sintomas que podem estar presentes num quadro neuroldgico séo: perda de
equilibrio, salivacdo abundante, conjuntivite, incoordenacdo motora e “circling”. Pode haver
evolucdo do quadro para uma paralisia, decubito lateral permanente, desvio lateral da cabeca e
opistotono. A doenga na forma nervosa € observada esporadicamente em ovinos. O
diagndstico de eleicdo para a listeriose € o PCR para deteccdo de material genético (Nassar,
2008). A realizacdo de exames laboratoriais para o diagnoéstico definitivo de listeriose €

bY

importante pois esta apresenta uma sintomatologia semelhante a “Border Disease”.

2.1.6. Achados Laboratoriais

As alteracBes registadas em hemogramas e painéis bioquimicos resultantes de
andlises de sangue proveniente de animais infectados com BDV né&o sdo consistentes. A Unica
alteracdo que parece estar associada a uma infeccdo de Border Disease € linfocitopénia
(Radostitset al, 2007). Porém, um estudo realizado na Turquia demonstrou que ovelhas
infectadas naturalmente por BDV apresentavam um aumento nos valores de colesterol,
glucose, AST, LDH e HDL. No mesmo estudo animais Pl apresentaram uma diminuigéo
significativa nos valores das proteinas totais, amilase e HDL, enquanto revelaram aumento
nos valores de ALP, creatina kinase e glucose. Os autores concluiram que as alteracdes quer
em animais infectados naturalmente quer em animais Pl podem derivar de infeccdes
secundérias e nao infeccdo de BDV (Seskal., 2010). Noutro estudo realizado em 2009
concluiram que a Unica alteracdo provocada pelo BDV era a linfocitopénia e as restantes
alteracOes resultavam do estado caquético dos animais e das infec¢cbes secundarias causada

pela baixa imunidade (Fernandez-Siretal., 2009). J4 Garcia-Péret al., (2008) revelam
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que os niveis de leucdcitos de 11 dos 15 borregos Pl analisados no seu estudo sédo bastante:
baixos em comparacdo com os valores normais.

De uma forma geral a leucopénia, principalmente a linfocitopénia, € a Unica alteracao
gue é consistente em hemogramas e painéis bioquimicos realizados a borregos PI's com
BDV.

2.1.7. Achados de Necropsia

Na necropsia os animais infectados com Border Disease congénita podem nao
apresentar alteracdes significativas. Porém, € comum apresentarem o pélo anormal e reducao
do volume cerebral e da medula espinal (Radastigd., 2007). As alteracdes macroscopicas
mais comuns numa necropsia sao: hidranencefalia, encefalomalacia, microencefalia,
hipoplasia cerebelar, anomalias na caixa toracica, braquignatia, anomalias nos 0ssos craniais,
reducdo do espaco interorbital, diminuicdo do espaco orbital, diminuicdo do comprimento
cranio-caudal corporal, alteracbes nos 0ssos longos e nas articulacbes e aumento do namero
de fibras secundarias do pélo e da sua pigmentacdo (Smith, 2009). Histologicamente verifica-
se uma deficiéncia de mielina com desmielinizacdo e mielogénese anormal, bem como uma
periarterite nodular imunomediada (Smith, 2009; Radostits et al., 2007).

A placenta de fémeas infectadas durante a gestacdo € comum apresentar inflamacéo
endotelial generalizada com oclusao venal derivada de trombos, fibrose e necrose celular
(Smith, 2009).

Necrépsias realizadas em animais que manifestaram Border Disease de forma aguda
ou em animais Pl em que o virus se tornou citopatico, geralmente apresentam inflamacdes
multifocais crénicas sistémicas como nefrites, miocardites e pneumonias. Normalmente o
intestino é o 6rgdo mais afectado onde ocorre uma enteropatia ulcerativa hiperplasica, em que
sao visiveis microscopicamente Ulceras hiperplasicas na mucosa intestinal com necrose e

infiltrados de células mononucleares (Nettleton £t24107).

2.1.8. Meios de Diagnéstico

Apesar de a Border Disease ter sinais clinicos tipicos, muitas das vezes néao €&
possivel estabelecer o diagnéstico desta afec¢do baseado apenas nos sinais clinicos. Este fact
deriva das consequéncias de uma infeccdo de BD depender de inUmeros factores como, a
idade do feto, a estirpe e a carga viral, a raca do animal e a capacidade de resposta imunitaria
do feto (Garcia-Péreet al., 2009). Deste modo uma infec¢cdo podera causar borregos “Hairy

Shakers” que séo tipicos desta afeccdo, sendo facil de diagnosticar, ou podera causar, por
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exemplo, apenas infertilidade no rebanho o que ndo € patognomoénico de Border Disease
(Nettletonet al,, 2009). Nestes casos em que 0s sinais clinicos nao sao evidentes € importante
recorrer a técnicas laboratoriais de diagndéstico para confirmar o diagndstico. As técnicas
laboratoriais de diagndstico directo mais comuns para diagnosticar pestivirus sdo o
isolamento viral, imunohistoquimica, reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR), e ELISA directo, enquanto as técnicas laboratoriais de diagnostico indirecto mais
comuns séo, neutralizacdo viral, ELISA indirecto, imunodifusdo em agar gel e fixagcao do
complemento (World Organisation for Animal Health [OIE], 2004; Kirkland & MacKintosh,
2006). Nas técnicas laboratoriais de diagndstico indirecto, também conhecidas como testes
serologicos, devem ser sempre utilizados soros de controlo positivos e negativos em cada
teste. O soro de qualquer animal (virémico, Pl ou saudavel) pode ser utilizado para determinar
a prevaléncia de BDV num rebanho, regido ou pais testando normalmente 10% do efectivo.
Por outro lado para realizar um diagnéstico duma infeccdo aguda de BDV é necessario
utilizar soros de animais convalescentes (World Organisation for Animal Health [OIE], 2004).
Os testes seroldgicos sé@o Uteis para detectar neonatos expostos ao virus apos os 80 dias d:
gestacdo, porém pode ser um resultado inconclusivo caso ja tenha havido ingestao de colostro.
Qualquer que seja a quantidade de anticorpos presentes num neonato sujeito ao diagnostico
antes de ingestédo de colostro indica exposi¢cao ao virus no utero. Por outro lado, um resultado
negativo num borrego que ainda nédo ingeriu colostro ndo € indicativo de que n&o houve
exposicdo ao virus, uma vez que animais Pl tendem a ser imunotolerantes ao virus e

consequentemente nascem sem anticorpos contra BDV (Pugh, 2008).

2.1.8.1. Isolamento Viral

Para um diagnostico definitivo de BDV é necessario um isolamento viral a partir de
culturas celulares (Garcia-Péret al, 2009) Culturas de células, ovos e animais de
laboratorio podem ser utilizados para isolamento do virus, embora a maioria dos laboratorios
utilize culturas de células (Wong, 2003). O isolamento podera ser realizado a partir de
culturas realizadas em células primarias ou secundarias de ovino. As estirpes podem ser
caracterizadas como bidtipos CP ou NCP, pela presenca ou auséncia de efeitos
citopatogénicos caracteristicos evidentes em culturas celulares inoculadas ha 48 horas. As
estirpes NCP sdo identificadas em culturas celulares através de imunoenzimas ou
imunofluorescéncia (World Organisation for Animal Health [OIE], 20@4.tecidos mais
utilizados para recolha de amostras de BDV sdo: tiroide, cérebro, baco, intestino, linfonodos

(Nettleton et al. 2008), rim, testiculo, pulm&o, muasculo do feto, plexo cordide (World
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Organisation for Animal Health [OIE], 2004) e sangue ndo coagulado ou soro (Kirkland &
MacKintosh, 2006). O sangue é mais indicado do que o soro em casos que os titulos de
anticorpos adquiridos com a ingestdo do colostro sejam altos. A utilizagdo de soro é
desaconselhada para diagnosticar BDV em neonatos ou em animais muito jovens que ainda
nao ingeriram colostro (Pugh, 2008). Apesar do isolamento viral ser uma técnica de
diagndstico laboratorial muito sensivel e especifico € também bastante caro e lento, e tem que
ser realizado em laboratérios de referéncia (Garcia-érdz 2009; World Organisation for
Animal Health [OIE], 2004). A sensibilidade do isolamento viral diminui se durante alguma
fase do procedimento laboratorial houver contaminacdo acidental por outro virus ou por
anticorpos uma vez que podera dar origem a falsos positivos ou falsos negativos (Kirkland &
MacKintosh, 2006). A especificidade diminui se os tecidos de origem da recolha da amostra
estiverem autolisados (Garcia-Pérez gt2009).

2.1.8.2. Imunohistoquimica

Testes de imunohistoquimica podem ser realizados para diagnosticar Border Disease
(Loken, 2000). A técnica é utilizada para detectar antigénios em células de um determinado
tecido previamente fixado em parafina ou em formol ou em secc¢bes de tecido congelado
através de criéstato (World Organisation for Animal Health [OIE], 2004). Os tecidos com
maiores cargas antigénicas, logo os melhores para serem utilizados neste tipo de técnicas, sac
cérebro, glandula tirdide, pele e placenta (Tétlal, 1997). Os anticorpos a utilizar devem
ser anticorpos monoclonais de pestivirus especificos para BDV (Kirkland & MacKintosh,
2006). Os complexos antigénio-anticorpo sdo corados e posteriormente sdo visualizados
recorrendo a um microscopico de fluorescéncia no caso de se realizar a técnica de
imunofluorescéncia. No caso de se utilizar a técnica imunoperoxidase o anticorpo € conjugado
com a enzima peroxidase, que catalisa uma reac¢cédo que produzira coloracdo. Sao testes muita
sensiveis e rapidos, ideais para a pesquisa de BDV em fetos. No caso dos tecidos estarem
autolisados é preferivel fixar os tecidos em parafina ou em formol em vez de utilizar sec¢des
do cridstato (Thiet al, 1997). Estes testes séo realizados apenas em alguns laboratérios de

referéncia e apresentam custos elevados (Wong, 2003).

2.1.8.3. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Outro meio de diagnostico directo utilizado é o RT-PCR que identifica se em
amostras de sangue, soro, células do buffy coat, tecidos frescos ou fixados em formol, esta
presente material genético do virus (Nettletbal., 2009). A partir de uma pequena amostra
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de RNA é sintetizado uma sequéncia de ADN através de uma amplificacdo do material
genético a partir de reaccdes em cadeia (Wong, 2003). E um teste relativamente rapido (em
comparacdo com as restantes técnicas de diagndstico directo) e muito sensivel e tem a
vantagem de detectar material genético do virus se este estiver danificado ou se ja ndo estiver
infeccioso, como € o0 caso da pesquisa de material genético em amostras provenientes de fetos
infectados (Kirkland & MacKintosh, 2006). Tem como contrapartida o facto de ocorrerem
falsos positivos, uma vez que identifica residuos de material genético em amostras nas quais o
virus se encontra inactivo, ou devido a contaminacdo de amostras durante a colheita ou até
mesmo & contaminac&o no laboratério (Goyal, 2005; Kirkland & MacKintosh, .2BQ6ha

técnica dispendiosa o0 que leva a que seja utilizada em poucas situacdes. Em efectivos de
grandes dimens®es a utilizacdo de RT-PCR nao € pratico e torna-se economicamente inviavel
(Kirkland & MacKintosh, 2006). Uma solucdo para este tipo de casos é armiisiar
sanguineos ou tanques de leite, em que o teste é realizado a um determinado numero de

animais e nao apenas a um animal (Goyal, 2005)

2.1.8.4. ELISA Directo

A utilizacdo da técnica ELISA directo revolucionou o diagnostico laboratorial para
muitas patologias inclusive para a “Border Disease”. Esta técnica é bastante menos
dispendiosa que o isolamento viral e que o RT-PCR, e os resultados sao obtidos em 1 a 2 dias
ao invés de 1 a 2 semanas. Estas vantagens permitem que esta técnica possa ser utilizada er
efectivos de grandes dimensdes (Kirkland & MacKintosh, 2006). O ELISA directo detecta os
antigénios virais circulantes no hospedeiro. Sao utilizados anticorpos especificos para “Border
Disease” juntamente com a amostra em que se guer diagnosticar o virus, de forma a obter um
complexo antigénio-anticorpo. Apos a formacao deste complexo é adicionado uma enzima de
forma a identificar se o antigénio corresponde com 0s anticorpos contra Border Disease
(World Organisation for Animal Health [OIE], 20p4A amostra ideal para a realizacdo desta
técnica é leucdcitos de sangue periférico, mas qualquer amostra de sangue ou amostras de
tecidos, especialmente de baco, sdo também validas (Kirkland & MacKintosh, 2006). A
sensibilidade deste teste € semelhante a sensibilidade do isolamento viral e depende da
guantidade de antigénio presente na amostra (Garcia-€€abz 2009). Apesar do ELISA
directo ser de elevada sensibilidade para diagnosticar animais Pl, € menos sensivel a detectar
antigénios em infec¢cdes agudas (Kirkland & MacKintosh, 2006). Tal como o isolamento viral
elevadas quantidades de anticorpos colostrais nas amostras utilizadas podem levar a um falso

negativo em animais Pl (World Organisation for Animal Health [OIE], 20B4ima técnica
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que permite um diagndéstico rapido, pratico e barato tornando-se assim no diagnéstico de
eleicdo para a deteccéo e identificacdo dos animais Pl que ndo tenham anticorpos maternais
(Gércia-Pérez et al., 2009; World Organisation for Animal Health [OIE], 2004

2.1.8.5. Neutralizac&o Viral

No teste de neutralizacdo viral originalmente utilizava-se uma estirpe citopatica de
BDV para misturar com o soro obtido da amostra (Nettletoal., 2008), porém a estirpe
utilizada podia ser bastante distante da estirpe local que se pretendia diagnosticar (Kirkland &
MacKintosh, 2006). As estirpes nao citopaticas sdo mais abrangentes na populagcéo sendo por
isso recomendadas na realizacdo desta técnica. A técnica consiste em misturar com 0 soro
obtido da amostra a estirpe que se quer diagnosticar. Apdés um periodo de incubamento da
mistura séo utilizadas culturas celulares ou animais de teste, de forma a verificar se 0 soro
possui anticorpos neutralizantes contra a estirpe utilizada. O teste de neutralizacdo € lento e
trabalhoso de forma que ndo € utilizado rotineiramente (Nettletoal., 2008). Uma
desvantagem do teste consiste na dificuldade em escolher a estirpe. Existem inUmeras estirpes
de BDV mas a estirpe local é a ideal para a realizacdo do teste (World Organisation for
Animal Health [OIE], 2004). No caso de utilizacdo da estirpe correcta o teste € bastante
especifico (Kirkland & MacKintosh, 2006).

2.1.8.6. ELISA Indirecto

Outro teste utilizado para pesquisa de anticorpos contra BDV é o teste de ELISA
indirecto (Nettletonet al, 2007). E normalmente utilizado para averiguar os niveis de
anticorpos para uma determinada afeccdo num grande grupo de animais (Kirkland &
MacKintosh, 2006). Neste teste é utilizado o antigénio especifico que se pretende diagnosticar
aderido a um suporto sélido (placa de ELISA). De seguida, colocam-se sobre a placa 0s soros
da amostra em teste. Se houver anticorpos no soro especifico para o antigénio em teste forma-
se um complexo antigénio-anticorpo. Depois adiciona-se a mistura um anticorpo secundario
anti-anticorpo primario ligado a uma enzima e em seguida adiciona-se 0 seu substrato. A
enzima ao ligar-se ao seu substrato forma uma coloragcdo. Quanto maior a coloragdo maior a
positividade do teste (Nettletoat al, 2008). E uma técnica rapida e econdémica em
comparacao a técnica de neutralizacdo viral. A especificidade e sensibilidade tem vindo a
aumentar uma vez que tem havido melhorias no uso de anticorpos monoclonais bem como a

utilizacdo de antigénios bem definidos derivados de técnicas de DNA recomlifBaydd,
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2005). Sao comercializados Kits de diagnostico que utilizam a técnica de ELISA indirecto

que afirmam ter uma sensibilidade e uma especificidade de 94%.

2.1.8.7. Imunodifusdo em Agar Gel

O teste de imunodifusdo em agar gel também podera ser uma alternativa para
pesquisa de anticorpos (Pugh, 2008). Este teste é realizado num gel que contem poc¢os nas
extremidades. Adiciona-se numa das extremidades o antigénio em questdo e na outra
extremidade o soro que se quer testar. O soro é transportado por difusdo. Caso a amostra seje
positiva observa-se na placa de agar gel um precipitado que corresponde a formacdo dum
complexo antigénio-anticorpo (Ferreiea al., 1996). E uma técnica menos sensivel que a
neutralizacéo viral e que o ELISA indirecto (World Organisation for Animal Health [OIE],
2004), mas apresenta a vantagem de saber se os resultados obtidos sdo de uma infeccac
recente. E um teste mais utilizado para investigacdo uma vez que permite identificar qual a

espécie de pestivirus presente na amostra (Kirkland & MacKintosh, 2006).

2.1.9. Tratamento

N&o existe nenhum tratamento eficaz contra o BDV (Scott, 2007; Radxstts

2007; Kahn, 2005; Pugh, 2008). Tratamento sintomatico e de infec¢bes secundarias, manter
0s animais de pé e providenciar boas camas em terreno solido sdo os cuidados de suporte que
se podem prestar aos animais infectados (Pugh, 2008). O tratamento de suporte permite que
0s animais afectados sobrevivam ao periodo neonatal, porém, apresentam um crescimento
bastante mais lento em relagdo a borregos saudaveis e sdo mais susceptiveis a afeccgde:
secundarias. Deste modo ndo é economicamente viavel tentar recuperar animais afectados
(Radostitset al, 2007). Alguns autores, como 0 prognostico € tao reservado, consideram que

a melhor opc¢éo é eutanasiar borregos Pl’s por raz6es de bem-estar animal (Scott, 2007).

2.1.10. Controlo Sanitario

O controlo de “Border Disease” depende do nivel de infeccdo de cada rebanho
(Nettleton et al 2004):

* Em rebanhos livres de BDV as ovelhas e os carneiros de substituicdo, caso sejam
adquiridos de outra exploracdo, devem ser submetidos a exames laboratoriais de
forma a verificar se estdo infectados e mantidos em quarentena (Raeloatits
2007). Deve realizar-se uma técnica de diagnostico directo uma vez que os testes

serolégicos indicam apenas contacto prévio com o virus (World Organisation for
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Animal Health [OIE], 2004). No caso de aquisicdo de um grande nimero de animais
devem realizar-se “pools” sanguineos e realizar um RT-PCR de forma a diminuir os
custos laboratoriais. Todas as fémeas de substituicdo devem ser mantidas separadas
do rebanho ate a data do primeiro parto (Radostital, 2007; Nettletoret al,

2004). Idealmente todas as fémeas de substituicdo devem ser borregas da propria
exploracdo e apenas os carneiros devem ser adquiridos fora da exploracdo. Estes
devem ser submetidos também a exames laboratoriais de diagndstico directo de
forma a ndo introduzir o virus na exploracéo. O risco de infeccdo de ovelhas a partir
de bovinos é elevado tornando essencial manter o rebanho sem contacto com
bovinos (Nettleton et al2007).

» Surtos esporadicos de BDV podem ser controlados com base no refugo de todos os
borregos da época de parto e as ovelhas suspeitas de terem introduzido o virus na
exploracéo (Nettleton et.a004).

* Em rebanhos infectados o controlo passa por imunizar o rebanho e evitar que as
ovelhas fiquem susceptiveis a infecgcbes nos primeiros 85 dias de gestacéo.
Identificar e eliminar os animais Pl que excretam o virus constantemente € outra
medida necesséaria, uma vez que estes animais perpetuam a doenca na exploracao
(Pugh, 2008). Porém, a identificacdo destes animais pode ser dificil pois os borregos
Pl podem nascer sem sintomatologia da doenca. Borregos que nasgam PI
permanecem Pl mesmo que 0s sintomas tipicos como tremores e pélo comprido
desaparecam por volta dos 1-2 meses de idade. Este facto torna impossivel
diferenciar, sem recorrer a exames laboratoriais, animais Pl dos restantes, uma vez
gue ja ndo apresentam sintomas de BD. Para realizar o diagndstico em neonatos
deve recolher-se uma amostra sanguinea pré-colostral. Como animais Pl sé&o
seronegativos deve realizar-se o0 isolamento viral preferencialmente a partir de
leucdcitos do “buffy coat” do sangue ou um RT-PCR a partir de amostras recolhidas
em biopsias de pele (Berriatea al., 2004). Animais jovens ou adultos infectados
post natal podem ser identificados através dum rastreio seroldgico seguido de
isolamento do virus nos animais seronegativos de forma a reduzir custos
laboratoriais. Este rastreio, realizado normalmente nos animais de substituicao, deve
ser feito apds os 6 meses de idade, altura em que ja ndo possuem anticorpos
maternais. Como alternativa ndo se deve utilizar nenhum borrego do proprio rebanho

como reprodutor de substituicdo (Radostitsal, 2007). Uma forma de imunizar
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novas fémeas de reproducdo susceptiveis a contrair BD consiste em junta-las com
borregos Pl antes de ficarem gestantes. O ideal neste processo de imunizagdo €
confinar as fémeas e os Pl num parque pequeno e fechado durante pelo menos 3
semanas. Este periodo de exposicdo tem de terminar no maximo 2 meses antes da
época de cobricdo (Nettletat al, 2007). Este procedimento funciona como uma
“vacinacao natural”, sendo que o efeito de seroconversdo desejado € menor nas
fémeas de substituicdo do que em fémeas adultas (Radxssits 2007). E um
procedimento que nao € 100% seguro e pode haver transmissdo de outros agentes
infecciosos, incluindo outros agentes abortivos. E necessario ter a certeza que 0s
abortos verificados na exploracdo tém origem no BDV (Scott, 2007). Berefaitua

al., (2004) afirma que apesar da presenca de animais Pl aumentar a seroconversao
do rebanho o grau de imunizacdo esperada nas fémeas nédo é o suficientemente

rapido para prevenir a doenca adequadamente.

2.1.11. Vacinacéao

A implementacdo de um programa vacinal de forma a prevenir infecgcbes de BDV
nao € consensual (Pugh, 2008). Foram desenvolvidas vacinas inactivadas e vivas atenuadas
com resultados inconclusivos no que diz respeito a imunizacéo fetal contra BDV (¥antsis
al., 1980). Estes autores concluiram que o feto continuava em risco de infec¢do apesar de a
fémea gestante estar imunizada e que as estirpes utilizadas nas vacinas eram antigenicamentse
diferentes das estirpes no terreno nao conferindo portanto uma imunizagdo adexgistida
apenas uma vacina comercial com bons resultados. Era uma vacina inactivada que continha as
estirpes mais representativas de BDV e a estirpe BVDV-1, porém, ndo ha evidéncia de que
esta ainda esteja disponivel no mercado (Btual., 1993. Por outro lado, a OIE refere que
ja foram preparadas vacinas vivas inactivadas na Europa, para fins experimentais e comerciais
(World Organisation for Animal Health [OIE], 20P4A vacina ideal para obter imunizagao
deveria conter os antigénios de BDV e de BVDV-1, e deveria ser aplicada num programa de
vacinacao que consistiria em vacinar todos os animais jovens que irdo entrar no efectivo para
reproducdo, de forma a maximizar a imunidade no inicio da gestacdo evitando infec¢Ges
transplacentarias protegendo assim os fetos (Nettleton & Entrican, 1995; Nettleton &
Willoughby, 2008). Num estudo efectuado em 1993 foram infectadas com BDV 15 ovelhas
entre 0 54° e o0 65° dia de gestacdo, em que 7 ovelhas foram vacinadas com uma vacina morta

e 8 ovelhas nao foram vacinadas como controlo. Dos resultados obtidos concluiu-se que as 7
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ovelhas vacinadas tiveram borregos saudaveis, enquanto 5 ovelhas das 8 do controlo geraram
animais com sintomatologia de BDV (Bret al, 1993). Porém, € necessario realizar mais
estudos e desenvolver futuras vacinas que sejam testadas em ovelhas gestantes ¢Nettleton
al., 2008). Vacinas inactivadas ou mortas contra BVDV podem ser Uteis para ovelhas em
risco. Contudo estas vacinas provaram ser mais efectivas em prevenir a sintomatologia aguda
da doenca do que prevenir infeccbes no Utero. Deste modo, estas vacinas diminuem a virémia
e infecgOes fetais, mas nédo as elimina na totalidade (Pugh, 2008). Por outro lado, Kahn (2005)
sugere que ndo é recomendado utilizar vacinas contra a diarreia viral bovina em ovelhas, uma
vez que frequentemente os isolados de BDV sao antigenicamente distintos dos virus mais
comuns de diarreia viral bovina. Contudo a maioria dos autores afirma que utilizar vacinas
mortas de varias estirpes BVDV pode conferir uma proteccdo parcial contra infeccdes
congénitas nos pequenos ruminantes (Carlesah, 1991, Bruschket al., 1996; Bruschke

et al, 1999). O uso de vacinas vivas de BVDV atenuadas deve ser evitado, uma vez que nao
existem dados suficientes que garantam a seguranca dos animais. Menzies (2012) € de opinido
que as estratégias de controlo deveriam passar pelo desenvolvimento e comercializacédo de
vacinas seguras e eficazes em vez de testarem e removerem o0s animias Pl e de adquirir
animais de substituicdo, principalmente em exploracdes de grandes dimensdes em que o0

recurso a repetidos testes de diagnostico tem custos insuportaveis para os produtores.

2.1.12. “Border Disease” em Caprinos

Testes seroldgicos realizados em muitos paises de todos os continentes indicam que
as infec¢Bes naturais de pestivirus em cabras ocorrem em todo o mundo. Porém, sdo poucos
0os casos de isolamento viral de infecgcbes naturais em cabras, apesar de estas serem
susceptiveis a BVDV, CSFV e BDV ap0s infeccdo experimental (Laken, 2000). As infecgbes
naturais em cabras ocorrem sobretudo por via oro-nasal assim como nas ovelhas (Gardiner &
Barlow, 1972). InfeccBes experimentais em cabras no primeiro terco da gestacdo revelam que
0 virus atravessa a placenta e infecta o feto. Porém a taxa de sobrevivéncia do feto nesta fase
de gestacao foi bastante baixa (Depeteal, 1991). Deste modo, em infec¢des naturais o
namero de cabritos Pl é bastante baixo levando a conclusédo que as ovelhas, e principalmente
0s bovinos, sdo os reservatorios de pestivirus que infectam os caprinos (Lagken, 2000).

A sintomatologia verificada numa infec¢cdo natural de BD em caprinos consiste
essencialmente em problemas reprodutivos e cabritos fracos a nascenca. Esta descrito apena:
um caso de manifestacao clinica consistente com BD espontanea que ocorreu na Noruega e
onde um cabrito infectada Utero apresentou alteracdes neuroldgicas. O cabrito apresentava
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severos tremores no corpo todo e tinha bastante dificuldade em manter-se de pé e em
deslocar-se. O seu tamanho porém era normal, apresentava reflexo de suc¢éo e nédo possui:
qualguer alteracdo no pélo. Na necropsia ndo foi verificado grandes alteracdes e

histologicamente as lesdes estavam confinadas ao cérebro e medula espinal, apresentandc
alteracOes nas bainhas de mielina, aumento no namero de células de Glia e vasculite (Lgken
et al, 1982). Experimentalmente ja foram descritos varios casos de manifestacao clinica

consistente com BD congénita em cabritos. Para realizar o diagnostico laboratorial sé&o

aplicadas as mesmas técnicas que sao utilizadas para pesquisa de BDV em ovinos. O controlo,
devido a quase inexisténcia de cabritos PI, baseia-se em evitar o contacto com outras espécies
como 0s ovinos e bovinos que sdo os grandes reservatérios de pestivirus de forma a evitar a

infeccdo de cabras gestantes (Loken, 2000).

2.1.13. Importancia Econémica

Os efeitos de uma infeccdo de BDV dependem do estado imune do rebanho e se esta
ocorre durante uma gestacdo (Radostital., 2007). O verdadeiro impacto econdémico num
rebanho susceptivel a BDV é verificado no aumento de fémeas vazias, de abortos, de borregos
“Hairy Shaker” e no aumento de mortes neonatais (Scott, 2007). Dependendo da estirpe de
BDV estas perdas podem ser entre 25% a 75% dos borregos esperados (MNetédfon
1992). Porém, as perdas derivadas do BDV podem muitas vezes passar desapercebidas en
rebanhos de baixas produtividades e elevadas perdas, como acontece muitas vezes em
rebanhos de racas cruzadas e com pouco acompanhamento do médico veterinario (Scott,
2007). Numa avaliagéo geral as perdas econdmicas derivadas da infertilidade, abortos, mortes
neonatais e carcacas de baixo rendimento, podem originar uma reducdo do lucro da
exploracdo em mais de 20% (Sharp & Rawson, 1986).

Realizando um exercicio pratico, considera-se um rebanho de 500 ovelhas, que tem
aplicado um sistema de producdo tradicional de Portugal:

1. Considerando que o rebanho apresenta um indice de fertilidade de 80% produz um
total de 400 borregos.

2. O borrego é vendido com 25Kg a um preco de 65€ (26000 €)

3. Sé&o atribuidos subsidios para a producdo de ovinos bem como ajudas econémicas a
exploragbes com medidas agro-ambientais e um valor de 8 € por borrego abatido e
comercializado através de organizacbes de produtores reconhedéta® o
somatorio num total de 40200 €.
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4. A exploracdo apresenta um proveito total de 66200 €

Os custos fixos de uma exploracédo consistem em salarios, seguros, renda de herdade
de 150 Hectares, melhoramento de pastagens, manutencdo de infra-estruturas, sanidade
animal (sanidade anual e intervencdes veterinarias), complemento alimentar e renovacao do
efectivo (20% por ano). Consideramos um total de 47500 € com os custos fixos.

Como lucro total tedérico de uma exploragdo de 500 ovinos em Portugal gerida
através de um sistema tradicional de producao, teremos cerca de€18700

Consideremos agora que o rebanho fica infectado com um surto de BDV:

1. De uma estirpe que causa uma diminuicdo no numero de borregos esperados de 25%

(100 borregos).

2. E necessario realizar pelo menos um exame serologico de forma a verificar quais 0s

animais que sofreram infec¢des e produziram anticorpos. Realiza-se, por exemplo, o

ELISA indirecto, que custa 7€/ovelha (total 3500 €).

A diminuicdo no numero de borregos reduz o proveito da exploracdo para um total
de 59700 €, e a necessidade de identificar as ovelhas afectadas através de exames laboratoriai
aumenta os custos em 3500 €. Deste modo teremos proveito final, apdés um surto de BDV, de
56200€.

Como lucro total teérico de uma exploracéo de ovinos em Portugal, gerida atraves de
um sistema tradicional de producéo e apos um surto de BDV que cause uma quebra de 25%
da producéo, teremos cerca_de 8200

Um surto de BDV, dependendo da estirpe, pode causar uma diminuicdo de 54% dos
lucros de uma exploracdo de ovinos em Portugal.

A “Border Disease” é responsavel por perdas econémicas na producdo animal e nas
suas industrias associadas. Embora esta doencga seja reconhecida mundialmente por causa
diminuicdes nas producdes de carne e de leite, em pequenos ruminantes, em Portugal nao
existe nenhum estudo efectuado sobre BD, o que resulta no desconhecimento do verdadeiro
impacto desta doenca nos efectivos e nas populagdes do nosso pais.

Neste trabalho realizou-se um estudo epidemiolégico através da determinagdo da
seroprevaléncia de BDV. Deste modo, pesquisou-se anticorpos Séricos em amostras
sanguineas recolhidas em exploracées de pequenos ruminantes, com um sistema de pastoreic

tradicional semi-extensivo, distribuidas pela regido do Baixo Alentejo.
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3. Objectivo

O presente estudo teve como objectivo principal estudar a seroprevaléncia de
“Border Disease” na regido do Baixo Alentejo, de forma a verificar se ocorre circulacao viral
nas exploracbes de pequenos ruminantes desta regido. Como objectivos complementares
relacionou-se seroprevaléncia com raca, localizacdo geografica da exploragcédo, coabitacao

com bovinos e dimenséao da exploracao.
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4. Material e Métodos

4.1. Caracterizacdo da Area Geogréfica, das Exploracdes e dos Animais

O estudo incidiu em 29 exploragbes de regime tradicional semi-extensivo,
distribuidas por diversas localidades do Distrito de Beja (Tabela 2). Das 29 exploracées, 27
sdo exploracdes de ovinos com aptiddo de carne e 2 de caprinos com aptidao de leite. A
populacao consistiu num total de 197 animais, dos quais 182 ovinos e 15 caprinos (Tabela 3).
Os efectivos das exploragdes do estudo variam de 16 a 568 animais.

Tabela 2: Distribuicdo do numero de exploracGes, amostras de sangue obtidas e populacdo
representada por localidade no distrito de Beja.

. Abernéa 1 26
Aljustrel 1 80
Alvito 2 15 506
Baleizao 1 5 100
Beja 3 20 485
Beringel 1 7 115
Cabeca Gorda 1 5 30
Mértola 1 10 431
Moura 1 10 300
Neves 3 20 676
Quintos 3 20 530
Sao Matias 1 5 40
Salvada 2 15 568
Santa Clara de 2 20 1068
Louredo
Sao Marcos 1 10 220
Trigaches 2 10 63
Trindade 1 5 16
Viana do Alentejo 1 5 85
Vila Frades 1 5 50

2 197 539

Tabela 3: Distribuicdo da populagdo e amostras de sangue por espécie.

T T .
Espécie 5 de~ Numero de Amostras LR
Exploracdes Representada

| Ovinos | 27 | 182 | 4873 |
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As racas dos animais das exploracbes em estudo dist-se da secinte forma:
rebanhos cruzado5&,6%; 17/9) e rebanhos de raca pura (41,4%/29) Figura 14).

Ragas

M Ragas Cruzadas

M Ragas Puras

Figura 14: Percentagem (racgas puras e ragas cruzadas das exploragdéisadas no estu

No estudo a pesquisa inci em:

9 Exploracdes a raci Merino Branco, das quais foram recolhi 55 amostras
(27,9%);

» 2 Exploracdesaraci Campanica, das quais foram recolhiti&samostre (7,6%);

* 1 Exploracao d raci Merino Aleméao, da qual foram recolhic10 amostras (5%);

» 15 Exploracdes de ovinos cruza, das quais foram recolhidas 102 amos

(51,7%);

» 2 Exploracdes de caprinos cruzados, das quais foram reccl5 (7,6%).

Estes dadosqalem ser verificados na tabel e na figura 15.
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Tabela 4:NUumero de amostras obtidas espécie e pelas ragaujeitas ao estu.

4.1.1.

efectivo animal, consider-se a dimensédo do efectivo de cada exploragdo. O nime
amostras para analise foram calculadas através da formula abaixo apre(Tomaet al,
2004).

N° de o
Raca ~ N° de Amostras
Exploracdes

Merino Branco 9

: Campanica 2
Ol Merino Alemao 1
Cruzados 15

Caprino Cruzados 2

29

55
15
10

102

15

197

Percentagem de Amostras por Raga

Caprinos
Cruzados; 7,6%

Campaniga;
7,6%

Merino Alemdo;
5%

Seleccéo de amostras a recolher por explorac.

Para a determinacdo do nimero minimo de amostras a recolher num dete
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n=[1-(a)'P|x|N —gl +1

Figura 16: Férmula de célculo do nimero minimo de amostras. (Adaptatiorde et al, 2004)

Legenda da férmula:n = dimensédo da amostra; probabilidade de nédo ter nenhum doente
enfre os n animais tirados a sorte de uma populacab=Ndimensao da populaca®=

namero de unidades doentes na populagao.

Ao aplicar a férmula em cada exploracdo obteve-se um total de 197 amostras. Foi
considerado um intervalo de confianca d@%%, e uma prevaléncia esperada de P=50% para
cada exploracdo em estudo. Esta prevaléncia esperada foi assumida inicialmente, uma vez que
ndo existe nenhuma informacédo sobre a prevaléncia da doenca na area sujeita ao estudo, 0 que
se traduz na probabilidade de 50% de um animal estar ou néo infectado (Ta208¢

O numero de amostras a recolher por exploracdo varia em funcédo do seu efectivo.
Para exploragdes com um efectivo até 100 animais, foram colhidas amostras de 5 animais,
com um efectivo de 101 a 200 animais, 7 amostras, e para efectivos superiores a 200 animais,
10 amostras.

Como pode ser verificado na tabela 5, obtiveram-se 18 exploracées com 5 amostras,

1 exploragcdo com 7 amostras, e 10 exploragdes com 10 amostras.

Tabela 5: Distribuicdo das exploracdes do Baixo Alentejo, sujeitas ao estudo, pelos 3 diferentes tipos
de amostragem

Ndmero de Amostras
. 5 Amostras 7 Amostras 10 Amostras
por Exploracao

Numero de Exploractes
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4.1.2. Colheita e envio das amostras

A recolha das amostras foi realizada em simultdneo com as intervencgdes sanitarias de
rotina. A amostragem foi efectuada de forma aleatoria em animais sem qualquer tipo de
doenca clinica aparente e em animais com idade superior a 12 meses.

Colheram-se amostras de sangue a partir da veia jugular para tubos de vacuo sem
anticoagulante, utilizando agulhas de 18G descartaveis e esterilizadas, por cada animal. Apos
a recolha das amostras, os tubos foram mantidos em recipientes de isolamento térmico, até
serem armazenados num frigorifico a uma temperatura controlada entre 2°C e 4°C. Foi
atribuido a cada tubo um numero que corresponde a exploracdo de origem. Este nimero esta
associado as caracteristicas de cada exploracdo, concretamente o nome da exploragao, &
marca de exploracdo (marca sanitaria), a sua localizagcédo, a raca e tamanho do efectivo e se
existe ou nao coabitagcdo com bovinos. Estas caracteristicas ndo estdo descritas neste trabalhc
de forma a manter o anonimato. Apés a identificacdo das amostras, estas foram enviadas em
recipientes de isolamento térmico contendo placas de gelo para o laboratério a fim de serem
realizadas andlises serologicas.

A colheita e processamento das amostras foram realizados durante o periodo de

estagio curricular, nos meses de Janeiro, Fevereiro, Marco e Abril de 2011.

4.1.3. Andlises seroldgicas - ELISA

Para a pesquisa de anticorpos anti BDV nas amostras obtidas, foi utilizada a técnica
ELISA indirecto, através de kits de diagnéstico com o nome de SVANOVIR® Border
Disease Virus BDVADb ELISA Kit (Svanova). O teste pesquisa anticorpos especificos de
BDV (IgGs) e pode ser realizado a partir de amostras de soro ou de leite. Segundo o fabricante
o teste apresenta uma especificidade de 93,7% e uma sensibilidade de 94,3% em ovinos, ja
em caprinos apresenta uma especificidade e sensibilidade de 100%. A analise laboratorial
realiza-se em placas de microtitulacdo que contém pocos, sendo estes revestidos com
antigénios de BDV. Ao adicionar a amostra, 0s anticorpos (se presentes na amostra de teste)
ligam-se aos antigénios no pogo. E entdo adicionada aos pocos das placas de microtitulagéo
uma solucdo enzimatica conjugada HRP (horseradish peroxidase), que se liga aos complexos
antigénio-anticorpo. Efectua-se uma lavagem para remocédo dos componentes soltos antes de
adicionar-se 0 substrato da solucdo enzimética conjugada. A conversdo do substrato pela
enzima conjugada produz uma coloracdo azul que evidencia que o resultado do teste é

positivo. O resultado pode ser interpretado a olho nu ou através de um espectrofotometro,
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onde a densidade oOptica (DO) € medida num comprimento de onda de 450nm. A reaccéo €é

interrompida através de um reagente de interrup¢cdo mudando a coloracdo para amarelo.

41.3.1. Protocolo Laboratorial

1.

Todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente (18°C-25°C) antes da

realizacdo do teste.

. Lavar 3 vezes as placas de microtitulacao utilizando a solugéo tampéo “PBS

Tween Buffer”: em cada ciclo de lavagem encher os pocos das placas com a
solucéo, escorrer a placa e seca-la de forma a garantir que ndo figue nenhum

residuo do fluido.

3. Adicionar 100 m da solugéo tampao em cada poco da placa de mitgéio.

4. Adicionar 4um do soro de controlo positivo e gn do soro de controlo

negativo respectivamente em 2 pocos, previamente escolhidos, revestidos de
antigénios de BDV e para 2 pocos de controlo de antigénio correspondentes.
Para fins de confirmacdo é aconselhavel realizar a técnica aos controlos em
duplicado.

. Adicionar 4um de soro da amostra a 1 poco revestido de antigersbV e a

1 poco de controlo de antigénio correspondente. Para fins de confirmacao é

aconselhavel realizar a técnica as amostras em duplicado.

. Homogeneizar o contetdo dos po¢cos com uma suave agitacao da placa. Cobrir

a placa de microtitulacéo e incubar a 37°C durante 1 hora.

7. Repetir 0 passo 2.

9.

. Adicionar 100 um da solucdo enzimética conjugada HRP a cada poco e

incubar a 37°C durante 1 hora.

Repetir o passo 2.

10.Adicionar 100 um da solucdo substrato a cada poco. Incubar durante 10

minutos a temperatura ambiente (18°C-25°C). Comecgar a contar o tempo
guando o primeiro pogo estiver cheio.

11.Parar a reaccdo adicionando o da solugcédo de interrupcdo a cada poco e

agtar. Adicionar na mesma ordem de pocos do passo 10.

12.Medir a densidade optica (DO) dos controlos e das amostras num

espectrofotometro a 450 nm. Medir a DO 15 minutos apés a adicdo da solucao

de interrupcéo de forma a prevenir flutuacées nos valores.
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4.1.4. Validacao e céalculos

Para se proceder a interpretacdo dos resultados obtidos na técnica € necessério
realizar um calculo de forma a obter um valor de densidade 6ptica corrigidajDDesta
forma € necessario calcular a R das amostras e dos controlos positivos e negativos. E

utilizada a seguinte formula:

DO BDV ~ DO Controlo — DO corr

Figura 17: Formula utilizada para obter a densidade 6ptica corrigida da amostra.

Legenda da férmula: DOgpy = Densidade Optica obtida do soro da amostra nos pogos
revestidos com antigénios BDV; D&hirolo - Densidade Optica obtida dos pogos com controlo
deantigénio correspondentes.

Para assegurar a validade do teste o soro de controlo positivo deve ter wpa DO
maior do que 1,0 e o soro de controlo negativo deve ter umg;D@erior a 0,15. Para testes
invalidos o ensaio deve ser repetido.

Outro calculo necessario de realizar € a determinacéo do “Cut Off”, ou seja, do valor
de referéncia a partir do qual os resultados obtidos seréo positivos ou negativos. O célculo é

obtido através da D), do soro de controlo negativo através da formula:

A= Docorr do soro de controlo negati\)& 2.0

Se A >0, 25: use A como “Cut Off”
Se A<O0, 25: use 0, 25 como “Cut Off"

Figura 18: Formula utilizada para obter o “Cut Off’ da técnica laboratorial utilizada.

4.1.5. Classificagédo dos resultados

» Todas as amostras com B@Pmaiores que o “Cut Off’ sdo consideradas positivas.

* Todas as amostras com BPmenores que o “Cut Off” sdo consideradas negativas.
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No presente estudo considerou-se o “Cut Off” de 0,25. Deste modo, a classificacdo

dos resultados das amostras pode ser verificada na tabela 6 (exemplo em anexo I).

Tabela 6: Classificacdo dos resultados das amostras.

Interpretacdo Positivo Negativo

4.1.6. Anélise Estatistica

Os resultados das analises serolégicas foram analisados por exploracdo, por
localizacdo das exploracdes, pelo numero de animais presente no efectivo, pela raca dos
animais sujeitos ao estudo e pela coabitagdo com bovinos, com recurso ao programa
informatico Microsoft EXCEL para realizacao de analise descritiva (média, mediana, desvio-
padrdo, frequéncias) e com recurso ao programa SPSS para Windows 17.0® para analise

exploratdria dos dados (teste de Fisher, teste de Pearson e teste do Qui-quadrado).
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4.2. Resultados

A analise descritiva dos dados resultantes das analises serolégicas esta apresentada na tabela 7.

Tabela 7: Analise estatistica global dos resultados obtidos.

Anélise Estatistica Global - Resultado de

ELISA BDV

Qhi-square 1

Pearson 1

» Fisher, o qual apresentou o resultado de — 0,116, indica que os resultados tém
distribuicdo assimétrica negativa.

e Quiquadrado com valor 1 indica que o estudo efectuado tem relevancia estatistica.

» Pearsoncom resultado 1 indica que todas as varidveis utilizadas sédo estatisticamente
analisaveis e podem ser relacionadas.

4.2.1. Seroprevaléncia das Exploragfes
ApOs a andlise das amostras, obtiveram-se os seguintes resultados:
» Das 29 exploragbes sujeitas ao estudo, 6 apresentaram pelo menos 1 amostra com
resultado positivo obtendo assim uma percentagem de 20,7% (6/29) de exploragbes

com resultados positivos a anticorpos anti - BDV (Figura 19).
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Resultados por Exploragoes

25

20
(7]
[
0
O
o
o 15
Q.
x
()
()
T
2 10
Q
£
=1
2

5 .
0 .
Seropositivas Seronegativas
Resultados Seroldgicos das exploragoes

Figura 19: Distribuicdo dasexploracbes do Baixo Alentejsujeitas ao estu, em funcdo da
seropositividadeu seronegatividaca BDV.

4.2.2. Seroprevalénciadas Amostras

Dos 197 soros recolhidcl0 soros tiveram resultados gewositivos verificand-se
assim uma percentagem de 5% de amostras seropositivas. Os restantes 187 so

seronegativos representando 95% das amostras sujanalise (Figura 2(
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Figura 20: Distribuicdo das amostras do Baixo Alentejo, sujeitas ao estudo, em fun
seropositividade ou seronegatividade a E

Na figura 21 é possivel verificar 0 numero de amossepositivas eseronegativas

das 6exploracdes que apresentaram resultados seropo:

Resultado das Amostras nas
Exploracoes Seropositivas

[
o

B Amostras
Seronegativas

B Amostras
Seropositivas

Numero de amostras
O R, N W b U1 OO N 00 ©

7 8 10 11 21 25

Identificagcao das exploragdes

Figura 21: NUmero de amostr seropositivas e seronegativas dasxploragéesque apresentaram
resultados seropositivee presente estu.
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4.2.3. Relacéo entreSeroprevalénci: e Raca dos Animais

Nas exploragbes deaca cruzada (ovinos e caprinosljyas em l17exploracdes
apresentaram resultadeserpositivos. Nas exploracdes de raca [ quatro em 12
exploracéesmpresentaram resultadseropositivos.

Nas noveexploragbes de raca Merino Brandrés (33%)apresentaram resultad
seropositivos Desta raca foram colhic 55 amostras com seigsultadosseropositivos. Das
duas exploracbes de Campaniceuma (50%)apresentou resultadcseropositivos. Foram
colhidas 15 amostras da raca Campanica com dois resuser@ositivos A exploracao de
Merino Alemaonao apresentou resultadseropositivos. Bs 15 exploragcées de Ovin
Cruzados, duas (13%)presentaram resultadseropositivos. Bs 102 amostr colhidas de
Ovinos Cruzados duderam seropositivas. As duasxploracdes de Caprinos Cruzamao
apresentaram resultadesr(positivos. Estes resultados sdo apreskmtaa figura 22 e na
tabela 8.

Seroprevaléncia por Racas
100

B Seropositivas W Seronegativas
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D
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40

Numero de Amostras

20

Merino

Branco Campanica

Merino

~ Ovino
Aleméo

Cruzado

Caprino
Cruzado

Ragas dos animais sujeitas ao estudo

Figura 22: Numero deamostra seropositivas e seronegativagr cada uma das racas sujeitas
estudo.
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Tabela 8:Numero de exploracfes seropositivas e seronegativas a BDV segundo a raca dos animais no

estudo.
Numeros de exploracbes
Raga da Exploragéo

Merino Branco 3 6 9
Campanica 1 1 2
Merino Aleméao 0 1 1
Ovino Cruzado 2 13 15
Caprino Cruzado 0 2 2
Total 6 23 29

4.2.4. Relacao entre Seroprevaléncia e Dimenséao do Efectivo de cada Exploracao

Os efectivos das exploracfes sujeitas ao estudo apresentavam diferentes dimensdes,
0 que levou a um numero diferente de amostras, de acordo com a tabela 5.

Das 18 exploracbes de pequena dimensdo, trés (16,6%) apresentaram resultados
seropositivos. Nestas exploragdes, seis em 90 animais apresentaram resultados seropositivos.
Na unica exploracdo de média dimensédo presente no estudo apenas um animal em sete
resultou seropositivo. Das dez exploracdes de grande dimensédo, duas (20%) apresentaram
resultados seropositivos. Nestas exploracdes, trés em 100 animais apresentaram resultados
seropositivos (Figura 23 e Tabela 9).
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Seroprevaléncia em fun¢ao da Dimensao do Efectivo
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Média Dimensado

Grande Dimensao

Dimensao do efectivo

Figura 23: NUmero deamostra seropositivas e seronegativas a BIPYr cada grupo de dimens
de efectivos das exploracds Baixo Alentej, sujeitas ao estudo.

Tabela 9: Nimero de exploragdeseropositivas e seronegativa®8DV consoante o tamanho
seu efectivo.

Numeros de explorace
Tamanho do Efectivo

Grande Dimenséao 2 8 10
6 23 29

4.2.5. Relacao entreSeroprevalénciae Exploracdes com Coabitagcdo com Bovin

Outro objectivo secundario proposto no estudo foi relacionar resuseropositivos
em exploracdes de ovinos e caprinos com coabitacdo de bovinos, na mesma ex
Assim, das setexploracdes onde se verificou coabitacdo com bovitrés apresentaram
resultados seropositivos BDV em que das 40 amostras, cinimwam seropositivas. Das
restantes 22 exploracdes apenas com pequenos rumintrés apresentaram resultad
seropositivos (Figura 24 Tabela 1).
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Seroprevaléncia e Coabitagao com Bovinos
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Figura 24: Nomero de amostréseropositivas e seronegativa@a8DV, em explorgcdes que os animais

sujeitos ao estude@oabitamcom bovinos e em exploracdes onde habitam apenas os pe
ruminantes sujeitos ao estudo

Tabela 10:Numero de exploracdseropositivas e seronegativas a Beh explor¢des que 0s

animais sujeitos aestudo coabitam com bovinos e em exacfes onde habitam apenas os peqL
ruminantes sujeitos ao estu

Numero de Exploracte

Coabitagdocom

Bovinos

Apenas com Pequenos

Ruminantes

64



Seroprevaléncia de Border Base em Pequenos Ruminantes na Regiéo do Baixo A 2012

4.2.6. Relacdo entreSeroprevaléncic e Localizacao Geografica

As exploragdes sujeitas ao estudo local-se em diversas localidades do distritc
Beja. Como objectivo secundario foi proposto relacionar a presenca de anticorpos
BDV e a localizacédo geografica das «racdes, de forma a verificar se existe alguma

com maior incidénciaHigura 25, Figura 26 e Tabela 11).

Seroprevaléncia e Localiza¢ao Geografica

N
1

Numero de exploragdes
o -
L 1

S > o > o
E L X PP E L
LA X > & 9
RN I g & O
N Ka Q Q &
&

B Seropositivas B N2 Total de Exploragdes

Localidades do distrito de Beja sujeitas ao estudo

Figura 25: Numero total de exploract sujeitas ao estud® exploracescom resultados
seropositivospor localidade o distrito de Beja.
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Tabela 11: Numero total de exploracdes sujeitas ao estudo e exploragdes com resultados
seropositivos, por localidade no distrito de Beja.
Exploracfes

Localizacdo das N° Total de com

Exploragdes Exploragdes | Resultados
Positivos

Albern6a
Aljustrel
Alvito
Baleiz&o
Beja
Beringel
Cabeca Gorda
Mértola
Moura
Neves
Quintos
Sao Matias

Salvada

Santa Clara do Loureiro

Sao Marcos
Trigaches

Viana do Alentejo

PR W R, NN R ®WW R PR R ®WREr NP e

Vila de Frades

Total
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Figura 26: Distribuicdo Geografica das Explora¢ seropositivas e samegativis sujeitas ao estudo,
no distrito de Beja.
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5. Discusséao

O teste utilizado no estudo para determinar a seroprevaléncia de anticorpos especificos de
BDV (IgG1) foi o teste ELISA indirecto. Foram utilizados kits de diagnostico com o nome de
SVANOVIR® Border Disease Virus BDVAb ELISA Kit, fabricado pela empresa Svanova.
Segundo o fabricante o teste apresenta uma especificidade de 93,7% e uma sensibilidade de
94,3% em ovinos, e uma especificidade e sensibilidade de 100% em caprinos. Deste modo, no
caso dos ovinos, existe a probabilidade de 6.3% de haver algum resultado falso negativo e de
5,7% de haver um resultado falso positivo. Outra limitacdo do teste escolhido é o facto de nao
diferenciar a estirpe de BDV nas amostras positivas.

A auséncia de estudos sobre a prevaléncia de BDV em Portugal levou a considerar a
possibilidade de 50% da populacdo do estudo estar infectada com a doenca (valor padrao
neste tipo de situagdes), o que determinou o numero de amostras a recolher por exploragéo
(Toma et al, 2004).

Os valores preditivos (probabilidade de, perante um resultado positivo ou negativo,
existir ou ndo doenca) de um teste variam em dependéncia da prevaléncia assumida, de
acordo com a tabela 12, sendo a prevaléncia de uma doenca o nimero de animais com doenge

sobre a populagéo em risco.

Tabela 12 Propriedades dos testes de diagndstico e férmula de calculo dos valores preditivos
(Adaptado de Almeida Filho & Rouquayrol, 1990).

Valor Valor
Animais com | Animais sem preditivo | preditivo

Total " .
positivo | negativo

(VPP) (VPN)

Teste Verdadeiros Falsos Totais positivos
o[ois{inien  positivos (VP)  positivos (FP) (TP)
Teste Falsos Verdadeiros Totais negativos E VN
1=blE1nYer negativos (FN) negativos (VN) (TN) TP TN

Totais n&o-

Totais doentes Populacdo em
doentes puiag

) (TND) Risco

Se consideramos a populacdo em risco todos os animais do estudo (n=197), entdo o
valor preditivo positivo do teste ELISA utilizado varia em fungéo da prevaléncia assumida, de
acordo com a tabela 13.
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Tabela 13: Variacdo dos valores preditivos consoante a prevaléncia assumida na populacdo em estudo
(n=197).

Valor Valor
Animais Animais preditivo preditivo
com doencga| sem doengs positivo negativo
(VPP) (VPN)

Teste
positivo

Teste -

negativo

Total 38.5% 99.7%

Legenda: Valores para prevaléncia de 509GiValoresipaiampievalenciand: 2006VaEleies para
prevalenciandeNd £ specificidade de 93,7% e sensibilidade de 94,3% do teste ELISA, em

oVvinos.

Como se pode observar na tabela 13 o valor preditivo positivo do teste para uma
prevaléncia de 4% é de apenas 38,5%. Isto significa que a probabilidade dos animais
seropositivos no teste de ELISA indirecto estejam verdadeiramente infectados com BDV € de
apenas 38,5%. No caso do valor preditivo negativo, o valor € de quase 100% o que indica que
0s animais seronegativos no teste de ELISA indirecto sdo verdadeiramente seronegativos a
BDV. Tendo em conta que neste estudo 5% dos animais testaram positivo, e que nao existe
sintomatologia clinica reportada nestas exploragfes, assumir que a prevaléncia da doenca na
regido do Baixo Alentejo € de 50%, foi de certa forma apostar no subdiagnéstico da doenca
por existirem poucos relatos de casos clinicos de BDV e poucos testes laboratoriais positivos
nesta regido do pais, de forma a auxiliarem na definicao deste valor epidemioldgico. Assim,
ao utilizar a férmula para determinar o0 nimero de amostras a colher por exploracdo obteve-se
um numero reduzido de amostras a colher por exploragdo. O autor considera assim a assungao
de 50% de prevaléncia de BDV nesta regido de Portugal uma limitacdo deste estudo.

Se se tivesse assumido uma prevaléncia mais baixa para valores similares aos
verificados em Espanha, nomeadamente entre 4 a 21% na regido de Madrid @hadtez
1989; Mainar-Jaime & Vazquez-Boland, 1999; Berriattual, 2006), a amostra teria entdo
de ser mais extensa, de acordo com a férmula utilizada, para aumentar a probabilidade de
encontrar 0s animais seropositivos. Contudo, os estudos efectuados no pais vizinho
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decorreram ja ha 23, 13 e 6 anos respectivamente e assumiu-se que a situacao actual da
doenca, com as alteracbes no modo de producdo e comércio de ovinos ha Europa nas década:
passadas, ndo seria a mesma de entdo, mas sim de maior prevaléncia. Com este incrementc
estimado de prevaléncia seria de esperar que metade das amostras resultasse positiva e metac
negativa, o que nao se observou.

A seroprevaléncia obtida neste estudo foi de 5%, ou seja 10 em 197 animais
apresentaram titulos de anticorpos anti-BDV. Das 29 exploracfes presentes no estudo, seis
(20%) tinham pelo menos um animal seropositivo a BDV. Estes resultados estédo de acordo
com os resultados efectuados no nordeste de Espanha e na regido de Madrid que mostraram
que 4 a 21% em animais adultos e que entre 10 a 91% dos rebanhos sédo seropositivos
(Alvarez et al, 1989; Mainar-Jaime & Vazquez-Boland, 1999; Berriattial, 2006) e em
estudos serolégicos efectuados noutras regibes do globo que demostraram uma
seroprevaléncia entre 5% e 50% (Nettleton e28I00).

Todos os animais sujeitos ao estudo estavam em fase de reproducéo (a partir dos 12
meses de idade), o que leva a assumir que 0s anticorpos maternos ja nao estariam em
circulacdo e que as amostras seropositivas séo indicativas de exposi¢ao directa ao agente. A
determinacdo da seropositividade pode subestimar a actividade do agente em rebanhos
infectados. Ha casos de anticorpos presentes em circulacdo durante 485 dias em ovelhas,
infectadas durante gestacdo (Hwkal, 1975) e casos em que 0S anticorpos se tornam
indetectaveis a partir dos 210 dias (Savetal, 1986).

A seroprevaléncia no presente estudo pode ser justificada pela inexisténcia de
animais Pl nas exploracfes sujeitas ao estudo, ndo sO por terem uma alta mortalidade, mas
também por estes serem eliminados dos efectivos precocemente. Outra justificacdo € a saida
da maioria dos borregos para abate com idades precoces, uma vez que em Portugal os
borregos saem para abate com idade e peso inferior a média mundial. Deste modo, os
possiveis borregos Pl e borregos em virémia de transicdo sao eliminados precocemente das
exploracdes de origem. Por outro lado, os sinais clinicos mais exuberantes desta afeccéo,
borregos com alteracdes congénitas, ndo sdo observados nesta regido. Este facto pode levar :
perpetuar alguns animais Pl que sobrevivam a idade neonatal. O registo de abortos ndo é
muitas vezes efectuado, logo a sintomatologia mais comum de BDV nesta regiéo,
nomeadamente a diminuicdo da performance reprodutiva, ndo é diagnosticada, tendo como
consequéncia a continuidade do agente na exploragdo. Por outro lado os animais PI, apesar de

ser pouco provavel estarem presentes nas exploracdes sujeitas ao estudo, sdo seronegativos
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logo néo séo detectados atraveés de técnicas de deteccao de anticorpos o que também contribit
para a baixa seroprevaléncia verificada no estudo.

N&o foi possivel estabelecer uma relagdo entre seroprevaléncia de anticorpos anti-
BDV e ragas dos animais e dimenséo dos efectivos sujeitos ao estudo. No caso da variavel das
racas dos animais houve maior contribuicdo de amostras para analise de animais cruzados e
da raca merino branco comparativamente com a contribuicdo de amostras das restantes racas
No caso da dimenséo do efectivo houve maior contribuicdo de amostras por parte de efectivos
de grandes dimensdes, enquanto houve apenas uma contribuicdo de amostra por parte de
efectivos de média dimens&o. Seria necessaria uma maior uniformidade do numero de
amostras de cada raca e de cada tamanho de efectivo para uma melhor avaliacdo destas dua
variaveis.

A localizagdo geogréfica das exploragfes sujeitas ao estudo revelou um padréo
disperso sem qualquer tipo de aglomeracao de resultados seropositivos. Isto pode dever-se ao
facto de a area de estudo, nomeadamente o Baixo Alentejo e 0 modo de producdo de
pequenos ruminantes, serem bastante semelhantes nesta regido, ndo podendo assim serer
avaliados como variaveis significativas. Uma analise realizada em conjunto com amostras
obtidas em locais, como por exemplo o norte do pais, com condi¢gfes climatéricas, terreno e
modos de producao distintos do Baixo Alentejo, seria mais indicada de forma a verificar se
existe relacao entre a seroprevaléncia de BDV e a localizagdo geografica das exploragdes.

Na relacdo da seroprevaléncia com a coabitagdo com bovinos verificou-se, nas
exploracbes sujeitas ao estudo, onde habitam apenas pequenos ruminantes, uma
seroprevaléncia de 3,2% (5 amostras positivas em 157 amostras) enquanto nas exploracdes
onde se verifica coabitacdo com bovinos uma seroprevaléncia de 12,5% (5 amostras positivas
em 40 amostras). Conclui-se ser mais provavel encontrar um animal seropositivo a BDV em
exploracdes onde existe coabitacdo de pequenos ruminantes e bovinos do que em exploragdes
onde habitem apenas pequenos ruminantes. Este facto pode ser justificado pelo facto dos
bovinos serem os maiores reservatorios de pestivirus do mundo (Carlsson, 1991), podendo
deste modo aumentar o numero de animais excretores de BDV na exploragéo, e deste modo
perpetuar a presenca do agente na regiao (Nettleton 2008).

Por outro lado, as amostras positivas poderéo ser falsos positivos de BDV uma vez
gue 0S pequenos ruminantes que coabitam com bovinos podem estar expostos ao BVDV e
que os ovinos podem ser infectados pelos restantes pestivirus principalmente o BVDV e o
CSFV (Nettletoret al, 2008). Em alguns paises a BD em ovinos tem como principal causa o

71



Seroprevaléncia de Border Disease em Pequenos Ruminantes na Regi&o do Baixo Alentejo | 2012

BVDV (Carlsson, 1991), podendo assim os resultados seropositivos verificados derivar de

uma seroconversdo apds o contacto destes pequenos ruminantes com o BVDV.

72



Seroprevaléncia de Border Disease em Pequenos Ruminantes na Regi&o do Baixo Alentejo | 2012

6. Conclusdo

A seroprevaléncia de “Border Disease” na regido do Baixo Alentejo € baixa, 5%,
mas existe. Nesta regido do pais, 20% dos rebanhos apresentaram animais seropositivos. E
uma afeccdo muito provavelmente subdiagnosticada em Portugal, que aparenta ser
desconhecida e desvalorizada por produtores, médicos veterinarios e outras entidades do
sector. A auséncia dos sinais clinicos mais exuberantes nesta regido, como borregos com
alteracbes congénitas, ndo diminui a sua importancia. A diminuicdo da performance
reprodutiva, e como consequéncia a diminuigdo da produtividade, pode ter efeitos gravissimos
para o sector podendo levar a diminuicdo de 54% do lucro das exploracdes e
consequentemente ao encerramento das mesmas.

Exploracdes de pequenos ruminantes em que se verifigue coabitacdo com bovinos
tém maior probabilidade dos seus animais serem seropositivos a BDV.

Este estudo contribui para o conhecimento da prevaléncia de “Border Disease” nesta
regido de Portugal, porém estudos futuros deverdo ser realizados de forma a determinar a
prevaléncia real da doenca a partir de um maior nimero de amostras; qual a estirpe de BDV
presente no Baixo Alentejo; a influéncia da coabitacdo entre ovinos e bovinos na
seropositividade das populacdes ovinas a BDV; e qual o verdadeiro impacto econémico que
esta doencga provoca nos rebanhos de pequenos ruminantes nesta regiao do pais.
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Empresa Certificada
1SO 9001
DEPARTAMENTO DE SOROLOGIA
N° Registo: S-39/11 Amostra: sangue
N° Analise: Espécie: ovino
Data de Entrada: 27/04/11 Idade:
Data de Inicio: 27/04/11
Data de Conclusao: 20/05/11 N° de Amostras: 204
Data de Saida: 24/05/11
CLIENTE A FACTURAR:
Nome: Miguel Parreira N° de Contribuinte:
Morada:
Codigo Postal: Telefone: Fax: Telemovel:
EXPLORAGAO/PROPRIETARIO:
Nome: N° de Contribuinte:
Morada:
Céodigo Postal: Telefone: Fax: Telemovel:
OBSERVAGOES:
Dra Angela Damaso
ENTREGUE POR:
MEDICO VETERINARIO: DR MIGUEL PARREIRA (MIGUEL.PARREIRA@HOTMAIL.COM)
Junto enviamos resultados da pesquisa de:
METODO ELISA
Analise Qt Analise Qt Analise Qt
Reovirus avidrio (Civtest) IBR gB (Ingenasa) Aujeszky gE (Civtest)
Gumboro (Civtest) IBR gE (IDEXX) Parvovirus (Ingenasa)
Newcastle (Civtest) IBR gB (IDEXX) APP (Civtest)
%m:g;.nte infecciosa BVD Ag (IDEXX) PRRS (IDEXX)
TRT (Rinotraqueite) (Civtest) BVD Ac (Ingenasa) Myc. hyopneumoniae (IDExx)
(%Bgsg)queda de postura) BRSV (Civtest) Influenza (Civtest)
ILT (Laringotraqueite ; -
Infecciosa) (Civiest) Neospora (Civtest) Mal Rubro (Civtest)
Influenza aviaria (Civtest) Myec. paratuberculosis (POURQUIER) lleite (Bioscreen)
ORT (Ornitobacterium) * Febre Q (pexx) Leptospira *
APV (Pneumovirus) Clamidia (Civtest) Circovirus (Ingenasa)
Parainfluenza (PI3) (POURQUIER)
Leptospira hardjo (Prionics) Haemophilus parasuis (Ingenasa)
BDV (Svanova) 204

* Andlise subcontratada

LMV.183.00

A responsavel

Isabel Silva
R
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L.M.V. — Laboratorio de Medicina Veterinaria, Lda.

Lugar da Sorrateira, Atalaia - 2005-110 Almoster Santarém
Telf.: 243 491 797 /8/9; Fax.: 243 491 277, e-mail: sorologia@lmv.com.pt

NIF.: 502 646 551
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Empresa Certificada
1S0 9001
N° ordem da || Identificagdo D.O Resultado = (:’r:em Identificacdo D.O Resultado
Amostra da Amostra o ELISA BDV da Amostra e ELISA BDV
Amostra
CN 0,042 CN -0,006
cP 1,172 CP 1,053
1 1 -0,163 Negativo 45 8 1,603 Positivo
2 1 -0,345 Negativo 46 8 1,242 Positiva
3 1 0,016 Negativo 47 8 0,518 Positivo
4 1 -0,174 Negativo 48 8 0,770 Positivo
5 1 -0,196 Negativo 49 8 -0,261 Negativo
6 2 0,010 Negativo 50 9 -0,061 Negativo
7 2 0,172 Negativo 51 9 -0,040 Negativo
8 2 0,074 Negativo 52 9 -0,228 Negativo
9 2 0,010 Negativo 53 9 -0,059 Negativo
10 2 0,012 Negativo 54 9 0,034 Negativo
11 3 0,000 Negativo 55 9 -0,062 Negativo
12 3 0,055 Negativo 56 9 -0,305 Negativo
13 3 0,002 Negativo 57 9 -0,072 Negativo
14 3 -0,002 Negativo 58 9 0,040 Negativo
15 3 0,017 Negativo 59 9 0,012 Negativo
16 4 -0,133 Negativo 60 A -0,013 Negativo
17 4 -0,343 Negativo 61 A 0,001 Negativo
18 4 -0,302 Negativo 62 A -0,008 Negativo
19 4 -0,156 Negativo 63 A -0,024 Negativo
20 4 -0,423 Negativo 64 A -0,030 Negativo
21 4 -0,361 Negativo 65 12 -0,143 Negativo
22 4 0,180 Negativo 66 12 -0,034 Negativo
23 4 -0,343 Negativo 67 12 -0,214 Negativo
24 4 -0,017 Negativo 68 12 -0,057 Negativo
25 4 -0,250 Negativo 69 12 -0,218 Negativo
26 5 -0,036 Negativo 70 13 -0,262 Negativo
27 5 -0,045 Negativo 71 13 -0,087 Negativo
28 5 -0,004 Negativo 72 13 -0,114 Negativo
29 5 0,069 Negativo 73 13 -0,079 Negativo
30 5 0,023 Negativo 74 13 -0,249 Negativo
31 6 -1,028 Negativo 75 14 -0,283 Negativo
32 6 -0,659 Negativo 76 14 -0,271 Negativo
33 6 -0,388 Negativo 77 14 -0,263 Negativo
34 6 -0,550 Negativo 78 14 -0,112 Negativo
35 6 -1,051 Negativo 79 14 0,180 Negativo
36 7 1,359 Positivo 80 10 -0,027 Negativo
37 7 -0,365 Negativo 81 10 0,004 Negativo
38 7 -0,426 Negativo 82 10 0,478 Positivo
39 7 -0,333 Negativo 83 10 -0,119 Negativo
40 7 0,110 Negativo 84 10 -0,262 Negativo
41 7 -0,340 Negativo 85 10 0,006 Negativo
42 7 -0,270 Negativo 86 10 0,014 Negativo
43 7 -0,477 Negativo 87 10 -0,451 Negativo
44 7 0,124 Negativo 88 10 -0,216 Negativo

Interpretacao resultados
Se OD > 0,25 — Positivo
Se OD < 0,25 — Negativo

LMV.183.00

L.M.V. — Laboratdrio de Medicina Veterinaria, Lda.
Lugar da Sorrateira, Atalaia - 2005-110 Almoster Santarém
Telf: 243 491 797 /8/9; Fax.: 243 491 277; e-mail: sorologia(@lmv.com.pt
NIF.: 502 646 551
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