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ABSTRACT

The bluetongue (BTV) is an epizootic disease of viral etiology affecting ruminants. It is
transmitted by a vector and is included in the list of notifiable diseases in the European and National
Health Code for terrestrial animals of the World Organization for Animal Health (OIE).

With this work we sought to assess, through quantitative real-time PCR (qRTi-PCR), if the
virus of this disease (BTV-17) infects the oocytes used for in vitro embryo’s production, observe if
the International Embryo Transfer Society (IETS) protocol for washing embryos, before transferring
is effective for the decontamination of bovine embryos, previously exposed to different
concentrations experimentally by BTV-17 and in finally evaluate if contaminating oocytes with
BTV-17 can affect fertilization and the further development of the zygote to seven days after
fertilisation.

For such purpose, in the laboratory of in vitro fertilization (IVF) of UNCEIA located in
Maisons-Alfort, Paris, a total of 1124 bovine oocytes were used in four sessions and divided in three
groups:

Group I — Control Group (210 oocytes);

Group Il — Experimental group in which 623 oocytes were contaminated with BTV-17 and
100 contaminated with BTV-8;

Group 111 — Experimental group in which 191 oocytes were cultured only with the media used
for the oocyte’s contamination in the Group I (MEM), without the virus.

Oocytes belonging to Group 11 were divided in:

Group 11 @), in which oocytes (n=207) were contaminated with BTV-17 (1x10° TCIDso/mL);

Group |1 b), in which oocytes (n=207) were contaminated with BTV-17 (5x10° TCIDso/mL);

Group Il ¢), in which oocytes (n=209) were contaminated with BTV-17, (100x10°

TCIDso/mL):;



Group |1 d), in which oocytes (n=100) were contaminated with BTV-8 (5x10° TCIDso/mL).

Before dividing oocytes in the different groups, a total of 90 of them were used to confirm
that none were contaminated with BTV.

After contamination oocytes were maturated, fertilized and cultured in vitro for seven days,
after which, embryos were evaluated and washed according to the procedure recommended by the
IETS (10 washings) and then the virus were evaluate on embryos and on the washing media by using
the Bluetongue Virus Kit TagVet ® All Genotypes and resorted to gRTi-PCR. A total of 234 embryos
were produced in the control, group contaminated with BTV-17 and group with MEM. For the group
in which oocytes were contaminated with BTV-8, a total of 20 embryos were produced. No statistical
differences between the different groups considered were observed.

It can be concluded that: the virus infects the oocytes used in in vitro production of embryos,
even those with intact pellucid zone pellucid; the 10 washes protocol purposed by IETS before
transfer are not sufficient to eliminate the virus from the embryos; the virus BTV-17 does not affect
fertilization and development of the zygote, in the three different concentrations tested, up to day 7.
As the virus is not eliminated during the washing and it is not affecting embryo development, it can

be a source of cross-infection via embryo transfer in healthy animals.

Keywords:

Bluetongue; Bovine embryos; BTV-17; pellucid zone, sanitary washes; @RTIi-PCR.
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RESUMO

A lingua azul (BT) ou febre catarral ovina (FCO) é uma doenga epizootica de etiologia virica
que afecta os ruminantes. E de transmissdo vectorial e esté incluida na lista de doencas de declaracio
obrigatoria nacional e europeia, e no codigo sanitario para os animais terrestres da Organizacdo
Mundial de Saude Animal (OIE).

Com a realizagdo deste trabalho pretendeu-se: aferir, através de PCR-quantitativo em tempo
real (QRTIi-PCR), se o virus contamina os ovocitos utilizados na producdo in vitro de embrides;
verificar se o protocolo da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) de lavagem
de embrides antes da sua transferéncia é efectivo para a descontaminacdo desses embriGes quando
expostos a diferentes concentrac@es de BTV-17 através de gRTi_PCR e avaliar se o virus BTV-17
afecta a fertilizag&o e o posterior desenvolvimento embrionario até ao setimo dia apos a fertilizacéo.

Para isso, no laboratorio de fertilizagdo in vitro (FIV) da “UNCEIA” localizado em Maisons-
Alfort, Paris, utilizaram-se um total de 1124 ovdcitos de bovino, usados em quarto manipulacdes e
divididos em trés grupos:

Grupo | — Grupo Controlo (210 ovécitos);

Grupo Il — Grupo experimental em que 623 ovocitos foram contaminados com BTV-17 e 100
com BTV-§;

Grupo 11 — Grupo experimental em que 191 ovdcitos foram cultivados em meio MEM, sem a
presenca de virus.

Os ovacitos pertencentes ao Grupo Il foram divididos em:

Grupo Il a), em que os ovdcitos (n=207) foram contaminados com BTV-17 (1x10°
TCIDso/mL);

Grupo Il b), em que os ovocitos (n=207) foram contaminados com BTV-17 (5x10°

TCIDso/mL):;

Vi



Grupo 1l ¢), em que os ovocitos (n=209) foram contaminados com BTV-17, (100x10°
TCIDso/mL);

Grupo Il d), em que os ovécitos (n=100) foram contaminados com BTV-8 (5x10°
TCIDsp/mL).

Antes de serem divididos em diferentes grupos, um total de 90 ovocitos foram usados para
confirmar se nenhum estava contaminado com o virus BTV.

Apo0s a contaminacdo, 0s ovocitos foram maturados, fertilizados e cultivados in vitro durante
sete dias, apds o que os embriGes foram avaliados recorrendo a critérios morfologicos e lavados de
acordo com as regras da IETS, sendo posteriormente avaliada presenca do virus da lingua azul quer
nos embrides, quer no liquido de lavagem, utilizando o Kit TaqVet® Bluetongue Virus All Genotypes
e a qRTi-PCR. No total, 234 embrides foram produzidos no grupo controlo, no contaminado com
BTV-17 e no grupo em que os ovocitos foram cultivados em MEM. Para o grupo em que 0s ovAdcitos
foram contaminados com BTV-8, um total de 20 embrides foram produzidos. Ndo foram observadas
diferencas significativas para a producdo de embrides para os diferentes grupos.

Com este trabalho concluiu-se que: o virus contamina os ovocitos utilizados na producao de
embrides in vitro, mesmo estes tendo a zona pelucida intacta; as 10 lavagens do protocolo IETS antes
da transferéncia ndo sdo suficientes para que o virus seja eliminado dos embribes; o virus BTV-17
ndo afecta a fertilizagdo e o desenvolvimento do zigoto, nas concentracdes testadas, até o 7° dia.
Assim sendo, uma vez que o virus ndo é eliminado nas lavagens e ndo afecta o desenvolvimento do

embrido pode ser fonte de infeccdo cruzada via transferéncia de embrides (TE) em animais sdos.

Palavras-chave:

Lingua azul; BTV-17; embrides bovinos; zona pellcida; lavagens sanitarias; gRTi-PCR.
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. INTRODUCAO

A lingua azul (BT) ou febre catarral ovina (FCO) é uma doenca epizodtica de etiologia
virica que afecta os ruminantes. E de transmissao vectorial e esta incluida na lista de doencas de
declaracdo obrigatdria nacional e europeia e no codigo sanitario para 0s animais terrestres da
World Organisation for Animal Health (OIE) (Pombo, 2011).

O nome lingua azul deriva da cianose da lingua que é frequentemente observada em
ovinos afectados por esta doenca (Vega et al., 2004).

Esta doenca, normalmente transmitida por dipteros do género Culicoides, afecta tanto
ruminantes domésticos como selvagens (Tomich et al., 2006).

Historicamente, a distribuigdo global do virus da lingua azul (BTV) tem sido confinada
entre as latitudes aproximadas de 53°N e de 34°S, com uma extenséo recente no Norte da Europa
(OIE, 2010).

A lingua azul foi relatada pela primeira vez em 1881 por Hutcheon, mas foi Spreull
(1905) o primeiro a estudar a doenca em detalhe. Descoberta na Africa do Sul aguando da
introducdo das primeiras ovelhas Merino, pensa-se, no entanto, que a infeccéo era provavelmente
endémica em ruminantes africanos selvagens desde a antiguidade (Hutcheon, 1902; Vega et al.,
2004).

Em Franca, o principal vector, Culicoides imicola, (C. imicola) foi detectado pela
primeira vez na Cdrsega, em Outubro de 2000, algumas semanas antes dos surtos do serétipo 2
do BTV (BTV-2). A vigilancia entomoldgica foi implementada na Corsega e na Franca

continental em 2002 (Baldet et al., 2004).



No segundo semestre de 1956 houve uma epidemia de lingua azul no sul de Portugal e
sudoeste Espanha, que resultou em perdas extensas entre as ovelhas e que também afectou algum
gado bovino (Manso-Ribeiro et al., 1957; Campano, 1957). Esse foi, de acordo com Nunes et al.
(2009), o primeiro surto de lingua azul em Portugal e foi causado pelo serétipo BTV-10 do virus,
tendo a doenca sido declarada erradicada em 1960. Quarenta e quatro anos depois, em Novembro
de 2004, a doenga BT re-ocorreu em Portugal, causada pelo BTV-4, e novamente, em Setembro
de 2007, pelo BTV-1 (Nunes et al., 2009).

O C. imicola é considerado o principal vector da doenca BT em Portugal (Nunes et al.,
2009). As evidéncias favorecem a ideia de que a lingua azul ter4 chegado a Portugal por
mosquitos transportados pelo vento (Sellers et al., 1978 e Gibbs et al., 1994), a partir de
Marrocos.

Para os diversos serétipos de BTV, parecem sempre ser as células endoteliais do sistema
vascular e as células do sistema linforreticular, as estruturas primeiramente afectadas. A infeccao
em linfonodos locais produz a primeira viremia que infectara outros linfonodos, baco, medula e
tecidos do organismo onde o virus se replica ao nivel do sistema micro vascular resultando nas
alteracOes patoldgicas caracteristicas da doenca (Smith, 2006)

O BTV-17, sobre o qual trata este trabalho, é endémico nos Estados Unidos (Barber,
1979; Bowen et al., 1982 e Rossitto et al., 1992) onde foi isolado, de acordo com Walton (2004),
em 1962, tendo como principal vector o Culicoides sonorensis. Assim, este trabalho surgiu no
ambito das dificuldades sentidas no comercio de embrides entre a Europa e os Estados Unidos e
na escassez de estudos sobre o serdtipo 17 do BTV na Europa. Pretendeu-se assim avaliar os

riscos existentes relativamente ao BTV-17 no que toca ao comercio de material genético, neste



caso em particular embrides, tendo em conta que a eficacia das lavagens sanitérias propostas
pelo International Embryo Transfer Society (IETS) parece variar dentro dos diferentes serétipos.
Neste trabalho recorreu-se ao PCR quantitativo em tempo real (QRTi-PCR) para verificar

a presenca ou auséncia do virus nos embrides apds as lavagens sanitarias propostas pelo IETS.



1. OBJECTIVOS

Com a realizagéo deste trabalho pretendeu-se:

- Aferir, através de PCR quantitativo em tempo real (QRTi-PCR), se o virus BTV-17 pode

contaminar ovacitos utilizados na producéo de embrides in vitro;

- Avaliar se este virus afecta a capacidade de fertilizacdo e posterior desenvolvimento do

zigoto durante um periodo de sete dias;

- Verificar se o protocolo proposto pela IETS para a lavagem de embrifes antes da
transferéncia € efectivo para a sua descontaminacdo, quando estes forem expostos, in vitro, a

diferentes concentracdes de BTV-17;

- Analisar assim o risco de transmissdo de BTV-17 através da metodologia de

transferéncia de embrides, amplamente utilizada na industria de melhoramento genético.



I11. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 -Virus da BTV e Vectores Culicoides

O virus da lingua azul é um virus do género Orbivirus, subfamilia Sedoreovirinae e
familia Reoviridae.

Culicoides sdo insectos hematofagos dos quais existem mais de 1400 espécies, mas
apenas alguns deles sdo capazes de transmitir a infeccdo (Figura 1), como por exemplo: C.
imicola e C. bolitinos em Africa, C. imicola no sul da Europa, C. variipennis, C. sonorensis e C.
insignis para a Ameérica e C. fulvus para a Australia. No entanto, outras espécies sdo fortemente
suspeitas de desempenhar um papel importante na transmissao, incluindo para a Europa, como €

o0 caso do C. pulicaris e do C. Obsoletus (Fu et al., 1999; Afssa, 2005).

C. obsoletus, C. pulicaris, ™ C. Drevitarsis,
C. dewulfi, C. imicola " C. wadii

C. insignis

Figura 1: Distribuicdo mundial dos serétipos do virus da lingua azul e dos vectores primarios Culicoides

nas diferentes regides geograficas de acordo com Tabachnick (2010).



Vinte e quatro serotipos diferentes do BTV sdo conhecidos ha décadas, pensando-se que
qualquer um pode causar a doenca da lingua azul em ruminantes. Dois serotipos adicionais de
BTV, BTV-25 (Toggenburg Orbivirus, da Suica) (Hofmann et al., 2008) e BTV-26 (do Kuwait)
(Maan et al., 2011) foram recentemente identificados em caprinos e ovinos, respectivamente.

Os vectores Culicoides sdo fundamentais para a sobrevivéncia e transmisséo da BTV
visto a infec¢do ndo ser considerada contagiosa e nao existirem provas crediveis da manutencao
a longo prazo da BTV em ruminantes. Tanto as infecgdes BTV sub-clinicas como a manifestacéo
clinica da doenca BT geralmente ocorrem durante o final do Veréo e inicio do Outono, quando o
namero de insectos vectores é mais elevado em éareas endémicas de BTV (Stott et al., 1983).

Os insectos vectores (Figura 2) s6 podem transmitir BTV aos ruminantes susceptiveis
(ndo imunes a doenca) ap6s um periodo de incubacdo extrinseco de aproximadamente 10 a 14
dias, periodo durante o qual o virus é disseminado a partir do intestino do insecto para as suas
glandulas salivares. O periodo de incubagdo externa € menor quando os insectos sao mantidos
em elevadas temperaturas ambiente, sendo que num estudo com Culicoides sonorensis e BTV-9,
Carpenter et al. (2011) chegaram a resultados de trés dias a 30°C, quatro dias a 25°C, cinco dias
a 20°C e 20 dias a 15°C. A temperatura ambiente tem um efeito profundo sobre a sobrevivéncia
dos insectos vectores, assim como nas suas actividades de alimentacdo e replicacdo do virus

(MacLachlan, 2004).

Figura 2: Fémea de Culicoides gravida (Saegerman et al., 2008; Fotografia: Reginald De Deken and
Maxime Madder).



A introducdo de BTV (Figura 3) a partir de uma area para outra pode ocorrer de quatro
formas: através do movimento animal (ruminantes domésticos e selvagens) ou transporte de
produtos animais (sémen, embriBes); pelo transporte do vector Culicoides spp. infectado
realizado por seres vivos (plantas e animais) ou inanimados (avides, navios); por meio do voo
activo do vector Culicoides spp. infectado (propagacéo local), e pelo voo passivo com o vento

(responsavel pela difusdo de longa distancia) (Saegerman et al., 2008).

Figura 3: Particulas do virus da lingua azul. Microscopia electrénica. Ampliada 78.000x em células de
rim de borrego (MicrobeL.ibrary.org; Foto de Walton and Buch).

O virus do BTV pode sobreviver 9-12 meses, na auséncia de vectores adultos, com
nenhum caso detectavel da doenca, viremia, ou soroconversdo no hospedeiro. A sobrevivéncia
do virus de uma ‘temporada de vector’ para a préxima chama-se ‘hibernag¢ao’, mas o mecanismo
envolvido ndo é totalmente compreendido (Takamatsu et al., 2002; Wilson et al., 2008).

Vaérias espécies de Culicoides de comprovada competéncia na transmissdo do BTV
alimentam-se preferencialmente em bovinos que em ovelhas, como € o caso do C. brevitarsis, C.

wadai e C. fulvus (Gibbs et al., 1988).


http://jgv.sgmjournals.org/search?author1=H.+Takamatsu&sortspec=date&submit=Submit

3.2. - Caracteristicas genéticas do virus da doenca da lingua azul bovina

A familia Reoviridae a qual o virus da Lingua Azul pertence, tem como caracteristicas
mais relevantes a cadeia dupla de RNA dividida em 10 a 12 segmentos independentes e simetria
icosaédrica (Figura 4). Dentro desta familia, o BTV é o prototipo do género Orbivirus (IICA,

1986).

Capsideo Externo
VP2 trimer VP5 Irimer

VP7 VP3 T=13 =2
Capsideo Capsideo Capsideo Capsideo
Intermédio Interno Intermédio Interno

Figura 4: Esquema ilustrativo da estrutura do virus da lingua azul. (Adaptado do Swiss Institute of
Bioinformatics http://viralzone.expasy.org/all_by protein/106.html, Acedido em 10 de Fevereiro de
2012).

A particula viral mede aproximadamente 80nm de diametro e compreende um
nucleocapsideo de 63nm de didmetro. Ndo tem envelope lipoproteico sendo o nucleocapsideo
apenas cercado por uma membrana composta por uma camada proteica. A particula viral possui

4 séries de proteinas que formam o capsideo, 10 a 12 segmentos de RNA e de proteinas (Luigi,



2003). As variagdes nas proteinas que formam o capsideo externo-VP2 e, em menor grau, o VP5,
permitem determinar o ser6tipo (Wilson et al., 2009).

As trés camadas, interna, intermédia e externa, sdo formadas por proteinas distintas
(Mertens et al., 2004), sendo a camada externa composta por duas proteinas estruturais, 60
trimeros de VP2 (111kDa) e 120 trimeros de VP5 (59kDa). A camada intermediaria é composta
pelas principais proteinas estruturais imuno-dominantes VP7 (38kDa), organizadas em 260
trimeros (Nason et al., 2004). O capsideo interno é composto pela proteina VP3 (Mertens et al.,
2004). A proteina VVP7 ¢ a proteina estrutural comum aos diferentes sero6tipos virais (Zientara et
al., 2002).

As proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2, NS3 e NS3A) provavelmente participam no
controlo da replicacdo do virus da lingua azul, maturacdo e exportacdo da célula infectada
(Schwartz-Cornil et al., 2008). A sequéncia das proteinas ndo estruturais € mais conservada entre
0s ser6tipos, enquanto, a das proteinas mais externas, principalmente a VP2 e VP5, presentes no

capsideo viral, sdo muito varidveis (Roy, 1989).

3.3 - Ciclo de vida do vector Culicoides

O género Culicoides pertence ao reino Animalia, ao filo Arthropoda, a classe Insecta, a
ordem Diptera, a familia Ceratopogonidae e a subfamilia Ceratopogoninae (Ahid, 2009; Perie et
al., 2005). Os Culicoides tém um desenvolvimento holometabolous, com a presenca de varias
fases larvares, uma alteracdo do tipo orthorhaphe (emergéncia dos adultos a partir da ninfa
através de uma abertura rectilinea em T), e uma hematofagia restrita somente as fémeas adultas

(Perie et al., 2005).



Os insectos com desenvolvimento holometabolous sdo ‘caracterizados pelos individuos
imaturos serem completamente diferentes dos adultos na sua forma e na sua ecologia’ (Bourassa,
1991). O ciclo de vida processa-se do seguinte modo (Figura 5): a fémea deposita 0s ovos num
local humido. Os ovos possuem uma forma alongada, sendo muito claros no momento da postura
e escurecendo rapidamente em contacto com o ar. Habitualmente sdo depositados em folhas em
decomposi¢cdo, em buracos de arvores, na zona de interface agua/solo (lamas de charcos,
barragens e pequenos cursos de agua), e em estrume e excrementos de animais domésticos e

silvestres, tudo dependendo da espécie de Culicoides em questdo (Rodrigues, 2008).
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Figura 5: Ciclo de vida dos Culicéides (Adaptado de Purse et al., 2005).

A ecologia de Culicoides é altamente dependente das condi¢des climatéricas
(temperatura, humidade) e espécies consideradas. Em geral, a vida é curta nos adultos (10-20
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dias), mas podem viver por periodos de tempo mais longos, entre 1,5 e 3 meses. No entanto, o
processo de desenvolvimento do ovo ao adulto demora cerca de 3 semanas (dependendo das
temperaturas externas), os ovos (2 a 9 dias), as quatro fases larvais (14 a 25 dias) e a fase de pupa
(3 a 10 dias). A duracdo da vida larvar pode ser prolongada no Inverno durante varios meses nos
paises frios e temperados, com amplitude térmica anual marcada (Augot et al., 2010).

Os Culicoides adultos sdo crepusculares, e, portanto, o pico da actividade é em torno do
por-do-sol e ao nascer do sol e, em menor grau, durante a noite. Algumas espécies picam durante
o0 dia. As refeicGes de sangue ingeridas pelas fémeas permitem o amadurecimento dos ovos. As
fémeas realizam voo para procurar um macho, uma refeicdo de sangue, ou um local de
oviposic¢do. Os machos nédo se alimentam de sangue; séo fitéfagos, alimentando-se de néctar de
flores, acucar, liquidos de decomposi¢des e excrementos (Rodrigues, 2008).

Dependendo da espécie de Culicoides, os animais de que se alimentam sdo diferentes:
alguns alimentam-se de sangue humano, outros de aves, como Culicoides arakawae, mas 0s
insectos vectores da lingua azul alimentam-se principalmente de bovinos (Perie et al., 2005).

Em todo o mundo, mais de 50 virus foram isolados de Culicoides (Mellor, et al., 2000):
vinte virus da familia Bunyaviridae, 19 pertencentes aos Reoviridae (como o virus da lingua

azul) e 11 da familia Rhabdoviridae (Perie et al., 2005).

3.4 — Sinais Clinicos

As ovelhas sdo mais sensiveis a doenga do que o gado bovino e as racas europeias Sao

geralmente mais severamente afectadas que os seus homdlogos africanos (MacLachlan, 2004). A
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doenca também ocorre esporadicamente em camelideos do Sul da Ameérica, e até mesmo
carnivoros (Darpel et al., 2007; Jauniaux et al., 2008 e Meyer et al., 2009).

Visto tratar-se geralmente de uma doenca mais grave em ovinos do que em bovinos, ha
ainda desacordo quanto a extensdo dos efeitos clinicos da lingua azul em bovinos. E geralmente
aceite que, na maioria dos animais adultos infectados os sinais sao inaparentes (Bagley, 1997).

Nos ovinos, a gravidade da doenga varia de acordo com a raga das ovelhas, estirpe do
virus e stress ambiental (The Center for Food Security & Public Health, 2006).

Trés ou quatro semanas apds a recuperacgdo, algumas ovelhas sobreviventes podem perder
alguma ou toda a Ia. O recrudescimento da doenga clinica tem sido relatado em ovinos (The
Center for Food Security & Public Health, 2006). Sinais clinicos da doenca BT em ovinos sao
principalmente atribuiveis a permeabilidade vascular e incluem hiperémia, febre, congestéo,
edema facial, hemorragias e a erosdo das membranas mucosas. No entanto, em casos leves da
doenca, uma hiperémia ocular transitéria e ligeira e descarga nasal pode ser observada. Em casos
muito graves a lingua pode apresentar hiperémia tornar-se edematosa e projectar-se da boca, ou
tornar-se ciandtica. A hiperémia pode estender-se para outras partes do corpo, especialmente
para a banda coronaria dos cascos, virilhas, axilas e perineo. Em casos graves ha,
adicionalmente, degeneracdo muscular, esquelética e cardiaca (OIE, 2010). Nos casos em que 0S
bovinos atacados com a sindrome da lingua azul apresentam sinais clinicos, verifica-se
hipertermia transitoria com 40-41°C (Luigi, 2003).

Porém, tendo em conta que as infec¢fes em bovinos sdo geralmente subclinicas, muitas
vezes, 0s Unicos sinais da doenca sao as alteracdes na contagem de leucdécitos e uma flutuagédo na
temperatura corporal. Raramente, o gado tem hiperémia leve, vesiculas e Ulceras na boca,

hiperémia em volta da banda coronaria; hiperestesia, ou dermatite vesicular e ulcerativa. A pele
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pode desenvolver dobras de espessura, especialmente na regido cervical. As narinas externas
podem conter erosdes e exsudado ressequido. A esterilidade temporéria pode ser vista em touros.
As vacas infectadas podem dar a luz bezerros com hidranencefalia ou quistos cerebrais. O gado
bovino que tem a doenca clinicamente pode desenvolver rupturas graves nos cascos Varias
semanas apos a infec¢cdo, que sdo normalmente seguidas pela podriddo do casco. As infeccGes
em cabras sdo geralmente subclinicas, e semelhantes a doenca em bovinos (The Center for Food
Security & Public Health, 2006).

Segundo Bagley, (1997), podem ser consideradas trés situacdes diferentes da BT em
bovinos: os efeitos na reproducdo; defeitos congénitos (que ddo origem a bezerros fracos e com
deformacdes) e gado persistentemente infectado. Um estudo sobre bovinos leiteiros em Africa do
Sul mostra uma queda da producgdo leiteira de 42% durante um més apds a infecgdo (Luigi,
2003).

A infeccdo pré-natal de fetos de ovinos e bovinos num estadio inicial de desenvolvimento
pode levar a morte embrionéria. Fetos infectados durante a Gltima fase da gestacdo sobrevivem e
desenvolvem anticorpos, ndo ficando persistentemente infectados (Parsonson, 1992).

Infecgdes fetais de bovinos, causadas por virus da lingua azul (BTV) s6 foram relatadas
nos Estados Unidos e em Africa do Sul e tém sido associados ao uso de vacinas vivas
modificadas (MacLachlan et al., 2000). A hidranencefalia, auséncia quase completa do
parénquima cerebral, induzida pela infeccdo com o virus da lingua azul vivo e modificado que
atravessa a placenta tem sido relatada em ovinos e raramente também em bovinos nos EUA e na
Africa do Sul (Vercauteren et al., 2008). Como as células precursoras neuronais e gliais s6 estdo
presentes em fetos muito jovens (entre 70 e 85 dias de gestacdo em bovinos), a ocorréncia de

hidranencefalia implica infec¢do por BTV muito no inicio da gestacdo (Vercauteren et al., 2008).
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Os resultados dos fetos bovinos abortados bovinos examinados no estudo de De Clercq et
al., (2008), demonstraram de forma inequivoca que o BTV-8 é competente para atravessar a
barreira placentaria. Para além deste, pelo menos mais quatro serétipos BTV (BTV-10, BTV-11,
BTV-13 e BTV-17) séo supostamente capazes de atravessar a placenta e provocar infeccdo fetal

(Vercauteren et al., 2008).

3.5 - Qutras Possiveis Vias de Transmissao

A lingua azul tem sido historicamente considerada uma doenca ndo contagiosa cuja
transmissdo é unicamente feita pelos vectores Culicoides. No entanto, varios eventos ocorreram
durante o surto do serétipo 8 (BTV-8) no norte da Europa, que tendem a mostrar que outras vias
de transmissdo sdo possiveis (Thiry et al., 2006).

O virus da lingua azul pode ser transmitido por equipamentos cir(irgicos e agulhas. E
possivel também encontra-lo no sémen, sendo a transmissdo venérea por touros uma
possibilidade, embora ndo pareca ser uma das principais vias de infeccdo (The Center for Food

Security & Public Health, 2006).
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Figura 6: Ciclo de possivel transmissdo do BTV. (Adaptado de Purse et al., 2005).

O ciclo mais comum de transmissdo normal do virus da lingua azul (Figura 6) foi descrito
por Wilson et al. (2008), como sendo os vectores infectados injectarem o virus nos hospedeiros
através da saliva enquanto se alimentam do seu sangue. Os hospedeiros infectados, em seguida,
passam por um periodo de incubacdo de 2 a 4 dias (Purse et al., 2005) antes de desenvolverem
um nivel de virus infeccioso. Os vectores que se alimentam desse hospedeiro podem ficar
infectados. O virus ingerido replica nos vectores infectados até atingir as glandulas salivares,
altura em que o vector se torna infeccioso, completando-se o ciclo (Wilson et al., 2008).

Outras possiveis formas de transmissdo tém vindo a ser fonte de estudo (Figura 7) para
além do vector e centram-se na transmissdao venérea (Wrathall et al., 2006), vertical (Van de

Sluijs et al., 2011) e horizontal (Wilson et al., 2008; Backx et al., 2009) da doenga.
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Figura 7: A transmissdo do virus da lingua azul, mostrando possiveis rotas secundarias de transmiss&o.

(Adaptada de Wilson et al., 2009).

De acordo com Wrathall et al. (2006), as quantidades de virus encontrado nas secrecdes
dos animais infectados s@o muito reduzidas, ndo sendo geralmente a doenca considerada
contagiosa por via oral, ou via aerossois. Porém, o BTV pode ser encontrado de forma
esporadica no sémen de touros virémicos, sendo a sua presenca associada, provavelmente, aos
vestigios de sangue infectado com virus que teriam saido a partir do tracto genital, e uma vez que
a viremia desaparece, 0 virus ndo volta a ser encontrado no sémen.

Em relacdo a transmissdo transplacentaria e/ou por ingestdo, o estudo publicado por
Backx et al. (2009) demonstra que a transmissdo transplacentaria no final da gestacdo e a
infeccdo oral do recém-nascido com o tipo selvagem BTV-8, por meio de administracido de
colostro de vacas ndo infectadas enriquecido com sangue infectado, sdo possiveis em bovinos,

em condigdes experimentais.
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A transmissdo vertical do virus da lingua azul ser6tipo 8 em ovelhas foi também estudada
por Van der Sluijs et al. (2011) que concluiram que € possivel a sua ocorréncia durante as
diferentes fases de gestacdo, embora a eficacia da transmissdo pareca variar para os diferentes
estagios. A maior taxa de transmissao transplacentaria foi encontrada a meio da gestacdo (69%)
(70-75 dias). Esta maior taxa de transmissdo pode ser explicada com base em Anderson et al.
(1969), que apontam o maior fluxo de sangue como possivel explicacdo para este facto.

Ainda no estudo de Van der Sluijs et al. (2011) foram também encontradas indicacdes de
transmissao horizontal através de contacto directo entre ovelhas.

Para além das formas de transmissdo acima descritas, também tém sido realizados
estudos sobre a possibilidade de transmisséo vertical do virus entre os vectores.

Como a maioria das espécies de Culicoides em latitudes do norte sobrevive ao Inverno na
forma de larva, pode parecer que o mais provavel mecanismo para a hibernacgéo é a transmisséo
vertical do virus de vectores infectados para a descendéncia através do desenvolvimento dos
ovos (transmisséo "transovariana™) (Wilson et al., 2008).

No entanto, no seu estudo com larvas de Culicoides sonorensis, White et al. (2005),
mostrou que o RNA do virus da lingua azul pode ser isolado de larvas, mas que 0 mesmo ndo

acontece com o virus inteiro.

3.6 — Medidas de controlo, seguranca e prevencado da BTV

As medidas de controlo do BTV estdo centradas na protec¢do contra mosquitos, ou
vacinacdo dos ruminantes. Existem medidas especificas de isolamento de animais doentes e de

desinsectizacdo dos animais, instalagdes e meios de transporte. Recorre-se tambem a estipulacéo
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de &reas restritas situadas ao redor dos focos tendo em conta o potencial de disseminacéo do
mosquito, por voo activo ou passivo (vento): as areas restritas estendem-se num raio de 70 km
em torno do foco do surto (FCO, 2008).

Desde 2004, as autoridades veterinarias francesas recomendam o uso de vacinas
inactivadas (Aumont et al., 2009).

Segundo a Direcgdo Geral de Saude e Consumidores da Comissao Europeia (2010), no
programa de controlo e erradicacdo da lingua Azul para Portugal em 2011 foi implementado um
conjunto de medidas, que assegurou o controlo da propagacdo do virus da lingua azul. Estas
medidas basearam-se no acompanhamento dos planos de vigilancia clinica, seroldgica, virologia
e entomoldgica, na aplicacdo do programa de vacinacdo do efectivo ovino existente no territorio
nacional continental e dos bovinos entre os 3 e 0s 8 meses de idade nascidos a partir de 1 de
Janeiro de 2010, com destino a reproducéo ou producdo, bem como na aplicacdo de insecticidas
aos animais e transportes. Concomitantemente foram aplicadas restricbes a movimentacdo dos
efectivos bovinos onde sejam detectados animais com resultados positivos aos testes de qRTi-
PCR.

Em Portugal, a legislacdo em vigor referente a doenca da lingua azul (BT), consta do
Edital n.° 29 de 23 de Dezembro de 2011 (Anexo X) sobre a febre catarral ovina/lingua azul, da
responsabilidade do Director-Geral de Veterinaria, na qualidade de Autoridade Sanitaria
Veterinaria Nacional. O referido edital entrou em vigor imediatamente ap0s a sua publicacéo,
revogando o Edital n°® 28 e veio solicitar a todas as autoridades veterinarias, policiais e

administrativas que fiscalizem o seu integral e rigoroso cumprimento.
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3.6.1- Vacinacao

Devido aos trés requisitos de multi-serdtipos, seguranca e propriedades DIVA (seguras
e que permitam a diferenciacédo entre animais vacinados e infectados), a vacinacdo contra o BTV
(virus da lingua azul) pode ser uma questéo dificil e controversa (Schwartz-Cornil et al., 2008).

A imunidade cruzada entre os diferentes serotipos é baixa ou nula (Aumont et al., 2009).

A estimulagdo da imunidade pela vacinacdo pode reduzir efectivamente a populagéo
susceptivel aos mosquitos infectados com BTV (Technical review — Bluetongue, 2002).

Dentro das vacinas contra o BTV constam as vacinas vivas atenuadas, as inactivadas e as
recombinantes/nova geragao.

Com o intuito de actualizar as normas em matéria de vacinagdo contra a lingua azul
previstas na Directiva 2000/75/CE, que se baseavam nas «vacinas vivas modificadas» ou
«vacinas vivas atenuadas», surgiu a Directiva do Parlamento Europeu e do Conselho adoptada
pelo Conselho em 15 de Dezembro de 2011 (2012/C 46 E/02), a qual foi divulgada a 17 de
Fevereiro de 2012 no Jornal Oficial da Unido Europeia (Anexo XIl). Esta directiva vem tornar
mais flexiveis as normas existentes, tendo em consideracdo o facto de estarem actualmente
disponiveis vacinas inactivadas, que podem ser utilizadas com éxito fora das zonas sujeitas a

restricdes a movimentagdo de animais.

3.6.2 — Controlo do vector

As medidas de luta contra os vectores da lingua azul podem ser classificadas segundo
Gourreau (2009), no livro FCO como luta ecoldgica, que consiste em ‘todas as acgOes aplicadas

sobre o ambiente para tornar o meio hostil para a populacdo de vectores’; luta bioldgica, ‘que
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tem como principio utilizar um ‘inimigo natural’ (predador ou patdégeno) do vector alvo para
diminuir as populagdes e assim reduzir os riscos de transmissdo do agente patogénico® e luta
quimica, ‘que se ocupa de empregar produtos quimicos, de origem vegetal ou de sintese, na
qualidade de repulsivos, atractivos, ou insecticidas’.

Pode também considerar-se a luta mecanica como uma forma de luta contra os vectores,
baseando-se em ‘medidas para evitar (ou reduzir) o contacto entre o hospedeiro e vector’
(Balenghien, 2003).

Segundo a European Commission DG ENV de Margo de 2011, com base no estudo de
Ansari (2011), novas pesquisas sugerem que os fungos podem ser usados para controlar doencas

comuns em gado transmitidas por insectos.

3.7 - Protocolo das lavagens sanitarias recomendadas pelo IETS

A Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) classificou os agentes
infecciosos em funcgdo do risco de transmisséo por transferéncia embrionaria, incluindo a lingua
azul na primeira categoria. Pertencem a esta categoria 0s agentes patogénicos para 0s quais 0
risco de transmissdo de doengas pensa-se ser reduzido, desde que os embrides sejam tratados
convenientemente entre a recolha e a transferéncia.

Para evitar a possivel contaminacdo, todos os embrides apds a recolha sdo lavados
eficazmente, devendo ser examinados atentamente e, quando necessario, todos os vestigios de
muco ou outros detritos removidos antes da lavagem (Stringfellow, 1990).

Os ovocitos e os embrides de mamiferos possuem um envoltorio extracelular
glicoprotéico conhecido como zona pelucida (ZP), que tem a funcdo de assegurar a

especificidade das espécies no momento da fertilizacdo, bloquear a poliespermia, assim como
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proteger o zigoto durante os primeiros estagios do desenvolvimento As glicoproteinas que
formam a ZP sdo secretadas pelo ovécito em desenvolvimento, pelas células foliculares
associadas ao ovocito em desenvolvimento e, em alguns casos, pelas células epiteliais que
formam o oviduto (Dunbar, 1983).

Sé os embrides cuja zona pellcida esta intacta e isenta de material aderente podem ser
lavados eficazmente, devendo ser examinados atentamente e, quando necessério, todos o0s
vestigios de muco ou outros detritos ser removidos antes da lavagem (Stringfellow D.A., 1990).

O objectivo do controle sanitario oficial de embrides colectados in vivo destinados a
cambio internacional € assegurar a auséncia de patdgenos especificos que podem transportar
esses embrides, e evitar a contaminagédo das receptoras e das suas crias (OIE, 2010).

Quanto a reducdo de riscos através do wuso de procedimentos acordados
internacionalmente, o tratamento de embribes que é definido no Manual IETS consiste em (OIE,
2011):

a) Lavar os embrides pelo menos 10 vezes na diluicdo de pelo menos 1/100 entre cada
lavagem, usando uma ponta de pipeta estéril para a transferéncia de embribes entre cada
lavagem.

b) Lavar conjuntamente os embrides da mesma dadora, sem exceder 10 por lavagem.

c) Para a inactivacdo ou eliminagédo de alguns virus, nomeadamente o herpesvirus-1 e o
virus da doenca de Aujeszky, é necessario o procedimento de lavagem padrdo ser modificado
para incluir lavagens adicionais, usando por exemplo banhos com tripsina.

d) Apos a lavagem, a zona pellcida de cada embrido deve ser examinada em toda a sua
area de superficie com pelo menos um aumento de 50X de forma a certificar que esta intacta e

livre de qualquer material aderente.
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Qualquer produto biolégico de origem animal utilizado na composi¢cdo dos meios e
solucdes utilizados na colecta, tratamento, lavagem ou armazenamento de embrides deve estar
livre de microrganismos patogénicos. Meios e solugbes utilizadas para a colecta e
armazenamento de embriGes devem ser esterilizados. Devem ser adicionados antibioticos aos
meios utilizados para a colecta, manipulacdo, lavagem e armazenamento.

Idealmente, todo o equipamento utilizado para a colecta, manipulagdo, lavagem,
congelamento e armazenamento de embriGes deve, sempre que possivel, ser novo ou, pelo

menos, esterilizado antes de utilizado (OIE, 2011).
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IV - MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados ovérios recolhidos apds o abate das
vacas e novilhas no matadouro Sicavyl Migennes (Auxerre), independente da idade, estado do
ciclo sexual ou de gestacdo. Os ovocitos recolhidos por puncdo folicular, através da ajuda de
uma agulha ligada a um sistema de aspiracdo, constituiram um total de 1124, distribuidos por

quatro sessdes, os quais foram divididos em trés grupos:

Grupo | — Grupo controlo (210 ovdcitos);

Grupo Il — Grupo experimental contaminado com o virus BTV-17 (623 ovaocitos) e
BTV-8 (100 ovdcitos);

Grupo 11l — Grupo experimental apenas com 0 meio usado para a contaminagdo no

Grupo Il (191 ovdcitos), sem a presenca de virus.

Os ovdcitos pertencentes ao Grupo | ndo sofreram qualquer tipo de contaminagdo, sendo
apos a classificacdo, tendo em conta critérios morfolégicos, sido colocados directamente em
maturacao.

Os ovocitos pertencentes ao Grupo Il foram divididos em quatro grupos:

Grupo 11 a) - (207 ovocitos), no qual os ovocitos foram contaminados com BTV-17 na
concentragdo de 1x10° TCIDso/mL;

Grupo 11 b) - (207 ovdcitos), no qual os ovdcitos foram contaminados com BTV-17 na

concentragdo de 5x10° TCIDso/mL
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Grupo Il ¢) - (209 ovacitos), no qual os ovécitos foram contaminados com BTV-17 na
concentragio de100x10° TCIDso/mL
Grupo 11 d) - (100 ovocitos), no qual os ovdcitos foram contaminados com BTV-8 na

concentragdo de 5x10° TCIDso/mL

Aos ovocitos pertencentes ao Grupo 11 (191 ovdcitos) foi-lhes adicionado 0 mesmo meio
Mimimum Essential Medium (MEM), que serviu para a diluicéo do virus.

Antes de qualquer tratamento, foram retirados um total de 90 ovdcitos, os quais foram
usados para confirmar que nenhum dos animais estaria contaminado com o BTV.

Os virus BTV utilizados na contaminacdo experimental do presente trabalho tanto o
serdtipo 17 (MI-VIRO-03) como o ser6tipo 8, foram isolados a partir de amostras de sangue de
bovinos que apresentaram sinais clinicos de lingua azul e que se encontravam positivos para a
PCR (gRTi-PCR) para cada um dos serétipos. Esta preparacdo foi efectuada no INRA da
seguinte forma:

Primeiramente foram inoculados ovos de galinha, embrionados com uma preparacéo de
células vermelhas do sangue. Ap6s um periodo de incubacdo de dois a sete dias, 0s ovos
inoculados foram abertos e os embrides que mostravam aparéncia hemorragica foram esmagados
em meio contendo antibidticos. O homogenato obtido foi entdo inoculado em células BHK-21 e
estas cultivadas por vinte e quatro horas. O BTV-17 e BTV-8 foram separadamente postos em
suspensdo em MEM, de forma a poderem ser utilizados no presente trabalho.

O material foi manipulado e analisado no laboratorio de Fertilizagdo in vitro (FIV) da

UNCEIA localizado em Maisons-Alfort, Paris.

24



4.1 - Producéo de embrides in vitro:

A producdo de embrides in vitro (PIV) envolveu trés fases: maturacdo in vitro (MIV),
fertilizacdo in vitro (FIV) e desenvolvimento in vitro (DIV) que permitiu obter, a partir de

ovacitos imaturos, embrides no estado de mérula ou blastocito, transferiveis para receptoras.

4.1.1 -Recolha e Maturacéo de ovdcitos in vitro

Os ovérios foram colectados no matadouro de Sicavyl de Migennes (Auxerre), sob
supervisao veterinaria, e enviados para o laboratorio em solugdo salina (Euro-Flush) contendo
antibioticos (sulfato de kanamicina 50 mg/L), a uma temperatura de 28 C °.

O conteudo dos foliculos de diametro entre 2 a 6 mm foi entdo aspirado em camara de
fluxo laminar, para um tubo de 50 mL com 1 mL de meio de colecta, por uma agulha ligada a um
sistema de aspiracao.

Apbs um periodo de repouso de alguns minutos que permitiu a sedimentacdo dos
ovacitos, procedeu-se a diluicdo do sedimento, constituido por células da granulosa e ovocitos
rodeados por células do cumulus, numa placa de petri com meio de colecta (Meio 199
tamponado em hepes (Gibco) com Nistatina, gentamicina e soro fetal de bezerro (SVF)).

Os complexos cumulus-ovacitos (COC) foram classificados com base no seu aspecto
morfolégico em A, B, C e D de acordo com a classificagdo de Wurth et al. em que:

- COC A - ovocito com cumulus brilhante e expandido;

- COC B - ovdcito com cumulus expandido, mas com menos células e mais escuras que o

anterior;
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- COC C - ovdcito com cumulus exageradamente expandido com células degeneradas,

formando aglomerados mais escuros;

- COC D - ovocito desnudado, com a zona pelucida exposta.

Apenas foram seleccionados para a maturacdo os COCs que evidenciavam um citoplasma
uniformemente granuloso, rodeados de 3 a 4 camadas compactas de células do cumulus, ndo
expandidas (COCs A, B e C), os quais foram submetidos a duas lavagens sucessivas hum meio
de colecta e a uma em meio de maturagdo (Meio 199 Hepes (Gibco 22340-012) suplementado
com soro fetal de bezerro (FCS), antibiético, gentamicina, factor de hormonas hipofisarias
LH/FSH, hormona esteroidiana (Estradiol 17R) e factor de crescimento (EGF). A maturacdo dos
ovdcitos teve lugar numa placa de 4 pogos (Nunc) estéril cada uma com 500ul de meio de
maturacgdo, (com &gua destilada estéril no espaco entre 0s 4 pogos).

Os COCs foram divididos em grupos de 50 para cada um dos pocos das placas e

incubados por 22-24 horas em estufa a 38,5°C e com 5% de CO, no ar.

4.1.2 - Capacitacdo in vitro de sémen de bovino

Foram utilizadas palhinhas de sémen congelado em azoto liquido a -196°C sempre do
mesmo touro. A descongelagdo da palhinha de sémen foi realizada pondo a mesma em banho-
maria de 37,5°C por 40 segundos, limpando-se em seguida esterilmente a agua sobre a palhinha,
0 sémen foi colocado sobre um gradiente de BoviPure™. e centrifugou-se durante 20 minutos a
5009 a temperatura ambiente. Posteriormente, com a ajuda de uma pipeta de Pasteur tirou-se o
sobrenadante deixando um minimo de meio e pGs-Se novamente em suspensao.

De forma a proceder a contagem de espermatozoides, retiraram-se 5uL da suspensao de

spz e adicionaram-se 95uL de &gua destilada (diluicdo 1/20) para contagem numa Céamara de
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Neubauer. A quantidade de sémen a colocar em cada pogo da placa de FIV foi calculada de
acordo com o nimero de espermatozéides obtidos na contagem, de forma a obter a concentracéo

final de 1 milhdo/mL.

4.1.3 - Fertilizagdo in vitro

Apdbs 22 a 24 horas de maturacdo in vitro (MIV), os COCs foram lavados em meio de
fertilizacdo a base de TALP (Tyrode's albumin lactate pyruvate) com BSA (bovine serum
albumin) e PHE (penicillamine, hypotaurine e epinephrine), que estimula a motilidade dos
espermatozdides (SPZ).

Para a fertilizacdo apenas se usaram os complexos cumulus-ovocito (COCs) que
apresentaram um ooplasma uniforme ou regular, evidenciando um grau elevado de expansao das
celulas do cumulus.

A fertilizacdo dos ovdcitos teve entdo lugar em placas de fertilizacdo in vitro (FIV), com
quatro pocos contendo meio de fertilizacdo e uma gota de agua destilada estéril no espaco entre
0s respectivos 4 pocos da placa de FIV (Plague multidish 4 puits, Nunc), as quais foram
previamente equilibradas na estufa incubadora a 38,5°C, com 5% de CO; no ar, durante pelo
menos duas horas.

A co-incubagdo com os ovocitos realizou-se por 18 horas numa estufa a 38,5°C, com 5%

de CO5 no ar.
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4.1.4 - Cultura de embrides in vitro

Findo o periodo de incubacgdo os presumiveis zigotos foram mecanicamente desnudados
por movimentos repetidos de pipetagem em vai e vem e lavados em meio de cultura mSOF,
(Synthetic Oviduct fluid modificado) com BSA (bovine serum albumin), Nistatina e
Gentamicina. Posteriormente a lavagem com meio de cultura, colocaram-se em microgotas (50
por microgota) em placas de quatro pocos (Plaque multidish 4 puits, Nunc) cobertas por 450uL
de dleo mineral (Sigma-M4810). Os zigotos foram assim incubados até ao sétimo dia numa

estufa incubadora a 38,5°C com 5% de CO, no ar.

4.1.5 - Clivagem

No quarto dia ap0s a puncdo dos ovarios, realizou-se a clivagem dos supostos zigotos,
pelo que se colocaram 500uL de NaCl 0,9% estéril por poco de uma Placa de Nunc (Plague
multidish 4 puits, Nunc) e seleccionaram-se 0s nao clivados, os quais foram colocados em NaCl
e posteriormente retirados com uma quantidade minima de NaCl e postos noutro poco da Placa
de Nunc com cerca de 500uL de fixador. A placa foi selada com fita-adesiva e colocada no
frigorifico, tendo os resultados sido lidos no dia seguinte e classificados 0s supostos zigotos ndo
clivados como: imaturos, parcialmente maduros, maduros, partogenéticos, fecundados e
polispérmicos, a decorrer a 1° divisdo ou ininterpretaveis a leitura.

Assim, pode dizer-se que:

- Numero de ovos penetrados = numero de ovos segmentados + ndmero de ovos

fecundados + ovos polispérmicos;
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- Percentagem de ovos penetrados = nimero de ovos penetrados + numero de ovocitos
inseminados * 100;
- Percentagem de ovos segmentados = nimero de ovos segmentados + ndmero de ovos

penetrados * 100.

4.2 - Contaminacéo experimental com o serétipo BTV-17:

No presente estudo fizeram-se trés manipulacfes de inoculacdo com o ser6tipo 17 do
virus da lingua azul (BTV-17) e uma inoculacdo com o virus BTV-8. Realizadas antes da fase de
maturacdo in vitro, as inoculacBes fizeram-se nas concentracdes de 1x10° TCIDso/mL, 5x10°
TCIDso/mL e 100x10° TCIDso/mL, para o BTV-17 e 5x10° TCIDso/mL para o BTV-8 em meio
Minimal Essencial Medium (MEM), durante 1 hora a 37 C° numa estufa com 5% de CO,.

Depois de 1 hora, os ovocitos foram submetidos a duas lavagens em meio de colecta e
uma em meio de maturacdo, sendo em seguida, colocados em cultura por 22 horas a 38,5°C em

estufa com 5% de CO, no ar.

4.3 - Procedimento de lavagens sanitarias recomendado pelo IETS

Efectuaram-se dez lavagens no sétimo dia apds 0s embrides terem sido postos em cultura.
As lavagens a que os embrides de bovino produzidos in vitro e experimentalmente
infectados pelo virus da lingua azul (BTV) foram sujeitos, basearam-se nas estipuladas pelo

protocolo padrdo do IETS sem recurso a tripsina.
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Procedeu-se a pipetagem, com o auxilio de uma macropipeta electronica, de 2mL de
solugdo Phosphate Buffered Saline (PBS) taponada e 0,4% de bovine serum albumin (BSA) para
grupos de dez placas de Petri descartaveis 60x15mm (estéreis e sem divisdo).

Os embrides foram passados sucessivamente pelas lavagens, sendo mudada a ponta da
pipeta entra cada lavagem e fazendo-se a transferéncia dos embrides de uma lavagem para a

seguinte, de uma so vez.

4.3. 1 - Recolha e armazenamento de amostras de sanitarias

Uma amostra de ovdcitos e fluido folicular obtidos por aspiracdo folicular de lotes de
ovarios recuperados no matadouro foi usada para certificar a auséncia a partida de agentes
patogénicos na populacédo de ovocitos.

Para além destas amostras e, para fins de controlo de qualidade, recolheram-se e
analisaram-se seguintes amostras na quantidade de 1mL.:

- Ambiente de contaminacéo;

- Meio de colecta (2 lavagens);

- Meio de maturacdo (Meio 199 Hepes (Gibco 22340-012)) antes (1 lavagem) e apds 22
horas incubagéo;

- Meio de fertilizacdo in vitro (TALP) antes (2 lavagens) e depois de 18 horas de
fertilizacdo;

- Células do cumulus e 10 embribes apds a fertilizacéo;

- Meio de cultura (SOF) antes (2 lavagem) e depois de 7 dias de cultura;
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- Trés primeiras e trés ultimas lavagens sanitarias das séries de dez lavagens efectuadas

para cada série de 10 embrides;

- Os embrides lavados.

As amostras foram colectadas logo ap6s as manipulagdes para microtubos de 1.5mL
(1.5ml Micro Centrifuge Tube) e congeladas a -20°C antes de serem analisadas por gRTi-PCR
para detectar a presenca de genoma viral e avaliar a eficacia das lavagens sanitarias postas em

pratica.

4.4 - Deteccdo do genoma viral

As técnicas moleculares (QRTi-PCR) tém sido desenvolvidas nos ultimos anos, servindo
para amplificar o ribonucleic acid (RNA) viral genémico a partir de amostras clinicas (incluindo
0 sangue).

O genoma do virus da lingua azul é composto por 10 segmentos de RNA de cadeia dupla
e de diferentes tamanhos. Alguns destes segmentos sdao comuns aos diferentes serotipos virais,
enguanto outros variam de acordo com o virus.

Recorreu-se ao sequenciamento de segmentos de RNA que compdem o genoma viral para
seleccionar os primers utilizados nos ensaios subsequentes de polymerase chain reaction (PCR).

Os primers derivados de segmentos conservados, tais como aqueles que codificam as
proteinas do capsideo viral VP3 (segmento 3), VP6 (segmento 6), VP7 (segmento 7) ou proteinas
ndo estruturais NS1, podem ser usados para fazer um grupo de diagndstico, ou seja, a detecgdo
do genoma da lingua azul virus e/ou EHD (doenca hemorragica epizodtica dos veados).

Os primers derivados de segmentos variaveis, como os que codificam a superficie externa
das proteinas VP2 (segmento 2) ou da proteina ndo-estrutural NS3 (segmento 10), forneceram
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informacdes sobre o ser6tipo, usado para o desenvolvimento de testes de tipificacdo diferencial
(Zientara S. et al., 2002).

A gRTi-PCR é uma técnica que combina a transcricéo inversa do RNA (RT, transcriptase
reversa) a uma amplificacdo génica (PCR, reaccdo em cadeia polymersae).

O cDNA (Complementary Deoxyribonucleic acid) foi sintetizado por uma DNA
polimerase dependente de RNA (a transciptase inversa) e amplificado por qRTi-PCR (ou
quantitative real-time PCR). A PCR pode servir como quantitativo para medi¢do da carga viral
através da medicdo do namero de amplicons (por¢do de DNA definida por um par de primers)
produzidos durante a reacc¢do, sendo essa quantidade proporcional ao nimero de cOpias presentes
no tubo no comeco da reaccdo (Viville, J-S., 2010).

Na realizacdo deste trabalho utilizou-se o Kit TagVet® Bluetongue Virus All Genotypes.

4.4.1 - Extraccao e purificacdo de RNA viral

A extraccdo do RNA foi feita em coluna, recorrendo ao kit QIAGEN QIlAamp viral RNA
mini kit (ref : 52904 ou 52906).

De acordo com o protocolo fornecido pelo protocolo da LSI (Laboratoire service
international, 2011) para o Kit TagVet® BTVM — All genotype, da extraccdo do RNA constam a
extraccdo do NCS (controlo negativo), preparacéo do tampdo RNA-AVE e do tampao lise (TL).

A extracgdo do NCS consistiu em extrair 100uL de &gua livre de RNase.

Para a preparacdo do tampdo RNA-AVE adicionaram-se 310pL de tampdo AVE
fornecido com o kit de extraccdo num tubo de RNA transportador (5 tubos por kit para 250

reacgdes) e passou-se brevemente pelo vortex e pela centrifuga.

32



O tampéo de RNA-AVE pode ser armazenado a -20°C entre cada série de extracgdo, mas
nédo deve ser descongelado mais do que 3 vezes.

No caso do TL, no momento da extracc¢ao, o tampdo fornecido pelo kit de extracgdo AVL
foi aquecido antes de utilizado (5 minutos a 80°C) de forma a garantir a sua homogeneizagéo
(auséncia de cristais).

A quantidade de tamp&o a preparar para as amostras (N) existentes foi calculada pela
férmula (N +3) x 560ul para o tampdo AVL e (N +3) * 5,6 L para a quantidade de tampdo RNA
— AVE a adicionar.

Preparou-se tampdo lise (TL) para 1.5mL de tampdo AVL (Viral lysis) e 100uL da
amostra e efectuou-se uma centrifugacgéo rapida. Ao adicionar ao tubo uma quantidade de 560uL
de etanol 100% centrifugou-se para obter a lise da amostra.

Fez-se uma lavagem com a ajuda de 500ulL dos tampoes de lavagem AW1 ¢ AW2
(reconstituidos), sucessivamente, para eliminar o alcool. Seguiu-se uma secagem da membrana
de silica por centrifugacdo durante 3 minutos a 10000g.

A recuperagdo do extracto de RNA foi realizada apds a distribui¢ao de 40ul de Buffer
AVE do Kit QIAamp Viral dentro dos microtubos de 1,5uL, com uma centrifugagéo de cerca 2

minutos a 6000g e armazenamento de microtubos em gelo a 4°C.

4.4.2 — A desnaturacdo e amplificagcéo de RNA Viral: desnaturagdo e amplificacéao

A desnaturacdo e amplificacdo da dupla-hélice do RNA viral do virus da lingua azul

(BTV) foram feitas através de um aparelho de quantitative real-time PCR.
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Recorreu-se a um termociclador (Abi-Prism 7500 fast Time PCR-System), de alta
tecnologia fornecido pelo Appield Boisystems e validado pelo LSI, acoplado a um
espectroflurimetro (sistema Optico de detecgdo das sondas que nao fluorescem apo6s a sua fixacéo
ao DNA gerado nas reaccdes de quantitative real-time PCR).

Uma vez que a quantidade de DNA permite as sondas fluorescentes excederem o limite,
temos um numero de ciclos de PCR denominado Ct (Cycle Threshold ou ciclo limite). O Ct é o
namero de ciclos de replicagdo necessarios antes dos fragmentos do genoma amplificados
atingirem o limite de onde pode ser detectado (Germanique L.A., 2010). O valor de Ct € a base
dos célculos para quantificar o DNA em termos absolutos ou relativos.

A desnaturagdo foi feita para todas as amostras, incluindo controlos negativos de
extraccdo e controlos positivos de gRTi-PCR. Para a desnaturagdo do RNA colocaram-se 20uL
de amostra (RNA viral) em cada poco de uma placa de 96 pocos. Vedaram-se 0s pocos e fez-se
uma centrifugacdo rapida a placa. Aqueceu-se por 3 minutos a 95°C no termociclador. Em
seguida, centrifugou-se novamente (alguns minutos a 2500g a 4°C) e colocou-se a placa no gelo
picado (4°C) até ao seu uso.

O RNA desnaturado foi armazenado a 4°C, visto que a amplificacdo foi realizada
imediatamente a seguir a desnaturacao.

A amplificacdo, hibridacdo e o alongamento, foram conduzidos ao mesmo tempo apos a
programacéo do termociclador depois de se porem 5uL de RNA viral desnaturado em cada placa
de 96 pocos contendo 20uL de Mix BTV (pronto a usar). A placa foi coberta por uma pelicula
adesiva transparente adaptada e comecou-se a amplificacdo de acordo com as indicacGes

presentes no seguinte quadro (Quadro 1):
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Quadro 1: Etapas do programa de amplificacdo de gRTi-PCR.

Etapa Temperatura e duragdo | Caracteristicas N.° de ciclos
Etapal | 45°C - 10 minutos - etapa de qRTi-PCR 1

- producédo de DNA complementar a partir de
RNA viral desnaturado

Etapa2 | 95C° - 10 minutos - etapa de desnaturacdo das dupla hélices de | 1
DNA complementares e de activacdo da Taq
Polimerase
Etapa3 | 95°C - 15 segundos - etapa de hibridagdo fixagdo dos primers e | 40
(desnaturacéo) elongacgéo
60°C - 45 segundos (a leitura de fluorescéncia é efectuada durante a
(elongagéo) fase de elongacdo)

4.4.3 - Interpretacdo dos resultados da qRTi-PCR

A reaccdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) tem sido uma ferramenta essencial em
biologia molecular e a sua aplicacdo na deteccdo dos acidos nucleicos revolucionou a analise
quantitativa dos genes e dos seus mensageiros. Este conceito tecnoldgico evoluiu rapidamente no
decorrer dos Ultimos anos, e 0 nimero crescente das aplicacdes quantitativas da PCR contribuiu
para o desenvolvimento da quantitative real-time PCR (gQRTi-PCR) (Tse C. et al., 2005).

Na Europa o qRTi-PCR é o método de referéncia para a identificacdo do genoma do
BTV. E mais rapido do que o PCR convencional, permite a reducio da contaminacgio e a
automatizacao das manobras (Germanique L.A., 2010).

Segundo o0 quadro abaixo, adaptada do protocolo da LSI (Laboratoire service
international, 2011), é possivel classificar os resultados como positivos, inconclusivos, negativos

e ndo validos.
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Quadro 2: Interpretacdo dos resultados de gRTi-PCR (Adaptado de LSI, 2011).

Interpretacao “Detector” BTVM / A=530nM | “Detector” IPC / A=560nM
Positivo Ct<34 Ct<30
Inconclusivo 40>Ct>34 Ct<30
Negativo Ct>40 Ct<30
N&o valido Ct>40 Ct>30

Neste trabalho analisaram-se amostras de meios e de material genético, tendo-se
classificado as amostras exactamente de acordo com o Quadro 2.

No caso de Ct ser maior que 34 e menor de 40 (resultado inconclusivo), significa que no
caso da amostra ser referente a um animal cujo estado clinico se pretende determinar, tal ndo
pode ser definido, pois a infeccdo pode ser muito recente (inicio viremia) ou muito antiga (ha
deteccdo do genoma do BTV até 200 dias ap6s a infec¢do), sendo que neste Gltimo caso, o0 virus
jando é infeccioso.

No capitulo dos resultados, todos os valores considerados tiveram menos que trés desvios

padrdes e todos os controlos internos (IPC) deram todos valores de Ct inferiores a 30 (19-23).

4.5- Analise estatistica

Para determinar se as lavagens foram ou néo eficientes para a descontaminacao do virus
nos embrides ao fim de 7 dias em cultura, foram realizadas andlises estatisticas dos resultados em
Ct (gRTi-PCR) para os diferentes liquidos de lavagens e dos préprios embrides. Foi realizada a
andlise de variancia (ANOVA) associada aos testes de Tukey HSD e ao teste da menor diferenca

significativa (LSD). Para testar a homogeneidade das variancias foi utilizado o teste de Levene.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A transferéncia de embrides, realizada com sucesso pela primeira vez por Walter Heape
em 1890, comecou como uma ferramenta de investigacdo cientifica, tendo a primeira empresa
comercial de transferéncia de embrides em bovinos sido criada no inicio de 1970 (Betteridg,
2003). Actualmente, a producéo in vitro de embrides de mamiferos domésticos de interesse
econdmico, por meio das técnicas de maturacdo, fertilizacéo e cultivo in vitro, apresenta-se como
uma importante biotécnica de reproducdo, a qual estd associada ao aumento da produtividade na
producdo animal, independentemente das espécies exploradas. Tratando-se duma técnica a nivel
comercial, a qual envolve circulacdo de material genético, entre diferentes paises, o controlo
sanitario oficial dos embrides produzidos in vitro e in vivo destinados a serem implantados em
animais vivos, tem que garantir que organismos patogénicos que eventualmente possam estar
associados aos embrides, sejam controlados e a transmissdo de infeccBes aos animais destinatario
e prole seja evitada ( OIE, 2011).

Nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 s&o apresentados o0s resultados obtidos das corridas em

gRTI-PCR para as diferentes inoculaces e diferentes concentragdes do virus BTV-17 e BTV-8.
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Amostras
10° TCIDso/mLBTV-17
A- Fluido folicular; F- Meio de maturac&o; K- Meio de FIV ap6s 18h;
B- Amostras de o4citos; G- Meio de maturacdo apos 22h; M- 10 zigotos apos a FIV;
C- Meio de contaminagéo; H- Meio de FIV 1; N- Meio de SOF 1;
D- Meio de colecta n.’1; I- Meio de FIV 2; O- Meio de SOF 2;
E- Meio de colecta n.°2; J- Células do cumulus ap6s FIV; P- Meio de cultura (ap6s 7 dias)

Figura 8: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presenca ou auséncia de virus para 1x10° TCIDso/mL BTV-17.

Como pode ser observado nas figuras 8, 9, 10 e 11 nas duas primeiras etapas, referentes
ao fluido folicular (A) e as amostras de ovocitos puncionados (B), ndo foi identificada a presenca
do virus BTV 7 (Ct = 41). As amostras onde se observou 0 maximo da detec¢do do virus foram
as referentes a0 momento da contaminagdo (C) com os valores de Cts de 27,2; 24,7; 16,2 e 22,
respectivamente, para as concentragoes de 1x10° TCIDso/mL BTV-17; 5x10° TCIDso/mL BTV-
17; 5x10° TCIDso/mL BTV-8 e 100x10° TCIDso/mL BTV-17. Como resultado das lavagens,

pode constatar-se que, aquando das 2 lavagens em meio de colecta (D e E), de maturagéo (F) e,
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as duas em meio de FIV (H e I) os valores de Ct aumentam, logo podemos dizer que a
concentragdo de virus diminuiu.

Em relacdo ao meio de maturacdo e FIV, respectivamente 22-24 horas de maturacéo (F),
e 18h de FIV (K), verificaram-se valores de Ct menores, o que significa um aumento de
particulas virais na amostra.

Nota-se também valores mais baixos de Ct no que refere as células do cumulus (J), o que
é de esperar j& que se pensa que é a elas que o virus se fixa. O meio de FIV (K) regista no
entanto valores muito semelhantes aos das células do cumulus.

Os zigotos ap6s a FIV (M) encontraram-se positivos para a presenca do virus (Ct = 32,5,
Figura 8).

Ap0s 7 dias de cultivo (P), a presenga do virus no meio ainda foi positiva, apesar das

lavagens efectuadas com SOF (N e O) e de se terem removido as células do cumulus (J).
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Amostras

5X10°TCIDso/mL BTV-17

A- Fluido folicular; F- Meio de maturac&o; K- Meio de FIV apés 18h;

B- Amostras de odcitos; G- Meio de maturacéo apés 22h; M- 10 zigotos apos a FIV;

C- Meio de contaminag&o; H- Meio de FIV 1; N- Meio de SOF 1;

D- Meio de colecta n.°1; I- Meio de FIV 2; O- Meio de SOF 2;

E- Meio de colecta n.°2; J- Células do cumulus apés FIV; P- Meio de cultura (apo6s 7 dias)

Figura 9: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presenca ou auséncia de virus 5x10° TCIDs/mL BTV-17.

Pela Figura 9, onde sdo apresentados os resultados de 5x10°> TCIDso/mL BTV-17, pode
observar-se que aquando das 2 lavagens em meio de colecta (D e E), de maturacdo (F) e, as duas
em meio de FIV (H e 1) os valores de Ct aumentaram, logo podemos dizer que a concentracéo de
virus diminuiu ligeiramente, passando os resultados, no caso do meio de FIV (H e I) para
inconclusivos.

Como é possivel constatar na Figura 9, em relacdo ao meio de maturacdo, tanto o periodo
de 22 - 24 horas de maturagdo (G), como no de 18h de FIV (K) testados, verificaram-se valores

de Ct menores, o que significa um aumento de particulas virais na amostra.
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Notam-se também valores mais baixos de Ct no que refere as células do cumulus (J). O

meio de FIV (K) registou, no entanto, valores muito semelhantes aos das células do cumulus.

Os zigotos apds a FIV (M) encontraram-se positivos quanto a presenca do virus (Ct = 33,

Figura 9).

Apos 7 dias de cultivo (P), a presenca do virus ainda foi positiva, apesar das lavagens

efectuadas com SOF (N e O), nas quais ndo se verificou a presenca do virus no meio, e de terem

sido removidas as células do cumulus (J).
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Amostras
5X10° TCIDso/mL BTV - 8
A- Fluido folicular; F- Meio de maturag&o; K- Meio de FIV ap6s 18h;
B- Amostras de o6citos; G- Meio de maturacdo apos 22h; M- 10 zigotos ap6s a FIV;
C- Meio de contaminac&o; H- Meio de FIV 1; N- Meio de SOF 1;
D- Meio de colecta n.°1; I- Meio de FIV 2; O- Meio de SOF 2;
E- Meio de colecta n.°2; J- Células do cumulus apés FIV; P- Meio de cultura (apés 7 dias)

Figura 10: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presenga ou auséncia de virus para 5x10° TCIDs/mL BTV-8.
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Para a concentracio de 5x10° TCIDso/mL BTV-8, observou-se que nas duas lavagens em
meio de colecta (D e E), de maturacdo (F) e a primeira em meio de FIV (H) (Figura 10), que os
valores de Ct aumentaram, logo podemos dizer que a concentracdo de virus diminuiu
ligeiramente. No caso da amostra correspondente ao segundo meio de lavagem FIV, observou-se
uma ligeira diminuigao de 25 para 24,6 Cts.

Como é possivel voltar a constatar, em relacdo ao meio de maturacdo, tanto o periodo de
22 - 24 horas de maturacdo (G), como no de 18h de FIV (K) testados, observaram-se valores de
Ct menores, o que significa um aumento de particulas virais nas amostras.

Como nas figuras anteriores, também se notam valores mais baixos de Ct no que refere as
células do cumulus (J). O meio de FIV (K) registou no entanto valores muito semelhantes aos
das células do cumulus. Os zigotos apés a FIV (M) encontram-se positivos quanto a presenca do
virus (Ct = 30,6, Figura 10).

Mais uma vez, e como observado para o serétipo 17 do virus, ap6s 7 dias de cultivo (P), a
presenca do virus no meio ainda é positiva, apesar das lavagens efectuadas com SOF (N e O),

nas quais ndo se verificou a presenca do virus, e de terem sido removidas as células do cumulus

().
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100x105 TCIDso/mLBTV - 17 Amostras
A- Fluido folicular; F- Meio de maturac&o; K- Meio de FIV ap6s 18h;
B- Amostras de o4citos; G- Meio de maturacdo apos 22h; M- 10 zigotos apos a FIV;
C- Meio de contaminac&o; H- Meio de FIV 1; N- Meio de SOF 1;
D- Meio de colecta n.’1; I- Meio de FIV 2; O- Meio de SOF 2;
E- Meio de colecta n.°2; J- Células do cumulus ap6s FIV; P- Meio de cultura (ap6s 7 dias)

Figura 11: Resultados em Ct da qRTi-PCR da presenca ou auséncia de virus para 100x10° TCIDso/mL
BTV-17.

Na Figura 11, aquando das duas lavagens em meio de colecta (D e E), de maturagéo (F)
e, as duas em meio de FIV (H e I) observa-se que os valores de Ct aumentam, logo podemos
dizer que a concentracdo de virus diminui ligeiramente, passando os resultados, no caso meio de
FIV (H e 1) para inconclusivos.

E possivel constatar novamente, em relacio ao meio de maturago, tanto o periodo de 22
- 24 horas de maturacéo (G), como no de 18h de FIV (K) testados, valores de Ct menores, 0 que

significa um aumento de particulas virus na amostra.
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Notam-se também, mais uma vez, que os valores mais baixos de Ct no que refere as
celulas do cumulus (J), 0 que é de esperar j& que se pensa que € a elas que o virus se fixa. O meio
de FIV (K) regista no entanto valores muito semelhantes aos das células do cumulus.

Os zigotos apos a FIV (M) encontram-se inconclusivos quanto a presenca do virus (Ct =
34,7, Figura 11).

Ap0s 7 dias de cultivo (P), tal como nas 3 figuras anteriores, a presenga do virus no meio
ainda é positiva, apesar das lavagens efectuadas com SOF (N e O), nas quais ndo se verificou a

presenca do virus, e de terem sido removidas as células do cumulus (J).
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Figura 12: Resultados em Ct da qRTi-PCR, da presenca ou auséncia de virus BTV de acordo com as
diferentes concentraces de BTV, no liquido de lavagem, nas trés primeiras e trés Gltimas lavagens

sanitarias e nos embrides apds os procedimentos de lavagem sanitarios recomendados pela IETS.

De acordo com a Figura 12 pode ver-se que 0s meios das lavagens sanitérias

apresentaram-se negativos para 0 BTV, & excepcdo do 5X10° TCIDso/mL BTV-8, em que a
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primeira lavagem se apresenta, positiva enquanto que as duas seguintes se apresentam
inconclusivas.

Apos as dez lavagens sanitarias os embrides contaminados com 5X10° TCIDso/mL BTV
-8, apresentaram resultado positivo para a presenca do virus, tendo sido inclusivos para a
concentracdo de 1X10° TCIDsy/mL BTV-17 e 100x10° TCIDso/mL BTV-17 e negativos para
5X10° TCIDso/mL BTV-17 (Figura 12).

Alguns estudos dentro desta area ja tém vindo a ser desenvolvidos, nomeadamente para
outros serétipos. Thomas et al, (1985) verificou no seu estudo, que € possivel obter facilmente
bezerros livres de BTV a partir do uso de sémen positivo para BTV.

No EFSA Journal 2011 no artigo referente a opinido cientifica sobre o BTV-8 (Vannier et
al., 2011) é feita uma revisdo da literatura existente, pelo que é possivel afirmar que actualmente,
trés caracteristicas especiais podem ser atribuidas a BTV-8: a capacidade de causar doenca grave
em bovinos e caprinos, a capacidade de ser transmitidos transplacentariamente e a capacidade
para contaminar sémen. Mais pesquisas sd0 necessarias para determinar se a transmissao oral
e/ou se a transmissdo através de transferéncia de embriGes € mais propensa a ocorrer por BTV-8
do que para outros serétipos BTV.

Um estudo in vitro de Al Ahmad et al. (2011) mostrou que o procedimento de lavagem
IETS néo conseguiu remover completamente o BTV-8 da zona pelucida intacta de embrides
caprinos. Sendo que, actualmente, ndo se sabe se este facto é especifico para o BTV-8, ou se
também se aplica a outros serétipos de BTV, dai neste estudo se ter realizado a contaminagéo
com BTV-8, como elemento de comparacdo. Porém, segundo o artigo, em geral, 0s animais

receptores ndo mostraram evidéncia de infeccdo depois de receber os embrides de dadoras
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infectadas, a excepgdo de um estudo com BTV-11 em que as novilhas beneficiérias apresentaram
soroconversao.

Foi também demonstrado que o tratamento, com tripsina, de embriGes produzidos in vivo,
em que a zona pelucida esté intacta, é eficaz na remocéo ou inactivacdo de virus que parecem
unir-se ou aderir & zona pelicida ap6s exposi¢do in vitro (Stringfellow, 1990). Tal facto leva a
pensar que também seria de interesse futuramente desenvolver um estudo com vista a
compreender a interaccdo do serétipo 17 do virus da lingua azul (BTV-17) no ovdcito,
nomeadamente onde se fixa e se penetra a zona pelicida mesmo que esta se encontre intacta.

No total, 234 embrides foram produzidos no grupo controlo, no contaminado com BTV-
17 e no grupo em que os ovdcitos foram cultivados em MEM. Para o grupo em que 0s ovocitos
foram contaminados com BTV-8, um total de 20 embrides foi produzido.

A anélise estatistica dos dados do desenvolvimento dos embribes até o dia sete ndo foi
estatisticamente significativa para os diferentes tratamentos (Quadro 3). Isso significa que o virus
da lingua azul ndo afectou o desenvolvimento dos embrides até blastdcisto, o que vem de

encontro ao ja afirmado por Singh et al. (1982) e Tsuboi et al. (1997).
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Quadro 3: Resultados da Média + DP, relativos ao desenvolvimento dos embrides nos diferentes

tratamentos. Cada valor representa a média + desvio padrédo dos resultados de 4 manipulacgdes (P>0.05).

Grupo Controlo (Grupo 1)

210

90,6 +3,4

78,0 £8,2

25,0 £8,8

Grupo experimental em meio MEM e

contaminado com BTV-17 (Grupo Il - | 623 88,8 £5,2 78,2 11,4 21,2 6,6
a), b) e c))
Grupo experimental em meio MEM

191 86,6 £5,2 74,5 £7,3 19,1 +6,2

(Grupo I11)
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VI. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Devido principalmente as restricdes comerciais que limitam a capacidade de exportacéo
para paises livres do virus da lingua azul, a doenca acaba por apresentar maior impacto pelo seu
efeito sobre o comércio internacional de animais e de germoplasma do que pelos efeitos clinicos
da infeccdo sobre o efectivo animal. Assim, esforcos continuos sao necessarios para reduzir ao
minimo o risco de transmissdo de doencas por via da IA (inseminacdo artificial) ou da TE
(transferéncia de embrides).

Com a realizacdo deste trabalho concluiu-se que:

- O virus contamina os ovocitos utilizados na producéo de embrides in vitro, mesmo estes
tendo a zona pellcida intacta;

- As 10 lavagens do protocolo IETS antes da transferéncia ndo séo suficientes para que o
virus seja eliminado dos embrides;

- O virus BTV-17 ndo afecta a fertilizacdo e o desenvolvimento do zigoto, nas
concentragdes testadas, até ao 7° dia;

- O virus ndo sendo eliminado nas lavagens e ndo afectando o desenvolvimento do
embrido pode ser fonte de infeccéo cruzada via TE em animais s&os.

Ter-se ia de repetir em maior numero as manipulacdes e testar outros meios de lavagem
como por exemplo a tripsina, para aferir até que ponto o uso da mesma pode ser eficiente na
remocdo do virus do BTV dos embrides para transferéncia, bem como a sua influéncia na

viabilidade dos embrides apds lavagem.
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Seria de interesse futuramente desenvolver um estudo com vista a compreender a
interaccdo do ser6tipo 17 do virus da lingua azul (BTV-17) no ovocito, nomeadamente onde se
fixa e se penetra a zona peltcida mesmo que esta se encontre intacta.

Averiguar se o virus, embora ndo influenciando o desenvolvimento dos embrides até ao
sétimo dia, se tem efeito na qualidade dos mesmos ao longo dos diferentes estadios de

desenvolvimento.
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ANEXOS

Anexo | _ PBS - Phosphate Buffered Saline

Composicéo Quantidade
CaCl, 0,10g/L
KCI 0,20g/L
KH,PO, 0,20g/L
MgCl,6H,0 0,10g/L
NaCl 8g/L
Na,HPO,7H.0 2,16g/L

+

Sulfato de kanamicina | 0,05mg/L
Albumina sérica bovina | 0,15% (p/v)




Anexo Il _ Meio de Colecta dos Ovocitos

Composicao Quantidade
CaCl, 0,10g/L
KCI 0,20g/L
KH,PO, 0,20g/L
MgClI,6H,0 0,10g/L
NaCl 8g/L
Na,HPO,7H.0 2,16g/L

+

Sulfato de kanamicina | 0,05mg/L
Albumina sérica bovina | 0,15% (p/v)

Anexo Il _ Meio de Maturacéo
Composicéo Quantidade
199 Hepes 8,5mL
SVH 1,5mL

Gentamicina 100pL

E,17B 10pL

EGF 10pL

FSH/LH ou LH | 100uL ou 10pL

Filtro steriflip

Estufa Gaseificada com CO,




Anexo IV _ Mistura PHE - (penicillamine, hypotaurine e epinephrine)

Composicao Quantidade
CaCl, 0,10g/L
KCI 0,20g/L
KH,PO, 0,20g/L
MgCl,6H0 0,10g/L
NaCl 8g/L
Na,HPO,7H.0 2,16g/L

+

Sulfato de kanamicina | 0,05mg/L
Albumina sérica bovina | 0,15% (p/v)

Anexo V _ Meio FIV — (fertilizagéo in vitro)

Composicdo | Quantidade (uL)

Meio IVFTL | 450

Mistura PHE | 20

Uma quantidade ad hoc de heparina

Estufa gaseificada com CO,




Anexo VI _ Meio IVFTL — (TL - Fertilization medium)

10mL 20mL 30mL 40mL 50mL
IVF stock 10mL 20mL 30mL 40mL 50mL
BSA FAF 60mg 120mg 180mg 240mg 300mg
PS 10pL 20pL 30pL 40pL 50pL
Piruvato stock 100pL 200pL 300pL 400pL 500pL

Piruvato stock: 22 mg/10 mL NaCl

Ajustar o pHa 7,6 (HCI)

Filtro steriflip

Estufa gaseificada com CO,




Anexo VIl _ Quadro de diluicdo do esperma

Nb spz contados Volume de esperma Nb spz contados Volume de esperma
(uL) (L)
400 1,135 130 3,85
425 1,175 125 4
410 1,22 120 4,17
400 1,25 115 4,35
395 1,26 112,5 4,4
375 1,33 110 4,54
350 1,42 105 4,76
325 1,53 100 5
300 1,65 95 5,26
275 1,82 90 5,55
250 2 85 5,88
225 2,2 80 6,25
200 2,5 75 6,7
190 2,63 70 7,14
180 2,77 65 7,69
175 2,85 60 8,33
170 2,94 55 9,09
165 3,03 50 10,0
160 3,125 45 11,1
155 3,22 40 12,5
150 3,3 35 14,3
145 3,45 30 16,7
140 3,57 25 20
137,5 3,64 20 25
135 3,7 15 33,4




Anexo VIII _ Meio de cultura - SOF (Synthetic Oviduct fluid)

Composicao Quantidade
SOF stock 10mL
Gentamicina 100pL
PS 10uL
Nistatina 10pL
BSA Fr V A-9647 | 30mg

Filtro millex
Estufa gaseificada com CO,

Vi



Anexo IX _ Meio MEM (Minimo Essencial Medium)

Aminoéacidos
Hidrocloreto de L-Arginina 211 126 0.597
L-Cistina 2HCI 313 31 0.099
L-Glutamina 146 292 2
Dihidrocloreto de L-Cistina 210 42 0.2
L-Isoleucina 131 52 0.397
L-Leucina 131 52 0.397
L-Lisina HCI 183 73 0.399
L-Metionina 149 15 0.101
L-Fenilalanina 165 32 0.194
L-Treonina 119 48 0.403
L-Triptofano 204 10 0.049
L-Tirosina (sal 2Na) 261 52 0.199
L-Valina 117 46 0.393

Vitaminas

Cloreto de colina 140 1 0.00714
D-Ca-Pantotenat 477 1 0.0021
Acido Folico 441 1 0.00227

Vil



Nicotinamida 122 1 0.0082
Hidrocloreto Piridoxal 204 1 0.0049
Riboflavina 376 0.1 0.000266
Hidrocloreto de Tiamina 337 1 0.00297
i-Inositol 180 2 0.0111
Sais inorganicos

Cloreto de Calcio (CaCl,) 111 200 1.8
Sulfato de Magnésio (MgSQ,) 120 97.67 0.814
Cloreto de Potassio (KCI) 75 400 5.33
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 84 2200 26.19
Cloreto de Sadio (NaCl) 58 6800 117.24
Fosfato de Sodio monobasico

138 140 1.01
(NaH2PO4-H20)

Outros componentes

D-Glucose (Dextrose) 180 1000 5.56
Phenol Red 376.4 10 0.0266

VI



Anexo X _ Edital n.° 29/2011 — Febre Catarral Ovina/Lingua Azul

Ministério da Agricuftura, DGW

Oireccia-Gaenl
Mar, Ambiente » o Vislerindnia
Srdenamenieda Terridne

EDITALN.*29

FEBERE CATARRAL OVINA
LINGUA AYUL

Wuno Vieira e Brito, Director-Geral de Veterinaria, na qualidade de Autoridade Sanitiria Veterinaria
Waciomal, forna poblice que-

A lingua azul ou febre catamal ovina ¢ uma doenca epizodtica de eticlogia virica que aferma os
Tuminantes, mmmmusmmmalmﬂndamhﬂadedmasdedaﬂmmnbngmmm:m]e
europeia e oo codige sapitario para os animais temestres da Crpamizacio Mundial de Sande Amimal
[DIE).

As medidas de combate 3 doenga estao estabelecidas no Decreto-Lei n® 1462002, de 21 de Maio ena
Directiva 2000/75/CE do Censell, cujas dispesigoes de aplicagdo foram modificadas pela adopedo do
Esgulamento (CE) o* 12862007, da Comissde, de 2§ de Outubro, com as alteragdes que the foram
introduzidas pelos Regulamentos (CE) o° 280/2008 de 31 de Margo, o 384/2008 de 29 de Abril, o°
3942008 de 30 de Abml, n® 7082008 de 24 de Julho, n® 11082008 de 7 de Newvembro, n® 12372009 de
10 de Feversirs e n° 789/2009 de 28 de Aposto, da Comizsde.

Dsmuupn4iuuumdalmgum]mnﬂwm:mmnnmcmﬂcmmmaldad&ﬂmmbm de 2004
& uma vez decorridos dois anos desde a nitima mdmﬂademﬂﬂa;m wiral, Partogal declarou-se livre
deste serotipo em Marpo de 2010, ao abrigo do constanie do codige sanitiTio pam os amimais temestres
da Organizacie Mimdial de Satde Animal (O1E).

Face 2 consideravel reducao de risco de reenirada do virs do serotipe 4 da lnpua aml, assecada a
elevada coberhia vatmalnbudamsdmsﬂmmﬁmsmmasumudaamsmmmhgm
wiral que abrangia o concelbos de Meértola, Alcoutim, Castro Marim, Vila Feal de Santo Am‘omp
Tavira, 5. Braz de Alporiel Olhao, Faro e Loule, entendeu-se suspender a vacmagao neste cordao
santario & as5im suprimir a zona submetida a restrigdo sem circulag e viral,

O zerotipe 1 do virus da lingua azul cincala em Pertogal desde Setembro de 2007, sendo as medidas de
controlo implamentadas sucessivaments adaptadas em fangie da evelugdo epidemiclégica da doenca e
de avaliacio de risco que tem por base of resuifades dos planos de wigilincia chnica, serologica,
virulogica, entomelogica 2 a avaliag3o deos dades meteoralogicos.

Druramts o ame de 2011 apenas ocorren um foco do serotipe 1 da bngua aral, detectado atraves do plano

de vigilincia em curse, sem qualquer sintomatologia clinica, apés um sléncip epizodtico de 12 meses
face 3 ecomeéncia de seis foces do serotipo 1 da Ingna azul em 2010,

Dcmmndemﬁildasdﬂsmmlﬂdasm&ﬂtumsms nnmudmmenphmdzu@um.ﬁ

camparhas de vacinagio ¢ o cootrole da movimentagio animal contribuiram de forma determinarte
parz esta melhoria da sifuag2o epidemiologica

L Ry DA AT, SO L T RILAE A RTIS, 3 | 2a S LIRIOws TRLER, 24 320 8 ol AT 1 320 Sl
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A evaolugio favoravel do serotipo 1 da lingua azul oo ano de 2011 aliada a uma elevada taxa de
coberfura wacinal obfida pos ulfimos quatro anos permite a redefinigae da estratégia wacinal a
implementar o ano de 2012,

Encontram-se assim reumidas as condipdes para cessar a vacinacdo chrigatoria contra o seratipo 1 da
lnena azul a partir de 1 de Japeito de 2012 em bovinoe: & nos owinos excepo nos concelbos de Idanha-
a-Mova, Castele Bmnce e Vila Velha de Roddo, ende, da avaliagde de risco adescide de cinoalacio
viral & da apalize dos dados do plano entomologico, se infere da pecessidade de se manter a vacinacio
ohrigatona nos ovines desses concelhos.

Por outro lado, da analise de risco efecruada, amesdammm;udmdadmdoplamde
mg:ﬂanua. avalizgdo dos valores dos indicadores entomologicos & meteorologicos & possivel conclhur
que 030 existe evidéncia de actividade do vector preferencial para a transmissao do serdtips circulante
do viras da ingoa azul po temiterie nacional continental.

Aszim_ ao abrige do disposto nos artigos B, ° e 10° do Decreto-Lei n° 146/ 2002, de 21 de Maio, & do
Esgulamento (CE) o° 12662007 da Comizssdo de 26 de Cutubro, com as alteragdes que the foram
inmoduzidas pelos Regulamentos (CE) o° 228/2008 de 31 de Margo, n° 3842008 de 29 de Abril, o°
3942008 de 30 de Abril, p® 7022008 de 24 de Julho, n® 11082008 de 7 de Novembro, o* 12372009 da
10 de Feversiro & n® 7892004 de 28 de Agosto, daCumisaia. determing o seguinte:

1. A area geografica sujeifa a resmigies por serdtipo | da lingma amil, agom designada como
saponalmente lvre de hngaa azil, é constitoda pela tofalidade do termitorie racional continental

[

A areas das repides autonomas dos Agores e da Madeira constitnem umsy mona livre de hngoa azul.

3. Enbﬁga?é-ﬁaavximgiammosuéﬁpuldalingumjldmnm existentes nos concelbos de
ldanha-a-\mCasrﬂancne\’ﬂa\’ﬂhadszdamgaugnﬁca sujeita a restrigdes por
serptipe] da lingua azul, apera desigmada come sazopalmente livie de lingpua azal, mediante a
mmwmmmmmmﬂheﬁmmmmﬁmnﬂﬂmehmm
destinados a reprodug 30 a partr dos § meses de idade

4. Sao reguisitos gerais para 3 movimentagdo de ruminamtes dentro do territrio nacional continental
05 seguintes:
4.1. 05 amimais 3 movimentar bem come 05 amimais do efective de origem ndo podem apresentar
gualguer suspeita de lingua azil a data do transporte;
4.2, Os animais da especie ovina com mais de § meses de idade dos concelhos de [danha-a-Nova,
Castelo Brance & Vila Velha de Rod3o devem estar vacinados contra o seratipo 1 da Lngua azul;

4.3. Oz animais devem zer acompanhados durante o mansporte pelos respectivos dooumentos de
identificagdo, deslocacio e ciroulacdo, em conformidade com a legislacdo especifica.

5. s animais provenientes de exploragtes sihiadas em area peografica sujeita a restrigdes por serotipo
1 da lngua azul, agora designada come sazoenalmente livre de lmzua azul. podem movimentar-se
para vida ou abate, directamente para o temitorio de outros Estados-membros & para zona livre de
Portagal desde que-
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51. Sejam integralmente oumpridas as condigtes estabelecidas me Fegulamento (CE)
o® 12682007 da Comissdo de 26 de Cuhabro, com as alteragdes que lhe foram introduzidas pelos
Eegnlamentos (CE) n° 280/2008 de 31 de Marco, n° 38472008 de 29 de Abrl o' 3842008 de 30 de
Abnl, o* TOR2008 de 24 de Tulho, o' 1108/2008 de 7 de Novembro, n * 12372009 de 10 de
Feversiro e g° 780/2009 da 28 de Aposto, da Comissao.

5.1, Apenas serdo emitides certificados samitarios para acompanhamento dos animais apos
verificagdo do cumprimento dos requisitos constantes de 5.1

A movimentagdo de toures de lide @ sujeita 25 condices definidas nos pontos 4 e 5.

E permitida, de forma opcional, a varinagds contra o serdtipo 1 da lingua azal, doz hovinos
Emsﬂmsmmagmgnﬂmsqmumsﬂlgmpﬁrsmﬂpﬂldahﬂgmmlagmdmgmdﬂ COMmD
saronalmentes ltmdehngua arul & dos ovines existentss nos comcelhos do territorio nacional
continenfal n3o abrangidos pelo pento 3, de acordo com as especificagoes témmicas da vacina
utilizada, dmmﬂngmﬂumnmuwsmmmsdzﬁmmamuﬂuﬁaea
data das inoculacdes.

7.1. O disposto oo Despacka n* ?IJ?QDWdel?sza-mEuhhudanmdaRzputhe
11 de Margo & respectivas alteragdes, ndo & aplicavel A vacinagdo conftra o serotipe 1 da Imzua azl
gue sz realiza de forma epciomal, pde sendo a sua aplicagdo reguizito obripatirio para a
movimeniacao dos animais o terrEtorio nacienal continental;

71 A vacina contra o serotipn | da lingua arnl @ fornecida gramifimente pelo Estado s
Orpaniza;ées de Produtores Pernarios (OPF) cojos médices veterinarios procedem a aplicacio da
vacina.

A comumicacio de quaisquer sinais da doenga nos efectivos de origem dos animais a movimentar
& da responsabilidade do respectve detenter, de acords com o Decreto-Lei §42000 de 12 de
Abril

Sanpm]umudumspm mnmommaubmwm:hmca doz efectivos suspeitos tendo
em visfa 2 confirmagao da doenca, compete as direcgdes de serviges de vebeTinaria das regives,
podende tais competéncias ser exercidas pelas OPP nos termos previswos no o 2 do Artigo 3° da
Partaria 0" 1782007 de 9 de Feversire com as aleragbes que Ihe foam introduzidas pela
Partaria o* 1004/2010, de 1 de Outobro e pela Portaria o* 962011, de 8 de Margo, pelos medices
VelTindrios municipEis ouw por outres meédicos veterinsrios desipmados para o efefto pels
direcgdes de serviges de veterinaria das regides.

A vacinacio dos animais nos efectives da Zrea geografica sujeita a restrigdes por seratipe 1 da
lingua azul, apora desipmada como sazonalments livre de linpua amil, serd efectuada pelas OFP de
acardo com o determinade em Despacho publicado ao abrizo do n* 2 do art® 3 da Portaria
17872007 de 9 de Fevereiro com as alteractes gue lhe foram infroduzidas pela Porfaria o°
10042010, de 1 de Charobro e pela Portaria o° 952011, dES:leMar;n ou par outras entdades
enpressamenie designadas pela Direcgao Geral de Veterinaria,

Os resultados das analizes dos testes de pré-mevimentacdo tém nms validade memima d= 10 dias
apas a calheifa.
ARG DA ACUDFREA ST LAl IE RELLS ARTES, I- |34 B8 LISR0S TELEF, 31 120 58 0 FAY. 1 128 S
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Ministério oa Agricuftura,
Mar, Ambienie o
Ordenamenio da Territdrio

13
13.

1a.

15,

16.

Do
DEoonho Gorol
i iredindnia

0 transporte de sémen, ovules @ embrides com origem na area geoprafica sujeita a restrigles par
serotipo 1 da Lingua azul, agora desiznada como sazonalmente livre de Lingua azal, deve obedecer
20 determinado ne Repulaments (CE) n° 12662007 da Comissdo de 26 de Ourobro com as
alteracdes que he foram imroduzidas pelos Repulamentos (CF) 2f 280/2008 de 31 de Margo, o°
384/2008 de 29 de Abnl, n* 38472008 de 30 de Abxil, Y0E2008 de 24 de Fulbo, n® 11082008 de 7
de Nowemhro, n° 1232008 de 10 de Feversiro e n® 722/20040 de 22 de Aposto, da Comizsda,

Pode ser auterizado o movimente & use na 2rea Feografica sujeita a restripdes par seratipo 1 da
Iingua azul, agora desigmada como sazonalments livre de Inzua azul, de sémen provenients de
ovinos de exploragdes localizadas wos concelhos abrangides pelo ponto 3, desde que 05 animaiz
dadorss sejam vacinados comma o serotipe 1 da linpua amul mediante o cumprimento des
Tequisitos previstos naquele ponto.
{5 transporiadores sap obrigades a:

141 Nio transportar animais que ndo se encontram nas condigies estabelocidas no presante
Edital, ou que nao sejam acompanhades dos documentos previstos em legislagio especifica;

141, Verificar, antes do embarque dos animaiz, que estes se enconfam identificados nos termos
da legislagao especifica.

As infracgdes ao presemte Edital s3o punidas nos termes dos Decretos-Lei 0% 1462002, de 21 de
Maia, §4°2000 de 12 de Abrdl e 14272006 de 27 de Toho.

Este Edital enin imediatamente em vigor = revoga o Edifal n® 28, solicitando-se a todas as
atoridades weterinarias, policiais & administrativas que fiscalizem o sen intepral & rigoroso
CUMpTimeEnto.

Diirecgdo-erzl de Veterinaria, 23 de Dezembro de 2011

0 DIRECTOR GERAL

(Nuno Fieira @ Brita)

ARG DA ACATERLE MUCIOMAL DE RFLAS ARTRS, 3- 134 HES LISROA TRLEF. 39 320 58 il A B 1 ke
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Jormal Oficial da Unido Europsia

C #a E[l5

ZPDSI{..‘.IJ (UF} H® 32002 DO COMSFIHO FM FRIMFIRA LFMTURA

temdo em vista a adeglo da Diretiva do Parlkmento Furopes ¢ do Comselho que altera a Diretiva
B000{T3[CE no que respeita 3 vacinagio contra a febre catarral ovina
Adotada pelo Conselbo em 15 de depembro de 2011

[20012)C +b E/OI)

O PARLAMENTD ELROFEU E O CONSELHD Dw LUNIAD BJROPEA,

Tendo am conta o Tratedo sobrs o Funcknaments da Unilo
Europsia, nomsadamenss o artigo 43.°, o™ 2,

Tendo &m conta a propocta da ComissSo Furopsia

Apds ransmiszIo do projebo da ato legizhtivo aos parlmantos
Nacionai,

Tendo am coma o parecer do Comibd Foondmico @ Social
Eurcgaii 7],

Dubiterande de acordo com o processo legislasivo ondindrio ).
Considerando o sapuinte

1} A Dirsctiva 20007 5/CE do Comzalho, de 20 de novem-
bro d& 2000, qus aprova disposighas epecificas nbitias
ds madidas de lulz e ds emedcagdo da fobme catamal
ovina ou lingsa azul 7, define regrs e controlo @ ma-
didas de beta conma 2 febme cammal ovina, nomeada-
mante madidas de emadicglo, incuindo repras nalativas
a0 wtabelecimanto de zonas de protecgdo o vipldnca &
usilizago de vacinas contra 2 febre catzral ovina.

B Mo pasado, »0 apordicaments se mgistaam ma Unido
incurs®as de alguns manftipos do vins da fubme catzmal
ovina Esia nCuresdas DOMTEMAm prncpalments om 2o
nas meridionaiz da UniSo. Contudo, dasds 2 adoprso da
Driractiva 3000/75/CE & &m aspecial, desds 2 introdugdo
na Unido dos sandcipos 1 & 2 do vine da fabm catzmal
ovinz, am 2004 & 2007, o virus da fubme catarral ovina
penaralizoe-ss na UniSo, com potencial par ma tomar
endémico em certs dmeas. Tomowse, pois, dificl con

trolar a propagagso dass vins

% Az mepras mbtas 3 vacmaglo comtra a febre catamal
ovinz wiabelecidaz m Directiva 2000(75(CE bassiam-ze
na expariéncia adquirida com 2 utilizagso das chamadas
evacinas wivas modificadas. ou svacinas vivas seouadacs,

|'|FIC.]]-\-_-!51\:I L p %2

1} Padca do Farlznanis Exopmi S 7 de abedl da 1011 jabds ne
H.IE;IIHI Joraal Dicl].

ML 117 da 12.02.2000, P

qui &AM & micas vacinas disponiveis agquando da adop-
pdo da dimectiva. A wtilizaglo demzs vacinas pode comde-
mir também 2 wma cirulago local mlh&nuﬂmrhu..-:.l
varild o andmais ndo vacinados.

Moz (iimos anos, em meelado dis novas emologias,
ficaram dispomiveis «acing inactivadas. contra a fabre
catzmal ovina, que ndo constdusm um rico de cinculaglo
local indesejdvel do virus da vacing par oz amEmais ndo
vacimados. A peneralizacio da wilizagdo desas vacinas
duranta a ¢ampanha d& vacinag@o wm IOOE & 2009
deu origem 2 uma maelhoria sipnificativa da situagdo s
niciri1. E hoje consenzuzl que 2 vacinaglo OO vagins
inactivadas & o malhor imetremento para o comirolo &a
foebra catarmzl evina @ para a prevengdo da dosnga clinica
na Unida.

A fim de parameir um malhor conorele da propagagio do
vine da febre catermal oving & mduzir os ancargos g
pezam sobra o sector agricola devido a stz dosmg@. con-
wim alarar as regras vigantas em mabiria de vacinagdo
eetabslecidas ma Dirsctiva 2000/ 75 (CE, para bar gm conta
2 recante &volugdo termobdgica da prodegio da wacinas

A fim de parmitir e a3 campanha de vacinagSs da 2002
benafice &2z movas regras, a prasenta dimciva davard
enITar em vigor mo dia seguince 20 & peblicacio
no Jormal Oficisl da Unmily Furopeia.

Az dheraghes pravisas na precants damectiva deverdo tor-
nar ac regras de vacinagdo mais flexfveis e ter igualmente
em contz o fecto de sstrem actualmants disponiveds
vacimas inactivadas, ged fambdm podem cer atilizadas
com dxizo fora oz ronas sejits 2 resTighes 4 circulaglo
d& animaiz

Por outro lado & dasds que 0 tomem medsdas cautalarss
sdequadaz, ndo davard emcher-se 2 utfizacio e vacinas
vivas atemeadas, dade que @l utilizagdo poderd 2nda ser
necsssiria am osrtas cincunstincias, como, por auamplo,
apbis 3 intredugdo da wm novo serbtipo do vinis &a fabre
catamal ovina, comira o qual podem ndo existr vacinas
inactivadas

A Directiva 2000(7 5/CE davard, por oosegpems, er 2
tarada.

X1
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Jiommal Oficial da UniSo Buropaia

ADOFTARAM & PRECEMTE DERETTVA:

Argge 1P
A Dinativa 1000/75/CE & alterada do soguinte moda:

1] Ao artigo 2.7 & aditada 2 seguinte alinea:

&) “Yacinas vivas atemeadas”, vacinas produzedas por adap-
agdo de isoldos do vins & febre catarral oving atravis
4 paszagens am sénie ma oskura de tacideos ou &M ovos
da galinha smiricnadaz..

2

O astigo 5.7 pasma 3 fr a seguinty redaoglec

«Arigo 3F
l. A autoridads compatems de um Esado-Membro poda

decidir auforizar a utilizagio da vacinz comTa a fubme catar-
ral ovina dasds que

a Ezza decislo ssja somada com base mo resulizdo de uma
saliagio de riscos scpacifica malizzda pela auroridads
Competsnba:

b} A ComizZo mfa informada antas da a vecinagic ser
sfectuada

Y Caso seiam utibradas vacinas vivas afumeadas, o Est-
dozs-Mambros devern magerer que 2 autoridide competsnta
dalimiss:

Z) Uma zona de protacgdo, constiuida, pde mence, pala
zona da vacinago:

b

Uma zTona da vigi ronztiniida por uma parta do
tamichrio da Unifo com uwma extnslo minima de
50 guilémetroz para akim doc liminas da Pona da protec-

=1 I8

k|

Mo amtipo 67 0”1, 2 alinga d} peasza 3 ter 3 seguinges redac-
Ao

of] P04 wm pritica as medidas adoptzdas nos termos do
n” 2 do artign 10.°, nomeadamants no ged e mafere 3
amacuido de um programa de vacinagdo ou de owmas
medidas alemativass.

4] Mo artige 2.°, 0.7 2, 2 alinaa b) pas= 2 fer 2 seguinty medac-
s

&) A zona de vigilinca deve ser conssitulda por uma parta
do temitrio da Unido com uma exincio mimma do
50 guldmetos para akm doc Emites da zona da pro-

teopdo & na qual ndo tenkn sdo Rt qualguar vacmagio
oontra a febre catarral ovina ovm vacinas vz abeniadac
no deoarte doc Gkimos 12 masacs.

5| Mo artigo 10.° o pombe I pasm 2 MU 1 mepesmE redacpio:

+2. Ssja proibida qualguer vacinagio comta @ fubm catarmal
o¥ina Com vacinas vivas atemsadas na voma de wigilin-
=

Arips 17
1. O Estdoc-kembros adoptam @ publicam, aé ... %), a=
dispocipfas legislativas, regulamentanas o admanisTativas neoss-

=rias para dar cumprimento 3 presente dirctiva. Os Estados-
-Membros comenicam imadistamenss 4 Comisso o bario dasas

O Estados-Mambro:  aplicam we=s  disposiges 3 partir
=

Cuando oz Estados-kMumbros adoptarem amas disposipbas, sstas
devem induir ura raferéncia d presants dinectiva ou ser acom-
panhadas desa referincia aquande da sua publicagso oficial. As
modalidades dessa referéncia sSo estabslecidas peloc Fzados-
-Membroe

I  Oc Estados-Membros commenicam 3 Comisslio o texho das
principais disposigbes da CETeED ESMMO Que APTOVATEM MRS

mabirias nepuladas pala presems directiva
Arips 17
A precants diretiva enf2 em wigor no dia seguint 20 & tua

publicacdo no jormal Oficis] da Uil Furopeia.

Arige 41
Oc dactinatirios &a prasanta dirstiva slo o Estados-Mambroz.

Feibo @m ..., @M ...

Felo Farlamsmio Eurapeu
O Preideme

Pela Conselha
O Presidenoe

£F

iz mans apSc @ 210 oe aamaz am vigor do prcems Sincdw.
TS

)
(i) # um sia apdz o dam Ss snmada en vigor dy precence

]

fra.
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HOTA JUSTIHCATIVA DO COMSELHO

L MTRODULD

Em 15 da movambro da 2010, a Comizzdo anviou ao Conzslhe uma proposta de dirstva do Conzslho,
bazada no armigo 15.° da Ddretiva 92)119/CEE do Conzalho V). MNa mqudncia do parscar do Swarvigo
Juridice do Comzalho, a base jurbiica darivada & proposta da Comissdo fisd substiida pelo artipo 415,
n.* 2, de TRUE, que impli= o procaso kgilativo ordindrio 7).

O Parlamento Beropau dees parscar am 7 de abril & 2001 (7).

© Comind Econdmico @ Social adooos 0 e parecar am 15 de marge de 2001 ().

Dx zoondo Lo © arigd 2947 do Tretade, o Commalho adotou a sua posigSo em primsin kiur em
15 de dezemibro ds 2011,

IL OEBJETIVDS

O projeco de dingtiva visa ahualkizar a5 atuais mommas em mabira de vacinago conta 2 febre catamal
ovina pravistas ma Diretiva 200075 CE, tomando-z mais faxiveis. A fobroe catzmal ovim § ema dosnga
que afatz oc ruminantes (como 0z bovinos, 05 OViNOS @ 05 CIPrinOs) @ § TAnsmMEtd por A0S vahores
qui propagam o virus da um animal pera owimo. A vacinagdo & o meo prafersncial par o commralo da
fobre cazarmal ovina @ 2 pravamgSo da deengz clinic na UE. © wso de vacinz 4 no emamo, limitado
pelas normas atuaic pravistas na Dirstiva 2000J75/CE, que prevd 0 us0 de vaCinis SOMRND &M 7005
onds 1 Soangz DOMTRL @ Que Soram, poTtanto. sumEts 3 Testrigles doc movimemos de animais. Exas
normas baseiam-se m sxperifncias com 2z chamadas wvacines vivas modificadas. os svacinas wivas
atenuadas:, que &AM a5 (mecas vacinas disponiveis agaando & adoglo da dirstiva hi dar anos. Essas
vacinas podam dar 2o 2 uma cirtulaglo indessidval do wirus da varing em andmaic nio vadnados, nas
Tegilies &M Qua 4 vacima tiver sido utiizada As novas mommas flaxiveis previstas no projeto da dirativ
bamiam-za mo faco de estrem sulmante disponiveis vacinas inatfvadas, gud ambém podem ser
ubdizadas com dxo fora das rona oemeas 3 mestrigles 4 MovimantIc da andmais.

L AMALISE D4 FOSICEO DO CONIHHO

A poeigio do Conselho confirma oz objetivos propoctos pela Comisio & inoorpor 3 quase tobiads
das aleragBes do Parlamenso Europsu am primsira leibsra

Em particular, o Conzaho comunga da posigio do Parlamento Furopeu de que o artigo 43.° n® 1. do
TFUE & 2 base juridic commeta pam etz direfiva. Exte ponto de visia foi confirmado pelo Coraper
[1." Parfe) que. ma seqeéncia do parecar do Serviqo Jurkdco do Conmlhe conta 2 utlizagio da uma
baze paridica derivada para stz proposa. decidss ma sua meenido de 26 de jansiro de 2011 propor ao
Parlamants Bsropau 2 altaragfo da basa juridica palos co-legizladorez, anmdande a que o= sarvigos &a
Comiszlo foram incapazes de to COMpromatsr 3 TEIprasentar rapidaments 3 propoct oM esfa bass
juridsca akerada ("L
A posiglo do Conmiho introdur alteragies 3o pamecer do Parbmeante Europes am primaira kit em
apanas Gois aspebos
1. Enquanso fodos of oulfos requisitos propostos relacionades com 4 comunicaglo das dispocigBes
nacionziz 4 Comisslo s30 mantidos ma posigio do Comsalho, 2 obripagSo wpacifica da ustilizar as
tabslas de cormaspondéncia & seprimida. O Consslho considera que este aspebo exd de acondo ocom a
romcluzic dlangada naz negociagia: horizontaiz ente as InstibsgBes sobra a questSo das mbalas da
roaTesponddncia o toma motz da confimagdo palo mepresantants & Comizdo de que 3 fua [ns-
tibaigdo niv consider que &t requisio especifice @ juztifigus para 2 precents dinetiva

L A owm dksrgio diz rspsitc a0 prame pam A fampazigde &2 diretiva na bgislagio nacionzl

{1 Drmcciva 8111 9ICEE do Conalba, da 17 da decambre de 1991, qus acabel L idriaz peai de hua
conTa carcss dossras asimad, bam como madi e s 3 domaga wesinulesa de sine ()0 L 42 da
1511993, p. 9]

A Dec. 545EL1

1 B7_Ta-PROV[IGL W4T,
{4 MaTI®121 - £ESE 533[11.
1% Doc= B493711 & 547911,
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