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Resumo

Avaliacao da Infeccdo por Morbilivirus em Cetaceos Arrojados na Costa

Portuguesa

O Dolphin morbilivirus (DMV) e o Porpoise morbillivirus (PMV) sdo membros da subfamilia
Paramyxovirinae, familia Paramyxoviridae. Estes virus sdo importantes nos cetaceos uma vez que
em conjunto com outros factores podem afectar a sobrevivéncia destas espécies, havendo registos
de epidemias em animais marinhos desde 1987. Até agora, ndo havia informacdo a este respeito
relativa a animais arrojados na costa portuguesa. Neste trabalho realizou-se um rastreio de
antigéneo viral em amostras recolhidas em cetaceos arrojados disponibilizadas pela Rede Nacional
de Arrojamentos e pelo CRAM-Q — Centro de Reabilitacdo de Animais Marinhos de Quiaios.

Amostras de pulmé&o e cérebro (n=40) foram recolhidas entre 2004 e 2011 de 25 Delphinus delphis,
4 Globicephala sp, 8 Stenella coeruleoalba, 2 Phocoena phocoena e 1 Mesoplodon mirus. Apds
extreccdo de ARN total as amostras foram testadas por rt-PCR convencional. Os primers foram

escolhidos através de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ e amplificam fragmentos

com 550 pb do gene M do DMV. Obtiveram-se trés amostras positivas que foram sequenciadas e a
sua especificidade foi confirmada na base de dados da NCBI

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) e as amostras mostraram partilhar 99% de homologia com

as duas sequéncias disponiveis para o gene M do DMV. Assim, 7,5% dos animais foram positivos a
acido nucleico (dois Stenella coeruleoalba de 2007 e 2011 e um Globicephala melas de 2008).

Para a analise de anticorpos utilizou-se um kit de ELISA para detec¢do de anticorpos anti-esgana de
cdo da Ingezim e analisaram-se 37 amostras. Para substituicdo do anticorpo anti-espécie conjugado
utilizou-se a proteina-A conjugada com a peroxidase devido a afinidade desta proteina para a
fraccdo Fc dos anticorpos. Obtiveram-se 8 amostras seropositivas, representando 21,6% das
amostras. Com este trabalho conclui-se que ha circulacdo de morbilivirus nas populacbes de

odontocetes que arrojam em Portugal.

Palavras-chave: Morbilivirus, cetaceos arrojados, sequenciacao, anticorpos.
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Abstract

Evaluation of Morbilivirus Infection in Cetaceans Stranded Along the

Portuguese Coast

Dolphin morbillivirus (DMV) and porpoise morbillivirus (PMV) are members of the subfamily
Paramyxovirinae, family Paramyxoviridae. These virus can have a major impact in cetacean
populations specially when combined with other stress factors. It was reported in cetaceans for the
first time in 1987 and until now there was no available information about this virus in animals
stranded in the portuguese coast.

In this study a survey was conducted in order to detect viral antigen in samples from stranded
cetaceans that were provided by the portuguese national strandings network and by CRAM-Q —
Rehabilitation Centre for Marine Animals - Quiaios.

Samples of lung and brain (n=40) collected between 2004 and 2011 were tested: 25 Delphinus
delphis, 4 Globicephala sp., 8 Stenella coeruleoalba, 2 Phocoena phocoena and 1 Mesoplodon
mirus.

After total RNA extraction these samples were tested by conventional one-step RT-PCR and the
primers targeting a 550 bp fragment included in the M gene of the DMV/PMV genome were chosen

by the Primer Designing Tool available through http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.

The expected amplicon was detected in the lung samples of two Sc and one Gm, collected in 2007,
2011 and 2008 respectively. After sequencing its specificity was confirmed against the NCBI
nucleotide database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) sharing 99% homology with the two

available sequences of DMV M gene.

In order to detect antibodies anti-DMV an ELISA kit for CDV antibodies (Ingezim) was used and a
total of 37 samples were tested. The kit was adapted and protein-A peroxidase was used istead of
the conjugated serum provided since this protein has afinity to bind to the Fc fraction of mammalian
imunoglobulins. 21,6% (n=37) of the samples were considered to be positive. This study allowed
the confirmation of Morbillivirus circulation among the cetacean populations that strand in

Portugal.

Palavras-chave: Morbillivirus, stranded cetaceans, sequencing, antibodies.

Vii


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Lista de Comunicacdes Cientificas
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1. Introducéao

1.1. Estagio curricular

O presente trabalho foi o resultado de um estagio curricular inserido no Mestrado Integrado
em Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de
Lisboa (FMV-UTL). O estégio teve a duragdo de seis meses e foi realizado entre Janeiro e
Junho de 2011 no Centro de Reabilitacdo de Animais Marinhos de Quiaios e no Laboratério
de Virologia e de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Técnica de Lisboa, sob a orientacdo da Professora Ana Duarte e com co-orientacdo do
Professor Fenando Afonso. Parte do trabalho foi desenvolvido com o apoio do projecto
SAFESEA - Sustentabilidade das Artes de pesca locais e promogéo de um mar seguro para 0s
cetaceos, financiado pelo programa EEA Grants.

No Centro de Reabilitacdo de Animais Marinhos de Quiaios assisti e cooperei em necropsias
realizadas a cetaceos arrojados na costa portuguesa, em especial na zona norte e centro; assisti
e colaborei na reabilitacdo de animais marinhos que foram admitidos no centro neste periodo,
maioria dos quais tartarugas marinhas da espécie Caretta caretta; assisti e realizei
procedimentos medicos ao golfinho comum que se encontra no centro com o objectivo de

monitorizar e assegurar a sua reabilitacao.

O processamento das amostras recolhidas, com o objectivo de avaliar a presenga de Dolphin
Morbillivirus (DMV) em materiais bioldgicos recolhidos e armazenados no banco de tecidos
do Centro de Reabilitacdo de Animais Marinhos de Quiaios foi efectuado no laboratério de
virologia da FMV-UTL, para deteccdo molecular de DMV, no laboratorio de Anatomia
Patoldgica para observagédo de lesbes microscopicas nos tecidos e no Laboratério Nacional de

Investigacdo Veterinaria para detecgdo de anticorpos.

Durante 0s 6 meses que durou ou meu estagio, cooperei na recolha de animais arrojados e nas

necropsias a animais das espécies: Delphinus delphis (golfinho comum), Tursiops truncatus

(roaz), Stenella coeruleoalba (golfinho riscado), Phocoena phocoena (b6to), Balaenoptera

acutorostrata (baleia and), Balaenoptera physalus (baleia comum) e Mesoplodon mirus
1



(baleia de bico). Cooperei ainda nas necropsias de aves marinhas da espécie Morus bassanus
(ganso-patola) e Alca torda (torda-mergulheira) e de tartarugas marinhas das espécies Caretta

caretta (tartaruga-boba) e Dermochelys coriacea (tartaruga-de-couro).

Imagem 1- Exemplos de animais arrojados na nossa costa em cujas necrépsias cooperei:

a - Balaenoptera acuturorostrata (Baleia and); b - Caretta caretta (Tartaruga-boba).

.a‘(b)

No ambito das actividades relacionadas com o centro de reabilitacdo, cooperei na reabilitagdo
de animais das seguintes espécies: Larus spp. (gaivotas), Morus bassanus (gansos-patola),
Halichoerus grypus (foca-cinzenta), Caretta caretta (tartaruga-boba), Delphinus delphis
(golfinho-comum), entre outros. Durante 0s 6 meses do meu estdgio deram entrada no
CRAM-Q 51 animais, 23 dos quais foram libertados apds concluirem o processo de

reabilitacdo, sendo que 5 animais foram eutanasiados e ndo foram reabilitados. Apenas 15



animais morreram durante a reabilitacdo, sendo que nos outros casos a morte ocorreu durante
0 transporte para o centro. Houve ainda um caso de um animal que foi transferido para outro
centro de reabilitagdo. Dos animais referidos, a marioria eram da espécie Caretta caretta
(tartaruga-boba) e gaivotas, de diversas espécies (Larus spp.). As actividades realizadas
incluiram cooperacdo na decisdo de medicacdes e procedimentos veterinarios, recolhas de
sangue e biometrias, interpretacdo de analises complementares e identificacdo de animais pré-
libertacdo pela aplicacdo de microchips, satellite tags, entre outros. Tive ainda o previlégio de
participar em accles de libertacdo de animais que concluiram com sucesso 0 processo de
reabilitacdo, nomeadamente no caso de duas tartarugas marinhas da espécie Caretta caretta
que se encontravam em reabilitacdo no CRAM-Q durante o periodo em que decorreu 0 meu
estagio, cuja rota foi seguida apds libertacdo por satélite por um periodo aproximado de trés
meses.

Participei ainda noutras actividades, como foi o caso de um simulacro de derrame de petroleo
realizado pela Marinha Portuguesa em colaboracdo com outras entidades e no qual foi

incluido um arrojamento vivo de um golfinho (imagem 2).

Imagem 2 - Simulacro da marinha portuguesa de um derrame de petrdleo ao largo da
costa da Figueira da Foz no qual se inclui uma simulacéo de um arrojamento vivo de um

golfinho.




Entre Janeiro e Junho de 2011 participei na recolha de 116 cetaceos que arrojaram em praias
pertencentes a 6 distritos do litoral portugués: Aveiro, Coimbra, Leiria, Lisboa, Porto e Viana
do Castelo. Dos arrojamentos em que colaborei, a maioria (34,5%) registaram-se no distrito
de Coimbra, 23,3% no distrito do Porto e 24,4% em Aveiro.

Apenas 2,6% destes arrojamentos ocorreram no distrito de Lisboa, 5,2% em Viana do Castelo
e 10,3% em Leiria. Destes animais, em pelo menos 53% dos casos a necropsia foi realizada na
totalidade, sendo que nos outros casos a decompsicdo do corpo ndo permitiu a realizacdo de

necropsia completa.

Nas necropsias em que cooperei os animais foram identificados com um codigo que inclui a
espécie e 0 ano em que arrojaram e é-lhes atribuida uma ficha de necrdpsia na qual se
registam as biometrias do animal, o sexo, a espécie (sempre que é possivel determinar por
observacao directa), o local onde arrojou e as coordenadas, o tipo de terreno envolvente e as
condicdes em que foi encontrado (Anexo 1). Sdo registadas quaisquer marcas externas
(pigmentacdo, cicatrizes, marcas de rede ou cabos, cortes, predagdo, abrasdes ou laceragoes,
lesBes tipo tattoo) e os olhos, boca e orificios genital e anal sdo observados para deteccao de
descargas purulentas ou sanguinolentas e lesdes tipo couve-flor ou Ulceras que, caso existam,
sdo recolhidas. No decorrer da necrdpsia sdo recolhidos materiais para histologia, virologia,
genética, toxicologia e qualquer outro material que se considere necessario segundo uma ficha

de recolha de material (Anexo II).

Das necrépsias a que assisti no periodo do meu estagio 73% foram de Golfinhos Comuns
(Delphinus delphis) sendo esta a espécie que arroja na nossa costa com maior frequéncia. As
outras necropsias foram de B6tos (Phocoena phocoena) (13%), de Golfinhos Riscados
(Stenella coeruleoalba) (3%) e apenas 2 animais da espécie Balaenoptera Acutororostrata
(Baleia and).

Para além do periodo em que decorreu oficialmente o meu estagio curricular, assisto e
colaboro com a Sociedade Portuguesa de Vida Selvagem e com o Centro de Reabilitacdo de
Animais Marinhos de Quiaios desde 2010, tendo jA acompanhado necrOpsias em outras
espécies animais, como Baleias Comuns e Baleias de Bico de True. Alem disso, colaborei em
respostas a alertas de arrojamentos vivos, tendo colaborado na recolha e eutanasia de alguns
animais que ndo tinham condigOes para passarem pelo processo de reabilitacdo, como foi 0
caso de uma cria de Baleia de Bico em 2010.



As necropsias realizadas permitem a determinacdo de uma série de parametros importantes
para a caracterizacdo da populagdo de animais arrojados na nossa costa. A determinagdo da
idade é feita pela observacdo microscopica dos dentes quando estes existem (odontocetes):
sdo recolhidos 5 dentes da zona central da mandibula inferior esquerda e séo colocados num
recipiente com tampa com alcool a 70°. S&o recolhidos outros 5 dentes da mesma zona que
sdo colocados em sacos hermeticamente fechados e congelados a -20°C. Sdo recolhidas
amostras de pele, blubber e masculo da regido dorsal, logo abaixo da barbatana dorsal que sdo
congeladas a -20°C. A pele ¢ recolhida para frascos com tampa e colocada em alcool para
andlises genéticas. Os 0rgdos internos séo recolhidos e congelados a -20°C e conservados em
formol a 10%. Sempre que se observam parasitas na necrépsia estes sdo recolhidos para
identificacdo e andlises toxicoldgicas respectivamente em alcool e congelados. Os materiais
para virologia sdo recolhidos e conservados em RNA later (Qiagen®) e congelados a -20° até

serem utilizados.



1.2. Cetaceos na costa portuguesa

A informacdo sobre os cetdceos que ocorrem nas &guas Portuguesas é limitada, sendo
maioritariamente classificados como insuficientemente conhecidos (Cabral, et al., 2006). Em
Portugal continental estdo identificadas pelo menos 19 espécies de mamiferos marinhos,
sendo os cetaceos odontocetes os mais frequentes (Teixeira, 1979) e que constituem a
totalidade dos animais analisados neste trabalho. A sua distribui¢cdo e ocorréncia é quase
exclusivamente baseada em dados de arrojamentos existindo um registo sistematico dos
arrojamentos de mamiferos marinhos, desde 1977, efectuado por entidades oficiais e
particulares que depois canalizam os dados para o Instituto da Conservacdo da Natureza
(Sequeira, Inécio, & Reiner, 1992).

No decreto lei 263/81 de 3 de Setembro é referida a importancia dos mamiferos marinhos no
ecossistema marinho e na manutencdo das cadeias alimentares e é sublinhada a necessidade
de adoptar medidas de proteccdo devido ao decréscimo das populacdes de algumas espécies.
Este decreto proibe a captura intencional e transporte destes animais. A transposicdo da
directiva Habitats para a legislacdo portuguesa também prevé a protec¢do de cetaceos em
aguas portuguesas (decreto lei 140/99 de 24 de Abril com a redaccdo dada pelo decreto lei
49/2005 de 24 de Fevereiro).

As populacdo de cetaceos que habitam as aguas portuguesas sofrem grandes pressdes por
parte das actividades do Homem, a semelhanca do que acontece em outros paises. As capturas
acidentais em artes de pesca, a poluicdo e a degradacdo generalizada dos seus habitats bem
como a exploracdo directa de determinadas espécies ameacam as populacdes de cetaceos
(Reeves, Smith, Crespo, & Nortobartolo di Sciara, 2003).

Para além de factores extrinsecos ha factores intrinsecos que afectam estas espécies como
taxas de reproducdo baixas, estruturas sociais complexas, entre outros, que 0s tornam mais
vulneraveis &s actividades humanas (Simmonds, 1994).

Se tivermos este quadro em consideragdo podemos compreender que doencgas infecciosas
associadas a altas taxas de mortalidade, como os morbilivirus, podem ter efeitos devastadores
nestas populacfes pelo que o seu estudo adquire um papel de relevo na proteccdo destes

animais.



O conhecimento acerca das espécies marinhas ndo é tdo vasto como 0 nosso conhecimento
das espécies terrestres; Em alguns casos resulta apenas de dados de arrojamento (Reid, Evans,
& Northridge, 2003).

Segundo os dados preliminares divulgados na newsletter do projecto Safesea (2010) acerca de
arrojamentos em Portugal, entre os anos 2000 e 2009 registaram-se 744 arrojamentos de 13
espécies de cetdceos. Destes, a maioria pertence & ordem Odontocetes, sendo a espécie mais
frequente o golfinho-comum com 62,1% dos arrojamentos, seguido do béto com 12,6%. O
golfinho-riscado representa apenas cerca de 3,9% dos arrojamentos. As baleias-piloto e as
baleias-de-bico tém percentagens de arrojamento inferiores sendo que as baleias-de-bico
(ordem mesoplodon) séo consideradas ocasionais nas aguas continentais portuguesas.

Para compreender o possivel impacto que doencas infecciosas ou outras pressdes de selec¢do

possam ter nestes animais € importante conhecer a sua ecologia e distribuicao.

1.2.1. Stenella coeruleoalba (Meyen, 1833) (Golfinho-riscado).

Imagem 3 - llustragdo representativa de golfinhos riscados (Stenella coeruleoalba) (retirado de
http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/WaleEDS/).

Os Golfinhos-riscados (imagem 1) encontram-se em aguas temperadas, subtropicais e
tropicais com uma distribuicdo cosmopolita (imagem 2). Sdo maioritariamente pelagicos

viajando em grandes grupos de vérias centenas e até milhares de individuos (Reyes, 1991).


http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/WaleEDS/

No NE-Atlantico sdo geralmente encontrados em aguas profundas a mais de 1000 metros de
profundidade) para l& da plataforma continental (Perrin, Wilson, & Archer, 1994).

Em termos morfométricos o esqueleto dos golfinhos-riscados sofre apenas variagdes ligeiras e
praticamente nenhuma alteracdo de cOr ou padrdo entre as varias localizacbes geograficas. Ha
no entanto alteracGes significativas no tamanho corporal entre populacbes do Atlantico Norte,
do Mediterraneo Noroeste e do Mediterrdneo Sudoeste (Rice, 1998). Analises ao ADN
mitocondrial sugerem que as populacdes do Atlantico nordeste (NE-Atlantico) e do
Mediterraneo sdo distintas (Garcia-Martinez, Moya, Raga, & Latorre, 1999). Também Bourret
em 2007 sugere que existem diferenciac6es significativas entre popula¢fes do Mediterraneo e
do Atlantico com base em cinco microssatélites.

No Mediterraneo Oeste e Central esta é a espécie de cetdceos mais frequente (Perrin, Wilson,
& Archer, 1994 e Reyes, 1991). Apds o surto de DMV dos anos noventa a populacdo
estimada nesta zona era de 225000 individuos e na zona da Baia de Biscaia a populacdo
estimada em 1993 era de 74000 individuos (Goujon, 1996).

Imagem 4 - Mapa da distribui¢cdo mundial da espécie Stenella coeruleoalba (retirado de

http://www.cms.int/reports/small cetaceans/).



http://www.cms.int/reports/small_cetaceans/

1.2.2. Delphinus delphis (Linnaeus, 1758) (Golfinho comum).

Imagem 5 - llustracgéo representativa de um golfinho comum (Delphinus delphis) (retirado de
http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/WaleEDS/).

No que diz respeito aos golfinhos comuns (imagem 3) estes tém uma distribuicdo vasta mas
descontinuada em &guas tropicais e temperadas do Atlantico, Pacifico e Indico (imagem 4).

A sua distribuicdo total € incerta devido ao facto de a sua classificacdo taxondmica ter sido
alvo de bastante controvérsia durante muitos anos.

A variedade de fendétipos das espécies do género Delphinus levou a que ao longo dos anos
mais de 20 especies fossem propostas (Carwardine, 1995). Hoje, considera-se que este genero
tem pelo menos duas espécies: o golfinho-comum de bico curto que tem uma distribuigo
maioritariamente offshore (D. delphis) e o golfinho-comum de bico comprido (D. capensis)
que habita maioritariamente 4guas costeiras.

O golfinho-comum é geralmente encontrado onde as temperaturas da agua a superficie estéo
entre 10 ¢ 20°C.


http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/WaleEDS/

Imagem 6 - Mapa da distribuicdo mundial da espécie Delphinus delphis (retirado de

http://www.cms.int/reports/small cetaceans/).

1.2.3. Phocoena phocoena (Linnaeus, 1758) (B6to).

Imagem 7 - llustragdo representativa de um béto (Phocoena phocoena) (retirado de
http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/\WaleEDS/).

Os bobtos (imagem 5) sdo encontrados em aguas de climas temperados frios e subpolares do
hemisfério norte (Jefferson, Leatherwood, & Webber, 1993).

Segundo um estudo realizado por Rosel, Tiedemann, e Walton (1999) que examinou ADN
mitocondrial de b6tos em varias areas do Atlantico estes animais parecem nao se movimentar
muito ao longo do Atlantico. Os bdétos estdo limitados a aguas costeiras da plataforma

continental com temperaturas médias geralmente superiores a 17°C (imagem 6). Encontram-
10


http://www.cms.int/reports/small_cetaceans/
http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/WaleEDS/

se normalmente em grupos pequenos de menos de oito animais mas podem agrupar-se em
grupos de 50 ou de algumas centenas de animais para migracdes ou para se alimentarem
(Jefferson, Leatherwood, & Webber, 1993). Esta espécie ndo € geralmente encontrada em

associacdo com outros cetaceos.

Imagem 8 - Mapa da distribuicdo mundial da espécie Phocoena phocoena (retirado de

http://www.cms.int/reports/small cetaceans/).

e el

1.2.4. Globicephala melas e macrorhynchus (Traill, 1809) - Globicephala sp. (Baleia
piloto).

Imagem 9 - llustracéo representativa de baleias piloto (Globicephala melas) (retirado de
http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/\WaleEDS/).

11
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As baleias-piloto (imagem 7) sdo dos maiores membros da familia Delphinidae.

As Globicephala melas habitam &guas temperadas frias do Atlantico Norte e Sul em duas
populacbes que se incluem em duas subespécies: G. melas melas no Atlantico Norte e G.
melas edwardii no hemisfério Sul (imagem 8).

Esta espécie é nomada e pode ser encontrada tanto em aguas costeiras como em ambiente
pelagico. Movimentam-se em grupos de 20 a 90 animais e podem agregar-se a outras espécies
com frequéncia, como por exemplo a roazes, golfinhos-comuns e golfinhos-riscados.

No mar, é dificil distinguir a baleia-piloto de barbatanas longas (G. melas) das de barbatanas

curtas também conhecida como baleia-piloto tropical (G. macrorynchus).

Imagem 10 - Mapa da distribuicdo mundial da espécie Globicephala melas (a) e Globicephala
macrorynchus (b), respectivamente (retirado de http://www.cms.int/reports/small_cetaceans/).

(b)
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1.2.5. Mesoplodon mirus (True, 1913) (Baleia-de-bico).

Imagem 11 - llustracdo representativa de uma baleia de bico de True (Mesoplodon mirus)
(retirado de http://www.iim.fh-koeln.de/webterm/deuterm/WaleEDS/).

Pertencente ao genero Ziphius, a baleia-de-bico de True (imagem 9) distribui-se no Atlantico
Norte e Sul e no Sul do Oceano indico (imagem 10). O conhecimento acerca desta espécie €
escasso e provém na sua maioria da anélise dos arrojamentos. E provavelmente uma espécie
pelagica mas pode ser encontrada em aguas costeiras (Houston, 1990). O facto de serem
animais pelagicos pode ser o motivo pelo qual ha tdo poucos avistamentos e arrojamentos

desta espécie.

Imagem 12 - Mapa da distribuicdo mundial da espécie Mesoplodon mirus (retirado de
http://www.cms.int/reports/small_cetaceans/).

N
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1.3. Morbilivirus

1.3.1 Caracterizagao

O género morbilivirus pertence a familia Paramyxoviridae, pertencente a ordem
Mononegavirales. A familia Paramyxoviridae divide-se em duas subfamilias: Pneumovirinae
e Paramyxovirinaee, estando os morbilivirus incluidos nesta dltima. Ha ainda mais quatro
géneros que se inserem nesta subfamilia: Respirovirus, Rubulavirus, Henipavirus e
Avulavirus.

Os morbilivirus causam doenga severa a diversas espécies animais (tabela 1).

Tabela 1- Espécies susceptiveisde aos morbilivirus e doenga causada (Adaptado de Fenner

Veterinary Virology).

Paramyxovirinae/Morbillivirus

Peste dos Ruminantes | Gado, ruminantes selvagens Doenca generalizada severa.
(RPV)
Peste dos Pequenos | Ovelhas e cabras Doenca generalizada severa.

Ruminantes (PPRV)

Esgana (CDV) Caes e membros das familias | Doenca  generalizada  severa  com

Procyonidae, Mustelidae e Felidae | alteracdes do sistema nervoso central.

Virus da esgana das focas | Focas e ledes marinhos Doenca  generalizada  severa com
(PDV) sintomatologia respiratoria.

Morbilivirus dos Cetaceos | Golfinhos e botos Doengca  generalizada severa com
(CeMV) sintomatologia respiratoria

Morbilivirus bovino (MV- | Gado Mal caracterizado.

K1)

Sarampo (MV) Humanos Doenca  generalizada  severa com

sintomatologia respiratéria e do sistema

nervoso central.
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Os virides dos morbilivirus sdo pleomdrficos geralmente esféricos com cerca da 150 nm de
didmetro com um involucro lipidico composto por 2 glicoproteinas (H e F) posicionadas no
exterior, que regulam a entrada e saida do virido das células hospedeiras, e proteinas ndo
glicosiladas no interior ( imagem 11). Estas glicoproteinas (H e F) tém entre 9 e 15 nm de
comprimento e estdo espassadas entre si de 7 a 10 nm (Knipe & Howley, 2001).

Dentro do invélucro encontra-se a nucleocépside helicoidal formada pelas as proteinas N, P e
L que iniciam a replicag&o viral intracelular . O genoma dos Paramixovirus é constituido por

ARN de cadeia simples com sentido negativo cuja replicacdo ocorre no citoplasma.

Imagem 13 - Representacdo esquematica de um virido de morbilivirus (Adaptado de Fenner
Veterinary Virology).

. Proteina de matriz (M)
Hemaglutinina (H)

Proteina de fusdo (F)

)
-

=L Nucleoproteina (N)

O virido liga-se aos receptores da membrana citoplasmatica da célula alvo utilizando para isso
as glicoproteinas de superficie e depois da-se a fusao deste com a célula alvo.

A proteina F € a responsavel por mediar a ligacdo entre a membrana citoplasmatica e a
capside viral, permitindo a entrada das proteinas internas e da nucleocapside do virus para o
citoplasma.

A sintese viral compreende a formacdo de proteinas estruturais e nao estruturais a partir dos

processos de transcricdo e traducdo (tabela 2). Nos morbilivirus este processo ocorre no
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citoplasma. O ARN viral ¢ transcrito em mARN’s pelo complexo de transcriptase viral e as
proteinas virais sdo produzidas por unidades de traducéo celular.

Finalmente, a sequéncia é replicada inteiramente. Este ARN é entdo encapsidado por
nucleoproteinas recém-sintetizadas e ha a formacéo de virides completos por um processo de

“budding” da membrana celular e estes virides recém formados infectam novas células.

A glicoproteina H (hemaglutinina) dos morbilivirus funciona como uma proteina de ligacéo,
sem actividade neuraminidase. A outra glicoproteina de superficie, F ou de fusdo, €
sintetizada como um precursor inactivo que tem de ser clivado pelas proteases da célula
hospedeira para promover a fusdo do virido com a membrana citoplasmatica, o que permite a
entrada da nucleocapside no citoplasma. A proteina F é entdo também expressa ha membrana
citoplasmatica das células infectadas provocando a fusdo com células vizinhas, levando ao
aparecimento de células gigantes multinucleadas (células sinciciais), observadas em cortes

histologicos de tecidos de animais infectados com o virus.

A proteina N tem dois dominios: o N-terminal e o C-terminal. No extremo 3’ ha um grupo
amina (NH2) livre que constitui aproximadamente 80% da proteina (N-terminal), que €
considerada uma regido bem conservada. Pelo contrdrio, o extremo 5’ que tem um grupo
carboxilo livre (C-terminal) ndo é conservado sendo considerado uma regido hipervariavel.

Os mARN do gene P sdo traduzidos em duas proteinas ndo estruturais (V e C). A proteina P é
a Unica das trés que é estrutural e essencial para a sintese de ARN viral (Curran, Marg, &
Kolakofsky, 1992 e Knipe & Howley, 2001).

O gene V é expresso por todos os morbilivirus e localiza-se no interior do gene P. As
proteinas acessorias V e C tém um papel na regulacdo da sintese de ARN viral e no combate
as defesas do hospedeiro a infeccéo viral.

A proteina M € considerada critica na morfogénese viral interagindo com o involucro lipidico
e com as glicoproteinas de superficie H e F (Knipe & Howley, 2001).

A proteina L (large) é a menos abundante pois é a Ultima a ser transcrita uma vez que se
localiza na terminacio 5> do genoma. E considerada uma proteina estrutural pois em conjunto
com a P e N formam o complexo ribonucleoproteico. E uma proteina muito grande, com cerca

de 2200 aminoacidos (imagem 12).
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Imagem 14 - Representa¢dao esquemadtica do virido dos morbilivirus com as glicoproteinas que o

constituem e do seu genoma (adaptado de http://viralzone.expasy.org). A Transcri¢io viral ocorre

num gradiente, devido a actividade da RNA polimerase que transcreve os genes localizados no

extremo 3’do genoma em maiores quantidades do que os genes localizados no extremo 5’.

leader .aNA
—
5 . /. Z Z 7
E [-) cadeia RNA gendmico

>— N P HENMH F H W H L ===
leader : IH Trailer
Tabela 2- Glicoproteinas que constituem os morbilivirus e suas funcgoes.

Proteina viral Funcéo

H Hemaglutinina: Proteina de ligag8o, indugdo de imunidade.

LeP/CIV Transcriptase: transcricdo do ARN genomico.

N Nucleoproteina: protec¢do do ARN genémico.

F Proteina de fusdo: fusdo celular, penetragdo viral, infeccdo de células vizinhas, inducéo

de imunidade.
M Proteina de matriz: estabilidade viral.

1.3.2. Epidemiologia

Até 1987 pensava-se que o virus da esgana (CDV) infectava naturalmente apenas as familias
Canidae, Ursidae, Mustelidae, Viverridae e um membro da ordem Artiodactyla (Barrett,
Pastoret, & Taylor, 2006). No inicio dos anos 90 o CDV foi também isolado nos Felidae e
Hyaenidae (Haas, Subbarao, Harder, Liess, & Barrett, 1991) aumentando a gama de

hospedeiros conhecida.
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A primeira evidéncia de que um virus semelhante ao virus da esgana do cdo (CDV) seria
responsavel por mortalidade elevada em mamiferos marinhos observou-se em 1988 em focas
comuns de populacbes do Mar do Norte e Mar Baltico, nas quais foram detectados anticorpos
anti-CDV enquanto se encontravam num centro de reabilitacdo e pesquisa em Pieterburen
(Holanda). O virus detectado foi denominado Phocid distemper virus-1 (PDV-1) apos se
demonstrar que era distinto do CDV apesar de se relacionar antigenicamente com este
(Visser, et al., 1990).

Estudos efectuados em animais da espécie Phoca sibirica (foca-do-Baikal) mortos no lago
Baikal no ano de 1987 associaram estas mortes a um morbilivirus semelhante ao CDV
(Osterhaus, et al., 1989). Neste estudo por Osterhaus o virus encontrado foi denominado de
Phocid distemper virus-2 (PDV-2) que era antigenicamente mais proximo do CDV do que o
PDV-1.

Ja em 1955 mortalidades elevadas entre membros da espécie Lobodon carcinophagus (foca-
caranguejeira) na Antartica devidas a um surto de pneumonia infecciosa foram relacionadas
com o virus da esgana através de dados seroldgicos retrospectivos, sugerindo a possibilidade
da introducdo do virus nesta espécie através de cédes de treno da zona (Bengston, Boveng,

Have, Heide-Jorgensen, & Harkonen, 1991).

A mortalidade em animais infectados varia muito entre espécies sendo que os furdes tém uma
taxa de mortalidade de aproximadamente 100% enquanto cdes domésticos tém uma taxa de
mortalidade de cerca de 50-60%.

A existéncia de reservatorios para os morbilivirus marinhos ndo esté esclarecida mas as focas
cinzentas (Halichoerus grypus) tém sido apontadas como possiveis reservatorios. Estas
teorias surgem do facto de esta espécie se apresentar frequentemente como portadora do virus
sem no entanto ser significativamente afectada por este. O facto de estes animais terem
padrdes migracionais longos, cruzando-se no seu trajecto com populagdes mais sedentéarias de
focas comuns (Phoca vitulina) pode ter um papel fundamental na propagacéo do virus e no
seu contacto com popula¢Ges ndo imunes ou previamente expostas (Harkonen, et al., 2006 e
Barrett, Blixenkrone-Moller, Di Guardo, Dorring, & Duignan, 1995).

Num estudo efectuado por Duignan em 1997 em animais de vida livre as focas cinzentas
tinham titulos de Ac significativamente mais altos do que as focas comuns o que parece estar

em concordancia com os estudos que sugerem uma maior imunidade nesta espécie.

Em cetaceos, as primeiras indicacdes da existéncia de infecgdes por morbilivirus resultaram

da deteccdo de antigenio em oOrgdos de b6to (Phocoena phocoena) que arrojaram nas costas
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da Irlanda durante o surto de PDV-1 de 1988. Este agente foi denominado Porpoise
morbillivirus (PMV) (Kennedy, Smyth, McCullough, Allan, & McQuaid, 1988 e
McCullough, et al., 1991).

Também nos anos de 1987-1988 se verificou um aumento de mortalidade superior em cerca
de dez vezes o normal em roazes (Tursiops truncatus) na costa dos Estados Unidos, de New
Jersey a Florida, associada a infeccdo por morbillivirus — Dolphin Morbillivirus (DMV)
(Lipscomb, Schulman, Moffett, & Kennedy, 1994).

Em 1990 foi detectada infeccdo por DMV em golfinhos riscados no Mediterraneo (Van
Bressem, Visser, Van de Bildt, Teppema, Raga, & Osterhaus, 1991). Detectados primeiro na
costa espanhola, centenas de golfinhos morreram de uma doenca caracterizada por pneumonia
e encefalite (Domingo, et al., 1992). Posteriormente, estas mortes foram também detectadas
nas costas de Franca, Italia e Marrocos (Aguilar, 1990).

Outros surtos de morbilivirus em cetaceos foram entretanto detectados noutras partes do
mundo: nos anos de 1993-94 no Golfo do México, mortes em roazes foram atribuidas a uma
epidemia de morbilivirus (Lipscomb, et al., 1996); ainda em 1994, na margem norte do Mar
Negro, golfinhos comuns (Delphinus delphis ponticus) arrojaram em maior nimero do que
nos anos anteriores e este aumento de mortalidade foi atribuido a surto de morbilivirus por
Birkun et al em 1999.

Actualmente sdo reconhecidos trés morbilivirus que afectam os mamiferos marinhos: CeMV
(cetacean morbillivirus), que rene o PMV e 0 DMV sob a mesma denominacdo, que afecta
golfinhos e boétos (Barrett, Visser, Mamaev, Goatley, Van Bressem, & Osterhaus, 1993); o
PDV que afecta pinipedes e 0 CDV que afecta pinipedes e ursos polares (Garner, Evermann,
Saliki, Follmann, & McKeirnan, 2000 e Follmann, Garner, Evermann, & McKeirnan, 1996).
Os trés estdo genetica e antigenicamente relacionados havendo reacgdes cruzadas entre eles.
Apesar do impacto dos morbilivirus nos mamiferos marinhos a ecologia do virus ainda néo é
inteiramente conhecida e a existéncia de vectores e reservatorios tem de ser mais estudada.

A transmissdo horizontal é a mais frequente, especialmente se tivermos em consideracédo o
comportamento social dos mamiferos marinhos, que vivem em grupo e que contactam
socialmente entre si e com outras especies. Apesar de ndo haver estudos suficientes para
determinar o grau de transmissdo vertical ja se detectaram anticorpos anti-CDV de origem

materna em crias de foca cinzenta (Carter, Hughes, Taylor, & Bell, 1992).

Em estudos efectuados por Kondratov e colaboradores em 2003 na fauna do lago Baikal na

Sibéria, detectou-se um morbilivirus em gastropodes das especies Baicalia carinata e
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Lymnaea auricularia. Apés deteccdo por RT-PCR e sequenciacdo do gene P demonstrou-se
que este virus € semelhante ao CDV e teorizou-se a possibilidade de estes gastropodes
actuarem como reservatorios de morbilivirus para os animais marinhos dessa area.

Alguns autores sugerem que as baleias piloto (Globicephala spp.), por se encontrarem em
practicamente todos 0s oceanos e por terem rotas migratérias muito vastas movendo-se em
grandes grupos e contactando com muitas outras espécies de cetaceos possam servir de fonte
enzoodtica para os CeMV (Taubenberger, et al., 2000 e Barrett, Pastoret, & Taylor, 2006).
Entre os anos de 1982 e 1993 houve varios episodios de arrojamentos em massa de baleias
piloto no Atlantico Oeste dos quais mais de 90% foram positivas para anticorpos anti-CeMV
(Duignan et al 1995 e Barrett et al 1995a). Dados de PCR relativos aos genes P e N dos
morbilivirus sugerem que o virus detectado em baleias-piloto seja uma outra variante do
CeMV (Taubenberger, et al., 2000).

Todos os membros deste género (morbilivirus) requerem populacbes numerosas para que
possam ser mantidos endemicamente (Black, 1991) e geralmente a transmissdo ocorre por
contacto directo entre animais infectados e animais que nunca foram expostos ao virus
(Barrett, 1999 e Knipe & Howley, 2001).

Foi sugerido por Van Bressem em 1999 que a interac¢do sinergética entre a pressao exercida
pelas artes de pesca e pelos surtos de morbilivirus em mamiferos marinhos pode reduzir
significativamente o nimero de individuos de algumas populagdes, aumentando assim o risco
de extincdo de algumas espécies.

Outras influéncias ambientais agravam este quadro uma vez que altos niveis de
organoclorados em mamiferos marinhos estdo associados a reducdo da resisténcia imunitaria
podendo contribuir para o agravamento de surtos de morbilivirus (Aguilar & Borrel, 1995).
As populagBes de cetaceos sofrem altas mortalidades em capturas acidentais e s&o
bioacumuladores, apresentando niveis altos de contaminantes (Aguilar & Borrel, 1995),
(Silvani, Gazo, & Aguilar, 1999) o que as colocando numa posi¢do de alto risco para a

infeccdo com morbilivirus.

Estudos serologicos em 2001, mostraram uma diminui¢cdo da prevaléncia de Golfinhos-
riscados seropositivos a CeMV no Mediterraneo depois da epidemia do inicio dos anos
noventa (Van Bressem) o que sugeria que este virus ndo estaria endémico nesta populacao.
No mesmo estudo por Van Bressem et al (2001) os dados sugerem que as populagdes de botos
e de golfinhos-comuns do Atlantico Nordeste e do Mar do Norte estariam a perder imunidade

ao CeMV colocando-os em risco no caso de reintroducao viral.
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De facto, depois do surto dos anos noventa no Mediterraneo, a imunidade das populac6es de
riscados baixou permitindo nova reintroducdo viral que se verificou em 2007 quando, s6 na
costa espanhola, arrojaram mais de cem golfinhos riscados. Por RT-PCR e sequenciacdo do
gene N concluiu-se que este virus era muito semelhante ao virus da epidemia de 1990 (Raga
2008). Neste momento surgem novas informacfes que sugerem gque um novo surto esteja a
ocorrer (2011) uma vez que ha relatos de golfinhos-riscados arrojados na zona de Valéncia
(Espanha) que sdo positivos a CeMV. Os eventos mais importantes na historia dos

morbilivirus referidos no texto estdo representados num mapa mundial na imagem 13.

Imagem 15 - Mapa mundial com identificagdo dos eventos mais importantes na histéria dos

morbilivirus que afectam animais marinhos: Lago Baikal, Mar do Norte, Mar Baltico, Irlanda, Costa

este dos EUA, Golfo do México, Mediterraneo e Mar Negro.
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Os isolados de DMV e PMV dos surtos da década de 90 foram inicialmente caracterizados
contra um painel de anticorpos monoclonais para o0 CDV e PDV e mais tarde em ELISAs e
imunofluorescéncia indirecta para demonstrar que eram semelhantes mas distintos do PDV e
do CDV (Barrett, Visser, Mamaev, Goatley, Van Bressem, & Osterhaus, 1993),
(McCullough, et al., 1991). Mais tarde, analises filogenéticas colocam o DMV e PMV mais
préximo dos morbilivirus terrestres como o RPV, PPRV e MV do que do CDV e PDV (Bolt
& Blixenkrone-Moller, 1994) (imagem 13).
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Em 2000, Jauniaux et al confirmou pela primeira vez a presenca de morbilivirus em baleia-
comum (Balenoptera physalus) arrojadas em 1997, confirmando molecular e

patogenicamente a infec¢do por morbilivirus em misticetes.

Imagem 16 - Arvore filogenética baseada na andlise de sequéncias de regides altamente

conservadas do gene P dos diferentes morbilivirus. (Retirado de Grant 2008).
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1.3.3 Patogénese

Os morbilivirus sdo transmitidos por aerossol e estudos realizados por varios autores indicam
que se estabelecem inicialmente no aparelho respiratorio (Knipe & Howley, 2001 e von
Messling, Milosevic, & Cattaneo, 2004).

Estudos recentes utilizando um virus recombinante de uma estirpe virulenta de CDV marcado
com uma proteina (proteina verde fluorescente) que permite detectar e seguir a progressdo do
virus em furbes infectados levaram ao desenvolvimento de uma teoria diferente (von
Messling, Milosevic, & Cattaneo, 2004). Neste estudo, demonstrou-se que o CDV se
estabelece primeiro no tecido linfatico da cavidade oral onde se replica de forma eficiente. O
virus segue depois para os linfonodos locais onde continua a ocorrer a amplificagcdo que
resulta em linfocitos infectados que transportam o virus a varios 0rgaos. Ao ser transportado
pelos linfécitos circulantes ocorre virémia e o virus infecta mondcitos circulantes (von

Messling, Milosevic, & Cattaneo, 2004 e Yanagi, Takeda, & Ohno, 2006).
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A infeccdo do aparelho respiratdrio foi descrita apenas mais tarde na infeccdo, juntamente
com a infeccdo da pele, conjunctiva, aparelho gastrointestinal, figado, rim e mucosa genital
(Sakaguchi, Yoshikawa, Yamanouchi, Takeda, & Sato, 1986; Hall, Kovatch, Herman, & Fox,
1971; Paterson & Lamb, 1990 e Kobune, et al., 1996).

Em infecgBes severas, a arquitectura do baco e linfonodos pode estar parcialmente destruida
assim como nas placas de Peyer e tonsilas, indicando que a imunidade das mucosas (IgA)
pode estar comprometida (von Messling, Milosevic, & Cattaneo, 2004).

A infeccdo por morbilivirus deixa 0s animais mais susceptiveis a agentes patogénicos
oportunistas (Heany, Barrett, & Cosby, 2002). Em cetaceos, sinais de imunosupressao foram
descritos a semelhanca do que ocorre na patogénese classica dos morbilivirus.

A excrecdo viral em animais infectados com CDV pode durar até 60-90 dias e os sinais
clinicos sdo os tipicamente encontrados em infec¢bes por outros morbilivirus: dispneia,
anorexia, diarreia, descargas oculares mucopurulentas, encefalite e letargia (Deem, Spelman,
Yates, & Montali, 2000).

As glicoproteinas de superficie (H e F) vdo desencandear a formacdo de anticorpos
neutralizantes no organismo, enquanto 0s anticorpos ndo neutralizantes sdo geralmente
produzidos contra as restantes proteinas virais que se encontram dentro da capside viral,
especialmente contra a proteina N (Santibanez, et al., 2005).

Num estudo por Graves em 1984, em infeccdo natural em humanos os anticorpos anti proteina
H sdo os segundos mais abundantes, sendo os anticorpos anti-proteina N 0s que surgem em

maior nimero.

1.3.4 Patologia, sinais clinicos e diagnostico

Inicialmente a replicag&o viral ocorre no tecido linféide das tonsilas, linfonodos e bago, o que
coincide com virémia, piréxia e leucopénia severa (Harder, Willhaus, Frey, & Liess, 1990).

O virus continua a replicar-se no tecido linfoide disseminando-se associado a linfécitos e
macrofagos até a pele e mucosas, sistema nervoso central, sistemas respiratorio,

gastrointestinal e urogenital podendo acompanhar-se de periodos febris. Infeccbes bacterianas
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secundarias resultam geralmente em broncopneumonias supurativas e as cargas parasitarias
séo elevadas.

Pode ainda haver gengivite e estomatite ulcerativa em animais infectados. Infec¢des flngicas
por Aspergillus fumigatus (Domingo, et al., 1992) ou por toxoplasma (Inskeep, Gardiner,
Harris, Dubey, & Goldaton, 1990) podem agravar a situacdo resultando em encefalites
hemorragicas necrosantes.

Os morbilivirus, especialmente o CDV podem infectar muitas espécies sem causarem
necessariamente doenca clinica (Kennedy-Stoskopf, Stoskopf, Eckhaus, & Strandberg, 1999).
Em cetaceos na Natureza ndo se observam geralmente sinais clinicos uma vez que estes
animais tém pouco contacto com o Homem. Fraca condigéo corporal e grande quantidade de
ectoparasitas, comportamento anormal e dispneia podem ser observados (Aguilar & Raga,
1993 e Calzada & Aguiar, 1995). Em baleias-piloto arrojadas com doenca clinica os sinais
observados foram anorexia e leucopenia (Duignan, et al., 1995b).

Em golfinhos-comuns do Mar Negro os sinais incluiram letargia e incoordenagdo com 0s
animais a flutuarem até & costa e aumento das frequéncias cardiaca e respiratdria (Birkun,

Kuiken, & Krivokhizhin, 1999). Estes animais apresentavam também leucopénia.

Nas necrépsias, 0s achados mais frequentes em cetaceos e pinipedes sdo broncopneumonia e
alveolite e os pulmdes apresentam-se edematosos com areas de enfisema e consolidacao.
Histologicamente observa-se pneumonia broncointersticial com congestdo, edema, exsudado
serofibrinoso nos alvéolos, proliferacdo de pneumdcitos tipo Il e células sinciciais. Os
sincicios e inclusdes intracitoplasmaticas e/ou intranucleares acidofilas sdo mais frequentes
em cetaceos do que em pinipedes.

O SNC, mais frequentemente o cerebelo, também pode estar afectado, podendo observar-se
necrose neuronal, gliose, cuffing perivascular, desmielinizacdo com astrocitose e sincicios.
Em infecgdes agudas a depleccéo linfoide é muito marcada.

Na epidemia de 1990 no Mediteraneo, observaram-se dois padrdes de infec¢do: o primeiro foi
sistémico, com infeccdo multiorganica com danos priméarios no pulmao, tecido linfoide e
sistema nervoso central e o segundo consistiu em lesdes localizadas no sistema nervoso
central, sem lesdes ou antigénio viral presente em tecidos extraneurais (Domingo, Vilafranca,
Visa, Prats, Trudgett, & Visser, 1995). Em fases iniciais de infeccdo fémeas gestantes podem
abortar (Heide-Jorgensen & Harkonen, 1992)

O diagnostico passa pela identificagdo das lesGes histoldgicas mencionadas e da demonstracéo
do antigénio viral no tecido lesado por imunohistoquimica ou imunofluorescéncia. A

realizacdo de provas de ELISA em homogeneizado de tecido também pode ser realizada, e
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titulos crescentes no soro sao utilizados para confirmar infeccdo clinica. A medicdo do titulo
de 1gM pode ser util, porque sugere a presenca de infeccdo recente. O diagnostico molecular

por deteccdo de RNA viral através de PCR pode ser efectuado a partir de amostras de tecido
frescas ou previamente fixadas em formol.
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2 Materiais e Métodos

2.1. Amostras e seu processamento

Para a realizagéo deste estudo retiraram-se amostras de tecido a 40 animais arrojados na costa
portuguesa aos quais foram realizadas necropsias segundo os protocolos existentes (Kuiken &
Hartmann, 1991; Geracy, 1993 e Rowles, Van Dolah, & Hohn, 2001). Dos 40 animais
utilizados neste estudo estdo incluidos Delphinus delphis (Golfinho-comum); Stenella
coeruleoalba (Golfinho-riscado), Globicephala melas e macrorynchus (Baleias-piloto),
Phocoena phocoena (B6to) e Mesoplodon mirus (Baleia de bico de True) (tabela 3). As
amostras estdo identificadas ao longo deste trabalho por um cddigo que inclui as iniciais das

espécies (DD, SC, GM, PP e Mm) um nimero atribuido ao arrojamento e o ano.

Tabela 3 - Espécies e nimero de animais utilizados neste trabalho.

Espécie NUmero
Delphinus delphis (Golfinho-comum) 25
Stenella coeruleoalba (Golfinho-riscado) 8
Globicephala sp. (Baleia-piloto) 4
Phocoena phocoena (B6to) 2
Mesoplodon mirus (Baleia de bico de True) 1
TOTAL 40

Destas, 30 necropsias foram realizadas entre o inicio de Marco e o fim de Maio de 2011. O
restante material utilizado foi recolhido em necrdpsias realizadas entre 2004 e 2009), de
forma a incluir todas as amostras disponiveis relativas a animais arrojados vivos ou muito
frescos das espécies Stenella coeruleoalba e Globicephala sp..

As amostras consistiram sempre que possivel em fragmentos de pulmdo e de cérebro

armazenados em tubos contendo 1 mL de RNA Later para posterior extrac¢cdo de ARN viral.

26




Para a detec¢édo de anticorpos foram utilizados fragmentos de pulmao previamente congelados
a -20°C ou a -80°. Foram colhidos fragmentos de maiores dimensdes que foram fixados em

formol a 10% para exame histoldgico.

Imagem 17 - Distribuic&o por sexos dos animais utilizados neste trabalho.

B Macho

B Fémea

Indeterminado

Das 40 amostras recolhidas utilizadas neste trabalho 18 animais séo fémeas e 20 sdo machos,
havendo 2 animais nos quais o sexo ndo foi identificado (imagem 14). Sempre que possivel
estes animais foram classificados quanto a maturidade sexual.

No caso das fémeas esta observacdo é feita aquando da necrdpsia, através da observacéo da
presenca ou auséncia de corpus albicans para todas as espécies. Nos machos, consideraram-se
0s comuns com menos de 1,80 m imaturos sexualmente uma vez que ha estudos que indicam
gue o comprimento médio de golfinhos-comuns aquando da maturidade sexual € de cerca de 2
m (Perrin & Reilly, 1984). Nas restantes espécies analisadas em 2011 ndo se inferiu
maturidade e nos animais de anos anteriores foi utilizada informacdo disponivel (por
observacdo microscopica dos testiculos para determinacdo da maturidade sexual) (Imagem
15).

Imagem 18 - Maturidade sexual dos animais utilizados neste trabalho.

H Maturo

M Imaturo

Indeterminado
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2.3 Extraccédo de ARN e deteccéo de antigénio

A extraccdo de ARN total foi efectuada com o kit comercial DNEasy Blood and Tissue
(Qiagen, Alemanha), - de acordo com as instrucdes do fabricante. Fragmentos de 2mm de
diametro de pulmao e/ou cerebro foram homogenizados em 400 pL de tampéo de lise celular
ATL apos adicdo de 80 pL de proteinase K as amostras foram incubadas a a 56°C até
obtencdo de uma suspensdo homogénia. Os &cidos nucleicos foram posteriormente
precipitados na presenca de 400 puL do tampdo desnaturante AL e 400 pL de etanol e
adsorvidos a uma coluna de purificacao.

Apds duas lavagens com os tampBes apropriados, os acidos nucleicos foram eluidos com o

tampéo aquoso AE e quantificados no Nanodrop 2000C (Thermo Scientific).

Tabela 4 - Listagem de amostras utilizadas neste trabalho (ano, espécie e materiais
utilizados) e quantificacdo de ARN total e dos volumes necessarios para uma reaccao de
50 ng.

Amostra | Ano Espécie | Matenais Concentracio Ac. Nuc.
125 2011 DD Cérsbro+pulmio | 1123 ng/nl
126 2011 DD Cérebro+pulmio | 1033 ng/nl
127 2011 DD Cérebro+tpulmic | 295 ng'nl
128 2011 DD Cérebro+pultmic |272.2ngnl
129 2011 DD Cérebro+pulmic | 26,2 ng'ul
130 2011 DD Cérebro+pultmic | 134 ng'ul
132 2011 DD Cérebro+pulmio | 1272 ngnl
133 2011 DD Pulmio 120.7 ng/nl
il 2011 Ml Cérebro+pulmio |8 ngnul
134 2011 DD Pulmio 46,6 ng/ul
137 2011 DD Cérebro+pulmic | 79,2 ng'ul
141 2011 DD Cérebro+pulmio | 1035 ng/nlL
136 2011 DD Cérebro+pulmic | 89,7 ng'ul
139 2011 sC Cérebro+pulmic |91 ng'ul
160 2011 DD Cérebro T9ngul
162 2011 DD Cérebro+pulmie | 74 ng'ul
166 2011 DD Cérebro+pulmio | 416,1 ng/nl
167 2011 DD Cérebro+pulmie | 123 ng'ul
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Tabela 4 (continuacdo)- Listagem de amostras utilizadas neste trabalho (ano, espécie e

materiais utilizados) e quantificacdo de ARN total e dos volumes necessarios para uma

reacgdo de 50 ng.

13 2007 sC Pulmio 123 2 ng/ul
15 2007 sC Pulmio 587 ng/pul
21 2007 sC Pulmao 228 ngul
35 2008 GM Pulmio 43 5 ng/ul
19 2009 GM Pulmio 101.7 ng/uL
47 2009 GM Pulmio 40 ng'ul
42 2008 GM Pulmio 25 8 ngpul
26 2007 sC Pulmio 3124 ng/ul
04 2004 sC Cérebro+pulmie | 36,9 ng'nl
4 2006 sC Cérebro 391 ng/ul
257 2011 sC Cérebro+pultmic | 37,2 ngul
175 2011 DD Ceérebro+pulmio | 24 3 ng/ul
176 2011 DD Cérebro+pulmio | 1201 ng'nl
183 2011 DD Pulmio 285.1 ng/ul
186 2011 DD Pulmio 1521 ng/uL
193 2011 DD Cérebro+pulmio | 136 ng/ul
199 2011 DD Cérebro+pubmio | 184 6 ng'nl
250 2011 DD Cérebro+pubmio | 273,1 ng'ul
253 2011 DD Cérebro+pubmio | 1327 ngul
255 2011 DD Cérebro+pubmio | 1409 ng'nl
256 2011 DD Pulmio 340,9 ng/ul
138 2011 DD Cérebro+pulmio gp4 ng/ul

Para cada reacgdo de amplificagdo foram utilizados 50ng de RNA (tabela 4). A deteccdo de
acido nucleico viral foi efectuada por transcrigdo reversa seguida de amplificacdo (one step
RT-PCR). A Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) € uma reac¢do em
cadeia realizada por uma DNA polimerase termorresistente (Taqg polimerase), cujo objectivo
final consiste na amplificagdo exponencial de uma regido especifica DNA, definida por dois
oligonucledtidos sintéticos que tem antes de sofrer um passo de sintese de uma cadeia de
ADN a partir do ARN, utilizando-se como molde uma cadeia de ARN, numa reacgédo
catalisada por uma transcriptase reversa.

A PCR é composta por 3 fases distintas, denominadas desnaturacdo, annealing e extensao,
que se repetem por 25-40 ciclos. A primeira fase de desnaturagdo consiste na separacdo da
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cadeia dupla de ADN em duas cadeias simples, pela accdo de altas temperaturas. Durante a
fase de annealing ocorre a ligacdo dos oligonucledtidos ou primers as regides especificas do
ADN da amostra ou template, definindo a regido gendémica a amplificar. A temperatura a qual
a ligacao se processa depende da composicdo nucleotidica dos primers e da sua especificidade
em relacdo a regido de ADN a amplificar, devendo ser estabelecida para cada par de primers.
A terceira e ultima fase, denominada extenséo, consiste na sintese de novas cadeias de ADN a
partir de cada primer.

Os primers especificos foram escolhidos pelo programa de software Primer 3, disponivel

através do site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, com base na sequencia

nucleotidica do gene M do DMV, disponivel através do seu nimero de acesso NC_005283.1,
no Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_005283.1) (Tabela 5).

Tabela 5 - Primers utilizados no rt PCR, sua localizacéo e dimensdo, com base no sequéncia do
gene M (DMV NC_005283.1)

Primers Sequéncia (5’237) Localizagdo genémica Dimenséo do fragmento
CeMV-M F GGCTCACTCCCGCTCGGAGT | 3651-3670 550 pb
CeMV-M R TGGTCCCTCCGATTCCGCCA | 4200-4181

As reaccOes de amplificacdo foram efectuadas no volume final de 25 pl, com 12,5 pyL de
Fidelity Tag RTPCR Master mix 2x, 10uM de primer forward e reverse e 50ng de ARN de
cada amostra. As condicBes de amplificagdo incluiram 42°C durante 30 minutos para a
transcricdo reversa, um passo inicial de desnaturagdo a 94°C durante 10min, 40 ciclos a
94°C/30seqg, 57-60°C/30 seg e 68°C/ 30 seg, seguidos por um passo final de extensdo de 10
minutos a 68°C.

Os produtos de PCR’s foram corridos em gel de agarose a 2% na presenca de 2,5% de gel
RED e observados no Imagemaster (Pharmacia). Para recuperar as bandas amplificadas a
partir de gel utilizou-se o kit da Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymoresearch) de
acordo com as instrucgdes do fabricante.

A banda de agarose que continha o fragmento de ADN de dimensdo esperada foi cortada e
eluida no tampé&o de eluigdo fornecido, a 55°C até completa dissolu¢do. O volume total foi
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posteriormente aplicado numa coluna de purificacdo e o DNA foi fixo a matrix da coluna apos
centrifugacdo (16 000xg/1mn). Apds duas lavagens com o tampdo de lavagem o DNA foi

eluido em 10ul de tampéo de eluigéo.

2.4 Processamento de amostras e deteccao de anticorpos

Para a deteccdo de anticorpos anti-CeMV utilizou-se um kit ELISA indirecta para deteccdo de
anticorpos anti esgana de cdo (Ingezim), devido a identificagdo de reaccBes antigénicas
cruzadas entre os morbilivirus que afectam os cetaceos (CeMV), os cdes (CDV) e os
pinipedes (PDV) (Saliki, 2002). Utilizaram-se dois kits com validade até 3 e 8 de 2012 e n° de
lote 141210 e 240511.

A ELISA indirecta (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) € um teste imunoenzimatico
que permite a deteccdo de anticorpos especificos em soro ou outros materiais, como
macerados de 6rgdos. As placas sdo revestidas com o antigénio e 0s materiais sdo testados
para a presenca de anticorpos especificos. A ligacdo antigénio-anticorpo € depois detectada
através da utilizacdo de um anticorpo secundario marcado com uma enzima.

A revelagdo dos complexos Ag /Ac primario /Ac secundario é efectuada por adicdo do
substracto enzimatico e do cromogéneo. A reaccdo colorimétrica € posteriormente medida
num espectofotometro.

Para a realizacdo da ELISA utilizaram-se macerados feitos a partir de fragmentos de pulméo
com cerca de 5 mm de didmetro em 1 ml de PBS. Estas amostras foram utilizadas em
natureza, a 1:2 e a 1:4. O controlo positivo e negativo, o tampéo de diluicdo das amostras, 0
substrato enzimatico e a solucéo stop foram os fornecidos pelo kit comercial.

O anticorpo secundario conjugado foi substituido pela proteina-A peroxidase (Prot.A-PO,
SIGMA®), diluida em PBS com 4% de soro de cavalo em diferentes diluicdes de trabalho, de
forma a aferir a melhor concentracdo. Esta proteina € um componente da parede celular do
Staphylococcus aureus que tem a capacidade de se ligar a fracgdo Fc das imunoglobulinas da
maior parte dos mamiferos. Esta proteina foi utilizada por outros autores para realizar ELISAS

em mamiferos marinhos, nomeadamente Van Bressem e colaboradores em 2001.

A adaptacdo deste sistema para deteccdo de Ac especificos anti DMV, foi efectuada numa

sequéncia de diferentes ensaios. O protocolo utilizado incluiu: a) a incubagcdo do material
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suspeito com o Ag dos pogos da ELISA, por um periodo de tempo que variou entre 10 mn e
30 mn; b) a deteccdo dos complexos Ag/Ac utilizando o sistema Ac secundario-PO e a ProtA-
PO, no qual se testaram diferentes concentracdes de ProtA-PO e diferentes tempos de
incubacédo (1/500, 1/1000, 1/2000, 1/2750, 1/3000); (10, 30 e 60 minutos); c) a deteccdo do
complexo secundéario e paragem da reaccdo enzimatica. Entre cada passo a placa foi lavada
por 4 vezes no tampdo de lavagem, num lavador de placas de ELISA (Thermo electron
corporation Wellwash 4 MK2) e a leitura das densidades 6pticas foi efectuada a 450 nm num
espectrofotometro (TECAN, Sunrise romote A-5002). As incubacdes foram feitas em estufa a
uma temperatura de 22°C (BINDER Modelo KB 115).

Este kit considera o controlo positivo valido quando o valor de O.D. do mesmo € superior a 1
nm e valida o negativo se este tiver um valor de O.D. inferior a 0,2 nm. O valor de cut off
(valor de O.D. das amostras considerados positivos) é o valor de O.D. do controlo positivo de

um dado ensaio multiplicado por 0,2. Foram testadas ao todo 37 amostras.

2.5 Anatomo-histopatologia e Imunohistoguimica

Para amostras disponiveis dos animais positivos a antigénio foram feitos cortes histolégicos
de amostras de pulméo e cerebelo que foram coradas com hematoxilina-eosina para serem
observadas num microscépio 6ptico com ampliacdo de 100 e 400x.

Estas amostras fixas em formol a 10% sofreram processos de desidratacdo e de diafanizacéo
seguidos de inclusdo em parafina. A desidratacdo consistiu em passagens sucessivas em
alcool a 70°, a 80°, a 90° e em alcool absoluto. A diafanizagdo foi feita em xilol uma vez que o
alcool e a parafina sdo imisciveis.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo com 5 um de espessura e 0s cortes foram
estendidos em laminas que foram colocadas em estufa a 37°C. Para a coloragao utilizou-se um
corante nuclear baséfilo (hematoxilina) e um corante citoplasmatico acidofilo (eosina). Sendo
estes corantes em solugdo aquosa que ndo se mistura com a parafina os cortes sofreram
primeiro um processo de desparafinizacdo através de passagens sucessivas em xilol, alcool em
concentracdes decrescentes (de absoluto até alcool a 70%) e agua destilada. Depois de feita a
coloragcdo os cortes foram novamente desidratados para se poder montar a lamina com

entellan, que é uma resina sintética hidrofoba.
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Para as laminas de imunohistoquimica o procedimento utilizado desenvolveu-se em
fragmentos de tecido fixo em formol a 10% que foi incluido em parafina e de seguida cortado
num micrtomo com 3 pm de espessura montado em laminas superfrost (Thermo
Scientific®).

As laminas foram colocadas em estufa a 57° C durante 30 minutos ¢ de seguida foi feita a
desparafinizacdo através de duas passagens sucessivas das laminas em xilol durante 10
minutos e 5 minutos, seguida por lavagens de 2 minutos em concentragcdes decrescentes de
etanol (100%, 95% e 75%).

Apds uma lavagem de 5 minutos em agua destilada foi feito o bloqueio da peroxidase
enddgena (uma vez que esta reage com a DAB utilizada como cromogéneo) com uma solucéao
de perdéxido de hidrogénio na concentracdo final de 0,3% em &gua destilada, durante 15
minutos com agitacdo a temperatura ambiente. A Gltima lavagem foi realizada em TBS (Tris-

buffered saline), durante 5 minutos.

A recuperacgdo antigénica que consiste na exposicao dos epitopos para que possa haver ligacao
antigénio-anticorpo, foi efectuada pelo calor utilizando para isso uma solucéo de citrato pH 6
na qual se submergiram as laminas que foram entdo aquecidas 3 vezes sucessivas em
microondas (700W), 5 minutos de cada vez. Apo6s arrefecimento a temperatura ambiente
durante 20-30 minutos as laminas foram lavadas com agitacdo em 0,3% Triton X100 em PBS.
O bloqueio das laminas foi efectuado com o soro bloqueador do kit comercial de
Imunohistoquimica (Zymed) durante uma hora a temperatura ambiente, seguida pela
incubagdo com o0 anticorpo primario um soro positivo a AcaCDV de canideo durante 16h a
4°C. Soros anti-CDV foram utilizados anteriormente por outros autores para realizar
imunohistoquimicas em cetaceos para marcacdo de CeMV, nomeadamente soros monoclonais
(Raga, et al., 2008 e (Di Guardo, et al. 2007). As laminas utilizadas para controle negativo,
foram incubadas com PBS nas mesmas condigdes.

Apos quatro lavagens sucessivas de 10 min cada, em PBS as laminas foram incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com Peroxidase (Ingenaza) durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguida de duas lavagens adicionais de 10 min em PBS. O cromogéneo
(diaminobenzidina (Sigma®)) foi adicionado e deixou-se actuar durante 5 minutos, no final
dos quais as laminas foram novamente lavadas com agua destilada e com agua corrente e
desidratadas através de lavagens sucessivas em alcool 95%, alcool a 100% e xilol. A
montagem foi realizada com Entellan e observadas num microscépio 6ptico com ampliagédo
de 400x.
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3 Resultados

3.1. RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

A deteccdo molecular de CeMV nas amostras processadas resultou na amplificagdo de uma
banda do peso molecular esperado nas amostras 42GM2008, 257SC2011 de pulméo e
15SC2007 de pulméo e cérebro (Imagem 16).

Imagem 19 - Gel de agarose a 2% com 2,5% de gel RED: 1 - DD/137/2011; 2 — DD/141/2011; 3 —
DD/156/2011; 4 — SC/159/2011; 5 — DD/160/2011; 6 — DD/162/2011; 7 — DD/166/2011; 8 —
DD/167/2011; 9 — SC/13/2007; 10 — SC/15/2007; 11 — SC/21/2007; 12 — GM/35/2008; 13 —
GM/19/2009; 14 — GM/47/2009; 15 e 16 — controlos negativos; M - marcador.
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De forma a confirmar a especificidade dos fragmentos amplificados as bandas foram cortadas,
eluidas e purificadas para serem reamplificadas em condi¢gdes mais estringentes, utilizando
60°C na temperatura de annealing (Imagem 17).
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Imagem 20 - Gel de agarose correspondente a amplificacdo das bandas obtidas
anteriormente : 1 e 2 — controlo negativo; 3 — GM/42/2008; 4 — DD/186/2011; 5 —
SC/257/2011; M — marcador.

Apo6s amplificacdo as bandas foram sequenciadas directamente (STABvida, Portugal) e a

especificidade confirmada na base de dados da NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi),

resultando numa identidade de 99% com as 4 sequéncias disponiveis para 0 gene M do DMV
em trés amostras, posteriormente confirmada no alinhamento multiplo das sequéncias
(Programa Pileup e Pretty, GCG Winconsin) (Imagem 18).

Considerando que a amostragem era de 40 animais, 7,5% dos animais foram positivos a acido
nucleico de CeMV.

Dos animais positivos a acido nucleico, dois séo golfinhos riscados (Stenella coeruleoalba) e
um é uma baleia piloto (Globicephala melas). A baleia piloto positiva era uma fémea matura
que apresentava sinais de gestacdo recente, arrojada em 2008. Um dos golfinhos riscados era
um macho imaturo (arrojado em 2011) e o outro animal (2007) era uma fémea matura que
estava gestante.

No caso dos golfinhos riscados, um dos animais positivos foi considerado uma captura
acidental em redes de emalhar enquanto o outro foi um arrojamento vivo de um animal
emaciado e com sinais de doenca severa. No caso da baleia-piloto, a causa de morte ndo foi
determinada apesar de esta apresentar sinais de interaccdo humana pela observacao de marcas

de cabos multifilamentosos no pedunculo (base da barbatana caudal).
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Imagem 21 - Alinhamento nucleotidico das amostras 15SC2007, 257SC2011 e 42GM2008 com

homologas de DMV disponiveis na base de dados do Genebank, através dos seus

as sequéncias

nameros de acesso AJ608288 (DMV complete genome) e Z30087 (DMV, M mRNA for structural
protein). A sequéncia consenso é apresentada. (Programa Pileup e Pretty, GCG Winsconsin

Package V10.0, disponivel através do PEN, IGC.
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3.3 Elisa

A deteccdo de Ac especificos anti DMV foi realizada através de uma ELISA comercial, para
deteccdo de Ac de cdo antiCDV.

Os ensaios iniciais foram realizados de acordo com as instrucfes do fabricante, utilizando os
controlos fornecidos. Para aferir a utilizacdo da PaPO como substituto do Ac secundario
conjugado foram testadas diferentes diluicbes (1:500 a 1:3000) e diferentes tempos de
incubacéo, tendo sido escolhida a diluicdo de trabalho de 1/2750 e 10 mn de incubacéo,
devido a auséncia de reacgdes inespecificas com macerados de pulméo de lobo positivo a
CDV por PCR e um macerado de pulméo de suino.

Os resultados obtidos foram precedidos de uma série de ensaios que permitiram concluir:

e (Que aproteina A-PO a 1/2750 detectava especificamente o C+ do Kit;

e (Que a proteina A-PO neste kit detecta anticorpos em macerados de 6rgdos (6rgao de
lobo e céo positivos);

e que ndo ha fundo derivado do facto de estarmos a trabalhar com macerados de 6rgéos

(6rgdo de suino).

Confirmados estes pressupostos, processaram-se as amostras de cetaceos a uma diluicdo de
Y., e identificaram-se 2 Stenella coeruleoalba (golfinhos riscados) seropositivos (SC/257/11,
SC/13/07), 1 Globicephala melas (Baleia piloto) (GM/19/09) e 2 Delphinus delphis
(golfinhos comuns) (DD/125/2011, DD/134/2011). (Anexo 3)

As amostras consideradas positivas a uma diluicdo de % foram de novo testadas, desta vez
com trés dilui¢Oes diferentes (N, %2 e ¥). Decidiu-se também repetir em duas dilui¢cdes (N e
) as amostras cuja DO era superior a metade da diferenca entre o valor de controlo de érgdo
negativo e o cut off, por se considerarem elevados. Este ensaio confirmou os resultados
anteriores e identificou mais trés amostras seropositivas (SC/159/2011; DD/162/2011,
PP/253/2011). (Anexo 3).

No conjunto dos ensaios de ELISA efectuados 3/7 golfinhos-riscados (SC/13/2007;
SC/159/2011; SC/257/2011) (43%) apresentavam anticorpos detectaveis; 3/24 golfinhos-
comuns (DD/125/2011; DD/134/2011; DD/162/2011) (13%) foram positivos a Ac; 1/4
amostras de baleias-piloto (GM/19/2009) (25%) foi positiva e nos bdtos 1/2 amostras
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disponiveis (PP/253/2011), uma foi positiva. A Unica baleia-de-bico analisada revelou-se
negativa (imagem 19).

Tendo em conta que testdmos 37 animais a percentagem de seropositivos € de 21,6%.

Imagem 22 - Resultados dos ensaios de ELISA realizados &s amostras agrupados por espécie.

10 M Positivos

5 —:. B Negativos
0 . - ; - ; __l

Dos animais que tiveram um valor de densidade dptica superior ao valor de cut off 3 eram do
sexo feminino e 5 eram do sexo masculino (imagem 20). Dos 8 animais todos foram

considerados sexualmente imaturos.

Imagem 23 - Percentagem de machos e fémeas com Ac detectaveis pelo kit anti-CDV utilizado
no ensaio ELISA realizado.

= Fémeas

= Machos
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3.4 Anatomo-histopatologia e imunohistoquimica

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram observadas num microscépio 6ptico com
ampliacdo de 100 e 400x. N&o se observaram lesdes tipicas de infec¢des por morbilivirus, ndo
tendo sido detectadas células sinciciais ou inclusdes intracitoplasmaticas ou intranucleares em
nenhuma das laminas (pulmdo e cérebro). Na necrdpsia, um dos animais (SC/257/2011)
apresentava um nivel de parasitismo intenso nos pulmdes — numa escala de observacdo com
quatro niveis, este animal estava no nivel 4 o mais alto-, os linfonodos apresentavam edema e
0 baco era de pequenas dimensGes sem presenca de bacos acessorios. Nos brénquios
observou-se a presenca de nematodes e de edema. Os pulmbes apresentavam edema e
congestdo. Na observacdo microscopica observou-se edema, congestdo e granulomas
parasitarios. Frequentemente observaram-se parasitas em corte transversal (imagem 21). Este
animal apresentava também parasitas no figado, na cavidade abdominal, no pancreas e no

primeiro estdmago.

No outro animal (GM/42/2008), também n&o se observaram células sinciciais nem inclusdes
intracelulares, apesar das alteracdes pos-morte presentes. Este animal apresentava sinais de
interaccdo humana com marcas de cabos multifilamentosos. Ndo se observaram outras
alteracOes dignas de resgisto. Existiam fortes indicios de gestagdo recente porque se observou
leite nas glandulas mamarias. A necropsia ndo foi conclusiva devido aos sinais de

decomposi¢do moderada.

Imagem 24 - Imagens de microscépio 6ptico com ampliacdo de 100x e de 400x de cortes
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As laminas montadas para imunohistoquimica continham um corte de pulméo de cetaceo
positivo por PCR a morbilivirus (SC/257/2011 e GM/42/2008), um corte de pulmdo de um
cdo positivo a esgana e um corte de um cdo negativo. As laminas com cérebro foram
emparelhadas da mesma forma e fizeram-se duas laminas de cada um em paralelo: um
conjunto (uma com cérebro e uma com pulméo) foi incubado com PBS, enquanto controle
negativo da reaccdo e o outro conjunto foi incubado com soro de céo positivo a Ac antiCDV,
disponivel no Laboratdrio de Virologia FMV/UTL. A revelacdo foi efectuada com o
conjugado do kit de ELISA.

As imunohistoguimicas realizadas ndo foram conclusivas uma vez que ndo houve validagédo
do controlo negativo (PBS). O controlo negativo correspondente a uma lamina com cortes de
cérebro e outra com cortes de pulmao apresentaram 0 mesmo tipo de marcacao inespecifica

observada nas laminas incubadas com o soro primario.
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4 Discussao e conclusodes

Os dados referentes a epidemias por morbilivirus em mamiferos marinhos, em diversas partes
do mundo incluem as costas espanhola, francesa e turca do Mediterraneo, entre outras, até a
costa atlantica de Espanha e Franca incluindo ainda o Mar do Norte e 0 Mar Baltico.

Na zona Oeste do Atlantico ha informacGes acerca de epidemias na costa dos EUA, na regido
da Flérida e Nova Jérsia. Os surtos de morbilivirus no Mediterraneo na década de 90 abriram
as portas a um estudo intensivo deste virus nessa zona. Noutras zonas, como nos mares de
Norte e Baltico o estudo abrange ndo sO cetaceos (maioritariamente botos) mas também
pinipedes.

Considerando a informacdo disponivel sobre morbilivirus que afectam os mamiferos
marinhos em Portugal, ndo existem dados neste matéria do meu conhecimento, este trabalho

contitui a primeira abordagem a este assunto relativamente a animais arrojados na nossa costa.

Os mamiferos marinhos sdo provavelmente das espécies que funcionam melhor como
sentinelas dos ambientes marinhos e costeiros porque sdo espéecies com esperanca média de
vida elevada, sdo animais de topo da cadeia alimentar e tém reservas de gordura extensas que
funcionam como local de armazenamento de toxinas antropogénicas (Reddy, Dierauf, &
Gulland, 2001 e Wells, et al., 2004). As ameacas aos mamiferos marinhos estdo na sua raiz
altima relacionadas geralmente com as populacdes humanas, com as suas taxas de
crescimento, padrdes de consumo e comportamentos (Marine Mammal Commission., 2004).
Os morbilivirus tiveram um grande impacto na salde e no estado de conservacao de varias
espécies de mamiferos aquéticos de populacgdes de todo o0 mundo (Kennedy, 1998; Di Guardo,
Marruchella, Agrimi, & Kennedy, 2005; Di Guardo, 2008 e van Bressem, et al., 2009), sendo

por isso fundamental monitorizar a sua presenga em pinipedes e cetaceos arrojados.

O rastreio molecular realizado por RT-PCR permitiu a identificacdo de trés animais positivos
a acido nucleico de DMV. A regido alvo esta incluida no gene M e as bandas amplificadas,
apos confirmacdo da sua especificidade por sequenciacdo, apresentaram 99% de homologia
com as duas sequéncias disponiveis para o gene M do DMV.

Dois destes animais eram golfinhos-riscados (Stenella coeruleoalba), um de 2007 e outro de
2011. O outro animal era uma baleia-piloto (Globicephala melas) do ano 2008. Os resultados

obtidos neste estudo permitem concluir que o morbilivirus dos cetaceos circula nas
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populacdes de cetaceos do Atlantico-este que arrojam na nossa costa. Esta conclusdo é
retirada do facto, ndo sé, da deteccdo de animais positivos a acidos nucleicos, mas também
pela identificagdo de animais positivos a anticorpos nas ELISAs realizadas.

O CDV tem sido usado frequentemente em rastreios seroldgicos para estimar a prevaléncia da
infeccdo por morbilivirus em pinipedes (Duignan, et al, 1994, 1995a, 1997 e Barrett,
Blixenkrone-Moller, Di Guardo, Dorring, & Duignan, 1995) e cetaceos (Barrett, Blixenkrone-
Moller, Di Guardo, Dorring, & Duignan, 1995; Di Guardo, Agrimi, Morelli, Cardeti,
Terracciano, & Kennedy, 1995 e Di Guardo, Proietto, Di Francesco, Marsilio, Zaccaroni, &
Scaravelli, 2010), no entanto a impossibilidade de utilizar uma ELISA especifica para CeMV
constituiu uma limitacdo a detec¢do de animais seropositivos. A adaptacdo de uma ELISA
para deteccdo de Ac de cdo antiCDV para identificacdo de animais seropositivos a CeMV,
ndo nos garante uma elevada sensibilidade uma vez que se baseia em reac¢des cruzadas entre

morbilivirus (Saliki & Lehenbauer, 2001), no entanto:

i) a auséncia de background no macerado de 6rgao de suino que confirma a auséncia

de ligacgdes inespecificas dos restantes reagentes;

i) a validacdo da proteina A para deteccdo de anticorpos anti-CDV em lobo e cdo em
macerados de orgdos, confirmando assim a ligacdo especifica da Proteina A a
fraccdo Fc dos anticorpos anti-morbilivirus e a utilidade e a capacidade do kit de

detectar Ac em macerados de orgaos;

permite-nos considerar que os animais com valores de D.O. superiores ao valor de cut off sdo

realmente seropositivos a morbilivirus de cetaceos.

Neste estudo obtivemos animais que eram positivos a antigénio e positivos a anticorpos (n=2),
um animal que foi positivo a antigénio e negativo a anticorpos e outros que foram negativos a
antigénio viral mas que foram positivos a anticorpos (n=6).

A identificacdo de animais antigénio negativos, mas seropositivos pode indicar contacto
prévio com o virus com desenvolvimento de anticorpos que persistiram, possibilitando assim
a sua deteccdo. A ndo deteccdo de antigénio nestes animais pode indicar trés possibilidades
distintas:
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1) auséncia de infeccéo viral, no momento do teste;
2) impossibilidade de deteccdo do RNA viral por deterioragdo do mesmo ou falta de
sensibilidade da técnica.

3) cura espontanea apdés infeccao subclinica.

O caso dos animais que eram positivos a antigénio e negativos a anticorpos, pode identificar
animais infectados mas que ndo seroconverteram, tais como animais imunodeprimidos ou
com infec¢do muito recente. Pode ainda dever-se a nao deteccdo de anticorpos, que poderiam
estar presentes, pela prova de ELISA realizada.

Para o esclarecimento destas situacdes seria necessario utilizar uma ELISA especifica ou a
prova de seroneutralizagdo, que nos permite a deteccéo e a quantificacdo de anticorpos anti-
DMV nestes animais, embora no caso da seroneutralizacdo sé os Ac neutralizantes seriam

detectados se presentes.

Resultados de um estudo seroldgico em golfinhos-riscados (Stenella coeruleoalba) do golfo
de Valéncia e aguas adjacentes indicou que apenas golfinhos adultos tinham anticorpos anti-
DMV e que a seroprevaléncia nesta faixa etaria decresceu de 100 para 50% desde o surto de
1990-92 até a data do estudo em 2001 (van Bressem, et al., 2001).

No trabalho aqui apresentado, todos os animais seropositivos foram considerados
sexualmente imaturos (juvenis), com base na observacao das gonadas e em muitos casos pelo
comprimento corporal uma vez que este se correlaciona com a maturidade sexual (Calzada,
1995). Este dado foi utilizado diversas vezes para determinagdes aproximadas da idade (van
Bressem et al 2001 e Raga, et al., 2008). Tendo em conta que a nossa amostragem foi
constituida maioritariamente por animais imaturos (32/40 animais),seria necessaria uma maior
amostragem para poder atribuir alguma significancia a esse facto.

E de referir que os dois golfinhos-riscados apresentados neste estudo positivos a antigénio um

era sexualmente maturo (fémea gestante) e outro era um macho sexualmente imaturo.

O estudo por van Bressem e colaboradores de 2001 referido anteriormente apontou para uma
possivel perda de imunidade humoral na populacdo de riscados do Mediterraneo que sugeria
que o virus ndo seria endémico nesta populacéo, encontrando-se esta populacdo em risco de
nova epidemia. Esta teoria era também corroborada por dados populacionais que mostravam
que a densidade de golfinhos riscados (Stenella coeruleoalba) no golfo de Valéncia em 2001-
2003 estaria proxima do maximo reportado para esta espécie no Oeste do Mediterraneo

(Gomez de Segura, Crespo, Pedraza, Hammond, & Raga, 2006) uma vez que a densidade
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populacional elevada propicia a propagacéo da infeccdo por morbilivirus (Black, 1991). De
facto, um aumento de mortalidade em riscados foi detectada no Golfo de Valéncia no inicio
de Julho de 2007 associada ao morbilivirus dos cetaceos. Neste episddio, maior parte dos
arrojamentos foram de animais mortos, encontrados em varios estadios de decomposicéo.
Alguns dos animais arrojados foram encontrados ainda vivos e todos apresentavam
sintomatologia neuroldgica, morrendo apds o resgate (Raga, et al., 2008). Neste ano, as
mortalidades foram observadas em animais mais jovens do que na epidemia de 1990-92 e

aparentemente com infec¢fes mais severas.

O facto de o RNA viral se degradar com relativa facilidade pode ser um entrave a detec¢do de
antigénio por PCR, pelo que a existéncia de outros animais positivos ndo pode ser descartada.
A percentagem de seropositivos pode também ser mais elevada tendo em conta que o teste
utilizado ndo é especifico e sera também menos sensivel. A possibilidade de os animais
seropositivos resultarem de ligagdes inespecificas dos anticorpos ou da proteina A existe mas
tendo em conta os pressupostos ja mencionados ndo parece ser esse 0 caso.

A analise histoldgica realizada a estes animais ndo revelou a presenca de células sinciciais ou
de inclusdes intracelulares observadas tipicamente nos morbilivirus, mas em alguns animais
infectados estas lesbes ndo sé@o encontradas — num estudo por Domingo et al em 1992
realizado com golfinhos riscados 65% apresentava células sinciciais nos pulmdes e apenas
22% apresentava células sinciciais no sistema nervoso central. No mesmo estudo, dos animais
infectados estudados 72% apresentava pneumonia bronco-intersticial e 69% encefalite ndo
supurativa.

A observacdo microscépica ndo revelou pneumonia bronco-intersticial nem encefalite. Num
animal positivo a antigénio viral observaram-se lesdes no pulmdo compativeis com uma
pneumonia de origem parasitaria, 0 que corrobora as observagGes de necropsia onde foi
detectado um nivel de parasitismo intenso no aparelho respiratorio. Este quadro é
frequentemente observado em animais infectados com Morbilivirus devido as caracteristicas
imunossupressoras da infeccdo (Kennedy, Smyth, Cush, McAliskey, McCullough, & Rima,
1991) .

As imunohistoquimicas realizadas ndo foram conclusivas pois ndo se validou o controlo
negativo. Seria importante repetir o ensaio para confirmar a presenca do antigenio viral nos
pulmdes e no cérebro uma vez que estes sdo o0s Orgdos onde € mais frequentemente
encontrado — em 77% dos animais estudados por Domingo et al em 1992 detectaram

antigénio viral nos pulmdes e em 70% no cérebro.
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O facto de os dados aqui utilizados resultarem de arrojamentos impede que estes sejam
transpostos directamente para as populacbes e que sejam correlacionados com taxas de
mortalidade (Gulland & Hall, 2007). No entanto, esta informacdo é a Unica disponivel para
avaliar a infeccdo por morbilivirus em animais de vida livre.

A manutencdo de registos actualizados que contenham todas as informagOes recolhidas e
processadas destes animais vai possibilitar no futuro a analise comparativa destes dados,
podendo acrescentar valor as informacg6es obtidas, a semelhanca do que ocorreu no golfo de
Valéncia e em outras zonas do Mediterraneo (Raga, et al., 2008 e Di Guardo, 2008).

E de referir que um dos animais positivos a antigénio ¢ um animal da espécie Globicephala
melas (baleia piloto) que tem sido apontada como um possivel reservatorio do virus. Este
animal apresentava indicios de interaccdo humana e ndo apresentava sinais de doenca, apesar
de se encontrar num estado de decomposicao moderada o que dificultou as observagdes. Em
estudos anteriores, a prevaléncia de baleias-piloto arrojadas seropositivas era de 93% (Barrett,
Blixenkrone-Moller, Di Guardo, Dorring, & Duignan, 1995).

Neste trabalho, apenas 1 baleia piloto foi seropositiva em 4 amostras, mas, mais uma vez,
temos de ter em conta a especificidade e sensibilidade do teste utilizado.

Em 2007, quando ocorreu o surto de morbilivirus em riscado, houve também um pico de
mortalidade em baleias-piloto que foi associado ao virus, levantando a hipétese de
transmissdo interespécie uma vez que os virus eram geneticamente semelhantes (Férnandez,
A. et al 2008).

Estes dados levantam novas questdes cujas respostas podem ajudar a compreender a ecologia
deste virus. O facto de Portugal ser um pais que fica junto ao Mediterraneo e que é banhado
em todas as suas costas pelo oceano Atlantico faz com que seja muito importante perceber se
0 virus que infecta os animais nesta area (Atlantico este) € o mesmo que causa epidemias na
zona do Mediterraneo, uma vez que estudos anteriores sugerem haver algum grau de
isolamento entre as duas populagGes (Bourret, Mathias, & Crouau-Roy, 2007 e Garcia-
Martinez, Moya, Raga, & Latorre, 1999).

Em 2008, Raga e colaboradores salientaram o facto de as epidemias de 1990-92 e 2007 terem
tido inicio no oeste do Mediterraneo, proximo do Estreito de Gibraltar, onde o contacto com
animais infectados do Atlantico pode ter ocorrido. Assim, a pergunta que se impde neste
momento é qual a fonte de infeccdo para estas populacdes e qual a ligacdo entre os surtos de

morbilivirus no Mediterraneo e estes animais positivos a morbilivirus no Atlantico este,
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salientando que um dos golfinhos riscados positivo a morbilivirus arrojou em Maio de 2007,
antes do pico de mortalidade que se detectou em Valéncia em Julho.

Além dos efeitos devastadores das epidemias de morbilivirus, responséveis pela morte de
milhares de cetaceos entre 1990-1992, um novo estudo vem alertar para as consequéncias que
se seguem a surtos de morbilivirus.

Depois da primeira epidemia foram encontrados animais com infecgdes por morbilivirus que
estavam limitadas ao sistema nervoso central, com sinais semelhantes aos de panencefalite
esclerosante subaguda ou de encefalite do cdo velho, a semelhanca do que ocorre com 0 MV e
0 CDV, e 0 mesmo ocorreu apos a epidemia de 2007 (Soto, et al., 2011). Esse estudo refere
ainda que a infecgcdo por DMV no sistema nervoso é a principal causa de morte e arrojamente
de golfinhos riscados no Mediterrdneo nos anos que se seguiram aos surtos, podendo 0s seus
efeitos nefastos sobrepor-se até aos da epidemia, de 2007 (Soto, et al., 2011).

No trabalho aqui apresentado os trés animais positivos foram em amostras de pulméo em dois
casos e de pulmdo e cérebro noutro caso. Esta informacdo exclui estes animais da situacao

apresentada anteriormente, em que a infecg@o se encontra apenas no sistema nervoso.

No futuro seria interessante alargar o rastreio a mais amostras e desenvolver um real time RT-
PCR, com maior sensibilidade. Seria também importante avaliar geneticamente as amostras
positivas, nomeadamente a sequéncia nucleotidica do gene N e P e determinar se o virus
detectado nestes animais € o mesmo que circula no Mediterraneo, porque as informacdes
disponiveis na bibliografia (Raga, et al., 2008 e Taubenberger, et al., 2000) avaliam estas
regides gendmicas virais, para aferir proximidade filogenética. O desenvolvimento de uma
ELISA especifica para DMV seria igualmente interessante uma vez que as informacdes
acerca de prevaléncia de seropositivos ao longo do tempo podem ser cruciais para a previsao
de novos surtos.

A existéncia de surtos de morbilivirus em golfinhos riscados no Atlantico ndo pode ser
descartada, tendo em conta 0 que ocorre nesta especie no Mediterraneo. Os picos de
mortalidade observados no Mediterraneo (Aguilar, 1990 e Raga, et al., 2008) que resultaram
na deteccdo das epidemias de morbilivirus ndo se observam com tanta intensidade na nossa
costa, talvez devido as caracteristicas do Atlantico e do Mediterraneo, que provocam padroes

de arrojamento diferentes.

O estudo interdisciplinar destes animais abre portas a um conhecimento mais profundo acerca

dos perigos que correm e do estado de conservacdo destas populagdes. O conhecimento dos
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numeros das populacbes do Atlantico é igualmente importante uma vez que estes dados se
podem cruzar com dados seroldgicos, permitindo uma avaliacdo epidemiolégica rigorosa.

A importancia deste virus, enquanto agente infecciosos, faz com que o seu estudo seja crucial
para a tomada de decisdes no que diz respeito a conservacdo de cetaceos, uma vez que pode

pOr em causa a sobrevivéncia destas espécies que sofrem pressdes de seleccdo muito elevadas.
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Anexo 1 — Ficha de biometria de cetaceos utilizado em todas as necropsias.

ESPECIE CODIGO:

Data: LAT: LON:

Local:

Estado do corpo (1-vivo; 2-fresco; 3-decomposi¢do moderada (inchado, pele a sair,

orgaos reconheciveis); 4-decomposigdo avancada; 5 — restos)

Peso: Kg Sexo: Macho[ ] Fémeal | Impossivel determinar[ ]

Estado nutricional: se o animal estiver inchado anotar

[ ]Bom aspecto [ ]Moderado [ ]Magro [ ]Jesquelético [ ]
outro

Estado da epiderme: [ JCompleta; [ ]Incompleta; []Outro:

Espessura da camada adiposa (mm): 1: zona dorsal; 2: zona ventral

al: i bl: ;cl: az2: ;b2: ; C2:

Perimetro (cm): al: ; bl: ; cl:

BIOMETRIAS (CM):

— ~ -4

barhatlace
porwe




LOCALIZACAO DO ANIMAL QUANDO ENCONTRADO

Sol [ | Expostoaosol | | A sombra Estado do tempo
Mar | | Narebentagdio | | Acima da rebentacdo Estado mar
Praia | | Areia || Seixo ﬂ Pedra Estado da maré

Presenca de: Barbas O0 Dentes O

N.° aprox. De barbas/hemi- Max.sup.esq. Max.sup.dir.
maxila
N.° sulcos ventrais Max.inf.esq. Max.inf.dir.

(contados entre as
barbatanas peitorais)

Dentes

(n.°)

(%]
@
o]
—
@
m

N.° e localizac&o de dentes partidos:

FOTOGRAFAR CORPO INTEIRO E DETALHES

Maquina fotogréfica:
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Anexo 2 — Ficha de recolha de amostras que é utilizada como guia de recolhas para
todas as necrdpsias de cetéceos.

RECOLHA DE AMOSTRAS

NQOTA: anotar na tabela o numero de réplicas das amostras recolhida (a frente dos érgéos a recolher

estd, entre paréntesis, o nimero de réplicas que se deve recolher).

TOXICOLOGIA

= MICROBIOLOGIA
Metais Organc
er:r?\?r:ﬁca)s =izl Plastic Pap. Al Amostras de 2x2cm em saco DIETA
|4sti plastico Recolher o estémago completo ou o contetido|
€ saco plas !Co Pele estomacal; Ndo esquecer de pesar o conteld
sl (141 HIEE Estomago
Tecido adiposo (4+4) %?nnc?"o pre-escapular Contelido estomacal
Musculo (4+4) Tirdide
Figado (4+4) = PARASITOLOGIA
; Pulm&o . - —
Rim (4+4) - Recolher apds as amostras de toxicologia, mig
Pulm3o (1 +1) Cpragao e histologia. Amostras de parasitas para
. Figado identificacio em alcdol e para toxicologia em
Esiemago ; q +]) Rim plastico. Lavar previamente os parasitas com
+ .
E;gxgg 3 E1+1; Eggo aua e TOX
Intestino 2 (1+1) ancreas Figado
Baco (1+1) Estomago Pulmao
P‘Q 1+1 Intestino Estémago 1
e?"ﬁ&?iﬁafis (1)+1) Gl Adrenais Estamago 2
5% costela (1 s6 em Estémago 3
plastico)
|
OUTROS
HISTOLOGIA REPRODUCAO Sangire T oS
Amostras de 2x2cm em frasco Amostras em formol 10% . [N
de formol 10% tamponizado Diferenciar o testiculo esq do dir Sangue bioguimica
Ganglio pré-escapular TESTICULOS fg?tge“e e
E"?% Esquef' do Humor aquoso
frode Comprimento Liquido encéfalo-raquidiano
Pulmao + linfonodo Largura Intestino (20cm trogo final)
Traqugla Peso Barbas
Coracao Direito Crénio
Figado Comprimento
glargo Largura
Peso
Péancreas
r—— OVARIOS +UTERO | |
Gl. Adrenais
IDADE
Pele Recolher 10 dentes do meio da maxila infer,| GENETICA
Gordura esquerda (5 em alcool e 5 para congelar) Recolher pele e musculo
Musculo Dentes alcool Pele
Dentes congelar Musculo
CEDENCIA DE AMOSTRAS
Instituigcao/pessoa Data Amostras (tecido e quantidade)

AMOSTRAS CONGELADAS

LOCAL DE ARMAZENAMENTO DE
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Anexo 3 — Ensaios realizados as amostras de macerados de pulmao dos 37 cetaceos
analisados por ELISA para detecgdo de anticorpos anti-CDV.

Tabela 1 - Resultados do teste ELISA anti-CDV (Ingezim) realizado a 12 amostras (cutt-
off= densidade éptica do Controlo Positivo X 0,2 = 0,324).

C+ 1.621 SC/26/07 1:2 0.152
C- 0.049 SC/159/11 1:2 0.166
Lobo N 2.205 SC/257/11 1:2 0.335
Suino 1:2 0.063 GM/35/08 1:2 0.172
SC/94/04 1:2 0.135 GM/42/08 1:2 0.056
SC/13/07 1:2 0.399 GM/19/09 1:2 0.575
SC/15/07 1:2 0.089 GM/47/09 1:2 0.089
SC/21/07 1:2 0.074 MMi/31/11 1:2 0.06

Tabela 2 - Resultados do teste ELISA anti-CDV (Ingezim) realizado as restantes

amostras (n=26) (cut off = densidade 6ptica do Controlo Positivo x 0,2 = 0,343).

C+ 1.717 DD/129/11 0.157 DD/162/11 0.164 DD/199/11 1:2 0.011
1:2 1:2

C- 0.04 DD/130/11 0.084 DD/166/11 0.081 DD/250/11 1:2 0.009
1:2 1:2

Lobo N 2.078 DD/132/11 0.074 DD/167/11 0.125 PP/253/11 1:2 0.185
1:2 1:2

Suino 1:2 0.031 DD/133/11 0.055 DD/175/11 0.058 PP/255/11 1:2 0.016
1:2 1:2

DD/125/11 0.345 DD/134/11 0.385 DD/176/11 0.175 DD/256/11 1:2 0.013

1:2 1:2 1:2

DD/126/11 0.054 DD/141/11 0.032 DD/183/11 0.137 DD/258/11 1:2 0.017

1:2 1:2 1:2

DD/127/11 0.063 DD/156/11 0.037 DD/186/11 0.106

1:2 1:2 1:2

DD/128/11 0.105 DD/160/11 0.082 DD/198/11 0.201

1:2 1:2 1:2
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Tabela 3 - Teste de ELISA anti-CDV (Ingezim) realizado a amostras previamente testadas (positivas

a 1:2) em trés diluigdes e as restantes 9 consideradas para repeticdo (cut off = densidade 6ptica do

controlo positivo = 0,4).

C+ 2.036 | SC/257/11 0.108 | DD/125/11 0.372 | SC/159/11 0.135 | DD/162/11 0.189
1:4 1:2 1:2 1:2

C- 0.022 | GM/19/09 N | 0.848 | DD/125/11 0.204 | GM/35/08 0.171 | PP/253/11 1.106

1:4 N N

Suino N 0.033 | GM/19/09 0.674 | DD/134/11 0.835 | GM/35/08 0.124 | PP/253/11 0.153
1:2 N 1:2 1:2

Suino 1:2 0.013 | GM/19/09 0.502 | DD/134/11 0.49 DD/183/11 0.206 | DD/176/11 0.262
1:4 1:2 N N

Lobo N 2.255 | SC/13/07 0.6 DD/134/11 0.286 | DD/183/11 0.15 DD/176/11 0.179
N 1:4 1:2 1:2

Lobo 1:2 1.222 | SC/13/07 0.482 | SC/26/07 0.32 DD/129/11 0.31 DD/198/11 0.301
1:2 N N N

SC/257/11 | 0.693 | SC/13/07 0.438 | SC/26/07 0.201 | DD/129/11 0.194 | DD/198/11 0.203

N 1:4 1:2 1:2 1:2

SC/257/11 0.281 | DD/125/11 0.704 | SC/159/11 0.426 | DD/162/11 0.464 | Lobo 1:4 1.219

1:2 N N N
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Anexo 4 — Resumo da comunicacio cientifica apresentada no Congresso Microbiotec’11
de 1-3 de Dezembro na Universidade do Minho e comprovativo de aceitacgéo.

Dolphin morbillivirus in Portugal: first report in stranded cetaceans

Carolina Bento 1, Ana Duarte 1, Marisa Ferreira 2, Fernando Afonso 1, José Vingada 2,3, Luis Tavares
1

1 CIISA, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de Lisboa
Av da Universidade Técnica, 1300-477 Lisboa

2 Dep. Biologia e Sociedade Portuguesa de Vida Selvagem. Universidade do Minho. Campus de
Gualtar, 4710-057 Braga

3 Centro de Estudos sobre Ambiente e Mar. Universidade de Aveiro. Campus Universitario de
Santiago. 3810-193 Aveiro

Keywords: Dolphin morbillivirus; molecular epidemiology

Dolphin morbillivirus (DMV) and Porpoise morbillivirus (PMV) are members of the subfamily
Paramyxovirinae, family Paramyxoviridae. These viruses are important pathogens of cetaceans,
causing serious respiratory and central nervous system infections, leading to stranding and death.
Since 1987 DMV and PMV are responsible for several epidemics in cetacean populations worldwide

[1].

To date no information regarding the presence of these viral pathogens in stranded cetaceans in the
coast line of Portugal is available. Due to the pathogenic impact of DMV a molecular survey was
conducted for detection of viral RNA from biological materials of stranded cetaceans available
through the National Marine Mammal Stranding Network and through the CRAM-Q - Quiaios Marine
Animal Rehabilitation Centre, Portugal.

Lung and brain samples (n=40) were collected between 2004-2011 from 25 Delphinus delphis (Dd), 4
Globicephala melas (Gm) and 8 Stenella soeruleoalba (Sc), 2 Phocoena phocoena (Pp) and 1
Mesoplodon mirus (Mm). After total RNA extraction the samples were screened by conventional one
step RT-PCR. The primers targeting a 550bp fragment included in the M gene of the DMV/PMV
genome were chosen by the Primer designing tool available through
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. The expected amplicon was detected in the lung

samples of two Sc and one Gm, collected in 2007, 2011 and 2008 respectively. After sequencing its
specificity was confirmed against the NCBI nucleotide database
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) sharing 99% homology with the two available sequences of
DMV M gene.

Our results confirmed the presence of DMV RNA in samples collected from stranded cetaceans which

may indicate subclinical infection of these animals. Interestingly one Gm (2008) was found positive

and this species may act as virus reservoirs for other cetacean species [2]. The biological significance
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of this finding emphasizes the need for a more thorough investigation regarding the virus temporal
pattern in Atlantic waters and its potential correlation to the occurrence of past and future epizootics
of the disease [3].

1. Guardo, G.D., et al., J.Vet. Med. Series A, 2005. 52(2): p. 88-93.
2. Bossart, G.D., et al., Vet. Microb., 2010. 143(2-4): p. 160-166.
3. Raga, J.A,, et al., Emerg. Infect. Dis., 2008. 14(3): p. 471-473.
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