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Resumo

O Scrapie é uma doenca neurodegenerativa fatal que
afecta ovinos e caprinos e é a forma mais comum das
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET's), que
incluem a doenca de Creutzfeldt — Jakob (CJD), em humanos,
e a Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE). O Plano de
Vigilancia Activa do Scrapie, em aplicagdo na Unido Europeia
desde 2002, permitiu determinar uma prevaléncia de Scrapie
superior ao esperado. De forma a efectuar uma avaliagdo
preliminar da incidéncia desta patologia em Portugal, foram
recolhidos os troncos cerebrais e cerebelos de 4822 pequenos
ruminantes abatidos num matadouro no centro de Portugal e,
posteriormente, enviados para pesquisa laboratorial de EETS.
Apobs anélise laboratorial, detectaram-se 8 casos de Scrapie
atipico em ovinos. A percentagem de casos positivos (0,17%)
detectados em pequenos ruminantes com mais de 18 meses,
durante o periodo de realizagdo deste estudo, foi baixa e,
segundo os resultados laboratoriais, enquadram-se no perfil de
Scrapie atipico.

Palavras-chave: Pequenos Ruminantes, Plano de Vigilancia,
EET.

Abstract
Scrapie is a fatal, neurodegenerative disease that
affects sheep and goats and is the most common form of
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Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs), which
include Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) in humans and
Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE). The Active
Surveillance Plan for Scrapie, operating in the European
Union since 2002, revealed that Scrapie was more prevalent
than expected. In order to perform a preliminary evaluation of
the incidence of this disease, the brainstems and cerebellums
of 4822 small ruminants slaughtered in an Abattoir from
central Portugal, were collected and sent for laboratory
detection of TSEs. Overall, 8 cases of atypical Scrapie were
detected in sheep. The detection rates (0,17%) in small
ruminants aging over 18 months was low and revealed to be of
the atypical form.

Keywords: Small Ruminants, Surveillance Scheme, EET.

Introducao

Para assegurar a observancia da regulamentacao relativa a prevencao, controlo
e erradicacdo de Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis, é necessario efectuar a
colheita de amostras de Sistema Nervoso Central em matadouro, durante o acto de
Inspeccdo Sanitaria, para proceder a realizacdo de testes laboratoriais (Regulamento
(CE) N.° 999/2001, com as alteracdes introduzidas pelos Regulamentos (CE) N.%
1248/2001 e 1492/2002). A implementacdo do Plano de Vigilancia Activa do Scrapie na
Unido Europeia, permitiu identificar casos de Scrapie atipico em Portugal. No ambito
deste plano de vigilancia, é obrigatdrio proceder a recolha dos troncos cerebrais dos
cadaveres de ovinos e caprinos com mais de 18 meses, quer ao nivel dos matadouros,
quer ao nivel das exploragdes, com vista ao seu envio para o Laborat6rio Nacional de
Investigagdo Veterinaria, para serem submetidos a testes de diagnostico de
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (Regulamentos (CE) N.° 36/2005,
253/2006; 162/2009 e 220/2009).

A aplicacéo do Plano de Vigilancia Activa na Unido Europeia, desde 2002,
permitiu determinar uma incidéncia de Scrapie superior ao esperado, bem como a
identificacdo em varios paises, de casos atipicos de Scrapie. As formas atipicas de
Scrapie foram diagnosticadas pela primeira vez na Noruega em 1998 (Nor98) e, desde
entdo, varios paises europeus, incluindo Portugal, confirmaram a sua existéncia (Orge et
al., 2004). O Scrapie é uma doenca neurodegenerativa fatal que afecta ovelhas e cabras
e é a forma mais comum do grupo das doencas designadas Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (EET's), que inclui a doenca de Creutzfeldt — Jakob dos
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humanos (CJD) e a Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) (Galo, 2000). O agente
etiologico das EET's é o prido (Particula proteinacea infecciosa - PrP) (Prusiner, 1998).
A susceptibilidade a doenga é dependente da composicdo genética do hospedeiro
(Hamir, 2009).

O Scrapie é uma doenca considerada endémica nos varios paises da Unido
Europeia e, apesar de ser reconhecida como doenca ha cerca de 250 anos (McGowan,
1922), a evolugdo do nimero de casos de Scrapie Atipico desde a implementagdo do
Plano de Vigilancia Activa (Regulamento (CE) N.° 999/2001) justifica 0 exame mais
aprofundado ao sistema nervoso central de pequenos ruminantes e a realizagdo de testes
especificos de diagndstico, com vista a sua deteccao.

Em Portugal, apesar da realizacdo dos Planos de Vigilancia, a ambos os niveis,
clinico e histopatolégico, até & data ainda ndo tinham sido diagnosticados casos de
Scrapie classico (Orge et al., 2004), isto é, em que se verificasse o quadro lesional
microscdpico ou ainda o perfil electroforético, de acordo com o descrito por Andréoletti
et al., (2000), por van Keulen et al., (2000), por Ryder et al., (2001), e por Orge, (2005).
Em 2003, identificou-se pela primeira vez em Portugal uma forma atipica de Scrapie,
semelhante ao perfil descrito para a Nor98 sem uma relacdo a um genétipo em
particular e incluindo genétipos raramente associados com Scrapie (Orge et al., 2004).
Contudo, para que estes casos ndo passem sem detec¢do nos sistemas de inspeccdo
sanitaria, a vigilancia atenta e a inspec¢do post-mortem do sistema nervoso central, com
recolha dos troncos cerebrais para a realizacdo de testes mais especificos, torna-se
absolutamente fundamental. Assim, o objectivo deste trabalho consistiu no
acompanhamento da inspecc¢do sanitaria de pequenos ruminantes, com especial enfoque
na inspeccao do sistema nervoso central e aprofundamento das técnicas de recolha do
tronco cerebral.

Material e Métodos

Durante o periodo de 6 meses, compreendido entre Janeiro e Junho de 2006,
foi efectuado o acompanhamento da inspecgdo sanitaria no matadouro UNIAGRI 11, a
4822 pequenos ruminantes, 136 caprinos com mais de 18 meses de idade e 4686 ovinos
com mais de 18 meses de idade, tendo sido dado especial enfoque a inspecgdo sanitaria
do sistema nervoso central de pequenos ruminantes e a técnica de colheita do tronco
cerebral e cerebelo, a qual sera descrita seguidamente.

Técnica de colheita

Aos ovinos e caprinos com mais de 18 meses admitidos ao abate foi feita
cuidadosamente a ablagdo da cabega, ao nivel da articulagio atlantooccipital (Fig. 1). As
cabecas foram identificadas com o ndmero interno de abate e dispostas em linha numa



mesa, com a mandibula virada para cima e o Foramen Magnum dirigido para o operador
(Fig. 2).

Figura 1. Ablacéo da cabeca.

Figura 2. Disposic¢éo das cabegas em linha, segundo o nimero de identificagao interno de abate.



Técnica de colheita do tronco cerebral e cerebelo

Em virtude de terem sido detectados casos de Scrapie Atipico em pequenos
ruminantes em Portugal, é fundamental efectuar a recolha do tronco cerebral e do
cerebelo, uma vez que a PrPres apresenta maior deposi¢do nessas regides do sistema
nervoso central (Orge et al., 2004).

Durante a recolha do tronco cerebral e cerebelo, é extremamente importante
usar material de proteccdo individual, nomeadamente bata, luvas descartaveis e
maéscara.

O tronco cerebral é extraido através do Foramen Magnum, por meio de um
instrumento especialmente concebido para o efeito (Fig. 3). Ap6s a introducdo do
instrumento de colheita no Foramen Magnum, entre a medula e as meninges, fazem-se
ligeiras deslocagdes laterais, com o objectivo de libertar totalmente o tronco cerebral.
De seguida, retira-se o instrumento de recolha de forma a extrair o tronco cerebral para
o exterior (Fig. 4). Por fim introduz-se novamente o instrumento de recolha no Foramen
Magnum e retiram-se duas por¢des de cerebelo que serdo colocadas no mesmo frasco.

Finda a colheita, a cabeca deve ser armazenada até ao conhecimento dos
resultados laboratoriais do teste rapido. No caso do resultado do teste ser positivo, a
respectiva cabeca, devidamente acondicionada, deve ser enviada para o Laboratério
Nacional de Investigacdo Veterinaria (LNIV), que é o laboratério nacional de
referéncia, onde se executam os testes de diagndstico e confirmacdo das EET's
(Regulamento (CE) N.° 162/2009).

Figura 3. Colheita do tronco cerebral.



Figura 4. Troncos cerebrais.

Diviséo do tronco cerebral
Apos a colheita do tronco cerebral, efectua-se a sec¢éo longitudinal da amostra
ao nivel do sulco mediano com o auxilio da faca (Fig. 5).

Figura 5. Divis&o do tronco cerebral.

A divisdo deve ser feita com o tronco sobre um vidro devidamente esterilizado,
eliminando, deste modo, eventuais contaminacdes. E necessario fazer a divisio do
tronco cerebral, visto que uma metade é utilizada no estado fresco, na realizagdo do



teste rapido, e a outra metade é fixada com formol a 10%, para a realizacdo de exames
de confirmacdo histopatolégicos e/ou imunohistoquimicos e/ou Western blot, quando o
resultado do teste rapido for positivo ou inconclusivo.

Envio das amostras ao laboratorio

Os frascos (Fig.6) devem ser rotulados no corpo do frasco (Fig.7). No rétulo
(Fig.8) deve constar obrigatoriamente o nimero do brinco do animal, pertencente ao
Sistema de Identificagdo Animal (SIA), a data do abate, 0 nimero interno de abate e 0
nome ou iniciais do Inspector Sanitario que procedeu a recolha da amostra para o
laboratorio.

Figura 6. Troncos cerebrais nos respectivos frascos.



Figura 7. Frasco com o respectivo rétulo.
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Figura 8. Rotulo utilizado na identificagdo das amostras.

As amostras devem ser devidamente acondicionadas (Fig.9) numa mala
isotérmica (Fig.10). As respectivas folhas de requisi¢do de andlises sdo introduzidas no
involucro de plastico transparente na parte superior da mala isotérmica. Na folha de



requisicdo das amostras é escrito o ndmero do selo que se utiliza no fecho da mala
isotérmica, de forma legivel, sob pena de rejeicdo das amostras pelo LNIV.

Figura 10. Mala isotérmica com as amostras.



Posteriormente, o matadouro é responsavel pelo transporte e entrega das
amostras no gabinete de recep¢do de amostras do laboratdrio.

Resultados
No periodo de realizacdo deste trabalho, foram efectuadas 4822 colheitas de
troncos cerebrais no matadouro UNIAGRI Il, sendo que 4686 amostras eram

provenientes de ovinos e 136 amostras de caprinos com mais de 18 meses para que
fosse efectuado o rastreio de EET's.

Dos animais rastreados, verificou-se que, em cada més do periodo deste estudo,
um caso foi detectado como positivo ao teste rapido TeSeE Bio-Rad e, em Abril, foram
detectados 3 casos (Fig. 11), totalizando 8 (0,17%) os casos cujo resultado foi positivo
ao teste rapido. Posteriormente, estes 8 casos foram submetidos a exames
complementares de diagnéstico (Western blot, Imunohistoquimicos, Histopatolégicos).

Em relacéo a técnica Western blot, verificou-se que estes 8 casos apresentaram
resultado positivo. Em relacdo aos exames histopatolégicos, verificaram-se 4 casos
cujos resultados foram inconclusivos. Os restantes casos apresentaram resultado
negativo ao exame histopatoldgico.

Dos 8 casos submetidos ao exame imunohistoquimico, verificou-se que 2 casos
eram positivos, 3 negativos e 3 inconclusivos.

Assim, e de acordo com o resultado dos exames realizados pelo LNIV para
detectar a PrPres, registaram-se 8 casos de Scrapie atipico nos ovinos abatidos no
periodo compreendido entre Janeiro e Junho de 2006, uma vez que se verificou que
todos os casos foram positivos ao exame Western blot e, por isso, confirmados como
positivos, apesar de s6 2 casos terem obtido resultado positivo no exame
imunohistoquimico e nenhum ter obtido resultado positivo no exame histopatol6gico
(Tabela 1).
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Figura 11. Relagdo entre o numero de animais rastreados e o nimero de casos positivos ao teste rapido.

Tabela 1. Resultados dos exames Western immunoblotting (WB), imunohistoquimico (IHC) e
histopatol6gico (HP)

referentes aos ovinos. + Positivo; — Negativo; Inc.- Inconclusivo.

Meses Casos de Scrapie Testes efectuados

WB IHC HP
Janeiro 1 + + Inc.
Fevereiro 1 + - -
Margo 1 + - -
+ + Inc.
Abril 3 + - -
+ Inc. Inc.
Maio 1 + Inc. -
Junho 1 + Inc. Inc.
Discussao

Apesar do nimero de casos positivos registados no matadouro UNIAGRI 11 ter
sido baixo, em termos percentuais, comprovou-se que é fundamental que, no acto de
inspeccdo sanitéria, se dé especial atencdo a colheita do tronco cerebral e do cerebelo
em pequenos ruminantes com mais de 18 meses de idade e se cumpram cuidadosamente
as normas de envio das amostras ao laboratério, uma vez que se trata de despistar um
grupo de doencas de risco elevado que justificam o esforco e custo das medidas
implementadas, de modo a impedir a entrada nem que seja de um Unico caso positivo no
circuito alimentar, para prevenir a exposicdo humana ao agente infeccioso. Como tal, a
técnica de colheita deve ser executada de forma adequada, com o intuito de obter uma
boa qualidade da amostra, que permita garantir eficicia na realizacdo dos testes de
diagnostico que se seguem, bem como uma correcta interpretacdo dos resultados das
analises no laboratdrio.
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Concluséo

12 A percentagem de casos positivos (0,17%) detectados no periodo de
realizacdo deste estudo foi baixa em pequenos ruminantes com mais de 18 meses e,
segundo os resultados laboratoriais, enquadraram-se no perfil de Scrapie atipico.

2% Nao se registou nenhum caso de Scrapie atipico em caprinos com mais de 18
meses de idade.

3% A inspeccdo meticulosa do sistema nervoso central e colheita do tronco
cerebral e cerebelo em pequenos ruminantes nos matadouros é crucial para evitar que
haja casos de EET’s a entrar na cadeia alimentar, prevenindo a exposi¢do humana ao
agente infeccioso.
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