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RESUMO

ACHADOS CLINICOS E PATOLOGICOS DE SETE SURTOS DE LINGUA
AZUL EM OVINOS EM 2014 NO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

A infeccéo pelo Virus da Lingua Azul (VLA) ocorre em ruminantes domésticos
e selvagens, preferencialmente, ovinos, bovinos e caprinos em regifes tropicais e
temperadas onde ha o vetor, mosquito do género Culicoides. O objetivo do trabalho é
descrever os aspectos clinicos e anatomopatologicos de sete surtos de infeccdo pelo
VLA em ovinos no Rio Grande do Sul, confirmados pelo isolamento viral e teste da
RT-PCR. De janeiro a outubro de 2014 foram diagnosticados sete surtos de infeccao
pelo VLA em ovinos no estado do Rio Grande do Sul com histérico de mortalidade de
ovinos nos municipios de Taquara (Propriedade A), Fazenda Vilanova (Propriedade B),
Viaméo (Propriedades C e F), Cachoeira do Sul (Propriedade D e E) e Venancio Aires
(Propriedade G). Os achados clinicos relacionavam-se com o sistema respiratorio e
locomotor. A taxa de mortalidade variou de 1,7 (4/230 ovinos) a 56% (28/50 ovinos).
Realizou-se a necropsia de 10 ovinos e de um feto abortado por um dos ovinos
submetidos a necropsia. As principais alteracbes observadas nos ovinos foram:
hiperemia e contetdo alimentar na cavidade nasal (7/10), pulmdes aumentados de
tamanho com intenso edema (6/10), consolidacdo pulmonar antero-ventral (5/10),
hemorragias no coracdo (5/10), hemorragia da artéria pulmonar (4/10) e discreta
dilatacdo e flacidez do esdfago (4/10). Os achados histologicos caracterizaram
pneumonia aspirativa (3/10), rinite purulenta (1/10), necrose muscular do es6fago
(8/10), hemorragias no coracdo (3/10), necrose de cardiomiécitos (2/10) e necrose do
musculo serratil cervical ventral (8/10). O feto ndo apresentou altera¢cbes macroscopicas
e histoldgicas. Para confirmar a suspeita foram coletadas 20 amostras de sangue de
ovinos doentes e recuperados, e de um bovino. A partir do teste da RT-PCR e
isolamento viral confirmou-se o diagnostico de infeccdo pelo virus da lingua azul nos
sete surtos ocorridos em 2014 no Rio Grande do Sul. E, pela analise filogenética

comprovou-se a participacao do sorotipo 4 nas Propriedades D e B.

Palavras-chave: ovinocultura, pneumonia aspirativa, necrose muscular, eséfago.



ABSTRACT

CLINICAL AND PATHOLOGICAL FINDINGS OF SEVEN OUTBREAK OF
BLUETONGUE IN SHEEP DURING 2014 IN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL

The infection by Bluetongue Virus (BTV) occurs in domestic and wild ruminants,
including sheep, cattle and goats in the tropical and temperate regions where the vector
is present Culicoides. The objective is describe the clinical and pathological aspects of
seven outbreaks of infection by BTV in Rio Grande do Sul, confirmed by viral isolation
and RT-PCR test. From January to October 2014 were diagnosed seven outbreaks of
infection by BTV in sheep in the state of Rio Grande do Sul with a history of sheep
mortality in the cities of Taquara (Propriedade A), FazendaVilanova (Propriedade B),
Viamao (Propriedade C and F), Cachoeira do Sul (Propriedade D and E) and Venancio
Aires (Propriedade G). Clinical findings were related to the respiratory and locomotor
system. The sheep mortality ranged from 1.7 to 56%. At necropsy the main changes
observed in sheep were hyperemia and food content in the nasal cavity (7/10), increased
lung size with marked edema (6/10), anterior-ventral pulmonary consolidation (5/10),
bleeding heart (5 / 10), bleeding from the pulmonary artery (4/10) and mild swelling
and sagging of the esophagus (4/10). Histological findings included aspiration
pneumonia (3/10), purulent rhinitis (1/10), muscle necrosis of the esophagus (8/10),
bleeding heart (3/10), cardiomyocyte necrosis (2/10) and cervical ventral serratus
muscle necrosis (8/10). The fetus showed no macroscopic and histological changes. To
confirm the suspicion were collected 20 blood samples from sick and recovered and
sheep, and one cow. The RT-PCR test and virus isolation confirmed infection with
bluetongue. For phylogenetic analysis of the virus serotype 4 was identified in the
Propriedade B and D.

Keywords: ovine culture, aspiration pneumonia, muscle necrosis, esophagus.
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INTRODUCAO

O Virus da Lingua Azul (VLA) € membro da familia Reoviridae e género
Orbivirus (OSBURN, 1994; COSTA et al., 2006; ORTEGO & MERTENS, 2014), ndo
é encapsulado e apresenta capsideo icosaédrico (MOHL & ROY, 2014).

O VLA apresenta 26 sorotipos identificados (MAAN et al., 2012; ORTEGO &
MERTENS, 2014) e ha estudos comprovando a existéncia de mais trés sorotipos
distintos (WRIGHT, 2014; ZIENTARA et al., 2014; MAAN et al., 2015).

Essa enfermidade viral esta restrita as regifes tropicais e temperadas (GIBBS &
GREINER,1994). Isso se deve a presenca e adaptacdo do vetor, mosquitos do género
Culicoides, em diferentes regides do mundo (GIBBS & GREINER 1994;
MACLACHLAN et al., 2009).

A infeccdo pelo VLA é uma doenca reemergente sustentada pelo complexo
hospedeiro, vetor e patégeno (ORTEGO & MERTENS, 2014). Atualmente a
enfermidade estd listada pela Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) como
doenca com perigos especificos e de declaracdo obrigatdria (OIE, 2015).

A enfermidade afeta ovinos, bovinos e diversas espécies de ruminantes selagens,
(RIET-CORREA et al., 1996). Dentre as espécies domésticas, 0s ovinos apresentam
maior sensibilidade & doenca e a manifestacdo clinica varia de acordo com a raca, idade
e status imunolégico dos ovinos afetados (BROWN et al., 2007; WORWA et al., 2008).

A doenca pode causar a morte de ovinos, enquanto que a infeccdo em bovinos e
caprinos, geralmente, é subclinica, tornando estas espécies importantes reservatorios do
virus (SCIENTIFIC COMMITEE ON ANIMAL HEALTH AND ANIMAL
WELFARE, 2000).

A principal causa da enfermidade é decorrente da capacidade que o virus tem de
replicar e destruir células endoteliais em diferentes o6rgdos (KUSILUKA &
KAMBARAGE, 1996; ALFIERI, 2007; ZACHARY, 2012), culminando em vasculite e
morte endotelial (ZACHARY, 2012).

O presente trabalho descreve os aspectos clinicos e anatomopatoldgicos de sete
surtos de infecgcdo pelo VLA em ovinos e comprova a presenca do sorotipo 4 em dois
destes surtos no Rio Grande do Sul, confirmados pelo isolamento viral e teste da RT-
PCR.

11



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Histérico

A infeccdo pelo Virus da Lingua Azul (VLA) foi identificada pela primeira vez
no continente africano. No final do século XVIII, a doenca foi observada em ovinos,
caprinos, bovinos e em ruminantes silvestres. A enfermidade foi confirmada na Africa
do Sul no século XX por Gorman (GIBBS & GREINER, 1994; ROY, 2007).
Clinicamente 0s ovinos apresentavam a lingua enegrecida ou azulada, compreendendo o
sinal clinico caracteristico da doenca (ROY, 2007).

A primeira descricdo da infeccdo pelo VLA foi em 1902 no Jornal Agricola da
Colbénia do Cabo e a primeira publicacdo detalhada foi em 1905. A doenca recebeu a
nomenclatura inicial de “Malarial Catarrhal Fever” ou febre catarral malarica pelo The
Colonial Veterinary Surgeon. Contudo esse termo “malaria” tornou-se inadequado, pois
desde 1901 havia sido comprovada a transmissdo da doenca através da inoculacdo do
soro de animais doentes em animais sadios, demonstrando que o agente infeccioso ndo
estava vinculado as heméacias (SPREULL, 1905).

Em 1924 ocorreu o primeiro caso confirmado de infeccdo pelo VLA proximo a
Europa, em Cyprus. Em seguida ocorreram Vvarios surtos entre 1943-1944, quando a
mortalidade atingiu 70% do rebanho europeu. Nos Estados Unidos da Ameérica, a
infeccdo peloVLA em ovinos foi documentada pela primeira vez em 1948 (ROY, 2007).

Um primeiro experimento conduzido entre 1942-1943 confirmou pela primeira
vez a transmissdo mecénica da doenca por insetos vetores do género Culicoides (DU
TOIT, 1944).

O primeiro relato de infeccdo pelo VLA em animais da América do Sul foi em
1980 a partir do isolamento do sorotipo 4 em bovinos oriundos do Brasil e que estavam
em quarentena na Florida, Estados Unidos da América (GROOCOCK & CAMPBELL,
1982). Apenas em 2001 foi confirmado o primeiro surto da doenca em ovinos e
caprinos no Parand, Brasil, onde foi isolado o sorotipo 12 (CLAVIJO et al., 2002).

A doenca surgiu no Brasil em decorréncia da importacdo de animais de raca
leiteira contaminados pelo virus. As pesquisas com levantamento sorolégico realizado
em pequenos ruminantes no pais demonstram resultados alarmantes (Tabela 1)
(PINHEIRO et al., 2003).
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Tabela 1 - Levantamentos sobre a soroprevaléncia da infeccao
pelo VLA em pequenos ruminantes no

Brasil.
Espécie Soro?;(s) )ItIVOS anl:losil?as Regido Autores
caprina 149 NI RJ Abreu et al. (1984)
caprina 59 340 MG Silva et al. (1988)
caprina 44,1 593 RJ Cunha et al. (1988)
ovina 24,2 33 RJ Cunha et al. (1988)
caprina 15 76 Nordeste Brown et al. (1989)
ovina 52,7 72 SP Arita et al. (1992)
ovina 0,15 1341 RS Costa (2000)
caprina 42,3 1484 MG  Lobato et al. (2001)
ovina 13,61 181 CE Frota et al. (2001)
caprina 30,6 1865 CE Silva (2002)

NI - Nao Informado. Adaptado de Pinheiro et al., 2003.

Em 1963 a infeccdo pelo VLA passou a compor a lista do Codigo Zoosanitario
Internacional do Gabinete Internacional de Epizootias da Food and Agricultural
Organization of the United Nations como uma das 15 doencas que ameacam a
economia regional, ocupando um lugar importante na histéria dos virus emergentes
(GIBBS & GREINER, 1994).

Atualmente a infec¢do pelo VLA esté listada na World Organisation for Animal
Health (OIE). As resolucdes aprovadas pelo Comité Internacional e as recomendagoes
emitidas pelas Comissbes Regionais instruem a sede da OIE a estabelecer uma Unica
lista das doencas dos animais terrestres e aquaticos. Frente aos Acordos e Negocia¢es
Comerciais da Organizacdo Mundial do Comércio (OCM) as doencas sdo classificadas
guanto aos perigos especificos e de declaracdo obrigatoria, dando a todas as
enfermidades listadas 0 mesmo grau de importancia internacional (OIE, 2015).

A infecgéo pelo VLA tem sido conhecida pelos criadores de ovino sul-africanos
desde os primeiros anos do século X1X. A partir desta dada mais de 2000 artigos foram
publicados sobre o virus e cerca de 800 deles tém aparecido nos Gltimos 10 anos
(ORTEGO & MERTENS, 2014).
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1.2 Etiologia

O VLA é membro da familia Reoviridae, género Orbivirus (OSBURN, 1994;
COSTA etal., 2006; ORTEGO & MERTENS, 2014).

A familia Reoviridae é composta por 11 géneros (ALFIERI 2007; ROY 2007)
dos quais apenas cinco infectam vertebrados (Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus,
Coltivirus e Aquareovirus). Destes apenas 0s géneros Orbivirus e Rotavirus ocasionam
infeccdes que, devido suas caracteristicas epidemioldgicas e pela gravidade dos sinais
clinicos, sdo consideradas importantes em mamiferos (ALFIERI, 2007).

Esses virus podem ser distinguidos e identificados por diferentes caracteristicas,
incluindo capsideo e numero, tamanho e distribuicdo dos segmentos do genoma, além
da gama de hospedeiros, propriedades sorologicas e composicdo das proteinas
(MERTENS et al., 2004).

Apesar da similaridade bésica entre os membros da familia Reoviridae, os
Orbivirus diferem na estrutura, nas propriedades fisico-quimicas, no ciclo de replicacéo,
na patogénese e na epidemiologia. Ao contrario dos demais membros desta familia, os
Orbivirus sdo, primariamente, transmitidos por vetores artropodes, como mosquitos e
carrapatos (ALFIERI, 2007; ROY, 2007).

O grupo dos Orbivirus é composto pelo virus da lingua azul, virus da peste
equina, virus da encefalite equina, virus da doenca epizodtica hemorragica dos cervos,
virus Ibaraki e virus Palyam. Os Orbivirus infectam uma variedade de vertebrados,
incluindo ruminantes domésticos e selvagens, equideos, roedores, morcegos, primatas,
marsupiais e aves (ALFIERI, 2007).

Os virus pertencentes a esse género sdo de cadeia dupla de RNA (OSBURN,
1994). Eles medem entre 60 e 85nm de diametro, ndo apresentam envelope lipidico, e as
proteinas estruturais estdo dispostas em camadas concéntricas que, geralmente,
conferem uma simetria icosaédrica. Os virus sdo resistentes a solventes lipidicos,
sensiveis aos desinfetantes a base de iodoforos e fenois. Sao estaveis em pH entre 6,5 e
8,0 e a temperatura de 4°C, principalmente, em matéria organica. O congelamento reduz
até 90% a infectividade viral (ALFIERI, 2007).

O genoma do VLA consiste de 10 segmentos de dsRNA, divididos em trés
segmentos grandes (L1 a L3), trés médios (M4 a M6) e quatro pequenos (S7 a S10). O

conjunto de segmentos gendmicos codificam sete proteinas estruturais (Vpl a VP7) e
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trés proteinas ndo estruturais (NS1 a NS3) (OSBURN, 1994; ALFIERI, 2007). O virus
ndo é encapsulado e apresenta capsideo icosaedrico (MERTENS et al., 2004; MOHL &
ROY, 2014).

O genoma do VLA pode ser separado em 10 classes de tamanho por eletroforese
em gel de poliacrilamida e cada segmento do genoma codifica para uma proteina,
gerando proteinas estruturais e ndo estruturais (MERTENS et al., 1984).

O VLA tem um capsideo composto por trés camadas distintas de proteinas. A
camada mais interna é composta por VP3, a camada intermediaria por VP7 e a camada
mais externa do capsideo é formado pela VP2 e VP5, codificadas pelos segmentos 2 e 6
do genoma (MERTENS et al., 2004).

O virus mede 65 a 75nm de didmetro. A camada interna ou nucleo contém cinco
proteinas (VP1, VP3, VP4, VP6 e VVP7). Dentre estas, a VP7 (antigeno determinante do
sorogrupo) e a VP3 séo as mais abundantes. A VVP3 forma uma estrutura central ou
subnicleo, no qual 260 trimeros da VP7 estdo ancorados. Por isso exerce uma
importante funcdo na integridade estrutural do nucleo viral (ALFIERI, 2007).

A superficie externa do nudcleo contém 780 coOpias da proteina VP7 dispostas
com 260 trimeros com simetria icosaédrica que interage com a VP3 formando grandes
matrizes hexagonais (MERTENS et al., 2004).

O capsideo mais interno é composto por 120 cépias da proteina VP3 (901
aminoéacidos, pesando 103 kD) arranjadas em uma pseudosimetria icosaédrica, 0 que
demonstra que a VP3 ocupa duas diferentes conformacbes, A e B, formada por
moléculas idénticas. A VP3 determina a organizacdo do genoma viral e dos
componentes dos complexos de transcriptase (VP1, VP4 e VP6), que interagem com 0
genoma e que sao altamente conservadas dentro dos diferentes géneros da familia
Reoviridae. Comparando as sequencias do segmento 3 do genoma e a proteina VP3 é
possivel distinguir as diferentes espécies dentro do género Orbivirus (MERTENS et al.,
2004).

A VPT7 é a proteina mais abundante que compde o nicleo e também os principais
determinantes antigénicos especificos de grupo. Apesar de fazer parte do nucleo, sabe-
se que esta proteina esta exposta em algumas regides da superficie viral e é capaz de
estimular a producdo de anticorpos. Localizadas no interior do subnucleo, as proteinas
VP1, VP4 e VP6 estdo presentes em pequenas quantidades e ndo desempenham um

papel importante na estrutura do nucleo. A VP1 é a proteina com maior massa e, com
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base em sua massa, localizacdo, concentracdo molar no nicleo e sequencia de
aminoacidos, acredita-se que seja a RNA polimerase viral. Essa proteina seria a
responsavel pela transcricdo e replicagdo do genoma durante a replicacdo viral nas
células hospedeiras (ALFIERI, 2007).

O nacleo icosaédrico do VLA é circundado pela camada externa ou capsideo,
que é composto por 360 trimeros de VP2 justapostos a 120 trimeros da proteina VVP5,
que podem ser visualizados através da microscopia crioeletrénica (MERTENS et al.,
2004). Estas proteinas sdo as mais variaveis entre os diferentes sorotipos do virus
(MERTENS et al., 2004; ALFIERI, 2007).

A proteina VP2 contem epitopos neutralizantes que controlam a especificidade
das interacGes entre a particula viral eos anticorpos neutralizantes, determinando a
identidade dos sorotipos, que pode ser reconhecida pela soroneutralizacdo (MERTENS
et al., 2004).A proteina VP2 é responsavel pelo estimulo para a producdo de anticorpos
neutralizantes, apresenta atividade de hemaglutinagdo e hemadsorcéo (ALFIERI, 2007).

A VP5 possui 526 aminoacidos e tem funcdo na penetracdo do virus na
membrana do endossomo, sendo responsavel pela liberagdo do nuacleo viral no
citoplasma celular. A sua formagdo estrutural indica que € capaz de induzir a
permeabilidade e desestabilidade de membranas (ALFIERI, 2007).

Trés proteinas ndo estruturais (NS1, NS2 e NS3) sdo produzidas durante a
replicacdo do VLA. A NS1 e NS2 sdo sintetizadas abundantemente, enquanto que a
NS3 é de dificil deteccdo. A sequencia dessas proteinas é altamente conservada entre 0s
sorotipos, 0 que indica a sua importancia para a replicacdo desse virus. A sintese da
NS1 e NS2 coincide, respectivamente com o aparecimento de duas estruturas virais
especificas: os tubulos e os corpusculos de inclusdo. Presume-se que estas estruturas
estejam envolvidas na replicacdo e no processo de transporte das particulas virais para a
membrana celular ou na preservacdo da mitose em células infectadas. A NS3 é a
proteina menos abundante do VLA e a sua funcédo ainda ndo esté totalmente esclarecida,
mas sabe-se que é essencial para o egresso das particulas virais nas células (ALFIERI,
2007).

O VLA apresenta 26 sorotipos identificados (MAAN et al., 2012; ORTEGO &
MERTENS, 2014). Alguns sorotipos do virus, quando introduzidos numa populacao
ovina podem afetar 50% a 75% do rebanho, com uma mortalidade variando entre 20% a
50% (RIET-CORREA et al., 1996).
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Em 2014 detectou-se um novo sorotipo do VLA identificado como BTV-n,
afetando cabras em Corsega, na Franca e este apresentou maior similaridade com o
sorotipo 25 (ZIENTARA et al., 2014). Kyriaki Nomikou identificou recentemente o
VLA sorotipo 28 no oriente médio (MAAN et al., 2015). No distrito de Montagu, Cabo
Ocidental, também foi identificado um novo sorotipo do virus a partir do
sequenciamento de acidos nucléicos e da analise soroldgica em alpacas (Vicugna pacos)
importadas do Chile um ano antes de apresentarem sinais clinicos compativeis com a
doenca (WRIGHT, 2014).

1.3 Epidemiologia

A infeccdo pelo VLA é uma doenca viral reemergente sustentada pelo complexo
hospedeiro, vetor e patégeno. Além disso, ruminantes selvagens demonstram um
importante papel como reservatorio bioldgico do virus (ORTEGO & MERTENS,
2014).

A respeito de reservatorios silvestres, na Africa foi encontrada a soroprevaléncia
de anticorpo contra 0 VLA em niveis variados entre a maioria dos carnivoros africanos
(guepardos, ledes, gatos domésticos, cdes selvagens, chacais, cdes domésticos e
hienas), provavelmente devido ao acesso de carne de ruminantes Vvirémicos
(ALEXANDER, et al., 1994).

A doenca estd limitada as regides tropicais e temperadas onde contenham
espécies de vetores competentes (GIBBS & GREINER 1994, TABACHNICK, 2004). O
principal grupo vetor responsével pela transmissdo bioldgica de uma grande variedade
de Orbivirus no mundo sdo o0s mosquitos do género Culicoides, familia
Ceratopogonidaee ordem Diptera (CHAGAS & PINHEIRO, 2003; ORTEGO &
MERTENS, 2014).

Estd comprovada a presenca e adaptacdo do vetorem diferentes regiGes do
mundo (MACLACHLAN et al. 2009). Existem mais de 1400 espécies de Culicoides
descritas no mundo, no entanto menos de 20 estdo envolvidas na epidemiologia do
VLA. Na Europa, Africa e Asia, C. imicola é considerado o vetor mais eficiente. Na
Australia os principais vetores sdao C. waddai, C. brevitarsis, C. fulvus e C. actoni
(CHAGAS & PINHEIRO, 2003). Na América do Norte o C. sonorensis € responsavel
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pela transmissdo do VLA e na América do Sul o principal vetor é C. insignis
(TABACHNICK, 2004).

O virus é encontrado nos fluidos dos Culicoides, inseto hematdfago
(ZACHARY, 2013) amplamente disseminado no Brasil. No Brasil o inseto é conhecido
popularmente como “maruim”, “borrachudo”, “mosquito pélvora” ou “mosquito do
mangue” (CHAGAS & PINHEIRO, 2003).

A infeccdo nos mosquitos pode permanecer por toda sua vida e a transmissédo
mecanica por carrapatos e moscas, como Stomoxys spp e Tabanus spp, também pode
ocorrer (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996), assim como por outros insetos como
Aedes lineatopennis, Ornithodorus coriaceus e Melophagus ovinus (RIET-CORREA,
2007).

A enfermidade afeta ovinos, bovinos e diversas espécies de ruminantes selagens,
sendo 0s ovinos e o veado de rabo branco os mais suscetiveis (RIET-CORREA et al.,
1996). A infecgéo pelo VLA pode causar a morte de ovinos, enquanto que a infecgéo
em bovinos e caprinos, geralmente, é subclinica, tornando estas espécies também
importantes reservatérios da doenca (SCIENTIFIC COMMITEE ON ANIMAL
HEALTH AND ANIMAL WELFARE, 2000; PINHEIRO et al., 2003).

Todas as racas de ovinos séo susceptiveis a doenca clinica, no entanto o grau de
susceptibilidade esta relacionado as diferentes reacBes imunoldgicas de cada raca
(WARD et al., 1994). Animais mais jovens sdo mais severamente afetados que 0s
adultos (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996). Além disso, pesquisas realizadas até
0 século XIXcomprovaram que ovinos deslanados ou tosados apresentavam maior
susceptibilidade a doenca (SPREULL, 1905).

A infeccdo pelo VLA propagou-se dentro de varios ecossistemas devido a
competéncia do vetor em transmitir o virus. Estes ecossistemas sdo relativamente
estaveis devido a colonizacdo de animais e, principalmente, pelas préticas agricolas
tradicionais (GIBBS & GREINER, 1994).

A incidéncia e distribuicdo da doenca estdo relacionadas com o ambiente e
fatores climéticos que afetam a sobrevivéncia e distribuicdo dos vetores (KUSILUKA
& KAMBARAGE, 1996).

Dentre as varidveis climaticas, observa-se que a temperatura, umidade,

pluviosidade e ventos influenciam na dindmica populacional do vetor e a temperatura
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elevada reduz a duracdo do ciclo gonotrofico e aumenta a taxa de picadas do vetor
(CHAGAS & PINHEIRO, 2003).

Em condicgdes de clima tropical é provavel que a doenca seja mais frequente no
final da época das chuvas quando a populacdo de mosquitos € maior. Em clima
temperado a doenca tem ocorréncia sazonal, nos meses de verdo e outono (RIET-
CORREA, 2007). Embora haja estudos que demonstram ndo haver diferenca
estatistica em soroprevaléncia de anticorpos contra 0 VLA entre as diferentes estacdes
do ano (SABAGHAN et al., 2014).

H& variacdo do numero de casos de infeccdo pelo VLA relacionado com a
precipitacdo anual, assim a doenga é menos frequente e mais branda nas estacdes
secas. Além disso, a maior incidéncia de casos ocorre em regides proximas de rios,
represas ou lugares pantanosos. Os surtos também podem cessar apds as primeiras
geadas (SPREULL, 1905).

No Brasil condi¢des de temperatura e umidade na maior parte do pais favorecem
a multiplicacdo e a manutencdo dos vetores (LOBATO, 1996; CLAVIJO et al., 2002),
0 que pode tornar a doenca endémica e com alta prevaléncia (LOBATO, 1996).

Embora o VLA tenha sido identificado por isolamento e ou sorologia, a doenga,
muitas vezes, é silenciosa nos rebanhos brasileiros, principalmente através de seu
vetor (PINHEIRO et al., 2003). Mas ha relatos de surtos da infeccdo no Parand, Rio
Grande do Sul pelo sorotipo 12 e no Rio de Janeiro onde foi comprovada a circulacao
do VLA sorotipo 4 (CLAVIO et al., 2002; ANTONIASSI et al., 2010; BALARO et
al., 2014).

No Rio Grande do Sul, anticorpos para o VLA foram encontrados em bovinos e
ovinos (RIET-CORREA et al., 1996). No sudeste e sudoeste do estadofoi observada
uma baixa prevaléncia de anticorpos contra o virus, tanto em ovinos como em
bovinos. No entanto, a presenca do vetor Culicoides indicada que ocorre circulagéo
viral mesmo em baixa escala. O fato de ter sido encontrado um grande ndmero de
animais soronegativos no Rio Grande do Sul é preocupante, pois pequenas mudancas
climaticas em regides limitrofes podem resultar em aumento na taxa de transmissao,
pelo aparecimento de vetores (COSTA et al., 2006).

A infeccdo pelo VLA, bem como a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e a
Diarreia Viral Bovina (BVD) foram detectadas no Brasil na década de 60,

provavelmente através da importacdo de animais e de sémen contaminado. E
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importante destacar que em bovinos 0 VLA também pode ser transmitido através do
sémen, quando o touro estiver em processo de viremia (PELLEGRIN et al., 1997).

De acordo com a OIE, a infeccdo pelo VLA é uma doenca notificavel cujo
impacto econémico decorre ndo apenas das perdas diretas nos rebanhos afetados, mas
também das restricbes econdémicas impostas por paises importadores (COSTA et al.,
2006).

1.4 Patogenia

Os Orbivirus sdo transmitidos para 0s hospedeiros vertebrados por insetos
hematofagos do género Culicoides (CHAGAS & PINHEIRO, 2003; ALFIERI, 2007,
ORTEGO & MERTENS, 2014).

O vetor injeta o virus no hospedeiro via saliva enquanto se alimenta. O
hospedeiro infectado entdo passa por um periodo curto de incubacdo antes de
desenvolver a viremia (WILSON et al., 2008).

Apds a penetracdo cutaneao virus infecta células de Langerhans, mondcitos e
macréfagos teciduais. Em seguida, essas células migram por via linfatica para os
linfonodos locais, agregados linfoides e linfonodos regionais. Nesses locais o virus
infecta linfocitos, células dendriticas, mondcitos e macréfagos (ZACHARY, 2012).

A estrutura das camadas exteriores do capsidio do VLA tem papel fundamental
na mediacdo da ligacdo celular e da penetracdo em diferentes tipos de células. Nos
hospedeiros mamiferos estas proteinas de superficie externa também interagem com
componentes do sistema imunolégico induzindo a producdo de anticorpos neutralizantes
(MERTENS et al., 2004).

Apbs a replicacdo priméaria nos linfonodos regionais, as particulas virais se
disseminam para o baco, timo e outros linfonodos associados as células sanguineas. O
VLA se liga a glicoforinas na superficie dos eritrocitos de bovinos e ovinos, onde
persiste em invaginacGes da membrana. Nesses locais, 0 virus permanece protegido dos
anticorpos circulantes por longos periodos, resultando em viremia prolongada
(ALFIERI, 2007).

Uma caracteristica marcante da patogenia da infeccdo pelo VLA € a sua
capacidade de replicar e destruir células endoteliais em diferentes 6rgdos (KUSILUKA
& KAMBARAGE, 1996; ALFIERI, 2007; ZACHARY, 2012). Isso ocorre devido a
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presenca de macrofagos e mondcitos infectados livres na circulagdo sanguinea que se
aderem as células endoteliais por meio de moléculas da cascata de adesdo leucocitaria.
Em seguida ocorre lise das células fagociticas e liberacdo das particulas virais que se
aderem a glicosaminoglicanas das membranas de células endoteliais através das
proteinas estruturais do capsideo (VP2 e VP5), culminando em vasculite e morte
endotelial (ZACHARY, 2012).

Dependendo da gravidade da lesdo endotelial a vasculite pode ser seguida por
hemorragia, exsudacdo, edema vascular, estase e oclusdo de vasos sanguineas,causando
hipoxiacom consequente ulceracdo da mucosa oral, infarto tecidual e coagulacdo
intravascular disseminada (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; ZACHARY, 2012).
Tem sido observado que a exposicdo dos animais afetados a fatores estressantes
exacerbam a doenca (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996).

A interacdo entre o VLA e as células endoteliais de ovinos e bovinos é
fundamental para compreender a patogénese nestas espécies. Na infeccdo em bovinos
ocorre replicacao localizada do virus em células endoteliais que resulta em lise celular,
assim suprime a replicacdo do virus e induz a resposta inflamatéria do hospedeiro, sem
causar lesdes graves. In vitro a infeccdo de células endoteliais de ovinos pelo VLA
resulta na sobrevivéncia das células-alvo por periodos prolongados com maior producgéo
de viruscomparado a infeccdo de células endoteliais de bovinos (RUSSELL et al.,
1996).

Apbds a infeccdo a resposta inata € a primeira linha de defesa contra o virus,
envolvendo a producéo de Interferon Tipo 1 (IFN-1, essencial para o estabelecimento de
uma resposta celular antiviral) e de outras citocinas pro-inflamatérias que controlam a
infeccdo. Em seguida € moldada a resposta imune adaptativa gerada pelas células T e B
(ORTEGO & MERTENS, 2014).

A infeccdo pelo VLA é sensivel ao efeito antiviral de IFN-1, causando
diminuicdo da expressdo de proteinas estruturais antivirais VP5 e VP7 e as proteinas
ndo estruturais NS1 e NS3. Contudo, pesquisas demonstram que o VLA é capaz de
interferir com a via JAK/STAT para modular a resposta através do IFN-1 (DOCEUL et
al., 2014).

Em ruminantes a placentacdo zonaria cotiledonar é favoravel a infeccéo
congénita. Esse tipo de placentacdo favorece a transferéncia de sangue e de

componentes do plasma para o feto em desenvolvimento. Durante as fases iniciais de
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viremia a fémea prenhe tem o virus circulante no plasma e o virus acaba migrando
através da placenta (OSBURN, 1994; SANTMAN-BERENDS et al,
2010;SAEGERMAN et al., 2011).

O virus é capaz de atravessar a barreira placentaria e infectar o feto resultando
em necrose hepatica, supressao do sistema hematopoiético fetal, nascimento de produtos
com anormalidades, incluindo hidrocefalia, artrogripose, prognatismo, cegueira, surdez
e aborto (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; ALFIERI, 2007).

Os produtos também podem nascer assintomaticos, porém, infectados, o que
pode ser comprovado pela RT-PCR (SANTMAN-BERENDS et al,
2010;SAEGERMAN et al., 2011). Nos machos, a presenca do virus no sémen causa
mudanca estrutural nos espermatozoides (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996).

1.5 Sinais clinicos

Dentre as espécies domésticas, 0s ovinos apresentam maior sensibilidade a
doenca e a manifestacdo clinica varia de acordo com a raga, idade e status imunoldgico
dos ovinos afetados (BROWN et al., 2007; WORWA et al., 2008).

Em 1905, na Coldnia do Cabo, descreveram-se sinais clinicos relacionados ao
comprometimento da cavidade oral e dos digitos de ruminantes infectados pelo VLA.
Os animais, frequentemente, apresentavam pirexia, Ulceras na cavidade oral,
emagrecimento progressivo, anorexia, mucosas ciandticas, edema dos labios, secrecédo
nasal e, em casos mais graves, perda do epitélio da lingua, ulceracBes das narinas e
aumento de volume com dor ao redor das coroas do casco (SPREULL, 1905).

Embora a primeira descricao tenha ocorrido hd mais um século, a infec¢do pelo
VLA ainda causa sinais comuns aquela época.

O curso clinico dos ovinos que morrem varia em média de dois a quatro dias e,
nos ovinos que se recuperam é em média 15 dias. Tanto 0s ovinos que vem & 6bito
guanto 0s que se recuperam apresentam 0s mesmos sinais clinicos, mas com intensidade
variada (ANTONIASSI et al., 2010).

Pirexia, erosdes e petéquias da juncdo mucocutaneo dos labios, focinho e da
conjuntiva séo evidentes. Descreve-se também edema da lingua, labios, face, palpebras,
orelhas, regido submandibular e pescoco (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-
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CORREA et al., 1996; CLAVIJO et al., 2002;WORWA et al., 2008; BALARO et al.,
2014).

Atualmente nota-se também estomatite catarral, hemorragias, enterite, cianose
da cavidade oral e nasal, laminite, torcicolo, hiperemia dos olhos e da mucosa oral e
nasal, sialorréia, conjuntivite serosa & mucopurulenta, descargas nasais sanguinolentas
com formagéo de crostas que podem interferir na respiracdo. Ocorre ainda anorexia,
cianose da lingua, necrose da mucosa oral, respiracao fétida, relutancia para se mover
ou severa claudicacdo (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA et al.,
1996; CLAVIJO et al., 2002;SANCHEZ-CORDON et al., 2013; BALARO et al.,
2014).

Relata-se ainda dispneia, perda da 1& e formacdo de uma linha avermelhada ou
purpura no rodete coronario em ovinos infectados pelo VLA (RIET-CORREA et al.,
1996).

Em regides onde a doenca é enzodtica os sinais clinicos sdo mais leves ou
inaparentes, com ocasionais abortos (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-
CORREA et al., 1996).

Em alguns casos ha relatos de dificuldade de degluticdo com episodios de
regurgitacdo, bem como secrecdo nasal esverdeada mucosa ou mucopurulenta,
tornando-se os sinais mais marcantes. Além de Ulceras e hemorragias na mucosa oral
também foram observadas em alguns ovinos (ANTONIASSI et al., 2010).

Ha relatos de ovelhas que apresentam manifestacdo dos sinais clinicos de
infeccdo pelo VLA no tergo final da gestacdo e ap0s a recuperacdo produzem borregos
sadios (ANTONIASSI et al., 2010). No entanto, ha relatos de aborto causado pela
infeccdo (BALARO et al., 2014) e ha casos de ovelhas prenhes que no ultimo trimestre
da gestacdo apresentaram apenas sinais de comprometimento do sistema respiratorio
(BALARO et al., 2014).

A infeccdo pelo VLA esta entre as doencas reprodutivas mais importantes em
bovinos no Pantanal, juntamente com a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e
Diarreia Viral Bovina (BVD). Em bovinos a enfermidade caracteriza-se por febre,
salivacdo intensa, ulceras na cavidade oral, escoriagOes, lesdes nos tetos, coronite e
laminite, provocando andar cambaleante (PELLEGRIN et al., 1997).

Vacas virémicas e que ndo abortaram sdo capazes de gerar produtos sadios,

porém infectados. O teste da RT-PCR pode comprovar que tanto a fémea quanto o
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terneiro podem ser positivos, 0 que comprova a transmissdo vertical do virus. Esses
animais positivos na RT-PCR desempenham um importante papel na epidemiologia da
doenca (SANTMAN-BERENDS et al., 2010).

1.6 LesBes macroscopicas

No exame post mortem de ovinos infectados pelo VLA sdo encontradas lesdes
na pele e na mucosa, como escoriacdes e ulceracdes no interior dos labios, nas
bochechas e na lingua (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA, 2007;
BALARO et al., 2014).

Na mucosa do esdfago, ramen, reticulo e abomaso séo evidenciadas hiperemia,
petéquias, erosdes ou ulceracdes. Enterite catarral ou hemorragica associada a hiperemia
e edema sdo frequentes (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA,
2007).

Os linfonodos faringeo, submandibulares, cervical e tordcico podem estar
aumentados de tamanho e edemaciados (KUSILUKA & KAMBARAGE; 1996,
SANCHEZ-CORDONet al., 2013; BALARO et al., 2014). Pode haver petéquiasnos
mesmos (SANCHEZ-CORDONet al., 2013).

Na traqueia relata-se grande quantidade de espuma, além de hidrotérax e edema
pulmonar (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; SANCHEZ-CORDONet al., 2013).
Observa-se com frequéncia pneumonia aspirativa (KUSILUKA & KAMBARAGE,
1996; RIET-CORREA, 2007; ANTONIASSI et al., 2010; BALARO et al., 2014) ou 0
pulméo apresenta-se difusamente avermelhado e ndo colabado (ANTONIASSI et al.,
2010; SANCHEZ-CORDON et al., 2013; BALARO et al., 2014). As conchas nasais
podem apresentar coloracdo vermelho-escuro e conter conteddo alimentar
(ANTONIASSI et al., 2010).

Dentre as lesbes macroscopicas sdo observadas hemorragias sistémicas que sdo
mais graves em ovinos do que em bovinos, devido suscetibilidade diferenciada das
celulas endoteliais a infeccéo, causando vari¢do quanto a gravidade da lesdo endotelial
(ZACHARY, 2012).

A presenca de petéquias e equimoses na base da artéria pulmonar s&o

caracteristicas da doenca (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA,
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2007; ANTONIASSI etal., 2010; SANCHEZ-CORDON et al., 2013; BALARO et al.,
2014).

No coracdo observa-se focos de hemorragia no epicardio e endocardio (RIET-
CORREA, 2007; ANTONIASSI et al., 2010; SANCHEZ-CORDON et al., 2013;
BALARO et al., 2014).

No masculo esquelético é descrita hemorragia associada a necrose (KUSILUKA
& KAMBARAGE; 1996; RIET-CORREA, 2007).

O esdfago frequentemente apresenta dilatacéo, estando preenchido com grande
quantidade de conteddo alimentar, que pode ser encontrado também e no limen da
traqueia e de brénquios associado a um conteddo espumoso (ANTONIASSI et al.,
2010).

Ha relatos de esplenomegalia, hemorragias no epicardio e hidropericardio com
exsudagdo de fibrina (KUSILUKA & KAMBARAGE; 1996). Além de ruminite e
reticulite mononuclear e pododermatite (BALARO et al., 2014).

Outras lesbes também sdo descritas, como congestdo hepatica, hiperemia da
mucosa do jejuno e ileo, petéquias no pancreas, hiperemia e petéquias nos rins, na
bexiga e nas meninges (SANCHEZ-CORDONet al., 2013).

Nos fetos sdo observados hiperemia generalizada e malformagédo (KUSILUKA
& KAMBARAGE, 1996). Como o VLA tem afinidade por células indiferenciadas do
cérebro geralmente ocorre alteragbes citoliticas resultando em necrose maciva com
hidranencefalia e porencefalia (MACLACHLAN & OSBURN, 1983).

1.7 LesBes microscopicas

Nos linfonodos € encontrada hiperplasia linfoide. Nos cornetos observa-se
acentuada hiperemia e nos pulmdes h& pneumonia aspirativa, caracterizada por
infiltrado de neutrdfilos no interior de alvéolos, bronquiolos e brénquios associado com
material vegetal, ocorrendo com frequencia contaminacdo bacteriana secundaria. No
pulmdo observa-se ainda edema, hiperemia e focos de hemorragia. LesGes
microscopicas também sdo observadas no epitélio do rimen, como ulceracdo, necrose
associada a mineralizagdo, hemorragia e trombose. No intestino delgado pode haver
encurtamento de vilosidades, necrose de criptas e infiltrado mononuclear na mucosa.
(ANTONIASSI et al., 2010).
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No musculo esquelético observa-se degenera¢do muscular, principalmente nos
musculos do pescoco, resultado em torcicolo. A degeneracdo hialina observada esta
frequentemente associada a hemorragia, necrose e mineralizacdo de miofibras, aléem de
infiltrado de neutrdfilos, macréfagos e linfécitos (KUSILUKA & KAMBARAGE,
1996).

Descreve-se ainda degeneragdo hialina e flocular bifasica em miofibras da
camada muscular do esdfago associado com infiltrado mononuclear, areas de
mineralizacdo de miofibras e focos de hemorragia. Tais alteracbes também séo
encontradas, variando quanto a intensidade da lesdo, no miocérdio. No endocardio,
epicardio e base da artéria pulmonar sdo observadas extensas areas de hemorragia
(ANTONIASSI et al., 2010).

Em fetos infectados pelo VLA ha relatos de encefalite necrotizante, encefalite e
meningite ndo supurativa, predominantemente no telencéfalo, cavitagdes delimitadas
por células necrdticas, principalmente nas regides rostrais do cérebro, microcavitagdes
no cerebelo e trombos no plexo coroide (MACLACHLAN & OSBURN, 1983).

1.8 Diagnostico

O diagndstico da infecgdo pelo VLA € baseado na epidemiologia, sinais clinicos,
lesbes macroscopicas e identificacdo do virus, que é realizado por métodos viroldgicos e
soroldgicos no intuito de diferenciar a infeccdo pelo VLA de outras doencas virais
(KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996).

Os testes diagndsticos para identificacdo do virus no hospedeiro sdo por métodos
diretos ou indiretos.

O diagnostico direto € realizado através da inoculacdo do material suspeito em
Ovos de Galinha Embrionados (OEG) ou em ovinos susceptiveis (KUSILUKA &
KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA et al., 1996). Isolamento de cepas de campo do
VLA requer a amplificacdo em OGE (AFSHAR, 1994).

O virus € isolado do sangue ou suspensdao de amostras de tecido do animal
suspeito, seguida de inoculacdo em OEG com 10-12 dias de vida (KUSILUKA &
KAMBARAGE, 1996). O procedimento de inoculagéo € intravenoso, esse talvez seja o

passo mais importante no processo de isolamento. Os embrides morrem entre trés e seis
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dias apds inoculacdo do virus. Em seguida, sdo necessarias duas passagens em série da
amostra em cultivo celular (CARIJO et al., 2000).

O virus também € isolado diretamente em cultivos celulares ou em camundongos
lactentes (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA et al., 1996). A
maioria dos laboratorios de diagndstico utiliza a passagem de cultura de células para
identificar a presenca do VLA (CARIJO et al., 2000). As células, geralmente utilizadas
sdo BHK 21, células VERO e células L de cobaio (KUSILUKA & KAMBARAGE,
1996).

Atualmente estd sendo adotando em muitas pesquisas o diagndstico através do
exame molecular em tempo real da Transcricdo Reversa da Polimerase (RT-PCR),
sendo realizada avaliacdo filogenética do virus por RT-PCR (BALARO et al., 2014).

Também é realizado o ensaio de imunoperoxidase que permite a localiza¢do do
antigeno especifico dentro da célula infectada utilizando o anticorpo monoclonal
especifico (CARIJO et al, 2000). Séo fornecidas vantagens aos testes de
imunoperoxidase, tais como a facilidade e a rapidez da leitura de placas (AFSHAR et
al., 1991).

Embora as técnicas modernas, como RT-PCR e a hibridizacdo in situ tém sido
descritas para a identificacdo de 4&cidos nucleicos do VLA. E necessaria uma
identificacdo final do isolado para excluir outras orbiviroses, como o virus da doenca
hemorragica epizodtica (CARIJO et al., 2000).

Em fetos abortados é realizado a RT-PCR que permite verificar se o produto €
positivo para o virus (SANTMAN-BERENDS et al., 2010;SAEGERMAN et al., 2011).
O teste da RT-PCR revela que a placenta de ovelhas PCR-positivas que pariram
cordeiros positivos, geralmente contém particulas virais (SAEGERMAN et al., 2011).

O desenvolvimento de métodos eficazes para a purificacdo de particulas do VLA
também fornecem material para andlise eletroforética e estudos bioquimicos, além de
prover particulas homogéneas em quantidade e pureza suficiente para cristalizar,
permitindo estudos de sua estrutura atbmica (MERTENS, et al., 2004).

Os métodos de diagndstico indireto sdo usados em levantamentos
epidemioldgicos, como o teste de Imunodifuséo em Gel de Agarose (IDGA ou AGID)
que detecta anticorpos contra 0 VLA (CHAGAS & PINHEIRO, 2003).

Deve-se salientar que os métodos indiretos tém limitacGes para diagndstico, ja que

indicam apenas se o0 animal teve contato com o virus. A realizacdo de provas
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sorologicas pareadas, associadas a um quadro clinico compativel e descartadas outras
possiveis causas dos sinais e lesdes observados, constituem-se fortes evidéncias de que
se trata da infeccdo pelo VLA (RIET-CORREA, 2007).

O diagndstico indireto para a deteccdo de anticorpos é realizado pelas provas de
IDGA, RFC, IF ou ELISA. A primeira é mais utilizada ja que os anticorpos
precipitantes sdo detectaveis por véarios anos (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996;
RIET-CORREA et al., 1996).

Anteriormente, as técnicas classicas para identificacdo do VLA eram com base em
ensaios imunoldgicos que incluem anticorpos fluorescentes e neutralizagdo viral. Sendo
que o uso de anticorpos fluorescentes, fixacdo do complemento e neutralizagdo viral
eram os testes mais comumente aplicados para a sorotipagem dos isolados virais. Os
avangos na compreensdo da genética molecular levou ao desenvolvimento de sondas
genéticas por andlise de hibridacdo e RT-PCR para a deteccdo de acido nucleico do
VLA (AFSHAR, 1994).

A infeccdo pelo VLA faz parte da lista de doencas vesiculares do Ministério da
Agricultura de notificagdo compulsoériaque deve ser feita ao Orgdo de Defesa Animal
municipal (BALARO & BRANDAO, 2013). Portanto, convém saber que ha ensaios
que detectam de forma confiavel todos os sorotipos e estirpes de VLA com alta
sensibilidade e especificidade, como RT-PCR, detectado-se o acido nucleico viral.
Também estdo disponiveis comercialmente ensaios especificos de ELISA competitivos
para deteccdo sorolégica de infeccdo pelo VLA (MACLACHLAN & MAYO, 2013).

1.9 Diagnéstico diferencial

Deve ser realizado o diagnostico diferencial com febre aftosa, ectima contagioso e
com outras causas de malformacfes em animais recém-nascidos (KUSILUKA &
KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA, 2007).

Formas graves de ectima contagioso podem ser confundidas com infeccdo pelo
VLA. No entanto a infeccdo pelo VLA apresenta manifestacdes sistémicas e alta
mortalidade. A variola ovina e caprina também sdo um importante diagnéstico
diferencial, no entanto a variola é altamente fatal comparada a infeccdo pelo VLA
(KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996).
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Na dermatose ulcerativa, as crostas sdo vistas na face, patas e 6rgaos genitais de
ovinos, mas séo planas e ndo elevadas (BARROS, 2007).

A infeccdo pelo VLA ainda deve ser diferenciada de podridao do pé, poliartrite e
dermatose ulcerativa. (KUSILUKA & KAMBARAGE, 1996).

Outros importantes diagndsticos diferenciais sdo: dermatite pustular infecciosa,
hemoncose aguda, fotossensibilizagdo hepatgena, peste dos ruminantes, distrofia
muscular nutricional associada a deficiéncia de selénio e vitamina E. A infeccdo pelo
VLA também tem demonstrado semelhanca aos sinais clinicos de outras verminoses.
Ou seja, doengas comumente relatadas no campo. Deste modo, € provavel que a
infeccdo pelo VLA seja subdiagnosticado (BALARO & BRANDAO, 2013).

Em bovinos como os sinais clinicos da infeccdo pelo VLA sdo parecidos com 0s
da IBR e BVD deve ser feito o diagnostico diferencial (PELLEGRIN et al., 1997).

1.10 Controle e profilaxia

O controle deve ser baseado em acGes integradas envolvendo o vetor, o
hospedeiro e 0 ambiente (OIE, 2014).De maneira geral, o controle € realizado através da
eliminacdo do vetor ou protegendo os animais suscetiveis (MACLACHLAN & MAYO,
2013).

Com relacdo ao vetor, sua erradicacdo é dificil. Assim, medidas como evitar
pastagens Umidas baixas, confinar os animais no final da tarde até o inicio da manha,
realizar a tosquia no inicio do verdo para que 0s animais ja tenham I& no final do verao e
uso de repelentes sdo indicados. Inseticidas e larvicidas (sob autorizagdo) também
podem ser utilizados nas propriedades. A aplicacdo de cal, embaixo do aprisco e no
local onde ficam as fezes acumuladas na propriedade, também é importante para
diminuir o nimero de mosquitos no ambiente (OIE, 2014).

Mesmo em areas endémicas o controle da populacdo de mosquitos deve ser
realizado. Embora a infeccdo pelo VLA ocorra apenas esporadicamente, devido a
imunidade da populacdo, ha sempre o potencial para surtos da doenca a partir de um
virus ancestral mais virulento ou apés a introdugdo de uma nova estirpe ou sorotipo do
virus em uma regido propicia para sua propagacdao (MACLACHLAN & MAYO, 2013).

Quanto aos hospedeiros suscetiveis, € necessario instaurar programas

estratégicos que permitam a circulacdo segura dos animais (MACLACHLAN &
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MAYO, 2013; MAAN et al., 2015). Limitar a propaga¢do do virus € uma meta geral de
qualquer programa de controle instituido em regibes livres da presenga do virus,
evitando que a doenca torne-se enzodtica (MACLACHLAN & MAYO, 2013).

Na ultima década, uma serie de ensaios de RT-PCR foram desenvolvidos
fornecendo métodos diagnosticos eficientes e confiaveis para a deteccdo do RNA do
VLA. Estes ensaios sdo importantes no diagnostico e na vigilancia do sorotipo
circulante (MAAN et al., 2015), pois o controle da doenca pode ser por meio da
vacinacao sorotipo-especifica (MACLACHLAN & MAYO, 2013;REDDY et al., 2015).

Estratégias de vacinagdo preventivas podem ter o objetivo de prevenir ou limitar
a doenga a um nivel minimo (GRAESBOLL et al., 2014).A vacina é adequada para
reduzir as perdas econdmicas na pecuaria de ovinos onde a infeccdo pelo VLA é
endémica, como paises da Europa e na RepUblica da Africa do Sul. (SCIENTIFIC
COMMITEE ON ANIMAL HEALTH AND ANIMAL WELFARE, 2000).

Varias vacinas tém sido utilizadas na Europa desde o surgimento do VLA,
atualmente baseadas em virus inativado. A vacinagdo contribuiu significativamente para
a reducdo da circulacdo do virus, promovendo em algumas areas, sua erradicacdo
(ZIENTARA & SANCHEZ-VIZCAINO, 2013).

No Brasil, considerando a falta de dados sobre a ocorréncia da doenca clinica,
ndo se justifica a utilizacdo de vacinas (RIET-CORREA, 2007). A falta de
conhecimento dos sorotipos existentes no Brasil e a sua distribuicdo nos diferentes
estados dificultam o controle e a adocdo de medidas que evitem a introducdo de novos
sorotipos no pais ou em areas especificas (COSTA et al., 2006).

Para o Brasil é importante adquirir animais importados sorologicamente
negativos ao VLA (RIET-CORREA, 2007). Devem-se seguir rigorosamente as regras
de importacdo e quarentena dos animais, incluindo o teste soroldgico preconizado pelo
Escritério Internacional de Epizootias que é de IDGA. O conhecimento dos tipos de
virus existentes € importante do ponto de zoosanitario e econdmico. A compra e 0
transporte dos animais devem ser supervisionados e na ocorréncia de casos positivos,
deve ser feita a eutanasia do animal imediatamente (CHAGAS & PINHEIRO, 2003).

Em bovinos recomenda-se que uma vez confirmada a presenga de algumas
dessas doencas no rebanho e o seu efeito sobre a produtividade (abortos, repeticdes de
cio ou infertilidade) o produtor analise a relagdo custo-beneficio das formas de controle

disponiveis e seja realizado o descarte de animais positivos (PELLEGRIN et al., 1997).
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H& relatos de que algumas vacinas podem causar abortos ou malformacdes
quando administradas nas primeiras semanas de gestacdo (30 a 60 dias) (KUSILUKA &
KAMBARAGE, 1996; RIET-CORREA, 2007).

Outro fator que limita a doenca é seu ciclo natural de infeccdo que promove
imunizacdo do rebanho apds exposicdo natural & doenca, associada as condicOes
climéticas de inverno frio que afetam a populagdo de insetos vetores (ZIENTARA &
SANCHEZ-VIZCAINO, 2013).

Estratégias para controlar os surtos de VLA dependem da réapida deteccdo do
virus (vigilancia virologica) ou da doenca (vigilancia clinica), e deve ser usado ensaios
de diagnostico sensiveis e especificos para a deteccdo do virus (MACLACHLAN &
MAYO, 2013). O objetivo é reduzir a morbidade e mortalidade entre espécies
suscetiveis de infeccdo pelo VLA, pois surtos da doenca acarretam sérias perdas
econdmicas para os produtores. (MACLACHLAN & MAYO, 2013).
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2. ARTIGO
Neste item é apresentado o artigo que relata Surtos de Infeccdo pelo Virus da Lingua

Azul em Ovinos no Rio Grande do Sul — Brasil, que sera submetido a publicacdo na

revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
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Surtos de Lingua Azul em ovinos no Rio Grande do Sul, Brasil*

Lorena L.B. Guimardes?, Raquel Aparecida S. da Cruz2, Matheus de O. Reis?, Luciana
Sonne?, Saulo P. Pavarini?,

& David Driemeierz*

ABSTRACT.- GuimaraesL.L.B., Cruz R.A.S., Reis M.O., Pavarini S.P., Sonne L. &
Driemeier D. 2014. [.] Surtos de infec¢do pelo virus da lingua azul em ovinos no Rio
Grande do Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira00(0):00-00. Setor de Patologia
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av.
Bento Gongalves 9090, Prédio 42505, Bairro Agronomia, Porto Alegre, RS 91540-000,
Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

The infection Bluetongue Virus (BTV) occurs in domestic and wild ruminants,
preferably sheep, cattle and goats in tropical and temperate regions where the vector,
mosquito of genus Culicoides. From january to october 2014 were diagnosed seven
outbreaks of infection in sheep VLA in the state of Rio Grande do Sul. The clinical
findings were related to the respiratory and locomotor system, mainly characterized by
dyspnea and lameness. The sheep mortality ranged from 1.7 to 56%. In necropsy major
changes were: hyperemia and food content in the nasal cavity (7/10), increased lung size
with marked edema (6/10), anterior-ventral pulmonary consolidation (5/10),
haemorrhage heart (5 / 10), haemorrhage from the pulmonary artery (4/10) and mild
swelling and sagging of the esophagus (4/10). Histological findings included aspiration
pneumonia (3/10), purulent rhinitis (1/10), muscle necrosis of the esophagus (10/10),
haemorrhage heart (3/10), cardiomyocyte necrosis (2/10) and necrosis of muscle
cervical ventral serratus (8/10). To confirm the suspicion were collected 23 blood
samples from patients recovered and sheep, and a cow. RT-PCR and virus isolation test

proved infection and blue tongue virus serotype 4 was identified in two outbreaks.

1 Recebido em ....oeeereeneeerseeseensennns

Aceito para publicagao em ......eneenneeseeseeensenens

2Setor de Patologia Veterinaria (SPV), Faculdade de Veterinaria (FAVET), Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Prédio 42505, Bairro Agronomia, Porto Alegre, RS
91540-000, Brasil. *Autor para correspondéncia: davetpat@ufrgs.br
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INDEX TERMS:sheep industry, aspiration pneumonia, muscle necrosis, esophagus.

RESUMO.- A infeccdo pelo Virus da Lingua Azul (VLA) ocorre em ruminantes
domeésticos e selvagens, preferencialmente, ovinos, bovinos e caprinos em regides
tropicais e temperadas onde ha o vetor, mosquito do género Culicoides. De janeiro a
outubro de 2014 foram diagnosticados sete surtos de infeccdo pelo VLA em ovinos no
Estado do Rio Grande do Sul. Os achados clinicos relacionavam-se com o sistema
respiratorio e locomotor, caracterizados principalmente por dispneia e claudicacdo. A
taxa de mortalidade de ovinos variou de 1,7 a 56%. Nas necropsias as principais
alteracOes observadas foram: hiperemia e contedo alimentar na cavidade nasal (7/10),
pulmdes aumentados de tamanho com intenso edema (6/10), consolidacdo pulmonar
antero-ventral (5/10), hemorragias no coracdo (5/10), hemorragia da artéria pulmonar
(4/10) e discreta dilatacdo e flacidez do esdfago (4/10). Os achados histologicos
caracterizaram pneumonia aspirativa (3/10), rinite purulenta (1/10), necrose muscular
do es6fago (10/10), hemorragias no coracao (3/10), necrose de cardiomidcitos (2/10) e
necrose do masculo serréatil cervical ventral (8/10). Para confirmar a suspeita foram
coletadas 23 amostras de sangue de ovinos doentes e recuperados, € de um bovino. O
teste da RT-PCR e isolamento viral comprovou infecgdo pelo virus da lingua azul e foi

identificado o sorotipo 4 em dois surtos.

TERMOS DE INDEXACAO: ovinocultura, pneumonia aspirativa, necrose muscular,

esofago.

INTRODUCAO

O Virus da Lingua Azul (VLA) causa uma infeccdo ndo contagiosa e que afeta
ruminantes domeésticos e selvagens, preferencialmente, ovinos, bovinos e caprinos. A
doenca esta restrita as regides tropicais e temperadas (Gibbs&Greiner 1994), isso se
deve a presenca e adaptacdo do vetor, mosquitos do género Culicoides, em diferentes
regides do mundo (Maclachlanet al. 2009). Dentre as espécies domesticas, 0S 0vinos
apresentam maior sensibilidade a doenca, e a manifestacéo clinica varia de acordo com
a raca, idade e status imunoldgico dos ovinos afetados. A infeccdo em bovinos

usualmente é assintomatica ou subclinica (Brown et al. 2007).
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O VLA pertence ao género Orbivirus e a familia Reoviridae, (Mertenset al.
2004, Brown et al. 2007, OIE 2014) e existem 26 sorotipos com patogenicidade distinta
(Maan et al. 2012). O virus é caracterizado por seu genoma de 10 segmentos de dsSRNA
divididos em trés segmentos grandes (L1 a L3), trés médios (M4 a M6) e quatro
pequenos (S7 a S10), com capacidade de codificar sete proteinas estruturais (VP1 a
VP7) e trés proteinas ndo estruturais (NS1 a NS3) (Alfieri et al. 2007). O virus ndo é
encapsulado e apresenta capsideo icosaédrico (Mohl & Roy 2014).

Em 2013 no Brasil foi identificado o sorotipo 4 no Estado do Rio de Janeiro
afetando um rebanho ovino criado em regime extensivo (Balaro et al. 2014).
Anteriormente no Brasil, foram identificados os sorotipos 12 (Clavijo et al. 2002,
Antoniassi et al. 2010a), respectivamente, no Parana e no Rio Grande do Sul.

O objetivo desse trabalho € descrever os aspectos clinicos e anatomopatoldgicos
de sete surtos de infeccdo pelo VLA em ovinos no Rio Grande do Sul, Brasil,
confirmados pelo isolamento viral e teste da RT-PCR, comprovando a participa¢do do

sorotipo 4 em dois destes surtos.

MATERIAL E METODOS

Em 2014 atendeu-se sete propriedades no estado do Rio Grande do Sul (Fig.1) com
histérico de mortalidade de ovinos nos municipios de Taquara (Propriedade A),
Fazenda Vilanova (Propriedade B), Viamao (Propriedades C e F), Cachoeira do Sul
(Propriedade D e E) e Venancio Aires (Propriedade G).

Durante as visitas, dados epidemioldgicos e de sinais clinicos foram obtidos
junto aos proprietarios e méedicos veterinarios.

Dos dez ovinos e um feto submetidos a necropsia, coletaram-se amostras de
figado, rim, baco, linfonodos, coracdo, artéria pulmonar, pulméao, intestinos delgado,
intestino grosso, encéfalo, es6fago, musculo serrétil cervical ventral, pré-ventriculos,
abomaso, lingua, orelha e pele da regido labial. Estas foram fixadas em solucdo de
formalina tamponada 10%, processadas rotineiramente e coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE).

Amostras de sangue em tubo Hemogard™ com e sem EDTA foram coletadas de
todos os ovinos submetidos a necropsia, de 15 ovinos e 1 bovino da Propriedade D, e de

5 ovinos da Propriedade E. Destas amostras obteve-se lavados de hemacia que foram
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refrigerados e encaminhados para o Laboratorio de Pesquisa em Virologia Animal da
UFMG, também foram enviadas amostras congeladas de baco, figado, rim, coracéo,
pulméo e linfonodo dos dez ovinos submetidos a necropsia (Ovinos 1-10) e o macerado
dos oOrgdos do feto abortado, para a realizacdo do isolamento viral e RT-PCR (Favero
2009) e tipificagdo viral (Maan et al. 2012).

RESULTADOS

Dados epidemioldgicos e clinicos

Os ovinos foram ordenados de 1 a 10, e os dados epidemioldgicos de cada propriedade,
bem como os sinais clinicos de cada ovino estdo apresentados na Quadro 1.

A taxa de mortalidade observada em cada propriedade foi de 25% (Propriedade
A), 56% (Propriedade B), 1,7% (Propriedade C), 28% (Propriedade D), 13%
(Propriedade E) e 42% (Propriedade G). Na Propriedade F ndo foi possivel obter as
informacdes necessarias para o calculo devido perda de contato com o proprietario.

AlteracBes macroscopicas

Os principais achados de necropsia nos dez ovinos necropsiados foram: cianose da
lingua (Ovinos 1-10), discreta dilatacdo e flacidez do es6fago (Ovinos 4, 5 e 6) (Fig.2),
hiperemia e contetdo alimentar na cavidade nasal (Ovinos 1, 4, 5, 6, 7, 8 e 9) (Fig.3).
Os pulmdes ndo estavam colapsados, apresentavam consisténcia elastica e abundante
quantidade de liquido espumoso no inteiro de tranqueia e bronquios (Ovinos 1, 4, 5, 6, 7
e 9), por vezes com areas multifocais de consolidacdo, predominantemente
cranioventral (Ovinos 1, 3, 4, 8 e 10) (Fig.4). Havia ainda material vegetal no interior
dos brénguios (Ovino 1). Observou-se também petéquias multifocais no epicardio mais
acentuada no ventriculo esquerdo (Ovinos 1, 4, 5, 6 e 7) e area focal de hemorragia
transmural medindo entre 1-3 cm de diametro na artéria pulmonar (Ovinos 2, 6, 7 e 8).
Os cascos dos ovinos submetidos a necropsia ndo apresentaram alteraces. O

feto abortado pelo Ovino 7 ndo exibiu altera¢cbes macroscopicas.
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Alteracfes microscopicas

Todos os ovinos apresentaram no esdfago necrose muscular, caracterizada por miofibras
marcadamente eosinofilicas, com bordos arredondados, em seccdo transversal
(Fig.5A)e, por vezes, hipercontraidas e com perda de estriacdes. Associado as miofibras
necréticas (Fig.5B) havia infiltrado de macréfagos em atividade fagocitica (Fig.5C).
Embora estas lesbes estivessem presentes nos dez ovinos submetidos a necropsia, as
lesbes variaram quanto a intensidade e regido esofagica (porcdo cranial, medial e
caudal) (Tabela 2).

Nos esofagos havia ainda vasculite leve a moderada na submucosa, caracterizada
por infiltrado de linfécitos (Ovinos 2, 3, 4, 6 e 8) e neutréfilos (Ovinos 2, 4 e 5), além
de hemorragia multifocal na adventicia e proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso
(Ovinos 3 e 5). Nos Ovinos 7 e 8 observou-se discreta quantidade de miofibras com
reducdo de didmetro e alinhamento central dos ndcleos (regeneragdo muscular). Apenas
no Ovino 4 havia deposicdo de material granular basofilico (mineralizacdo) em
miofibras. Ulceracdo do epitélio da mucosa do eséfago foi evidenciada nos Ovinos 2 e
1.

No coragdo havia necrose do miocérdio com infiltrado acentuado de macrofagos
em um ovino (Ovino 8). No Ovino 5 foram observadas areas multifocais de hemorragia
severa associada a necrose aguda de cardiomidcitos. Havia também hemorragia
multifocal moderada no epicardio (Ovinos 1, 4 e 5) e miocardio, além de trombose
multifocal e congestdo acentuada (Ovino 7). Na tUnica adventicia da artéria pulmonar
havia hemorragia moderada (Ovinos 2, 6, 7 e 8).

Observou-se no musculo serratil cervical ventral (Ovinos 1-8) miofibras
tumefeitas e hipereosinofilicas (necrose hialina), frequentemente, com floculacdo de
miofibras e fragmentacdo de fibras associada a infiltrado de macr6fagos em atividade
fagocitica, variando quanto a intensidade (Tabela 2).

Na cavidade nasal do Ovino 9 havia acentuado infiltrado de neutrofilos entre
cornetos associado a hemorragia e grande quantidade de material inerte refringente
(fibra vegetal).

Broncopneumonia supurativa foi observada em sete ovinos (Ovinos 1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7) caracterizada por infiltrado acentuado de neutrofilos no interior de bréonquios e

bronquiolos (Ovinos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) e, ocasionalmente, no interior dos alvéolos
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(Ovinos 2 e 3) e no espaco intersticial (Ovinos 5 e 7), por vezes associada a presenca de
fibra vegetal no interior de bronquiolo (pneumonia aspirativa) (Ovinos 1, 3 e 4) (Fig.6).
Havia ainda trombose (Ovinos 3 e 4), hemorragia (Ovinos 2 e 5), exsudacdo de fibrina
(Ovinos 4 e 5), alem de edema e hiperemia que estavam presente em todos 0s casos.

A pele da regido labial dos Ovinos 5, 6, 7 e 8 apresentou infiltrado perivascular
de linfocitos e eosinofilos multifocal moderado associado a discreto infiltrado de
mastocitos.

O feto do Ovino 7 ndo apresentou lesdes histologicas.

Caracterizagéo molecular

O isolamento viral e a RT-PCR comprovaram a positividade ao VLA dos dez ovinos
submetidos a necropsia e das amostras de sangue dos 20 ovinos com sinais clinicos e
assintomaticos presentes nas propriedades De E, bem como no sangue do bovino da
Propriedade D. Pela andlise filogenética do virus, realizada nos animais das
Propriedades D e E, foi identificado o sorotipo 4. No teste da RT-PCR o feto foi
negativo para VLA.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O diagnostico de infeccdo pelo virus da lingua azul nos surtos aqui descritos baseou-se
nos achados clinico, anatomopatol6gico, isolamento do virus e RT-PCR. Em um estudo
sorologico prévio realizado no Estado do Rio Grande Sul demonstrou-se a baixa
prevaléncia da infeccdo pelo VLA comparada a outras regides do Brasil (Costa et al.
2006). Isso implica em rebanhos sorologicamente negativos e susceptivel ao VLA, o
que explica o surto ocorrido em 2009 no estado (Antoniassi et al. 2010a) e, através
destes novos surtos, podemos considerar que o virus continua se difundido pelo RS
causando a morte de ovinos durante todo o ano.

Na Argentina o sorotipo 4 foi isolado de bovinos assintomaticos (Gorsch et al.
2002), demonstrando a importancia desta espécie como fonte de transmissdo do VLA.
Corroborando com esses achados, em uma propriedade dos surtos aqui descritos foi

identificado através de RT-PCR o VLA em um bovino assintomatico.
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Os sinais clinicos de ovinos infectados com o VLA podem ser variados, e
dependem do sorotipo do virus e status imunoldgicos do rebanho. Clinicamente a
doenca pode ser classificada como aguda ou cronica. Nos casos aqui apresentados as
alteracdes sdao compativeis com a forma aguda da doenca, devido sua apresentacédo
clinica (Kusiluka & Kambarage 1996, Antoniassi et al. 2010a, Balaro et al. 2014).

A claudicacdo observada em ovinos infectados pelo VLA é causada pela
inflamacéo das bandas coronarias, ocasionando hiperemia, aumento da temperatura e
dor (Kusiluka & Kambarage 1996). Edema e hemorragia podem ocorrer como resultado
de lesbes nas laminas subjacentes (Brown et al. 2007). Quando ha laminite associada a
hemorragia, o casco pode apresentar uma linha escura paralela a borda coronéria, que
também pode ser observada em cascos recuperados (Brown et al. 2007). Os ovinos
desse estudo apresentaram claudicacdo, sem lesdes podais e, possivelmente essas
alteracOes locomotoras podem estar relacionadas as lesées musculares observadas.

Durante a necropsia 0s ovinos apresentam a lingua edematosa, congesta ou
cianotica, dando o nome da doenca (Brown et al. 2007). Eros6es e ulceragdes ao longo
da margem da lingua, e, mucosa oral, esd6fago e pré-estbmagos também sao descritos em
ovinos infectados pelo VLA (Balaro et al. 2014, Antoniassi et al. 2010b). Contudo,
observamos ulceracdo apenas no epitélio do eséfago de dois ovinos, sem
comprometimento da cavidade oral e pré-estbmagos.

Lesdes hemorragicas na artéria pulmonar foram predominantes nos ovinos deste
trabalho. Geralmente as hemorragias ocorrem na tanica meédia, na superficie da intima
ou na adventicia e podem ter até 3,0 cm. Estas sdo consideradas muito caracteristicas de
infeccdo pelo VLA (Maclachlan et al. 2009, Balaro et al. 2014).

O edema pulmonar, alteracdo comum em ovinos infectados pelo VLA (Balaro et
al. 2014), foi observado, frequentemente, nos ovinos desse estudo. Outra alteracdo
pulmonar foi a pneumonia aspirativa, que também é relatada em ovinos com o VLA e
estd relacionada com aspiracdo de conteddo ruminal apo6s episodios de refluxo
decorrentes da acentuada lesdo na musculatura do eséfago (Antoniassi et al. 2010a).
Embora histologicamente tenha sido observada broncopneumonia supurativa em sete
animais, apenas trés apresentaram pneumonia aspirativa, provavelmente, em
decorréncia do local da coleta da amostra ndo conter exemplares de fibra vegetal.

Apos a infecgdo pelo VLA ocorre replicagdo viral em células endoteliais com

destruicdo da parede de vasos (Kusiluka & Kambarage 1996). Portanto, frequentemente,
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ha lesBes associadas & hemorragia, exsudagdo, edema, congestdo e oclusdo dos vasos
sanguineos, que podem causar hipoxia e necrose tecidual. Tais lesGes foram
visualizadas no pulmao, es6fago, artéria pulmonar, coracdo e musculo esquelético dos
ovinos em nosso trabalho.

No exame histologico do musculo esquelético de animais acometidos pela
doenca, degeneragdo muscular e hemorragias sdo comuns e podem ser encontradas nos
musculos do pescoco, o que pode causar quadros de torcicolo nos ovinos (Kusiluka &
Kambarage 1996). Microscopicamente havia também necrose e mineralizagédo de fibras
musculares e embora a lesdo do musculo serrétil cervical ventral tenham sido acentuada
e extensa, 0s ovinos ndo apresentaram sinais de torcicolo durante os surtos.

A transmissdo do VLA pode ocorre atraves da picada de insetos, como 0S
Culicoides e podem causar lesdes cutaneas em ovinos, denominadas dedermatite
sazonal alérgica, com formacdo de péapulas, alopecia e crostas. As &reas mais
comumente afetadas sdo periocular, orelhas, nariz, 1abios e abdémen ventral (Corréa et
al. 2007). Nos ovinos deste estudo foi possivel identificar através de exame
histopatoldgico lesbes compativeis com dermatite alérgica nos labios de alguns ovinos,
sugerindo a possivel participacdo do vetor na transmissao da doenca.

Poucos casos da doenca clinica tinham sido descritos no Brasil, a maioria deles
na regido Sul, area de ocorréncia epidémica para infeccdo pelo VLA. Os primeiros
surtos relatados ocorreram no estado do Parana, em abril de 2001 e fevereiro de 2002
(Clavijo et al. 2002, revisado por Lager 2004; OIE 2015). Ovinos e caprinos
apresentaram sinais clinicos compativeis com a enfermidade e alguns deles morreram.
O teste de neutralizagdo viral foi usado para tipificar o VLA e o sorotipo 12 foi
identificado no primeiro surto (Clavijo et al. 2002) Em marco e abril de 2009, dois
surtos ocorreram no Rio Grande do Sul, em duas fazendas diferentes, afetando ovelhas.
O diagnostico de infeccdo pelo VLA sorotipo 12 envolvido neste surto foi confirmado
por RT-PCR e sequenciamento (Antoniassiet al. 2010). De janeiro a abril de 2013, as
ovelhas de uma fazenda em Vassouras, Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, apresentaram
resultados clinicos e patologicos sugestivos de infeccdo pelo VLA. O sorotipo 4 foi
identificado por anélise molecular (Balaro et al. 2014).

A infeccdo de ovelhas pelo VLA pode resultar em abortos e no nascimento de
produtos com anormalidades, incluindo hidrocefalia, artrogripose, prognatismo,

cegueira e surdez (Alfieri et al. 2007). Outras alteragdes descritas em fetos abortados em
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decorréncia da infeccdo pelo VLA sdo hiperemia generalizada e hemorragia focal
(Kusiluka & Kambarage 1996). Nos exames realizados no feto abortado n&o foi isolado
0 virus e tdo pouco observadas tais lesdes, assim, o abortamento, provavelmente,
ocorreu em consequéncia da hipertermia das fémeas prenhes que ocorre nos casos
agudos de infeccédo pelo VLA.

Formas graves de ectima contagioso podem ser confundidas com infecgéo pelo
VLA. A variola ovina e caprina também sdo um importante diagnostico diferencial
(Kusiluka & Kambarage, 1996). No ectima contagioso, as crostas sdo vistas na face,
patas e 6rgdos genitais de ovinos, mas sdo planas e ndo elevadas (Barros, 2007). Outros
importantes diagndsticos diferenciais sdo: dermatite pustular infecciosa, hemoncose
aguda, fotossensibilizacdo hepatdgena, distrofia muscular nutricional associada a
deficiéncia de selénio e vitamina E (Balaro & Brandao, 2013). Além disso, foram
observados casos de hemorragia na artéria pulmonar associada a intoxicagdo por
iono6foros (Aldo Gava, dados nao publicados).

A infeccdo pelo VLA gera impacto econdémico e sanitario diretos pela perda da
condicdo corporal, diminui¢do da producédo de leite, infertilidade e aborto, e determina
custos indiretos associados com restricfes do comércio internacional (Legisa et al.
2013). Portanto a doenca torna-se de grande importancia para o Rio Grande do Sul, pois
a distribuicdo do VLA, combinada a sua alta patogenicidade, devera desencadear
prejuizos maiores para o estado nos préximos anos.

Os surtos de mortalidade pelo VLA em diferentes estacdes do ano e regides no
Rio Grande do Sul demonstram a ampla distribuicdo e adaptacdo do virus neste estado.
O que comprova que a infec¢do pelo VLA deve ser considerada como uma importante
doenca de ovinos na regido e que maiores estudos epidemiolédgicos devem ser realizados

para que medidas de controle e prevencdo da mesma possam ser efetivadas.
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Quadro 1. Aspectos clinicos e epidemiologicos em surtos de lingua azul no Rio Grande do Sul em 2014.

Propriedade Ovinon® Racga Epidemiologia Sinais Clinicos
. Total de 20 ovinos, 5 adoeceram e 5 morreram. Taquipneia, taquicardia, pirexia e atonia ruminal,
A 1 Santa Inés e o . X . . :
Curso clinico médio de 5 dias evoluindo para dispneia e cianose
50 ovinos foram comprados de uma L . « <
B 2 propriedade no municipio de Guaiba-RS, 28 Apatia, hiporexia, depresséo e Secrecao nasal
Texel ; . . : serosa de coloracgdo esverdeada, evoluindo para
morreram 60 dias apds. Curso clinicode 3a5 . .
3 dias dispneia
C 4 Hampshire Total de 230 ovinos, 8 adoeceram e 4 Dispneia, sialorreia, rigidez dos membros,
down morreram. Curso clinico médio de 7 dias principalmente dos membros pélvicos
D 5 Total de 45 ovinos, 13 morreram 20 dias apds Apatia, disfagia, tosse, sialorreia, cianose,
Texel 0s animais participarem de uma exposicao. secrecdo nasal serosa de coloragao esverdeada e
6 Curso clinico de 7 -10 dias claudicacéo em 80% dos ovinos
Total de 80 ovinos, em um més 25 ovelhas TP . «
- Apatia, disfagia, sialorreia, tosse, secre¢do nasal
E 7 Texel  adoeceram e 11 morreram. Curso clinico de 5-7 x
. . mucosa e de coloracdo esverdeada
dias. Também houve um aborto
F Corriedale Morreu 5 dias apds o inicio dos sinais Apatia, anorexia e dispneia
Texel Total de 70 ovinos, 30 morreram. Curso clinico  Dispneia, pirexia, salivacao, secrecao nasal e
10 de 1-3 dias claudicagéo

45



Tabela 2. Intensidade e distribuicdo de necrose
muscular no es6fago e no musculo serratil cervical
ventral em ovinos com lingua azul.

. Intensidade
Ovino

no Esofago Musculo serréatil
Cranial Medial Caudal cervical ventral

1 + + + +

2 + ++ + +++

3 + + + +

4 +++ +++ +++ +

5 +++ +++ +++ +++

6 0 ++ +++ +++

7 + ++ ++ +

8 +++ +++ +++ +++

9 + + + 0

10 0 + + 0

0 = ausente, + = discreto, ++ = moderado e +++ =
acentuado.



Figura 1: Distribuicdo das sete propriedades com surtos de lingua azul no Rio Grande
do Sul, Brasil.

Figura 2: Infecgdo natural pelo virus da Lingua Azul em ovinos. Es6fago com discreta

dilatacéo e aspecto de flacidez.

Figura 3: Infeccdo natural pelovirus da Lingua Azul em ovinos. Cavidade nasal

hiperémica e com conteudo alimentar.

Figura 4: Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul em ovinos. Pulmdes nao
colabados e com é&reas de consolidagdo no lobo cranial direito e na porgdo cranial do
lobo cranial esquerdo.

Figura 5: Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul em ovinos. Eséfago. (A)
Infiltrado multifocal moderado de macrofagos na camada muscular. HE, obj.10x.(B)
Infiltrado de macrdfago entre fibras musculares e necrose multifocal de miofibras. HE,
obj.40x.

Figura 6: Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul em ovinos. Pulmao.

Broncopneumonia supurativa. HE, obj.4x.
Figura 7: Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul em ovinos. Pulméo.

Broncopneumonia associada a presenca de fibra vegetal no interior de bronquiolo. HE,
obj.40x.
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Figura 3.
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Figura 5.
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Figura 7.
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3. FIGURAS ADICIONAIS

)

Figura 1: Infeccdo natural pelo virus da Lingua
Azul em ovinos. Aprisco localizado as margens de
lagoa.

= . " s o, B |
Figura 2: Infeccdo natural pelo virus da Lingua
Azul em ovinos. Ovino com secre¢do nasal mucosa
de coloracdo esverdeada.
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Figura 3:Infeccdo natural pelo virus da Lingua
Azul em ovinos. Secrecdo nasal mucosa de
coloragéo esverdeada.

Figura 4:Infeccdo natural pelo virus da Lingua
Azul em ovinos. Secrecdo nasal catarral e com
aumento de volume da face.
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Figura 5: Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul
em ovinos. Mucosa oral cianotica.

ovinos. Material vegetal no interior de brénquios.

Figura 6:—Infec¢do natural pelo virus da Lingua Azul em
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Figura 7:Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Musculo serratil cervical ventral. Infiltrado
multifocal acentuado de macrofagos associado a necrose
multifocal acentuada de miofibras, caracterizada por fibras
marcadamente eosinofilicas, hipercontraidas e com perda de
estriacOes. HE, obj.20x.

Figura 8: Infeccdo natural pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Esdfago com infiltrado acentuado de macrofagos
em atividade fagocitica associado a necrose e fragmentacao
de miofibras. HE, 0bj.40x.
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Figura 9: Infecgao natural pelo virus da Llngua AzuI em ovinos.
Mdasculo serratil cervical ventral.Infiltrado acentuado de
macrofagos associado a intensa proliferacdo de fibroblastos e
sintese de colageno, além de areas multifocais de mineralizagao,

HE, obj.20x.

Figura 10 Infecgao natural pelo V|rus da Llngua Azul em
ovinos. Coragdo. Areas multifocais de hemorragia acentuada
associado a discreto infiltrado inflamat6ério mononuclear. HE,

obj.20x.
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4. DISCUSSAO GERAL

O diagnostico de infeccdo pelo virus da lingua azul nos sete surtos descritos no
artigo baseou-se nos achados clinico, anatomopatoldgico, isolamento do virus e RT-
PCR para o VLA.

Pesquisas mundiais tém comprovado o impacto econdmico e sanitario da
infeccdo pelo VLA na ovinocultura. Embora as perdas diretas causem grandes prejuizos
econdmicos aos produtores, decorrentes da morbidade e mortalidade da infeccdo, as
perdas indiretas,provocadas pela barreira sanitaria, sdo mais relevantes no cenario
mundial.

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2015),
a ovinocultura e a caprinocultura tém se destacado no agronegécio brasileiro. A
ovinocultura tem representatividade na regido nordeste e no estado do Rio Grande do
Sul (RS). A producdo anual alcanca 11 milhdes de toneladas de 1a, principalmente no
RS, com cadeia produtiva formada por 35 mil estabelecimentos agropecuarios. Assim, a
sanidade do rebanho ovino é fundamental para a lucratividade do agronegécio
brasileiro, especialmentepara o RS.

A instauracdo de programas de controle para a infeccdo pelo VLA tornou-se
necessaria no Brasil, pois esta comprovadaa circulacdo do virusnos rebanhos bovino,
ovino e caprino (ANTONIASSI et a., 2010; CLAVIO et al. 2002; BALARO et al.,
2014).

Para criar programas de controle no Brasil, novos estudos epidemioldgicos séo
necessarios, em especial do ciclo silvestre da doenca. Apopulacdo de antas brasileiras
(Tapirusterrestris) tem papel importante como reservatério silvestre do VLA no bioma
pantanal e na mata atlantica, com prevaléncia,respectivamente de 2,8 % e
15,6%,indicada por testes sorologicos (MEDICI et al., 2014).Outra espécie silvestre que
tem demonstrado sorologia positiva para o0 VLA é o cateto ou porco-do-mato (Pecari
tajacu) com 39% das amostras positivas (19/49) no estado de S&o Paulo (GERBER et
al.,, 2012). E, um inqueérito soroldgico para detectar anticorpo contra o VLA em
bubalino do estado de Minas Gerais revelou, pelo teste de IDGA, 54,4% de amostragem
positiva (LAGE et al., 1996). No entanto, € necessario compreender o impacto que esses
dados tem sobre a doenca no pais.

E evidente que o Brasil € um pais com dimens3o continental e que devido sua

extensdo apresenta grande variacdo de relevo e clima, com variacdo entre estacOes de
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seca e chuva. No entanto, a temperatura e a pluviosidade colaboram para a distribuigéo
uniforme do vetor Culicoides pelo pais, garantindo uma maior concentracdo do inseto
nas estacbes com maior precipitacdo pluviométrica (CARVALHO & SILVA, 2014).

O Brasil possui todos os fatores que permitem sustentar o ciclo da infeccdo pelo
VLA, ou seja, 0s reservatorios silvestres do virus, os hospedeiros susceptiveis eo vetor.
Segundo, CARPENTER et al.(2013), essa situacdo é suficiente para que ocorra surtos e
epidemias da doenca.

Até o momento, no pais foi identificado o VLA sorotipo 4 apenas no estado do
Rio de Janeiro (BALARO et al. 2014). Na América do Sul, esse mesmo sorotipo foi
isolado apenas na Argentina através de RT-PCR a partir do segmento 2 do genoma
(LEGISA et al., 2013), semelhando ao realizado em nosso trabalho, pois sabe-se que
este segmento é o responsavel pela diferenciacdo entre os 26 sorotipos do VLA.

No RS havia sido identificado somente o VLA sorotipo 12 (ANTONIASSI, et
al., 2010), no entanto, em nosso trabalho foi isolado de dois surtos apenas o sorotipo 4.
Contudo sabemos que pode haver a associagdo de outros sorotipos, que ainda serdo

investigados.

5. CONCLUSOES

O VLA esta presente no estado do Rio Grande do Sul (RS) e causa doenca
clinica e a morte de ovinos em diferentes municipios.

O diagnéstico dos sete surtos de infeccdo pelo VLA em apenas um ano é
indicativo de que a doenca pode aumentar sua ocorréncia pelo estado.

O VLA causou alta morbidade e mortalidade de ovinos nestes sete surtos
investigados.

As lesdes provocadas pelo VLA sdo, essencialmente,caracterizadas por necrose
muscular. Pneumonia aspirativa pode ser observada em decorréncia de necrose da
camada muscular do es6fago.

Em alguns casos a lesdo da camada muscular foi mais intensa no terco medio e

caudal do esbfago.
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