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RESUMO

A lingua azul é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que acomete ruminantes domésticos e
silvestres, causada por um virus do género Orbivirus da familia Reoviridae, transmitida por
artropodes vetores do género Culicoides. Existem relatos da doenca clinica em ovinos ocorridos
em diversos estados do Brasil, incluindo Minas Gerais. O presente estudo teve como objetivo
ser o primeiro trabalho a realizar um inquérito soroldgico da lingua azul em rebanhos ovinos
nas Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais. Foram coletadas
amostras de soro de ovinos diferentes propriedades, nas quais também foram aplicados
questionarios epidemioldgicos. As amostras de soro foram submetidas aos testes de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e ensaio de imunoadsor¢do enzimatica por competicéo
(CELISA). Os dados epidemiologicos foram relacionados com os resultados de soropositividade
dos animais por meio de analises estatisticas. Ao todo 303 amostras de soro foram submetidas
ao IDGA e cELISA. Dessas amostras, 164 (54,13%) foram positivas na técnica de IDGA e 171
(56,44%) positivas na técnica de cELISA, havendo concordancia quase perfeita entre as
técnicas (indice kappa = 0,887). Em todas as propriedades visitadas, foram encontrados animais
positivos no rebanho. Animais adquiridos de propriedades das Mesorregides estudada, tiveram
mais chances de serem positivos nos testes de IDGA e cELISA do que animais adquiridos de
propriedades de outras Regides do Brasil (p<0,001), demonstrando que o virus circula de
maneira importante nas Mesorregides estudadas. Como esperado em uma regido de grande
circulacdo do virus, maior parte dos animais positivos nos exames sorolégicos néo
apresentavam sinais clinicos. Esses resultados sugerem que o virus da lingua azul encontra-se
disseminado nas Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais
causando, predominantemente, infecgdes subclinicas.

Palavras-chave: Orbivirus. Diagndéstico. Sorologia. Ovinocultura.



ABSTRACT

Bluetongue is an infectious, non-contagious disease that affects domestic and wild ruminants,
caused by a virus from Orbivirus genus, Reoviridae family, transmitted by arthropod vectors
of the Culicoides genus. There are reports of clinical disease in sheep that occurred in several
states of Brazil, including Minas Gerais. This paper aims to be the first serological survey of
bluetongue in sheep from the Meso-regions of Campo das Vertentes and South and Southeast
of Minas Gerais. Samples were collected from sheep from different properties, in which
epidemiological questionnaires were also applied. The serum samples were submitted to Agar
Gel Immunodiffusion (AGID) and competitive Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(CELISA). Epidemiological data were related to positive animals by statistical analyzes. A total
of 303 serum samples were submitted AGID and cELISA. In these samples, 164 (54.13%) were
positive in the AGID technique and 171 (56.44%) positive in the cELISA technique, with
almost perfect agreement between the techniques (kappa index = 0.887). In all visited properties
positive animals have been found in the herd. Animals acquired from properties of the studied
Meso-regions were more likely to be positive in IDGA and cELISA tests than animals acquired
from properties in other regions of Brazil (p <0.001), showing that the virus circulates in an
important way on the studied Meso-regions. As expected in a region in with increased
circulation of the virus, most of the animals positives in the serological tests didn’t show any
clinical signs. These results suggests that bluetongue virus is widespread in the Meso-regions
of Campo das Vertentes and South and Southeast of Minas Gerais, mostly causing subclinical
infections.

Keywords: Orbivirus. Diagnosis. Serology. Sheep farming.
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1 INTRODUCAO

Os ovinos estdo entre os primeiros animais domesticados pelo homem, utilizados para
producdo de carne, leite e 1a. A ovinocultura encontra-se difundida em praticamente todos os
continentes devido ao poder de adaptacdo da espécie em condicdes climaticas distintas. A
producéo também é intensiva na América do Sul, onde s&o encontrados principalmente ovinos
de dupla aptidao, que produzem I|a e carne de qualidade para exportacdo (VIANA, 2008).

O Brasil possui um rebanho ovino com mais de 17,6 milhdes de animais, distribuidos,
principalmente no estado do Rio Grande do Sul (22,6%), seguido dos estados da Bahia (17,4%)
e do Ceara (12,1%) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE,
2014). Com relacdo a Regido Sudeste, o rebanho ovino € de aproximadamente 768 mil cabecas,
sendo que Minas Gerais € 0 segundo estado com o0 maior niumero de animais (221.439) (IBGE,
2014). No Sul do Brasil, a criagdo é voltada para producdo de I&, a qual corresponde a uma
producdo média anual de 11 milhdes de toneladas (IBGE, 2014), enquanto na Regido Nordeste,
a finalidade do rebanho é para producdo de carne, obtida por ovinos deslanados com alta
rusticidade (BORGES; SILVA; VIANA, 2004; VIANA, 2008).

Apesar do crescimento da producédo de carne nos ultimos anos, o Brasil ainda importa,
para abastecimento do mercado consumidor, cerca de 90% da carne ovina do Uruguai (VIANA,
2008). Para garantir a participagdo do Brasil no mercado internacional deste produto, bem como
reduzir as importacdes de carne ovina, € fundamental a aplicacdo de medidas sanitarias que
garantam a reducdo das taxas de mortalidade encontradas em grande parte dos rebanhos ovinos
nacionais (GUIMARAES et al., 2009).

A Lingua Azul (LA), conhecida mundialmente como Bluetongue (BT), é uma doenca
infecciosa, ndo contagiosa, que acomete ruminantes domesticos e silvestres (MACLACHLAN
et al., 2009). As perdas causadas pela LA se devem as restricdes na importacao e na exportacdo
de animais e de seu material genético, além dos transtornos reprodutivos associados a infecgédo
(COSTA et al., 2006).

A doenca foi identificada pela primeira vez no continente africano, no final do século
XVIII, com o nome de “epizootia catarral das ovelhas”, enquanto a infeccdo pelo Virus da
Lingua Azul (BTV — do inglés Bluetongue virus) (INTERNATIONAL COMMITEE ON
TAXONOMY OF VIRUS — ICTV, 2015) foi descrita pela primeira vez em 1902
(MACLACHLAN, 2011; ROY, 2007).

Ao longo dos anos a infecgéo foi relatada pela primeira vez em outros continentes, como

na Europa em 1924 (ROY, 2007) e na America em 1980 nos Estados Unidos, em um bovino



oriundo do Brasil que se encontrava em quarentena (GROOCOCK; CAMPBELL, 1982).
Entretanto, apenas em 2001 foi confirmado o primeiro surto da doenga em ovinos e caprinos
no Brasil no estado do Parana (CLAVI1JO et al., 2002).

A partir do diagndstico do BTV, sorotipo BTV-4, em doenca clinica em um rebanho
ovino na Mesorregido do Campo das Vertentes em Minas Gerais (LIMA et al., 2016), percebeu-
se que o virus esta circulando em ovinos no estado. Entretanto ndo se conhecia até entdo dados
soroldgicos sobre a presenca do virus nas Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul e
Sudoeste de Minas Gerais, sendo este o primeiro levantamento sorologico do BTV nessas

mesorregides.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como principal objetivo realizar um inquérito soroldgico buscando
encontrar anticorpos contra 0 BTV em rebanhos ovinos das Mesorregides de Campo das
Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais, além de obter mais informacdes sobre sinais

clinicos e dados epidemioldgicos nas propriedades visitadas.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar um estudo soroldgico da infeccdo pelo BTV em rebanhos ovinos de
propriedades das Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais,
préximas ao municipio de Lavras, usando as técnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA)
e de ensaio de imunoadsorcdo enzimatica por competicdo (CELISA).

2. Estabelecer a concordancia das técnicas de IDGA e CELISA para o diagnostico
soroldgico do BTV por meio de testes estatisticos.

3. Estabelecer as principais manifestagdes clinicas apresentadas pelos animais nos
rebanhos visitados, observacdo dos animais nas propriedades, aplicacdo de questionario

epidemioldgico e realizar analises estatisticas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia

A LA é causada por um virus do género Orbivirus da familia Reoviridae, transmitida
por artropodes vetores do género Culicoides (MACLACHLAN, 2011). Atualmente s&o
reconhecidos 26 sorotipos de BTV em todo mundo (ORGANIZACAO INTERNACIONAL DE
EP1ZOOQOTIAS — OIE, 2016), agrupados de acordo com sua reatividade soroldgica.

Os virions do BTV medem cerca de 65 a 75 nm, ndo possuem envelope lipidico e as
proteinas que compdem a particula viral estdo dispostas em camadas concéntricas, com simetria
icosaédrica. O genoma do BTV é formado por 10 segmentos de RNA fita dupla (dsSRNA) que
codificam sete proteinas estruturais (VP1 a VP7) e quatro proteinas ndo estruturais (NS1 a NS4)
(MOHL; ROY, 2014).

A VP7 é considerada a principal determinante do sorotipo. Mesmo fazendo parte da
estrutura do ndcleo sabe-se que ela esta exposta em partes da superficie dos virions, sendo assim
capaz de estimular a producao de anticorpos neutralizantes (NOAD; ROY, 2009). A VP3 esta
associada com a integridade estrutural do nucleo viral, sendo altamente conservada entre 0s
diferentes sorotipos do virus (MERTENS et al., 2004).

A VP5 ¢ associada com a penetracdo do virion na membrana do endossomo ao induzir
instabilidade e permeabilidade de membranas, sendo responsavel pela liberacdo do ndcleo viral
no citoplasma celular. A proteina VP2, integrante do capsideo, apresenta atividades de
hemaglutinacdo, hemadsorcdo e estimula a produgdo de anticorpos neutralizantes, sendo
extremamente variavel entre os sorotipos do BTV (NOAD; ROY, 2009).

Acredita-se que a proteina VP1 seja a RNA polimerase viral responsavel pela
transcricdo e pela replicacdo do genoma durante a replicacdo viral nas células do hospedeiro,
fazendo parte do complexo de transcriptase junto as proteinas VP4 e VP6 (PATEL; ROY,
2014).

As proteinas ndo estruturais NS1, NS2, NS3 e NS4 séo produzidas durante a replicacao,
e estdo envolvidas nos processos de replicacdo, maturacdo e saida dos virions das células
infectadas do hospedeiro. Os genes que codificam essas proteinas sdo altamente conservados
entre os diferentes sorotipos do BTV, demonstrando sua importancia no processo de replicagdo
do virus (RATINIER et al., 2011).
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3.2 Epidemiologia

O BTV é capaz de infectar varios ruminantes domesticos e selvagens, incluindo ovinos,
caprinos, bovinos, bubalinos e cervideos. A forma clinica da doenga é mais comumente
observada nos ovinos e nos cervideos (RUIZ-FONS et al., 2014; SANCHEZ-CORDON et al.,
2013). Entretanto, bovinos e caprinos sdo importantes epidemiologicamente, pois servem como
reservatorios do virus por periodos prolongados (MACLACHLAN et al., 2009).

O virus é transmitido por mosquitos hematdfagos do género Culicoides, especialmente
nas épocas quentes e imidas do ano, as quais favorecem a proliferacdo desses vetores. A fase
de viremia é variavel, podendo persistir por cerca de 50 dias nos ovinos, em caprinos 28 a 41
dias e em bovinos cerca de 100 dias. Esta fase caracteriza-se pela associa¢do do virus com
células sanguineas, principalmente monacitos, linfécitos e hemécias (MACLACHLAN et al,
2009; POZZ0O; SAEGERMAN; THIRY, 2009).

A LA era eventualmente diagnosticada em alguns paises da costa do mar mediterraneo.
No entanto, a doenca foi reintroduzida em diversos paises europeus em 2006, incluindo
Alemanha e Holanda, ocasionando grande repercussdo. Recentemente, em 2014, um surto de
grandes proporcdes ocorreu na Grécia e em outros paises do Mediterraneo, como Turquia,
renovando as discussdes e preocupagdes com a LA na Europa (KYRIAKIS et al., 2015).

No Brasil, a primeira evidéncia de anticorpos contra o BTV foi relatada em bovinos e
ovinos no estado de S&o Paulo (SILVA, 1978). Os levantamentos soroldgicos no Brasil tém
demonstrado o virus em todo o pais e em diferentes proporc¢des. Os dados podem ser vistos no
Quadro 1, adaptado de Bernardes (2011).
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Quadro 1 - Inquéritos soroldgicos para o virus da LA efetuados no Brasil no periodo de 1980
a 2009 segundo autor, ano, Estado(s), técnica empregada, espécie animal e

proporcao de animais reagentes (adaptada de BERNARDES, 2011)

Autores Ano Estado % de Técnica Espécie
Reagentes/Amostragem utilizada

Moreiraetal. 1980 MG 74(427/577) IDGA Bovina

Cunhaetal. 1982 RJ 41 (227/553) IDGA Bovina

Abreu 1982 RR 16 (236/1472) IDGA Bovina

AM 26 (94/360) IDGA Bovina

PA 26 (94/360) IDGA Bovina

PA 33 (119/360) IDGA Bovina

PA 21 (86/360) IDGA Bovina

Silva et al. 1988 MG 6 (20/340) IDGA Caprina

Cunhaetal. 1987 PR 20 (21/106) IDGA Bovina

SP 54 (116/2140 IDGA Bovina

SC 37 (64/174) IDGA Bovina

RS 1,2 (5/409) IDGA Bovina

Cunhaetal. 1988 RJ 44 (261/593) IDGA Caprina
RJ 24 (8/33) IDGA Ovina

Castroetal. 1992 MG 76 (343/451) IDGA Bovina
Arita et al. 1992 SP 53 (38/72) IDGA Ovina
Costa 2000 RS 0,15 (2/1341) IDGA Ovina

Costa 2000 RS 0,6 (8/1272) IDGA Bovina

Lobatoetal. 2001 MG 42 (623/ 1484) IDGA Caprina
MG 65 (408/628) IDGA Ovina

Silva 2002 CE 31 (578/1865) IDGA Caprina
Leander 2002 MG 58,6 (338/577) IDGA Ovina

MG 41,2 (533/1295) IDGA Caprina
Nogueira 2007 SP 65 (65/1002) IDGA Ovina
Alves 2008 PB 4,1 (27/506) IDGA Ovina
Venditti 2009 SP 13,75 (72/538) IDGA Ovina
19,33 (104/538) CELISA Ovina

Diversos levantamentos soroldgicos realizados em rebanhos bovinos, ovinos e caprinos

em diferentes estados do Brasil demonstraram que as Regifes Sudeste (KONRAD et al., 2004;
LOBATO et al. 2001), Centro-Oeste (DORNELES et al., 2012; TOMICH et al., 2009) e Norte
(ABREU, 1982) apresentam alto nimero de animais soropostitivos, enquanto que as Regides
Sul (COSTA et al., 2006) e Nordeste (MELO et al., 2000; SILVA, 2002; SOUZA et al., 2010)

apresentam indices de soroprevaléncia muito baixos. As baixas taxas de soropositividade

observadas nas Regides Nordeste e Sul podem estar associados ao clima desfavoravel do semi-

arido e de invernos mais rigorosos destas duas regides, o que dificultaria a multiplicagéo ou

manutencdo do vetor (COSTA et al., 2006; MELO et al., 2000). Entretanto, como observado

na tabela, a maior parte dos estudos sdo antigos e ndo abrangem todas as regides dos estados,
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podendo esses valores serem subestimados em regides como o Nordeste, sendo necessarios
novos estudos em grande parte do Brasil.

No estado de Minas Gerais foram realizados estudo sorologicos nas Mesorregides do
Norte de Minas, Jequitinhonha e Vale do Mucuri de Minas Gerais, com o intuito de verificar a
distribuicédo e a prevaléncia da infeccdo pelo BTV em diferentes espécies animais. Em bovinos
observou-se positividade em mais de 59% dos animais analisados (KONRAD et al., 2004), em
caprinos dois trabalhos demonstraram soropositividade em mais de 40% dos animais testados
(LOBATO et al., 2001; LAENDER, 2002) e ja em ovinos a soropositividade ficou em torno de
58,6% (LEANDER, 2002) e 61% (LOBATO et al., 2001) dos animais. Contudo, nas
Mesorregides Sul e Sudoeste e Campo das Vertentes, ainda ndo existem relatos que demonstram
a ocorréncia de anticorpos contra o0 BTV em ruminantes.

Em uma ampla revisao de Lobato e colaboradores (2015) sobre a distribuicdo do BTV na
América do Sul, os surtos clinicos da doenga no Brasil séo elencados. Somado ao trabalho de
Lima e colaboradores (2016), ao todo foram relatados 15 surtos da LA no Brasil. Esses dados

sdo evidenciados no Quadro 2.

Quadro 2 — Surtos clinicos da LA no Brasil de 2001 até 2016, demonstrando estados, ano e
espécies acometidas.

Estado Ano Espécie
Parana 2001 Ovinos e Caprinos
Parana (3 surtos) 2002 Ovinos e Caprinos
Rio Grande do Sul (2 surtos) 2009 Ovinos
Rio de Janeiro 2013 Ovinos
Rio Grande do Sul (7 surtos) 2014 Ovinos
Minas Gerais 2014 Ovinos

3.3 Patogenia

A replicacdo viral ocorre inicialmente no local da picada do inseto vetor, principalmente
em ceélulas endoteliais do sistema vascular e em ceélulas do sistema linforreticular
(MACLACHLAN, 2011). A fase de viremia é caracterizada pela associagdo do virus as células
sanguineas, seguida de sua disseminacao para outros tecidos, como linfonodos, baco e medula
6ssea (RIET-CORREA, 2007). Nesses tecidos, o virus se replica no sistema microvascular,
especialmente no epitélio bucal, levando a alteracfes patologicas caracteristicas da doenca.

Diversos orgdos podem ser acometidos, incluindo pulmdes, bago, coragdo, rim e bexiga.
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Adicionalmente, o virus, de forma indireta, induz a liberagdo de mediadores vasoativos e
inflamatorios pelo hospedeiro (MACLACHLAN et al., 2009).

As alteracOes celulares sdo caracterizadas por degeneracdo e necrose, nas quais sdo
observadas vacuolizacGes citoplasmaticas, tumefacdo celular e alteracbes nucleares como
picnose e cariorrexe (RIET-CORREA, 2007). O endotélio apresenta-se hiperplasico, podendo
levar a oclusdo vascular e estase sanguinea. Eventualmente, podem ser encontradas alteracdes
secundarias a les&o vascular, como hipoxia, edema e hemorragia (GUIMARAES, 2015; LIMA
etal., 2016).

3.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos da LA sdo manifestados de forma distinta entre as espécies de
ruminantes. Apesar de a infecgdo ser subclinica na maioria dos casos, o quadro clinico € mais
pronunciado na espécie ovina, embora possam ocorrer manifestacdes clinicas eventuais em
bovinos e caprinos (RUIZ-FONS et al., 2014; SANCHEZ-CORDON et al., 2013). Nos ovinos,
o0 periodo de incubacdo varia entre cinco e dez dias, ja o curso da doenca pode variar de 5 a 15
dias, podendo haver recuperacdo dos animais (ANTONIASSI et al., 2010). Na forma
superaguda, os animais podem apresentar dispneia como resultado do edema pulmonar e, apds
sete dias de infecgo, vir a dbito devido a asfixia. Nos casos cronicos, o0 6bito pode ocorrer
secundariamente & pneumonia causada por bactérias oportunistas, principalmente Pasteurella
spp. (LIMA et al., 2016).

Os sinais clinicos iniciais sdo caracterizados por aumento da temperatura de 41 a 42° e
elevacio da frequéncia respiratoria (GUIMARAES, 2015). Outras manifestagdes clinicas
incluem edema na face, particularmente na area submandibular; descarga nasal serosa a
mucopurulenta, evoluindo para formagé&o de crostas (LIMA et al., 2016). Pode ocorrer protrusao
e edemaciacdo da lingua e, eventualmente, ela pode ficar cianotica, caracteristica responsavel
pela denominagdo da doenca (ANTONIASSI et al, 2010). UlceragGes em mucosas e na lingua
propiciam a ocorréncia de infecgdes secundarias e necrose, especialmente na porcéo superior
do esb6fago e na faringe, causando regurgitacdo e aspiracdo do conteddo ruminal
(GUIMARAES, 2015).

Nas fases finais da infeccdo pode ser observada inflamacdo da banda coronaria acima
do casco, geralmente ocasionando laminite (RIET-CORREA, 2007). Sinais de claudicacédo e

prostracdo, decorrentes das lesdes musculares e podais, podem ser observados nos animais
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acometidos. Ovinos infectados com o BTV também podem apresentar degeneracdo e necrose
dos musculos esqueléticos do pescoco (LIMA et al., 2016). A infeccdo de ovelhas prenhes pode
resultar em abortamentos em qualquer fase da gestacdo, natimortos, nascimento de cordeiros
fracos ou com alteracdes teratogénicas e infertilidade (LOBATO, 1999).

Em bovinos, a infeccdo pelo BTV é comum, embora sejam raras as manifestagdes
clinicas da doenca. Quando presentes sdo caracterizadas por febre transitoria, aumento da
frequéncia respiratdria e, ocasionalmente, lesdes ulcerativas na mucosa oral e inflamacdo na
regido da coroa do casco (POZZO; SAEGERMAN; THIRY, 2009). A infeccdo em caprinos
geralmente é branda ou inaparente, caracterizada por quadros febris ocasionais, baixos niveis
de viremia de curta duracéo e hiperemia leve da conjuntiva e da mucosa nasal (RIET-CORREA,
2007).

Em ovinos, alguns diagnosticos diferenciais importantes que podem ser confundidos
com a LA, séo pododermatite, fotossensibilizacdo, ectima contagioso, estomatite vesicular e
febre aftosa (LOBATO, 1999). Nessa espécie, causas de aborto como brucelose, toxoplasmose,
clamidiose, listeriose, salmonelose e leptospirose podem ser considerados diferenciais nesse
tipo de manifestacdo (PEREIRA et al., 2013). Em bovinos, a rinotraqueite infecciosa, febre
catarral maligna, diarreia viral bovina estomatite vesicular, fotossensibilizacdo e febre aftosa
devem ser consideradas como diagnosticos diferenciais (POZZO; SAEGERMAN; THIRY,
2009).

3.5 Achados de Necropsia e Histopatologia

As alteragdes macroscopicas estdo relacionadas com as lesdes endoteliais, resultando
em fragilidade vascular e, consequentemente, edema, congestdo, hemorragias, inflamacdo e
necrose (LIMA et al., 2016). Nos ovinos, areas edemaciadas podem ser observadas na face e
nas orelhas, além de exsudato nas narinas. Comumente sdo observadas petéquias e lesdes
ulcerativas na cavidade oral e nas mucosas dos proventriculos, especialmente em papilas e
pilares ruminais e pregas do reticulo (ANTONIASSI, et al., 2010; GUIMARAES, 2015).
Hiperemia, edema e petéquias também podem ser observados nas mucosas da cavidade nasal,
bem como em faringe, traqueia e pulmdes (LIMA et al., 2016). Em casos fatais da doenca, 0S
pulmdes apresentam-se severamente hiperémicos e edemaciados associados com espuma na

traqueia e hidrotorax. Pneumonia aspirativa € uma alteragdo ocasionalmente encontrada na
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necropsia, atribuida a mionecrose esofagica, associada a dilatacdo do esdfago e acumulo de
alimento na luz do 6rgdo (LIMA et al., 2016).

Macroscopicamente, sdo observadas petéquias, equimoses e edema no tecido conjuntivo
intermuscular, particularmente nos musculos do pescoco e na regido tordcica dorsal
(ANTONIASSI, et al., 2010). Areas de hemorragia também s3o encontradas no coragio,
especialmente nos musculos papilares. Uma alteracdo macroscopica caracteristica de infeccdo
pelo BTV em ovinos € a hemorragia na base da artéria pulmonar e é referida como uma lesao
patognomdnica da doenca. (ANTONIASSI, et al., 2010; GUIMARAES, 2015; LIMA et al.,
2016).

Ao exame microscopico das lesGes de mucosa sdo observados infiltrado inflamatorio
mononuclear, degeneracdo e necrose de células epiteliais. As alteracbes encontradas nos
musculos sdo compostas por necrose hialina e mineralizacdo de fibras musculares individuais,
associadas a edema e hemorragia intermuscular (GUIMARAES, 2015; LIMA et al., 2016). Em
casos de pneumonia aspirativa, as alteragdes pulmonares encontradas incluem infiltrado
inflamatdrio neutrofilico na luz de alvéolos, bronquiolos e brénquios, associado a material

vegetal e estruturas compativeis com bactérias na luz de brénquios (LIMA et al., 2016).

3.6 Diagnostico

A suspeita clinica de LA em ruminantes, especialmente ovinos, € baseada na
manifestacdo clinica caracteristica da doenca, principalmente em épocas do ano favoraveis aos
vetores ou quando sdo introduzidos animais em &reas endémicas (LAENDER, 2002). E
importante considerar diagnésticos diferenciais, incluindo ectima contagioso, febre aftosa,
fotossensibilizacdo e pneumonias (RIET-CORREA, 2007). Em bovinos o diagndstico clinico é
dificil, pois a doenca clinica é rara e quando ocorre pode confundir com doencas como febre
aftosa, diarreia viral bovina, estomatite vesicular entre outras (BERNARDES, 2011).

A necropsia e 0 exame histopatoldgico sdo de extrema importancia no diagndstico da
LA, uma vez que a maioria dos casos sdo subclinicos ou associados a outras doengas e a
identificacdo das alteragdes macro e microscopicas podem direcionar o diagnostico para a LA
(LIMA et al., 2016).

O diagnostico laboratorial € realizado por meio da coleta de sangue de forma amostral
nos animais do rebanho (NOGUEIRA, 2008; VENDITTI, 2009). Na anélise bioguimica, o
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aumento nos niveis das enzimas creatina quinase e aspartato aminotransferase é indicativo de
lesbes musculares, que auxiliam na suspeita de LA (ANTONIASSI, et al., 2010).

Segundo recomendacdo da OIE, o diagndstico laboratorial da LA pode ser obtido por
métodos baseados no isolamento e na identificacdo do virus e em testes sorologicos. Para
deteccdo de anticorpos contra o BTV podem ser empregadas técnicas de ensaio de
imunoadsorcao enzimatica por competicdo (CELISA), imunodifusdo em gel de agar (IDGA),
soroneutralizacdo (SN) e fixacdo de complemento (LOBATO, 1999; OIE, 2016). Estes testes
identificam a exposicdo dos animais ao virus e servem, na maioria das vezes, como testes
complementares ao diagndstico clinico e patoldgico. (OIE, 2016).

O teste considerado mais conclusivo para o diagndstico da LA é o isolamento viral.
Amostras de sangue e tecidos dos animais acometidos sdo utilizados para inoculagédo
intravenosa em ovos embrionados, seguida de cultivo em células BHK (baby hamster kidney —
rins de hamsters filhotes). A identificagdo do BTV é realizada por imunofluorescéncia direta
(IFD) e atipificagdo sorologica pela técnica de soroneutralizacdo (SN). Entretanto, o isolamento
e cultivo celular do virus, a partir de amostras clinicas, é bastante dificil.

O teste de IDGA era considerado um dos principais métodos utilizados para
identificaco de anticorpos contra o BTV em diferentes espécies de ruminantes. E considerado
importante ferramenta para a vigilancia epidemiol6gica da doenca e para emissdo de
certificados de transito para rebanhos destinados a exportacdo (LOBATO, 1999; OIE, 2016).
No entanto, reacdes cruzadas podem ocorrer com outros Orbivirus, como o virus da doenca
hemorragica epizootica dos cervideos (DHE) (COSTA et al., 2006).

Atualmente, de acordo com recomendacGes da OIE, o cELISA é o método indireto de
diagndstico preferivel ao IDGA. Isso se d&, pois o cELISA possui maior especificidade, ndo
havendo reacdo cruzada com o virus da DHE. (OIE, 2016). Além disso, ja existem Kits
comerciais disponiveis e as indicacdes para o uso desse teste sdo as mesmas do IDGA.

Uma alternativa para o diagndstico é a técnica da transcri¢ao reversa seguida pela reacéo
em cadeia de polimerase (RT-PCR) que detecta a presenca do acido nucléico viral em amostras
clinicas (OIE, 2016). A RT-PCR consiste na amplificacdo de segmentos especificos contidos
no genoma do BTV, que podem ainda ser sequenciados e comparados com sequéncias
disponiveis em bancos de dados, como GeneBank (ANTONIASSI et al., 2010).
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3.7 Controle e profilaxia

A introducdo do BTV em uma determinada area pode advir do movimento de vetores
infectados ou de hospedeiros vertebrados infectados, sejam estes animais selvagens em
deslocamento ou por importagdo e exportacdo de animais domésticos. Dessa forma o controle
deve ser baseado em acg0es integradas envolvendo o vetor, o hospedeiro e o ambiente (OIE,
2016).

Devido as caracteristicas ambientais e biologicas do vetor, sua erradicacéo é dificil.
Algumas opges seriam 0 uso de larvicidas e inseticidas, estabulagdo dos animais no final da
tarde até o inicio da manha e evitar pastagens Umidas baixas (OIE, 2016). Entretanto, tais
medidas podem nédo ser eficientes dependendo da espécie do Culicoides da regido em questao
(MACLACHLAN; MAYO, 2013).

Quanto ao hospedeiro, deve ser considerada principalmente a circulagdo segura de
animais, limitando a propagacdo do virus para regides livres. Para isso, 0s animais devem ser
testados e permanecer em quarentena para a deteccdo da infeccdo viral por meio de testes
sorolégicos (MACLACHLAN; MAYO, 2013).

A vacinacdo de ovinos e de outros ruminantes suscetiveis ja se provou ser o meio mais
eficaz e prético contra a disseminacdo da LA (ZIENTARA; SANCHEZ-VIZCAINO, 2013).
Né&o ha evidéncias de que apenas o uso de repelentes e inseticidas (focados no vetor) alcance
resultados a longo prazo no controle da LA, a menos que haja associacdo com outros métodos,
como a imunizacdo dos ruminantes (KYRIAKIS et al., 2015). Vacinas inativadas, usadas na
Europa desde 2001, tém se mostrado seguras e efetivas para o controle da LA, tendo
desempenhado um papel importante na supressao de surtos graves como o causado pelo
sorotipo 8 entre 0s anos de 2006 e 2008 nesse continente (KYRIAKIS et al., 2015).

Em diversos locais do mundo, como na Europa e na Africa, o emprego de estratégias de
vacinagdo é uma realidade, buscando prevenir ou limitar a doenga a um nivel minimo (SOK et
al., 2015). No Brasil, os dados sobre a ocorréncia da doenga clinica sempre foram considerados
escassos, nado justificando a utilizacdo de vacinas (RIET-CORREA, 2007). Entretanto, surtos
recentes ja foram relatados nas regides Sul e Sudeste do Brasil (BALARO et al., 2014;
GUIMARAES, 2015; LIMA et al., 2016)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de coleta de amostras

O presente trabalho esta devidamente registrado junto & Comissio de Etica no Uso de
Animais da UFLA (CEUA-UFLA) sob o nmero 023/2013.

A coleta de soro foi realizada em propriedades criadoras de ovinos nas Mesorregides de
Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais durante o periodo de agosto de 2015 a
outubro de 2016. Em um levantamento inicial juntamente com o Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA), obteve-se 22 propriedades que desenvolvem criacdo de ovinos
localizadas nas regiGes mais proximas do municipio de Lavras, possuindo criacdes entre 10 e
1.000 ovinos. Foram selecionadas as propriedades com maior nimero de animais adultos para
a coleta das amostras de soro e, a partir do contato com os criadores, a coleta foi realizada em
oito propriedades dos municipios de Santo Anténio do Amparo, S&o Jodo del Rey, Nazareno,
Ritapolis, Cambuquira, Soledade de Minas e 2 propriedades em Nepomuceno. Em cada
propriedade foram coletadas amostras de pelo menos 30% do rebanho, ou de todo o rebanho

guando 0 mesmo era inferior a 50 animais.

4.2 Aplicacdo do questionario epidemioldgico

O questionario (Anexo A) foi aplicado nas propriedades na mesma ocasido da coleta
dos soros. As perguntas abrangem os seguintes assuntos: tamanho da propriedade, sistema de
criacdo de ovinos (intensivo, semi-intensivo ou extensivo), outras atividades desenvolvidas
(criacdo de outras espécies animais, agricultura, etc.), raca criada na propriedade, nimero de
animais, tempo da criacdo, origem dos animais (ovinos e outras espécies, se necessario), tipo
de alimentag&o do rebanho, suplementacdo mineral, origem da &gua, sinais clinicos ou doengas
frequentes na propriedade (artrite, pododermatite, sinais neuroldgicos, diarreia, linfadenite,
mamite, ectima contagioso), causas de mortes diagnosticadas no rebanho, problemas
reprodutivos, problemas respiratorios, endo e ectoparasito, além de medidas de manejo
sanitario adotadas.

As perguntas escolhidas se basearam em dados da literatura que definem fatores de risco
para a ocorréncia da Lingua Azul, além das principais doengas que acometem ovinos. No

trabalho de Alves e colaboradores (2009), o tipo de criagéo intensiva é considerado um fator de
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risco, pois aumentam as chances de transmissdo do virus pelo vetor artropode. A criacdo de
outras espécies animais, como bovinos e caprinos, aumenta as chances de transmissdo do virus,
uma vez que essas espécies apresentam uma fase de viremia longa e funcionam como
reservatorio do virus (MACLACHLAN et al., 2009).

Dentre as principais manifestacdes clinicas observadas nas diferentes criaces de
ovinos, que embasaram a formulacdo do questionario, destacam-se 0s abcessos cutdneos
(relacionados a linfadenite caseosa); diarreia, edema submandibular e anemia (sugestivos de
processos parasitarios como hemoncose); abortos; alteraces oculares; crostas ao redor de boca,
narinas e orelhas (associadas ao ectima contagioso ou fotossensibilizacdo) e mamites
(ALENCAR et al., 2010).

4.3 Pesquisa de anticorpos contra o BTV em amostras de soro

A coleta das amostras foi realizada apds contencéo fisica dos animais, com retirada de
sangue da veia jugular em tubos de coleta de sangue sem anticoagulantes. As amostras foram
transportadas refrigeradas para a Universidade Federal de Lavras onde foram centrifugadas. O
soro foi armazenado, em duplicata, em microtubos de 1,5ml e armazenado a -20°C até a
realizacdo dos exames.

As amostras de soro de cada animal foram entdo encaminhadas para o Laboratério de
Pesquisa de Virologia Animal do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UFMG
e para o Laboratdrio de Viroses de Bovinos do Instituto Biologico de Sdo Paulo, nos quais
foram realizados, respectivamente, os exames de IDGA e cELISA, para a detecgdo de

anticorpos contra o BTV.

4.3.1 cELISA

Para a realizacdo do cELISA, foi utilizado o Kit comercial Bluetongue Virus Antibody
Test Kit VMRD®, seguindo as instrucdes do fabricante. Em cada pogo da placa foram colocados
25 UL do soro a ser testado, sendo deixados dois pogos para controle negativo e dois para o
controle positivo presente no kit, e entdo incubados em temperatura ambiente por 15 minutos.
Apos esse tempo, foi acrescentado 25 pL do conjugado anticorpo-peroxidase em cada pogo e a
placa foi incubada por mais 15 minutos em temperatura ambiente. As placas foram entéo

lavadas trés vezes com a solucdo de lavagem do kit seguida da adi¢cdo de 50 pL da solucéo
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substrato e mais 10 minutos de incubacgdo. Foram entéo acrescidos 50 pL de solugdo de parada
e logo em seguida as placas foram lidas em leitora de ELISA modelo Thermo Labsystem
Multiskan Ascent com filtro de 620 nm para obtencao dos valores de densidade otica (DO). As
amostras foram consideradas positivas quando seus valores de DO correspondiam a menos de
50% da média dos valores de DO dos controles negativos, sendo utilizados dois desvios padrdo
(dois controles negativos e positivos).

4.3.2 IDGA

A IDGA foi utilizada para a pesquisa de anticorpos contra o0 BTV nas amostras de soros
coletadas nas propriedades visitadas. Foi utilizada solucdo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,85%
e agarose na concentracao final de 0,9% em agua deionizada, depositada sobre placas circulares
de acrilico. Em cada placa foram perfuradas sete rosetas contendo sete furos cada. O antigeno
foi colocado no poco central e o soro controle positivo em outros trés pocos alternados na
quantidade de 30 uL em cada pogo. Nos pocos restantes foram colocadas 30 pL das amostras
de soro a serem testadas. As placas permaneceram em camara umida com sulfato de magnésio
a 0,3% por 48 horas em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram observadas com o
auxilio de luz indireta em campo escuro. O antigeno foi produzido pela Escola de Veterinaria
da UFMG e o soro controle positivo era proveniente de um pool de soros positivos testados e

titulados pela Escola de Veterinaria da UFMG.

4.4 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Epi-info™ 7. A concordancia
entre as técnicas de cELISA e IDGA foi determinada com o uso do coeficiente kappa
(THRUSFIELD, 2004). Para a associacao dos resultados da sorologia dos ovinos com a origem
dos animais, foi utilizado o teste de Qui-quadrado (THRUSFIELD, 2004).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 303 amostras de soro ovino coletadas, 171 (56,44%) foram positivas no exame de

CELISA (Tabela 2). Ja no teste de IDGA, 164 (54,13%) amostras foram positivas (Tabela 3).

Os resultados obtidos dos exames sorologicos mostram que todas as propriedades foram
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positivas, ou seja, 0 virus ndo apenas esta presente, mas ja circulou em todas as propriedades
visitadas nesse estudo. 1sso mostra como o virus esta disseminado nas regides proximas ao

municipio de Lavras.

Tabela 1 — Distribuicdo do nimero e porcentagem de ovinos reagentes no exame de cELISA
para deteccdo de anticorpos contra 0 BTV, de acordo com as propriedades das
Mesorregides de Campos das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais.

N° de Amostras Resultado cELISA % de
Propriedades

Analisadas Positivo Negativo Positivos
P1 29 18 11 62,07%
P2 12 6 6 50,00%
P3 16 16 0 100,00%
P4 24 17 7 70,83%
P5 44 43 1 97,73%
P6 16 12 4 75,00%
P7 32 30 2 93,75%
P8 130 29 101 22,31%

Total 303 171 132 56,44%

Tabela 2 — Distribuicdo do niumero e porcentagem de ovinos reagentes no exame de IDGA para
deteccdo de anticorpos contra o BTV, de acordo com as propriedades das
Mesorregides de Campos das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais.

N° de Amostras Resultado IDGA % de
Propriedades

Analisadas Positivo Negativo Positivos

P1 29 16 13 55,17%
P2 12 6 6 50,00%
P3 16 16 0 100,00%
P4 24 15 9 62,50%
P5 44 42 2 95,45%
P6 16 12 4 75,00%
P7 32 28 4 87,50%
P8 130 29 101 22,31%
Total 303 164 139 54,13%

Este trabalho foi o primeiro levantamento sorolégico realizado nas regides mais ao sul

do estado de Minas Gerais (Campo das Vertentes e Regido Sul e Sudoeste). Outros trabalhos
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realizados no estado de Minas Gerais (LEANDER, 2002; LOBATO et al., 2001), também
mostram que o virus da Lingua Azul pode ser encontrado em outras Mesorregides do estado.
Os valores de positividade encontrados nesse estudo (56,44% e 54,13%) sao semelhantes aos
observados em outros trabalhos realizados em Minas Gerais, nas Mesorregides do Norte de
Minas, Jequitinhonha e Vale do Mucuri, sendo 58,6% por Laender (2002) e 65% por Lobato e
colaboradores (2001).

A ampla distribuicdo desse virus no estado é destacada na literatura como uma
caracteristica da regido Sudeste do Brasil. Nessa regido, o clima e as chuvas esparsas ao longo
do ano, garantem umidade e temperatura adequadas para proliferacdo do mosquito vetor
(LEANDER, 2002). Além disso o amplo rebanho bovino da regido também pode ser
responsavel pela manutencdo do virus, uma vez que essa espéecie funciona como reservatorio
do mesmo. Trabalhos das regides norte e nordeste de Minas Gerais mostram uma alta
prevaléncia de anticorpos contra 0 BTV em bovinos (KONRAD et al., 2004), entretanto ndo ha
levantamentos sorolégicos para 0 BTV nessa espécie nas regides estudadas nesse trabalho,
sendo necessario um novo levantamento.

A Tabela 4 representa a comparacgao entre os resultados obtidos em ambas as técnicas,
CELISA e IDGA, considerando-se mesmas amostras para cada técnica. A comparacdo dos
resultados positivos entre CELISA e IDGA dentro da mesma propriedade, pode mais facilmente
ser observada no Gréfico 1.

Tabela 3 — Comparacdo dos resultados obtidos entre as técnicas de CELISA e IDGA contra o
BTV de 303 soros ovinos coletados nas MesorregiGes de Campos das Vertentes e Sul
e Sudoeste de Minas Gerais.

IDGA
Total Kappa I1C95% P
Positivo  Negativo
Positivo 159 12 171
CELISA _
Negativo 5 127 132 0,887 %7979‘; <0,001

Total 164 139 303




24

Graéfico 1 - Distribuicdo dos ovinos positivos nos testes de cELISA e IDGA contra o BTV, por
propriedade, a partir de soros ovinos coletados em Minas Gerais.
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O valor do indice kappa entre os resultados das técnicas de IDGA e cELISA demonstrou
uma concordancia quase perfeita (THRUSFIELD, 2004) entre as técnicas. Esse valor foi
superior a outros valores encontrados na literatura, que demonstraram concordancias moderada
(VENDITTI, 2009) e substancial (NOGUEIRA, 2008). Apesar de a técnica de IDGA ser
prescrita pela OIE desde 1982, a mesma recomenda 0 uso do cELISA para confirmagéo dos
resultados positivos com o intuito de excluir possiveis reagdes cruzadas com outros Orbivirus,
além de ser uma técnica mais sensivel (OIE, 2016), entretanto, o valor de concordancia mostra
gue a técnica de IDGA ainda pode ser usada como um importante método de vigilancia
soroepidemioldgica.

Nas oito propriedades visitadas, apenas duas (25%) possuiam acompanhamento
veterinario. Cinco (62,5%) realizam criacdo concomitante de bovinos e uma (12,5%) também
cria caprinos. O manejo reprodutivo realizado é a monta natural nas oito propriedades (100%).
O sistema de criacéo € intensivo em trés propriedades (37,5%), semi-intensivo em duas (25%)
e extensivo em trés (37,5%). Todos os animais amostrados ja se encontravam em idade
reprodutiva.

A oitava propriedade possuiu a menor quantidade de animais positivos (22,31%). O
grande nimero de animais coletados se deu pelo grande rebanho dessa propriedade, que possuia
ovinos criados de maneira intensiva para producdo de leite. Essa criagdo possuia um grau mais

avancado de tecnificacdo, higiene e possuia assisténcia veterinaria para os ovinos, alem de
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ventiladores para circulacdo do ar no local de confinamento dos animais. A melhor higiene no
local dos animais foi associada como fator de protecdo contra a LA (ALVES et al., 2009),
podendo estar relacionado com a menor quantidade de animais positivos nessa propriedade.
Quanto a origem dos animais adquiridos em cada propriedade, 141 animais (46,5%)
eram provenientes de outros produtores da propria regido (MesorregiGes de Campo das
Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais), enquanto 162 animais (53,5%) foram adquiridos
de Regides do Parana, Santa Catarina e Goids. A Tabela 5 compara esses dados com a

positividade dos animais nos testes de IDGA e cELISA.

Tabela 4 — Ovinos positivos e negativos nas técnicas de CELISA e IDGA, considerando regido
de origem de 303 ovinos coletados nas Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul
e Sudoeste de Minas Gerais.

Resultado soroldgico

Orlge_m dos Positivo  Negativo Total Odfjs IC (95%) Valol de
Ovinos ratio p
F;g‘;ﬁ’:oa 114 27 141 156

CELISA out 7,8 1’3 2’ <0,001
utras 57 105 162 !
regides
F;;‘;?;:)a 107 34 141 -
IDGA 58 " <0,001
Outras 9,59
i 57 105 162

regides

* Teste de qui-quadrado.

Como observado na Tabela 5, em ambos os exames, houve significancia para animais
provenientes da prépria regido possuirem mais chances de serem positivos do que animais
adquiridos de outras regibes. Esse fato, além de reforcar a grande quantidade de animais
positivos nas Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais, pode
estar relacionado com a baixa positividade de animais nas Regides Sul do Brasil (MELO et al.,
2000; COSTA et al., 2006), as quais grande parte dos animais desse estudo tem como origem.

Entre os problemas sanitérios relatados pelos proprietarios e observados em alguns animais
durante as visitas, as maiores queixas e achados foram de endoparasitas em seis propriedades (75%),
linfadenite caseosa em quatro (50%), problemas locomotores e conjuntivite em trés (37,5%),
malformaces e abortamentos em duas (25%), além de problemas relatados em apenas uma propriedade
como fotossensibilizagdo, mamites e problemas respiratérios. Essas manifestacbes podem estar

associadas a LA, seja por meio de lesbes causadas diretamente pelo virus (abortos e
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conjuntivites), seja por diminui¢do da competéncia imunoldgica dos animais, predispondo-os a
outras enfermidades (COSTA et al., 2006; RIET-CORREA, 2007).

A maior parte do animais positivos ndao apresentavam qualquer tipo de sinal clinico no
momento das coletas. No CELISA esse valor foi de 88,89% (152/171) e no IDGA 89,02%
(146/164). De acordo com a literatura, apesar da espécie ovina ser conhecida por apresentar
sinais mais severos, em regides nas quais a prevaléncia soroldgica do virus ¢ alta, os sinais
clinicos sdo raros, sendo consideradas regides endémicas do virus, o que dificulta a
identificacdo da LA e aumenta as perdas econémicas por aumentar a susceptibilidade dos
animais a outras doencas (LOBATO, 1999; VENDITT]I, 2009).
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6 CONCLUSOES

Com o presente estudo, pode se concluir que o Virus da Lingua Azul circula no rebanho
ovino nas Mesorregides de Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste do estado de Minas Gerais
em municipios proximos a Lavras/MG.

Todas as propriedades estudadas da regido apresentam animais positivos para anticorpos
contra o0 BTV, e muitas dessas propriedades apresentam valores altos de animais positivos nas
técnicas de IDGA e cELISA, havendo concordancia quase perfeita entre as técnicas.

A maior parte do animais positivos nas técnicas de diagnostico soroldgico nédo

apresentavam qualquer tipo de sinal clinico no momento das coletas.
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ANEXO A - MODELO DE QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Proprietario:
Propriedade:
Endereco:
Localizacéo:
Telefone:

1

O-

10-

11-

Atividades desenvolvidas:
Bovinos

Equinos

Caprinos

Suinos

Caninos

Felinos

QOutros:

I

Tamanho da propriedade:

Sistema de criagdo:
| Intensivo
[ Semi-intensivo
| Extensivo

Racas criadas:

NuUmero de animais:

Origem dos animais:

Tempo de criacao:

Alimentacao:

Suplementagédo mineral:

Origem da agua:

Forma de Reproducéo:

E-mail:

12- Tempo entre partos:

13- Retorno ao cio:

14- Abortos:

15- Doengas ou sinais clinicos ja
observados na propriedade:

A I O R O R

Artrite:
Pododermatite:
Mamite:
Linfadenite:

Ectima contagioso:
Diarreia (causa):
Endoparasitos:
Ectoparasitos:
Sinais Neuroldgicos
(quais):
Pneumonias (causa):

Hemoglobinaria/hematdria:

Fotossensibilizacao:
Outros:

16- Vacinas e medicac0es:

17- Acompanhamento veterinario:

-
—

Sim
Nao

Motivo:

18- Animais mortos:
NUmero:
Diagnastico:

=
—

Qual:

Sim
Nao
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