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RESUMO GERAL

A Lingua Azul (LA) é uma doenca viral transmitida por vetores do
género Culicoides. No Brasil, a identificacdo de anticorpos contra o virus da
Lingua Azul tem sido realizada ha mais de trinta anos, porém descri¢es de
diagndstico clinicopatoldgico da doenca sdo escassos. Este estudo, descreve
alteracOes clinicopatoldgicas da LA, em Minas Gerais. De um rebanho de 80
ovinos machos, 28 morreram. Apresentaram sinais clinicos de pneumonia,
anemia e hipoproteinemia. Na necropsia, as principais alteragdes observadas
foram consolidacdo pulmonar cranioventral e hemorragia na base da artéria
pulmonar. Na histopatologia havia lesbes pulmonares caracterizadas por
broncopneumonia purulenta , além de necrose hialina e flocular em fibras
musculares esqueléticas e cardiacas, associadas a infiltrado inflamatério
mononuclear discreto entre fibras e ao redor de vasos sanguineos. O diagnostico
de LA foi confirmado pelo isolamento e pela tipificacdo do virus da LA sorotipo
4 em amostras de sangue e tecidos de ovinos do rebanho por meio da
Transcriptase Reversa, seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)
e pela deteccdo de anticorpos contra o virus da LA, no exame soroldgico de
imunodifusdo em gel de 4gar (IDGA), em amostras de soro de ovinos
remanescentes no rebanho. Objetivou-se, neste trabalho descrever o primeiro
caso de LA clinica em um rebanho ovino da regido sul de Minas Gerais. Os
achados de necropsia e histopatologia associados ao isolamento e tipificacdo
viral permitiram a confirmacdo de LA em ovinos. A ocorréncia de animais
soropositivos para o virus, demonstram que a doenca pode estar ocorrendo de
forma imperceptivel nos rebanhos ovinos da regiao.

Palavras-chave: RT-PCR. Doencas virais. IDGA.



GENERAL ABSTRACT

Bluetongue (BT) is a viral disease transmitted by vectors of the
Culicoides genus. In Brazil, the identification of antibodies against the
Bluetongue virus has been performed for over thirty years, however,
clinicopathological diagnosis of the disease are scarce. This study describes
clinicopathological changes of BT in Minas Gerais, Brazil. In a flock of 80 male
sheep, 28 died. They showed clinical signs of pneumonia, anemia and
hypoproteinemia. At necropsy, the main changes observed were cranioventral
lung consolidation and hemorrhaging at the base of the pulmonary artery. The
histological changes consisted of purulent bronchopneumonia as well as hyaline
and flocculate necrosis in skeletal and cardiac muscle fibers, associated with
moderate mononuclear inflammatory infiltrate between fibers and around blood
vessels. The diagnosis of BT was confirmed by the isolation and typing of the
BT virus serotype 4 in blood and tissue samples of sheep from the herd by
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and by the
detection of antibodies against the BT virus with the agar gel immune-diffusion
(AGID) test on serum samples from the remaining sheep of the herd. In this
study, we aimed at describing the first case of clinical BT in a sheep flock of
southern Minas Gerais. The findings from necropsy and histopathology
associated with viral isolation and typing allowed the confirmation of BT in
sheep. The occurrence of animals seropositive to the virus show that the disease
may be occurring imperceptibly in sheep herds of the region.

Keywords: RT-PCR. Viral diseases. AGID.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Os ovinos estdo entre os primeiros animais domesticados pelo homem,
utilizados para a producdo de carne, leite e 1. A ovinocultura encontra-se
disseminada em praticamente todos os continentes, em funcdo do poder de
adaptacdo da espécie em condi¢cdes climaticas distintas. Os maiores rebanhos
estdo localizados em paises pertencentes aos continentes Asia, Africa e
Oceania. A Nova Zelandia e a Australia sdo os principais paises exportadores de
carne e la e possuem criacbes com alta produtividade. A producdo também é
intensiva na América do Sul, onde sdo encontrados, principalmente, ovinos de
racas mistas, que produzem Ia e carne de qualidade para exportacdo (VIANA,
2008).

De acordo com o IBGE (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA, 2013), o Brasil possui um efetivo rebanho ovino de 16.789
milhGes de animais, sendo o maior rebanho o da regido Nordeste, com 9.325.885
ovinos, seguido pelas regides Sul (5.042.222), Centro-Oeste (1.078.316),
Sudeste (744.426) e Norte (598.643). Minas Gerais é 0 segundo estado da
Regido Sudeste com maior nimero de animais (225.955 mil) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2013).

No Brasil, as tendéncias para o mercado ovino tém se mostrado
altamente viaveis e promissoras (BORGES; SILVA; VIANA, 2004; VIANA,
2008). Segundo a FAO (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A
AGRICULTURA E ALIMENTAC;AO, 2007), nos préximos anos estima-se um
crescimento anual de 2,1% na producéo de carne ovina, especialmente em paises
em desenvolvimento, e aumento das importacdes pelos paises da América do

Norte, da Europa e do Oriente Médio. Apesar do crescimento da producéo de
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carne ovina nos ultimos anos, o Brasil ainda importa, para abastecimento do
mercado consumidor, cerca de 90% da carne ovina do Uruguai (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEGRAFIA E EESTATISTICA, 2013; VIANA, 2008).

Alguns desafios ainda sdo encontrados na exportacdo de carne ovina
brasileira, como a necessidade de aumentar o rebanho efetivo, elevar a oferta de
cordeiros para o abate e fortalecer a cadeia produtiva, por meio da organizacdo
de produtores (VIANA, 2008). Portanto, para garantir a participagdo do Brasil
no mercado internacional desse 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. De fundamental importancia dentre esses fatores é a
elaboracdo de uma legislacdo sanitaria especifica para o controle do transito de
ovinos provenientes de outros paises ou de diferentes estados brasileiros
(GUIMARAES et al., 2009). Dessa forma, é possivel prevenir a introducdo de
doencas anteriormente exoticas no Brasil e a disseminacdo de enfermidades
entre diferentes regides do pais, possibilitando a reducdo de perdas genéticas e
econdmicas, bem como em restricdes no comércio internacional de ovinos e de
seus produtos (GUIMARAES et al., 2009).

A LA é uma doenca viral de notificacdo obrigatéria, cujo impacto
econdmico na ovinocultura nacional ainda é pouco investigado
(MACLACHLAN et al., 2009; WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL
HEALTH, 2009). J4 foram identificados 25 sorotipos do virus em diversos
paises, afetando principalmente ruminantes domésticos e selvagens
(MACLACHLAN et al., 2009).

A LA resulta ndo somente em perdas diretas e indiretas, mas também em
restrigdes econdmicas impostas por paises importadores (OIE, 2009). A possivel
correlagdo da infeccdo pelo virus da Lingua Azul (VLA) com o

desenvolvimento de outras doengas, como pneumonia, aborto e problemas
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locomotores, ainda é pouco investigada no Brasil (ALFIERI et al., 2007). Um
estudo realizado no estado de Minas Gerais, com a finalidade de avaliar as
condigdes zoosanitarias da criacdo de ovinos no estado, revelou que o aborto e
pneumonia estdo dentre as principais alteracdes relatadas pelos proprietarios nas
regides centro-oeste-sul do estado (GUIMARAES et al., 2009)

No Brasil, dados soroepidemiolégicos tém demonstrado a presenca do
VLA em diversas regides do pais (COSTA et al.,, 2006; LAENDER, 2002;
LOBATO, 1999;). Esse fato possivelmente esta relacionado a permanéncia do
virus de forma imperceptivel nos rebanhos brasileiros, levando a aparente
auséncia de casos clinicos de LA, nas diferentes regides do pais (ALFIERI et al.,
2007). Em Minas Gerais, ndo ha relatos da doenga clinica em ovinos, sendo
descrita somente nos estados do Parana (CLAVIJO et al., 2002), Rio Grande do
Sul (ANTONIASSI et al., 2010) e, recentemente, no Rio de Janeiro (BALARO
et al., 2014).

Conduziu-se, este trabalho, com o objetivo de descrever a ocorréncia da
doenca da LA em um rebanho ovino do Sul de Minas Gerais, associado ao
sorotipo 4 do VLA, as caracteristicas clinicopatologicas e a confirmacdo do

diagnostico por técnicas soroldgicas e moleculares.



13

2 REFERENCIAL TEORICO DA DOENGA DA LINGUA AZUL

2.1 Etiologia

A LA é causada por um virus pertencente ao género Orbivirus da familia
Reoviridae, transmitida por artropodes vetores (ALFIERI et al., 2007,
MACLACHLAN et al.,, 2009; THOMPSON et al., 2011, VERWOERD;
ERASMUS, 2004). Atualmente, sdo reconhecidos 26 sorotipos do VLA em todo
mundo, agrupados de acordo com sua reatividade sorolégica (MACLACHLAN
et al.,, 2009; THOMPSON et al., 2011). Variacbes de patogenicidade e
viruléncia, bem como tropismo tecidual e fetal, tém sido observadas entre 0s
isolados de campo (ALFIERI et al., 2007).

Os virions do VLA medem cerca de 65 a 75 nm, ndo possuem envelope
lipidico e as proteinas que compfem a particula viral estdo dispostas em
camadas concéntricas, formando uma simetria icosaédrica. Esses virions sdo
resistentes a solventes lipidicos e sensiveis a desinfetantes a base de iodoforos e
fendis. O genoma do VLA é formado por 10 segmentos de dsRNA que
codificam sete proteinas estruturais (VP1 a VVP7) e trés proteinas ndo estruturais
(NS1 a NS3). A VP3 esta associada com a integridade estrutural do nucleo viral,
sendo altamente conservada entre os diferentes sorotipos do virus. A VP7 é a
proteina mais abundante encontrada no nicleo e contém os principais
determinantes antigénicos especificos de grupo, associados com a estimulacdo
da sintese de anticorpos. Acredita-se que a proteina VP1 seja a RNA polimerase
viral responsavel pela transcrigdo e replicagdo do genoma, durante a replicacéo
viral nas células do hospedeiro (ALFIERI et al., 2007; VERWOERD;
ERASMUS, 2004).

A VP2 ¢ considerada a principal determinante do sorotipo, responsavel

pelo estimulo para a producdo de anticorpos neutralizantes, bem como na
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atividade de hemaglutinacdo e hemadsorgdo. As proteinas NS1, NS2 e NS3 sdo
sintetizadas durante a replicacdo viral e, possivelmente, estejam envolvidas
nesse processo e no mecanismo de transporte das particulas virais para
membrana celular ou na prevenc¢do de mitose em células infectadas (ALFIERI et
al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004).

No Brasil, os sorotipos 12 e 4 foram isolados de ovinos com e sem
manifestacdo clinica nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro
(ANTONIASSI et al., 2010; BALARO et al., 2014; CLAVIO et al., 2002).

2.2 Epidemiologia

O VLA é capaz de infectar uma variedade de ruminantes domésticos e
selvagens, incluindo ovinos, caprinos, bovinos, bubalinos e cervideos. A forma
clinica da doenca é mais comumente observada nos ovinos e cervideos
(ALFIERI et al.,, 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Entretanto, o0s
bovinos sdo importantes epidemiologicamente, pois servem como reservatérios
do virus por periodos prolongados (ALFIERI et al., 2007; MACLACHLAN et
al., 2009; VERWOERD; ERASMUS, 2004).

O virus é transmitido por mosquitos hematéfagos do género Culicoides,
especialmente nas épocas quentes e Umidas 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 28 a 41 dias em caprinos e cerca de 100 dias em
bovinos. Essa fase caracteriza-se pela associagdo do virus com células
sanguineas, principalmente mondcitos, linfocitos e hemacias (ALFIERI et al.,
2007).

A LA era, eventualmente, diagnosticada em alguns paises da costa do
Mar Mediterrdneo. No entanto, a doenca foi reintroduzida em diversos paises

europeus em 2006, incluindo Alemanha e Holanda, ocasionando grande
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repercussao (ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). No
Brasil, a primeira evidéncia de anticorpos contra o VLA foi relatada em bovinos
e ovinos no estado de Sdo Paulo (SILVA, 1978). A partir dessa data, varios
inquéritos sorolégicos em diferentes espécies de ruminantes vém sendo
realizados em diversas regibes do pais, demonstrando que o virus esta
amplamente disseminado no territério brasileiro (COSTA et al.,, 2006;
LOBATO, 1999; LAENDER, 2002; TOMICH et al., 2009).

Diversos levantamentos sorolégicos realizados em rebanhos bovinos,
ovinos e caprinos em diferentes estados do Brasil demonstraram que as regides
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 muito baixos de soroprevaléncia.

As baixas taxas de soropositividade observadas nas regifes Nordeste e
Sul podem estar associadas ao clima desfavoravel do semiarido e de invernos
mais rigorosos dessas duas regides, respectivamente, o que dificultaria a
multiplicacdo ou a manutencdo do vetor (ALFIERI et al., 2007; COSTA et al.,
2006; MELO et al., 2000). No sul do estado de Minas Gerais ndo existem relatos
clinicos de doenca. Recentemente, a LA foi relatada em um rebanho de ovinos
nos estados do Rio de Janeiro (BALARO et al., 2014), anteriormente descrita
apenas em ovinos no estado do Parana (CLAVIJO et al., 2002) e no Rio Grande
do Sul (ANTONIASSI et al., 2010). Levantamentos soroldgicos da distribui¢do
do VLA também ndo foram realizados no sul de Minas Gerais. Inquéritos
sorolégicos foram realizados principalmente nas regides norte e nordeste do
estado, com o intuito de verificar a distribuicdo e a prevaléncia do VLA, em
diferentes espécies animais (LAENDER, 2002; LOBATO et al., 2001).



16

Em bovinos, observou-se positividade em mais de 59% dos animais
analisados, sugerindo uma possivel relacdo entre o elevado nimero de ovinos
positivos, em Minas Gerais, com o fato da alta frequéncia de bovinos infectados.
Estes, além de atuarem como reservatorios do virus, podem desenvolver viremia
de longa duracdo, aumentando a probabilidade de infec¢do de maior nimero de
Culicoides (KONRAD et al., 2004). Em Minas Gerais, dois trabalhos com
caprinos demonstraram soropositividade de mais de 40% dos animais testados
(LAENDER, 2002; LOBATO et al., 2001) e em ovinos a soropositividade ficou
em torno de 58% (LAENDER, 2002) e 61% (LOBATO et al., 2001) dos

animais.

2.3 Patogenia

A replicacdo viral inicialmente ocorre no local da picada do inseto vetor,
principalmente em células endoteliais e em células do sistema linforreticular
(ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). A fase de viremia é
caracterizada pela associacdo do virus as células sanguineas, seguida da sua
disseminacdo para outros tecidos linféides, de linfonodos, baco e medula dssea
(ALFIERI et al., 2007; MACLACHLAN et al, 2009; VERWOERD;
ERASMUS, 2004). Nesses tecidos, o virus se replica na microcirculacéo,
especialmente da mucosa oral, levando a alteracGes patoldgicas caracteristicas
da doenca. Diversos 6rgdos podem ser acometidos, incluindo pulmdes, baco,
coragao, rim e bexiga (ALFIERI et al., 2007). Adicionalmente, o virus, induz, de
forma indireta, a liberagdo de mediadores vasoativos e inflamatérios pelo
hospedeiro (MACLACHLAN et al., 2009).

As alteracOes celulares séo caracterizadas por degeneracdo e necrose,
nas quais sdo observadas vesiculas citoplasméticas, tumefacdo citoplasmatica ,
picnose e cariorrexe (VERWOERD; ERASMUS, 2004). O endotélio apresenta-
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se cuboide, podendo levar a oclusdo e estase vascular. Eventualmente, podem
ser encontradas alteragdes secundarias a lesdo vascular, como hipdxia, edema e
hemorragia (VERWOERD; ERASMUS, 2004).

2.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos da LA sdo manifestados de formas distintas entre as
espécies de ruminantes, bem como entre diferentes racas de ovinos
(VERWOERD; ERASMUS, 2004). Segundo Laender (2002), ovinos de todas as
racas sdo suscetiveis a infeccdo pelo VLA, no entanto em graus variaveis,
ocorrendo principalmente em ragas exoticas, como a ragca merino, introduzidas
em regides tropicais ou em rebanhos nativos localizados proximos a areas
endémicas. Apesar da infeccdo ser subclinica na maioria dos casos, 0 quadro
clinico é mais pronunciado na espécie ovina; embora possam ocorrer
manifestacfes clinicas eventuais em bovinos e caprinos (ALFIERI et al., 2007;
VERWOERD; ERASMUS, 2004).

Nos ovinos, o periodo de incubagdo € variavel entre cinco e dez dias, e 0
curso da doenca pode variar de superagudo a crénico, com taxa de mortalidade
variando entre dois e 30%. (ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS,
2004). Na forma superaguda, os animais podem apresentar dispneia, como
resultado do edema pulmonar. Dessa forma, os animais podem vir a Obito,
geralmente como resultado de asfixia, ap6s sete a nove dias de infeccdo
(ANTONIASSI et al., 2010; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Nos casos
crbnicos pode ocorrer morte secundaria a pneumonia causada por bactérias
oportunistas, principalmente Pasteurella sp. (Verwoerd & Erasmus, 2004,
Antoniassi et al., 2010).

Os sinais clinicos iniciais sdo caracterizados por aumento da temperatura

para 41 a 42° e elevacdo da frequéncia respiratéria (ALFIERI et al., 2007;
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ANTONIASSI et al., 2010; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Adicionalmente,
pode ser observada hiperemia em focinho, labios e mucosa oral, que pode se
estender para a pele (ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004).
Dentre as manifestacdes clinicas apresentadas, incluem-se edema generalizado
na face, particularmente na regido submandibular, descarga nasal serosa a
mucopurulenta evoluindo para formacdo de crostas (ALFIERI et al., 2007;
ANTONIASSI et al., 2010; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Podem ocorrer
edemaciacao e protrusdo da lingua (ALFIERI et al., 2007; ANTONIASSI et al.,
2010; VERWOERD; ERASMUS, 2004;) e, eventualmente, a mesma pode
apresentar-se cianoética, caracteristica responsavel pela denominacdo da doenca
(ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). UlceracGes orais
incluindo lingua podem propiciar a ocorréncia de infecgdes secundarias,
especialmente faringe e na porcdo superior do es6fago, causando vomitos e
aspiracdo do conteudo ruminal (ALFIERI et al., 2007; ANTONIASSI et al.,
2010).

Nas fases finais da infecgdo, pode ser observada inflamacdo da banda
coronéria do casco, geralmente resultando em laminite (ALFIERI et al., 2007).
As lesBes podais sdo mais pronunciadas nos bulbos dos cascos, particularmente
nos digitos laterais (VERWOERD; ERASMUS, 2004). Sinais de claudicacédo e
prostracdo, decorrentes das lesdes musculares e podais, podem ser observados
nos animais acometidos. Ovinos infectados com o VLA também podem
apresentar degeneracdo e necrose dos masculos esqueléticos cervicais e, em
casos graves, evoluir para torcicolo irreversivel e morte (VERWOERD;
ERASMUS, 2004; Alfieri et al., 2007). A pele pode apresentar-se hiperémica,
com alteracBes mais exacerbadas quando os animais sdo expostos a luz solar
(VERWOERD; ERASMUS, 2004). A infecgdo de ovelhas prenhes pode resultar

em abortamento, em qualquer fase da gestacdo, natimortos, nascimento de
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cordeiros fracos ou com alteracOes teratogénicas e infertilidade (ALFIERI et al.,
2007; LOBATO, 1999; VERWOERD; ERASMUS, 2004).

Em bovinos, a infeccdo pelo VLA é comum, embora sejam raras as
manifestacOes clinicas da doenca nessa espécie e, quando presentes, sdo
caracterizadas por febre transitéria, aumento da frequéncia respiratéria e,
ocasionalmente, lesbes ulcerativas na mucosa oral e inflamagdo na regido da
coroa do casco (ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). A
infeccdo em caprinos, geralmente é branda ou inaparente, caracterizada por
quadros febris ocasionais, baixos niveis de viremia de curta duracdo e hiperemia

leve da conjuntiva e mucosa nasal (ALFIERI et al., 2007).

2.5 Achados de necropsia e histopatologia

As alteragbes macroscopicas encontradas na necropsia estdo
relacionadas com as lesdes endoteliais, resultando em fragilidade vascular e,
consequentemente, edema, congestdo, hemorragias, inflamacdo e necrose
(ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Nos ovinos, areas
edemaciadas podem ser observadas na face e nas orelhas, e exsudato nas narinas.
Comumente sdo observadas petéquias e lesdes ulcerativas na cavidade oral e nas
mucosas dos pré-estdmagos, especialmente nas papilas e pilares rumenais e
pregas do reticulo (ALFIERI et al.,, 2007; ANTONIASSI et al.,, 2010;
VERWOERD; ERASMUS, 2004). Hiperemia, edema e petéquias também
podem ser observados na mucosa da cavidade nasal, bem como da faringe, da
traquéia e de bronquios e bronquiolos. Em casos fatais da doenga, os pulmdes
apresentam-se severamente hiperémicos e edemaciados associados com espuma
na traqueia e hidrotérax. Pneumonia aspirativa também é uma alteracéo
ocasionalmente encontrada na necropsia (VERWOERD; ERASMUS, 2004),
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atribuida a mionecrose esofagica, dilatacdo, regurgitacdao e acimulo de alimento
no limen do 6rgdo (ANTONIASSI et al., 2010).

Do ponto de vista econémico, as alteragdes patoldgicas musculares séo,
provavelmente, as lesdes mais importantes encontradas nos ovinos com LA
(VERWOERD; ERASMUS, 2004). Macroscopicamente, sdo observadas
petéquias, equimoses e edema no tecido conjuntivo intermuscular,
particularmente nos musculos do pescoco da regido toracica dorsal.
Adicionalmente, podem ser visualizadas areas multifocais de degeneracdo e
necrose muscular (VERWOERD; ERASMUS, 2004). Areas de hemorragia
também sdo encontradas no coragdo, especialmente nos musculos papilares.
Uma alteracdo macroscpica caracteristica de infeccdo pelo VLA em ovinos é a
hemorragia na base da artéria pulmonar, considerada uma lesdo patognoménica
da doenca. (ALFIERI et al., 2007; ANTONIASSI et al., 2010; MACLACHLAN
et al., 2009; VERWOERD; ERASMUS, 2004).

Ao exame microscopico sdo observadas infiltragdo de células
inflamatdrias mononucleares, degeneracdo e necrose de células epiteliais na
mucosa (ALFIERI et al., 2007). As alteracdes encontradas nos muasculos sdo
compostas por necrose hialina e necrose e mineralizagcdo de fibras musculares
individuais, associadas a edema e hemorragia intermuscular (ANTONIASSI et
al., 2010; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Infiltrado inflamatério composto
por neutréfilos, macréfagos e linfocitos, bem como regeneracdo de fibras
musculares podem ser observados, principalmente em casos cronicos da doenca
(VERWOERD; ERASMUS, 2004). Em casos de pneumonia aspirativa, as
alteragdes encontradas incluem infiltrado inflamatorio neutrofilico na luz de
alvéolos, bronquiolos e bronquios, associado a material vegetal e estruturas

compativeis com bactérias na luz de brénguios (ANTONIASSI et al., 2010).
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2.6 Diagnostico

A suspeita clinica de LA em ruminantes, especialmente ovinos, €
baseada na manifestacdo clinica caracteristica da doenga, principalmente em
épocas do ano favoraveis aos vetores ou quando sdo introduzidos animais em
areas endémicas (ALFIERI et al., 2007). E importante incluir nos diagndsticos
diferenciais ectima contagioso, febre aftosa, fotossensibilizacdo e pneumonias
(ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004). Em bovinos, o
diagndstico clinico é dificil, pois a doenca clinica é rara e, quando ocorre, pode
confundir com doengas como febre aftosa, diarreia viral bovina, estomatite
vesicular (OSBURN, 2007). O diagndstico laboratorial é realizado por meio da
coleta de sangue de forma amostral nos animais do rebanho, seguido da analise
do soro e/ou sangue total, respectivamente, pela técnica de IDGA e RT-PCR
(ALFIERI et al., 2007). Na analise bioguimica, o aumento nos niveis das
enzimas CK e AST é indicativo de lesdes musculares, que auxiliam na suspeita
de LA (ANTONIASSI et al., 2010).

Segundo recomendacédo da OIE, o diagnostico laboratorial da LA pode
ser obtido por métodos diretos, baseados no isolamento e na identificacdo do
virus, ou indiretos, pela deteccdo de anticorpos especificos pela técnica de
IDGA, considerada como padrédo ouro de diagndstico para LA. Em ruminantes, a
resposta soroldgica aparece de sete a 14 dias ap6s infeccdo e geralmente persiste
ao longo da vida do animal (WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL
HEALTH, 2013). Para avaliacdo da ocorréncia de anticorpos contra o VLA,
podem ser empregadas técnicas de imunoensaio enzimatico competitivo
(cELISA), imunodifusdo em gel de agar (IDGA), soroneutralizacdo e fixacdo de
complemento (FC) (LOBATO, 1999; WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2013). Esses testes identificam a exposi¢do dos animais ao
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virus, e servem, na maioria das vezes, como teste complementar ao diagnostico
clinico (ALFIERI et al., 2007; OSBURN, 2007).

O teste mais importante para o diagndstico da LA é o isolamento viral.
Amostras de sangue e tecidos dos animais acometidos sdo utilizados em ovos
embrionados, seguido de cultivo em células BHK. A identificacdo do VLA é
realizada por imunofluorescéncia direta (IFD) e a tipificacdo pela técnica de
soroneutralizacdo (SN). Entretanto, o isolamento e o cultivo celular do virus, a
partir de amostras clinicas sdo bastante dificeis. Uma alternativa para o
diagndstico é a técnica da transcri¢do reversa seguida pela reacdo em cadeia de
polimerase (RT-PCR) que detecta o acido nucléico viral em amostras de sangue
total, soro e tecidos (ALFIERI et al., 2007; OSBURN, 2007).

Os orgdos de eleicdo na RT-PCR sdo baco, medula dssea, coracdo e
linfonodos mesentéricos (ALFIERI et al., 2007). O encéfalo e o baco,
juntamente com o sangue e o soro, devem ser coletados de cordeiros ou bezerros
com alteracbes congénitas. O material deve ser refrigerado e remetido
rapidamente para o laboratorio (ALFIERI et al., 2007).

2.6.1 Imunodifusédo em gel de agar (IDGA)

O teste de IDGA é uma técnica simples amplamente utilizada para
deteccdo de anticorpos em diferentes espécies suscetiveis e para qualificacdo de
animais para exportacdo (LOBATO, 1999). O teste € considerado como
importante ferramenta para a vigilancia epidemioldgica da doenca e para a
emissdo de certificados de transito para rebanhos destinados & exportagdo
(ALFIERI et al., 2007; LOBATO, 1999; OSBURN, 2007).

A IDGA detecta anticorpos antiVP7, sendo considerado o principal
método utilizado para a identificacdo da soroprevaléncia para o VLA em

diferentes espécies de ruminantes. No entanto, reagdes cruzadas podem ocorrer



23

com outros Orbivirus, como o virus da doenca hemorragica epizoGtica dos
cervideos (EHD) e virus da doenca equina africana (COSTA et al., 2006).

A metodologia € realizada conforme a recomendagéo disponivel pelos
kits de diagndstico comerciais. A IDGA é utilizada para a pesquisa de anticorpos
precipitantes contra o VLA em amostras de soros. Para analise, é utilizada
solucdo de cloreto de sddio (NaCl) a 0,85% e agarose na concentracdo final de
0,9% em agua destilada deionizada, posteriormente depositada sobre laminas. O
antigeno é colocado no centro e o soro controle positivo em outros dois pocos na
quantidade de 30 puL em cada po¢o; nos pocos restantes sdo colocadas as
amostras a serem testadas. As laminas permanecem em camara Umida com azida
sodica a 1% por 48 horas em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas sdo
observadas em microscépio de luz indireta e campo escuro (SOUZA et al.,
2010).

Segundo Costa et al. (2006), o teste de IDGA se mostrou eficiente para
a detecgdo de anticorpos contra VLA em rebanhos ovinos do estado da Bahia.
Foram coletadas amostras de sangue dos animais com suspeita clinica de LA,
por puncdo da veia jugular, utilizando-se tubos tipo vacutainer sem
anticoagulante. Apo6s a formacdo de codgulo, os tubos foram centrifugados a
1.500 g por 10 minutos para a obtencdo dos soros, que foram acondicionados em
tubos tipo Eppendorf e estocados a -20° C até a realizacdo dos testes soroldgicos.
Para a realizacdo do teste de IDGA, foi utilizada suspensao de agarose a 0,9%
em solucdo de 0,85% de NaCl, com 20uL de soro padréo, soro teste e antigeno,
seguida da leitura apos 24 e 48 horas de incubagdo, conforme recomendado pelo

kit comercial Veterinary Medical Research and Development (VMRD).



24

2.6.2 Transcricdo Reversa seguida pela Reacdo em Cadeia pela de
Polimerase (RT-PCR)

Para a deteccdo do VLA em amostras clinicas, pode ser utilizado o
isolamento do virus em cultivo celular. No entanto, a técnica de RT-PCR, tem
sido utilizada, pois possibilita a deteccdo de particulas virais ndao infectantes no
exame antemortem (ALFIERI et al., 2007). A RT-PCR pode ser empregada com
intuito de detectar o &cido nucléico viral em amostras de sangue e tecidos
(ALFIERI et al., 2007; VERWOERD; ERASMUS, 2004).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é uma reacdo enzimatica de
polimerizagio de sequéncias de DNA “in vitro”. E necessaria uma molécula de
DNA como molde para ocorrer a reacdo. Basicamente a reacdo é realizada em
trés etapas. A primeira etapa consiste em desnaturar a fita dupla do DNA,
atraves do aquecimento 90-96°C, levando ao rompimento de pontes de
hidrogénio. A etapa seguinte é denominada hibridizacdo ou anelamento e
caracteriza-se pela ligacdo da sequéncia-alvo a ser amplificada com pequenas
moléculas com segmentos especificos do DNA e oligonucleotideos, conhecidos
como “primers”, que sdo quimicamente sintetizados e de cadeia simples.
Finalmente, ocorre a sintese de DNA por enzimas polimerases que incorporam
nucleotideos complementares, levando a formagdo de novas copias idénticas as
originais (LIMA, 2013; POWLEDGE, 2004).

No entanto, quando a rea¢do possui como molde inicial uma molécula
de RNA, é necessério realizar, inicialmente, a transcrigdo reversa (RT-PCR), a
qual transforma o RNA em um DNA complementar (cCDNA). Nesse processo, é
utilizada a enzima transcriptase reversa, que € aguecida a aproximadamente
45°C, por 30 a 60 minutos. Apos a producdo do cDNA, a PCR ocorre
normalmente (LIMA, 2013; VALASEK; REPA, 2005). A deteccdo do DNA

amplificado pode ser realizada pela eletroforese em gel de agarose e visualizado
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pelo brometo de etideo ou gel Red®, que fluorescem quando expostos a luz
ultravioleta, em razdo do acumulo entre as partes de DNA (LIMA, 2013;
POWLEDGE, 2004).

A RT-PCR é amplamente utilizada no diagnostico de LA, pois permite a
amplificacdo de fragmentos virais especificos de segmentos contidos no genoma
do VLA. Os amplicons obtidos no RT-PCR séo sequenciados e comparados com
sequéncias disponiveis em bancos de dados, como GeneBank (ANTONIASSI et
al., 2010). A RT-PCR multiplex foi utilizada por Aradaib et al. (2003) para
deteccdo e diferenciacdo simultanea entre VLA e entre EHD. Os resultados
encontrados demonstraram que essa técnica é um metodo rapido, sensivel e
especifico  para diferenciacdo entre as espécies do género Orbivirus.
Oligonucleotideos derivados de genes altamente conservados, tais como VP3,
VP6, VP7, NS1 e NS3 podem ser usados para a triagem de animais positivos,
visto que reagem com todos os membros do sorogrupo do VLA (LIMA, 2013;
WILSON et al., 2000). A caracterizacdo molecular do virus da LA estd baseada
na sequéncia do segmento 2 (Seg-2) do genoma viral, que codifica a proteina
VP2.

A VP2 ¢ considerada a maior determinante do sorotipo viral, pois € a
proteina do virus mais varidvel e que possui a maior parte dos epitopos que
interagem com os anticorpos neutralizantes (LIMA, 2013; MAAN et al., 2007).
A tipificacdo de sorotipos virais também tem sido feita por meio de
sequenciamento. Maan et al. (2007) realizaram um sequenciamento de copias de
cDNA do Seg-2 de cepas de 24 dos 26 sorotipos do VLA e concluiram que ha
uma correlacdo entre a variagdo na sequéncia do Seg-2/VP2 com o sorotipo
viral.

Fragmentos de pulmdo, baco e linfonodo podem ser coletados e
macerados com solucdo de tampéo fosfato-salino (PBS). O RNA do macerado é

extraido com trizol para a técnica de RT-PCR para o VLA.
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A associacdo entre técnicas sorolégicas e moleculares tem demonstrado
resultados favoraveis na determinacdo de viremias (VERWOERD; ERASMUS,
2004).

2.7 Controle e profilaxia

Em areas livres, as medidas preventivas para a entrada do VLA sdo o
controle do transito de animais e fiscaliza¢éo rigorosa na importagédo de animais
suscetiveis (ALFIERI et al., 2007). Segundo as recomendacGes da OIE
(WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH, 2009), é importante
realizar quarentena, preferencialmente acompanhada de dois a trés testes
soroldgicos, antes dos animais serem introduzidos no rebanho. A identificagdo
dos sorotipos existentes no pais exportador e a determinacdo de vetores
competentes para esses sorotipos no pais importador sdo medidas fundamentais
para impedir a entrada do virus em areas livres de LA (KONRAD et al., 2004).
Na América do Sul, a prevencdo da doenca ocorre, principalmente, por
notificacdo obrigatoria e controle de fronteiras, especialmente na Argentina e no
Brasil, por vigilancia e monitoramento de animais (ALFIERI et al., 2007;
LIMA, 2013).

No Brasil, para a importacdo de caprinos e ovinos, é necessario o
isolamento dos animais, durante um periodo de trinta dias antes do embarque,
em instalacdes aprovadas e supervisionadas. Durante a guarentena, 0s animais
sdo submetidos a exames de diagnostico para febre aftosa, brucelose, lingua azul
e lentiviroses de pequenos ruminantes, realizados em laboratério oficial ou
credenciado pelos servigos veterinarios oficiais. Para o diagnostico da LA, séo
realizados testes soroldgicos de IDGA ou ELISA (BRASIL, 2003).

Em locais onde a infeccdo foi detectada devem ser adotados o

diagnostico réapido, a desinfecgdo rigorosa, o controle de vetores e notificagdo
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obrigatéria. No entanto, nos casos de animais infectados sem manifestacdes
clinicas da doenca o virus pode se disseminar de forma inaparente no rebanho,
principalmente na espécie bovina (ALFIERI et al., 2007). Em areas endémicas, a
possibilidade de erradicacdo da LA é minima, sendo necessarias medidas que
visem a reduzir os prejuizos causados pela doenga clinica. Nesses casos, 0
controle da doenca é baseado na interrupcdo do ciclo de transmissao, por meio
do controle de vetores, reduzindo o nimero de hospedeiros suscetiveis
(ALFIERI et al., 2007; LIMA, 2013).

No Brasil, ndo ha vacinas disponiveis, pois a real distribuicdo e o
impacto econdbmico da doenca, bem como os sorotipos prevalentes no pais,
ainda sdo pouco conhecidos nos rebanhos ovinos (ALFIERI et al., 2007). No
entanto, a vacinacio é adotada rotineiramente em paises como Africa do Sul,
onde a doenca tem causado prejuizo para criadores de ovinos. As vacinas
comerciais disponiveis sdo atenuadas, inativadas ou recombinantes e geralmente
polivalentes, contendo o sorotipo prevalente em cada area suscetivel (ALFIERI
et al., 2007; LIMA, 2013). Segundo a OIE (WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2009), estdo sendo utilizadas preferencialmente vacinas
inativadas, pois o virus inativado elimina os riscos de transmissdo vetorial,

reversdo da viruléncia e o aparecimento de anomalias fetais.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho é o primeiro estudo da ocorréncia e da
caracterizacdo da doenga clinica de Lingua Azul em ovinos no estado de Minas
Gerais. O isolamento e a tipificacdo viral permitiram a identificacdo do sorotipo
4 do Virus da Lingua Azul, sendo o primeiro relato de surto em ovinos, no
estado, com a doenca clinica, nos quais foi isolado esse sorotipo.

O estudo do quadro clinicopatoldgico e a realizacdo de necropsias e
histopatologia sdo de extrema importancia para o diagnéstico da enfermidade,
visto que a maioria dos casos se apresenta de forma subclinica ou associada a
outras doencas concomitantes. Os resultados salientam a necessidade de
aperfeicoamento da vigilancia da infeccdo por VLA no Brasil, pois a sua

distribuicdo e sua epidemiologia sdo, ainda, pouco conhecidas.
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RESUMO

A Lingua Azul (LA) é uma doenca viral transmitida por vetores do género
Culicoides. No Brasil a identificacdo de anticorpos contra o virus da Lingua
Azul tem sido realizada ha mais de trinta anos, porém descri¢des de diagndstico
clinicopatolégico da doenca sdo escassos. Este estudo descreve alteragdes
clinicopatolégicas da LA em Minas Gerais. De um rebanho de 80 ovinos
machos, 28 morreram. Apresentaram sinais clinicos de pneumonia, anemia e
hipoproteinemia. Na necropsia, as principais alteragbes observadas foram
consolidagdo pulmonar cranioventral e hemorragia na base da artéria pulmonar.
Na histopatologia havia lesfes pulmonares caracterizadas por broncopneumonia
purulenta , além de necrose hialina e flocular em fibras musculares esqueléticas
e cardiacas, associada a infiltrado inflamatério mononuclear discreto entre fibras
e ao redor de vasos sanguineos. O diagnostico de LA foi confirmado pelo
isolamento e pela tipificagdo do virus da LA sorotipo 4 em amostras de sangue e
tecidos de ovinos do rebanho por meio da Transcriptase Reversa seguida pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e pela deteccdo de anticorpos
contra o virus da LA no exame sorolégico de imunodifusdo em gel de &agar
(IDGA) em amostras de soro de ovinos remanescentes no rebanho. O objetivo
deste trabalho é descrever o primeiro caso de LA clinica em um rebanho ovino
da regido sul de Minas Gerais. Os achados de necropsia e histopatologia
associados ao isolamento e tipificacdo viral permitiram a confirmacgéo de LA em
ovinos. A ocorréncia de animais soropositivos para o virus, demonstram que a
doenca pode estar ocorrendo de formaimperceptivel nos rebanhos ovinos da
regiao.

Palavras-chave: RT-PCR, doencas virais, IDGA,
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ABSTRACT

Bluetongue (BT) is a viral disease transmitted by vectors of the genus
Culicoides. In Brazil, the identification of antibodies against the virus has been
held for over thirty years, howeverclinicopathological diagnosis of the disease
are scarce. This study describes the clinicopathological changes in sheep with
BT in Minas Gerais, Brazil . In a flock of 80 male sheep 28 died. They showed
clinical signs of pneumonia, anemia, and hypoproteinemia. At necropsy, the
main changes observed were cranioventral lung consolidation and, hemorrhage
at the base of the pulmonary artery. The histological changes consisted of
bacterial bronchopneumonia and hyaline and flocculate necrosis in skeletal and
cardiac muscle fibers were also observed,, associated with moderate
mononuclear inflammatory infiltrate between fibers and around blood vessels.
The diagnosis of BT was confirmed by the identification of nucleic acids of the
virus in blood samples and from tissues of animals from the herd by RT-PCR
and by the detection of antibodies against Bluetongue virus with the agar gel
immunodiffusion (AGID) test using serum samples from the remaining herd
animals.The objective of this study is to describe the first case of clinical LA in a
sheep flock of southern Minas Gerais. The necropsy and histopathology
associated with viral isolation and typing allowed the confirmation of LA in
sheep. The occurrence of seropositive animals to the virus, showing that the

disease may be occurring imperceptibly in sheep herds in the region.

Keywords: RT-PCR, viral diseases,AGID
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INTRODUCAO

A Lingua azul (LA) é uma doenga viral, ndo contagiosa, transmitida por
artropodes hematdfagos, principalmente do género Culicoides. O Virus da
Lingua Azul (VLA) pertence ao género Orbivirus, da familia Reoviridae e, até
hoje, sdo reconhecidos 26 sorotipos do virus em todo o mundo.Provavelmente
todas as espécies de ruminantes domésticos e selvagens sdo suscetiveis a
infeccdo pelo VLA, porém, na maioria dos casos, a infeccdo apresenta-se
subclinica (Maclachlanet al., 2009). Os animais domésticos mais suscetiveis ao
VLA sdo os ovinos, mas ha variacbes consideraveis na expressao da doenca,
dependendo de raca, idade, estado imunitario, circunstancias ambientais e o
sorotipo do virus. As lesdes se caracterizam principalmente por edema
pulmonar, hemorragias e Ulceras nas mucosas do trato digestorio, necrose de
mausculos liso, estriado esquelético e cardiaco, hemorragia na camada subintimal
da artéria pulmonar e edema difuso (Brown et al., 2007; Maclachlan et al.,
2009). A morbidade pode chegar a 100% em ovinos, com mortalidade entre 30 e
70% (OIE, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), a LA € uma
doenca de notificagdo obrigatéria, que pode causar consequéncias socio-
econdmicas e sanitarias graves, tanto por perdas diretas nos rebanhos devidas a
abortos, queda no desempenho produtivo e reprodutivo, perda de condicdo
corporal, como também por repercussao no comércio internacional de animais e
produtos de origem animal (Konrad et al., 2003; Costa et al., 2006). A
distribuicéo global do VLA coincide com a distribuicdo dos vetores competentes
e de condicBes climaticas apropriadas. Areas tropicais e subtropicais so
consideradas endémicas em quase todos os continentes (Maclachlanet al., 2009).

No Brasil, evidéncias soroldgicas demonstraram a presenga do virus pela

primeira vez em 1978, quando foi isolado o sorotipo 4 de bovinos que estavam
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em quarentena, exportados do Brasil para os Estados Unidos (Groocock e
Campbell, 1982). O VLA se encontra amplamente distribuido por todo territdrio
nacional, sendo que a maior prevaléncia de animais soropositivos encontra-se
nas Regides Norte e Sudeste; e a menor na Regido Sul (Groocock e Campbell,
1982; Laender, 2002). Apesar da ocorréncia do virus no Brasil, doenca clinica s6
foi relatada duas vezes. O primeiro relato ocorreu no estado do Parana em 2001,
no qual foram observados sinais clinicos compativeis com a doenca em vinte e
um carneiros com confirmacéo do diagndstico pelo isolamento do sorotipo 12 de
VLA pela técnica de RT-PCR (Clavijoet al., 2002). No Rio Grande do Sul foram
descritos, em 2009, dois surtos da doenca em 15 ovinos que apresentavam
achados clinicopatoldgicos compativeis com LA, sendo o diagnéstico realizado
porhistopatologiae confirmado pela deteccdo do sorotipo 12 por RT-PCR
(Antoniassi et al., 2010).

Este trabalho relata a ocorréncia da Lingua azul, caracterizando a doenga
clinica, achados de necropsia e histopatoldgicos,e a comprovacdo soroldgica e

molecular da ocorréncia do virus em ovinos no estado de Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

De um rebanho de 80 ovinos, 28 foram encaminhados ao Setor de
Patologia Veterindria da Universidade Federal de Lavras (SPV-UFLA) para
necropsia. O historico clinico dos animais foi obtido com o responsavel pelo
rebanho.

Amostras de tecidos e 6rgdos foram coletadas e fixadas em solucéo de
formalina 10% tamponada e processadas rotineiramente para histopatologia.
Fragmentos de bagco e linfonodo de seis animais foram congelados e

encaminhados para a realizacdo da técnica deTranscriptaseReversa seguida da
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Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR). Amostras de soro e sangue total
dos animais remanescentes do rebanho foram coletadas e enviadas para a
identificagcdo de anticorpos contra 0 VLA, pelo teste de Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA) e identificacio de 4cidos nucléicos do virus por meio da RT-PCR.
Todas as amostras coletadas para sorologia e RT-PCR foram encaminhadas para
0 Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Amostras dos tecidos positivos foram utilizadas para
infectar culturas de Células KC para isolamento do virus e analise de tipificacéo.

Amostras de sangue de ovinos do rebanho foram coletadas em EDTA,

refrigeradas e encaminhadas para hemograma.

RESULTADOS

Em dezembro de 2011 oitenta ovinos machos, Santa Inés, com
aproximadamente 5 meses de idade foram adquiridos por uma instituicdo para a
realizacdo de experimento de ganho de peso. Apds a chegada, alguns ovinos
comegaram a apresentar espirros, tosse e secre¢do nasal mucopurulenta, e outros
com sinais de anemia e hipoproteinemia. Foi realizada medicacdo
antimicrobiana e, como houve melhora clinica significativa dos problemas
respiratorios, o tratamento foi interrompido. Ao longo dos dois meses seguintes
diversos animais voltaram a adoecer, com manifestacdo de tosse, espirros,
prostracdo, febre, corrimento nasal mucopurulento, anemia e edema
submandibular, e 28 ovinos morreram.

Na necropsia, seis ovinos apresentaram lesdes crostosas nas orelhas e
mucosas palidas. As lesdes mais frequentes foram as pulmonares;em 18/28
ovinos havia consolidagdo pulmonar cranioventral (Figura 1A) e, em um deles,
havia contelido alimentar na luz de traqueia e brénquios. No coracdo de trés

ovinos foi observada area de hemorragia na base da artéria pulmonar (Figura
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1B). Havia quantidade moderada de exemplares de Haemonchussp. no abomaso
de 12 ovinos. Um animal apresentou lesdes ulcerativas na mucosa de palato
duro, rimen e reticulo (Figura 1C e 1D).

No exame histopatoldgico as principais lesdes foram observadas no sistema
respiratério; com broncopneumonia bacteriana em 13 ovinos, caracterizada por
hiperemia edema, necrose multifocal, infiltrado inflamatério neutrofilico
associado a estruturas granulares basofilicas compativeis com col6nias
bacterianas (Figura 2A). Em quatro animais foram observadas lesGes no tecido
muscular do esodfago, que correspondiam a necrose hialina e flocular difusa
moderada, associada a infiltrado inflamatério mononuclear discreto entre fibras
musculares e ao redor de vasos sanguineos (Figura 2B). Alteracdes semelhantes
também foram encontradas em intensidade variada no miocardio de trés ovinos e
nos musculos esqueléticos de 10. Na musculatura da lingua de dois animais foi
observada necrose focalmente extensa nas camadas epitelial e muscular
profunda, associada a hemorragia, col6nias bacterianas, e havia areas de
calcificacdo e infiltrado inflamat6rio mononuclear entre as fibras musculares e
ao redor de vasos sanguineos. No ramen e no reticulo de um ovino foram
observadas areas de necrose de papilas associadas a estruturas bacterianas,
vasculite multifocal na submucosa e trombos em vasos da serosa. Havia ainda
hepatite mononuclear em quatro animais, hiperqueratose acentuada na pele da
orelha de seis ovinos, associada a infiltrado inflamatério neutrofilico na
epiderme; degeneracdo hidropico-vacuolar das células epiteliais epidérmicas
associada a corpusculos basofilicosintracitoplasmaticos, associados ao ectima
contagioso,em dois ovinos.

As amostras de baco e linfonodo de cinco ovinos necropsiados foram
positivas para o0 VLA na RT-PCR. O teste comprovou a presenca de &cido
nucléico do virus em cinco das 21 amostras de sangue analisadas. No teste de

IDGA, nove dos 14 soros foram positivos para o VLA. Das 13 amostras
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sanguineas analisadas, todas apresentaram moderada a acentuada hipocromia e
anisocitosemicrocitica, leucocitose moderada a acentuada e, em nove amostras,
havia tambémeosinofilia moderada. A tipificacdo identificou o sorotipo BTV-4

nas amostras analisadas.

DISCUSSAO

O diagndstico de LA foi realizado pelos achados de necropsia e
histopatoldgicos, comconfirmacado pela deteccdo de anticorpos no teste de IDGA
e presenca do VLA na RT-PCR.

As principais lesdes da LA resultam da invasdo das células endoteliais pelo
virus, induzindo hemorragia, necrose e infarto nos tecidos. A disfungdo
endotelial pode ser agravada pela liberacdo de componentes vasoativos e
inflamatérios, levando a um aumento da permeabilidade vascular (Verwoerd e
Erasmus, 2004; Alfieri et al., 2007; Maclachlan et al., 2009). A hemorragia na
base da artéria pulmonar, considerada lesdo caracteristica da doenca (Brown et
al., 2007), foi observada em trés ovinos necropsiados. Degeneracdo e necrose de
musculo liso, esquelético e cardiaco sdo também lesBes caracteristicas da doenca
(Maclachlanet al., 2009) e ocorreram em nove ovinos necropsiados. A presenca
de fibra alimentar na traqueia e nos bréonquios de um animal provavelmente é
consequéncia da disfagia por necrose muscular na parede esofagica, alteracdo
ocasionalmente associada com infec¢bes pelo VLA (Antoniassiet al., 2010),
corroborando com o diagnostico. As alteracBes de necrose e hemorragia em
palato duro e proventriculos observadas em um animal também séo associadas a
injuria endotelial (Verwoerd e Erasmus, 2004; Alfieri et al., 2007; Antoniassi et al.,
2010). As lesdes pulmonares observadas no presente estudo sdo fortemente
sugestivas de pneumonia causada por bactérias oportunistas, principalmente

Mannheimiahaemolytica, bactéria mais comumente associadaem casos de
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pneumonia em ovinos com LA(Verwoerd e Erasmus, 2004; Antoniassi et al.,
2010).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o virus estava presente
no rebanho ovino da regido do Sul de Minas Gerais, causando doenca clinica em
alguns animais. Apenas um dos ovinos apresentou lesdes graves de LA, com
hemorragia na base da artéria pulmonar, necrose muscular e na mucosa do
palato duro, do ramen e do reticulo. Os demais animais do rebanho apresentaram
sinais clinicos e lesBes discretas, algumas vezes observadas somente no exame
histolégico, sendo as mortes relacionadas principalmente aos fatores
secundarios. As lesdes de necropsia encontradas nos casos clinicos de LA ja
foram descritos por outros autores (Antoniassiet al., 2010; Balaro et al., 2014).

O teste sorolégico utilizado para o diagnostico do rebanho foi a IDGA,
considerado como padrdo ouro para deteccdo de anticorpos anti-VLA(Lager
2004; OIE, 2011). O resultado positivo em nove das 14 amostras de soro
enviadas confirma que os animais foram previamente infectados e que o virus
circula no rebanho (Maclachlanet al., 2009). Na RT-PCR, outra técnica utilizada
no diagndstico, foram detectados acidos nucléicos do VLA em amostras de
sangue total, linfonodo e bago de 21 ovinos remanescentes no rebanho e em
cinco animais necropsiados. Esse método detecta uma regido altamente
conservada do VLA e tem demonstrado ser mais rapido, simples e sensivel, em
comparacdo com ensaios padrdo de deteccdo do virus (Billiniset al., 2001).
Baseado nos resultados do hemograma, o aumento de leucdcitos observado nas
amostras sanguineas dos ovinos possivelmente estd relacionado ao
desenvolvimento de pneumonia bacteriana secundaria, apresentada pelos ovinos
do rebanho.

Em Minas Gerais, levantamento soroepidemioldgico para VLA foi realizado
na regido nordeste do Estado, sendo demonstrada ocorréncia do virus da LA em

58,6% dos ovinos (Laender, 2002). No entanto, este é o primeiro relato de
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doenca clinica no Estado e o terceiro no Brasil. Alteracdes clinicopatoldgicas
semelhantes as descritas neste estudo foram relatadas em dois surtos de VLA em
ovinos do estado do Rio Grande do Sul (Antoniassiet al., 2010), em que o
diagnostico também foi confirmando pela técnica de RT-PCR.

CONCLUSOES

O presente trabalho é o primeiro estudo da ocorréncia e da
caracterizacdo da doenca clinica de Lingua Azul em ovinos no estado de Minas
Gerais. O isolamento e a tipifica¢do viral permitiram a identificacdo do sorotipo
4 do Virus da Lingua Azul, sendo o primeiro relato de surto em ovinos no
estadocom a doenca clinica nos quais foi isolado este sorotipo.

O estudo do quadro clinicopatoldgico e a realizacdo de necropsias e
histopatologia sdo de extrema importancia para o diagndstico da enfermidade,
visto que a maioria dos casos se apresenta de forma subclinica ou associada a
outras doencasconcomitantes. Os resultados salientam a necessidade de
aperfeicoamento da vigilancia da infeccdo por VLA no Brasil, pois a sua

distribuicdo e sua epidemiologia sdo ainda pouco conhecidas.
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Figuras

Fig. 1. Ovinos naturalmente infectados pelo virus da Lingua Azul. (A) Pulmdes
com consolidacdo cranioventral. (B) Area dehemorragia na base da
artéria pulmonar. (C) Lesdes ulcerativas na mucosa do palato duro. (D)
Rumen com areas de ulceracdo e hemorragia.
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Fig. 2. Ovino. Lingua Azul. (A) Pulmdo. Necrose multifocal associada
ainfiltrado  inflamatério  neutrofilico e colbnias bacterianas
intralesionais. HE. Obj. 20 (B) Musculo estriado do eséfago com
necrose hialina e flocular difusa de miofibras associada a infiltrado
mononuclear discreto. HE. Obj. 20.



