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RESUMO

Lingua Azul (LA) ¢ uma doenca causada pelo Virus da Lingua Azul (VLA) e
transmitida por vetores do género Culicoides. Estudos sorologicos tem demonstrado a
ampla presenca do virus no Brasil, entretanto, informagdes clinicas da LA na América
do Sul sdao limitadas. Este trabalho descreve alteracdes clinico-patoldgicas em ovinos
acometidos pela LA no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Em dois surtos, em
propriedades distintas, 15 ovinos apresentaram como principais sinais clinicos
hipertermia, apatia, aumento de volume da face e regido submandibular, dificuldade de
degluticdo com regurgitacdo, secre¢do nasal mucopurulenta esverdeada, alteragdes
respiratorias, além de acentuada perda de peso e erosdes na mucosa oral. Seis ovinos
que morreram, apresentaram a necropsia edema subcutineo na face e regido ventral do
torax, secre¢ao nasal de coloragdo esverdeada, esofago dilatado e preenchido por grande
quantidade de conteudo alimentar, pulmdes nao colabados, com areas de consolidagao
anteroventrais, ¢ luz da traquéia e bronquios com conteiido espumoso misturado a
contetido alimentar. No coracdo e base da artéria pulmonar observaram-se focos de
hemorragia. Histologicamente as principais alteragdes observadas foram no tecido
muscular cardiaco e esquelético, em especial no eséfago, com degeneracao hialina e
flocular, necrose bifasica e micro-mineralizagdo de miofibras associadas a infiltrado
inflamatorio mononuclear. Pneumonia aspirativa associada a presenca de material
vegetal e bactérias na luz de bronquios também foi observada e foi considerada a
responsavel pela gravidade das manifestacdes clinicas e pelas mortes. O diagnostico de

LA foi confirmado pelo duplex RT-PCR com a identificacdo do VLA, sorotipo 12.

Palavras-chave: Lingua Azul, ovinos, doenca clinica, doenca a virus, Rio Grande do

Sul.



ABSTRACT

Bluetongue (BT) is a disease caused by bluetongue virus (BTV) and transmitted by
vectors of the genus Culicoides. Serological studies have demonstrated the widespread
distribution of the virus in Brazil, however, clinical information of BT in South America
are limited. This paper describes clinical and pathological changes in sheep affected by
BTV in southern Brazil. In two outbreaks on different farms, 15 sheep showed clinical
signs as severe hyperthermia, apathy, swelling of the face and submandibular area,
difficulty in swallowing with regurgitation, greenish mucopurulent nasal secretion,
severe weight loss and erosions in the oral mucosa. Six sheep that eventually died, shall
necropsy showed subcutaneous edema in the face and ventral region of the chest, runny
nose of green color, and dilated esophagus filled with adundant food content, lungs
collapsed, with areas of antero ventral consolidation and trachea and bronchi containing
foamy contents mixed with food. Heart and base of the pulmonary artery showing foci
of hemorrhage. Histologically, the main changes were in cardiac and skeletal muscles
and consisted of biphasic lesions characterized by hyaline and floccular
degeneration/necrosis of myofibers associated with micro-mineralization and
mononuclear cell infiltration.. Pneumonia associated with the presence of organic matter
and bacteria in the lumen of the bronchi was also observed. The diagnosis of BT was

confirmed by duplex RT-PCR to the identification of the BTV, serotype 12.

Key Words: Bluetongue, Sheep, clinical disease, viral disease, Rio Grande do Sul.
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1. INTRODUCAO

A Lingua Azul (LA) ¢ uma doenga viral, ndo contagiosa, transmitida por vetores
hematofagos do género Culicoides (VERWOERD; ERASMUS, 2004; ALFIERI et al,
2007, MACLACHLAN et al., 2009). O virus da lingua azul (VLA) possui atualmente
25 sorotipos (HOLFMANN et al., 2008; MACLACHLAN et al., 2009), identificados
em diversos paises do mundo, e afeta principalmente ruminantes domésticos e
selvagens (ALFIERI et al, 2007, MACLACHLAN et al, 2009). Ocorre
predominantemente em areas tropicais e subtropicais e sua distribuigdo esta relacionada
a presenga do vetor e a fatores climaticos que favorecam sua multiplicagdo e
manutengao (MACLACHLAN et al., 2009).

A LA, de acordo com a Organizacdo Internacional de Saude (OIE), ¢ uma
doenga notificavel, cujo impacto econdmico resulta ndo somente das perdas diretas nos
rebanhos afetados, mas também das restricdes econOmicas impostas por paises
importadores (OIE, 2003). No Brasil, assim como em varios outros paises da América
do Sul, estudos soroepidemioldgicos revelam que o VLA esta amplamente difundido,
(LOBATO, 1999; LAENDER, 2002; COSTA et al., 2006). Devido a grande circulacdo
viral e a condi¢do endémica do virus em algumas regides do pais a doenga clinica ¢ rara
e so foi relatada em 2001 no Estado do Parand, acometendo ovinos e caprinos
(CLAVIJO, 2002).

A grande maioria das infeccdes em ruminantes sdao assintomaticas ou
subclinicas. A doenga clinica ocorre principalmente em ovinos e cervideos, e
ocasionalmente em outros ruminantes, e caracteriza-se por hemorragia, edema e necrose
de tecidos decorrentes de injurias microvasculares ocasionadas pelo virus
(MACLACHLAN et al., 2009). Os tecidos afetados incluem pele, cascos, trato
digestivo superior, sistema respiratério e tecido muscular esquelético e cardiaco. Lesdes
de tecido muscular tanto esquelético quanto cardiaco sdo bastante frequentes, e
decorrentes da trombose vascular e infarto focal. Tais lesdes sdo responsaveis pela
manifestagdo de claudicagdo e torcicolo, além de efusdes pleurais e pericardicas,
respectivamente. Ulceragdes observadas em mucosas do trato digestivo superior, em
especial a cavidade oral, bem como a coloragdo azul da lingua, caracteristica da doenca,
também sdo resultantes de alteragcdes isquémicas (VERWOERD; ERASMUS, 2004,
MACLACHLAN et al., 2009).
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A morte dos animais acometidos geralmente esta associada a edema pulmonar
severo decorrente da acdo de mediadores vasoativos e inflamatoérios produzidos e
liberados gragas a inducdo do VLA. Tal caracteristica viral seria responsavel pelas
diferencas na patogénese da doenca entre as diferentes espécies (MACLACHLAN et
al., 2009). Ocasionalmente sdo relatados também, casos de pneumonia aspirativa com
contaminac¢do bacteriana secundaria, sendo suas causas ainda controversas (LUEDKE et
al., 1964, MAHRT, OSBURN, 1986).

O presente trabalho relata surtos de Lingua Azul em ovinos no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, relacionado ao sorotipo 12, descrevendo as caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e patologicas e salientando a ocorréncia de pneumonia

aspirativa relacionada a disfagia por lesdo muscular e paralisia esofagica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A Lingua Azul foi descrita inicialmente no Sul da Africa, onde provavelmente
era endémica em ruminantes silvestres desde a antiguidade. Entretanto a doenca foi
somente reconhecida com a introdugdo de racas ovinas européias de I3 fina,
particularmente a raga Merino, na Africa do Sul (VERWOERD; ERASMUS, 2004). O
nome “bluetongue” (Lingua Azul) é derivado da palavra Sul africana “bloutong”
utilizada por fazendeiros da regido para descrever a evidente cianose da lingua
observada em alguns animais severamente afetados. O primeiro estudo detalhado da LA
foi realizado por Spreull em 1905, porém foi Theiler que descreveu a possivel etiologia
viral da doenga, além de introduzir a primeira vacinagcdo com amostra viral atenuada por
passagens em ovinos (VERWOERD; ERASMUS, 2004).

Antes da década de 40, imaginava-se que a LA estava confinada a Africa do Sul.
O primeiro Surto confirmado fora da Africa ocorreu em ovinos no Cyprus em 1943
(GAMBLES, 1949; VERWOERD; ERASMUS, 2004; MACLACHLAN et al., 2009),
entretanto a doenca provavelmente vinha ocorrendo neste pais desde 1924
(POLYDOROU, 1985; MACLACHLAN et al., 2009). Posteriormente a LA foi
identificada em Israel, nos Estados Unidos, Portugal, Espanha, Paquistdo e ndia
(VERWOERD; ERASMUS, 2004). Na década de 50 grandes epidemias ocorreram, na
Califérnia em 1952 e em Portugal e Espanha em 1956 e 1957 matando milhares de
ovinos (BAYLIS, 2002).

A rapida propagacdo desta doenga potencialmente devastadora levou a
publicacao de um livro sobre doengas emergentes de animais pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) em 1963 e a doenga foi adicionada a lista A
do Codigo Internacional de Saude Animal pela Organizacdo Internacional de Epizootias
(OIE 2002), restringindo o comercio de animais em paises afetados. Entretanto, apesar
do virus se espalhar e ser identificado em todos os continentes, exceto na Antartida, a
auséncia de perdas significativas em todo mundo, conduziu posteriormente, em 1990, a
publicagdo de uma revisdo sobre o assunto reavaliando a importancia desta doenga

(GIBBS; GREINER 1994; BAYLIS, 2002).



14

Apenas quatro anos apo6s tal publicacdo, surtos da doenga surgiram novamente,
apresentando uma dréstica altera¢do na distribuicdo mundial (MACLACHLAN et al.,
2009). Acredita-se que essa alteracdo seja conseqiiéncia de mudancas climaticas, em
que populacdes de vetores passaram a residir em areas onde anteriormente eram livres
do virus (WILSON et al., 2007). Até¢ 1998, na maior parte da Europa a infec¢do pelo
VLA ocorria apenas esporadicamente. A partir do surgimento de surtos em vérias ilhas
gregas, o virus se espalhou atingindo grande parte da bacia do mediterraneo, onde
anteriormente nao havia relatos de LA (MELLOR; WITTMANN, 2002; BAYLIS,
2002). Da mesma forma, varios novos sorotipos do VLA espalharam-se recentemente
para o norte da Bacia do Caribe invadindo o sudeste dos Estados Unidos, onde
anteriormente eles nao ocorriam (MACLACHLAN et al., 2009).

Em agosto de 2006 foram relatados os primeiros casos de infec¢do pelo VLA,
sorotipo 8, no norte da Europa, inicialmente na Holanda, seguida pela Bélgica,
Alemanha e Luxemburgo (WILSON et al., 2007). Este surgimento e a rapida expansao
subsequente do VLA sorotipo 8, ¢ especialmente notavel por varias razdes: esta ¢ a
distribuicao mais ao norte ja relatada para o virus; a transmissao ocorre por espécies de
Culicoides diferentes do Culicoides imicola, o vetor mais importante para o VLA na
Africa e na Asia; a amostra viral é altamente virulenta, ndo s6 para os ovinos, mas
também para bovinos, espécies de ruminantes selvagens de vida livre e de cativeiro,
camelideos e mesmo carnivoros de zooldgico alimentados com fetos abortados de
ruminantes infectados pelo virus (MACLACHLAN et al., 2009).

Em 2008, o VLA sorotipo 6 emergiu em algumas regides semelhantes ao
sorotipo 8 anteriormente, e o sorotipo 11 foi também recentemente relatado na Bélgica.
As rotas de infeccdo dos sorotipos 6, 8 ¢ 11 no norte da Europa sdo motivos de varias

especulagdes, entretanto ainda ¢ incerta (MACLACHLAN et al., 2009).

2.2 Etiologia

A Lingua Azul ¢ causada por um virus (VLA) pertencente ao género Orbivirus,
familia Reoviridae (VERWOERD; ERASMUS, 2004). Mundialmente existem 25
sorotipos distintos do VLA, baseados no teste de soroneutralizagdio (HOLFMANN et
al., 2008; MACLACHLAN et al., 2009). Nao ha imunidade cruzada entre os sorotipos e
aparentemente nem todos sao patogénicos (BROWN; BAKER; BARKER, 2007).
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Outros Orbivirus semelhantes ao VLA incluem o Virus da Doenga Hemorréagica
Epizootica (EHDV) dos cervos, Virus de Ibaraki, Chusan, Eubenangee, Pata e
Tilligerry. O EHDV, Ibaraki e Chusan estdo associados a doencga semelhante a Lingua
Azul em bovinos. Porém o EHDV ¢ mais frequentemente associado com doenca
hemorragica em cervos, antilopes e outros ruminantes selvagens (VERWOERD;
ERASMUS, 2004).

O genoma consiste de dez fitas duplas de RNA segmentados, divididos em trés
segmentos grandes (L1 a L3), trés médios (M4 a M6) e quatro pequenos (S7 a S10). O
conjunto de segmentos gendmicos codifica sete proteinas estruturais (VP1 a VP7) e trés
proteinas nao estruturais (NS1 a NS3). O VLA mede 68 a 70 nm de diametro, ndo
apresenta envelope lipidico e possui uma aparéncia irregular devido a uma camada
externa difusa de proteinas de capsideo. Esta camada ¢ composta por duas proteinas,
VP2 e VP5. O interior da particula consiste de 32 capsomeros semelhantes a anéis
arranjados em simetria icosaédrica, e contem cinco proteinas (VP1, VP3, VP4, VP6 ¢
VP7). A VP7 e a VP3 sdo as mais abundantes dentre elas, € possuem uma importante
funcdo na integridade do nucleo viral. A sequéncia de nucleotideos que codifica a VP3 ¢
altamente conservada entre os diferentes sorotipos do virus e ¢ também muito
semelhante a VP3 do EHDV. A VP7 ¢ a mais abundante proteina que compde o nucleo
e contem os principais determinantes antigénicos especificos de grupo. Parte desta
proteina ¢ exposta na superficie viral e estimula a produgcdo de anticorpos
(VERWOERD; ERASMUS, 2004; ALFIERI et al., 2007).

Acredita-se que a VP1 seja a RNA polimerase viral e que seja responsavel pela
transcri¢do e replicacdo do genoma durante a replicagdo viral nas células hospedeiras.
As proteinas VP2 e VPS5 presentes na camada externa do virus sdo as menos
conservadas entre os diferentes sorotipos do virus. A VP2 ¢ a principal determinante do
sorotipo e ¢ responsavel pelo estimulo a producdo de anticorpos neutralizantes, além de
apresentar atividade de hemaglutinacdio e hemadsor¢do. A VPS5 possui fungdo
importante na penetracdo do virus na membrana do endossomo, e ¢ responsavel pela
liberacdo do nucleo viral no citoplasma celular (VERWOERD; ERASMUS, 2004;
ALFIERI et al., 2007).

A VP4 e a VP6 estdo presentes em pequenas quantidades no interior do
subnucleo e parece ndo desempenharem um papel importante na estrutura do nucleo. As

trés proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2 e NS3) sdo produzidas durante a replicacdo do
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VLA e acredita-se que tenham fungdes importantes neste mecanismo (VERWOERD;

ERASMUS, 2004; ALFIERI et al., 2007).

2.3 Epidemiologia

O Virus da Lingua Azul pode infectar naturalmente uma variedade de
ruminantes domésticos e selvagens, incluindo ovinos, caprinos, bovinos, bubalinos,
camelos, cervideos e outros herbivoros como os elefantes. Entretanto a doenga clinica
ocorre principalmente em ovinos e cervideos. Os ovinos s3o 0s mais severamente
afetados e ¢ nessa espécie em que a doenga tem maior importincia econdmica
(VERWOERD; ERASMUS, 2004; BROWN; BAKER; BARKER, 2007). Os bovinos
apesar de terem grande importancia epidemiologica apresentam geralmente somente
infeccdes subclinicas (VERWOERD; ERASMUS, 2004; BROWN; BAKER;
BARKER, 2007; MACLACHLAN et al., 2009).

O virus ¢ transmitido por mosquitos do género Culicoides sp. No Brasil, os
mosquitos deste género sdo conhecidos como “maruim”, “mosquitos-polvora” ou
“mosquitos de sangue”. Poucos estudos sobre esses vetores foram realizados no Pais,
entretanto varias espécies competentes na transmissao da doenga, como o Culicoides
insignis, ja foram descritas (ALFIERI et al., 2007).

Os mosquitos adquirem o virus quando ingerem sangue de um hospedeiro
virémico. Ap6s multiplicacdo viral em tecidos como intestinos e glandulas salivares
podem transmitir a um hospedeiro susceptivel através de um novo repasto sanguineo. O
pico de atividade desses insetos esta relacionado com o seu ciclo reprodutivo, uma vez
que somente as fémeas sdo hematofagas e requerem ao menos um repasto sanguineo
para a conclusdo do ciclo ovariano. Estacdes quentes e Umidas favorecem o
aparecimento dos Culicoides e, consequentemente a maior transmissao do virus. No
outono e inverno, quando a temperatura ¢ mais baixa a populagao desses insetos tende a
diminuir (VERWOERD; ERASMUS, 2004; ALFIERI et al., 2007).

A viremia do hospedeiro ¢ essencial para a transmissdo do virus, ja que neste
momento 0 mesmo encontra-se associado a células sanguineas. Nos ovinos a viremia
dura em torno de 50 dias, em caprinos 28 a 41 dias e em bovinos em média 100 dias
(VERWOERD; ERASMUS, 2004). Os bovinos possuem grande importancia na

epidemiologia da doenga, e isso ocorre devido ao longo periodo virémico observado, a
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preferéncia de algumas espécies de Culicoides pelo repasto nesta espécie, além da
manifestagdo geralmente da forma subclinica da doenga frente a infec¢do pelo VLA
(ALFIERI et al., 2007; OSBURN, 2007; MACLACHLAN et al., 2009).

O virus da LA ¢ encontrado em uma quantidade muito pequena em secrecoes €
excregoes de animais infectados, sendo muito improvavel a transmissdo por via oral e
aeross6is (VERWOERD; ERASMUS, 2004). A transmissdo venérea, por meio de
sémen contaminado e a transmissao congénita do virus podem ocorrer, porém a
restrigdo geografica observada na doenca indica que esses mecanismos nao sao
importantes para a perpetuacao da infec¢do a longo prazo (VERWOERD; ERASMUS,
2004; ALFIERI et al., 2007).

O VLA esta presente em todos os continentes nas areas tropicais € subtropicais e
em algumas regides temperadas. A maior ocorréncia do virus encontra-se entre as
latitudes 40°N e 35°S, onde concentra-se aproximadamente 70,7% do rebanho ovino
mundial (OIE 2003). A distribui¢do geografica do VLA pode ser dividida em trés areas
epidemiologicas distintas, porém dindmicas que resultam da interacdo entre o virus, o
ambiente e os hospedeiros. Sdo estas, 1) as areas endémicas onde a infeccao ¢ comum, e
a doenca clinica ¢ rara, ocorrendo somente apds a introdu¢do de animais virémicos
infectados com sorotipos exoticos ou quando sdo introduzidos nessas areas animais
susceptiveis oriundos de zonas livres; 2) as areas epiendémicas onde a quantidade de
animais soropositivos varia e a ocorréncia da doenga ¢ geralmente em areas especificas
dependendo das variagdes climaticas, como temperatura, umidade do ar, velocidade e
direcdo dos ventos e 3) areas livres onde ndo existem animais soropositivos devido a
dificuldade de sobrevivéncia do vetor (ALFIERI et al., 2007).

No Brasil, estudos soroepidemiologicos realizados em bovinos, ovinos e
caprinos, revelam que o VLA esta amplamente difundido, assim como em varios outros
paises da América do Sul (LOBATO, 1999; LAENDER, 2002; COSTA et al., 2006).
Devido a grande circulacdo viral e a condicao endémica do virus em algumas regides do
pais a doenga clinica ¢ rara e so foi relatada em 2001 no Estado do Parana, acometendo
ovinos ¢ caprinos (CLAVIJO, 2002). O Estado do Rio Grande do Sul apresenta as
menores taxas de prevaléncia, provavelmente devido ao clima inapropriado a
sobrevivéncia dos vetores, porém como grande parte dos animais sdo soronegativos, a
area ¢ de risco. Em outras regides do Brasil, como no nordeste ¢ sudeste os fatores

necessarios para o desenvolvimento do vetor estdo presentes € a soroprevaléncia ¢ alta,
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como em Minas Gerais onde chega a 45% e 50% em caprinos e ovinos, respectivamente

(LAGER, 2004).

2.4 Patogenia

A patogenia da infec¢do pelo virus da LA ¢ semelhante tanto em ovinos quanto
em bovinos, e provavelmente o seja em todas as espécies de ruminantes
(MACLACHLAN et al. 2009). Entretanto existem grandes diferencas na severidade da
doenga clinica que ocorre nas diferentes espécies e racas de ruminantes durante infecg¢ao
pelo VLA. Variagdes também sdo observadas entre infec¢des com diferentes amostras
virais (VERWOERD; ERASMUS, 2004; BROWN; BAKER; BARKER, 2007;
MACLACHLAN et al., 2009).

Nas infec¢des cutdneas por inoculagdo experimental ou pela picada de insetos
vetores, o VLA chega aos linfonodos regionais, ocorrendo a replicacdo inicial.
Posteriormente os virus sdo disseminados para outros tecidos corporeos, se replicando
principalmente em células endoteliais e pericitos de capilares e vasos sanguineos
menores, células fagociticas mononucleares e linfocitos. A viremia ocorre associada a
células podendo ser prolongada, mas nao persistente em ruminantes domésticos. O virus
esta associado a todas as células sanguineas durante a viremia, e os titulos virais em
cada fracdo de célula é proporcional ao nimero de cada tipo celular. Sendo assim, a
associagdo com eritrocitos, células mais frequentes no sangue, ¢ de maior relevancia
para o curso da infeccao do VLA em ruminantes. Tal fato facilita a infeccao prolongada
dos ruminantes e a infeccdo dos vetores hematdfagos que promovem repasto sanguineo
nos animais infectados, além de possibilitar a co-circulagao do virus com altos titulos de
anticorpos neutralizantes por algumas semanas (BROWN; BAKER; BARKER, 2007,
MACLACHLAN et al., 2009).

A replicagdo viral em células endoteliais ¢ a base para a patogenia e sinais
clinicos da enfermidade (OSBURN, 2007). A a¢do do virus ocorre principalmente na
microvasculatura, tanto por dano direto ao endotélio vascular, como pela liberagdo de
mediadores vasoativos, € € responsavel por aumento da permeabilidade e trombose
microvascular. As lesdes observadas sao decorrentes destas alteragdes e correspondem a
necrose isquémica de alguns tecidos, edema devido ao aumento da permeabilidade

vascular e hemorragia por dano vascular, agravada em alguns casos por coagulopatia de
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consumo (OSBURN, 2007; BROWN; BAKER; BARKER, 2007; MACLACHLAN et
al., 2009). Diferengas na expressdo e atividade de fatores vasoativos e mediadores

anticoagulantes podem explicar a maior propensao dos ovinos em apresentar sinais

clinicos que os bovinos (BROWN; BAKER; BARKER, 2007).

2.5 Sinais clinicos

Existe uma variagdo muito grande na manifestagdo de sinais clinicos na infec¢ao
pelo VLA, ndo somente entre espécies de ruminantes, mas também entre as diferentes
ragas de ovinos. Além disso, variagOes individuais e ambientais também influenciam na
manifestagdo dos sinais clinicos (VERWOERD; ERASMUS, 2004; BROWN; BAKER;
BARKER, 2007).

O curso da doenca em ovinos pode variar em superaguda a crénica, com taxa de
mortalidade variando entre 2 a 30%. Em casos superagudos a morte ocorre geralmente
entre 7 a 9 dias de infecgdo e ¢ devido principalmente a edema pulmonar e consequente
asfixia. Porém a morte pode ocorrer sem sinais clinicos prévios (VERWOERD;
ERASMUS, 2004; ALFIERI et al., 2007).

O periodo de incubagdo dos casos naturais varia entre 4 a 12 dias (OSBURN,
2007), e o primeiro sinal clinico observado ¢ o aumento da temperatura, chegando ao
pico de 41°C a 42°C. A reagado febril dura em torno de 6 a 8 dias e esta correlacionada
com a severidade da doenca. Outros sinais que aparecem apos o inicio da febre sdo
hiperemia da mucosa oral e nasal, focinho e ao redor de olhos e orelhas, aumento da
salivagdo e descarga nasal serosa. Edema da lingua, labios, face e ao redor dos olhos e
orelhas ocorrem e podem se estender a regido submandibular, pescoco e regido axilar.
Petéquias podem ser observadas no focinho, e mucosas oral e conjuntival. Em casos
mais severos as lesdes progridem e resultam em escoriagdes e erosdes no focinho,
narinas e cavidade oral. Lesdes necrdticas na cavidade oral resultam geralmente em dor
e odor fétido que ¢ muitas vezes o primeiro sinal notado. A anorexia ¢ comum e pode
ser exacerbada devido ao edema da lingua que permanece para fora da boca, e pode
estar ciandtica (VERWOERD; ERASMUS, 2004; ALFIERI et al., 2007, BROWN;
BAKER; BARKER, 2007; OSBURN, 2007).

Descarga nasal serosa a mucopurulenta pode ocorrer, ¢ a presenga desse

exsudato pode bloquear a abertura das narinas e forgar a respiragdo pela boca. Em casos
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superagudos edema pulmonar severo pode ser responsavel por dispnéia e presenca de
espuma nas narinas (VERWOERD; ERASMUS, 2004; BROWN; BAKER; BARKER,
2007; OSBURN, 2007).

A inflamagdao da banda corondria, geralmente resulta em laminite e ¢ outro
achado comum, principalmente nas fases finais da infec¢do. Prostracdo e dificuldade de
locomogdo sdo observadas geralmente em casos de lesdes musculares e nos cascos. Em
casos graves fraqueza muscular e torcicolo podem ocorrer e levar a morte
(VERWOERD; ERASMUS, 2004).

A morte geralmente ocorre por edema pulmonar e em casos cronicos pode
ocorrer por pneumonia bacteriana secundaria. Em casos leves a recuperagdo ocorre
frequentemente e € rapida e completa, ja nos casos cronicos ela pode ocorrer, porém ¢
demorada e o animal geralmente apresenta severa perda muscular, prostracdo e
torcicolo. Alguns animais que aparentemente apresentam uma recuperacao satisfatoria
podem apresentar um subito colapso e morrer, provavelmente em decorréncia de um
rapido e severo edema pulmonar tardio (MACLACHLAN et al., 2009).

Em bovinos os sinais clinicos sdo raros, € ocorrem em aproximadamente 1% dos
animais infectados. Os sinais observados sdo frequentemente limitados a febre
transitoria, aumento da freqiiéncia respiratoria, lacrimejamento, salivagdo, e lesdes
inflamatorias na pele (VERWOERD; ERASMUS, 2004; MACLACHLAN et al., 2009).

Problemas reprodutivos podem ocorrer tanto em infecgdes em ovinos como em
bovinos, ¢ estdo relacionados a abortos e a quadros de alteracdes teratogénicas,
principalmente relacionadas a formacdo cerebral do feto (HOURRIGAN;
KLINGSPORN, 1975; MACLACHLAN et al., 1985). Em infecgdes de ovelhas prenhes
pode haver o aborto em qualquer fase de gestacdo. A infeccdo dos fetos com 40 a 80
dias de idade gestacional, geralmente apresenta como conseqiiéncia o nascimento de

cordeiros malformados (ALFIERI et al., 2007, OSBURN, 2007).

2.6 Achados de necropsia e histopatolégicos

Na necropsia as alteracdes correspondem a hiperemia, hemorragia, erosdes e
ulceracdes nas mucosas oral, esofagiana e dos pré-estomagos, edema facial e

submandibular, hemorragias subcutineas, efusdes pleurais e pericardicas, edema de
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facias de musculos principalmente abdominais e do pescogo. Foco hemorragico na base
da artéria pulmonar esta frequentemente presente e é patognoménico da doenca. Areas
palidas na musculatura esquelética e cardiaca sao também observadas (VERWOERD;
ERASMUS, 2004; ALFIERI et al., 2007; BROWN; BAKER; BARKER, 2007,
MACLACHLAN et al., 2009).

As alteracdes histoldgicas correspondem as alteragdes macroscopicas e algumas
variacoes sdao dependentes da duragdo da injuria. Podem estar presentes edema focal e
trombose vascular com vasculite focal e necrose muscular adjacente. Lesdes de
musculatura esquelética e cardiaca variam de mionecrose aguda com hemorragia a
lesdes cronicas com fibrose, mineralizagdo e infiltracdo de células inflamatorias
mononucleares. Edema pulmonar ¢ caracteristico de muitas infec¢des pelo virus da LA,
porém nao ¢ patognomodnica da doenga. Pneumonia aspirativa ¢ observada em alguns
casos, porém sua causa ndo esta bem clara. O epitélio da mucosa da cavidade oral pode
apresentar erosdes e leve vasculite associada. O esofago e as papilas ruminais
frequentemente possuem erosdes € hemorragias petéquiais ou equimoticas
(VERWOERD; ERASMUS, 2004; OSBURN, 2007; ALFIERI et al., 2007;
MACLACHLAN et al., 2009).

2.7 Diagnostico e diagnostico diferencial

O diagnostico presuntivo pode ser realizado pelos sinais clinicos, achados
patologicos e soroldgicos apresentados pelos animais afetados, e pode ser confirmado
pelo isolamento e identificagdo do virus. Deve se considerar LA quando os sinais
clinicos e lesdes patologicas caracteristicos da doenca forem observados em ovinos e
bovinos nas estagdes quentes, ou quando animais provenientes de outras regides sao
introduzidos em areas endémicas (ALFIERI et al., 2007; OSBURN, 2007). Outras
doencas a serem consideradas em ovinos incluem febre aftosa, ectima contagioso,
fotossensibilizagdo, foot-rot, rinderpest e pneumonia. O diagndstico clinico em bovinos
¢ bastante dificil, uma vez que além da doenca ser rara, se confunde bastante com outras
doencas, como Febre Aftosa, Diarréia Viral Bovina, Doenga Hemorragica Epizodtica,
Estomatite Vesicular, estomatite micotica, rinderpest (OSBURN, 2007) e febre catarral

maligna (SAEGERMAN et al., 2008).
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O diagnostico soroldgico da infeccdo pelo VLA ¢ realizado principalmente pelas
técnicas de Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA) e Ensaio Imuno Enzimético
(ELISA). Estes testes identificam a exposi¢cdo dos animais ao virus, € servem na maioria
das vezes apenas como teste complementar ao diagnostico clinico. Entretanto sao
bastante importantes para a vigilancia epidemiologica e para controle de transito e
exportagdo (ALFIERI et al., 2007; OSBURN, 2007).

O teste mais importante para o diagnostico de LA ¢ o isolamento viral. Amostras
de sangue e tecidos dos animais acometidos sao utilizados para a inoculagao intravenosa
em ovos embrionados, seguido do cultivo em células BHK. A identificagdo do VLA ¢
realizada por imunofluorescéncia direta (IFD) e a tipificagdo sorologica pela técnica de
soroneutralizacao (SN). Entretanto o isolamento e cultivo celular do virus a partir de
amostras clinicas ¢ bastante dificil. Uma alternativa para o diagndstico € a técnica da
transcri¢do reversa seguida pela reagdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) que detecta
a presenca do acido nucléico viral em amostras clinicas (ALFIERI ef al., 2007) e provou

ser um teste preciso, especifico e que requer pouco tempo (OSBURN, 2007).

2.8 Controle e profilaxia

Em areas livres, a prevencao da infec¢ao pelo VLA pode ser realizada através do
controle do movimento dos animais e por regras rigidas de importagdo e quarentena,
sempre associados a testes sorologicos (ALFIERI et al., 2007). Em locais onde a
infeccdo foi detectada, o diagnostico rapido, associado ao sacrificio dos animais,
desinfeccao rigorosa e controle de vetores devem ser adotados. Entretanto a infec¢ao
pode se disseminar despercebida, em casos de animais infectados sem evidéncias
clinicas, principalmente em bovinos (ALFIERI et al., 2007).

Em areas endémicas a possibilidade de erradicacdo da doenca ¢ praticamente
nula, sendo necessarias medidas que tenham como objetivo minimizar os prejuizos
causados pela doenga clinica. O controle nesses casos pode ser baseado na interrupg¢ao
do ciclo de transmissdo através do controle de vetores ou pela vacinacdo dos animais,

reduzindo o numero de hospedeiros susceptiveis (ALFIERI et al., 2007).
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3. ARTIGO 1

Neste item é apresentado o artigo que relata as Alteracoes clinicas e patolégicas em
ovinos infectados pelo Virus da Lingua Azul no Estado do Rio Grande do Sul —

Brasil, que sera submetido a publicacio na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
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Trabalho ..............

Alteracoes clinicas e patologicas em ovinos infectados pelo virus da

lingua azul no Rio Grande do Sul, Brasil'

Nadia A.B. Antoniassiz, Saulo P. Pavariniz, Luiz A.O. Ribeiro® , Mariana S.Silva4,

Eduardo F. Flores*, David Driemeier’"

ABSTRACT.- Antoniassi N.A.B., Pavarini S.P., Ribeiro L.A.O., Silva M.S., Flores
E.F. & Driemeier D. 2010. [Clinical and pathological changes in sheep infected with
bluetongue virus in Rio Grande do Sul, Brazil]. Alteracdes clinicas e patologicas em
ovinos infectados pelo virus da lingua azul no Rio Grande do Sul, Brasil. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9090,
Porto Alegre, RS, 91540-000, Brasil. E-mail: davetpat@ufrgs.br.

Bluetongue (BT) is a disease caused by bluetongue virus (BTV) and transmitted
by vectors of the genus Culicoides. Serological studies have demonstrated the
widespread presence of the virus in Brazil, however, clinical information of BT in South
America are limited. This paper describes clinical and pathological changes in sheep
affected by BTV in southern Brazil. In two outbreaks on different farms, 15 sheep
showed clinical signs such as severe hyperthermia, apathy, swelling of the face and
submandibular area, difficulty in swallowing with regurgitation, greenish mucupurulent
nasal secretion, severe weight loss, and erosions in the oral mucosa. Necropsy findings
in six sheep included subcutaneous edema of the face and ventral region of the chest,
greenish nasal discharge, and dilated esophagus filled with abundant food contents,

collapsed lungs with areas of antero ventral consolidation, and trachea and bronchi
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filled by foamy material mixed with food. In the heart and base of the pulmonary artery
there were foci of hemorrhage. Histologically, the main changes were in cardiac and
skeletal muscles and consisted of biphasic lesions characterized by hyaline and floccular
degeneration/necrosis of myofibers associated with micro-mineralization and
mononuclear cell infiltration. Pneumonia associated with the presence of organic matter
and bacteria in the lumen of the bronchi was also observed. The diagnosis of BT was
confirmed by duplex RT-PCR with the identification of the BTV, serotype 12.

INDEX TERMS: Diseases of sheep, viral diseases, bluetongue virus, Brazil.

RESUMO.- Lingua azul (LA) ¢ uma doenga causada pelo virus da lingua azul (VLA) e
transmitida por vetores do género Culicoides. Estudos sorologicos tém demonstrado a
ampla presenca do virus no Brasil; entretanto, informagdes clinicas da LA na América
do Sul sdo limitadas. Esse trabalho descreve alteragdes clinico-patologicas em ovinos
acometidos pela LA no Sul do Brasil. Em dois surtos, em propriedades distintas, 15
ovinos apresentaram como principais sinais clinicos hipertermia, apatia, aumento de
volume da face e regido submandibular, dificuldade de degluticdo com regurgitacao,
secre¢ao nasal mucopurulenta esverdeada, alteragcdes respiratdrias, além de acentuada
perda de peso e erosdes na mucosa oral. Os achados de necropsia em seis ovinos
afetados incluiram edema subcutaneo na face e regido ventral do térax, secrecdo nasal
esverdeada, esofago dilatado preenchido por grande quantidade de contetido alimentar,
pulmdes nao colabados com 4areas consolidadas anteroventrais, bem como luz da
traquéia e bronquios preenchida por espuma misturada com conteudo alimentar. No
coracdo e base da artéria pulmonar, havia focos de hemorragia. Histologicamente, as
principais alteragcdes observadas ocorriam no tecido muscular cardiaco e esquelético,
especialmente no esdfago e consistiam de lesdes bifasicas caracterizadas por
degeneracdo/necrose hialina e flocular de miofibras associadas com micro-calcificagdo
e infiltrado inflamatério mononuclear. Pneumonia aspirativa associada a presenca de
material vegetal e bactérias na luz de bronquios também foi observada. O diagnostico de
LA foi confirmado pelo duplex RT-PCR com a identificacao do VLA, sorotipo 12.

TERMOS DE INDEXACAO: Doengas de ovinos, doengas virais, virus da lingua azul,

Brasil.
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INTRODUCAO

Lingua azul (LA) ¢ uma doenca viral, ndo contagiosa, que afeta ruminantes domésticos
e selvagens e ¢ transmitida por vetores hematofagos do género Culicoides. A infecg¢ao
causada pelo virus da lingua azul (VLA) apresenta-se, na maioria dos casos,
clinicamente inaparente (Verwoerd & Erasmus 2004, Alfieri et al. 2007, Maclachlan et
al. 2009). A doenga clinica ocorre principalmente em ovinos e, ocasionalmente, em
outros ruminantes e caracteriza-se por febre, lesdes erosivas e ulcerativas nas mucosas
do trato digestivo, hemorragias focais e necrose de musculos liso e estriado esquelético
e cardiaco (Verwoerd & Erasmus 2004, Maclachlan et al. 2009), além de alteragdes
reprodutivas como morte embriondria, aborto e malformacdes fetais (Hourrigan &
Klingsporn 1975, Verwoerd & Erasmus 2004). Os bovinos s3o considerados
reservatdrios para o virus por apresentarem um prolongado periodo de viremia e
raramente manifestarem sinais clinicos (Verwoerd & Erasmus 2004). O virus esta
presente principalmente em areas tropicais e subtropicas, e sua distribuicdo esta
relacionada ao vetor e a fatores climaticos que favore¢cam sua multiplicagdo e
manuten¢do (Maclachlan et al. 2009). Em diversos paises, foram identificados 25
sorotipos do VLA (Holfmann et al. 2008, Maclachlan et al. 2009). Na América do Sul,
informagdes sobre a predominancia dos sorotipos sdo limitadas. Em 1980, o sorotipo 4
foi isolado de bovinos brasileiros, mantidos em quarentena nos Estados Unidos € com
sinais clinicos da doenga (Groocock & Campbell, 1982). O sorotipo 12 foi isolado de
um surto que ocorreu no Parand, Brasil, em 2001 (Clavijo et al. 2002). A identificacdo,
através de inquéritos soroldgicos, de anticorpos contra VLA em ovinos, bovinos e
caprinos demonstra que o virus esta amplamente difundido no Brasil (Pellegrin et al
1997, Melo et al. 2000, Lager 2004, Costa et al. 2006, Tomich et al. 2009). Porém, uma
grande variagdo na soroprevaléncia foi observada entre as regides, onde Norte e Sudeste
tiveram maior nimero de animais positivos em relagdo a regido Sul (Lobato 1999,
Laender 2002, Costa et al. 2006). Na América do Sul, a doenca clinica ¢ rara e s6 havia
sido, até agora, descrita uma vez em ovinos no estado do Parand (Lager, 2004). Este
trabalho relata a ocorréncia de dois surtos de lingua azul em ovinos no Rio Grande do

Sul e descreve as alteragdes clinicas e patoldgicas observadas nos ovinos acometidos.
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MATERIAL E METODOS

Surto 1

Dados epidemiologicos e sinais clinicos apresentados pelos ovinos afetados
foram obtidos em visitas a propriedade. Realizou-se também o monitoramento da
propriedade com acompanhamento dos casos clinicos, coleta de material para analises
soroldgicas, bioquimicas e virologicas. Durante a necropsia de cinco ovinos que
morreram, amostras de tecidos foram coletadas e fixadas em formol tamponado a 10%
por 48 horas. Posteriormente, foram processadas rotineiramente para histopatologia.
Fragmento de pulmdo de um dos ovinos foi encaminhado para cultivo bacteriano
aerobio. Aproximadamente 100g de figado de trés animais foram coletados, congelados
e encaminhados para dosagem de selénio pela técnica de espectrometria de massa
acoplada a plasma induzido (ICP-MS) (Alda et al. 2002). Amostras de soro dos ovinos
que apresentaram sinais clinicos foram encaminhadas para o Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) para a identificacdo de anticorpos contra o
VLA, através do testes de imunodifusdo em gel de agar (IDGA). Amostras de soro de
cinco cordeiros com um més de idade, nascidos de trés ovelhas convalescentes da
infeccdo pelo VLA, foram submetidas ao teste de IDGA para VLA. Amostras de sangue
com EDTA e soro de seis animais afetados foram refrigeradas e encaminhadas para
hemograma e quantificacdo da atividade das enzimas creatina quinase (CK) e aspartato
aminotransferase (AST). Teste de duplex RT-PCR em RNA total extraido de sangue de
todos os ovinos afetados foi aplicado no Laboratorio de Virologia da Universidade
Federal de Santa Maria (LV-UFSM), com amplificagdo do fragmento 1156-bp do
segmento 7 do genoma do VLA (Anthony et al. 2007).

Surto 2

Os sinais clinicos foram obtidos com o veterindrio que atendeu o ovino afetado.
Apenas um entre 30 ovinos foi examinado e necropsiado. Fragmentos de tecidos deste
ovino foram coletados, fixados em formol tamponado a 10% por 48 horas e processados
rotineiramente para histopatologia. Fragmento de pulmao foi encaminhado para cultivo
bacteriano aerobio. Amostras de soro foram encaminhadas para a quantificacdo da
atividade de enzimas e testes IDGA-VLA, conforme feito no surto 1. Da mesma forma
como no surto 1, amostra de sangue em tubo com EDTA foi encaminhada ao LV-

UFSM para o teste de duplex RT-PCR (Anthony et al. 2007).
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RESULTADOS

Dados epidemioldgicos e clinicos

O surto 1 ocorreu em marg¢o de 2009, em uma propriedade no municipio de
Viamao, Rio Grande do Sul. De um total de 76 ovinos, 14 apresentaram sinais clinicos
compativeis com lingua azul (Ovinos 1 a 14). Desses, oito morreram. Todos os ovinos
acometidos eram da raga Texel, de ambos os sexos, com idade entre 8§ meses e 4 anos. O
curso clinico dos ovinos que morreram variou de 2-4 dias e, nos ovinos que se
recuperaram foi, em média, 15 dias. Tantos os ovinos que morreram quanto 0s que se
recuperaram apresentaram sinais clinicos semelhantes, mas com intensidades variadas.
Os sinais clinicos iniciais foram hipertermia (40-41°C), apatia e prostracdo. Dificuldade
de degluticao com episddios de regurgitacdo, bem como secrecao nasal esverdeada
mucosa ou mucopurulenta (Fig.1) foram sinais marcantes desse surto, mas outras
alteracdes tais como erosdes, ulceras e hemorragias (Fig.2) na mucosa oral também
foram observadas em alguns ovinos (10-12). O quadro 1 sumariza dados
epidemiologicos e sinais clinicos observados nesse surto. Os Ovinos 9-14 se
recuperaram, apds tratamento com dipirona sddica, penicilina e acetato de
dexametasona. Nesses animais, a perda de peso foi acentuada e chegou a cifra de 25%
do peso corporal, em alguns. Os Ovinos 10, 12 e 13 estavam no ter¢o final de gestacdo
durante a manifestagdo dos sinais clinicos e apOs a recuperagdo, pariram borregos
sadios.

No surto 2, um ovino de dois anos, macho, da ra¢a Texel, foi encaminhado ao
Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-
UFRGS) em abril de 2009, proveniente de uma propriedade do municipio de Glorinha
(Ovino 15). Imediatamente apds o exame clinico o animal morreu. Ao exame clinico, o
animal apresentava acentuada prostragdo, corrimento nasal seroso profuso, dispnéia,

hipertermia (42°C), mucosa oral hiperémica e tlceras no palato.

Alterac6es macroscopicas

Nos seis ovinos necropsiados (1-5 e 15), as alteragdes macroscopicas observadas
incluiram secrecdo nasal esverdeada (todos ovinos), mucosas oculares palidas (Ovino
15), edema subcutaneo na regido da face e regides ventrais do toérax (Ovino 1), tlceras
na mucosa oral e conchas nasais vermelho escuras e com conteido alimentar (Ovino

15), esofago dilatado (todos ovinos), esdéfago preenchido por grande quantidade de
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contetido alimentar (1-3 e 5). Os pulmdes nao estavam colabados e apresentavam areas
consolidadas anteroventrais e areas enfisematosas nos bordos (Fig.3). Na luz de traquéia
e bronquios havia conteudo espumoso (Ovino 2) e misturado a conteudo alimentar
(Ovinos 1, 3, 4, 5 e 15). No coragdo, observaram-se focos de hemorragia no epicardio e
endocardio em todos os casos, além de areas palidas no miocardio no animal 1.
Extensas areas de hemorragia foram também observadas na base da artéria pulmonar
(Fig.4) nos seis ovinos. Observou-se ainda, no ovino 2, figado com coloracao amarelada

e no ovino 15, ramen e reticulo com areas hemorragicas e ulceragao da mucosa.

Alteracoes microscopicas

As alteragdes observadas no tecido muscular do eséfago correspondiam a
degeneracao/necrose hialina e flocular bifasica leve a acentuada de miofibras associada
com infiltrado inflamatério mononuclear, areas de micro-mineralizacdo de fibras
musculares e focos hemorragicos (Fig.5). Tais alteragdes também estiveram presentes
em graus variados no miocardio e musculos esqueléticos (serratil cervical ventral,
deltoide, semimembranaceo, semitendindceo e psoas). No endocardio, epicardio e base
da artéria pulmonar foram observadas extensas areas de hemorragia em todos os casos.
Pneumonia aspirativa ocorreu em todos os casos, com exce¢cdo do Ovino 2, sendo
microscopicamente caracterizada por infiltrado inflamatorio neutrofilico difuso no
interior de alvéolos, bronquiolos e bronquios associado com material vegetal e
estruturas basofilicas granulares compativeis com bactérias na luz de bronquios (Fig.6).
Outras lesdes pulmonares incluiram edema difuso acentuado, hiperemia, ocasionais
focos de hemorragia, areas de espessamento da parede alveolar de coloragdo
eosinofilica (membranas hialinas), enfisema de bordos e edema de septos interlobulares.
Outros achados incluiram hiperplasia linfoide de linfonodos, bago e tonsilas (Ovinos 2-
4 e 15), figado com necrose paracentral leve (Ovino 2), vacuolizacdo hepatocelular
difuso moderado (Ovino 3). O Ovino 15 apresentou também epitélio ruminal com areas
de ulceracdo, focos de necrose e mineralizagao, hemorragias, trombose e inflamagao
purulenta, assim como infiltrado inflamatorio mononuclear na submucosa. No abomaso
desse mesmo animal, havia infiltrado inflamatoério focal leve e edema da submucosa
acentuado; no intestino, havia encurtamento de vilosidades, necrose de criptas e
infiltrado inflamatorio mononuclear moderado na mucosa; os cornetos nasais estavam

acentuadamente hiperémicos.
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Achados laboratoriais
Os Ovinos 10, 11, 13 e 15 foram soropositivos para o0 VLA no teste IDGA.

Todos os ovinos (1, 2, 3, 10, 11, 12, 15), cujas amostras foram testadas apresentaram
niveis acima dos normais para as enzimas CK e AST (Quadro 2). No hemograma,
nenhuma alteragdo foi observada. O cultivo aerdbio de fragmento de pulmio dos
Ovinos 4 e 15 apresentou crescimento de flora bacteriana ndo patogénica. A dosagem de
selénio em amostras de figado dos Ovinos 1, 2 e 4 apresentaram niveis normais
(Radostits et al. 2007). O sequenciamento dos nucleotideos do amplicon (duplex RT-

PCR em material genético de VLA) identificou o envolvimento do sorotipo 12.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O diagnostico de lingua azul foi estabelecido com base nos achados clinico-patologicos
e confirmado pelo exame de duplex RT-PCR com a identificagdo do VLA, sorotipo 12.
Lesoes pulmonares como edema, congestdo e hemorragia estdo geralmente presentes
em casos fulminantes da infeccdo pelo VLA e sdo relacionadas as caracteristicas
patogénicas de injiria microvascular causada pela acdo direta do virus e, de forma
indireta, através da indugdo da liberagdo de mediadores vasoativos e inflamatorios pelo
hospedeiro (Maclachlan et al. 2009). Pneumonia aspirativa ¢ ocasionalmente associada
com infeccdo pelo VLA como consequéncia de vomitos de contetdo ruminal por
diversas causas tais como edema de laringe e regido pos faringeana, hemorragia de
musculo pildrico, lesdes ulcerativas no esdfago e faringe (Luedke et al. 1964) e paralisia
do esofago por lesdo muscular (Mahrt & Osburn 1986). A alteracdo mais marcante
observada neste estudo foi a manifestagdo clinica de pneumonia associada a disfagia em
grupos de animais. Em todos os animais necropsiados, a mionecrose esofagica esteve
presente e associada com dilatacdo do esofago e aciimulo de alimento no limen do
orgdo, o que sugere paralisia ou paresia esofagiana. Tais alteracdes sdo responsaveis por
pneumonia aspirativa, geralmente fatal (Radostits et al. 2007). E provavel que os ovinos
que se recuperaram tenham sido afetados por uma pneumonia leve, comparada com os
casos fatais, ou que a medicagdo administrada no inicio da infec¢do tenha sido eficaz
para o controle da enfermidade.

Lesdes como necrose muscular associada a mineralizacdo podem lembrar as
observadas em casos de distrofia muscular nutricional (DMN), causada por deficiéncia

de selénio e vitamina E. Entretanto, a DMN ¢ caracterizada por tipicas areas brancas
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com aspecto de p6 de giz na superficie muscular, associada a intensa mineralizagdo e
degeneracdo de midcitos (Van Vleet & Valentine 2007). Além disso, a DMN ¢
particularmente comum em animais jovens de crescimento rapido, nascidos de fémeas
que foram alimentadas com dietas deficientes de selénio e vitamina E por longo periodo
(Radostits et al. 2007, Van Vleet & Valentine 2007). Baixos niveis desses nutrientes em
tecidos e na dieta sdo utilizados para a confirmacdo do diagnostico de DMN. Os trés
ovinos desse estudo submetidos a dosagem de selénio em amostras de figado
apresentaram niveis normais do nutriente (Radostitis et al 1994). Adicionalmente,
lesdes tipicas de lingua azul, como hemorragias multifocais, em especial a encontrada
na base da artéria pulmonar, dita como patognomonica da doenca, areas de edema e
lesdes isquémicas principalmente em tecido muscular (Maclachlan et al. 2009)
estiveram presentes e foram consistentes com o resultado do teste de RT-PCR,
confirmando o diagnoéstico. Os resultados positivos do AGID-VLA foram utilizados na
demonstragdo do contato dos animais com o virus.

O aumento da enzima CK no soro ¢ uma indicagdo especifica de lesdes em
musculatura cardiaca e esquelética. O Aumento da AST também pode ser utilizado
como indicador de lesdes musculares, porém ndo tao especifico (Cardinet 1997). Todos
os ovinos testados apresentaram aumentos nos niveis das duas enzimas. Entretanto,
esses foram mais elevados nos animais que morreram, confirmando a maior extensao
das lesdes musculares nesses animais. O cultivo aerobio de fragmento de pulmao
realizado apresentou crescimento de flora bacteriana mista ndo patogénica, o que
caracteriza uma infec¢do oportunista. A bactéria mais comumente associada a
pneumonia aspirativa em casos de lingua azul é Pasteurella sp. (Luedke et al. 1964,
Mahrt & Osburn 1986). Infecgdo fetal causada pelo VLA tem sido relatada nos Estados
Unidos e na Africa do Sul e associados com o uso de vacinas vivas modificadas
(Maclachlan et al. 2000). No minimo quatro sorotipos de VLA (VLA-10, VLA-11,
VLA-13 e VLA-17) ja foram descritos como habeis a cruzar a placenta e causar
infeccdo fetal (Maclachlan et al. 1985). Quando essa infec¢ao ocorre, alteracdes como
aborto, deformidades congénitas como hidrocefalia e nascimento de animais virémicos
sdo observados (Hourrigan & Klingsporn 1975). No presente estudo, trés das ovelhas
que adoeceram e que foram positivas no teste de IDGA para o VLA (Ovinos 10, 12 e
13) estavam no final da gestagcao e pariram cordeiros normais aproximadamente um meés

ap6s a recuperagao. Os cinco cordeiros testados para o VLA pelo teste de IDGA, ao
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primeiro més de vida, foram sorologicamente negativos, demonstrando a ndo
transmissdo e infec¢do do virus para os fetos.

Em estudos soroepidemioldgicos para VLA realizados no Brasil, o estado do Rio
Grande do Sul apresentou a menor soroprevaléncia em relacao aos outros estados, o que
pode ser associado com as condi¢des climdticas locais desfavoraveis a manutencdao do
vetor (Costa et al. 2006). O grande nimero de animais soronegativos na regiao
associado com mudancas climaticas que favoregam a proliferacdo do vetor, ou a
introducao de um novo sorotipo pode ser responsavel pela ocorréncia da doenga clinica.
O sorotipo 12 e o 4 foram os Unicos isolados e associados com doenga clinica na
América Latina (Groocock & Campbell 1982, Clavijo et al. 2002). Uma possivel
recente introducdo do sorotipo 12 na regido, assim como a possibilidade de maior

viruléncia desse sorotipo devem ser investigados.
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Quadro 2. Resultados da quantificacdo da atividade das enzimas CK e AST no
soro e dosagem de selénio no figado de ovinos infectados pelo Virus da Lingua

Azul no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Amostras CK" (42-62 U/L) AST" (0 290 U/L) Se‘ (0,08-0,5mg/kg)
1 13231,0 1431,24 0,17
2 26088,0 1186,50 0,56
3 620,51 1167 NR
4 NR? NR 0,45
10 288,96 240 NR
11 298.0 1185,8 NR
12 2538,5 231,49 NR
15 19067,0 1362,95 NR

* creatinina quinase; b aspartato amino transferase; © selénio; 4 ndo realizada.



Quadro 1. Aspectos epidemioldgicos e clinicos da infeccao pelo virus da lingua azul em ovinos no Rio Grande do Sul.

Identificagdo Idade Sexo Sinais clinicos Desfecho

1 4 anos Fémea Hipertermia, apatia, prostracao, disfagia, dispnéia, aumento de volume da face, secrecdo nasal Morte
mucosa de coloracdo esverdeada.

2 8 meses Macho Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucosa de coloragdo Morte
esverdeada.

3 8 meses Macho Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucopurulenta de coloragdo Morte
esverdeada.

4 Adulto Macho Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucosa de coloragéo Morte
esverdeada.

5 Adulto Fémea Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secre¢do nasal mucosa de coloragdo Morte
esverdeada.

6 Adulta Fémea Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucosa de coloragdo Morte
esverdeada

7 Jovem Macho Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucosa de coloragdo Morte
esverdeada

8 Adulto Fémea Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secre¢do nasal mucosa de coloragdo Morte
esverdeada

9 Adulta Fémea Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucosa de coloragéo Recuperagdo
esverdeada

10 3 anos Fémea Hipertermia, apatia, prostragdo, disfagia, dispnéia, secre¢do nasal mucosa com coloragdo Recuperagdo
esverdeada, hiperemia e areas de ulceragdo na mucosa oral, perda de peso (15kg)

11 10 meses Macho Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, aumento de volume da face, secrecdo nasal Recuperagao
espumosa esverdeada e abundante, ulceras na mucosa oral com odor fétido, perda de peso
(25kg)

12 4 anos Fémea Hipertermia, apatia, prostragdo, disfagia, dispnéia, tosse, secre¢do nasal mucosa de coloragdo Recuperagao
esverdeada, aumento de volume da face, ulceras na cavidade oral

13 3 anos Fémea Hipertermia, apatia, prostragdo, torcicolo, protrusdo da lingua Recuperagdo

14 Adulto Fémea Hipertermia, apatia, prostracdo, disfagia, dispnéia, secrecdo nasal mucosa de coloragéo Recuperagao
esverdeada

15 Jovem Macho Hipertermia, apatia, prostragdo, dispnéia, corrimento nasal mucopurulenta de coloragdo Morte

esverdeado, areas de hiperemia e ulceracdes na cavidade oral, mucosas palidas

~N1
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Figura 1. Ovino com infec¢do natural pelo virus da lingua azul. Corrimento nasal
mucoso esverdeado.

Figura 2. Ovino com infec¢do natural pelo virus da lingua azul. Areas de erosdo e
hemorragia no palato duro e labio superior.

Figura 3. Ovino com infec¢do natural pelo virus da lingua azul. Pulmdes ndo
colapsados e vermelhos: traquéia com contetido espumoso abundante.

Figura 4. Ovino com infec¢do natural pelo virus da lingua azul. Foco de hemorragia na
adventicia na base da artéria pulmonar.

Figura 5. Ovino com infec¢ao natural pelo virus da lingua azul. Musculo estriado do
esofago com degeneracdo hialina e flocular difusa acentuada de miofibras associada
com focos de mineraliza¢ao de miofibras.

HE, Obj 20.

Figura 6. Ovino com infec¢do natural pelo virus da lingua azul. Pneumonia aspirativa
associada com infiltrado neutrofilico difuso em alvéolos e material vegetal na luz de

bronquio. HE, Obj 10.
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4. ARTIGO 2

Neste item é apresentado o artigo que relata um surto de pneumonia aspirativa
associada a mionecrose esofagica em ovinos devido a infec¢iao pelo Virus da Lingua

Azul no Brasil, que foi publicado na revista Veterinary Record em Janeiro de 2010
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Short Communications

Aspiration pneumonia
associated with
oesophageal myonecrosis
in sheep due to BTV
infection in Brazil

N. A. B. Antoniassi, S. P. Pavarini, A. Henzel,
E. F. Flores, D. Driemeier

BLUETONGUE is an archropod-borne disease of ruminants caused
bﬁr the bluetongue virus (BTV). The distribution of BTV depends on
the distribution of Culicoides species insect populations and appro-
priate climatic conditions. Except for some sheep breeds, most BTV
infections in domestic ruminants are asympromatic or subclinical
(Maclachlan and others 2009). Typical signs in affected sheep include
pyrexia, facial oedema, ocular and nasal discharges, crusting of
the muzzle, dyspnoea, oral erosions and ulcers, coronitis, lameness
and weakness. Clinical signs are secondary to virus-mediated vas-
cular damage (thrombosis with infarction or fluid leakage) causing
oedema, haemorrhage and necrosis of multiple tissues (Maclachlan
and others 2009). Serological surveys have demonstrated that BTV
infection is widespread in populations of domestic ruminants in
Brazil (Groocock and Campbell 1982, Lager 2004, Costa and oth-
ers 2006). However, there is little information on clinical bluetongue
in South America (Clavijo and others 2002). This short communi-
cation describes an outbreal of aspiration pneurnonia secondary to
oesophageal myonecrosis due to BTV serorype 12 (BTV-12) infection
in sheep in southern Brazil.

In March 2009, a severe syndrome characterised by dysphagia
and pneumonia affected 14 of 76 sheep from two floc[{s located in
Rio Grande do Sul. The disease affected eighr-monthrold to four—Ezu'-
old Texel sheep. Initial clinical signs included frequent neck arching
associated with noise emitting, difficuley swallowmf, choking, and
regurgitarion or vomiting. Subsequently, dyspnoea and coughing were
associared with apathy, depression, facial and submandibular cederna,
hyperthermia (40 to 41°C), mucous to mucopurulent nasal discharge
(sometimes mixed with ruminal fluids), and ercsions and ulcerarions of
the oral mucosa. Blood sampleswere collected and immediare antibiotic
and anti-inflammatory therapy was instigared. Eight sheep died afrera
clinical course lasting two to five days. other six sheep, which had

Veterinary Record (2010) 166, 52-53

N. A. B. Antoniassi, VIV, A. Henzel, DV, MS,
S. P Pavarini, VM, MSc, E. F. Flores, DVIVI, MSc, PhD,

doi: 10.1136,/vrba775

D. Driemeier, DV, Virology Section, Departmert of
Department ofVieterinary Clinical Preventive Vieterinary Medicine, Fedearal
Pathology, Faculty of Vieterinary University of Santa Maria, Santa Mari,

Medicine, Federal University of RS, 97105-900, Braal
Rio Grande do Sul, Avenida Bento
Gongalves 9090, Porto Alegre, RS,

91540-000, Brazil

Comespondence to Dr Driemeier, e-mail:

davetpat@ufigs br

Proverance: not commissioned;
extemally peer reviewed

Veterinary Record | January 9, 2010

FIG 1: Dilated
oesophagus
containing a

large amount of
food residue, and
enlarged, diffuse,
dark red lungs,
assoclated with
bluetongue infection
in asheep

E = hyaline {arrows) and
‘. flocular (arrowhead)
-y \1 " = degeneration of the
S WA cesophageal myofibres
associated with foci
4 of microcalcifications
+2 (asterisks).
Haematoxylin and
. o eosin, Bar=100 um.
524. (b} Vegetal material
G (arrow) within the
bronchielar lumen
" associated with diffuse
¥ neutrophilic infiltration
-"‘r}l-_ in a sheep with
«, aspiration pneumonia.
* Haematoxylin and
" = eosin. Bar=50 um

similar bur milder disease, recovered after losing 25 per cent of their bod-
yweight in 120 15 days. The majngmssffnc&ngs infive sheep at post-
meortem examination were oesophageal dilation associated with non-
collapsed enlarged lungs (Fig 1) and foary Fluid within the trachea and
bronchi, occasionally mixed with ruminal contents. Hydropericardium,
pale areas in the myocardium, and haemorrhagic foci scartered in the
endocardium, epicardium and ar the base of the pulmonary artery were
observed, as well as hyperaemia and erosions in the oral mucosa, and
subcutaneous cedemna of the face. Histology revealed moderate to severe
hyaline and floccular degeneration associated with multifocal necrosis,
mononuclear inflammatory infileration, clusters of muscle fibres with
microcalcifications, and haemorrhagic foci in the muscular tissues, espe-
cially the oesophagus (Fig 2a) and myocardium. Aspiration pneumonia
was a consistent finding, characterised by diffuse neutrophilic infiltra-
tion within the alveoli, bronchi and bronchioles in association with veg-
etal material (Fig 2b) and granular basophilic structures (consistent with
bacteria) within the bronchiolar lumen. The Iungs also showed severe
diffuse oedema, hyperaemia, occasional haemorrh:{g'ic foci, hyaline
material Iinmgthe alveolar surfaces, emphysema (borders) and cedema
(interlobular septa). The aetiolo%?' was confirmed by duplex RFPCR
of total RNA extracted from the blood of the affected sheep thar ampli-
fies a 115 bp fragment of segment 7 of the BTV genome (Anthony
and others 2007). Nucleotide sequencing of the amplicon identified the
virus as BT V-12. Agar gel immunodiffusion (AGID) detected antibodies
0 BTV in the affected animals and culture from lung samples yielded
contaminant bacterial flora. Elevated creatine kinase and asparcate
aminotransferase levels were detected in serum samples of all affected
sheep, but markedly in the faral cases, providing additional evidence of
muscular damage.

There is no previous report of clinical bluetongue disease in Rio
Crande do Sul. In the present study, bluetongue was suspected on the
basis of the histological findings. While BTV has been associated with
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short Communications

extensive pulmonary oedema resuldng from direce viral cytolysis and
the release of vasoactive mediators (Maclachlan and others 2009), licle
information is available on sheep infecred with bluetongue associared
with aspiration preumenia resulting from regurgitation or vomiting
due to oesophageal, la al or pha al lesions (Luedke and oth-
ers 1964). 'Fhe %rewst sziigg Eear%rc ?r?t%fc present outbreak was the
clinical presentation of pneumonia associated with severe dysphagia.
Oesophageal myonecrosis was present at postmortem examination
in all animals. Along with accumularion of food residues within the
oesophageal lurnen, these findings indicate oesophageal paresia or paral
sis, which are known causes of aspirarion pneumonia, a usually Faral
condition (Radostits and others 2007). Therefore, it is probable that the
sheep that recovered had been affected by milder pneumonia compared
with the faral cases, or thar they had been treated at earlier stages of the
disease. Muscular necrosis associared with calcification may resemble the
changes observed in nurritional muscular dystrophy (NMD) caused by
selenium and vitamin E deficiencies. However, NMD is characterised
by typical white and chalky gross lesions associated with high levels of
calcification in degenerared mymlytcs (Hulland 1993). Moreover, NMD
is particularly common in rapidly growing young animals born from
dams that have been fed diets with selenium and vitamin E deficien-
cies for long periods of time (Radostits and others 2007). Typical clin-
icopathological findings of bluetongue (Maclachlan and others 2009)
were observed in the present cases and were consistent with the RFPCR
result, confirming the diagnosis. This was further suppored by the
ACID results from the sheep that recovered, which were seropositive for
BTV. Only serotypes 4 (Groocock and Campbell 1982) and 12 (Clavijo
and others 2002) have been shown to be associared with clinical blue-
tongue in Latin America. The lowest serclo Sgical prevalence of BTV in
Brazil has been detected in Rio Grande do Sul (Lager 2004, Costa and

others 2006), where unprotected flocks, Favourable climaric changes and
the proliferarion or the introduction of a new BTV serotype may have
predisposed to the occurrence of this condition.
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5. FIGURAS ADICIONAIS - OVINOS INFECTADOS PELO VIiRUS DA
LINGUA AZUL.

Figura 1: Infec¢do pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Ovinos apresentando apatia e prostragao.

| !

| .
Figura 2: Infec¢do pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Ovino apresentando apatia e prostragao.
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Figura 3: Infeccao pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Secrecao nasal espumosa abundante.

of M
Figura 4: Infec¢do pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Edema de face e secre¢do nasal mucosa de

coloracao esverdeada

Figura S : Infeccao pelo virus da Lingua Azul
em ovinos. Secre¢do nasal mucosa de
coloracao esverdeada
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Figura 6: Infec¢do pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Protrusdo da lingua e disfagia evidenciada
pelo acamulo de alimento na boca.

Figura 7: Infecgdo pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Acentuada hiperemia na mucosa oral

Figura 8: Infec¢do pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Pulmdo com dareas de consolidagdes
anteroventrais, enfisema de bordos e areas
avermelhadas na superficie. Traquéia com
contetido espumoso abundante.



Figura 9: Infeccdo pelo virus da Lingua Azul em
ovinos. Rimen com éreas de hemorragias.
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6. DISCUSSAO GERAL

Desde 1978, evidéncias sorologicas tem demonstrado a presenga do VLA no
Brasil. Estudos realizados com ovinos, bovinos, caprinos ¢ bubalinos revelaram que o
virus esta amplamente distribuido em todas as regides brasileiras testadas (LOBATO,
1999; LAENDER, 2002). A presenga de anticorpos para o VLA também foi
comprovada em outros paises da América do sul, como Peru, Argentina, Equador, Chile
e Colombia. Entretanto apenas uma descricao do isolamento viral em animais com
doenga clinica foi realizada previamente nestas regides (CLAVIJO, 2002). Os artigos 1
e 2 do presente trabalho relatam a existéncia de doenca clinica no Rio Grande do Sul,
até entdo desconhecida e caracterizaram clinica e patologicamente a infec¢ao pelo VLA
no Estado.

O artigo 2 deste trabalho objetiva relatar algumas caracteristicas da manifestagao
clinica desta infec¢do que diferem das abordadas por outros autores. A LA ¢ associada
com extenso edema pulmonar resultante da acao citolitica direta do virus e a liberagao
de mediadores vasoativos (MACLACHLAN et al., 2009), poucas informacdes estao
disponiveis sobre casos de ovinos infectados pelo VLA com pneumonia aspirativa
resultante de vOmito ou regurgitacdo devido a lesdes no esdfago, laringe ou faringe
(LUEDKE et al., 1964). O artigo 2 destaca principalmente a ocorréncia de pneumonia
aspirativa associada a severa disfagia resultante de paresia ou paralisia esofagica
decorrente de lesdao muscular neste o6rgdo. Tais alteragdes foram as principais
responsaveis pela severidade da doenca clinica e morte dos animais neste surto.

Além da musculatura esofagica, graus variados de mionecrose foram observadas
na musculatura esquelética e cardiaca dos animais afetados. Tais alteragdes sao
frequentemente observadas em infecgdes pelo VLA e sdo decorrentes de trombose
vascular e infarto, resultante da a¢do viral direta na microvasculatura (MACLACHLAN
et al., 2009). Outras lesdes como erosdes e ulceracdes no trato digestivo, edema
subcutaneo da face e regides ventrais do térax e areas multifocais de hemorragia, em
especial na base da artéria pulmonar, frequentes em infecgdes pelo VLA e observados
nos dois surtos descritos, sdo também decorrentes desta ag¢do viral, resultando em
aumento da permeabilidade vascular e dano ao endotélio (VERWOERD; ERASMUS,
2004; MACLACHLAN et al., 2009).

Devido a auséncia de relatos de doenga clinica no Rio Grande do Sul, e a

manifestagdo de sinais clinicos de obstru¢do esofagica e dificuldade respiratoria em
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alguns animais do surto 1, considerou-se inicialmente um quadro de obstrugdo esofagica
por corpo estranho. Apos avaliagdo patologica e a observagdo de lesdes histopatoldgicas
caracterizadas por mionecrose a suspeita recaiu sobre a deficiéncia de vitamina E e
selénio, doenga relatada no Rio Grande do Sul acometendo bovinos, ovinos e caprinos
(BARROS et al., 1988; LORETTI et al., 2001). A distrofia muscular nutricional
(DMN), causada por deficiéncia de selénio e vitamina E, entretanto, ¢ caracterizada por
tipicas areas brancas com aspecto de pd de giz na superficie muscular, associada a altos
niveis de calcificagdo e degeneracao de miocitos (VAN VLEET; VALENTINE, 2007).
Além disso, a DMN ¢ particularmente comum em animais jovens de crescimento
rapido, nascidos de fémeas que foram alimentadas com dietas deficientes de selénio e
vitamina E por longo periodo (VAN VLEET; VALENTINE, 2007; RADOSTITS et al.,
2007). A avaliagdo de selénio realizada em amostras de figado de animais acometidos
revelaram niveis normais deste nutriente, em todos os casos testados..

A intoxicagdo por antibidticos ionoforos também pode ser responsavel por
lesdes histopatoldgicas semelhantes as observadas nos casos aqui descritos, entretanto
diferem clinicamente destes, pela manifestacdo de sinais como incapacidade muscular e
a dificuldade de locomocao, alem do historico da ingestdo excessiva ou acidental do
antibiotico pelos animais, ausente nestes casos (FRANCA et al, 2009).
Adicionalmente, lesdes clinico-patoldgicas tipicas de Lingua Azul, como, areas de
edema e hemorragias multifocais, em especial a encontrada na base da artéria pulmonar,
dita como patognomonica da doenga (MACLACHLAN et al, 2009), estiveram
presentes e foram consistentes com o resultado positivo para a amplificagdo de material
genético do VLA em tecido animal pelo teste de duplex RT-PCR, confirmando o
diagnostico.

A identificagdo de anticorpos contra o VLA através da técnica de IDGA-VLA
obtidas nos animais que se recuperaram foi utilizada na demonstragdo do contato dos
animais com o virus. A auséncia de anticorpos observada nos animais que vieram a
obito sdo compativeis com o curto periodo entre a infeccdo viral e a morte e
demonstram que eram animais susceptiveis a doenca (VERWOERD; ERASMUS,
2004).

O aumento da enzima CK no soro ¢ uma indicacdo especifica de lesdes em
musculatura cardiaca e esquelética. O aumento do AST também pode ser utilizado
como um indicador de lesdes musculares, porém nao tdo especifico (CARDINET,

1997). Em todos os animais testados os niveis destas enzimas estavam aumentados.
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Entretanto, foram mais elevados nos animais que vieram a dbito, confirmando a maior
extensdo das lesdes musculares nestes animais.

O cultivo aerdbio de fragmento de pulmao realizado apresentou crescimento de
flora bacteriana mista ndo patogénica, caracterizando uma infec¢do oportunista. A
bactéria mais comumente associada a pneumonia aspirativa em casos de Lingua Azul ¢
a Pasteurella sp. (LUEDKE et al., 1964; MAHRT; OSBURN, 1986).

Infec¢do fetal causada pelo VLA tem sido relatada nos Estados Unidos e na
Africa do Sul associados ao uso de vacinas vivas modificadas (MACLACHLAN et al.,,
2000). Amostras do VLA, sorotipo 8, que invadiu o norte da Europa em 2006
demonstrou espantosa eficiéncia em cruzar a barreira placentaria e causar infecc¢ao fetal
(MACLACHLAN et al., 2009). Quando essa infeccao ocorre, alteragdes como aborto,
deformidades congénitas, anormalidades como hidrocefalia e nascimento de animais
viremicos sdo observadas (HOURRIGAN; KLINGSPORN, 1975). No presente caso,
trés das ovelhas que adoeceram e que foram positivas no teste de IDGA para o VLA
(animais 10, 12, 13) estavam no final da gestagdo e pariram cordeiros normais
aproximadamente um més apoOs recuperacao. Os cinco cordeiros testados pra o VLA
pelo teste de IDGA, ao primeiro més de vida foram sorologicamente negativos,
demonstrando a ndo transmissao e infec¢do do virus para os fetos.

Apesar da presenga do VLA no Brasil ja ser conhecida desde muito tempo,
pouca informacao sobre os sorotipos presentes estdo disponiveis. Através de técnicas
soroldgicas acredita-se que os sorotipos presentes sejam 1, 2, 4, 6, 10, 12, 13, 14, 17, 19
e 20 (GROOCOCK; CAMPBELL, 1982; CUNHA, 1990). Entretanto os unicos
sorotipos isolados de casos clinicos foram, o sorotipo 4, isolado de bovinos em
quarentena nos Estados Unidos importados do Brasil, e o sorotipo 12, isolado no surto
descrito no Estado do Parana em 2001. No presente trabalho o sorotipo 12 foi
novamente identificado pelo sequenciamento de nucleotideos do amplicon obtido pela
técnica de duplex RT-PCR.

Em estudos soroepidemioldgicos para VLA realizados no Brasil, o
Estado do Rio Grande do Sul apresentou menor soroprevaléncia em relagdo a outros
Estados, com 0,16% em ovinos ¢ 1,6% em bovinos (COSTA et al., 2006). Isso se deve
as suas condigdes climaticas desfavoraveis a manuten¢ao do vetor (COSTA et al.,
2006). O grande numero de animais soronegativos na regido, associada a mudancas
climéaticas que favoregam a proliferacao do vetor ou a introdugcdo de um novo sorotipo

pode ser responsavel pela ocorréncia de doenga clinica. E possivel também que a
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doencga clinica venha sendo manifestada ha algum tempo na regido, porém de forma
branda. Como a manifestagao clinica da doenga mostrou-se um tanto quanto atipica, ha
possibilidade de nao ter sido diagnosticada corretamente ou ter sido confundida com
outras enfermidades, como a deficiéncia de vitamina E e selénio, por exemplo.
Entretanto, uma possivel recente introducdo do sorotipo 12 na regido, assim como a

possibilidade de maior viruléncia deste sorotipo devem ser investigados.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram as manifestagcdes clinicas e
patologicas causadas pela infec¢cao pelo Virus da Lingua Azul em ovinos no Estado do
Rio Grande do Sul, evidenciando a presenca e a importancia desta doenga raramente
descrita no Brasil e na América do Sul.

Pneumonia aspirativa em decorréncia de lesdes musculares esofagicas causadas pelo
VLA foi responsavel por todos os obitos ocorridos nos dois surtos. Tais lesdes sao
bastante importantes no desenvolvimento clinico e desfecho dos casos, e devem ser
consideradas como sugestivas da infec¢do pelo VLA no estabelecimento do diagnostico
clinico.

O sorotipo 12, previamente identificado no surto de LA ocorrido em 2001 no Brasil,
foi novamente identificado nos presentes surtos descritos, demonstrando sua presenca

na regido sul do pais, assim como uma possivel maior viruléncia nesta regido.
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