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RESUMO

SILVA, Thais Garcia. Prevaléncia e caracterizacdo espacial de sorotipos do virus da
lingua azul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011. 2017. 121 f. Tese (Doutorado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegodcio) — Instituto Biologico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2017.

O Bluetongue virus (BTV), género Orbivirus, familia Reoviridae, apresenta particulas
icosaédricas com diametro entre 60 e 85 nm. O genoma é constituido por dez segmentos de
RNA de fita dupla, e apresenta elevada variabilidade genética, que, em parte, se traduz nos
29 sorotipos de BTV ja identificados em diversos paises. Mosquitos do género Culicoides
respondem pela transmissao do virus, que induz a doenca conhecida como lingua azul (LA),
que pode afetar espécies de ruminantes. A LA é de notificacdo obrigatdria e restringe a
movimentacdo e comércio de animais em areas livres. No Brasil, os bovinos infectados,
normalmente, sdo assintomaticos com longos periodos de viremia (meses). A associacdo de
temperatura e umidade favordveis ao desenvolvimento do vetor, e bovinos como fonte de
infeccdo, garante a manutencdo do virus nos rebanhos. Este trabalho teve como objetivos: (i)
identificar anticorpos neutralizantes para os sorotipos do BTV; (ii) realizar levantamento da
distribuicdo dos sorotipos de BTV no Estado de Sdo Paulo; (iii) realizar estudo de analise de
risco para LA com base em préaticas zootécnicas e sanitérias; e (iv) estudar a influéncia de
fatores climaticos e associd-los aos sorotipos identificados. O Estado de S&o Paulo foi
dividido em sete circuitos produtores de bovinos, tendo sido selecionado um animal reagente
ao ensaio de ELISA por propriedade (de um total de 1.598 propriedades) e os soros foram
submetidos a técnica de virusneutralizacdo contra 25 sorotipos de BTV. Os fatores de risco
foram analisados a partir de questiondrios com variaveis zootécnicas e sanitérias de cada
propriedade, empregando analise univariada e regressdo logistica. A varidvel aquisicdo de
bovideos foi considerada fator de risco para a ocorréncia da doen¢a (OR = 2,183; IC 95% =
1,6-2,9). Nos circuitos 1, 2 e 3 foram observadas as maiores prevaléncias de BTV, sendo
que no circuito 1, registraram-se as temperaturas mais elevadas do Estado. No presente
trabalho, foram identificadas soroprevaléncias para 11 sorotipos: BTV-1 (22,15%), BTV-2
(31,03%), BTV-3 (18,96%), BTV-4 (24,90%), BTV-9 (6,82%), BTV-12 (7,50%), BTV-17
(23,90%), BTV-19 (10,20%), BTV-21 (30,66%), BTV-22 (12,14%), BTV-26 (57,00%).
Neste trabalho, foi identificada pela primeira vez no Brasil evidéncia soroldgica para 0s
sorotipos BTV-1, BTV-2, BTV-9, BTV-21 e BTV-26.

PALAVRAS-CHAVE: BTV. Orbivirus. Reoviridae. Sorologia. Virusneutralizacao.



ABSTRACT

SILVA, Thais Garcia. Prevalence and spatial characterization of serotypes of
bluetongue in cattle from S&o Paulo State, Brazil, 2011. 2017. 121 f. Tese (Doutorado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegodcio) — Instituto Biologico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2017.

The Bluetongue virus (BTV), genus Orbivirus, family Reoviridae, presents
icosahedral particles with 60 to 85 nm in diameter. Its genome consists of ten segments of
dsRNA and presents high genetic variability, with 29 BTV serotypes already identified in
several countries. The virus, transmitted by mosquitoes of the genus Culicoides, induces the
bluetongue disease, which can affect several ruminant species. Bluetongue is a disease of
mandatory notification, and restricts movement and trade of animals in virus-free areas. In
Brazil, infected cattle are usually asymptomatic with long periods (months) of viraemia. The
association of favorable temperature and humidity to the development of the vector, and
cattle as a source of infection guarantees the virus maintenance in the herds. The aims of this
work were: (i) to identify neutralizing antibodies for BTV serotypes; (ii) to perform a survey
of the distribution of the BTV serotypes in the State of Sdo Paulo; (iii) to conduct a risk
analysis study for bluetongue disease based on zootechnical and sanitary practices; and (iv)
to study the influence of climatic factors and to associate them with the identified serotypes.
The State of Sdo Paulo was divided into seven regions (hamed circuits), and one animal
reagent to ELISA was selected per farm (out of a total of 1,598 farms), and the sera were
evaluated against 25 BTV serotypes by means of the virusneutralization technique. Risk
factors were analyzed from questionnaires with zootechnical and sanitary variables of each
farm, using univariate analysis and logistic regression. The variable bovidae acquisition was
considered a risk factor for the occurrence of the disease (OR = 2.183, 95% CI = 1.6-2.9). In
the circuits 1, 2, 3 the highest prevalences of BTV were observed, and circuit 1 showed the
highest temperatures in the State. In the present study, seroprevalences were identified for
11 serotypes BTV-1 (22.15%), BTV-2 (31.03%), BTV-3 (18.96%), BTV-4 (24.90%), BTV-
9 (6.82%), BTV-12 (7.50%), BTV-17 (23.90%), BTV-19 (10.20%), BTV-21 (30.66%),
BTV-22 (12.14%), BTV-26 (57.00%). In this study, serological evidence for serotypes
BTV-1, BTV-2, BTV-9, BTV-21 and BTV-26 was identified for the first time in Brazil.

KEYWORDS: BTV. Orbivirus. Reoviridae. Serology. Virusneutralization.
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1 INTRODUCAO

A pecuaria bovina brasileira € uma das mais competitivas do mundo (EUCLIDES
FILHO, 2004; FERRAZ; FELICIO, 2010, IBGE, 2016). Essa posicdo de destaque deve-se,
principalmente, a sua relacdo de custos de producédo e quantidade produzida. Ao longo do
século XX, a atividade ultrapassou as barreiras da subsisténcia local para a formagédo de
uma cadeia composta pela producéo de animais, processamento e distribuicdo nos ambitos
nacional e internacional (CALLEMAN; CUNHA; ALCANTARA, 2009), consolidando o
Brasil, de acordo com dados do USDA e da FAO, como detentor do maior rebanho bovino
comercial e segundo maior exportador de carne do mundo (FAR MNEWS, 2017).

O Estado de Sao Paulo destaca-se com a cadeia produtiva da bovinocultura, ocupando
0 segundo lugar dentre 0s mais importantes grupos na exportacdo do agronegdécio paulista,
perdendo apenas para o complexo sucroalcooleiro (IEA, 2016). Entretanto, os problemas
sanitarios sdo considerados um dos principais fatores limitantes da producdo dos rebanhos,
pois além de encarecer o processo produtivo, reduzem a qualidade do produto final,
podendo acarretar em graves consequéncias socioecondmicas de importancia sobre o
comércio internacional de animais e seus produtos.

Neste contexto, a lingua azul (LA), em inglés denominada de bluetongue, ¢ uma
doenga infecciosa, induzida pelo “virus da lingua azul”, Bluetongue virus (BTV), o qual é
transmitido, principalmente, por mosquitos de diversas espécies do género Culicoides
(RONDEROS et al., 2003). E considerada doenca de notificacdo obrigatoria, devido & sua
patogenicidade e grande potencial de transmissao/difusdo. Os surtos da doenga na Europa,
na década de 2000, levaram a Organizacdo Mundial de Satude Animal a classifica-la como
uma doenca de carater “reemergente”, responsavel por causar diversos prejuizos a
producdo bovina, tais como abortos, queda do desempenho reprodutivo, perda de condicao
corporal e reducdo na producéo de leite (OIE, 2008).

Os ruminantes sdo 0s mais suscetiveis a infec¢do pelo BTV, sendo que ovinos e
cervideos sdo as espécies que normalmente apresentam lesdes mais graves (COSTA et al.,
2006). Os bovinos e caprinos sdo infectados pelo BTV, mas raramente desenvolvem a
doenca, geralmente caracterizada por uma viremia prolongada, que pode durar até 60 dias
(OIE, 2012). Devido a essas caracteristicas, 0s bovinos atuam como reservatérios do BTV,



a partir dos quais os vetores podem se infectar e transmitir o virus a outros ruminantes,
como, por exemplo, os ovinos (GORCHS; LAGER, 2001).

Grande parte do territorio brasileiro encontra-se inserido dentro da zona endémica para
0 BTV, regido demarcada por condices climaticas adequadas ao desenvolvimento do
vetor (GIBBS; GREINER, 1994). A primeira referéncia do BTV no Brasil, e também na
América do Sul, data de 1978, quando foi relatada a OIE a evidéncia soroldgica da
ocorréncia do virus (SILVA, 1978; LOBATO, 1999; LAGER et al., 2004). Posteriormente,
diversos estudos evidenciaram alta frequéncia de animais portadores de anticorpos contra o
BTV (LOBATO, 1996; PELLEGRIN et al., 1997; MELO et al., 2000; LOBATO et al.,
2001; NOGUEIRA et al., 2008; VENDITTI, 2009; BERNARDES, 2011). Entretanto, séo
poucos os relatos de casos clinicos da doenca, indicando que a enfermidade tem se
disseminado, sem ser percebida, pelos rebanhos do pais.

Nos Ultimos anos, no Brasil, pesquisas sobre o BTV tém sido realizadas, incluindo
estudos soroepidemioldgicos com bubalinos, ovinos e bovinos. Porém, até o momento,
nenhum levantamento da ocorréncia dos diferentes sorotipos do virus (atualmente foram
identificados 29 sorotipos de BTV) foi realizado, e pouco se avangou no conhecimento da
doenca e dos aspectos da distribuicdo e disseminacdo do virus (LOBATO; GUEDES;
MATQS, 2015). Portanto, o0 presente trabalho teve como principal objetivo determinar a
soroprevaléncia e identificar os sorotipos de BTV prevalentes nos rebanhos no Estado de
Sdo Paulo. Além disso, foram avaliados os fatores de risco para a ocorréncia da doenca nas
propriedades amostradas, de modo a contribuir com a defesa sanitaria animal e
implementacdo de futuros programas de vigilancia epidemioldgica de BTV. Esses estudos
poderdo fornecer informacdes para 0 avango das pesquisas relacionadas a producdo de
vacinas contra os diferentes sorotipos circulantes no Brasil. Os objetivos gerais e

especificos deste trabalho sdo relacionados a seguir.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho propde, por meio de imunodiagnostico em soros de bovinos e
dados coletados por medicos veterinarios da Coordenadoria de Defesa Agropecuaria em
2011, caracterizar, no tempo e no espaco, a prevaléncia de sorotipos e os fatores de risco

de infeccbes pelo BTV no Estado de S&o Paulo.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar a identificacdo de anticorpos neutralizantes especificos para diferentes sorotipos
do BTV (BTV-1 ao -26, exceto 0 sorotipo -25);

- Mapear a distribuicdo espacial das propriedades amostradas aos sorotipos de BTV
identificados no Estado de S&o Paulo;
- Realizar estudo de andlise de risco para lingua azul com base em praticas zootécnicas e

sanitarias das propriedades que possuem animais reagentes ao BTV,

- Estudar a influéncia de fatores climaticos entre as regides e associa-los aos sorotipos

identificados.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bovinocultura no Brasil com foco em sanidade

No Brasil, a bovinocultura fez-se presente desde o inicio da colonizacéo,
influenciando no processo de ocupacédo e desenvolvimento econdémico do pais. Em 1534,
durante o periodo colonial, iniciou-se a introdugdo do gado zebuino (Bos indicus) no
Brasil. Os animais, trazidos a Capitania de S&o Vicente, vindos do Arquipélago de Cabo
Verde, possessdo portuguesa na Costa da Africa, eram utilizados inicialmente em trabalhos
de lavoura e para alimentacdo. Em torno de 1870-1875 ocorreram as primeiras importacdes
de animais voltadas a criacdo, por encomenda de pecuaristas do Rio de Janeiro e da Bahia.
Estas importacdes foram motivadas pelos baixos indices de desempenho das ragas
europeias em condigdes brasileiras. A entrada de bovinos, no Brasil, ocorreu em trés
correntes de acordo com as regides de origem: (i) bovinos trazidos de Acores e Cabo
Verde, que originaram os grandes rebanhos crioulos, muito adaptados, porém pouco
produtivos; (ii) bovinos de racas europeias especializadas, que logo se degeneraram na
regido central e tiveram o seu estabelecimento como ragas puras somente na regido sul do
Brasil, e (iii) bovinos zebuinos, vindos da india, que encontraram no Brasil condigbes
propicias a sua expansao (AZEVEDO, 2007).

Embora durante o periodo colonial tenha sido introduzido ndmero muito maior de
bovinos europeus do que de zebuinos, logo se evidenciou a falta de adaptacdo das racas
europeias, 0 que estimulou as importacdes do gado zebu, mais rustico e resistente.
Possivelmente, junto com estes animais, foram introduzidos patdgenos (virus, bactérias,
fungos) e parasitas, dos quais ainda ndo se havia registros no Brasil. Em 1921, o governo
brasileiro proibiu oficialmente a entrada de gado indiano no pais, devido a ocorréncia de
peste bovina em alguns animais importados. Essa restri¢cdo as importa¢fes durou cerca de
nove anos. A erradicacdo da peste bovina foi confirmada pela Organizacdo Mundial de
Saude Animal em 2011, sendo considerada a segunda doenca erradicada pelo homem apés
a variola (OIE, 2012).

Ao longo dos anos, a producgdo pecuaria evoluiu no Brasil, passando de uma simples
atividade de subsisténcia familiar para a posicdo de abastecedor mundial de proteina
animal (LEMOS, 2013). Essa posicdo de grande produtor para atender o mercado interno e

externo é resultado da revolucdo verde e de importantes avancos biotecnologicos, alem da



modernizacdo do parque industrial brasileiro nas décadas de 1960 e 1970 e da expansao
internacional da industria processadora de carne (CAMPOS, 1994).

Os seguintes avangos tecnologicos aplicados a pecudria, que permitiram o incremento
da qualidade e quantidade produzida, podem ser destacados: (i) melhoramento genético
animal; (ii) pastagens plantadas e adaptadas as condigdes geoclimaticas locais; (iii) uso de
defensivos e fertilizantes; e (iv) maior investimento em capacitacdo profissional. Além
disso, o desenvolvimento de politicas pablicas que permitem que o animal seja rastreado
do seu nascimento até o abate e o maior controle da sanidade animal e seguranca alimentar,
contribuiram para que o pais atendesse as exigéncias dos mercados internacionais
rigorosos e, consequentemente, conquistasse espaco no cenario mundial (MAPA, 2014).

O Brasil possui 209,13 milhdes de cabecas de gado distribuidas em 167 milhdes de
hectares, com uma lotacdo de 1,25 cabecas por hectare, representando 14% do total da
producdo mundial de carne, sendo detentor do maior rebanho comercial de bovinos do
mundo (FARM NEWS, 2017). O Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil chegou a R$ 5,9
trilhdes, o PIB do agronegocio alcangou R$ 1,26 trilh&o, representando 21% do PIB total
brasileiro. Ja o PIB da pecuaria chegou a R$ 400,7 bilhdes, representando 30% do
agronegocio brasileiro (ABIEC, 2016). Além disso, o Brasil estd entre os lideres de
exportacdo de carne, com vendas para mais de 180 paises. Tais indicadores econdémicos e a
presenca da atividade em todos os estados brasileiros evidenciam a importancia econémica
e social da bovinocultura do pais (MAPA, 2014).

O rebanho bovino brasileiro é composto por 80% de racas zebuinas (Bos indicus), que
correspondem a animais de comprovada rusticidade e adaptacdo as diferentes regifes do
Brasil. Dentre essas racas, destaca-se a Nelore com 90% do total do rebanho nacional. O
clima predominantemente tropical e a extensdo territorial do pais contribuem para os
indices da bovinocultura, uma vez que permitem a criacdo dos animais em areas de
pastagens em sistemas de criacao extensiva e semiextensiva (MAPA, 2014; ABIEC, 2016).

A sanidade do rebanho € extremamente importante para evitar o aparecimento de
doencas que possam comprometer os indices de produtividade. Doencas infecciosas, por
exemplo, como as causadas por virus (Tabela 1), sdo endémicas em rebanhos bovinos no
Brasil, sendo uma das principais causas de morte de animais, perda da eficiéncia produtiva,
queda na producédo de leite e de ganho de peso, condenacdo de carcacas e restricdo a
exportacdo. As viroses, por induzirem esses prejuizos, tanto na producéo de carne como de
leite, estdo associadas as doengas mais economicamente importantes para a producédo de
bovinos (PEREZ et al., 2002).



Tabela 1-Relacao dos principais virus causadores de doencgas em rebanhos bovinos no Brasil

Familia Género Espécie Enfermidade/ Sintomas
Adenoviridae Atadenovirus Adenovirus bovino Infeccdo subclinica ou
(BAdV-D) doenca respiratéria leve

Coronaviridae

Flaviviridae

Herpesviridae

Gammaherpesvirinae

Parvoviridae

Paramyxoviridae

Papillomaviridae

Poxviridae

Reoviridae

Retroviridae

Rhabdoviridae

Coronavirus

Pestivirus

Varicellovirus
Simplexvirus

Macavirus

Bocaparvovirus

Respirovirus
Pneumovirus

Epsilonpapillomavirus

Orthopoxvirus

Parapoxvirus

Orbivirus

Rotavirus
Deltaretrovirus

Vesiculovirus
Lyssavirus

Coronavirus Bovino
(BCoV)

Virus da diarreia viral
bovina tipo 1 e 2 BVDV- 1,
BVDV- 2 e Hobi-like

Herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1)

Herpesvirus bovino tipo 2
(BoHV-2)

Herpesvirus bovino tipo 5
(BoHV-5)

Febre catarral maligna
(OHV-2)

Parvovirus bovino

Virus da Parainfluenza
Bovina 3(PIV-3)

Virus respiratério sincicial
bovino (BRSV)

Papilomavirus bovino — 1,
4,3,57

Virus da Variola Bovina

Virus da Pseudovariola
Bovina, Virus da
Estomatite papular bovina

Bluetongue virus (BTV)

Rotavirus Bovino

Virus da Leucemia Bovina
(BLV)

Estomatite Vesicular
Raiva

Gastrenterite

Diarreia viral bovina

Rinotraqueite
infecciosa/vulvovaginite
pustular
infecciosa/balanopostite
pustular infecciosa, abortos/
mamilite herpética/
encefalite herpética

Herpesvirus ovino
LesBes vesiculares

Gastrenterite

Doencas respiratorias e
pulmonares

Papilomas com les6es
cutaneas e de mucosas

Lesdes vesiculares em
tecidos e mucosas

Lesdes vesiculares em
tecidos e mucosas

Lingua Azul

Diarreia dos bezerros
Leucose Bovina

LesGes vesiculares
Sindrome neuroldgica

Fonte: Compilado de vérios autores: Flores (2007); ICTV (2016).

Quando se discute sobre as barreiras de carater sanitario, duas doengas merecem

destaque, em funcao de sua relevancia nas exportacOes brasileiras de carne bovina: a febre

aftosa, virose induzida pelo Foot-and-mouth disease virus; e a encefalopatia espongiforme



bovina (BSE), também conhecida como doencga da vaca louca, causada por prion (proteina
infecciosa). O Brasil encontra-se ha mais de 10 anos sem relato de qualquer foco de aftosa,
sendo que essa conquista foi resultado do Programa Nacional de Erradicacdo e Prevencao
da Febre Aftosa (PNEFA). Atualmente, o pais € classificado pela OIE como zona livre de
febre aftosa com vacinagéo, sendo que 77,2% do territorio nacional sdo reconhecidos como
livres de febre aftosa, &rea que engloba 25 Estados brasileiros, ou seja, 99% do rebanho
domeéstico susceptivel do pais sdo criados em zona livre de febre aftosa com vacinacéo.
Vale ressaltar que a zona livre de febre aftosa (sem vacinacdo) contempla o Estado de
Santa Catarina. A classificacdo de niveis de risco para essa doenca leva em consideracdo
ndo s6 a presenga do virus ou ocorréncia de casos clinicos da doenca, mas também a
qualidade do servico veterinario, a situacdo de areas vizinhas, a cobertura vacinal, entre
outros critérios (MAPA, 2014). A febre aftosa representa uma ameaca para o bem estar da
populacdo, devido ao seu impacto sobre a economia de diversos paises. Os produtos
comercializados devem ser oriundos de rebanhos livres desta enfermidade, demonstrando a
estreita relacdo existente entre salde publica, ambiente, bem-estar social e a economia
como um todo (PITUCO, 2006).

Com relacdo a BSE, mesmo apds os dois casos atipicos da doenca registrados um no
Estado do Parana em 2012 e outro no Estado do Mato Grosso, em 2014, as autoridades
internacionais reconheceram a vigilancia t sanitaria desenvolvida no Brasil, e classificaram
0 pais como de "Risco Insignificante” (MAPA, 2014).

Em virtude de risco a satde publica, da diminuicdo da produtividade dos rebanhos
infectados, das perdas econémicas para o produtor e de uma possivel diminuigcdo de
competitividade do produto nacional (bovinos, carne, leite e derivados) no comércio
internacional, 0 MAPA tem investido em programas de sanidade animal. Esses programas
tém a finalidade de salvaguardar a satde do rebanho bovino brasileiro e evitar a imposicéo
de barreiras ndo tarifarias pelos paises importadores, como: o Programa Nacional de
Erradicacdo da Febre Aftosa-(PNEFA); o Programa Nacional de Raiva dos Herbivoros e
outras Encefalopatias (PNCRH); e o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) (MAPA, 2001). Os programas tém como objetivos
especificos: a reducdo da prevaléncia e da incidéncia de novos casos de determinadas
doencas, bem como a cria¢do de um namero significativo de propriedades certificadas e/ou
monitoradas, que oferecam ao consumidor produtos de baixo risco sanitario (MAPA,
2014).



Neste contexto, a lingua azul (LA) é uma enfermidade de notificagdo compulsoria, que
faz parte da lista de doencas para diagndéstico diferencial de febre aftosa, de acordo com o
PNEFA. Entre as preocupacfes com as consequéncias socioecondmicas causadas pela LA,
na cadeia produtiva da bovinocultura, destacam-se: as perdas pelas restricbes na
importacdo e exportagdo de animais (e de sémen), e os transtornos reprodutivos relatados
na Europa (COSTA et al., 2006; OIE, 2008). Além disso, a importancia e a complexidade
do papel do gado bovino como reservatério do virus, o continuo surgimento de focos de
infeccdo e/ou da doenca em diversos paises e a contaminacdo de produtos bioldgicos tém
dificultado o comércio destes produtos em paises do Mercosul, Estados Unidos e Europa
(VENDITTI, 2009).

3.2 A bovinocultura no Estado de Sao Paulo

O Estado de S&o Paulo, localizado ao sul da regido sudeste do Brasil, tem uma
extensdo territorial de 248.222,362 Km?, o que corresponde a 2,9% do territorio nacional.
Possui 645 municipios e faz fronteira com Minas Gerais (norte e nordeste), Rio de Janeiro
(nordeste), Parana (sul), Mato Grosso do Sul (oeste) e Oceano Atlantico (leste) (IBGE,
2016).

A cadeia produtiva da bovinocultura apresenta-se como uma das principais atividades
agropecuérias do Estado de Séo Paulo, superada somente pela cana-de-aglicar. A carne
bovina corresponde a 10,7% do valor da producdo agricola (VPA), contabilizando R$ 6,6
bilhdes dos R$ 61,5 bilhdes totalizados na agropecuaria do Estado. Concentradas na regido
oeste do Estado, Sdo Paulo possui um rebanho bovino superior a 10 milhdes de cabecas,
com destaque para os municipios de Presidente Prudente, Presidente Venceslau,
Andradina, General Salgado e Sdo José do Rio Preto. As criacfes sdo predominantemente
extensivas, e 0s animais, em sua maioria, sdo da raca zebuina (ABIEC, 2016). Apesar do
Estado de S&o Paulo ndo deter o maior rebanho nacional (concentrado, atualmente, no
Estado de Mato Grosso), possui condi¢des climaticas adequadas para a producdo. Além
disso, conta com servigos de assessoria para 0 manejo fitotécnico, com uso eficiente da
pastagem e qualidade genética dos animais, aliados a programas de manejo sanitario e
programas de vacinagédo contra as principais doengas que ameagam a sanidade do rebanho.
Esses fatores proporcionam um bom desempenho, ndo somente dos animais, mas também

da economia do setor.


http://www.infoescola.com/parana/

O Estado paulista possui um importante papel na cadeia produtiva da bovinocultura
nacional, com 128.238 propriedades com bovinos, nas quais 73,34% de seus animais sao
exclusivamente destinados para corte. Destaca-se também na exportacdo de carne bovina,
representando 27,5% da producéao nacional, além de ser o lider no segmento da industria de
transformacédo de proteina animal e principal centro de consumo brasileiro (IBGE, 2016;
ABIEC, 2016). Com a instalacdo de diversos frigorificos por todo o Estado, Sdo Paulo
ocupa o segundo lugar no ranking nacional de capacidade de abate, considerando o0s
servigos de inspecdo federal, estadual e municipal, estando atras somente do Estado do
Mato Grosso. Com um rebanho de tais proporces, os produtores e as autoridades
sanitarias devem sempre estar atentos ao planejamento sanitario e estabelecerem
estratégias de manejo dentro e fora da propriedade, com o objetivo de controlar
preventivamente as doencas que podem afetar direta ou indiretamente o desenvolvimento

do setor.

4 Bluetongue virus (BTV), o “virus da lingua azul”: classificacdo, propriedades
bioldgicas e moleculares, histérico, distribuicédo geografica e epidemiologia

4.1 Historico, classificacao e taxonomia

A lingua azul (LA) foi originalmente reconhecida como doenca de ovinos e bovinos
na Africa do Sul, no final do século XVIII, sendo publicada na literatura cientifica como
malarial catarral fever ou "Epizootia Catarral das Ovelhas”. Em 1905, foi sugerido o
nome bluetongue referindo-se a cianose de lingua, um dos sinais clinicos da doenca. No
ano seguinte, 1906, associou-se a presenca de um virus como 0 agente etioldgico da
doenca, mais tarde denominado Bluetongue virus (BTV). Inicialmente, foi reconhecida
como doenga de ruminantes restrita ao continente africano. Contudo, a confirmacéo da
doenga fora do continente africano se deu no Chipre, em 1924, sendo constatado um
importante surto de LA nos anos de 1943 e 1944, que levou a morte de aproximadamente
2.500 ovelhas (70% de mortalidade em animais infectados). Sugeriu-se, na ocasido, que
cepas menos virulentas tinham causado os primeiros surtos ndo reconhecidos na ilha. A
doenga foi reconhecida subsequentemente nos Estados Unidos, em 1948, e ao sul da
Europa, em 1956, causando a morte de aproximadamente 75% dos animais afetados. Os
surtos de LA no Oriente Médio, Asia, Europa e Estados Unidos, no inicio dos anos 1940 e

1950, levou a sua descri¢do como uma “doenga emergente” (ROY, 2008).
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De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2016),
Bluetongue virus (BTV) é a espécie tipo do género Orbivirus, subfamilia Sedoreovirinae,
familia Reoviridae, que, atualmente, é considerada a maior familia de todos os virus de fita
dupla de RNA (dsRNA). Além disso, esta familia é a mais diversificada em termos de
gama de hospedeiros, sendo que espécies de Reoviridae podem infectar fungos, plantas,
animais invertebrados (artropodes e moluscos) e vertebrados (peixes, répteis, aves e
mamiferos, incluindo o homem). Os genomas das espécies de virus pertencentes a esta
familia podem ser constituidos de 10, 11 ou 12 segmentos de dsRNA. Os virions tém
morfologia icosaédrica e tamanho caracteristico (60-85 nm de didmetro), ndo apresentam
envelope lipidico, e sdo constituidos por proteinas arranjadas em duas ou trés camadas
conceéntricas, que normalmente refletem a simetria icosaédrica (Figura 1). Os 15 géneros
reconhecidos de Reoviridae estdo agrupados em duas subfamilias (Sedoreovirinae e
Spinareovirinae) (Tabela 2), e podem ser diferenciados de acordo com as seguintes
caracteristicas: tamanho, numero de camadas e estrutura do capsideo, numero de
segmentos do genoma, natureza e nimero das proteinas estruturais, e padrdo de reatividade
com antissoros. Um dos mecanismos relacionados a variabilidade genética dos reovirus é o
processo conhecido por rearranjo (reassortment), que consiste na troca de segmentos
gendmicos, comum em células infectadas por um ou mais virus relacionados. O rearranjo
de genomas, normalmente, determina o surgimento de estirpes de uma mesma espécie
dentro de cada género da familia Reoviridae (MERTENS; ATTOUI; MELLOR, 2008).
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Capsideo

Intermediario

VP-2

Capsideo

VP-5 Interno

VP-7

VP-4 (cap)
VP-1 (RdRp)
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dsRNAs

Figura 1 - Representagdo esquematica da particula de Bluetongue virus (BTV) evidenciando as diferentes
proteinas estruturais e as trés camadas dos capsideos [externo (outer capsid) — formado pelas proteinas VP-2
e VP-5; intermediario (intermediate capsid) — formado pela proteina VP-7; e interno (inner capsid) —
formado pela proteina VVP-3]. Os capsideos abrigam 10 segmentos de RNA de fita dupla (dsSRNAS) e trés
proteinas estruturais a eles associadas (VP-1, VP-4 e VP-6). llustracdo: Dr. A. L. R. Chaves.

O género Orbivirus contém, atualmente, 22 espécies reconhecidas pelo ICTV (ICTV,
2016 — www.ictvonline.org). Dessas espécies, ha virus que induzem doencas severas, tanto
em animais domésticos quanto em animais selvagens. Ha outras que infectam aves e
mamiferos, incluindo animais destinados a produ¢do como ruminantes (bovinos, ovinos,

caprinos), equideos, camelideos, entre outros.
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Tabela 2- Relagdo das subfamilias, géneros, nimero de componentes gendmicos, camadas do
capsideo e hospedeiros dos virus da familia Reoviridae.

Subfamilias/Géneros N° de segmentos de N° de camadas do Hospedeiros
RNA capsideo
Sedoreovirinae
Cardoreovirus 12 3 Artropodes
Mimoreovirus 11 3 Protistas fotossintéticos
marinhos
(Micromonas).
Orbivirus 10 3 Mamiferos, aves e
artrépodes®
Phytoreovirus 12 3 Plantas e insetos®
Rotavirus 11 3 Mamiferos e aves
Seadornavirus 12 3 Humanos, mamiferos e
mosquitos?
Spinareovirinae
Aquareovirus 11 2 Peixes e moluscos
Coltivirus 12 3 Mamiferos e
artrépodes®
Cypovirus 10 1 Insetos
Dinovernavirus 9 1 Desconhecido. Replica

em uma variedade de
linhagens de células de

mosquito
Fijivirus 10 2 Plantas e insetos?
Idinoreovirus 10 2 Insetos
Mycoreovirus 11/12 2 Fungos
Orthoreovirus 10 2 Mamiferos, aves e

répteis
Oryzavirus 10 2 Plantas e insetos?

Fonte: compilado de véarios autores: Mertens; Attoui; Mellor (2008); ®Atua como vetor na transmisséo para
outros hospedeiros.

Os orbivirus sdo transmitidos por carrapatos ou insetos hematéfagos, sendo capazes de
se replicar nesses vetores e, portanto, sdo denominados de “arbovirus” ou ‘“virus
transmitidos por artropodes” (arthropod-borne viruses). Na Tabela 3 estdo relacionadas as
espécies de Orbivirus e seus respectivos vetores e hospedeiros, com destaque para o BTV,

virus que induz a doenca da lingua azul (bluetongue), tema do presente trabalho.
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Tabela 3- Espécies e respectivos vetores e hospedeiros do género Orbivirus.

Espécies Vetores Hospedeiros

African horse sickness virus (AHSV) Culicoides spp. Equideos, cées, elefantes, camelos,
bovinos, ovinos, caprinos, humanos,
predadores canivoros

Bluetongue virus (BTV)*" Culicoides spp. Bovinos, ovinos, cervideos,
camelideos, ruminantes silvestres e
alguns predadores carnivoros

Changuinola virus (CGLV) Phlebotomines Humanos, roedores e preguicas

Chenuda virus (CNUV) Carrapatos Aves marinhas

Chobar Gorge virus (CGV) Carrapatos Morcego

Corriparta virus (CORV) Mosquitos Humanos e roedores

Epizootic hemorrhagic disease virus Culicoides spp. Bovinos, ovinos, cervos, camelos,

(EHDV)° Ihamas, ruminantes silvestres e

marsupiais

Equine Encephalitis virus (EEV) Culicoides spp. Equideos

Eubenangee virus (EUBV) Culicoides spp., Marsupiais e bovinos
Anopheles spp., Aedes
spp.

Great Island virus (GIV) Carrapatos Aves marinhas, humanos e roedores

leri virus (IERIV) Mosquitos Aves

Lebombo virus (LEBV) Mosquitos Humanos e roedores

Orungo virus (ORUV) Mosquitos Humanos,camelos,bovinos,

ovinos,caprinos e macacos

Palyam virus (PALV) Culicoides Bovinos e ovinos
spp.,Mosquitos

Peruvian horse sickness virus (PHSV) Mosquitos Equinos

St Croix River virus (SCRV) Carrapatos Carrapatos

Umatilla virus (UMAV) Mosquitos Aves

Wad Medani virus (WMV) Carrapatos Animais domésticos e roedores

Wallal virus (WALYV) Culicoides spp. Marsupiais

Warrego virus (WARV) Culicoides spp. Marsupiais

Wongorr virus (WGRV) Culicoides spp. Bovinos e marsupiais

Yunnan orbivirus (YUOV) Culex tritaeniorhyncus ~ Hospedeiro desconhecido

*Tabela adaptada de Mertens; Attoui; Mellor (2008) e atualizada; ®Espécie tipo do género Orbivirus,
®Ocorréncia relatada no Brasil

4.2 Bluetongue virus (BTV): caracteristicas gerais e propriedades biomoleculares

O BTV apresenta elevada variabilidade genética, sendo classificado em diferentes
sorotipos, de acordo com a sequéncia de aminoacidos da proteina VVP-2 (capsideo externo),
que esta diretamente associada ao relacionamento soroldgico. Atualmente, baseado em
testes moleculares e de soroneutralizagdo, 27 sorotipos distintos j& foram reconhecidos,
com a possivel adi¢do do sorotipo 28 (isolado no oriente médio) e sorotipo 29 (isolado na
Africa do Sul), que ainda n&o tiveram suas sequéncias depositadas no GenBank (MAAN et
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al., 2011; 2015; 2016), ocorrendo em zonas tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
incluindo Africa, Américas, Australia, sudeste da Asia e Europa. Recentemente, tanto na
China quanto na Italia, foram identificados possiveis novos sorotipos de BTV, ambos
geneticamente semelhantes aos sorotipos 25, 26 e 27, porém ainda ndo totalmente
caracterizados (MACLACHLAN, 2004; ROY; NOAD, 2006; ROY, 2008; SCHWARTZ-
CORNIL et al., 2008; HOFMANN et al., 2008; CHAIGNAT et al., 2009; SPERLOVA;
ZENDULKOVA, 2011; MAAN et al., 2011; ZIENTARA et al., 2014; PULLINGER et al.,
2016; SUN et al., 2016; LORUSSO et al., 2016).

As particulas do BTV sdo constituidas por trés camadas proteicas concéntricas
denominadas capsideo externo (outer capsid), capsideo intermediario (intermediate
capsid) e capsideo interno (inner capsid), as quais envolvem e protegem o genoma viral
(Figura 1), que, por sua vez, é constituido de 10 segmentos lineares de dsRNA com
tamanho total de cerca de 19.200 pares de bases (pb). O tamanho desses segmentos de
dsRNA varia de 3.954 a 822 pb, e sdo identificados como segmentos de 1 a 10 (Seg-1 a
Seg-10) em ordem decrescente de seus respectivos pesos moleculares (Figura 3). O BTV
codifica sete proteinas estruturais (viral proteins, VP-1 a VP-7) e cinco proteinas ndo
estruturais (non-structural, NS1, NS2, NS3/NS3a, NS4 e S10-ORF2) (MERTENS;
BROWN; SANGAR, 1984; SPERLOVA; ZENDULKOVA, 2011; RATINIER et al.,
2011; STEWART et al., 2015; BELHOUCHET et al., 2011; ICTV, 2016).

O segmento 1 (Seg-1) codifica a polimerase viral (VP-1), que é uma RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), responsavel pela sintese de todos os RNA virais, que atuardo
como RNA mensageiros (MRNA) na traducdo das diferentes proteinas do virus. Além da
RdRp, o BTV codifica duas outras proteinas com propriedades enzimaticas: VP-4
(codificada pelo segmento 4), que tem a funcdo de adicionar o0 cap nos terminais 5 dos
RNA virais; e VP-6 (codificada pelo segmento 9) com a funcdo de helicase (MAAN et al.,
2007).

O segmento 2 (Seg-2) codifica a proteina VP-2, que juntamente com a proteina VP-5,
codificada pelo segmento 6 (Seg-6), formam o capsideo externo do virus. A VP-2 é
responsavel pelo reconhecimento de receptores na membrana da célula hospedeira,
enquanto a VP-5 é uma proteina de fusdo que media a penetragdo do virus na célula
hospedeira. Anélises filogenéticas mostraram que os segmentos 2 e 6 do genoma do BTV

sd0 0s componentes que apresentam as maiores variabilidades genéticas. As sequéncias de
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nucleotideos do segmento 2 de isolados do BTV permitem a formacéo de diferentes grupos
(clados), de acordo com a variabilidade genética entre os sorotipos, e também podem ser
utilizadas para sorotipificar os isolados do virus (MAAN et al., 2007). Em outras palavras
0 segmento 2, que codifica a proteina VP-2, é determinante na identificacdo dos diferentes
sorotipos, pois contém a maioria dos antigenos neutralizadores virais que possibilitam a

identificacdo de populagdes de virus geneticamente muito semelhantes.

De acordo com analises filogenéticas de sequéncias de nucleotideos do segmento 2, 0s
sorotipos do BTV foram agrupados em clados denominados sorogrupos. Membros do
mesmo sorogrupo apresentam identidade de sequéncia de nucleotideos superior a 66,9%:
“A” (BTV-4, -10, -11, -17, -20, -24), “B” (BTV-3, -13, -16), “C” (BTV-6, -14, -21), “D”
(BTV-8, -18, -23), “E” (BTV-5 € -9), “F” (BTV-7 e -19), “G” (BTV-12 e -22), “H” (BTV-
1), “T” (BTV-2), “J” (BTV-15), “K” (BTV-25 e -27), “L” (BTV-26) (MAAN et al., 2011;
ZIENTARA et al., 2014) (Figura 2). Vale ressaltar que membros que fazem parte de um
mesmo clado podem apresentar reacdes cruzadas em testes soroldgicos, 0 que pode
dificultar nas interpretacdes dos resultados de diagnostico e/ou identificacdo (esses

aspectos serdo discutidos no item diagnostico).

O capsideo interno e o capsideo intermediario sdo formados, respectivamente, pelas
proteinas VVP-3 (codificada pelo segmento 3) e VP-7 (codificada pelo segmento 7), sendo
que essas proteinas (VP-3 e VP-7) sdo mais conservadas entre os sorotipos do BTV do que
as proteinas do capsideo externo (VP-2 e VP-5). A proteina VVP-7 tem sido utilizada como
alvo para testes de ELISA para o BTV. J& o segmento 3, em funcdo de ser conservado, é
alvo para a deteccdo das diferentes espécies do género Orbivirus (ATTOUI et al., 2005;
2009).
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Figura 2- Reconstrugdo filogenética obtida a partir do alinhamento das sequéncias de aminoécidos deduzidos
da proteina VVP-2 dos 27 sorotipos de Bluetongue virus (BTV) por Neighbor-joining e analise de bootstrap
com 1.500 replicagdes (valores indicados nos ramos) com o programa MEGA 5.2. A barra indica o nimero
de substituicdes por sitio. As letras mailsculas (A a L) indicam os sorogrupos (clados) de acordo com Maan
etal. (2011) e Zientara et al. (2014).

Cinco proteinas ndo estruturais foram identificadas em células infectadas pelo
BTV: NS1, com 644 kDa codificada pelo segmento 5 (Seg-5), esta associada a formacao
de tabulos; NS2, com 409 kDa codificada pelo segmento 8 (Seg-8), esta associada a matriz
dos corpos de inclusdo; NS3/NS3a, com 256 kDa codificada pelo segmento 10 (Seg-10),
esta associada com a saida do virus da célula; e, mais recentemente, duas proteinas, NS4
(codificada pelo segmento 9) e S10-ORF2 (ROY, 1992; FIRTH, 2008). Na Figura 3 podem
ser observados, respectivamente, os 10 segmentos genémicos e as proteinas codificadas do
BTV. Na Tabela 4 estdo relacionadas as caracteristicas dos 10 segmentos de RNA

gendmicos e das proteinas do BTV.
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Figura 3- Representagdo esquematica do padrdo de eletroforese (em gel de agarose 1%) dos dez segmentos
de RNA lineares (Seg-1 a Seg-10) do BTV, em ordem decrescente de seus respectivos pesos moleculares e as

respectivas proteinas codificadas (SILVA, 2017).



18

Tabela 4- Caracteristicas dos segmentos gendmicos e das proteinas do Bluetongue virus (BTV)

Segmento Tamanho (pb) Proteina Peso molecular Localizagéo Funcéo da proteina na

Gendmico da proteina (kDa) célula

Seg-1 3954 VP-1 149 Interior da Polimerase

particula viral
(core)

Seg-2 2926 VP-2 111 Capsideo externo Proteina de
acoplamento,
determinacéo de
sorotipos e epitopos

Seg-3 2772 VP-3 103 Capsideo interno Estrutural

Seg-4 2011 VP-4 764 Interior da Enzima que adiciona o

particula viral cap
(core)

Seg-5 1770 NS1 644 Tubulo Movimento intracelular

Seg-6 1639 VP-5 591 Capsideo externo Penetracgdo viral

Seg-7 1156 VP-7 385 Capsideo Proteina de acoplamento

intermediario a célula de inseto e
determinacéo de
sorogrupo

Seg-8 1123 NS2 409 Na4o estrutural Selecédo de RNA

Seg-9 1046 VP-6 357 Interior da Helicase

particula viral
(core)
Seg-10 822 NS3/NS3a 256 N&o estrutural Auxilio no egresso das

particulas virais

Fonte: Adaptada de Mertens; Attoui; Mellor (2008) e atualizada.

4.3 Aspectos relacionados com a transmisséo do BTV

4.3.1 O vetor

Amplamente disseminado no Brasil, o mosquito conhecido popularmente como
“maruim”, “borrachudo”, “mosquito pdlvora” ou “mosquito-do-mangue”, € um diptero
hematdfago, pertencente a familia Ceratopogonidae, género Culicoides, e atua como vetor
bioldgico do BTV. Sdo conhecidas, na literatura, mais de 1.300 espécies de Culicoides
(BORKENT; WIRTH, 1997; MELLOR, 2000), mas apenas cerca de 30 espécies foram
identificadas como vetores competentes do virus (MEISWINKEL et al., 2004).

Os Culicoides estdo distribuidos por todos os continentes, sendo que a principal
espécie transmissora do BTV € o C. imicola, considerado o vetor mais eficiente na Europa,
Africa e Asia. Essa espécie foi descrita como vetor competente em casos de LA ocorridos
em Portugal, Espanha, Grécia, Chipre, Italia, Israel, Turquia, entre outros paises
(MELLOR, 1990). Além disso, outras espécies como C. obsoletus e C. pulicaris
apresentam potencial de transmissdo na Europa (MEHLHORN et al., 2009). Na América
do Norte, C. variipennis é o principal vetor do BTV, enquanto que na Australia os
principais vetores do virus sdo: C. waddai, C. brevitarsis, C. fulvus e C. actoni (MELLOR,
2000). Na América Central e Caribe, C. insignis foi a espécie predominante (95%) nas

coletas realizadas préximas de criagdes de ruminantes, sendo isolados os sorotipos BTV-3
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e BTV-6 (MO et al., 1994). Em uma érea lacustre situada entre a Argentina e o Paraguai,
21 espéecies de Culicoides foram capturadas, sendo novamente C. insignis a mais
abundante. Porém, ndo foi realizada a identificacdo do virus (RONDEROS; GRECO;
SPINELLI, 2003). No Brasil, apesar da fauna de Culicoides ser pouco estudada, em
pesquisas realizadas nos Estados do Acre, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Maranh&o, e
Amap4, C. insignis foi identificado como a espécie mais abundante nestas regides. Apesar
da presenca do virus ndo ter sido detectada no vetor, estas regides possuem comprovada
evidéncia sorologica da presenca do BTV (SILVA et al.,, 2001; LAENDER, 2002;
BARROS et al., 2007; FELIPPE-BAUER et al., 2008; SARAIVA, 2011).

Os Culicoides sao ubiquitarios e mais frequentemente presentes em areas quentes,
umidas e alagadas (terrenos alagadicos, lodosos), que sdo ricas em matéria organica e
abundantes em hospedeiros dos quais 0s insetos podem se alimentar. O periodo de
atividade do vetor concentra-se cerca de uma hora antes do pér do Sol até uma hora depois
do nascer do Sol (MELLOR, 2000). O ciclo de vida desses insetos tem duracdo de duas a
seis semanas, € direto e envolve um ovo, quatro estagios larvais, pupa e adulto. O adulto
geralmente vive por dez a vinte dias, mas pode sobreviver por até 90 dias em condigdes
mais frias. As fémeas de algumas espécies de Culicoides precisam ingerir uma refeicéo de
sangue de trés a quatro dias antes da postura dos ovos e se alimentar em intervalos mais ou
menos de quatro dias. Os machos apresentam caracteristicas morfolégicas distintas das
fémeas, e por apresentarem aparelho bucal ndo apto a sugar sangue, sua alimentacdo é
baseada em sucos vegetais, ndo sendo atraidos por animais (BIRLEY et al., 1982;
MELLOR, 2000; LYSYK; DANYK, 2007; VERONESI et al., 2009).

4.3.2 Transmissao

O BTV é quase sempre transmitido por mosquitos do género Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae), portanto, surtos dependem da presenca concomitante de insetos vetores
competentes e animais ruminantes suscetiveis (MELLOR, 2000). Os Culicoides adquirem
0 BTV quando fémeas hematofagas ingerem sangue de um hospedeiro virémico. O virus se
replica no trato digestério e em 6rgédos alvo secundarios, incluindo as glandulas salivares.
O intervalo entre a ingestdo e a habilidade subsequente para transmitir o virus é chamado
de periodo de incubacdo extrinseco e sua duracdo depende da temperatura, levando cerca
de 10 dias a 25°C (WELLBY et al., 1996). A incidéncia sazonal da LA ¢é restrita as épocas
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do ano, nas quais as fémeas adultas estdo presentes (WITTMANN; BAYLIS, 2000). As
fémeas de Culicoides requerem pelo menos um repasto sanguineo para a conclusdo de um
ciclo ovariano. Dessa forma, o pico de atividade desses insetos esta relacionado com seu
ciclo reprodutivo. Este fator é relevante na prevaléncia da LA, podendo o virus ser
transmitido a cada repasto para ruminantes susceptiveis como representado na Figura 4
(MELLOR, 1990; WARD, 1994; LOBATO, 1999; WITTMANN; BAYLIS, 2000).

’f * ~ ~ . ~ .
. Fémea ndo infectada " * Fémea infectada

Periodo de

/\ incubagdo extrinseca

%«?‘—.f
Hospedeiro infectado

A\
| Fémea infectada

>

Hospedeiro sadio

Figura 4- Ciclo simplificado de transmissdo do Bluetongue virus (BTV) em bovinos com a presenga do inseto
vetor (fémeas de Culicoides sp.) (SILVA, 2017).
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A quantidade de mosquitos infectados pelo BTV dependera do nivel de viremia do
hospedeiro, da competéncia do inseto como vetor e do nimero de picadas (EUROPEAN
COMMISSION, 2014). A viremia € essencial a transmissdo do BTV, uma vez que nessa
fase da infeccdo o virus encontra-se associado as células sanguineas, principalmente
monocitos, linfocitos e eritrécitos (OSBURN, 1994a; 1994b). Dessa forma, o ruminante
virémico serve como fonte de virus para o vetor e atua como reservatorio para a
manutencdo do virus (BREARD et al., 2004). A duragdo da fase virémica nas diferentes
espécies animais tem uma relacdo direta com a importdncia de cada espéecie na
epidemiologia do virus. Viremias tém sido descritas em periodos de cerca de 50 dias em
ovinos e caprinos, de 28 a 41 dias em bisdo (Bison spp.), e de mais de 100 dias em bovinos
(KOUMBATI et al., 1999; CLAVIO et al., 2002). Apesar da infeccdo do BTV ser
subclinica em bovinos, esses animais sdo considerados um importante reservatorio do virus
em virtude do longo periodo da fase virémica e dos altos titulos virais durante esse periodo
(WARD, 1994; WARD; CARPENTER; OSBURN, 1994; BREARD et al., 2004).

4.3.3 Outras formas de transmissao

Na maioria dos casos, 0s Culicoides sdo responsaveis pela transmissdao do BTV,
exceto outros em que o piolho do ovino (Melophagus ovinos), carrapato Ornithodoros
coriaceus e mosquitos (Aedes lineatopennis e Anopheles vagus) podem estar envolvidos na
transmissao (mecanica), porém ndo apresentam papel significante na epidemiologia da
doenca, por ndo ser uma associacdo bioldgica constante entre virus, vetor e hospedeiro
(RADOSTITS, 1994).

Estudos confirmaram a transmissao venérea em bovinos, de modo que o sémen de um
touro virémico pode transmitir o BTV, seja através de monta natural ou inseminacéao
artificial (BOWEN; HOWARD, 1984). Porém, essa € uma forma de transmissdo rara e a
presenca do virus no sémen de touros restringe-se ao periodo de pico da viremia
(AFSHAR; EAGLESOME, 1990; OSBURN, 1994a; 1994b; WRATHALL; SIMMONS;
VAN SOOM, 2006).

A transmissdo transplacentaria depende da estirpe do virus e estado imune da fémea
(DARPEL et al.,, 2009), entretanto foram descritos casos em bovinos (THOMAS;
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RANDALL; MYERS, 1986; DESMECHT et al., 2008; DARPEL et al., 2009;
SANTMAN-BERENDS et al.,, 2010), ovelhas (FLANANGAN; JOHNSON, 1995;
SAEGERMAN et al., 2011), cabras (BELBIS et al., 2013) e cdes (WILBUR et al., 1994).
A transmissdo oral, apesar de ainda pouco estudada, foi descrita em casos de ingestdo de
placenta de um feto bovino infectado, e também pelo colostro (MENZIES et al., 2008;
MAYO et al., 2010). Além disso, o virus pode ser transmitido por vacinas vivas atenuadas
modificadas (compostas de amostras de sorotipos do VLA com potencial para causar a
contaminacdo de fetos), quando aplicadas em fémeas gestantes. A possibilidade de morte
embrionaria relacionada ao VLA tem sido reportada com base em estudos
epidemioldgicos, em que um aumento do intervalo entre partos (153 - 112 dias) e uma
menor taxa de concepc¢do no primeiro servico foram associados a soroconversdo e ao
isolamento viral em fémeas prenhes (WRATHALL et al., 2006). Apesar disso, pouco se

sabe sobre a capacidade de transmisséo congénita do VLA.

Estudos demostram que o BTV-26 ¢é facilmente transmitido atraves da transmissao de
contato direto (secrecBes e aerossdis) entre cabras, este sorotipo foi isolado pela primeira
vez em ovelhas no Kuait (MAAN et al., 2011; BATTEN et al., 2014).

4.3.4 Circulo de hospedeiros e sinais clinicos

O BTV pode infectar todas as espécies de ruminantes (bovideos, cervideos e
camelideos). Os sinais clinicos da doenca sdo mais severos em animais selvagens, e mais
comumente observados em ovelhas (HOWERTH; GREENE; PRESTWOOD, 1988;
DARPEL et al.,, 2007). A doenca pode apresentar desde manifestacdes subclinicas
(assintomaticas) a casos fatais, o que dependera do sorotipo, estirpe viral, espécie e idade
do animal infectado (ELBERS et al., 2008).

Segundo Laender (2002), todas as racas de ovinos sdo suscetiveis a LA, mas em graus
variaveis, ocorrendo frequentemente em racas exoticas introduzidas em regides tropicais
ou em rebanhos nativos localizados proximos a areas consideradas endémicas. Os
diferentes graus de suscetibilidade parecem estar relacionados as diferentes reacdes
imunoldgicas de cada raca (WARD; CARPENTER; OSBURN, 1994). No Brasil, algumas
racas de ovinos como Lacaune, Texel, Hampshire Down, Corriedale e Santa Inés ja foram
diagnosticadas com anticorpos contra 0 BTV (ANTONIASSI et al., 2010; BALARO et al.,
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2014). Na América do Sul, ragas nativas de ovinos tém alta prevaléncia de anticorpos, mas
raramente apresentam sinais clinicos, 0 que sugere apresentarem resisténcia a LA
(CLAVIJO et al., 2002).

Os bovinos apresentam um importante papel na epidemiologia da LA, pois possuem
prolongada viremia e altos titulos virais sem apresentar manifestacdo clinicas (TWEEDLE;
MELLOR, 2002). Entretanto, em epidemias causadas pelo BTV-8 na Europa, foi
observada doenca clinica em bovinos (DARPEL et al., 2007; ELBERS et al., 2008).
Estudos revelam uma possivel preferéncia de algumas espécies de Culicoides por um
hospedeiro especifico. Diversas espécies de Culicoides de comprovada competéncia na
transmissdo do BTV, como C. brevitarsis, C. brevipalpis, C. wadai e C. fulvus, se
alimentam preferencialmente de bovinos (LOBATO, 1999). Além disso, os bovinos
apresentam outros fatores de susceptibilidade a infeccdo pelo BTV como: raga, sexo e
idade. Estudos sugerem que as racas de Bos taurus sdao mais suscetiveis a infec¢cdo pelo
BTV do que as ragas de Bos indicus, e que estes, por sua vez, sdo mais suscetiveis do que
individuos provenientes de cruzamentos entre as espécies. Tem sido observado que a
soroprevaléncia da LA aumenta com a idade, sendo provavelmente um reflexo do maior
tempo de exposicdo ao vetor e, consequentemente ao virus (WARD; CARPENTER;
OUSBORN, 1994; GONZALEZ; PEREZ; SINGER, 2000).

No Brasil, provavelmente menos de 1% dos bovinos infectados apresentam
manifestacdo clinica apés a infeccdo (LOBATO, 1999). Quando se observam sinais
clinicos nos bovinos, estes sdo menos graves do que nos ovinos e se caracterizam por
febre, salivacdo, edema dos labios, corrimento nasal com lesdes ulcerativas da lingua e
cavidade oral. E por ser uma doenca que pode apresentar ocasionalmente lesées na mucosa
oral e nasal, esta incluida na lista de doencas diferenciais de febre aftosa (RIET-CORREA
etal., 1996).

Em ovinos, a doenca se manifesta de forma crénica ou aguda, podendo apresentar
altos indices de mortalidade e um periodo de incubagdo de quatro a oito dias. Os principais
sinais clinicos da LA s&o: queda na producdo, febre, apatia, hiperemia dos labios e narinas
com salivacdo excessiva e secre¢do nasal serosa, mucopurulenta que, ap6s secar, forma
uma crosta em torno das narinas. Também sdo observados frequentemente edema de face e
lingua, podendo evoluir, nos casos mais graves, para cianose de lingua. Hemorragia,

conjuntivite, dispneia, diarreia hemorragica profusa e perda de 18 também sdo sinais
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clinicos frequentes. No estagio avancado da doenga, 0s ovinos podem apresentar
hemorragia na porcdo coronéria dos cascos, laminite, torcicolo e degeneracdo muscular,
resultando em costas arqueadas e claudicacdo (BREWER; MACLACHLAN, 1994,
TWEEDLE; MELLOR, 2002; DARPEL et al., 2007; KIRSCHVINK; RAES;
SAEGERMAN, 2009). A infeccdo em ovelhas prenhes pode levar & mumificagdo fetal,
aborto e ao nascimento de cordeiros fracos com potenciais defeitos congénitos
(hidrocefalia, cisto cerebral e displasia da retina) (MACLACHLAN; CONLEY;
KENNEDY, 2000; SAEGERMAN et al., 2011). Ovelhas com infeccdo crénica podem
apresentar outras doencas secundarias, como pneumonia bacteriana (MACLACHLAN;
GARD, 2009). Cabras sdo, normalmente, menos afetadas pelo BTV e raramente
apresentam sinais clinicos da doenca, que, quando ocorrem, apresentam-se de forma mais
branda (DERCKSEN et al., 2007).

4.3.5 Patogénese do virus da lingua azul

Apos a introducdo do BTV no animal (hospedeiro), por meio da picada do culicoide, o
virus é transportado para células dendriticas da pele do hospedeiro para a linfa local, que
serdo os sitios iniciais da replicacdo do virus (HEMATI et al., 2009; MACLACHLAN et
al., 2009). Posteriormente, as particulas virais propagam-se para a circulacdo sanguinea,
induzindo uma viremia em 6rgdos secundarios, ganglios linfaticos, baco e pulmdes
(SANCHEZ-CORDON et al., 2010). O virus se replica em células endoteliais vasculares,
macrofagos e linfocitos (BARRATT-BOYES; MACLACHLAN, 1994; MACLACHLAN
et al., 2009; DREW et al., 2010), ocorrendo a disseminacao por meio dos vasos linfaticos
e/ou vasos sanguineos. Mediadores vasoativos produzidos por células reticulares
dendriticas, macréfagos e células endoteliais infectadas pelo virus contribuem para a
extensiva disfuncdo endotelial e faléncia vascular que é caracteristico da LA fulminante
(PARSONSON, 1990; BREARD et al., 2004). Na viremia precoce, 0 virus esta associado a
todos os elementos do sangue, enquanto em estagios posteriores de viremia o virus associa-
se exclusivamente aos eritrécitos (MACLACHLAN et al., 1990; 2009; MACLACHLAN,
2004). O virus livre em baixos titulos pode ser encontrado no plasma sanguineo nas fases
iniciais da infeccdo (MACLACHLAN et al., 1990).

Em bovinos, os surtos sdo esporadicos, a morbidade é variavel e/ou nula. A viremia,

nos ruminantes infectados, esta altamente associada aos eritrécitos e plaquetas. Devido a
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baixa meia vida das plaquetas no sangue, no decorrer da infecgdo, os virus ficam
associados somente a invaginacdo dos eritrocitos, permitindo prolongada viremia. Com
isso, 0s anticorpos especificos de BTV sdo detectados aproximadamente duas semanas
depois da infeccdo natural e podem persistir entre quatro e seis anos (ESCHBAUMER et
al., 2010; MAYO et al., 2010).

4.3.6 Epidemiologia da lingua azul e sua distribui¢éo no Brasil e no mundo

A epidemiologia da LA é mundialmente classificada em trés zonas de infeccdo: (i)
zona endémica, em que a infec¢do € comum e geralmente subclinica, com a presenca de
diferentes sorotipos; (ii) zona epidémica, em que a doenca ocorre em intervalos regulares,
influenciados pelas condic6es climaticas, favorecendo a disseminacdo do vetor; e (iii) zona
incursiva, em que a doenca ocorre apenas em intervalos, pois as condi¢des climaticas ndo
favorecem a reproducdo do vetor, sendo que 0s surtos que ocorrem nesta zona estio
associados ao carreamento do vetor infectado por meio do vento e subsequente reproducao
durante o verdo, desaparecendo no outono e inverno (OSBURN, 2004; ROY, 2008).

Tradicionalmente, o virus esta presente nas regides geograficas entre as latitudes 40°N
e 35°S, considerada area de abrangéncia dos vetores (RODRIGUEZ-SANCHEZ et al.,
2008; WILSON; MELLOR, 2009). Na América do Norte e China, a propagacdo do virus
atinge &reas localizadas a 50°N (MELLOR, 2000).

A transmissdo do BTV é influenciada tanto pela distribuicdo e biologia de insetos
vetores como também pelo clima, sendo que diferentes estirpes do virus sdo perpetuadas
dentro de distintos ecossistemas e em regifes geogréaficas separadas por diferentes espécies
de vetores. Todos os segmentos do genoma do BTV mostram significativas variagdes nas
sequéncias de nucleotideos, que parcialmente se correlacionam com as origens geogréaficas
do virus. Isso sugere que o surgimento inicial de sorotipos do BTV foi seguido por um
periodo significativo de isolamento geogréfico, permitindo sucessivas mutacGes e 0
surgimento de geragcdes de linhagens do virus geograficamente distintas (“topotipos™)
(MAAN et al., 2007; 2010). Tais observagdes tém sido possiveis pela aplicacéo de técnicas
moleculares de genotipagem, que proporcionaram mais dados sobre a epidemiologia do
BTV e sobre a extensdo da sua evolucdo. Contudo, estudos de epidemiologia molecular

tém demonstrado que a recente emergéncia de LA, por exemplo, no continente europeu,
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coincide com mudancas climaticas, que aparentemente acarretaram no aumento tanto da

distribuicdo quanto no tamanho das populag6es dos insetos vetores da regido (ROY, 2008).

O BTV estd mundialmente distribuido, sendo identificado em todos os continentes
com excegdo da Antartida (GIBBS; GREINER, 1994; MACLACHLAN, 2010). Apos o
primeiro relato do BTV, em 1924 no Chipre, surtos da doenga ocorreram posteriormente
em 1943, 1944, 1951, 1965 e 1977, e continuam sendo registrados até os dias atuais. A
Europa, nas Ultimas décadas, tem sofrido com a invaséo de distintas estirpes de diferentes
sorotipos como BTV-1, -2, -4, -8, -9, e -16, com novas introdugdes quase todos 0s anos,
resultando na morte de mais de 1,8 milhdes de animais (MERTENS; ATTOUI; MELLOR,
2008). O BTV-8, provavelmente originario de paises africanos, foi o causador de uma das
maiores epidemias, ocorrida em 2006, no norte da Europa, afetando paises como Holanda,
Alemanha, Bélgica e Franca. Mais tarde, o sorotipo 8 se espalhou pela Gra-Bretanha,
Suica, Dinamarca e Republica Checa (SAEGERMAN; BERKVENS; MELLOR, 2008;
SCHWARTZ-CORNIL et al., 2008; HENDRICKX, 2009). Posteriormente, novos surtos
de BTV foram relatados na Hungria, Austria, Suécia e Noruega em 2008 e 2009
(CARPENTER; WILSON; MELLOR, 2009; AGREN et al., 2010; KAMPEN; WERNER,
2010; LEWERIN et al., 2010).

A estirpe do BTV-8 que invadiu o norte da Europa era altamente virulenta. Além
disso, apresentava caracteristicas distintas das estirpes de campo de BTV, relatadas em
surtos anteriores, tais como sinais clinicos severos ndo apenas em ovelhas, mas também em
bovinos, e relacionados a casos de transmissao transplacentaria (MACLACHLAN, 2010).
Em 2008, o BTV-6 foi identificado na Holanda e na Alemanha, e 0 BTV-11 na Bélgica.
Confirmou-se que ambos os sorotipos foram derivados de estirpes vacinais (DE CLERCQ
et al.,, 2009; ESCHBAUMER et al., 2010), provavelmente introduzidas na Europa por
meio do uso ilegal de vacinas atenuadas (MACLACHLAN, 2010).

Desde 2000, na lItalia, mais especificamente na regido da Sardenha, foram
identificadas epidemias envolvendo os sorotipos do BTV-1, -2, -4, -8 e -16. Em 2012,
ocorreram reinfecgdes causadas pelos sorotipos BTV-1 e -4. Andlises filogenéticas
determinaram que o BTV-4, envolvido no surto, tratava-se de uma estirpe recombinante do
BTV-1. Foi constatado também que o mesmo BTV-4 é circulante no norte da Africa
(LORUSSO et al., 2013).
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Na india, a LA é endémica e existem evidéncias da circulagio de pelo menos 22
sorotipos, sendo que, até o momento, 13 diferentes sorotipos (BTV-1, -2, -3, -4, -6, -9, -10,
-12, -16, -17, -18, -21 e -23) foram isolados (CHAND et al., 2015). Embora a Australia
tenha sido considerada inicialmente livre de BTV, em 1978, o virus foi identificado ao
norte do territdrio australiano, e foram isolados os sorotipos BTV-1, -3, -9, -15, -16, -20, -
21 e -23, e mais recentemente os sorotipos BTV-7 e -2, respectivamente, em 2007 e 2008,

sendo considerada uma grande ameaca ao seu rebanho ovino (MELVILLE, 2004; 2015).

Na América do Norte, o0 BTV tem sido notificado desde 1952 com uma epidemia
causada pelo sorotipo BTV-10 isolado em ovelhas infectadas na California. J& os sorotipos
de BTV-11, -17, -13 e -2 foram isolados no Novo México (1955), Wyoming (1962),
Idaho/Florida (1967) e Florida (1983), respectivamente, sendo que tais sorotipos agora sdo
considerados endémicos no territério norte americano. Mais tarde, o BTV-1 foi
identificado na Louisiana (2004), BTV-3 na Floérida e Mississippi (1999-2006), e os
sorotipos BTV-5, -6, -14, -19 e -22 foram isolados na Florida (2002-2005) (MERTENS;
ATTOUI; MELLOR, 2008). Os sorotipos BTV-1, -3, -4, -6, -8, -12 e -17 foram
identificados na América Central e no Caribe (MERTENS et al., 2005). Paises proximos
aos subtrépicos como os Estados Unidos tém grandes chances de possuirem rebanhos

infectados por doenca enzodtica de forma endémica.

Considerando-se que grande parte do territério da América do Sul esta localizada em
uma &rea endémica para a ocorréncia de BTV, com temperatura e umidade favoraveis ao
desenvolvimento dos vetores competentes, evidéncias soroldgicas indicam que o virus esta
presente na regido, embora a doenca clinica ndo seja observada em bovinos (LOBATO,;
GUEDES; MATOS, 2015).

Em 1978, foi descrito o primeiro relato de BTV na Ameérica do Sul, sendo que foi
evidenciada a presenca de anticorpos anti-BTV indicando exposicdo dos animais ao virus
(SILVA, 1978). Estudos soroldgicos apontam para a presenca do BTV no Peru e no Chile
(LOPEZ; NICOLETTI; GIBBS, 1985; TAMAYO et al., 1985; LAGER et al., 2004,
MERINO MENA, 2011). No Equador, foi confirmada a infec¢do por BTV- 9, -13, -18 em
bovinos (VERDEZOTO et al., 2017). Na Bolivia, confirmou-se a infecgdo, mas néo foi
observada a doenca clinica. O Paraguai é classificado como territorio com suspeita da
doencga, sem confirmagdo, enquanto que no Uruguai o virus ainda nao foi reportado (OIE,
2012).
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Na Colémbia, a presenca dos sorotipos BTV-12, -14 e -17 foi confirmada (HOMAN et
al., 1985). Na Guiana, os sorotipos BTV-14 e -17 foram identificados, € no Suriname
identificaram-se os sorotipos BTV-6, -14 e -17 (GUMM et al., 1984). Na América do Sul,
0s Unicos paises que possuem o BTV isolado e identificado por RT-gPCR e
sequenciamento de porgdes do genoma sédo: Brasil (BTV-4, -12, -3, -14, -17, -18, -19 e -
22), Argentina (BTV-4) e Guiana Francesa (BTV-2, -13 e -17) (CLAVIJO et al., 2002;
ANTONIASSI et al., 2010; LEGISA et al., 2013; BALARO et al., 2014; VIAROUGE et
al., 2014; OIE, 2016).

No Brasil, em 1980, de um total de 60 bovinos exportados do pais para os Estados
Unidos, oito desenvolveram anticorpos contra o BTV, identificados por meio da técnica de
IDGA. Além disso, observou-se a presenca de anticorpos especificos contra os sorotipos 4
e 20, por meio de VN, durante o periodo de quarentena. A partir de um dos animais, foi
isolado o sorotipo BTV-4 (GROOCOCK; CAMPBELL, 1982).

Em abril de 2001, em Curitiba, no Estado do Parana, ocorreu o primeiro relato de BTV
como doencga clinica. Vinte e um carneiros e um bode apresentaram sinais clinicos
compativeis com LA. O Sorotipo BTV-12 foi identificado por meio de teste de VN e
posteriormente isolado (CLAVIJO et al.,, 2002). Em fevereiro de 2002, no Estado do
Parana, surtos consecutivos de BTV ocorreram envolvendo cabras e ovelhas, porém sem a
identificacdo do sorotipo (LAGER et al., 2004; OIE, 2016).

De marco a abril de 2009, no Rio Grande do Sul, dois surtos ocorreram em duas
fazendas, afetando ovinos de ambos o0s sexos e de diferentes idades. Os animais
apresentavam sinais clinicos sugestivos de LA, sendo posteriormente confirmado o
diagnostico para 0 BTV-12 por RT-PCR e sequenciamento (ANTONIASSI et al., 2010).
De janeiro a abril de 2013, ovelhas leiteiras de uma fazenda em Vassouras no Estado do
Rio Janeiro, apresentaram os resultados clinicos e patoldgicos sugestivos de LA, e por
meio de analise molecular foi identificado BTV-4 (BALARO et al., 2014). De janeiro a
outubro de 2014, no Estado do Rio Grande do Sul, ocorreram sete surtos afetando ovinos
ao longo de nove meses. Os principais sinais clinicos observados foram dispneia com
corrimento nasal e laminite. As principais lesdes observadas foram pneumonia, hemorragia
da arteria pulmonar, e esofagite com ulceras. O BTV-4 foi identificado como sendo o
sorotipo envolvido em todos os surtos. Este foi o primeiro relato de BTV-4 associado com

sinais clinicos neste Estado. Posteriormente, de marco a junho de 2015 e 2016, no Estado
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do Parana, como parte de um projeto de pesquisa sobre doencas dos cervideos na reserva
ecoldgica da empresa ltaipu Binacional, veados (Mazama nana) apresentaram sinais
clinicos sugestivos de BTV seguido de morte. As amostras foram testadas por isolamento
viral, RT-gPCR e sequenciamento, sendo identificados, pela primeira vez, os sorotipos
BTV-3, -14, -18, -19 e -22 no territorio brasileiro (OIE, 2016). O BTV-17 foi isolado pela
primeira vez no Brasil de ovelhas infectadas no Estado do Rio Grande do Sul, e teve sua

sequéncia completa depositada no GenBank (MATOS et al., 2016).

Todos os relatos de deteccdo de BTV (Figura 5) citados ocorreram
predominantemente em periodos quentes e Umidos, de modo que estas condi¢Ges
climaticas podem favorecer a reproducdo dos insetos vetores e consequentemente a
infeccdo pelo BTV. Desde o primeiro relato de BTV no Brasil, varios levantamentos
soroldgicos, incluindo diferentes espécies de ruminantes domésticos e selvagens, tém
evidenciado a presenca de reacgdes positivas para 0 BTV em diversos Estados brasileiros,
como: Paraiba (MELO et al., 2000), Par& (MARTINS et al., 2011), Minas Gerais
(CASTRO et al.,, 1992; LOBATO et al., 2001; KONRAD et al., 2003), Sdo Paulo
(VENDITTI, 2009; NOGUEIRA et al., 2009; BERNARDES, 2011; NOGUEIRA et al.,
2016 ), Parana, Santa Catarina (LAGER, 2004), Rio Grande do Sul (COSTA, 2000;
COSTA et al., 2006), Mato Grosso do Sul (TOMICH et al., 2009), Tocantins (NEGRI
FILHO et al., 2016) e Pernambuco (MAIA et al., 2016), porém, ndo foram observados

sinais clinicos nos animais.
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Figura 5 - Linha do tempo com a relagéo dos principais fatos relacionados a ocorréncia e deteccdo do BTV no Brasil. ‘Groocok; Campbell (1982);
Moreira; Silva; Viana,1980; *Cunha; Souza; Teixeira, 1982; “Abreu, 1982; °Cunha; Souza; Passos, 1987; ®Cunha; Souza; Teixeira 1988; 'Clavijo
et al., 2002; ®Costa, 2000; *Melo et al., 2000, °Lobato et al., 2001; *Silva (2001); '*Silva (2002); **Antoniassi et al., 2010; *Nogueira et al., 2008;
BAlves et al., 2009; *Venditti , 2009; *"Balaro et al., 2014; ®Guimarées et al. (Dados néo publicados); **OIE (2016).



31

4.4 Diagnostico

Ao longo dos anos, o conhecimento sobre o BTV foi cada vez mais aprofundado e
aprimorado, sendo que, atualmente, diferentes técnicas sensiveis e especificas sdo utilizadas

para a deteccdo do virus, sendo extremamente Util na vigilancia epidemioldgica da doenca.

Os sinais clinicos do BTV podem ser facilmente confundidos com os de outras doencas
que afetam ruminantes, tais como: febre aftosa, febre catarral maligna, fotossensibilizagéo,
intoxicagdo por plantas, variola ovina, rinotraqueite infecciosa, diarreia viral bovina,
estomatite papular bovina e doenca hemorrdgica epizootica. Por isso, o diagndstico
diferencial dessas doencas é fundamental para a confirmacdo da presenca do BTV
(TWEEDLE; MELLOR, 2002; WILLIAMSON; WOODGER; DARPEL, 2008; SAVINI et
al., 2011).

O diagnostico clinico de LA pode ser baseado em sinais clinicos post-mortem, e
confirmado por exames laboratoriais, sendo a deteccdo realizada por meio de métodos
moleculares ou isolamento viral. As amostras selecionadas para a analise podem ser: sangue
com anticoagulante, soro e amostras de tecido colhidas post-mortem como baco, linfonodo,
medula 0ssea, lingua, figado, coracdo, cérebro, além de fetos abortados (AFSHAR, 1994;
TWEEDLE; MELLOR, 2002).

O método mais sensivel para o isolamento do virus consiste na inoculagdo do material
suspeito em ovo embrionado de galinha (OEG) com 9 a 12 dias, sendo a via intravenosa a
mais indicada. Em casos de amostras de sangue com baixo titulo viral, a inoculacdo em
ovelhas pode ser uma boa alternativa. O virus pode ser isolado em Vvérios tipos de linhagens
celulares de mamiferos [BHK-21 (Baby hamster kidney cell), VERO (African green monkey
kidney), CPAE (Calf Pulmonary Artery Endothelial Cell)] e de insetos (KC — derivada de
Culicoides sonorensis, e C6/B6 de Aedes albopictus) (WECHSLER; MCHOLLAND;
TABACHNICK, 1989; MECHAM, 2006).

A identificacdo dos sorotipos, por sua vez, pode ser obtida por meio de sequenciamento
da ORF da VP-2 (presente no Seg- 2). Recentemente, Maan et al. (2016) desenvolveram e
validaram primers e sondas especificas para a identificacdo de 27 (+1) sorotipos de BTV,
tendo como alvo o seg-2, por meio de RT-PCR quantitativa (sorotipo-especifica). O emprego

desta técnica consiste em uma alternativa rapida, sensivel e especifica na deteccdo e
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identificacdo do virus. Para a detec¢do do BTV em amostras clinicas (sangue e tecidos) e
culturas de células infectadas, a RT-PCR tém sido utilizada com primers especificos para
anelamento na ORF NS-1, ou com primers universais desenhados para regifes altamente
conservadas da ORF S7. Um teste altamente sensivel baseado em RT nested-PCR para a
deteccdo de BTV no inseto vetor foi também desenvolvido com base em sequéncias da ORF
NS-1 (WILSON; MELLOR, 2009). Vale ressaltar que a RT-PCR com primers desenhados
para anelamento na ORF NS-1 tem sido um dos testes oficiais, recomendado pela OIE, para
diagnostico do BTV em animais que serdo transportados e/ou comercializados entre
diferentes paises (OIE, 2016). Nos ultimos 5 anos, diversos trabalhos foram publicados na
literatura mundial envolvendo a utilizacdo de RT-PCR em tempo real, tanto para a deteccéo
quanto para a sorotipagem do BTV (VANBINST et al., 2010; LEBLANC et al., 2010).

Recentemente, um teste de diagndstico baseado em amplificacdo de DNA a temperatura
constante (Loop-Mediated Isothermal Amplification, LAMP), a partir de sangue, foi
desenvolvido para a deteccdo da porcdo gendmica correspondente a ORF NS-1
(MOHANDAS, 2015). Outras técnicas baseadas em eletroforese dos segmentos de dsRNA
genébmicos do BTV também sdo utilizadas, tanto em géis de agarose como em géis de
poliacrilamida (RNA-PAGE), que permitem a separacéo e visualizagdo dos 10 segmentos de
RNA do BTV (RAMAKRISHNAN et al., 2005).

Além da deteccdo dos antigenos, anticorpos (sorogrupo-especifico) contra o BTV podem
ser detectados por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de competi¢do (c-ELISA),
ELISA indireto (i-ELISA), e imunodifusdo em gel de agar (IDGA). Tais métodos de
diagnostico indireto utilizam como alvo as proteinas VP-3 (codificada pelo seg- 3) e VP-7
(codificada pelo seg- 7), que, por serem mais conservadas entre os sorotipos do BTV (do que
as proteinas do capsideo externo - VP-2 e VP-5), sdo determinantes na identificacdo das
espécies do género Orbivirus. A técnica de IDGA tem sido deixada de lado por alguns
laboratdrios, por ndo permitir a distingdo do BTV dos outros Orbivirus (virus da Doenca
Equina Africana, virus da Doenca Hemorragica Epizooética, Virus da Encefalite Equina e o
Virus Palyam) (ATTOUI et al., 2005; 2009). Outros testes de diagnostico baseados no
reconhecimento antigeno-anticorpo, tais como imunoflorescéncia (IF), teste de fixacdo do
complemento (FC), inibicdo de hemaglutinacdo (IH), podem ser utilizados, porém néo para o
diagnadstico rotineiro do BTV (OIE, 2012).
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A virusneutralizagdo (VN) foi a principal técnica empregada neste trabalho. Dada a sua
sensibilidade e especificidade, a VN é recomendada pela OIE como técnica padrdo (gold
standard) na quantificacdo e identificacdo de anticorpos especificos contra o BTV (OIE,
2012). O principio deste teste diagndstico é simples, e se assemelha as interacdes entre
anticorpos e virus que ocorrem in vivo. Porém, em algumas situagdes como, por exemplo, no
caso de virus como o BTV, que apresenta elevada variabilidade (com mais de uma dezena de
sorotipos), a sua interpretacdo pode ser complexa devido a ocorréncia de reagdes cruzadas. No
caso do BTV, o alvo (antigeno) é a proteina VP-2, que além de ser responsavel pelo
reconhecimento dos receptores (epitopos) na membrana da célula hospedeira, em funcéo da
sua variabilidade, é utilizada na determinacdo dos diferentes sorotipos via VN (MAAN et al.,
2007). Esta técnica permite o reconhecimento, principalmente, da classe especifica de
anticorpos imunoglobulina G (1gG), responsaveis pela resposta imune secundaria ou de
memoria. A VN consiste em uma reacdo in vitro o, resumida na interacdo entre um virus-
padrdo, previamente quantificado, e anticorpos especificos presentes no soro sanguineo (ou
outros fluidos corporais que possam conter anticorpos). A mistura (soro+virus) € submetida a
diluicBes crescentes do soro com uma quantidade constante de virus, geralmente 100-200
Doses Infectantes em Cultura de Célula 50% (DICCsp). Em seguida, a mistura é incubada por
aproximadamente 1 hora, sendo que, nesta etapa, 0s anticorpos presentes no soro neutralizam
0 virus-padrdo. ApOs esse periodo, sdo adicionadas as células de cultivo. A mistura
(soro+virus+célula) é incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO, por no minimo 48
horas, até a leitura dos resultados. Caso o0 soro testado contenha anticorpos neutralizantes
especificos, os virus (principalmente a proteina do capsideo externo VP-2) sdo bloqueados
pelos anticorpos, impedindo a interacdo do virus com os receptores celulares. Os resultados
da VN sdo analisados em microscépio de luz, sendo visualizada a inibicdo do efeito citopatico
padrdo (ECP), ou seja, as celulas permanecem integras e bem confluentes quando ocorrer
interacdo virus-anticorpo, o0 que significa a presenca de anticorpos do virus na amostra
analisada. Ao contrério, na auséncia de anticorpos neutralizantes especificos no soro testado,
0s virus-padrdo ndo serdao neutralizados e, portanto, infectardo as células, induzindo alteracdes
morfoldgicas visiveis nas células (ECP), sendo esta amostra considerada ndo reagente ao
virus. E importante lembrar que, antes de realizar a VN, 0 soro a ser testado deve ser
submetido a inativacédo do sistema (cascata) complemento, por meio de incubagdo em banho-
maria a temperatura de 56°C por 30 minutos. Este procedimento é fundamental para o sucesso

do teste, pois quando o sistema complemento permanece ativo, ocorre a eliminagdo dos
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complexos Ag-Ac. Neste caso, a ndo inativacdo deste sistema levaria & indugéo de resultados
“falsos negativos” (FLORES, 2007).

Testes de VN, embora mais sensiveis e especificos que os demais testes sorologicos, tém
a desvantagem de serem trabalhosos e consumirem maior tempo para a obtencdo dos
resultados. Além disso, poucos laboratérios no mundo possuem a disposicdo um banco de
virus com todos os sorotipos de BTV. A VN é considerada uma técnica de referéncia para
pesquisa de anticorpos, e recomendada para a confirmacdo dos resultados positivos ou
inconclusivos obtidos por ELISA. E uma técnica sensivel, especifica e quantitativa, o que
permite a identificacdo especifica dos sorotipos (OIE, 2012). Como toda técnica diagnostica,
a VN apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de uma estrutura laboratorial
adequada, que permita a producdo e manutencdo dos cultivos celulares, em quantidade e
qualidade para suprir a necessidade. Além disso, é uma técnica trabalhosa, de dificil
automacdo e de custo moderado, caso o sistema ja esteja instalado. Outro inconveniente é
relativo ao tempo de no minimo quatro dias para a obtencdo dos resultados, além da
necessidade de um banco de virus padrdo incluindo todos os sorotipos detectados até o
momento e devidamente armazenados, que sdo fundamentais para a execucdo da técnica
(FLORES, 2007).

4.5 Prevencdo e Controle

A LA ndo possui um tratamento especifico para os animais infectados, e em alguns casos
¢ indicada a administracdo de medicamentos anti-inflamatérios e ndo esteroides
(RADOSTITS, 1994; TWEEDLE; MELLOR, 2002).

Sabe-se que é praticamente impossivel pensar em eliminar completamente 0s mosquitos
Culicoides do ambiente natural. Porém, é possivel reduzir as populacdes dos mosquitos para
niveis ineficazes de transmissdo. A protecdo dos animais em estabulos pode ser melhorada
com a colocacgéo de telas, portas e janelas feitas de uma malha fina ou um tecido grosseiro,
impregnado com inseticida (RADOSTITS, 1994; CALVETE et al., 2010). A prevencdo de
ataques de vetor pode também ser realizada por meio do controle de mosquitos adultos com a
utilizacdo de inseticidas registrados, aplicados no exterior ou interior de estdbulos ou até
mesmo diretamente em animais sensiveis (MEHLHORN et al., 2009; SCHMAHL, 2009).

Entretanto, o conhecimento da fauna entomol6gica competente de cada regido, bem como
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associacGes ao comportamento dos insetos, como habitos alimentares (diurno ou noturno),
preferéncia de hospedeiros, caracteristicas reprodutivas (periodo necessario para concluir um
ciclo de postura), preferéncia por ambientes internos ou externos (pasto ou estabulos), sdo

fundamentais para aplicacdo de medidas eficientes de prevencéo e controle de vetores.

A imunizacéo profilatica por meio de vacinas é uma medida eficaz e muito utilizada em
diversos paises do mundo para o controle da LA. E importante destacar que a vacinacdo deve
ser sorotipo-especifica (BHANUPRAKASH et al., 2009) e, portanto, antes da utilizacdo deve-
se conhecer o(s) sorotipo(s) prevalente(s) na regido. As vacinas vivas atenuadas tém sido
comercializadas e utilizadas com sucesso na China, Africa do Sul, além de diversos paises
Europeus (STOTT; OSBURN; ALEXANDER, 1985; MURRAY; EATON, 1996; ODEON;
SCHORE; OSBURN, 1997; BHANUPRAKASH et al., 2009). Uma dose de vacina atenuada
é suficiente para proporcionar uma boa protecdo por, pelo menos, um ano e pode fornecer
protecdo contra infeccdo com outro sorotipo de BTV (dependendo do sorogrupo), porém, com
a eficiéncia diminuida (TWEEDLE; MELLOR, 2002). As vacinas vivas atenuadas sdo
consideradas de baixo custo de producdo em grandes quantidades, e tém se apresentado
eficazes na prevengdo da doenca clinica da LA (DUNGU; GERDES; SMIT, 2004). No
entanto, possuem alguns inconvenientes, por representarem risco de teratogenia se
administradas em ovelhas em inicio de gestacdo. Também tem sido considerada a
possibilidade da ocorréncia de recombinagdo génica entre cepas do virus vacinal e de campo,
resultando em novos tipos virais, que podem induzir variacdes nas caracteristicas conhecidas

de viruléncia, ou expressar novas propriedades antigénicas (BREARD et al., 2004).

Portanto, 0 uso de vacinas deve ser feito apds testes de seguranca para avaliar
possibilidade de reversdo viral e passagem transplacentaria do virus e suas possiveis
consequéncias adversas, antes de serem administradas de acordo a espécie e 0 sorotipo. Savini
(2014) relatou que, em vacina viva modificada, o BTV-2 e BTV-9 foram capazes de cruzar a
barreira transplacentaria e induzir aborto e ma formacdo dos fetos em bovinos, ovinos e

caprinos.

Vacinas inativadas sdo selecionadas, pois o virus inativado elimina os riscos de
transmissdo vetorial, a reversdo da viruléncia e o aparecimento de anomalias fetais (OIE,
2008). Estas principalmente quando administradas em bovinos, podem induzir imunidade

com protecdo duradoura, sendo que as desvantagens incluem seu elevado custo de producao
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(vacinacdo requer grandes quantidades de antigeno, adjuvante e inativante) e a necessidade de
um reforco vacinal (SAVINI et al., 2008; 2009).

A India possui um programa de vigilancia de BTV realizado por um conjunto de 6rgos
de pesquisa (All-India Network Program on Bluetongue, AINP-BT) e, atualmente, é
comercializada uma vacina inativada pentavalente para os sorotipos BTV-1, -2, -10, -16 e -23,
que vem mostrando resultados positivos, prevenindo o desenvolvimento da doencga clinica em
hospedeiros susceptiveis com a reducédo de sinais clinicos e da duragédo da viremia (REDDY
etal., 2010).

Desde 1970, o Beatrice Hill Farm (BHF), 6rgdo governamental australiano, realiza um
trabalho de intensa vigilancia e monitoramento de BTV na Austrélia, por meio de bovinos
sentinelas em zonas livres de Orbivirus, pesquisas entomoldgicas com captura e identificacdo
de espécie de Culicoides competentes, estudos com modelos de dispersdo da doenca, além
dos diagnosticos de isolamento, sorologia e molecular (MELVILLE et al., 2015). A proibicédo
imediata da importacdo de animais provenientes de paises com BTV é a medida prioritaria,
seguida pelo monitoramento de fazendas, incluindo exames clinicos, soroldgicos e
moleculares, certificando-se de que os animais estejam livres de BTV (SPERLOVA;
ZENDULKOVA, 2011).

A importancia do BTV e consequentemente os riscos de epidemias da LA na Europa,
levaram & criagdo de leis rigidas pela Comisséo de Regulacdo Europeia (EC — N'1266/2007),
visando o monitoramento, controle e restricdo de transito de animais para evitar a circulacédo
dos diferentes sorotipos de BTV. Atualmente, a Europa esta dividida em 12 zonas de restricdo
[F (sorotipo 8), G (sorotipos 1, 2, 4, 16), H (sorotipo ndo especificado), I (1, 4), J (1), T (1, 2,
4, 8, 16), X (4, 16), Z (1, 16), A2 (1, 2, 16), A3 (4), A4 (1, 4, 8, 16), A6 (1, 4, 16)], que
englobam os seguintes paises: Portugal (I, J), Espanha (I, A3), Itélia (G, I, Z, A3, A6), Franca
(F, T), Austria (A3), Croécia (I, A3), Hungria (A3), Roménia (A3), Bulgaria (A3), Eslovaquia
(A3), Eslovénia (A3), Chipre (X), Malta (H), Grécia (X, A3, A4) (Figura 6) (EUROPEAN
COMISSION, 2017).
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Figura 6 - Circulacdo de sorotipos de BTV e zonas de restri¢do europeias, definidas pela Comisséo de Regulacéo
Europeia. Mapa atualizado em fevereiro de 2017 e retirado da internet no  site
https://ec.europa.eu/food/animals/animal-diseases/control-measures/bluetongue_en acesso em margo/2017.

No Brasil ndo existe um programa nacional de vigilancia e monitoramento do BTV, e o
uso de vacinas ainda é proibido. Isto porque os estudos de BTV no pais, até 0 momento, sdo
incipientes e limitados. Ainda ndo se sabe quais sdo todos os sorotipos circulantes, e
tampouco quais sdo as espécies de vetores competentes em cada regido. Contudo, o BTV
representa uma ameaca constante a sanidade de rebanhos e a economia. Portanto, o presente
trabalho teve como objetivo principal identificar quais sdo os sorotipos de BTV circulantes no
Estado de Sdo Paulo. Essas informacgdes poderdo contribuir para futuros programas de

vigilancia zoosanitaria no pais.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostragem e analise de dados

Esta pesquisa foi conduzida seguindo as diretrizes éticas adotadas pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia Animal de Laboratorio e pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (SBCAL/COBEA), e foi aprovado pela Comiss&o de Etica do Instituto Bioldgico, S&o
Paulo, Brasil, protocolo 31/07 (Apéndice A).

A presente pesquisa foi realizada a partir do inquérito soroepidemioldgico para a
caracterizacdo da brucelose bovina no Estado de Sdo Paulo, realizado no periodo de
novembro de 2010 a outubro de 2011. Este inquérito foi desenvolvido de acordo com as
diretrizes do Programa Nacional de Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) instituido pelo
Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2001), e em colaboragdo com a
Coordenadoria de Defesa Agropecuéaria do Estado de Sdo Paulo (CDA), servico veterinario

oficial responsavel pela defesa sanitaria animal no Estado de Sao Paulo.

A CDA ¢ um 6rgdo da administracdo publica direta do Governo do Estado de S&o Paulo,
inculada a Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo. Possui 40
unidades regionais denominados Escritérios de Defesa Agropecuaria (EDAS), que sdo
unidades técnico-administrativas de planejamento, execu¢do e avaliacdo de atividades de
defesa agropecuaria. Os médicos veterinarios dos EDAs foram responsaveis pela colheita de
12.956 soros de bovinos provenientes de 1.743 propriedades do Estado, e também pela

aplicacdo do questionario epidemioldgico nas propriedades amostradas.

O Estado de S&o Paulo foi subdividido em sete macrorregides (circuitos) produtoras de
bovinos (Figura 7), levando-se em consideracdo os diferentes sistemas de producdo, praticas
de manejo, finalidades de exploracdo, tamanho médio dos rebanhos e sistemas de
comercializacdo. A divisdo do Estado em regides correspondentes a circuitos produtores
também levou em consideracdo a capacidade operacional e logistica da CDA/SP, quanto ao
trabalho do (EDA) para a realizacdo das atividades de campo, baseando-se nas areas de

atuacdo de suas unidades regionais (DIAS et al., 2009).
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Figura 7- Mapa do Estado de S&o Paulo subdividido em sete macrorregifes (circuitos) produtoras de bovinos
[Adaptado de Dias et al. (2009)].

Da amostragem total do banco de soros de 12.956 animais, referente a 1.743
propriedades, foi escolhido ao acaso um animal por propriedade reagente ao BTV,
selecionado pelo método de ELISA competitivo de fase sélida (CFS), fornecido pelo Centro
Pan-Americano de Febre Aftosa (PANAFTOSA), e posteriormente testado para o0 BTV-4 por
meio da técnica de VN (NOGUEIRA et al., 2016).

Neste estudo, foram utilizadas 1.598 amostras de soros sanguineos de fémeas bovinas nao
vacinadas contra BTV, com idade igual ou superior a 24 meses, provenientes de 1.598

propriedades e 603 municipios do Estado de Sdo Paulo, como relacionado na Tabela 5.

Tabela 5- Distribui¢do do nimero total de propriedades e animais amostrados, divididos por circuito
produtor de bovinos e municipios do Estado de S&o Paulo.

Circuito Municipios Propriedades Animais
Produtor amostradas amostrados
01 93 255 255
02 124 267 267
03 110 256 256
04 74 243 243
05 91 253 253
06 53 179 179
07 58 145 145

Total 603 1598 1598
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Em cada propriedade amostrada, foi aplicado um questionario epidemioldgico, elaborado
para obter informacdes sobre o tipo de exploracéo e as praticas de manejo empregadas com o
intuito de avaliar os fatores de risco para brucelose e tuberculose (Dias, 2004). Neste estudo,
tais informacdes descritas nos questionarios consideradas relevantes para o estudo
epidemioldgico de BTV, foram utilizadas para avaliar provaveis fatores de risco para a
doenca no rebanho, tais como: (i) tipo de exploracdo pecuaria (corte leite ou mista); (ii) tipo
de criacéo (confinado, semiconfinado e extensivo); (iii) tipo de ordenha (manual, mecénica ao
pé, mecanica em sala de ordenha); (iv) uso de inseminacao artificial e/ou monta natural; (v)
presenca de animais silvestres, incluindo cervideos; (vi) presenca de ovinos/caprinos; (vii)
abortamento nos Gltimos 12 meses; (viii) venda de animais para a reproducao; (ix) abate de
adultos; (x) aquisicdo de bovideos; (xi) aquisicdo de bovideos para reproducao; (xii) aluguel
de pasto; (xiii) compartilnamento de itens, tais como acesso a agua e sal; (xiv) pastagem em
comum com outras propriedades; (xv) presenca de areas alagadas que o gado tenha acesso;
(xvi) gado concentrado; (xvii) piquete de paricao; (xviii) classificacdo da propriedade; (xix)

assisténcia veterinaria.

5.1.1 Anélise de risco

Para a realizacdo do estudo dos fatores de risco associados ao BTV, as varidveis dos
questionarios epidemioldgicos foram submetidas, primeiramente, a analise exploratoria de
dados pelo teste de qui-quadrado (univariada). As variaveis com nivel de significancia igual
ou superior a 80% (p<0,20) foram adicionadas, uma a uma, ao modelo final de regressdo
logistica multivariada (regressao). Foram considerados fatores de risco para 0 BTV as
variaveis com nivel de significancia superior ou igual a 95% (p<0,05) no modelo final.
Quando necessario, realizou-se a recategorizacdo dessas variaveis em escala de risco para a
doenca. Todos os calculos foram feitos no SPSS para Windows versdo 2.2 por meio do

software Epilnfo 7.0.
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5.2 Sorodiagnostico

Os procedimentos descritos a seguir seguem o0s parametros determinados pela
Organizagao Mundial de Saude Animal (OIE), presentes no “Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals” (OIE, 2016), e seguidos pelo Istituto Zooprofilattico

Sperimentale dell'Abruzzo e del Molise "G. Caporale" (IZSAM), Teramo, Italia.

5.2.1 Cultivo celular

Para a producdo das suspensdes virais, titulacdo de virus e testes de VN, foram utilizadas
células da linhagem de epitélio renal de macaco verde africano (African green monkey kidney)
VERO, fornecidas pelo Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell'Emilia Romagna “Bruno
Ubertini” Brescia-1talia. A célula armazenada em nitrogénio liquido e/ou freezer -70°C foi
rapidamente descongelada em agitacdo e imersa em banho-maria a 37°C. Em seguida foi
retirada toda a suspensdo celular e colocada em garrafas de poliestireno de 75 cm? préprias
para cultivo celulares, devidamente identificadas com a data, linhagem celular e passagem da
multiplicacdo, contendo 30 mL de meio de crescimento, composto por meio essencial minimo
(MEM eagle — Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha), acrescido de 20% de soro fetal
bovino (Sigma-Aldrich ®, Steinheim, Alemanha), certificado, e livre de anticorpos contra
BTV ou outros agentes. A garrafa de cultivo foi mantida em estufa a 37°C a 5% de CO,com a
tampa ligeiramente aberta. A partir do segundo dia de incubacdo, observou-se em
microscopio de luz a evolucdo da replicacdo e a vitalidade da célula. No periodo de 2-7 dias
formou-se a monocamada de célula totalmente livre de contaminagdo bacteriana e/ou fungica

visivel ao microscopio.

5.2.2 Multiplicacéo celular

Apbs a total formacdo da monocamada de célula, o meio de crescimento foi removido
cuidadosamente da garrafa para ndo tocar o tapete celular. Foram acrescentados 2 mL de
tripsina-versene (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha), agitou-se lentamente por 30
segundos para homogeneizar a solugdo a monocamada de célula, e em seguida, a solugéo foi
removida com uma pipeta. Novamente foram acrescentados 2 mL de tripsina-versene na
garrafa com a monocamada de célula e foi mantida em estufa a 37°C a 5% de CO, por cerca

de 10 a 15 minutos, até que esta se destacasse por completo.
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Para a manutencéo da linhagem, o repique das celulas foi realizado entre trés e cinco dias,
usualmente na proporcéo 1:3, utilizando-se solucéo de Tripsina-Versene, e soro fetal bovino a
10% para a individualizacdo das células. Para obtencdo das suspensfes de células utilizadas
nas reacles de VN, o repique foi realizado (como descrito no inicio deste item), sendo que a
contagem das células para preparacdo da diluicdo necesséaria (1x10*/mL) foi efetuada em
camara de Neubauer (Optik Labor®, Friedrichshofen, Alemanha).

5.2.3 Virus

Para a realizacdo das reacfes de VN foram utilizados os padrbes virais de referéncia
pertencentes ao banco viral de BTV sorotipos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 e 26 do Departamento de Virologia do IZSAM, Teramo, Italia,

mantidos em freezer -20 °C.

5.2.4 Titulacéo viral

Para determinacdo do titulo viral, BTV (1-26) os lotes foram testados em oito diluigdes
seriadas de razdo dez (10™ - 10®) em meio MEM com 1% de antibi6ticos composto por
(penicilina 10.000 Ul/mL e estreptomicina 10.000 pg/mL Gibco®). Foram distribuidas em
microplaca de 96 pocos e fundo chato (Falcon®) 50uL das dilui¢bes do virus (oito repeticdes
por diluic&o) e 50pL de suspensdo de células VERO, na concentragdo de 1x10* células/mL. A
placa foi incubada a 37°C em estufa com 5% de CO, e umidade controlada. A leitura foi
efetuada 96 horas apds a incubacdo com a utilizacdo de microscopio de luz invertido. O
célculo do titulo viral foi realizado pelo método de Reed; Muench (1938), apresentado na
Tabela 6.
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Tabela 6- Titulo viral de 25 sorotipos de BTV testados nas reagdes de VN, contendo 100 - 300
TCIDsy em 50uL (por cavidade)

Sorotipo Titulo Diluicéo
BTV1 6,63 1:100
BTV2 5,63 1:10
BTV3 5,46 1:10
BTV4 6,00 1:10
BTV5 5,56 1:10
BTV6 5,76 1:10
BTV7 3,63 1:10
BTVS8 5,17 1:10
BTV9 7,43 1:100
BTV10 5,83 1:10
BTV11 5,00 1:10
BTV12 5,44 1:10
BTV13 5,56 1:10
BTV14 6,09 1:10
BTV15 5,42 1:10
BTV16 5,60 1:10
BTV17 4,50 1:10
BTV18 5.79 1:10
BTV19 5,00 1:10
BTV20 5,79 1:10
BTV21 3,79 15
BTV22 5,57 1:10
BTV23 5,44 1:5
BTV24 5,72 1:10
BTV26 3,65 1:5

5.2.5 Virusneutralizagéo (VN)

As amostras de soro bovino foram previamente submetidas a incubagdo em banho-maria
a temperatura de 56°C por 30 minutos, para a inativacdo do sistema cascata complemento.
Para cada sorotipo testado foi preparada uma placa de controle, contendo o soro controle BTV
positivo (S+) e soro controle negativo (S-). Na mesma placa de controle quatro colunas (9-12)
foram reservadas para o controle de célula (kc) e controle de atividade viral (kv), como

esquematizado na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema da Placa 1 de controle, com solugéo viral de 100-300 TCIDg; (t.q.), onde controle de
atividade viral (kv), controle de célula (kc) e controles de soro positivo e negativo (S+ e S-).
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Cada reacdo foi realizada com no maximo 5 placas para cada sorotipo testado (25),

totalizando 125 placas por reagdo. Inicialmente, os soros foram testados a partir da diluicdo

1:10 até a diluicdo 1:80, com o intuito de identificar os soros com maiores titulos de

anticorpos neutralizantes especificos contra o BTV, como esquematizado abaixo na Figura 9.
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Figura 9- Esquema de placa de soros testados por VN (S1, S2, S3, S4, Sn) realizadas com dilui¢do de 1:10

até 1:80.

Na linha A Figura 9, destinada aos soros, foi adicionado 90uL de meio MEM em cada

cavidade e 50pL no restante da placa, com excecdo das cavidades destinadas ao controle de

célula (Kc) em que foram distribuidos 100uL por cavidade. Foram adicionados 10uL de soro

teste (S1...Sn) e de soros controle positivo (S+) e negativo (S-) nas cavidades da linha A
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correspondendo a uma dilui¢do (1:10). Em seguida, foram realizadas dilui¢cGes seriadas de
modo que 50uL da linha A foi diluido até a fila D, e 50uL da linha E foi diluido até a linha H
sempre descartando 50uL na dltima linha, para que cada soro fosse submetido a uma diluicédo
seriada de 1:10 até 1:80, em meio MEM.

5.2.6 Preparo do virus

Os 25 sorotipos de BTV testados foram diluidos em meio MEM, segundo cada titulo
obtido no item (5.2.4), com as respectivas dilui¢des descritas na Tabela 6, de modo que a
solugéo viral para cada um dos sorotipos, obrigatoriamente contivesse de 100 - 300 TCIDs
em 50uL (por cavidade). Em uma placa estéril de 96 cavidades, foram preparadas
separadamente para cada sorotipo de BTV as diluicbes em base 10 de controle de atividade
viral (kv). Foram adicionados 270uL de meio MEM nas cavidades 1, 2, 3 de uma coluna, e
em seguida foram dispensados 30puL da dilui¢do de virus contendo 100-300 TCIDso em 50uL
na cavidade 1 da coluna (diluicdo 1:10). Em seguida, homogeneizou-se a suspensdo da
cavidade 1 e retiraram-se 30pL da suspensdo viral diluida 1:10, dispensando na respectiva
cavidade 2 (diluicdo 1:100). Homogeneizou-se a suspensdo da cavidade 2 e retiraram-se 30uL
da suspensdo viral diluida 1:100, dispensando na respectiva cavidade 3 (diluicdo 1:1000).

Homogeneizou-se e foram descartados 30uL da suspensao da cavidade 3.

Em seguida, foram adicionados 50uL de suspensdo viral contendo 100-300 TCIDs (t.q.)
em 50uL em cada cavidade com soro teste, e também na primeira linha destinada ao controle
de atividade viral (A9-A12) na placa controle (Figura 8). Adicionou-se também 50uL da
suspensdo viral diluida 1:10 na segunda linha destinada ao controle de atividade viral (B9-
B12), 50uL da suspensdo viral diluida 1:100 na terceira fila destinada ao controle de atividade
viral (C9-C12) e 50 pL da suspensdo viral diluida 1:1000 na quarta linha destinada ao
controle de atividade viral (D9-D12). Em seguida as placas foram mantidas por uma hora em
estufa a 37°C a 5% de CO, para que o anticorpo eventualmente presente no soro neutralizasse
o0 virus. Ao final da incubacdo, 100 pL de suspensdo de células de linhagem VERO na
concentracdo de 1x10* células/mL foram adicionadas em todas as placas, e imediatamente

incubadas novamente por 4 a 7 dias.

A partir do quarto dia de incubacéo, foi efetuada a leitura das placas em microscépio de
luz com lentes objetivas de 10x, 20x, e 40x. Para cada sorotipo de BTV, a leitura da placa foi
efetuada quando em todas as cavidades da primeira e segunda linha do controle de atividade

viral era possivel observar 100% de ECP, e/ou nas cavidades da terceira linha pelo menos
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50% de ECP. As placas de sorotipos que ndo apresentaram estas caracteristicas foram

incubadas novamente e monitoradas ao microscopio por no maximo 7 dias.

Para cada sorotipo de BTV testado, a reacdo de VN foi validada quando: (i) O controle de
célula apresentou monocamada celular integra e bem confluente (sem efeito citopatico); (ii)
Os soros de controle positivo confirmaram o titulo esperado (+/-1 logaritmo); (iii) Os soros
negativos apresentaram um ECP 100% semelhante ao observados nas cavidades das linhas 1 e
2 do controle de atividade viral; (iv) Os titulos dos soros foram expressos como a maior
diluicdo em que foi possivel observar neutralizagdo de pelo menos 75% de atividade viral; (V)
Os soros teste foram considerados negativos quando o titulo viral foi menor que 1:10,

confirmando a auséncia de anticorpos neutralizantes.

Os soros testados que apresentaram resultados positivos para anticorpos neutralizantes de
BTV até a diluicdo maxima de >=1:80, foram submetidos a uma nova reacdo de VN, com
diluicdes seriadas de 1:10 a 1:1280.

5.2.7 Repeticdo de virusneutralizacédo para BTV-4

Foram realizadas repeticdes dos testes de VN (método italiano) (5.2.5) de 1172 amostras
de soro para o BTV-4 estirpe brasileira parcialmente sequenciada, mas ainda ndo depositado
no GenBank (dados ndo publicados), com o objetivo de comparar os resultados de VN
realizados com BTV-4 (estirpe brasileira) e BTV-4 estirpe italiana (Codigo do GenBank -
KM233615.1).

5.2.8 Analises de sequéncias in silico

Com o objetivo de avaliar as diferencas observadas nas analises de VN realizadas com
estirpes de BTV-4 da Itdlia e do Brasil, foram feitas comparacfes entre as sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do BTV-4 italiano (Cédigo do GenBank -
KM233615.1) e de uma estirpe brasileira. As analises in silico foram realizadas por meio dos
alinhamentos das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos dos 27 sorotipos de
BTV com o auxilio dos programas Clustal X 2.0 (LARKIN et al., 2007) e GenDoc
(NICHOLAS; NICHOLAS; DEERFIELD, 1997), e as compara¢cBes com as sequéncias
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existentes no GenBank foram feitas com o programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) do National Center for Biotechnology Information (NCBI), disponivel no enderego
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. As analises filogenéticas foram realizadas com o auxilio do
Programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013) utilizando o método neighbor-joining com
andlises de bootstrap para 1.000 replicagdes. Além dos 27 sorotipos de BTV (MAAN et al.,
2011; ZIENTARA et al., 2014), nas anélises, foram incluidas duas sequéncias de BTV-4, uma
proveniente da Italia (cddigo de acesso no GenBank - KM233615.1) e outra do Brasil (dados

nédo publicados).

5.3 Estudo de fatores climaticos

Com o objetivo de investigar a distribuicdo espacial dos casos de BTV no Estado de
Sdo Paulo e identificar os padrdes climaticos locais no periodo da colheita das amostras, foi
realizado um estudo de fatores climéaticos. Foram coletados e analisados dados de precipitacdo
e temperatura médias de 26 estagdes meteoroldgicas, considerando municipios representativos
dos sete circuitos produtores do Estado de Sao Paulo (Tabela 7), referente ao ano de 2011. Os
dados foram obtidos a partir da base de dados meteoroldgicos historicos do IMET (Instituto
de Meteorologia) disponivel em (http://www.inmet.gov.br). Os mapas de temperatura e
pluviosidade foram elaborados com os Softwares Surfer 8.1 e Idris (BARBOSA, 2006).
Todos os célculos de média e somatorio foram realizados no Excel (versdo 2010), também
utilizado na elaboracdo dos climogramas. Os municipios estudados foram classificados em
padrdes climaticos, segundo a classificacdo climéatica de Koeppen (1948) (ALCARDE et al.,
2013) (Tabela 7). Este é o sistema de classificacdo global dos tipos climaticos mais utilizados

em geografia, climatologia e ecologia no mundo.



Tabela 7- Localizagdo das 26 estagGes meteroldgicas consultadas no Estado de Sdo Paulo

Circuito Municipio Latitude Longitude Classificacdo de
Kdppen

1 Andradina 20° 53° 51°22° Aw
1 Aracatuba 21°12 50°25° Aw
1 Tupa 22°44° 47°31° Aw
1 Presidente Prudente 22°07’ 51°23° Aw
2 Catanduva 21° 08’ 48° 58’ Aw
2 Jales 20° 16’ 50° 32’ Aw
2 Sé&o José do Rio Preto 20° 49’ 49° 22’ Aw
2 Votuporanga 20°25° 49° 58’ Aw
3 Assis 22°39° 50°24° Am
3 Avaré 23°05° 48° 55 Cwa
3 Ourinhos 22° 58’ 49° 52’ Am
4 Franca 20° 32’ 47°24° Aw
4 Ribeirdo Preto 21°10° 47° 48’ Aw
4 Séo Carlos 22°01° 47° 53’ Cwa
5 Campinas 22° 54° 47° 03’ Cfa
5 Mococa 21°28’ 47° 00’ Aw
5 Piracicaba 22°43° 47° 38’ Cwa
6 Capéo Bonito 24° 00’ 48°20° Cfa
6 Itapetininga 23° 35’ 48° 03’ Cwa
6 Itararé 24° 06’ 49°19° Cfa
6 Registro 24° 29’ 47° 50’ Af

6 Sorocaba 23°30° 47° 27 Cwa
7 Campos do Jordao 22° 44° 45° 35’ Cfb
7 Santos 23°57° 46°20° Af

7 Séo Paulo 23°32’ 46° 38’ Cwa
7 Ubatuba 23°26° 45° 04° Af

®Aw-tropical chuvoso com inverno seco; Af- tropical Gmido sem estacdo seca; Am- tropical imido
com inverno seco; Cfa- tropical com verdo quente sem estagdo seca no inverno; Cfb- verdo ameno e
chuvoso; Cwa- tropical de altitude com chuvas no verédo e seca no inverno.
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Figura 10 - Mapa do Estado de S&o Paulo dividido em mesorregides, com a localizacdo das 26 estacGes
meteoroldgicas consultadas neste trabalho (elaborado a partir da base cartogréfica do IBGE).

5.3.1 Climogramas

Com o objetivo de avaliar se 0 ano de 2011 (ano da colheita das amostras) foi um ano
com condicdes climaticas consideradas normais (dentro da média) no Estado de Séo Paulo,
foram elaborados climogramas dos municipios de Presidente Prudente (circuito 1), Catanduva
(circuito 2), Avaré (circuto 3), Franca (circuito 4), Piracicaba (circuito 5), Sorocaba (circuito
6) e Guarulhos (circuito 7), com valores médios mensais de precipitacdo e temperatura para
cada més referente ao periodo de 2006 a 2016 (10 anos), a partir do banco de dados

meteorologicos do INMET (http://www.inmet.gov.br).
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6 -RESULTADOS

Nas reacOes de VN para 25 sorotipos, foram observados em amostras negativas (A) ECP
viral caracteristico de arredondamento celular, formacédo de sincicios, agrupamento de células,
morte e lise celular (MEENAMBIGAI et al., 2006), e também auséncia de ECP viral para

amostras positivas (B) (Figura 11).

Figura 11- Efeito citopatico caracteristico de BTV-2 em soro teste com auséncia de anticorpos (A) e células Vero
ndo infectadas (auséncia de ECP) em cavidade da placa com soro teste contendo anticorpos anti-BTV-2 (B),
visualizado em microscépio invertido (aumento 10x).

Do total de 1.598 amostras de soros, provenientes de 1.598 propriedades de 603
municipios do Estado de S&o Paulo, testados para 25 sorotipos de BTV (BTV-1, -2, -3, -4, -5,
-6, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -14, -15, -16, -17, -18, -19, -20, -21, -22, -23, -24 e -26),
totalizaram-se 39.950 reacOes de VN. Nas analises dos resultados de VN, utilizou-se como
critério a comparacao entre os sorogrupos de BTV, determinados a partir do alinhamento de
sequéncias de nucleotideos do segmento-2, e o relacionamento soroldgico entre eles (Figura
2), associando aos dados de estudos moleculares recentes de BTV com amostras provenientes
das mesmas regides. No presente estudos, 11 sorotipos de BTV foram considerados presentes
no Estado de Séo Paulo (BTV- 1, -2, -3, -4, -9, -12, -17, -19,- 21,- 22, -26). Na Tabela 8 séo
apresentados os titulos de anticorpos neutralizantes para os respectivos sorotipos de BTV
identificados no Estado.



Tabela 8-Titulos de anticorpos neutralizantes em soro de bovinos do Estado de S&o Paulo (2011) frente aos sorotipos de BTV
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TituloAc BTVLI BTV2 BTV3 BTV4 BTV9 BTVI2 BTV17 BTVI9 BTV2L BTV22 BTV26
10 (55%) (672%) (802%) (741%) (9L5%) (9L5%) (151%) (87,7%) (672%) (861%) (40.6%)
: 1207 1074 1282 1184 1462 1462 1201 1403 1074 1376 650
Lo (45%) (203%) (145%) (161%) (47%) (64%) (167%) (T5%) (230%) (7.1%)  (37.6%)
: 233 324 231 258 75 102 267 120 368 114 602
120 (52%) (84%) (32%) (60%) (14%) (09%)  (52%)  (2.0%) (61%) (2.7%)  (14,8%)
: 83 134 52 96 23 11 84 33 08 44 238
140 (2,1%) (19%) (1,2%) (2,2%) (0,6%) (0,4%) (1,7%) 0,4%) (1,1%) (1,9%) (3,5%)
: 33 30 19 34 9 6 28 7 18 31 56
™ 02%) (06%) (0,06%) (02%) (0,1%) (0.06%) (0,06%) (01%) (0.3%) (0.3%)  (0,9%)
: 4 10 1 4 2 1 1 3 1 2 9
- 006%) ) (0,2%) ) ) (0,1%) X ) . (0,2%)
1 4 2 4
0,
320 0 0 0 0 0 0 0 0 (O’i/") 0 0
640 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0.1%)  (0.1%)
3 2
1280 0 o  (008%) 0 0 0 0 (0.3%) 0 0
1 1
Téxico (1,3%) (0,7%) (0,4%) (0,3%) (0,6%) (0,6%) (0,4%) 0,6%) (1,1%) (0,7%) (0,8%)
20 10 7 4 10 9 7 11 19 12 14
e (LD (L0%)  (03%)  (07%)  (11%)  (04%)  (05%)  (13%) (09%) (L0%)  (14%)
17 16 5 12 17 7 8 21 15 16 23
Total 1598 (100%)
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6.1 Analise por sorotipo de BTV

A seguir estdo tabuladas as prevaléncias aparentes de bovinos reagentes aos sorotipos de
BTV por circuito produtor: BTV-1 (Tabela 9), BTV-2 (Tabela 10), BTV-3 (Tabela 11), BTV-
4 (Tabela 12), BTV-9 (Tabela 13), BTV-12 (Tabela 14), BTV-17 (Tabela 15), BTV-19
(Tabela 16), BTV-21 (Tabela 17), BTV-22 (Tabela 18) e BTV-26 (Tabela 19).

Tabela 9- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-1 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes
1 255 85 33,33 [27,71-38,43]
2 267 58 21,72 [17,62-27,64]
3 256 50 19,53 [14,71-24,05]
4 243 48 19,73 [14,11-25,22]
5 253 42 16,60 [11,72-22,12]
6 179 49 27,37 [21,21-33,32]
7 145 22 15,17 [10,50-21,78]
Total 1598 354 22,15 [15,72-27,92]

Tabela 10- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-2 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes
1 255 83 32,54 [26,22-36,85]
2 267 110 41,19 [35,12-46,69]
3 256 106 41,40 [35,25-47,15]
4 243 74 30,45 [24,19-35,63]
5 253 46 18,18 [13,65-24,02]
6 179 51 28,49 [22,51-33,42]
7 145 26 17,93 [11,48-23,52]

Total 1598 496 31,03 [26,65-37,98]
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Tabela 11- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-3 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes
1 255 28 10,98 [5,45-16,06]
2 267 48 17,97 [10,91-23,02]
3 256 76 29,68 [24,81-34,25]
4 243 48 19,75 [12,40-24,92]
5 253 37 14,62 [9,12-19,52]
6 179 37 20,67 [14,21-25,02]
7 145 29 20,00 [15,72-24,98]
Total 1598 303 18,96 [12,42-24,90]

Tabela 12- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-4 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de Sdo Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes
1 255 55 21,56 [15,25-26,42]
2 267 71 26,59 [21,95-32,25]
3 256 79 30,85 [24,22-35,81]
4 243 52 21,39 [16,41-26,31]
5 253 60 23,71 [15,02-27,78]
6 179 57 31,84 [25,61-35,12]
7 145 24 16,55 [10,59-21,95]

Total 1598 398 24,90 [19,41-29,12]
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Tabela 13- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-9 (titulo > 10) por

circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes

1 255 18 7,05 [2,51-12,91]

2 267 29 10,86 [4,82-16,72]

3 256 12 4,68 [1,02-10,92]

4 243 15 6,17 [1,25-10,52]

5 253 19 7,50 [2,11-11,15]

6 179 7 3,91 [1,12-8,71]

7 145 9 6,20 [1,51-11,00]
Total 1598 109 6,82 [1,45-11,72]

Tabela 14- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-12 (titulo > 10) por

circuito produtor no Estado de Sdo Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes

1 255 25 9,80 [3,40-14,41]

2 267 17 6,36 [1,41-11,71]

3 256 15 5,85 [1,60-12,61]

4 243 22 9,05 [3,81-15,62]

5 253 20 7,90 [2,21-12,00]

6 179 15 8,37 [2,12-16,90]

7 145 6 4,13 [1,50-9,22]
Total 1598 120 7,50 [2,82-12,51]
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Tabela 15- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-17 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes

1 255 57 22,35 [13,01-28,91]

2 267 74 27,71 [21,25-32,41]

3 256 58 22,65 [16,81-28,82]

4 243 50 20,57 [14,12-26,90]

5 253 72 28,45 [22,25-34,71]

6 179 50 27,93 [21,41-33,93]

7 145 21 14,48 [9,22-20,12]
Total 1598 382 23,90 [17,35-29,35]

Tabela 16- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-19 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de Sdo Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes
1 255 69 25,05 [18,15-30,95]
2 267 26 9,76 [4,71-14,50]
3 256 23 8,98 [1,85-14,61]
4 243 12 4,93 [1,05-9,55]
5 253 12 4,74 [1,0-9,85]
6 179 14 7,82 [2,15-13,25]
7 145 7 4,82 [1,12-12,50]

Total 1508 163 10,20 [4,62-15,56]
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Tabela 17- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-21 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes

1 255 94 36,86 [27,61-41,36]

2 267 92 34,45 [27,44-39,85]

3 256 103 40,23 [35,61-46,02]

4 243 66 27,16 [22,21-32,33]

5 253 50 19,76 [14,32-25,55]

6 179 64 35,74 [28,72-41,42]

7 145 21 14,48 [9,72-20,50]
Total 1598 490 30,66 [25,00-36,00]

Tabela 18- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-22 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de Sdo Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes

1 255 63 24,70 [17,51-29,70]
2 267 37 13,85 [8,62-18,22]
3 256 24 9,37 [2,33-15,95]
4 243 23 9,46 [2,42-15,10]
5 253 29 11,46 [4,11-16,54]
6 179 16 8,93 [3,32-14,00]
7 145 2 1,37 [0,08-3,00]

Total 1598 194 12,14 [5,91-18,55]
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Tabela 19- Prevaléncia aparente de anticorpos neutralizantes para o sorotipo BTV-26 (titulo > 10) por
circuito produtor no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Circuito Produtor Animais Prevaléncia Intervalo de
(%) Confianca
(95%)
Testados Reagentes
1 255 137 53,72 [47,22-59,72]
2 267 171 64,04 [58,25-70,81]
3 256 173 67,57 [60,12-73,20]
4 243 108 44,44 [38,25-50,98]
5 253 146 57,70 [51,50-57,70]
6 179 96 53,63 [47,91-59,25]
7 145 80 55,17 [49,75-60,42]
Total 1598 911 57,00 [51,41-63,59]

Resumidamente, as prevaléncias de sorotipos de BTV no Estado de Sdo Paulo para o ano
de 2011 s&o apresentadas na Tabela 20, em que o sorotipo BTV-26 foi 0 mais prevalente
(57%), seguido pelo BTV-2 (31,03%), BTV-21 (30,66%), BTV-4 (24,90%), BTV-17
(23,90%), BTV-1 (22,15%), BTV-3 (18,96%), BTV-22 (12,14%), BTV-19 (10,20%), BTV-
12 (7,50%) e BTV-9 (6,82%).

Tabela 20- Prevaléncia aparente de sorotipos de BTV no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Sorotipos Prevaléncia (%o) N
BTV-1 22,15 354
BTV-2 31,03 496
BTV-3 18,96 303
BTV-4 24,90 398
BTV-9 6,82 109

BTV-12 7,50 120
BTV-17 23,90 382
BTV-19 10,20 163
BTV-21 30,66 490
BTV-22 12,14 194
BTV-26 57,00 911

100%
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6.1 2 Analise por sorogrupo de BTV

Na analise realizada por sorogrupo de BTV, o sorogrupo L (BTV-26) foi o mais
prevalente com 57,00% (IC=95% [51,2-64,8]), sequido do sorogrupo A (BTV-4, -10, -1, -17,
-20 e -24) com 48,80% (IC= 95% [42,5-54,1]), sorogrupo | (BTV-2) com 31,03% (IC= 95%
[26,8-38,6]), sorogrupo C (BTV-6, -14, -21) com 30,66% (IC= 95% [23,8-37,7]) conforme

apresentado na Tabela 21.

Tabela 21- Prevaléncia aparente dos sorogrupos de BTV no Estado de S&o Paulo (2011).

Sorogrupos Prevaléncia % N *1C 95%
Sorogrupo A 48,80 780 [42,5-54,1]
(4,10, 11, 17, 20, 24)
Sorogrupo B 18,96 303 [12,6-24,5]
(3,13,16)
Sorogrupo C 30,66 490 [23,8-37,7]
(6,14,21)
Sorogrupo D 0 0 [00,0-00,0]
(8, 18, 23)
Sorogrupo E 6,82 109 [1,6-13,3]
(5.9
Sorogrupo F 10,20 163 [3,4-18,4]
(7, 19)
Sorogrupo G 19,64 314 [14,2-26,5]
(12, 22)
Sorogrupo H 22,15 354 [16,6-28,8]
1
Sorogrupo | 31,03 496 [26,8-38,6]
)
Sorogrupo J 0 0 [00,0-00,0]
(15)
Sorogrupo L 57,00 911 [51,2-64,8]
(26)

*Intervalo de confianga de 95%
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6.1.3 Andalise de fatores de risco

Na anélise estatistica univariada, as variaveis dos questionarios que, no teste de qui-
quadrado, ndo mostraram associagdo significativa quanto ao resultado de sorologia positiva
por sorogrupo foram excluidas do modelo final de regressao logistica.

Tabela 22- Analise univariada (qui-quadrado) dos rebanhos de bovinos reagentes e ndo reagentes ao BTV
no Estado de Sdo Paulo, no ano de 2011, considerando as varidveis ndo estatisticamente significativas

(p>0,20).

Variavel % (reagentes % (néo reagentes Total p
BTV) BTV)
Tipo de exploracéo
Corte 13,0% (83) 87,0% (555) 638
Leite 13,5% (76) 86,5% (486) 562 0,95
Misto 88,7% (353) 11,3% (45) 398
Tipo de cria
Extensivo 12,8% (175) 87,2% (1195) 1370
Semi-extensivo 12,6% (27) 87,4% (187) 214 0,48
Confinado 14,3% (2) 85,7% (12) 14
Tipo de ordenha
Mecénica 12,6% (79) 87,4% (546) 625
Manual 5,0% (1) 95,0% (19) 20 0,51
Manual e mecanica 16,3% (15) 83,7% (77) 92
————————— 13,6% (109) 86,4% (695) 804
Inseminacdo Artificial
(1A)
Nao usa IA 12,9% (192) 87,1% (1300) 1492 0,91
Usa IA e touro 88,7% (63) 11,3% (8) 71
S6 usa IA 11,4% (4) 88,6% (31) 35
Presenca de ovinos e
caprinos
Tem 11,3% (33) 88,7% (261) 294 0,40
Nao tem 13,1% (171) 86,9% (1133) 1304
Presenca de ani. silvestre
Tem 11,0% (75) 89,0% (607) 682 0,13
N&o tem 14,1% (129) 85,9% (787) 916
Presenca de cervideos
Tem 10,0% (22) 90,0% (199) 221 0,51
Nao tem 13,2% (182) 86,8% (1195) 1377
Aborto nos ultimos 12
meses
Né&o 13,0% (176) 86,9% (1177) 1353 0,35
Sim 9,2% (14) 90,8% (139) 153
Né&o sabe 15,4% (14) 84,6% (77) 91




Aquisicao de bovideos

Né&o 8,9% (85) 91,1% (871) 956 0,00
Sim 81,4% (522) 18,6% (119) 641
Aquisicao de
bovideos_reproducéo
Né&o 11,2% (129) 88,8% (1032) 1161 0,016
Sim 17,2% (75) 82,8% (361) 436
Venda de reprodutores
Né&o 12,7% (177) 87,3% (1219) 1396
Sim 13,4% (27) 86,6% (175) 202 0,81
Abate_adultos
Né&o 11,9% (133) 88,1% (989) 1122 0,19
Sim 14,9% (71) 85,1% (405) 476
Aluguel de pasto
Né&o 12,6% (167) 87,4% (1161) 1328 0,84
Sim 13,7% (37) 86,3% (233) 270
Pasto comum
Néao 12,6% (173) 87,4% (1201) 1374 0,42
Sim 13,8% (31) 86,2% (193) 224
Compartilha itens com
outras propriedades
Né&o 13,0% (173) 87,0% (1167) 1340 0,31
Sim 12,0% (31) 88,0% (227) 258
Areas alagadas 0,85
Né&o 12,7% (140) 87,3% (967) 1107
Sim 13,1% (64) 86,9% (426) 490
Gado concentrado
N&o 12,7% (187) 87,3% (1294) 1481 0,37
Sim 14,5% (17) 85,5% (100) 117
Piguete de parigéo
Né&o 13,5% (169) 86,5% (1087) 1256 0,61
Sim 12,3% (35) 87,7% (250) 285
Assisténcia veterinaria
Né&o 11,4% (122) 88,6% (954) 1076 0,11
Sim 15,7% (82) 84,3% (440) 522
Compartilha aguada
bebedouros com outras
propriedades
Né&o 12,4% (164) 87,6% (1162) 1326 0,22
Sim 14,7% (40) 85,3% (232) 272
Classificacdo da
propriedade
Rural cléssica 12,7% (179) 87,3% (1232) 1411
Assentamento 14,8% (13) 85,2% (75) 88 0,86
Periferia urbana 12,1% (12) 87,9% (87) 99
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Na analise univariada, as variaveis, aquisicdo de bovideos (p=0,00), aquisicdo de
bovideos para reproducédo (p=0,016), presenca de animais silvestre (p= 0,13), abate de adultos
(p= 0,19), assisténcia veterinaria (p=0,11), estavam associadas com positividade para pelo
menos um sorogrupo. As varidveis foram analisadas em conjunto, por meio do modelo de
regressdo logistica, e permaneceu no modelo final somente a variavel aquisicdo de bovideos

(p=0,00), com um valor de significancia superior ou igual a 95% (p<0,05) (Tabela 23).

Tabela 23- Modelo final da regressao logistica multivariada de fatores de risco (Odds Ratio) paraa BTV
em bovinos do Estado de S&o Paulo, no ano de 2011.

Variaveis Casos Expostos OR IC (95%) p
Aquisicao de 204 1394 2.183 [1.619-2.945] 0,00
bovideos

Foi, portanto, considerado fator de risco para o BTV somente a variavel aquisi¢do de
bovideos, indicando que em propriedades em que bovideos sdo adquiridos (provenientes) de
outras regides, apresentam chance de 2,183 vezes maior de terem seus rebanhos infectados
pelo BTV.
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6.1.4 RepeticOes de virusneutralizagdo para o BTV- 4

As repeticdes dos testes de VN realizados com BTV-4 (isolado brasileiro) e BTV-4

(isolado italiano) revelaram diferencas nos resultado, que podem ser observadas na Tabela 24.

Tabela 24- Comparacao de trés reacGes de virusneutralizacdo quanto aos titulos de anticorpos na escala
logaritma de base 10 frente ao BTV-4 (isolado brasileiro) e BTV-4 (isolado italiano) em amostras de soro
de fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses do Estado de Sao Paulo, no ano de 2011.

BTV-4 Brasil BTV-4 Italia

(Método Italia)

BTV-4 Brasil
(Nogueira et al., 2016)

Titulo (logio)

0 171 (14,59%) 150 (12,79%) 865 (73,80%)
1 268 (22,86%) 146 (12,47%) 199 (16,97%)
1.3 248 (21,16%) 267 (22,78%) 65 (5,54%)
1,6 246 (20,98%) 293 (25%) 26 (2,26%)
1,9 130 (11,09%) 193 (16,48%) 6 (0,5%)
2,2 67 (5,75%) 85 (7,25%) 4 (0,34%)
2,5 28 (2,38%) 32 (2,73%) 0
2,8 14 (1,19%) 6 (0,5%) 0
3,1 0 0 1 (0,08%)
Toxico 0 0 3 (0,25%)
Insuficiente 0 0 3 (0,25%)
Total 1172 (100%) 1172 (100%0) 1172 (100%0)
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Figura 12- Comparacdo de trés reacdes de virusneutralizacdo frente ao BTV-4 (isolado brasileiro) e BTV-4
(isolado italiano) em amostras de soro de fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses do Estado de
S&o Paulo, no ano de 2011, (legenda- BTV-4 Brasi, BTV-4 Brasil- VN método italiano, BTV-4 Italia).

6.1.5 Andlises in silico

As andlises filogeneticas, tanto de nucleotideos quanto de aminodcidos deduzidos,
confirmaram a identidade dos isolados italiano e brasileiro como pertencentes ao sorotipo 4,
formando um clado juntamente com outro isolado de BTV-4 proveniente da Africa do Sul
(Figura 13).

Nas andlises in silico, diferencas foram observadas entre as sequéncias de aminoacidos da
proteina VP-2 (outer capsid) de isolados de BTV-4 provenientes do Brasil (BTV_4 _S2) e
Italia (BTV_4 _lItal) (Figura 14). Essas diferencas podem ter reflexo na estrutura secundaria da
proteina, afetando aspectos bioldgicos e moleculares no ciclo infeccioso do virus, e também
podendo interferir alterando o reconhecimento antigeno-anticorpo em testes sorolégicos. Nos
testes de VN, por exemplo, realizados neste estudo, verificaram-se diferencas de titulos de
anticorpos nas reacfes quando foram analisadas amostras de soro provenientes do Brasil

contra isolados de BTV-4 italianos e vice-versa.
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Figura 13- Arvore filogenética obtida com o auxilio do Programa MEGA 6.0, utilizando o método de Neighbor-
Joining, do alinhamento mdltiplo de sequéncias de aminodcidos da proteina VP-2 dos diferentes sorotipos de
BTV (1 a 27). Foram destacados, no retangulo azul, os isolados de BTV-4 provenientes do Brasil (dados ndo
publicados), Itélia e Africa do Sul, os quais formam um grupo consistente com valor de bootstrap de 100%. A

barra refere-se ao nimero de substituigdes por sitio
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Figura 14- Alinhamento parcial dos primeiros 300 aminoacidos da proteina VP-2 (outer capsid) de isolados de BTV-
4 provenientes do Brasil (BTV_4 Bras — sequéncia ndo publicada) e Italia (BTV_4 Ital — codigo de acesso no
GenBank - KM233615.1). Observam-se diferencas de amino4cidos entre os isolados em diversas posicdes.

A seguir, na Figura 15, estd representada a concentracdo e distribuicdo de bovinos
reagentes aos sorotipos de BTV no Estado de Sdo Paulo, de acordo com o0s respectivos
sorogrupos de (A a L) determinados a partir de analises dos nucleotideos do segmento -2 de
acordo com MAAN et al. (2011), ZIENTARA et al. (2014).
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Figura 15- Distribuicdo de bovinos reagentes aos sorotipos de Bluetongue virus (BTV), identificados por virusneutralizacdo em sete macrorregides (circuitos de 1 a 7) do
Estado de S&o Paulo. Os sorotipos estdo indicados em cores diferentes, de acordo com os respectivos sorogrupos (A, B, C, E, F, G, H, I, L).
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6.1.6 Estudo climatico

O clima dos municipios paulistas, de acordo com a classificacdo de Koppen, engloba sete
tipos climéticos distintos, sendo que grande parte corresponde ao clima Umido. O tipo
climéatico Aw, caracterizado por altas temperaturas, clima tropical chuvoso com inverno seco
e mais frio, com temperaturas medias superiores a 18°C, esta presente nos circuitos 1, 2, 4 e 5,
e é predominante no Estado, atingindo toda a sua por¢do noroeste/central. O tipo Cwa, esta
presente em regides dos circuitos 4, 6 e 7, com chuvas no verdo e seca no inverno, com a
temperatura média do més mais quente superior a 22°C, sendo caracteristico de clima tropical
de altitude. O tipo Cfa (presente nos circuitos 5 e 6), que abrange a regido sul do Estado,
possui faixas de clima tropical, com verdo quente, sem estacdo seca de inverno. Ja o tipo Af
(observado nos circuitos 6 e 7) concentra-se na faixa litordnea, caracterizada pelo clima
tropical chuvoso, sem estacdo seca com a precipitacdo média do més mais seco superior a 60
mm. Nas regides mais altas como a da Serra do Mar e Mantiqueira, apresenta-se 0 tipo
climatico Cfb (que abrange o circuito 7), com verdo ameno e onde 0 més mais quente tem
temperaturas médias inferiores a 22°C com chuva o ano todo. O circuito 3 apresenta 0s tipos
climaticos Am e Cwa, caracterizados por clima tropical chuvoso, com inverno seco onde o

més menos chuvoso tem precipitagdo inferior a 60mm.

O estudo climatico do Estado de Sdo Paulo revelou que em 2011, as maiores
concentracdes de chuvas localizaram-se nas regides litoraneas, mais especificamente Ubatuba
(litoral Norte — circuito 7). Em contraste, a regido de Votuporanga (noroeste paulista —
circuito 2) apresentou os menores indices de chuva com precipitacdo anual de 1200 mm
(Figura 16).
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Figura 16- Mapa das precipitacbes (mm) médias do Estado de Sdo Paulo obtido a partir do registro de 26
estagcBes meteoroldgicas no ano de 2011.

A andlise de dados de temperatura apontou a regido noroeste do Estado com as maiores
temperaturas, enquanto a regido de Campos de Jorddo (circuito 7) apresentou temperatura
média de 19°C, considerada a mais baixa em comparacdo ao restante do Estado,
provavelmente devido a sua localizacdo na Serra da Mantiqueira a 1.600m de altitude. Na
regido do sul/sudoeste do Estado (municipios de Itararé, Itapetininga e Capdo Bonito —
circuito 6) também foram observadas as temperaturas mais baixas no ano de 2011 (Figura
17).
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Figura 17- Mapa das temperaturas (°C) médias do Estado de S&o Paulo obtido a partir do registro de 26 estacfes
meteoroldgicas no ano de 2011.

Os circuitos 1, 2 e 4 apresentaram registro das maiores temperaturas no ano de 2011,
atigindo médias de 24°C. Apesar de esta ser uma regido com menores indices de precipitacéo,
as altas temperaturas aliadas a presenca de precipitacdo (mesmo que em menor volume) pode
ter favorecido o desenvolvimento dos vetores nesta regido, visto que neste estudo foram
detectados animais reagentes a diversos sorotipos (BTV-1, -2, -3, -4, -9, -12, -17, -19, -21, -22
e -26).

Os climogramas dos sete municipios representantes de cada circuito, referentes ao
periodo de 2006 a 2016, revelaram a média mensal de distribuicdo de chuvas e temperaturas.
A partir do desenho da curva de temperatura e das colunas de precipitacdo, foi possivel
observar que 0s municipios que ocupam a regido noroeste do Estado (circuitos 1 e 2)
apresentaram as maiores temperaturas medias, com maximas de até 33°C. Com a analise dos
climogramas, foi possivel observar que o ano de 2011 seguiu as tendéncias de temperaturas e
precipitacdes registradas entre 2006 e 2016 (APENDICE C).
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7 DISCUSSAO

O estudo retrospectivo da prevaléncia de BTV contemplou 93,5% (603/645) dos
municipios do Estado de S&o Paulo, de modo que quase a totalidade da extenséo territorial do
Estado foi explorada com o intuito de elucidar o incipiente conhecimento da situacéo
epidemiologica do rebanho paulista frente ao BTV. Desde o inicio dos anos 1980, com o
primeiro relato da presenca do BTV no Brasil, muitos estudos de soroprevaléncia do virus
tém sido realizados no Estado de Séo Paulo. Cunha (1990), Arita et al. (1992), Nogueira et al.
(2008), Venditti (2009), Bernardes (2011) e Lima (2013) identificaram elevada prevaléncia de
bovinos e ovinos reagentes ao BTV, comprovando que o virus ocorre de forma endémica, e

estd amplamente distribuido por todo o Estado de Séo Paulo.

No presente trabalho, a avaliagédo de bovinos reagentes ao BTV (por sorogrupo) revelou
que o sorogrupo L (ao qual pertence o sorotipo 26) foi o mais prevalente no Estado com
57,00% (IC= 95% [51,2-64,8]). Vale ressaltar que ndo ha estudos anteriores que indiquem a
presenca do sorotipo 26 no Brasil. O sorogrupo A (ao qual pertencem os sorotipos 4, 10, 11,
17, 20 e 24) apresentou prevaléncia de 48,80% (IC= 95% [42,5-54,1]). Neste sorogrupo esta
presente o sorotipo 4, alvo de pesquisas soroldgicas e moleculares anteriores, sendo
confirmado como sorotipo endémico no Estado (BERNARDES, 2011), seguido do sorogrupo
C (ao qual pertencem os sorotipos 6, 14 e 21) com 30,66% (IC= 95% [23,8-37,7]) e sorogrupo
| (ao qual pertence o sorotipo 2) com 31,03% (IC= 95% [26,8-38,6]) (Tabela 8). Devido a
possibilidade de neutralizacdo cruzada de anticorpos entre os sorotipos de BTV pertencentes
ao mesmo sorogrupo, foi realizada a analise por sorogrupo de BTV, com o intuito de agrupar
as prevaléncias de sorotipos semelhantes, que podem ser responsaveis por possiveis reacoes
cruzadas. Estas reacOes, conhecidas por interagdes de anticorpos com antigenos heterdlogos,
ou vice-versa, podem ocorrer em fungdo da similaridade entre dois diferentes determinantes
antigénicos (epitopos), ou ainda pelo fato de dois antigenos diferentes apresentarem o mesmo
determinante antigénico (HALLIWELL; GORMAM, 1992). O BTV, por se tratar de um virus
de RNA, com importante variabilidade genética, as reacfes cruzadas normalmente ocorrem
em testes sorologicos devido a semelhanca de epitopos pertencentes a antigenos distintos, que
fazem parte do mesmo sorogrupo ou sorogrupos muito proximos. Vale ressaltar que este € o

primeiro estudo a realizar uma analise de BTV por sorogrupo no Estado de Séo Paulo.

Na analise de prevaléncia de sorotipos de BTV para as macrorregides (7 circuitos) do

Estado, os circuitos 1, 2, e 3 apresentaram as maiores prevaléncias quando comparados aos
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outros circuitos. O circuito 1 estd localizado na sua porgdo oeste e tem como principais
representantes os municipios de Presidente Prudente e Aracatuba, que colaboram com a
intensa atividade pecuaria da regido, sendo reconhecido como principal centro produtor de
gado de corte do Estado (IBGE, 2016). Neste circuito, o sistema de criacdo extensivo €
predominante, com baixa utilizacio de inseminacdo artificial e ragas especializadas. E uma
regido em que as propriedades séo consideradas como grandes e possuem uma intensa
comercializacdo de bovinos associada também a presenca de frigorificos. Pode-se dizer que,
nesta regido, ha condicbes propicias para a manutencao do ciclo do BTV, pois 0s bovinos sdo
fontes de infecgdo para o vetor, apresentando longo periodo de viremia, sendo que 0s
anticorpos especificos de BTV séo detectados em cerca de duas semanas depois da infeccéo
natural, persistindo entre quatro e seis anos (ESCHBAUMER et al., 2010; MAYO et al.,
2010). Nogueira et al. (2009), em um inquérito soroepidemiologico em ovinos no municipio
de Aracatuba, identificaram por ELISA e IDGA prevaléncias superiores a 60%, confirmando
que 0 BTV esté disseminado nestas regides, porém, de forma nédo aparente.

O circuito 2 tem como pertencente 0s municipios de Barretos eVotuporanga, faz divisa
com o Estado de Minas Gerais, é caracterizado pelo predominio de explora¢fes mistas e de
leite, com racas especializadas e predominio de criagcdo extensiva. Este circuito foi alvo de
pesquisa soroldgica, em que foram detectados animais reagentes ao BTV quando testados por
ELISA e os mesmos animais foram nédo reagentes quando testados frente ao BTV-4 por VN,
estes resultados sugerem a presenca de outros sorotipos neste circuito (NOGUEIRA et al.,
2016). O circuito 3, do qual fazem parte os municipios de Bauru e Botucatu, faz divisa com o
Estado do Parana, possui propriedades consideradas de tamanho médio, com o predominio do
tipo de exploracdo mista e de leite, com utilizagdo de racas especializadas, criaces extensivas
e baixa utilizagdo de inseminacdo artificial. Os 11 sorotipos de BTV identificados neste
estudo estdo presentes neste circuito.

Prevaléncia por sorotipo

Embora ndo tenham sido identificados casos clinicos da doengca no rebanho bovino
paulista, no presente trabalho, a presenca de Ac especificos de diferentes sorotipos de BTV
foram identificados, sugerindo que os animais foram expostos previamente, em maior ou
menor grau, a pelo menos 11 sorotipos (BTV-1, -2, -3, -4, -9, -12, -17, -19, -21, -22 e -26).

Em virtude de se tratar de um estudo retrospectivo, no qual os soros foram coletados em 2011,
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com o objetivo de se estudar a prevaléncia de brucelose no Estado de S&o Paulo (DIAS et al.,
2009), os animais possuiam idade igual ou superior a 24 meses, para evitar a detec¢do de
anticorpos vacinais contra brucelose. Como se trata de um estudo de BTV, a anélise de soro
sanguineo de animais adultos aumentou as possibilidades de deteccdo de Ac neutralizantes
especificos contra o virus. O BTV infecta bovinos, associando-se as hemécias e causando
viremia prolongada, que pode durar meses (CLAVIJO et al., 2002). Os titulos de Ac
detectados neste trabalho, provavelmente, referem-se a soroconversdes de infeccdes por BTV,
gue na maioria das vezes ocorrem na idade de 6 a 12 meses, devido ao periodo de
suscetibilidade dos bovinos, associado & auséncia de anticorpos colostrais e exposi¢do ao
virus. Alguns estudos sugerem que a soroprevaléncia da LA aumenta com a idade, sendo,
muito provavelmente, um reflexo do maior tempo de exposicao ao vetor e, consequentemente,
ao virus. O fator idade, em funcdo do maior tempo de permanéncia dos animais no campo,
pode também estar diretamente relacionado ao maior risco de infecgdo pelo BTV (WARD;
CARPENTER; OSBURN, 1994; GONZALEZ; PEREZ; SIGER, 2000).

A prevaléncia de bovinos reagentes ao BTV-1 no Estado de S&o Paulo foi de 22,15%
(354/1598), confirmando que o BTV-1 esta presente em todas as macrorregides (7 circuitos)
produtoras de bovinos do Estado de Sdo Paulo. Este sorotipo também foi identificado em
estudos moleculares nas mesmas regides (dados nao publicados). Além disso, nenhuma das
96 amostras reagentes ao sorotipo 1 apresentaram soropositividade para qualquer sorotipo
pertencente aos sorogrupos proximos (BTV- 2, -8, -18, -23) (Figura 2), o que pode descartar a
possibilidade de reacGes cruzadas para esta analise. Este é o primeiro relato do sorotipo 1 no
Estado. O BTV-1 esta distribuido pelos continentes africano, europeu e americano, de modo
que apresenta particularidades e caracteristicas de viruléncia e patogenicidade variaveis
dependendo da regido e do hospedeiro (EUROPEAN COMISSION, 2016).

As prevaléncias de bovinos reagentes aos sorotipos BTV-3, -19 e -22, no Estado de S&o
Paulo, foram, respectivamente, de 18,96% (303/1598), 10,20% (163/1598), 12,14%
(194/1598). Esses sorotipos ja haviam sido relatados em uma reserva ecoldgica no Estado do
Parang, infectando veados (Mazama nana) com sinais clinicos seguidos de morte (OIE,
2016). Essas informacbes reforcam a importancia da realizacdo de levantamentos
soroepidemioldgicos e vigilancia sanitaria em areas de floresta, onde hé circulacdo de animais
silvestres, principalmente cervideos suscetiveis ao BTV, que podem ser infectados por
estarem muito proximos a areas de criacdo de bovinos (que sdo potenciais reservatorios do

virus) ou criagfes mistas de bovinos, ovinos, caprinos e bufalos. O Estado de S&o Paulo se
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enquadra nesta situacdo, pois em algumas regides € possivel presenciar areas de criacdo
animal proximas a areas de floresta como Unidades de Conservagio (UC) e Areas de
Preservacdo Permanente (APP) (FUNDAGCAO FLORESTA, 2017).

A prevaléncia de bovinos reagentes ao BTV-12 no Estado de S&o Paulo foi de 7,50%
(120/1598). Este sorotipo j& havia sido identificado em ovelhas no Estado do Rio Grande do
Sul (ANTONIASSI et al., 2010), e mais recentemente, identificado por meio de estudos
moleculares em amostras de sangue ovino e bovino provenientes de municipios paulistas dos
circuitos 1, 2, 3, 4 e 6 (dados ndo publicados). Estes dados reforcam os resultados do presente
trabalho, em que foram identificados Ac neutralizantes especificos para o sorotipo 12 nos

mesmos circuitos.

O BTV-17 apresentou prevaléncia de 23,90% (382/1598) presente nos sete circuitos
produtores, sendo este sorotipo identificado pela primeira vez no Estado de Sao Paulo. Matos
et al. (2016) publicaram pela primeira vez no Brasil a sequéncia completa do BTV- 17,
isolado de ovelhas no Estado do Rio Grande do Sul, cujas sequéncias indicam rearranjos desta

estirpe com outros sorotipos de BTV das Ameéricas.

Além dos sorotipos que ja ocorriam em territério nacional, os resultados do presente
trabalho apontam para a primeira ocorréncia dos seguintes sorotipos no Brasil: BTV-2 com
prevaléncia de 31,03% (496/1598), BTV-9 com prevaléncia de 6,82 % (109/1598), BTV-21
com prevaléncia de 30,66% (490/1598) e BTV-26 com prevaléncia de 57,00% (911/1598).
Vale mencionar que a maior parte do Estado de Sdo Paulo localiza-se em uma regido de clima
tropical, com temperaturas médias e umidade elevada durante todo o ano, o que propicia a
multiplicacdo e manutencdo constante das populacdes de vetores no ambiente. A América do
Sul, a Oceania e o Continente Africano (onde houve o primeiro relato da doenca), estdo
inseridos na regido denominada zona endémica, em que 0s surtos ocorrem com frequéncia,
normalmente de forma subclinica, e com a presenca de diferentes sorotipos. Portanto, 0s
resultados obtidos neste trabalho com a identificagcdo de 11 sorotipos de BTV no Estado de
S&o Paulo estdo de acordo com a literatura mundial (MAAN et al., 2010; VERDEZOTO et
al., 2017).

A Austrélia, por exemplo, considerada um dos maiores produtores mundiais de ovinos,
possui um consolidado programa de vigilancia e monitoramento para BTV, associado aos
efetivos programas de vacinagdo, captura e identificagdo de vetores competentes na

transmissdo do virus. Mesmo com toda a vigilancia sanitaria implementada no pais, estéo
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presentes no territério australiano os sorotipos de BTV-1, -2, -3, -7, -9, -15, -16, -20, -21 e -23
(MELVILLE, 2004; MELVILLE et al., 2015).

A Europa esta localizada entre a zona epidémica e zona incursiva relativas a presenca de
BTV, isso porque a temperatura ndo é favoravel ao desenvolvimento do vetor o ano todo. Em
paises como ltalia, Franca, Portugal e Espanha, por exemplo, surtos ocorrem
predominantemente no periodo de verdo, além da possibilidade do carreamento do vetor de
outras regides por meio do vento ou de tempestades de areia. Os sorotipos de BTV mais
recorrentes em surtos nestes paises europeus sdo BTV-1, -2, -4, -8 e -16 (EUROPEAN
COMISSION, 2016). E importante salientar a complexidade e dificuldade de controle do
BTV, pois diversos paises que possuem avancado conhecimento na epidemiologia do virus e
das espécies vetoras competentes em seu territorio, se deparam com dificuldades no controle
da doenca, sendo que novos casos continuam a ocorrer & medida que também novos sorotipos

sdo identificados.

A China esta localizada aproximadamente a 50°N, também considerada regido de
propagacao do virus (MELLOR, 1996), sendo classificada como uma area de zona incursiva,
em que a doenca, normalmente ocorre em intervalos mais longos devido as baixas
temperaturas. Mesmo ndo sendo uma regido muito favoravel ao desenvolvimento do vetor, o
pais ja confirmou a circulacdo dos sorotipos de BTV-1, -2, -3, -4, -5, -7, -12, -15, -16 e -24,
além de um novo sorotipo identificado recentemente, porém ainda ndo caracterizado (SUN et
al., 2016).

O BTV tem sido notificado em diversos paises do Oriente Médio, como Egito, Jordania,
Siria, Turquia, Chipre e Iraque. Estas infecces sdo caracterizadas por afetar diversas espécies
de ruminantes e com a presenca de mdltiplos sorotipos do virus. Em 2010, no Kuait, foi
relatada a caracterizacdo de um novo sorotipo, 0 BTV-26 em ovelhas (MAAN et al., 2011).
Posteriormente, em 2013, foi relatada a primeira evidéncia de circulacdo do BTV-26 fora do
Kuait, em gazelas e gnus no Parque Nacional Etosha na Namibia (CAPOBIANCO et al.,
2013). O sorotipo BTV-26, de acordo com o alinhamento de nucleotideos do segmento 2, é
antigenicamente semelhante aos sorotipos BTV-25 e -27 (ndo testados neste trabalho). Apesar
disso, no presente trabalho foram identificados titulos altos de Ac neutralizantes especificos
para 0 BTV-26 nos 7 circuitos, comprovando a circulagdo do sorotipo em diversas regides do

Estado. A escassez de pesquisas sorologicas brasileiras que contemplem toda a diversidade
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genética do BTV e também a sua variabilidade antigénica dificulta e limita o potencial

confronto com resultados anteriores.

O BTV é uma doenca de notificacdo obrigatoria responsavel por causar barreiras
sanitérias para o comércio de sémen e circulacdo de animais vivos (OIE, 2012) Este estudo,
representa um avancgo no conhecimento da doenca, tanto com a identificagdo dos sorotipos
circulantes, como sua distribuicdo no territério brasileiro, de modo que este possa dar suporte
aos programas de prevencao e controle da doenca, garantindo a saude do rebanho, produtos de

qualidade e consequentemente, a manutencdo do sucesso do agronegdcio brasileiro.

Virusneutralizacdo para o BTV-4 e analises in silico

A prevaléncia de 24,90%, obtida para 0 BTV-4 nas andlises de VN realizadas com a
estirpe italiana, apresentou discrepancia quando comparada aos resultados obtidos
anteriormente por Nogueira et al. (2016) com a estirpe brasileira, em que a prevaléncia do
BTV-4 foi de 86%. A repeticdo das analises de VN, empregando os diferentes protocolos com
pequenas alteracdes e utilizando isolados de BTV-4 (brasileiro e italiano), sugerem gue essa
diferenca se deveu a estirpe do virus, Unica variavel que impactou no resultado. Em um
estudo semelhante de soroprevaléncia de BTV, nos mesmos circuitos produtores do Estado de
Sao Paulo, Bernardes (2011) identificou, por meio das técnicas de VN e IDGA, 43,8% de
animais reagentes para o BTV-4, sendo que a prevaléncia nos circuitos variou entre 56,8% e
79,6%.

As diferencas observadas na VN também podem ter ocorrido devido a variabilidade
genética do virus entre as estirpes de BTV-4 brasileira e italiana, explicadas pelas diferentes
origens geogréficas, e/ou por constatacdo direta nas analises do genoma, em comparacdes de
amino&cidos da proteina VP-2 dos dois isolados de BTV-4 [italiano (cddigo do GenBank -
KM233615.1) e brasileiro (sequéncia ndo publicada)]. Neste sentido, observaram-se
diferencas entre as sequéncias de aminoacidos, que, de alguma forma, podem representar
potenciais alteracdes na estrutura da proteina VP-2 (capsideo externo), com consequente
alteracdo no reconhecimento Ag-Ac e provavel influéncia nos resultados dos testes

soroldgicos.

As proteinas estruturais presentes no nucleo de particula do BTV (VP-1, VP-3, VP-4,
VP-6 e VP-7), bem como as proteinas ndo estruturais (NS-1 a NS-5) sdo mais conservadas do
que as proteinas VP-2 e VP-5 (MERTENS et al., 2005; MAAN et al., 2007; ATTOUI et al.,
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2012). No entanto, essas proteinas apresentam variagdes na sequéncia de aminoacidos, que se
correlacionam diretamente com as suas origens geograficas, possibilitando o agrupamento de
isolados de BTV em topotipos distintos. Por exemplo, verificou-se que as sequéncias de
aminoacidos da proteina VP-3 (codificada pelo segmento 3) formam trés distintos topotipos
conhecidos: ‘oriental’, ‘oriental-distante’ e ‘ocidental’, bem como sub-grupos (por exemplo
0s virus americanos e africanos, respectivamente, dentro do grande topotipo ‘ocidental’). H&
também evidéncias de um topotipo ainda mais distantemente relacionado (‘extremo oriente’)
contendo isolados de BTV provenientes da China e da Australia, além de grupos distintos
representados por isolados dos sorotipos BTV-25 e BTV-26 (MAAN et al., 2011; 2015;
NOMIKOU et al., 2009; 2015).

Em estudos anteriores, empregando métodos soroldgicos, detectaram-se sorotipos de
BTV co-circulantes (HAGE et al., 2013). A técnica da RT-gPCR tem sido utilizada na
identificacdo de varios isolados do BTV, incluindo co-infecgbes, que podem apresentar
reacOes cruzadas ou deixar duvidas no diagnéstico soroldgico (MAAN et al.,, 2016).
Recentemente, novos sorotipos de BTV (BTV-25, -26 e -27) foram identificados por
sequenciamento, incluindo ensaios de RT-PCR, e posteriormente confirmados como novos
sorotipos por meio de VN (sorotipagem) (MAAN et al., 2011; ZIENTARA; SANCHEZ-
VIZCAINO, 2013; ZIENTARA et al., 2014). Deste modo, é importante a associacdo de
diferentes técnicas diagnosticas (sorologicas e moleculares) que se complementem com o
objetivo de se obter resultados mais robustos e confiaveis. Porém, é importante ressaltar que
0s resultados (soroldgicos e/ou moleculares) devem ser interpretados com base nos
conhecimentos da epidemiologia, clinica e patolégica, sem deixar de lado a realizacdo do

diagnostico diferencial para doencas confundiveis.

Vale lembrar que a particula do BTV é constituida de duas proteinas externas (VP-2 e
VP-5). A VP-2, codificada pela ORF do segmento 2, é a proteina que contém a maioria dos
antigenos neutralizadores virais e apresenta elevada variabilidade na sequéncia de
aminoacidos. Essa variabilidade resulta em populagdes de virus similares, mas ndo idénticos,
que, atualmente, sdo classificados de acordo com o relacionamento sorolégico em 29
sorotipos. A variabilidade do BTV vai além, sendo que os sorotipos podem ser subdivididos
em diferentes estirpes (MAAN et al., 2011). Além disso, os sorotipos, por sua vez, de acordo
com as sequéncias de aminoacidos da VP-2, sdo classificados em sorogrupos (MAAN et al.,
2011; ZIENTARA et al., 2014).
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Testes soroldgicos, como a VN podem ter a sua sensibilidade reduzida quando utilizados
para a deteccdo de anticorpos contra virus antigenicamente varidveis, como nos virus de
genoma de RNA. Vale ressaltar que os virus de RNA, das entidades bioldgicas conhecidas,
sdo os que mais sofrem mutagdes, uma vez que as RNA polimerases virais dependentes de
RNA (RdRp) ndo apresentam motivos de correcdo de erros de incorporacdo de nucleotideos
durante a replicacdo viral. As mutacOes, recombinacOes e rearranjos sdo fontes de
variabilidade genética, que sdo importantes, principalmente nos virus de RNA com genoma
multipartido, como os reovirus, e especificamente o BTV. A diversidade existente entre 0s
virus de RNA é benéfica para a sobrevivéncia viral, pois favorece a evasdo da resposta imune
do hospedeiro (RIDPATH, 2003). Essas carateristicas exigem que os laboratérios sejam
vigilantes e capacitados para diagnosticar, caracterizar e diferenciar virus com tais estratégias
de evolucdo bioldgicas, podendo evitar resultados falso-negativos e/ou equivocados
decorrentes de reacdes cruzadas entre sorotipos. Neste caso, a utilizacdo de um virus padréo,
diferente dos virus que ocorrem no campo, pode levar a resultados falso-negativos (FLORES
et al., 2005). Portanto, a discordancia de resultados sorolégicos observados no presente
trabalho quando testado para o BTV-4, sinaliza a importancia da execucdo dos testes com
estirpes representativas de isolados brasileiros do BTV, pois tais isolados podem apresentar
grande variabilidade antigénica comparada a estirpes europeias.

Fatores de risco

Na analise de fatores de risco para LA com base em praticas zootécnicas e sanitarias das
propriedades, a variavel aquisicdo de bovideo foi considerada fator de risco (OR=2,183) para
a ocorréncia de BTV (Tabela 23). O odds ratio (OR) ou razdo de chances traduz a
probabilidade de a infeccdo ocorrer ou ndo na presenca da variavel em estudo sobre a mesma
probabilidade na auséncia da variavel (THRUSFIELD, 2007). Este resultado indica que, em
propriedades em que bovinos sdo adquiridos, hd uma chance de 2,183 vezes maior de terem
seus rebanhos infectados pelo BTV, sinalizando para a importancia do controle sanitario dos
animais quando sdo introduzidos nas propriedades e também na rastreabilidade destes animais
adquiridos, que podem estar em viremia, uma vez que podem ser originarios de areas livres e
com esta pratica serem introduzidos em areas endémicas ao virus ou de determinado sorotipo.
Na Europa, existe um rigoroso programa de movimentagdo animal entre os paises, criado pela
COMISSAO DE REGULACAO EUROPEIA visando ao monitoramento, controle e restrigio

de transito de animais, para evitar a circulacdo dos diferentes sorotipos de BTV, ou a
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introducgdo do virus em areas livres (EUROPEAN COMISSION, 2017). Além da proibicdo da
importacdo de animais provenientes de paises com BTV, é frequente o monitoramento de
fazendas por meio de exames clinicos, sorologicos e moleculares, certificando que os animais
sdo livres de BTV (SPERLOVA; ZENDULKOVA, 2011).

A variavel inseminacdo artificial, apesar de ndo ter apresentado valor significativo de p
(0,91), por esta razdo ndo entrou para 0 modelo final de analise de risco, foi observado que
88,7% dos rebanhos reagentes ao BTV usam inseminacdo artificial e touro e 11,4% usam
somente inseminacéo artificial. Este é um dado relevante, pois 0 BTV pode ser transmitido
por meio do sémen, caso o0 touro esteja no periodo de pico de viremia (WRATHALL;
SIMMONS; VAN SOOM, 2006). Os sorotipos BTV-4, BTV-8, BTV-10 e BTV-16 foram
relatados no Estado de Minas Gerais, que é o segundo Estado em producéo de bovinos no pais
(o Estado do Mato Grosso, atualmente, € o maior produtor nacional). A deteccéo foi realizada
em sémen bovino de animais provenientes dos municipios Carlos Chagas, Pedro Leopoldo,
Coronel Pacheco e Ituiutaba. Além disso, no mesmo estudo foi relatado que essas amostras,
que continham diferentes sorotipos de BTV, estavam também infectadas com BVDV-1,
comprovando a co-infeccdo entre diferentes patdgenos em uma mesma partida de sémen
bovino (GASPARINI, 2014). A presenca do virus no sémen bovino é um dado preocupante
para centrais de inseminacéo, colocando em risco a comercializacdo de material genético. E
importante ressaltar que os sorotipos circulantes em regides vizinhas (como Minas Gerais)
podem servir como fonte de indculo para o rebanho bovino (e também rebanhos ovino e
caprino) paulista e vice-versa, seja por meio do transito animal e/ou por meio do
deslocamento natural dos vetores entre as regides. As fronteiras geopoliticas ndo impedem a
circulacdo dos vetores, 0 que, em parte, pode explicar os surtos recorrentes de LA, como o
ocorrido, em 2014, em ovinos no Estado do Rio de Janeiro, com a identificacdo do sorotipo
BTV-4 (BALARO et al., 2014).

A presenca de ovinos e animais silvestres nas propriedades com bovinos reagentes ao
BTV ndo apresentaram valores de p (0,40) significativos para a analise final de fator de risco.
Porém, a presenca de diferentes espécies na mesma propriedade pode favorecer a presenca da
doenca, pois o0 bovino, sendo reservatdrio assintomatico do virus durante um longo periodo,
representa uma ameaca as outras espécies susceptiveis e mais sensiveis que apresentam sinais
clinicos graves e morte quando infectados com o BTV (COSTA et al., 2006; LOBATO,;
GUEDES; MATOS, 2015).
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Quanto as areas alagadas, ndo se observou valor significativo de p (0,85), e assim essa
variavel ndo entrou para o0 modelo final de analise de risco. Foram observadas areas alagadas
em 13,1% das propriedades com rebanhos reagentes ao BTV, sendo importante lembrar que
este fator de risco esta diretamente relacionado aos vetores, uma vez que os Culicoides sdo
abundantes em regiGes quentes, Umidas e com disponibilidade de &gua para o seu
desenvolvimento (MELLOR, 2000).

Uma importante variavel como fator de risco que ndo foi abordada neste estudo é a
presenca de Culicoides nas propriedades amostradas, pois a presenca do inseto vetor
competente, associada a presenca do hospedeiro, sdo determinantes para a ocorréncia da
doenca. Tendo em vista a importancia da LA no Estado de Sdo Paulo, sugere-se a
Coordenadoria de Defesa Agropecuaria do Estado a inclusdo deste item (presenca de

culicoides) nos questionarios de levantamento epidemioldgico e vigilancia de doencas.

Analise climatica

O BTV esta presente, principalmente, em regides geogréaficas que abrangem as latitudes
40°N e 35°S, consideradas areas favoraveis ao desenvolvimento do vetor (MELLOR, 2000;
MELLOR; WITTMANN, 2002). O Estado de S&o Paulo localiza-se a 21° de latitude Sul,
situado em uma regido endémica para a presenca do virus. Os fatores climéaticos como altas
temperaturas e precipitacdo, associadas a presenca de ruminantes, favorecem o
desenvolvimento dos vetores competentes do virus. O ano de 2011 seguiu as tendéncias de
temperatura e precipitagdo para os dez anos de estudo (2006-2016), de acordo com registros
de estagBes meteoroldgicas do INMET (APENDICE D). Anélises de temperatura e
precipitacdo que ocorreram no Estado de Sdo Paulo em 2011 revelaram temperaturas médias
de 21,5 a 24°C, com maxima de até 35°C nas porcdes noroeste/central que abrange 0s
circuitos (1, 2, 3, 4), sendo que nestes circuitos foram identificados bovinos reagentes a
diferentes sorotipos do BTV. Além disso, os indices de precipitacdo nestes circuitos foram
relativamente baixos, com médias de 1200 - 1700 mm. Provavelmente, a associacdo de
temperaturas elevadas e a presenca de 4gua, mesmo que restritas ao periodo chuvoso (de
outubro a margo) foram suficientes para o desenvolvimento dos ovos das fémeas
hematofogas. Vale lembrar que em locais onde a temperatura ndo € limitante para os insetos
vetores, 0s picos populacionais estdo relacionados, principalmente, com a duragédo da estagéo
chuvosa (MURRAY, 1975).
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A regido que abrange o circuito 7 apresentou os maiores indices de precipitacdo (1950-
2200 mm) do Estado em 2011, e as menores temperaturas (19°C- 20°C). Essa combinagdo de
maior umidade com temperaturas mais baixas provavelmente ndo favorece e/ou reduz a
multiplicagdo do vetor competente. Este circuito apresentou as prevaléncias mais baixas de
infeccbes por BTV neste estudo. O municipio de Ubatuba, por exemplo, esta localizado no
litoral norte do Estado, entre as Serras da Mantiqueira e do Mar, que formam uma barreira
fisica e submete a regido a uma das maiores taxas de precipitacdes do Estado, com chuvas
constantes 0 ano todo (BARBOSA, 2006). Alem disso, o municipio esta dentro do Parque
Estadual da Serra do Mar, com grandes areas de matas preservadas, que, de certa forma,
geram um equilibrio natural entre predadores e inimigos naturais, que podem controlar as
populacdes de culicoides. Vale lembrar que os municipios que abrangem o circuito 7 ndo
possuem intensa atividade pecuaria como, por exemplo, 0s municipios do oeste paulista.
Portanto, a regido ndo possui grande disponibilidade de ruminantes, tampouco condigfes
climaticas para o desenvolvimento do vetor. As geracGes anuais de culicoides sdo
influenciadas pelos indices de precipitacdes e temperaturas, responsaveis por formar areas de
reproducdo dos insetos vetores, podendo elevar as taxas de transmissdo no periodo chuvoso e
quente (MELLOR, 2000). A dindmica populacional das espécies de culicoides depende de
variaveis climaticas como temperatura, umidade, pluviosidade e ventos. Dentre estas, a
temperatura 6tima de desenvolvimento de cada espécie de Culicoide é fundamental para o seu
ciclo de vida. Estudos estabelecem as temperaturas entre 27°C e 30°C como ideais para a
transmissdo do BTV (MELLOR; BAYLIS; MERTENS, 2009). As altas temperaturas
reduzem a duracdo do ciclo gonotréfico e aumentam a taxa de picadas do vetor. Mullens;
Holbrook (1991) demostraram que fémeas de Culicoides variipennis sonorensis se alimentam
de sangue a cada trés dias quando submetidos a temperatura de 30°C, e somente a cada
quatorze dias quando a temperatura cai para 13°C, ou seja, quanto mais altas as temperaturas,
maior serd a frequéncia de alimentacdo dos insetos vetores e, consequentemente, havera
reducdo do periodo de incubacdo extrinseco para formacdo de ovos. Estudos realizados no
Brasil e na América do Sul apontam que o C. insignis é a espécie predominante, porém pouco
se sabe sobre o comportamento dessa espécie e tampouco sobre a sua distribui¢do (MO et al.,
1994; RONDEROS et al., 2003). Um estudo realizado no Parque Nacional dos Lencois
Maranhenses, Brasil, identificou sete espécies de Culicoides, dentre elas o C. insignis em
areas rurais que apresentavam condi¢cdes ambientais favoraveis, tais como &reas lacustres,
alagadicas e brejos. Vale lembrar que esta espécie € conhecida pela atracdo por gado bovino
(TRINDADE et al., 2010; COSTA et al., 2013). A distribuicdo geografica do BTV tem sido
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influenciada pelas mudancas climaticas, ocorridas ao longo dos anos devido ao aumento da
temperatura global, determinando o aumento das populagGes de insetos vetores e,
consequentemente, o aumento dos casos de infeccbes por BTV em todo o mundo. As
alteracdes climaticas tém efeitos diretos e indiretos na transmissdo do BTV e outras
arboviroses, tais comos: (i) frequéncia de deposicdo de ovos; (ii) reducdo no tempo de
maturacdo de ovos; (iii) adaptacdo ou migracdo dos vetores; (iv) estresse térmico aos
hospedeiros (AHUMADA et al., 2004; BETT et al., 2017). Recentemente, na China, em um
estudo de soroprevaléncia de BTV em ovelhas e bisdes asiaticos, “yaks” (Bos grunniens), 0s
autores observaram que as estagdes do ano, principalmente verdo e outono, foram
considerados fatores de risco para infecgdes por BTV (MA et al., 2017). Ao contrario, no
Brasil, em funcéo de suas condicGes climaticas, a maior parte do seu territério esta localizada
em zonas equatoriais, tropicais e subtropicais, e, portanto, ndo enfrenta invernos rigorosos.
Com isso, os culicoides encontram condicBes favoraveis ao seu desenvolvimento durante o

ano todo.

Barreiras geograficas podem limitar o padrdo de distribuicdo do BTV, pois as
caracteristicas geograficas de paises como Chile e outros que estdo muito proximos da
Cordilheiras dos Andes e deserto do Atacama ndo foram detectados casos de BTV (LEGISA
et al., 2014). Estas regides apresentam temperaturas mais baixas e elevadas altitudes que

podem ndo ser adequadas para ciclo de vida do Culicoides spp.

A emergéncia do BTV no Brasil destaca a importancia da realizacdo de estudos
entomoldgicos futuros, com captura e identificacdo das espécies de Culicoides, de modo que
possam proporcionar avangos no conhecimento do comportamento e distribuicdo dos insetos
vetores competentes. Além disso, também sdo necessarios estudos climaticos e ambientais,
fundamentais para identificar &reas de risco e poder realizar medidas de controle dos insetos

vetores e da doenca.

Portanto, a técnica de VN, considerada padrdo pela OIE, devido a sua sensibilidade e
especificidade na identificacdo de sorotipos de BTV, apresentou-se neste estudo populacional
de bovinos como um diagndstico eficiente na identificacdo de animais reagentes para o BTV,
com resultados positivos em uma amostragem Unica (descartando a possibilidade de Ac
induzidos por vacinas) indicando a circulagdo prévia e/ou atual do virus no rebanho. Sendo
assim, o presente trabalho indica (e refor¢a) a condigé@o de portador de anticorpos do rebanho

paulista. Se tratando de um estudo retrospectivo, com colheitas realizadas em 2011, a
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prevaléncia observada resgata uma fotografia instantdnea da condigdo sanitaria do rebanho
frente ao BTV, podendo assim identificar os sorotipos e compreender a dindmica da doenca
na populacdo no periodo estudado. Com a distribuicdo dos sorotipos de BTV no Estado, foi
possivel observar uma maior concentracdo de diferentes sorotipos de BTV na regido do oeste
paulista, possivelmente por esta regido possuir maior quantidade de bovinos, uma grande
aquisicdo de bovinos provenientes de outras regides, e temperaturas propicias a reproducao
dos insetos vetores competentes. O cruzamento de dados epidemioldgicos, climaticos,
ambientais, entomoldgicos e a identificacdo de areas de risco ou de risco potencial, se
mostram fundamentais na pesquisa epidemioldgica do BTV com aspectos multidisciplinares.
Estas ferramentas poderédo futuramente produzir informagdes oportunas para 0 monitoramento
da doenca e aumento da capacidade preditiva das autoridades sanitarias frente as infeccOes

causadas pelo virus.

O presente trabalho proporcionou um avanco no conhecimento da epidemiologia de BTV
no Estado de Sdo Paulo com evidéncia sorolégica de diversos sorotipos, confirmando a
variabilidade genética e antigénica do virus descrita mundialmente. A complexidade do BTV
e a sua capacidade de adaptacdo a hospedeiros vertebrados e invertebrados, e os mecanismos
de variabilidade tais como mutacéo, recombinacgdo e rearranjos, resultam em novas geracoes
com propriedades distintas, como diferentes niveis de patogenicidade e viruléncia, interacdes
diversas com o sistema imunoldgico de cada hospedeiro, entre outras. Estas sdo consideradas
eficientes estratégias de evolucdo e sobrevivéncia do virus, sendo que tais variabilidades
dificultam os testes de diagndstico e o controle da doenca pela vacinacdo (FULTON et al.,
2003). Neste sentido, a caracterizacdo e 0 monitoramento do virus tornam-se um trabalho
constante frente a cada novo isolado identificado no territorio nacional e internacional, sendo
que tais medidas futuramente refletirdo no manejo sanitario do rebanho e em programas de

vacinacgao.
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8 CONCLUSOES

- Identificou-se, por meio de virusneutralizacdo, ampla disseminacdo de bovinos reagentes
com anticorpos neutralizantes especificos para 11 sorotipos de BTV: BTV-1 (22,15%), BTV-
2 (31,03%), BTV-3 (18,96%), BTV-4 (24,90%), BTV-9 (6,82%), BTV-12 (7,50%), BTV-17
(23,90%), BTV-19 (10,20%), BTV-21 (30,66%), BTV-22 (12,14%), BTV-26 (57,00%) no

Estado de Sdo Paulo;

- Foram identificados, pela primeira vez no Brasil, os sorotipos: BTV-1, BTV-2, BTV-9,
BTV-21 e BTV-26, demostrando a importancia do estudo soroepidemioldgico na vigilancia
de LA;

- O estudo de analise de risco para BTV indicou que a aquisicdo de bovideos pode ser uma
forma de introducdo da doenca nas propriedades, sendo necessario o desenvolvimento de

medidas sanitarias em areas endémicas incluindo vacinas;

- Nas analises climaticas, o circuito 1 apresentou as maiores médias de temperaturas (22,7°C —
24,0°C) e as menores médias precipitacdes (1200 mm — 1450 mm) (para 2011, ano da colheita
dos soros), o que sugere que a proliferacdo do vetor, neste circuito, concentrou-se no periodo

chuvoso;
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- As analises in silico das sequéncias do BTV-4 (estirpes brasileira e italiana) revelaram
diferencas significativas nas sequéncias de aminoacidos, sinalizando a importancia do
isolamento viral e execucdo dos testes de diagndstico sorolégico com estirpes de isolados de
BTV brasileiros;

- O BTV esta distribuido por todas as macrorregides (7 circuitos) do Estado, sendo que 0s
circuitos 1, 2 e 3 (oeste paulista) apresentaram as maiores prevaléncias de animais reagentes
ao BTV, de modo que sdo necessarios mais estudos com aspectos multisciplinares,
envolvendo abordagens entomoldgicas, climéaticas e epidemioldgicas com vistas a

implementacao efetiva da vigilancia epidemioldgica e programas sanitarios para o BTV.
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APENDICE - B

Temperaturas (°C) e precipitagdes (mm) médias do Estado de S&o Paulo obtidas a partir

do registro de 26 estagdes meteorologicas no ano de 2011.

o Temperatura média Precipitacdo
Municipio/ SP (°C) (mm)
Andradina 244 1355,4
Aragatuba 24,3 1217,6
AsSis 21,0 1356,2
Avaré 20,4 1367,2
Campinas 21,4 1675,9
Campos do Jordao 15,8 1835,0
Capédo Bonito 17,7 1153,5
Catanduva 23,8 1235,7
Franca 21,9 1513,0
Itapetininga 19,6 1121,9
Itararé 16,3 1683,7
Jales 249 1736,5
Mococa 22,6 1539,1
Ourinhos 22,4 1158,9
Piracicaba 21,8 1708,8
Presidente Prudente 23,4 1364,0
Registro 22,2 1611,5
Riberdo Preto 22,6 1505,6
Santos 22,7 2553,5
Séo Carlos 21,9 1555,0
Sao José do Rio Preto 23,5 1385,7
Sao Paulo 21,3 1590,2
Sorocaba 22,1 1305,4
Tupd 23,0 1276,5
Ubatuba 21,8 2996,6

Votuporanga 24,2 1206,3
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APENDICE -C

Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de Presidente
Prudente (circuito -1) no periodo de 2006 a 2016.

Meses Precipitacdo Total Temperatura Média
(mm) (C)
Jan 239,1 25,7
Fev 3257 25,4
Mar 109,6 24,6
Abr 75,5 23,7
Mai 9,2 20,5
Jun 47,5 21
Jul 17,7 21,8
Ago 24 21,7
Set 8,1 24,3
Out 210,5 24,3
Nov 122,7 24,9
Dez 190,2 26,3
Média Anual 1379,8 21,65

Presidente Prudente (Circuito - 1)
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Climograma de Presidente Prudente (circuito -1) com médias mensais de temperatura (°C) e

precipitacdo (mm) total no periodo de 2006 a 2016.



Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de
Catanduva (circuito -2) no periodo de 2006 a 2016.

350
300
250
200
150

100

Precipitagdo (mm)

50

Meses Precipitacdo ~ Total Temperatura Média
(mm) (C)
Jan 330,6 24,8
Fev 87,8 25,2
Mar 240,6 25,2
Abr 112 23,4
Mai 4,0 23,5
Jun 32,1 20,65
Jul 15 19,4
Ago 15 21,4
Set 20,3 22,5
Out 136,3 23,8
Nov 152,9 23,8
Dez 159,4 24,7
Média Anual 1306 21,24

Catanduva (Circuito-2)
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Climograma de Catanduva (circuito -2) com médias mensais de temperatura (°C) e precipitagdo (mm) total

no periodo de 2006 a 2016.



Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de Avaré
(circuito -3) no periodo de 2006 a 2016.

Meses Precipitacdo Total Temperatura Média
(mm) (C)
Jan 309,6 25,5
Fev 280,2 25,35
Mar 109,8 25
Abr 117,8 24,5
Mai 50 20,5
Jun 49 19,5
Jul 18,6 22,5
Ago 54,2 22
Set 34 21,5
Out 174,6 22,5
Nov 22 23,5
Dez 142,4 25
Média Anual 1331,6 23,11
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Climograma de Avaré (circuito -3) com médias mensais de temperatura (°C) e precipitagdo (mm) total no
periodo de 2006 a 2016.
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Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de

Franca (circuito -4) no periodo de 2006 a 2016.

400

350

300

250

200

150

Precipitagdo (mm)

100

50

Meses Precipitacdo Total =~ Temperatura Média
(mm) (C)
Jan 270,5 22,7
Fev 150,5 23,1
Mar 351 21,4
Abr 130,6 21,5
Mai 1,9 18,9
Jun 35,3 17,4
Jul 40 19,5
Ago 25,6 21,3
Set 14,4 22,4
Out 167,5 21,4
Nov 164,2 21,3
Dez 315,7 21,9
Média Anual 1667,2 21,9

Franca (Circuito-4)
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Climograma de Franca (circuito -4) com médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total no
periodo de 2006 a 2016.



119

Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de

Piracicaba (circuito -5) no periodo de 2006 a 2016.

Meses Precipitacdo Total Temperatura Média
(mm) (C)
Jan 437 23,5
Fev 3459 23,6
Mar 283,9 21,8
Abr 86,9 21,4
Mai 55 18
Jun 42,7 16,1
Jul 50 18,3
Ago 13,1 19,7
Set 13 21,2
Out 179 21,2
Nov 134,2 21,4
Dez 230,5 22,5
Média Anual 1642,8 19,0

Piracicaba (Circuito-5)
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Climograma de Piracicaba (circuito -5) com medias mensais de temperatura (°C) e precipitagdo (mm)
total no periodo de 2006 a 2016.



Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de

Sorocaba (circuito -6) no periodo de 2006 a 2016.

Meses Precipitagdo  Total Temperatura Média
(mm) (°C)
Jan 252,1 24,8
Fev 379,5 25,1
Mar 118,8 23,2
Abr 81,8 22,1
Mai 17,9 18
Jun 56,3 15,7
Jul 15,2 18
Ago 63,6 18,9
Set 100 19,7
Out 201,6 21,5
Nov 64,3 21,5
Dez 130,9 23,4
Média Anual 1466,8 20,99

400
350
300
250
200

150

Precipitagdo (mm)

100

50

Sorocaba (Circuito-6)

35

- 30

- 25

- 20

- 15

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Meses

Temperatura (°C)

I Precipitagao Total

===Temperatura Média

Climograma de Sorocaba (circuito -6) com médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total

no periodo de 2006 a 2016.
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Tabela 10- Tabela de médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de
Guarulhos (circuito -7) no periodo de 2006 a 2016.

Meses Precipitacdo Total ~ Temperatura Média
(mm) (°C)
Jan 491,1 24,4
Fev 285,4 24,9
Mar 226,9 22,1
Abr 137,7 21,9
Mai 25,2 17,8
Jun 63,4 15,8
Jul 4,5 17,2
Ago 40,8 18,4
Set 6,6 18,5
Out 149,2 20,6
Nov 104,4 20,3
Dez 157,1 22,7
Média Anual 1692,3 20,38
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Climograma de Guarulhos (circuito -7) com médias mensais de temperatura (°C) e precipitagdo (mm) total no
periodo de 2006 a 2016.



