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RESUMO

LIMA, Michele Santos. Virus da lingua azul no Brasil: Isolamento e caracterizacéo
genética de novos sorotipos em ovinos, bovinos, caprinos e cervideos. 2017. 190f. Tese
(Doutorado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto
Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2017.

A lingua azul (LA) é uma doenga infecciosa, podendo ser contagiosa, transmitida
principalmente por mosquitos do género Culicoides sp. O virus da lingua azul (VLA) é um
RNA virus de fita dupla e genoma segmentado, membro do género Orbivirus e da familia
Reoviridae, com alta variabilidade génica. Até julho 2017 de foram reconhecidos pelo ICTV
27 sorotipos, contudo, estdo descritos na literatura 29 sorotipos do VLA, em diversos paises
do mundo, localizados preferencialmente nas areas tropicais e subtropicais. A doenca afeta
ovinos, caprinos, bovinos e diversas espécies de ruminantes silvestres, no entanto, no Brasil
sua ocorréncia clinica é mais evidente em cervideos e algumas racas de ovinos, podendo
apresentar altos indices de mortalidade, problemas reprodutivos, e expressiva diminuigdo na
producdo. A lingua azul é doenca de notificacdo obrigatéria devido a sua patogenicidade e
grande potencial de transmissao/difusdo, consequentemente imposicao de barreiras sanitarias
para paises afetados. Estudos clinicos e moleculares para caracterizacdo dos sorotipos do
VLA existente no Brasil sdo fundamentais para avaliar a situacdo epidemioldgica. Este
conhecimento contribuira para o controle sanitario e assim minimizar o impacto negativo da
doenca e facilitar comercializacdo de produtos de origem animal, bem como evitar 0s riscos
de introducdo de novos sorotipos. Com objetivo de analisar, classificar e caracterizar
filogeneticamente as sequéncias do VLA em amostras brasileiras detectadas no periodo de
janeiro de 2007 a janeiro de 2015 realizou-se: (i) isolamento do virus em ovos embrionados
de galinha (OEG) e adaptacdo em células BHK-21 dos isolados para a manutengédo de banco
viral; (ii) estabelecer as relacBes genéticas e epidemioldgicas das estirpes do VLA pelo
sequenciamento genémico e analise filogenética; (iii) determinar a ocorréncia dos principais
sorotipos nas diferentes espécies de ruminantes estudadas; (iv) verificar a endemicidade dos
sorotipos identificados nas regides analisadas e realizar a distribuicdo espacial do VLA
conforme sorotipo identificado; (v) analisar a influéncia de fatores climaticos entre as regides
e associa-los aos sorotipos identificados; (vi) gerar conhecimento para producgdo de reagentes
e para desenvolvimento de métodos de analise para VLA. Foram inoculadas por via
intravenosa em OEG 207 amostras de ovinos, bovinos, caprinos e cervideos. O material

embrionario (SNC e érgdos dos OEG) com lesGes caracteristicas de VLA foi inoculado em



células BHK-21 resultando em 75% (498/662) de amostras adaptadas em cultura celular. A
andlise filogenética revelou a circulacdo do VLA sorotipos BTV-1, BTV-2, BTV-3, BTV-4,
BTV-8, BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-12, BTV-13, BTV-14, BTV-18, BTV-19, BTV-22 ¢
BTV-24, em ovinos, bovinos, cervideos e caprinos no Brasil. O sequenciamento dos 10
segmentos do VLA por meio de NGS forneceu importantes informacGes epidemioldgicas
sobre a disseminacdo desta doenca no Brasil. Evidenciando as diferengas genéticas dos
isolados brasileiros do VLA e sugerindo novos topotipos brasileiros. Constatou-se a
endemicidade do BTV-1, BTV4 e BTV-12 na regido estudada, bem como condicOes
climéticas de favoraveis ao desenvolvimento do vetor. Neste estudo foram identificados pela
primeira vez no Brasil os sorotipos BTV-1, BTV-2, BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-13, e
BTV-24. Os resultados encontrados geraram importantes informacdes epidemioldgicas que
auxiliardo na tomada de decisdes para a conducdo dos programas sanitarios brasileiros, na
producdo de reagentes e no desenvolvimento de novos metodos de andlise e produgdo de

vacinas.

PALAVRAS-CHAVE: VLA, isolamento, filogenia, epidemiologia molecular, ruminantes.
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ABSTRACT

LIMA, Michele Santos. Bluetongue virus in Brazil: isolation and genetic caracterization
of new serotypes in shep, catle, goats, deer. 2017. 190f. Tese (Doutorado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2017.

The bluetongue (BT) is an infectious disease, and may be contagious, transmitted mainly by
mosquitoes of the genus Culicoides sp. The bluetongue virus (BTV) is a double-stranded
virus and segmened genome, member of the genus Orbivirus, family Reoviridae, and presents
high genetic variability. It was recognize 27 serotypes by ICTV, however, described in the
literature there are 29 BTV serotypes and they have been identified in tropical zone,
subtropical zone and some temperate regions of the world. The disease affects sheep, goats,
cattle and several species of wild ruminants, but in Brazil, its clinical signs are usually
observed in deer and some breeds of sheep and include a high rate of mortality, reproductive
problems, weight loss and indirect losses as a result of export restrictions. The BTV is a
disease of mandatory notification, and restricts movement and trade of animals in virus-free
areas, resulting in significant economic losses. Clinical and molecular studies to characterize
BTV serotypes in Brazil are fundamental to assess the epidemiological situation and thus
contribute to sanitary control in order to reduce the risks of introduction of new serotypes,
minimize the negative impact of the disease and facilitate the exchange of products of animal
origin. In order to analyze, classify and characterize phylogenetically BTV sequences in
Brazilian samples detected from january 2007 to april 2015, (i) virus isolation in embryonated
chicken eggs (EEC) and adaptation in BHK-21 cells the isolates from to maintenance of viral
bank (ii) to establish the genetic and epidemiological relationship of BTV strains through
genomic sequencing and phylogenetic analysis; (iii) to determine the occurrence of the main
serotypes in the different ruminant species studied; (iv) verify the endemicity of the serotypes
identified, analyzed regions and perform the spatial distribution of BTV according to the
identified serotype; (v) to analyze the influence of climatic factors between the regions and to
associate them with the serotypes, and (vi) generate knowledge for production of reagents and
for the development of analysis methods for BTV. Were inoculated intravenously in EEC 207
samples of ovine, bovine, goats and deer. The embryonic material (CNS and organ EEC) with
lesions characteristic of BTV was inoculated in BHK-21 cells resulting in 75% (493/662)
samples adapted in cell culture. Phylogenetic analysi revealed circulating of serotypes BTV-1,
BTV-2, BTV-3, BTV-4, BTV-8, BTV-8, BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-12, BTV-13, BTV-
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14, BTV-18, BTV-19, BTV-22 and BTV-24 in sequenced samples of sheep, cattle, cervids
and a goat in Brazil.Sequencing of the 10 BTV segments by NGS provided important
epidemiological information on the spread of this disease in Brazil. Evidencing genetic
differences of brazilian isolates of the BTV, suggesting new brazilian topotypes. The
endemicity of BTV-1, BTV4 and BTV-12 in the studied region was verified, as well as
climatic conditions favorable to the development of the vector. In this study the serotypes
BTV-1, BTV-2, BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-13, and BTV-24 were identified for the first
time in Brazil. The results obtained generated important epidemiological information that will
help in the decision making for the conduction of the Brazilian sanitary programs, in the
production of reagents and in the development of new methods of analysis and production of

vaccines.

KEYWORDS: BTV, isolation, phylogeny, molecular epidemiology, ruminants
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1. INTRODUCAO

O agronegdcio brasileiro tem como destaque no cenédrio mundial a bovinocultura, com
0 segundo maior rebanho efetivo do mundo, em torno de mais de 209 milhdes de cabecas
(IBGE, 2014), nos ultimos anos alternando com os EUA a primeira e segunda posi¢do. Além
disso, desde 2004, o Brasil assumiu a lideranca nas exportacbes, com um quinto da carne
comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises. O valor bruto da
producdo bovina das cadeias de carne e de leite é estimado em R$ 67 bilhGes, aliado a
presenca da atividade em todos os Estados brasileiros, evidenciando a importancia econémica
e social da bovinocultura em nosso pais (MAPA 2016).

A caprinocultura e a ovinocultura também tém se destacado no agronegdcio brasileiro.
Atualmente, o Brasil ocupa o 18° lugar do “ranking” mundial de exportagdes, com um
rebanho estimado em 14 milhdes de animais. O rebanho caprino encontra-se principalmente
no Nordeste, com énfase para os Estados da Bahia, Pernambuco, Piaui e Ceard. A
ovinocultura tem maior representatividade nos Estado da Bahia, Ceard, Piaui, Pernambuco,
Rio grande do Norte, Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grosso do Sul (MAPA 2016).

Face a crescente importancia socioeconémica das cadeias produtivas citadas, torna-se
primordial a seguranca sanitaria dos rebanhos, onde os problemas de satde animal sdo um dos
principais fatores a limitar a producdo e encarecer os produtos. Além de ocasionar a baixa
encarecer a produtividade, e comprometer a qualidade final do produto, os problemas
sanitarios causam graves consequéncias socioecondmicas impactando diretamente sobre a
comercializacdo de animais e seus subprodutos, impedindo o0 acesso aos principais mercados
consumidores, acarretando ainda menor segurancga para com o alimento fornecido e bem-estar
animal.

No contexto sanitario, a lingua azul (LA), também conhecida por “bluetongue” (BT)
estd incluida na lista da “World Organization for Animal Health” - OIE (2016) de
enfermidades infecciosas de importancia sobre o comércio internacional de animais e seus
subprodutos (principalmente sémen e embrides , bastante comercializados devido ao alto
valor genético do rebanho nacional), gerando embargos e restricdes por paises importadores,
além das perdas diretas em rebanhos afetados.

A LA é uma doenca viral, infecciosa, podendo ser contagiosa (MAAN et al., 2016), de
etiologia viral, transmitida principalmente por mosquitos do género Culicoides sp., também

chamado de “mosquito-polvora”. A doenca afeta ovinos, caprinos, bovinos e diversas
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espécies de ruminantes silvestres, de notificacdo obrigatoria devido a sua patogenicidade e
grande potencial de transmissdo/difuséo (OIE, 2016).

No Brasil, existem oito espécies de cervideos: Blastocerus dichotomus (cervo-do-
Pantanal), Odocoileus virginianus (veado-galheiro), Ozotoceros bezoarticus (veado-
campeiro), Mazama americana (veado-mateiro), Mazama bororo (veado-mateiro pequeno),
Mazama gouazoubira (veado catingueiro), Mazama nana (veado-boror6) e Mazama
nemorivaga (veado-roxo) (DUARTE, 2007). Segundo a Lista Vermelha das Espécies
Ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources), trés espécies se encontram na categoria vulneravel: cervo-do-Pantanal, veado-
mateiro-pequeno e veado-boror6 (IUCN 2016).

Em ovinos e cervideos, a enfermidade é particularmente importante, podendo atingir
70% de mortalidade em ovinos e 100% em cervideos (OIE, 2016), resultante de inflamacéao e
hemorragias das membranas da mucosa oral, nariz e intestinos. Em caprinos e bovinos a
infecgdo pelo virus da lingua azul raramente apresenta sinais clinicos da doenca e a taxa de
mortalidade é muito baixa ou nula (LOBATO, 1999; 2015). No entanto, bovinos sao
importantes no ciclo epidemiolégico da doenca, pois apresentam viremia prolongada, em
torno de 60 dias (OIE, 2016), funcionando como reservatorios do VLA, a partir dos quais 0s
vetores podem se infectar e transmitir 0 virus a outros ruminantes, mantendo-o viavel e
circulante nas populac@es susceptiveis a infeccdo (LIMA, 2013; GORCHS; LAGER, 2001).

Para a movimentacdo de animais, nos paises que compdem o MERCOSUL (Brasil,
Argentina, Paraguai, Uruguai e Venezuela), € obrigatdria a analise para pesquisa do virus da
lingua azul (VLA) ou de anticorpos, tanto em animais quanto em seus produtos (Resolucdo
MERCOSUL/GMC/RES N°. 16/05).

Apesar da importancia econdmica, pouco se conhece sobre as estirpes do virus da
lingua azul (VLA) existentes no Brasil, pois a maioria dos estudos realizados com
representatividade populacional sdo para deteccdo de resposta imune, e revelam apenas
infeccOes previas (presenga de anticorpos contra o virus no soro) utilizando os métodos de
imunodifusido em Gel de Agar (IDGA), da virusneutralizagio (VN), e pelo “Enzyme-Linked
Immubocorbent Assay” (ELISA ) (LOBATO, 1996; PELLEGRIN et al., 1997; MELO et al.,
2000; LOBATO et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2008; VENDITTI, 2009; BERNARDES,
2011; MARTINS e t al,, 2011; LIMA et al., 2012; LIMA, 2013; LOBATO et al., 2015;
NOGUEIRA et al., 2016). Contudo, sdo poucos os relatos clinicos da doenga, evidenciando
uma disseminacéo silenciosa do VLA nos rebanhos do pais.
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Foram descritos 29 sorotipos diferentes do VLA (LORUSSO et al., 2016; MAAN et
al., 2016), reconhecidos pelo “International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV”
ainda sdo 27 sorotipos (MAAN et al.,2016).

Em rebanhos bovinos no Brasil, ja foram detectados os sorotipos do VLA 4 (BTV-4) ,
sorotipo 8 (BTV-8), sorotipo 10 (BTV-10), e sorotipo 16 (BTV-16), em amostras de sémen e
sangue (GROOCOCK; CAMPBELL, 1982; GASPARINI et al., 2014). Em ovinos foram
detectados os sorotipos do VLA BTV-4, BTV-8, BTV-10, o sorotipo 12 (BTV-12) e sorotipo
17 (BTV-17), isolados a partir de amostras clinicas de diferentes focos ocorridos no Brasil
(CLAVIO et al., 2002; LIMA 2013; BALARO et al., 2014; ROSA et al., 2014a; 2014b). O
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, ja notificou a OIE sobre a
ocorréncia dos sorotipos 3 (BTV-3), sorotipo 14 (BTV-14), sorotipo 18 (BTV-18), sorotipo
19 (BTV-19) e sorotipo 22 (BTV-22) do VLA em cervideos no Estado do Parana.

Condicdes de temperatura e umidade em todo o Brasil favorecem a multiplicagéo e
manutencdo dos vetores, facilitando a endemicidade da doenga, pois o clima é o principal
fator de risco, ja que os Culicoides requerem calor e umidade para se reproduzirem, bem
como clima quente e imido e pouco vento para se alimentarem. As estacbes do ano, como
primavera e verdo, favorecem o seu aparecimento e reproducdo e consequentemente, a maior
transmissdo da doenca. A populagdo de insetos tende a baixar no outono e inverno, quando a
temperatura é mais baixa. A ocorréncia da LA depende de uma complexa interacdo entre
hospedeiro, vetores, clima, sorotipos virais circulantes e suas inter-relagdes (LIMA, 2013).

Considerando as condicdes climaticas brasileiras, adequadas ao desenvolvimento dos
vetores, a deteccdo do VLA em animais, torna-se necessario os estudos para preencher a
lacuna do conhecimento relacionada aos sorotipos existentes, e 0 impacto da infec¢do sobre a
produtividade nos rebanhos, bem como nas populagdes de ruminantes silvestres existentes do
Brasil.

O diagnostico precoce e especifico torna-se inevitavel e importante como recurso para
evitar a propagacdo da doencga, gastos com tratamentos, focos epidemioldgicos e medidas de
controle, bem como restricGes econdmicas. Além disso, permite analises, em curto periodo de
tempo, para certificagdo de grande nimero de animais e produtos de origem animal, como
sémen e embrides destinados ao comércio nacional e internacional (LIMA, 2013).

Dessa forma, objetivou-se estabelecer a analise filogenética das sequéncias do VLA a
partir de amostras de campo isoladas no Brasil, bem como pesquisar a ocorréncia dos

diferentes sorotipos do VLA em diferentes espécies, aumentando o conhecimento em relagéo
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as estirpes virais circulantes no Brasil, a fim de estabelecer protocolos e diretrizes para
aplicacdo de métodos apropriados de controle da doenca, com intuito de conhecer a relacdo
entre os isolados de campo e as estirpes tidas como “exoéticas” (estirpes sem ocorréncia no
pais, que ainda ndo foram notificadas ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
— MAPA, 6rgdo do Governo Federal responsavel por notificar a OIE).

Estudos sobre a doenca sdo essenciais, pois visam fornecer subsidios, tais como a
situacdo epidemioldgica e caracterizacao dos sorotipos existentes, para a vigilancia sanitaria e
epidemioldgica. Contribuindo com a defesa sanitaria animal para elaboracéo e implementacao
de programas de vigilancia para o VLA, com a finalidade de diminuir os riscos de introdugéo
de novos sorotipos; promover melhor qualidade de vida e bem-estar animal, minimizar o
impacto negativo da doenca e facilitar o intercambio de animais e de produtos de origem

animal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

O presente estudo teve por objetivo, analisar classificar e caracterizar filogeneticamente

as sequéncias do VLA em amostras brasileiras detectadas no periodo de janeiro de 2007 a

abril de 2015, mantidas na colecéo viral do Laboratério de Viroses de Bovideos, destinadas ao

estudo de viruléncia, patogenicidade, desenvolvimento de reagentes.

2.2 Especificos

1.

Isolamento do VLA em ovos embrionados de galinha (OEG) a partir de amostras
positivas, detectadas pela RT-qPCR, e adaptacdo em células BHK-21 dos isolados em

OEG para manutencdo de banco viral;

Estabelecer as relacbes genéticas e epidemioldgicas das estirpes do VLA pelo
sequenciamento gendmico e analise filogenética, realizados no “Istituto
Zooprofilattico Sperimentale dell’ Abruzzo e del Molise G. Caporale”, Teramo, Itélia,

( referéncia internacional pela OIE no diagnostico de LA ;

Verificar a endemicidade dos sorotipos identificados nas regifes analisadas e mapear a

distribuicdo espacial do VLA conforme o sorotipo identificado;

Gerar conhecimento para producdo de reagentes e para desenvolvimento de métodos

de analise para VLA.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Historico

Até 0 ano de 1905, a LA era conhecida por "Epizootia Catarral das Ovelhas” ou
“malarial catarral fever”, ainda com etiologia desconhecida. No mesmo ano passou a ser
conhecida por “lingua azul” devido a cianose observada na lingua e na mucosa oral dos
animais doentes (BREARD et al., 2004). Em 1906, a ocorréncia da doenga passou a ser
associada com a presenca de um virus, estabelecendo assim a etiologia da doenca,
posteriormente denominado “Bluetongue virus” (BTV).

A LA foi descrita inicialmente na Africa do Sul no final do século XVIII em ovinos
importados, em 1918. A doenca ja tinha sido descrita em ruminantes na Africa Ocidental e em
varios outros paises da Africa Subsaariana (TOMORI et al., 1992). Entretanto, em 1924 a
doenca foi confirmada fora do continente africano, na ilha de Chipre, onde nos anos de 1943 e
1944, ocorreram importantes surtos da doenga, com elevadas taxas de mortalidade (70% dos
animais - 2.500 ovelhas). Em 1943, a doenca também foi responsavel por ocasionar uma
importante epizootia na Palestina. Ap0Os estas epizootias fora do continente africano,
observou-se que a incidéncia da doenca clinica é altamente variavel, a taxa de mortalidade e a
severidade dos sinais clinicos sdo influenciadas pela espécie, raca, idade e pela condicdo de
satde do animal infectado, pelo sorotipo e por intera¢cbes com o ambiente (MCLACHLAN,
1994).

A doenca também foi identificada em 1982, nos Estados Unidos, e em 1956 e 1957 em
Portugal e Espanha, com aproximadamente 75% de mortalidade, levando a 6bito de cerca de
180.000 ovinos, causando sérios prejuizos a pecuaria nesta regido. Desde entdo, devido aos
surtos de LA ocorridos na Europa, Oriente Médio, Asia e Estados Unidos no inicio dos anos
1940 e 1950, a LA passou a ser caracterizada como uma “doenca emergente” (ROY, 2008).

Em 2004, a doenga passou a atingir também o norte da Europa, onde ocorreram
diversos surtos de LA, nestes, mais de um milh&o de ovelhas morreram devido a doenca.
Estudos realizados no mesmo periodo demonstraram que Culicoides, especie de vetor
relacionada a transmissdo do VLA adquiriu uma ampla distribuicdo geogréafica: devido a

adaptacOes climéticas, a espécie ampliou sua extensao territorial cerca de 800 km mais ao
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norte da Europa, presumivelmente pelo clima ter se tornado mais quente, importante fator
responsavel pela disseminacao do virus (OIE, 2016).

No Brasil, 0 VLA foi isolado e identificado pela primeira vez em 1980, quando foi
isolado o sorotipo viral 4 de bovinos exportados para 0 EUA (GROOCOCK; CAMPBELL,
1982). Durante um surto de LA em ovinos no Parang, Clavijo et al. (2002) conseguiram isolar
e identificar a estirpe 12 do VLA.

A partir da primeira ocorréncia, varios inquéritos soroldgicos foram realizados,
incluindo diferentes espécies de ruminantes domeésticos, evidenciando sorologia positiva para

0 VLA em diversos Estados brasileiros.

3.2. Classificacéo e taxonomia

O VLA (“Bluetongue Virus”, BTV) é membro do género Orbivirus, subfamilia
Sedoreo virinae. O VLA € maior dentre os 15 géneros classificados dentro da familia
Reoviridae, sendo esta a maior familia de todos os virus RNA de fita dupla (dsRNA). Os 15
géneros reconhecidos como Reoviridae estdo agrupados em duas subfamilias (Sedoreovirinae
e Spinareovirinae) e podem ser diferenciados de acordo com as caracteristicas de tamanho,
nimero de camadas e estrutura do capsideo, nimero de segmentos do genoma, natureza e
namero das proteinas estruturais, além do padrdo de reatividade soroldgica. A familia
Reoviridae também apresenta grande diversidade de hospedeiros, podendo infectar fungos,
animais invertebrados (artropodes e moluscos), vertebrados (peixes, répteis, aves e
mamiferos, incluindo o homem) e plantas. Os virus pertencentes a familia Reoviridae podem
ter seu genoma constituido por 10, 11 ou 12 segmentos de dsRNA (Comité Internacional de
Taxonomia de Virus - ICTV, 2016).

O virus possui morfologia esférica, constituido de um capsideo externo envolvendo
outro capsideo intermediario (“core” - nlcleo) e, ainda, uma camada proteica interna (“sub-
core” subnucleo). Os virions ndo séo envelopados, possuem tamanho caracteristico de 60-85
nm de diametro, e as proteinas que formam a particula viral estdo dispostas em duas ou trés
camadas concéntricas que conferem a ela uma simetria icosaédrica (ICTV, 2016).

O nucleo icosaédrico do VLA ¢é circundado pela camada externa ou capsideo, que é

composto pelas proteinas VP2 e VP5, conforme a Figura 1.
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VP-2 - Capsideo externo
—  Determinacio  do VP-7 - Capsideo intermediério—
sorotipo, expressdo dos Invas&o celular e infecciosidade nas
principais epitopos célulasdoinseto vetor, reagdo de Ac
neutralizantes

VP-5 - Capsideo externo
— Penetragdoviral

Particula viral

Particula do nucleo

VP-3 - Capsideo interno
—Formagdo de estruturae

organizagso fisica do VP-I — Nucleo interno— RNA polimerase

> VP-4 — Nucleo interno
— Fung&o enzimatica de
guanilitransferase e
metiltransferase

VP-6 - Subntcleo—
Formagdo de estruturae
organizagdo fisica do
genoma

Particula do Subnucleo Segmentos dsRNA do genoma

Figura 1- Representacdo esquematica da particula do VLA — llustrando as diferentes proteinas codificadas pelo
genoma dos Orbivirus. Capsideo externo, formado pelas proteinas VP-2 e VP-5; capsideo intermediério,
formado pela proteina VVP-7; e capsideo interno, formado pela proteina VP3; Subnicleo e associada ao nucleo
interno a proteina VVP-6; NUcleo interno, as proteinas estruturais associadas (VP-1 e VVP-4).

Fonte: Lima, 2017.

Conforme ilustrado na Figura 1, o VLA possui capsideo externo com cerca de 80 nm
de diametro, constituido de 180 cdpias de VP2 e 360 copias de VP5. O capsideo intermediario
é circundado por particulas do core, formado por capsdémeros em forma de anel com 73 nm,
constituido de 780 copias do VP7, e “sub-core” com 59 nm de didmetro externo 46 nm de
didametros interno, constituido de 120 copias de VP3 (BHATTACHARYA; ROY; ROLE
2010). Dentro desse “sub-core” de VP3 encontram-se as outras proteinas estruturais do virus:
VP1 que apresenta funcdo de RNA polimerase RNA dependente, VP4 que apresenta fungéo
de adicionar o “cap” aos mRNA durante a replicagdo, € VP6 que apresenta atividade de
helicase e NTPase.

A multiplicacdo viral do VLA ocorre tanto em células de artropodes, quanto em
vertebrados, apresentando algumas diferengas na replicagdo nesses diferentes hospedeiros
(MAAN et al., 2011). Em células de mamiferos, a replicacdo viral se inicia com a absor¢éo
viral envolvendo componentes do capsideo externo, que nao séo glicosilados, e receptores na
membrana plasmatica celular (ALFIERI et al., 2007). Posteriormente ocorre a penetragdo do
VLA por endocitose, e a sua liberagdo no citoplasma requer pH acido no endossoma. A queda
do pH altera a conformidade da VP5, expondo peptideos que formam poros na membrana do

endossoma. Isto permite que particulas do “sub-core” (complexo enzimatico que transcreve 0s



34

10 segmentos gendmicos para MRNA e adicionam “cap” aos mesmos que s30
subsequentemente traduzidos para todas as proteinas virais no citoplasma das células
infectadas) sejam liberadas no citoplasma e iniciem a replicacdo do genoma.

Embora o VLA seja liberado das células de mamiferos por lise celular, em alguns
tipos celulares ele também pode sair por brotamento ou protrusdo (BHATTACHARYA; ROY;
ROLE 2010).

Nas células de mamiferos, a replicacdo dos Orbivirus bloqueia a sintese de proteinas
pela célula hospedeira que usualmente resulta em lise celular e liberacdo das particulas virais,
porém nos insetos ndo ha este bloqueio. Nas células dos insetos, ocorre a liberacdo continua
de particulas virais e a reinfeccdo dessas células pode ocorrer com frequéncia (MELLOR;
BOORMAN; BAYLIS, 2000).

O VLA ¢ bastante estavel na presenca de proteinas e em sangue mantido sob
congelamento a temperatura —80°C ou inferior, porém é instavel quando armazenado a -20°C.
O virus € sensivel ao pH < 6,0 e > 8,0, aos desinfetantes comuns como compostos fenolicos e
iododoforos e as R-propiolactona, sendo inativado pelo calor a 50°C por trés horas ou 60°C
porl5 minutos (OIE, 2016).

O VLA pode sobreviver por 9 a 12 meses, mesmo em paises com invernos tipicos e
sem que sejam detectados, ocorrendo nesse mesmo periodo casos de viremia, doenca ou
soroconversao de hospedeiros. Isso significa que o virus persiste de uma estacdo de atividade
do vetor para outra, passando pelo periodo em que as condi¢fes climaticas ndo permitem a
sobrevivéncia e atividade de Culicoides adultos. Esse mecanismo foi denominado de
“overwintering” (EMBRAPA, 2006).

3.3. Genoma do virus da lingua azul e caracteristicas moleculares

O genoma do VLA consiste de 10 segmentos de RNA fita dupla (RNAdSs), dividido
em trés segmentos grandes (L1 a L3), trés médios (M4 a M6) e quatro pequenos (S7 a S10).
Estes 10 segmentos do RNA de fita dupla variam de 3954 a 822 pb. O conjunto de segmentos
gendmicos sdo responsaveis pela codificagdo de proteinas estruturais (VP1 a VP7) e as cinco
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2, NS3/NS3a, NS4 e S10-ORF2), as quais sdo numeradas
de acordo com a sua migracdo eletroforética em agarose a 1% , conforme Figura 2 ,
(ALFIERI et al., 2007).
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4Kb > Segmento 1 (3954 pb) — Proteina VP1

Segmento 2 (2926 pb) — Proteina VP2
Segmento 3 (2772 pb) — Proteina VP3

2Kb > Segmento 4 (2011 pb) — Proteina VP4

Segmento 5 (1770 pb) — Proteina NS1
Segmento 6 (1638 pb) — Proteina VP5

Segmento 7 (1156 pb) — Proteina VP7
Segmento 8 (1124 pb) — Proteina NS2

1Kb > Segmento 9 (1046 pb) — Proteina VP6

Segmentol0 ( 822 pb) — Proteina NS3/ NS3(a)

Marcador Virusda lingua azul

Figura 2 - Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) do dsRNA do VLA. Representacdo esquematica dos 10
segmentos lineares, organizados conforme seus respectivos pesos moleculares e respectivas proteinas.
Fonte: Maan et al., 2011.

As proteinas VP2 e VP5 sdo as menos conservadas entre as estirpes do virus,
conferindo elevada variabilidade genética ao VLA, a VP2 é o principal determinante da
estirpe, sendo também responsavel pelo estimulo para a producéo de anticorpos neutralizantes
(ICTV, 2016). Atualmente, por meio de testes moleculares e de soroneutralizacdo, foram
classificados e reconhecidos 27 sorotipos, contudo, ha o possivel acréscimo de outros dois
novos sorotipos, o sorotipo 28, isolado a partir de amostras de ovelhas provenientes do
Oriente Médio, e do sorotipo 29, isolado a partir de amostras ovinos da Africa do Sul,
(MAAN et al., 2011; 2015; 2016). Também foram identificados recentemente na China e na
Italia, possiveis novos sorotipos do VLA, ambos geneticamente semelhantes aos sorotipos
BTV-25 (Toggenburg Orbivirus, isolado na Suica) (HOFMANN et al., 2012), BTV-26
(isolado no Kuwait) (MAAN et al, 2011) e BTV-27, porém ainda ndo totalmente
caracterizados (SPERLOVA; ZENDULKOVA, 2011; MAAN et al., 2011; ZIENTARA et al.,
2014; PULLINGER et al., 2016; SUN et al., 2016; LORUSSO et al., 2016).

Conforme descrito na Tabela 1, o segmento 1 codifica a polimerase viral (VP-1), que é

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

O segmento 2 (Seg-2) é o responsével por codificar a proteina VP-2, que associada
com a proteina VP-5, codificada pelo segmento 6 (Seg-6), formam o capsideo externo do
virus. A VP-2 tem como principal funcdo o reconhecimento de receptores na membrana da
célula hospedeira, enquanto VP-5 é uma proteina responsavel pela fusdo que media a
penetracdo do virus na célula hospedeira. Os estudos de andlises filogenéticas realizados
mostraram que 0s segmentos 2 e 6 do genoma do VLA, sdo 0s segmentos com maior
variabilidade genética. As sequéncias de nucleotideos do segmento 2 de isolados do VLA
permitem a formacdo de diferentes grupos ou clados, conforme a variabilidade genética
apresentada entre os sorotipos, sendo o segmento 2 o principal segmento utilizado para
identificar e classificar os isolados virais e o 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 (MAAN et al., 2007).

Um dos mecanismos relacionados a variabilidade genética dos reovirus € o processo
conhecido por rearranjo “reassortment”, que consiste na troca de segmentos genOmicos,
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 et al., 2008).

A anélise filogenética do segmento 2, com base nas sequéncias de nucleotideos da
proteina VP2, possibilitou analisar os diferentes sorotipos do VLA, bem como seus
agrupamentos em clados, determinando diferentes sorogrupos. Foi possivel observar que
sorotipos do VLA pertencentes a0 mesmo sorogrupo apresentam identidade de sequéncia de
nucleotideos superior a 66,9%. Conforme as similaridades entre os 27 sorotipos, formou-se 12
diferentes sorogrupos classificados de A — L, para os 27 sorotipos do VLA (Figura 3). O
sorogrupo “A” que compreende os sorotipos BTV-4, BTV-10, BTV-11, BTV-17, BTV-20 e
BTV-24; o sorogrupo “B” que compreende os sorotipos BTV-3, BTV-13 e BTV-16; o
sorogrupo “C” que inclui os sorotipos BTV-6, BTV-14 e BTV -21); o sorogrupo “D” com 0s
sorotipos BTV-8, BTV -18 e BTV-23; 0 sorogrupo “E” como os sorotipos BTV-5 e BTV-9; o
sorogrupo “F” com os sorotipos BTV-7 e BTV-19; o sorogrupo “G” com os sorotipos BTV-
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12 e BTV-22; o sorogrupo “H” formado apenas pelo BTV-1; o sorogrupo “I”” formado apenas
pelo sorotipo, BTV-2; o sorogrupo “J”, também formado por apenas um sorotipo, o BTV-15;
o sorogrupo “K”, formado pelo BTV-25 e BTV-27, e por fim, o sorotipo “L” compreendendo
o0 BTV-26 (MAAN et al.,, 2011). Mesmo classificados em 12 sorogrupos distintos, 0s
sorotipos que fazem parte de um mesmo sorogrupo podem apresentar reacoes cruzadas em

testes sorologicos, dificultando a interpretacdo do resultado.
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Figura 3 - Arvore filogenética construida utilizando 0 modelo matematico Neighbour-joining tree, a partir do
alinhamento das sequéncias do Seg-2 de diferentes sorotipos de referéncia isolados do VLA, BTV-1w, 4w, 8w e
16w provenientes de Omé. A arvore foi construida utilizando matrizes de distancia gerada, e o algoritmo p-
distancia usando foi determinado pelo MEGAS5 ( “bootstrap” de 500 réplicas). O VLA foi divididos em 26
grupos distintos com base nas sequéncias de Seg-2, refletindo relagdes sorolégicas entre sorotipos de virus.
Fonte: Maan et al. 2011.

O capsideo interno e o capsideo intermediario sdo formados por proteinas mais
conservadas, quando comparadas as proteinas do capsideo externo (VP-2 e VP-5). As
proteinas dos capsideos interno e intermediario séo, respectivamente, a VP-3 (codificada pelo
segmento 3) e a VP-7 (codificada pelo segmento 7). A proteina VVP-7 tem sido utilizada como
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alvo para testes de diagndstico especificos para o VLA, pois o segmento 3 é conservado,
assim, podendo ser usado como alvo para a deteccdo das diferentes espécies do género
Orbivirus (ATTOUI et al., 2005; 2009). O género Orbivirus, compreende atualmente 12

diferentes sorogrupos, os quais séo demonstrados na Figura 3.

Epizootic haemorrhagic e
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0.1 [Yunnan orbivirus |~ - -Peruvian horse sickness virus |

Figura 4 — Arvore filogenética de comparago dos outros sorogrupos do género Orbivirus, através das proteinas
T2. Esta proteina é equivalente & proteina VP3 do VLA. A arvore foi construida pelo algoritmo Neighbor-
joining, com matrizes de distancia calculada usando o algoritmo de determinacdo de distancia p, com valor de
“bootstrap” de 1000 réplicas.

Fonte: Belaganahalli et al. (2012) .

As proteinas ndo estruturais identificadas do VLA (também descritas na Tabela 2) séo:
NS1,com 644 kDa, codificada pelo segmento 5 (Seg-5), relacionada & formagéo de tubulos;
NS2, com 409 kDa, codificada pelo segmento 8 (Seg-8), esta relacionada a matriz dos corpos
de inclusdo; NS3/NS3a, com 256 kDa, codificada pelo segmento 10 (Seg-10), esta
relacionada com a saida do virus da célula; e as proteinas NS4 (codificada pelo segmento 9) e
S10-ORF2 (ROY,1992; FIRTH, 2008). Na Figura 2, podem ser observados, respectivamente,
0s 10 segmentos genémicos e as proteinas codificadas do VLA. Nas tabelas 1 e 2, estdo
relacionadas as caracteristicas dos 10 segmentos do RNA gendmico e das proteinas do VLA.
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A maioria dos sorogrupos sdo imunologicamente distintos, entretanto, existe reagdo cruzada
entre 0 VLA e os sorogrupos do virus da doenca epizo6tica hemorrégica dos cervideos e da
peste equina (MAAN et al., 2011).



Tabela 1 - Descricédo das proteinas estruturais do VLA de acordo com o segmento, nomenclatura, localizagdo e fungéo.

Segmento |Tamanho (pb)| Proteina |Peso molecular| Localizagédo Funcéo proteica
Gendmico (Da)
1 3954 VP-1 (Pol) 149 Dentro do subcore e Funcdo de RNA polimerase e RNA dependente.
do eixo de dobragem
2 2926 VP-2 111 Capsideo externo Responsavel pela ligagéo e penetracdo celular em mamiferos e pela producéo de
anticorpos neutralizantes. E a proteina mais variavel, responsavel pela
determinacdo do sorotipo e da viruléncia.
3 2770 VP-3 (T2) 103 Subndcleo e Estruturar a organizacéo fisica do genoma, formar estruturas para deposicao dos
Camada do capsideo | trimeros do Segmento VP7. A VP3 mantém a simetria icosaédrica por controlar
interno 0 tamanho e organizacdo das estruturas do capsideo e da ligacdo com RNA.
4 2011 VP-4 (Cap) 764 Dentro do subntcleo Funcéo de equilibrio enzimético de guanilitransferase e metiltransferase,
(core) enzimas que adicionam o cap.
6 1638 VP-5 591 Camada internado | E uma proteina variavel que faz fusio com a membrana, determinante da estirpe
capsideo externo viral e penetracdo celular no inicio da infecgdo. Possui camada glicosilada que
ajuda na determinacédo do sorotipo viral.
7 1156 VP-7 (T13) 385 Capsideo Ligacdo a ssSRNA, dsRNA, helicase e ATPase. Proteina que constitui a
intermediario superficie exterior do ndcleo viral, envolvida na invasdo celular, no aumento do
potencial de infecciosidade no nicleo celular do inseto vetor e reage com os
anticorpos.
9 1046 VP-6 (Hel) 357 Subnicleo Determinar o sorogrupo e penetracdo em células de insetos.

Fonte: Adaptado de Mertens; Attoui; Houssam, 2013 e atualizada.

Tabela 2 - Descricdo das proteinas ndo estruturais do VLA de acordo com o segmento, nomenclatura, localiza¢do e funcéo.

Segmento| Tamanho Proteina |Peso molecular Localizacdo Funcéo e propriedades
Genbdmico (pb) (Da)
5 1770 NS1 (TuP) 644 Citoplasma - tlbulos | Responsavel pela formacdo dos tibulos no citoplasma da célula, sendo estes
tbulos, uma caracteristica da replicacdo dos Orbivirus.
8 1124 NS2 (VIP) 409 Citoplasma, corpos | Responsavel pela formagdo de corpusculo de inclusdo viral, ligagdo ao RNA de
de inclusdo viral fita simples.
10 822 NS3 - NS3a 256 Membranas Auxilia no regresso das particulas viricas e na determinagdo da viruléncia
celulares

Fonte:Adaptado de Mertens; Attoui; Houssam, 2013 e atualizada.
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3.4. Hospedeiros

3.4.1 Ruminantes

Os ruminantes, sejam domésticos ou selvagens, sdo 0s mais suscetiveis a infeccdo pelo
VLA. Ovinos e cervideos sdo as espécies que normalmente apresentam lesfes mais graves
(COSTA et al., 2006), embora haja diferencas em relacdo a condi¢do imune dos animais e da
raca, sendo mais suscetiveis racas de 1& fina e de corte (PURSE et al., 2005). A LA pode
apresentar, desde manifestacdes subclinicas (assintomaticas) a casos fatais, dependendo do
sorotipo, estirpe viral, espécie e idade do animal infectado (ELBERS et al., 2008).

Os sinais clinicos mais severos da doenca sao observados em animais selvagens, e
mais comumente observados em ovelhas e em veados da América do Norte (Odocoleus
virginianus), embora possam também ser observados em outras espécies de ruminantes
(HOWERTH et al., 1988; DARPEL et al., 2007). No Brasil, os primeiros trabalhos
publicados relatando cevideos com sinais clinicos e lesdes sugestivas de doencas
hemorréagicas (LA, doenca epizodtica hemorragica e doenca hemorragica por adenovirus),
foram publicados na década de 90, porém sem diagndstico de agente etiolégico envolvido
(DUARTE; ARITA, 1992; MORATO et al., 1993; ARITA et al., 1997). As doencas
hemorragicas tém sido importantes enfermidades observadas em cervideos de cativeiro no
Brasil, se apresentam de forma sazonal, em estagdes umidas e quentes, atingindo cerca de
40% do rebanho e levando a morte de animais (ARITA et al., 1997). O VLA ja foi descrito
em cervideos brasileiros do criatério cientifico do NUPECCE (DUARTE; ARITA, 1992;
KAWANAMI, 2012; 2016), também comecou a ser relatada em zoologicos e outros criatérios
(MORATO et al., 1993).

Estudos realizados constataram a alta susceptibilidade de praticamente todas as racas
ovinas & infeccdo pelo VLA, com algumas variacBes quanto a intensidade da doenca, e
aparecimento dos sinais clinicos, sendo estes mais frequentemente observados em ragas
exoticas quando introduzidas em regiGes tropicais ou em rebanhos nativos localizados
proximos a areas consideradas endémicas (LAENDER, 2002). No Brasil, a doencga ja foi
relatada com maior severidade nas ragas de ovinos Lacaune, Texel, Hampshire Down,
Corriedale e Santa Inés (ANTONIASSI et al., 2010; BALARO et al., 2014; LIMA 2013). Na

Ameérica do Sul, racas nativas de ovinos sdo suspeitas de possuirem alta prevaléncia de
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anticorpos, apesar de aparentarem resisténcia a LA (CLAVIO et al., 2002; NOGUEIRA et
al., 2008, VENDITTI, 2009,).

Apesar dos bovinos e caprinos serem infectados pelo VLA, raramente desenvolvem a
doenca, geralmente caracterizada por uma viremia prolongada que pode durar até 60 dias
(OIE, 2016), e por uma doenca branda ou assintomatica.

Entretanto, em epidemias causadas pelo BTV-8 na Europa, foram observadas varias
manifestacdes clinicas da doenca em bovinos, sendo essas associadas principalmente a
alteracdes reprodutivas (WILSON; MELLOR, 2009).

Nos bovinos, assim como nas demais espécies de ruminantes, os fatores de
susceptibilidade, tais como condi¢des imunoldgicas e sanitérias, raca, idade, sexo, sorotipo e
viruléncia vdo determinar a severidade da infeccio pelo VLA (GONZALEZ et al., 2000).
Segundo Gonzélez et al., (2000), bovinos das racas de Bos taurus sdo mais suscetiveis a
infeccdo pelo VLA do que os das racas de Bos indicus, e que, por outro lado, bovinos das
racas de Bos indicus apresentam maior suscetibilidade do que individuos provenientes de
cruzamentos entre as espécies. Em diversos estudos, 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 et al.,, 1994;
GONZALEZ et al., 2000).

Nos rebanhos brasileiros, os bovinos infectados raramente apresentam sintomatologia
clinica apos a infeccdo (LOBATO, 1999). Devido a essas caracteristicas, 0s bovinos atuam
como reservatdrios da LA, a partir dos quais 0s vetores podem se contaminar e transmitirem o
virus a outros ruminantes, como 0s ovinos e cervideos (GORCHS; LAGER, 2001; LIMA
2013).

3.4.2 Carnivoros e demais espécies

Estudos ja demonstraram infeccdo pelo VLA em algumas espécies de carnivoros
(AKITA et al., 1994; ALEXANDER et al., 1994; EVERMANN et al., 1994; Howerth et al.,
1995;SEKI et al., 2003; OURA et al., 2011), sendo demonstrado uma maior ocorréncia em
cdes domesticos. Nos Estados Unidos, durante os periodos de novembro de 2011 e setembro
de 2012, trés fetos caninos abortados foram enviados ao Centro de Diagnostico de Saude
Animal da Universidade de Cornell para a realizacdo de exames diagnosticos visando

determinar as causas das dificuldades reprodutivas. O teste de isolamento viral a partir de
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amostras de tecidos fetais identificou um agente citopatogénico em culturas de células, e o0s
ensaios de anticorpos fluorescentes nas células infectadas foram positivos para o VLA.
Subsequentemente, realizou-se a RT-PCR sorotipo-especifica, identificando o sorotipo BTV-
11. Nestes casos, 0s cdes ndo tiveram contato com vacinas contaminadas ou possuiam uma
dieta de carne crua (DUBOVI et al., 2013).

Segundo Oura et al. (2011), a importancia dos cdes domésticos na propagagdo de
longa distancia do VLA permanece ndao comprovada. Sabe-se atualmente que os cées séo
capazes de ser infectados pelo VLA, produzindo resposta imune para o virus e, em alguns
casos, morrem mostrando sinais clinicos graves de doenca. Atualmente, acredita-se que a
infeccdo em cdes possa ocorrer também por ingestdo de carne infectada, sem que haja a
presenca de vetores competentes (OURA et al.,, 2011; DUBOVI et al., 2013). Estudos
realizados com cdes domésticos no Marrocos demonstraram uma alta porcentagem (21%), de
caes soropositivos para VLA, todos os cées que fizeram parte deste estudo se alimentavam de
racOes comerciais e ndo tinham acesso a outros produtos carneos (OURA et al., 2011).

A capacidade de infeccdo do agente ndo foi demonstrada em humanos, suinos e
equinos (WILSON; MELLOR, 2008),

3.5. Principais vetores relacionados a transmisséo do VLA

O VLA é transmitido por mosquitos do género Culicoides, que constituem um género
de dipteros hematofagos pertencentes a familia Ceratopogonidae (Diptera, Nematocera).
Possuem pequenas dimensfes, que variam entre 1-6 mm de comprimento. Os Culicoides
atuam como vetores do VLA, pois ao praticarem a hematofagia, podem funcionar como
vetores de varias espécies de patdgenos (COSTA, et al., 2013). Estdo amplamente distribuidos
em todos os continentes, e sdo popularmente conhecidos como mosquito-pélvora, maruim,
borrachudo, ou mosquito-do-mangue (Figura 5), que atuam como vetores biolégicos do virus
(BORKENT, WIRTH, 1997; MELLOR, 2000; LAENDER et al., 2004).
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Figura 5 - Quatro exemplares de Culicoides imicola
Fonte: Rijt et al. (2008).

A familia Ceratopogonidae possui cinco subfamilias conhecidas e 116 géneros
catalogados no mundo. Desses, destaca-se o género Culicoides Latreille, um grupo
cosmopolita (ausente apenas na Antartica e na Nova Zelandia), formalmente descritas e
distribuidas no mundo, das quais pelo menos 266 espécies ocorrem na Regido Neotropical
(BORKENT, 2007; BORKENT, 2012).

Este género é bastante diversificado, contendo cerca de 5.978 espécies descritas no
mundo (BORKENT, 2012), contudo, apenas cerca de 50 espécies sdo consideradas vetores
competentes. Desses, 17 estdo relacionadas diretamente com a transmissdo do VLA
(BORKENT; WIRTH, 1997). Atualmente, a principal espécie transmissora do VLA ¢ o C.
imicola (Figura 5), sendo considerado o vetor mais eficiente nos continentes Europeu,
Africano e Asiatico. A espécie foi descrita como vetor competente nos casos de LA ocorridos
em Portugal, Espanha, Grécia, Chipre, Italia, Israel, Turquia, entre outros paises (MELLOR,
1990). As espécies como C. obsoletus e C. pulicaris apresentam potencial de transmissao na
Europa (MEHLHORN et al., 2009). Outras importantes espécies transmissoras sao C. actoni
Smith e C. fulvus Sen & Das Gupta (Australia, leste e sudeste da Asia), C. brevitarsis Kieffer
e C. wadai Kitaoka (Australia e sudeste da Asia) e C. imicola Kieffer (Africa, paises do
Mediterraneo, sul e leste da Asia). Na América do Norte o principal vetor é o C. varripennis
(Coquillet) (DANIELS et al., 1995). Na América Central e América do Sul, C.insignis Lutz e
C. pusillus Lutz, parecem ser os principais vetores da LA (WIRTH; DYCE; SPINELLI, 1985;
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SAENZ; GREINER, 1994), sendo que os sorotipos BTV-2, BTV-3 e BTV-6 ja foram
detectados e isolados a partir de C. insignis, e os sorotipos BTV-3 e BTV-4 a partir do C.
pusillus (GREINER et al., 1985; KRAMER; GREINER; GIBBS, 1985; MO et al., 1994).
Ainda na América Central e Caribe, segundo Mo et al. (1994), o C. insignis foi a espécie
predominante (95%) nas coletas realizadas, onde as armadilhas de captura estavam préximas
de criacGes de ruminantes, sendo isolados os sorotipos BTV-3 e BTV-6 (MO et al., 1994).
Pesquisas realizadas na Argentina e no Paraguai identificaram 21 espécies de Culicoides,
evidenciando a maior ocorréncia do C. insignis (RONDEROS et al., 2003).

Os primeiros trabalhos de identificacdo desses dipteros no Brasil foram realizados na
década de 60 por Forattini. Recentemente, a identificacdo de Culicoides da fauna brasileira
tem sido realizada nos seguintes Estados brasileiros: Minas Gerais (LAENDER et al., 2004),
Acre (FELIPPE-BAUER et al., 2000), Amapa (SARAIVA et al.,, 2011), Rio de Janeiro
(SILVA et al., 2001), Mato Grosso do Sul (GALATI et al., 1997), Para (TRINDADE;
GORAYEB, 2005), Amazonas (FELIPPE-BAUER et al., 2008), e Maranhdo (BARROS et
al., 2007). Entretanto, a fauna de Culicoides no Brasil ainda é pouco estudada, sendo
necessarios outros estudos demonstrando a presenca desses mosquitos nos focos
epidemiolégicos da infeccdo pelo VLA. Por serem pouco estudadas, ndo se sabe sobre a
competéncia destes em transmitir o virus, quando comparadas com outros grupos de insetos
vetores, sendo poucas as Unidades Federativas com registros taxondmicos (PINHEIROS;
ROSA; VASCONCELOS, 1997; BARROS et al., 2007; FELIPPE-BAUER et al., 2008).

No Brasil, sdo conhecidas pelo menos 103 espécies, das quais 82 ocorrem na Amazénia
brasileira (FELIPPE-BAUER et al., 2009; BORKENT et al., 2007; FELIPPE-BAUER et al.,
2001; FELIPPE-BAUER et al., 2000), sendo que a maioria dos levantamentos entomoldgicos
desse género foram realizados nos Estados do Amazonas (VERAS et al., 1998; CASTELLON
et al., 1993; CASTELLON et al., 1991; CASTELLON, 1990) e Para (TRINDADE et al.,
2010; SILVA et al., 2010; SANTAREM et al., 2010; TRINDADE et al., 2005).

Estudos dessa natureza em outras regibes do Brasil ainda sdo poucos, tendo-se
conhecimento dos inquéritos entomoldgicos realizados nos Estados de Minas Gerais
(LAENDER et al., 2010) e Rio de Janeiro, onde ja foi registrada a ocorréncia de pelo menos
25 espécies (SILVA et al., 2001). No Maranhdo, Silva e Rebélo (1999) relataram a ocorréncia
de 15 espécies presentes na ilha de Sao Luis. Ainda no Estado do Maranhdo, Costa et al.,
(2013), em estudo realizado em éareas rurais e urbanas do polo turistico de Barreirinhas, na
regido do Parque Nacional dos Lengois Maranhenses, nos anos de 2004 a 2007, capturaram
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7.964 insetos, de 13 espécies. As mais abundantes foram Culicoides filariferus (30,7%), C.
ignacioi (24,6%), C. insignis (13,8%), C. leopoldoi (12,8%), C. boliviensis (9,9%), C. foxi
(4%) e C. paucienfuscatus (3,2%). Costa et al. (2013), estudaram também a utilizacdo de seres
humanos e animais domesticos como hospedeiros sanguineos, e constataram que 0S
Culicoides sugaram sangue de mamiferos (54,3%, incluindo humanos, 11,2%) e aves (31,9
%), sendo abundantes na zona rural, onde foram capturados, em média, 878,9
espéecimes/localidade, contra 18 espécimes/localidade na zona urbana.

As espécies deste género sdo encontradas desde o nivel do mar até 4.000 m de altitude,
alimentando-se 96% delas do sangue de mamiferos e aves (MELLOR, 2000), podendo
transmitir patdégenos entre os vertebrados dos quais “sugam sangue”.

Os Culicoides estdo frequentemente presentes em areas quentes, Umidas e alagadas,
gue sao 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, é direto e envolve fase de ovo, quatro estagios larvais, pupa e
adulto. Em geral, as fémeas de Culicoides precisam ingerir um repasto de sangue de trés a
quatro dias antes da postura dos ovos, com intervalo de quatro dias. Os machos apresentam
caracteristicas morfoldgicas distintas das fémeas, e por possuirem aparelho bucal ndo apto a
sugar sangue, sua alimentacdo é baseada em sucos vegetais, ndo sendo atraidos por animais
(BIRLEY etal., 1982; MELLOR, 2000; LYSYK; DANYK, 2007; VERONESI et al., 2009).

Como toda doenca cuja transmissdo é dependente de vetores, a epidemiologia da LA
consiste em uma interacdo complexa e dinamica envolvendo o hospedeiro, as diferentes
estirpes virais, os vetores, o clima e suas inter-relagdes (MELLOR, 1996).

Dessa forma, a distribuicdo do VLA esta restrita as areas onde estdo presentes espécies
competentes do vetor e numero suficiente de hospedeiros susceptiveis, e a transmissdo da
doenca esta limitada ao periodo do ano em que as condic¢des climéticas favorecem o aumento
da populacdo do vetor e a atividade (voo e repasto sanguineo) dos insetos adultos (WARD,
1994; WARD; THURMOND, 1995; MELLOR, 1996; WITTMANN; BAYLIS, 2000).

3.6. Transmissao

A principal forma de transmissdo do VLA é através do repasto sanguineo de fémeas

infectadas dos mosquitos do género Culicoides (MELLOR et al, 2000). Contudo, para que
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ocorra a transmissdo viral, € essencial o periodo de viremia, uma vez que nessa fase da
infeccdo o virus encontra-se associado as células sanguineas (principalmente mondcitos,
linfdcitos e eritrocitos) (OSBURN, 1994a,b). Dessa forma, o ruminante virémico serve como
fonte de virus para o vetor e atua como reservatorio para a manutencao do virus (BREARD et
al., 2004). A duracdo da fase virémica nas diferentes espécies animais tem uma relacdo direta
com a importancia de cada especie na epidemiologia do virus. Tém sido descritas viremias de
aproximadamente 50 dias em ovinos e caprinos, de 28-41 dias em bisdo e de mais de 100 dias
em bovinos (KOUMBATI et al., 1999; TESSARO; CLAVIJO, 2001). Apesar da infeccdo do
VLA ser inaparente nos bovinos e caprinos, esses animais sao 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; THUMOND, 1995; BREARD et al., 2004).

3.6.1 Transmissdo Classica — Presenca de Vetor Bioldgico

Os Culicoides se infectam com o VLA quando ingerem sangue de um hospedeiro em
periodo de viremia (Figura 4). Apenas as fémeas sdao hematofagas e para a conclusdo de um
ciclo ovariano, precisam de um repasto sanguineo, sendo que o pico de atividade desses
insetos esta relacionado com seu ciclo reprodutivo. A alimentagdo ocorre preferencialmente
nos periodo noturnos, e o virus se replica no trato digestorio e em érgdos 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 do ambiente (sendo que as temperaturas consideradas Otimas para a atividade
estdo entre 13 e 35 °C), levando cerca de 10 dias a 25 °C (WELLBY et al., 1996). Quando
estdo em condicdes de temperaturas elevadas, diminuem o tempo necessario para a conclusédo
de um ciclo ovariano (WITTMANN; BAYLIS, 2000).

A incidéncia sazonal da LA é restrita as épocas 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 doenca, 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).
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Figura 6 - Ciclo de transmisséo classica do virus da lingua azul.
Fonte: Lima, 2017.

Segundo Bayli et al. (2000), mesmo em espécies comprovadamente competentes a taxa
de infec¢do dos mosquitos sugando animais virémicos é bastante variada. Em alguns casos

ndo atinge 20%, demonstrando que varios outros fatores estdo envolvidos nessa competéncia.

Ha relatos de disseminacdo do vetor pelo vento por até 100 km (HOCH; ROBERTS;
PINHEIRO, 1990).

Vérias espécies de Culicoides de comprovada competéncia na transmissdo do VLA,
como C. brevitarsis, C.brevipalpis, C. wadai e C. fulvus, se alimentam preferencialmente de
sangue de bovinos (LOBATO, 1999).
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3.6.2 Outras Formas de Transmissao

3.6.2.1 Transmissao Transplacentaria

A transmissibilidade transplacentaria depende do sorotipo, linhagem do virus e estado
imune da fémea prenhe (DARPEL et al., 2009). Em ovinos, ocorre mais frequentemente no
primeiro trimestre e em bovinos entre seis e 140 dias de gestagédo (DARPEL et al., 2009).

A transmissdo transplacentaria do VLA ja foi descrita em diferentes espécies, em
bovinos (THOMAS; RANDALL; MYERS, 1986; DESMECHT et al., 2008; DARPEL et al.,
2009; WILSON et al., 2009; SANTMAN-BERENDS et al.,2010), em ovelhas
(FLANANGAN; JOHNSON, 1995; SAEGERMAN et al., 2011; BALARO et al., 2014), em
cabras (BELBIS et al., 2013) e em cdes (WILBUR et al.,1994; DUBQOVI et al., 2013).

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 concepg¢do no primeiro servico foram associados a soroconversdo e

ao isolamento viral em animais prenhes (WRATHALL et al., 2006).

3.6.2.2 Transmissao Venérea

A transmissdo venérea do VLA foi relatada em vacas susceptiveis contaminadas por
sémen infectado. Entretanto, a presenca do virus no sémen de touros € restrita ao periodo
virémico, coincidindo normalmente com o pico da viremia (BOWEN et al., 1983; AFSHAR;
EAGLESOME, 1990; OSBURN, 1994a,b; WRATHALL; SIMMONS; VAN SOOM, 2006).
BOWEN; HOWARD; PICKETT (1985) inocularam o VLA em vinte touros com objetivo de
estudar a frequéncia, duracdo e patogénese da eliminacdo viral, tendo sido isolado em 10,49%
(19/181) dos ejaculados examinados durante o periodo de viremia e em nenhuma das 79
partidas apos a viremia.

A presenca do virus no sémen bovino levantou a possibilidade da transmissdo venérea
ser um fator epidemiologicamente importante para a doenca, pois dessa forma o VLA se
manteria de uma estagdo do vetor para a outra (“overwintering”) (BOWEN et al., 1983;
WRATHALL et al., 2006). Este fato foi o principal norteador das imposi¢des das barreiras

internacionais para a comercializagdo de animais e seus germoplasmas, com relagdo a LA
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(BOWEN et al., 1983; AFSHAR; EAGLESOME, 1990; WRATHALL; SIMMONS; VAN
SOOM, 2006).

3.6.2.3 Transmissao Vacinal

A transmissdo vacinal pode ocorrer pelo uso de vacinas vivas atenuadas compostas por
sorotipos de VLA que possuem a caracteristica congénita. Estes efeitos indesejaveis podem
ocorrer devido a adaptacdo viral ao sistema no qual é produzida a massa antigénica para
replicacdo do virus, neste caso passagem em ovos embrionados (SAVINI, 2014). Portanto séo
fundamentais os testes prévios para liberacdo de vacinas seguras e quando necessario impedir

0 uso destas em fémeas gestantes.

3.6.2.4 Transmissao por contato

A transmissdo por contato do VLA, sorotipo 26 (BTV-26) foi evidenciada e descrita
em cabras por Batten et al., (2014), que com objetivo de avaliar 0os mecanismos de
transmissao do BTV-26, realizaram, um estudo prévio investigando também a patogenicidade
e a cinética de infeccdo. Neste estudo, foi constatado que uma das cabras usada como controle
negativo provavelmente tenha sido infectada através de uma via de transmissdao de contato
direto, uma vez que 0s animais estavam alojados em estabulos de seguranca, sem a presenca
do vetor. Posteriormente, em estudo experimental, onde trés cabras foram infectadas com
BTV-26 e alojadas junto a outras trés cabras, sem infec¢do, permitindo o contado direto, e
outras quatro cabras mantidas em contato indireto, separadas de cabras infectadas por portdes
metalicos. A barreira permitia que as cabras tivessem contato ocasional cara a cara no mesmo
espaco aéreo, mas a alimentacdo, &gua, colheita de amostras e limpeza das baias eram
realizadas separadamente. As trés cabras infectadas experimentalmente ndo apresentaram
sinais clinicos da LA, no entanto, foram detectados altos niveis de RNA viral e o virus foi
isolado do sangue nos primeiros dias. Com 21 dias apo6s infec¢do, o0 RNA viral foi detectado e
o0 virus foi isolado do sangue das trés cabras que estavam em contato direto, que também
soroconverteram, Enquanto que as quatro cabras mantidas em contato indireto ndo se
infectaram (BATTEN et al., 2014).

Em outro experimento, também para avaliar a transmissibilidade do BTV-26, em

Culicoides, mais de 300 Culicoides sonorensis foram alimentados com uma farinha de sangue
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contaminada com o0 BTV-26 e incubados por sete dias. A disseminagdo de BTV-26 na espécie
ocorreu de forma individual, e os resultados indicaram que nenhum dos insetos analisados no
dia sete do experimento, possuiam potencial infectivo para transmitir o VLA BTV-26.
Constatando-se que a linhagem do BTV-26, parece ndo se replicar em mosquitos C.
sonorensis usando condigdes consideradas padrdo para 0s demais sorotipos do VLA
(BATTEN et al., 2014).

3.6.2.4 Transmissao oral e outras formas de transmissao mecéanica

Evidéncias de transmissdo oral foram descritas em carnivoros na Africa e durante o
surto pelo VLA-8 na Europa (WILSON et al., 2000), mas esses mecanismos de transmissao
sdo incomuns e ndo estdo completamente elucidados.

A transmissao 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).

A transmissdo mecénica também foi comprovada pelo piolho do ovino (Melophagus
ovinos), pelo carrapato Ornithodoros coriaceus e por outros mosquitos (Aedes lineatopennis e
Anopheles vagus). Entretanto, é improvavel um maior significado desses vetores na
epidemiologia da doenca (RADOSTIS et al., 2002).

3.7 Fatores ambientais

Fatores ambientais, dentre os quais elevados indices de temperatura e umidade, sdo
adequados para multiplicacdo do vetor, pois fazem com que ocorra a diminui¢do do tempo de
eclosdo dos ovos e de desenvolvimento das larvas (WITTMANN; BAYLIS, 2000). Além
disso, esses fatores sdo fundamentais para o processo de transmissao viral, pois 0 aumento da
populacdo do vetor resulta no aumento da atividade (voo e repasto sanguineo) dos insetos
(WARD, 1994; MELLOR, 1996).

A variacdo da temperatura provavelmente € o principal fator relacionado a oscilagéo
populacional do vetor em curto prazo, pois favorece a reprodugdo do mesmo, entretanto,
temperaturas excessivamente altas podem reduzir a sobrevivéncia dos vetores adultos,

causando sua diminuicdo populacional em curto prazo (WARD; THURMOND, 1995).
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A exposicdo de fases imaturas de espécies de Culicoides que ndo sdo vetores
competentes a temperaturas proximas dos seus limites letais (33-35°C), pode resultar em
adultos competentes para a transmissao do VLA (WITTMANN; BAYLIS, 2000).

O VLA depende dos mosquitos vetores para manter-se na natureza, sendo as
condigdes de temperatura e umidade, na grande parte do Brasil, fatores que favorecem a
multiplicacdo e manutencdo dos insetos, facilitando a endemicidade da doenga (LOBATO,
1996). As mudancas climéaticas em regides endémicas, transito de animais, mudancgas nas
caracteristicas pluviométricas e, principalmente, movimento dos ventos, podem trazer os

vetores de regides distantes para areas livres da doenga (LOBATO, 1999).

3.8 Patogénese do virus da lingua azul

O sitio primério da infeccdo pelo VLA sdo as células endoteliais do sistema vascular e
celulas do sistema linforreticular. Ap6s a primeira replicacdo nos ganglios linfaticos, o virus
se dissemina para outras regifes secundarias, principalmente pulmdes, medula 6ssea, baco e
linfonodos, onde se replica no endotélio e nos fagdcitos mononucleares (BARRATT-BOYES;
MACLACHLAN, 1994). A disseminacdo pode ser por meio dos vasos linfaticos e/ou vasos
sanguineos. Mediadores vasoativos produzidos por células reticulares dendriticas, macr6fagos
e células endoteliais infectadas pelo virus contribuem para a extensiva disfuncdo endotelial e
faléncia vascular, fendmeno caracteristico da LA fulminante (PARSONSON, 1990;
BREARD et al., 2004). O VLA pode ser detectado nos eritrocitos, nos quais ele ndo se
replica, mas persiste em invaginacdes da membrana celular, permanecendo protegido do
sistema imune. A associacdo do VLA com os eritrocitos é detectada logo apds a infeccdo (em
torno de 24 horas) e persiste durante toda a viremia. Consequentemente, a infeccdo nos
ruminantes é caracterizada por uma viremia prolongada (KATZ et al., 1994).

A patogenia da infeccdo pelo VLA é similar em ovinos e bovinos, e muito
provavelmente, em todas as espécies de ruminantes (LAENDER, 2002). Entretanto, existem
diferengas na gravidade da doenga em relacdo a espécie, raca e idade do animal infectado,
condigdo imunoldgica do animal, sorotipo do virus. Nos ovinos e em alguns cervideos, a LA
pode se apresentar como uma doenca severa, caracterizada por lesdes inflamatdrias em
tecidos vascularizados, como mucosas e bandas coronarias. Em contraste, nos bovinos,

caprinos é geralmente caracterizada por uma viremia prolongada e por uma doenga branda ou
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assintomatica, caracterizada por diarreia crénica, aborto e crescimento excessivo dos cascos
(GIBBS; GREINER, 1994; MELLOR, 1996; LAENDER, 2002; BREARD et al., 2004).

Em vacas prenhes em inicio de gestacéo, a infeccdo pelo VLA pode ocasionar abortos,
mé formacdo congénita caracterizada por hidrocefalia, cegueira e deformacgdes da mandibula
(RIET-CORREA et al., 1996; RADOSTIS et al., 2002). Entretanto, Radostis et al. (2002)
citam que o virus ndo-adaptado ao mecanismo de producdo de massa antigénica no processo
vacinal, ndo atravessa a placenta facilmente, sendo rara a ocorréncia de defeitos congénitos
com a infeccdo natural. Esses autores citam a observacdo de defeitos congénitos em ovelhas
prenhes vacinadas com vacinas de virus atenuado e em vacas prenhes inoculadas com
linhagens mais virulentas.

A participacao das diferentes linhagens do VLA no desenvolvimento da doenca nao esta
bem definida, mas existem claras diferencas na viruléncia entre elas. Mesmo quando uma
linhagem geneticamente estavel é detectada durante um surto epizodtico, a heterogeneidade
genética ¢ facilmente detectada. Estas variagdes sdo consequéncia dos chamados “drift”
antigénicos, determinados por mutacGes pontuais nos diferentes segmentos génicos do VLA
ou “shift” antigénicos, determinados por trocas ou recombinacfes entre diferentes virus
coinfectando uma célula. Logo, esta variabilidade genética do VLA reflete em diferencas nas
propriedades fenotipicas de cada linhagem, incluindo sua viruléncia para determinadas
espécies de ruminantes.

O exemplo claro, segundo Singer; Maclachalan; Carponter (2001) foi observado quando
0 sorotipo 4 do VLA praticamente ndo causou lesdo entre os ruminantes das Ameéricas,
enquanto que as linhagens do mesmo sorotipo no Sul da Africa induziram 100% de
mortalidade em ovinos experimentalmente inoculados. Portanto, nesse exemplo foi possivel
demonstrar que ndo s6 o sorotipo determina viruléncia, mas também mutacdes pontuais que
modificam propriedades fenotipicas. Similarmente, embora a grande maioria das linhagens do
VLA ndo cause doenca em bovinos, especialmente em regides enzodticas, outras linhagens do
VLA, como a da estirpe 8 que circulou na Europa podem produzir doenga em muitas espécies,
incluindo bovinos e ruminantes selvagens (MERTENS. 2008).

Os achados patolégicos da LA estdo associados a lesdo no endotélio vascular
decorrentes de alteracGes de permeabilidade e fragilidade dos capilares, com subsequente
coagulacao intravascular disseminada e necrose dos tecidos irrigados por esses capilares
lesionados. Essas alteracdes resultam em trombose vascular, infarto, edema, congestéo,

hemorragia, inflamacdo, isquemia e necrose dos tecidos afetados (PARSONSON, 1990).
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Microscopicamente, pode-se verificar infiltrado celular inflamatério mononuclear,
vacuolizagdo celular, estase sanguinea, hipertrofia das células endoteliais e fragmentacdo de
vasos sanguineos de pouco calibre (MICHELSEN, 1990).

3.9. Sinais clinicos

Os sinais clinicos da doenca em ruminantes domésticos e selvagens variam desde
subclinico a severos casos agudos. A ocorréncia da doenca clinica tem sido demonstrada,
principalmente, nos ovinos e cervideos (COSTA et al., 2006), podendo apresentar altos
indices de mortalidade e diminuicdo na producdo, resultando em prejuizos econdmicos
significativos (CEBRA, 2004; EMBRAPA 2006).

A LA, quando introduzida em rebanhos de ovinos altamente suscetiveis, pode
apresentar morbidade de 50-75% (SINGER; MACLACHALAN, CARPENTER, 2001;
MACLACHALAN et al., 2009), podendo chegar a 100% do rebanho afetado, dependendo do
sorotipo envolvido, das condi¢fes do rebanho e dos fatores ambientais da regido. Alguns
estudos demonstram haver mortalidade em torno de 20-50% (SINGER; MACLACHALAN;
CARPENTER, 2001; MACLACHALAN et al., 2009), dados corroborados pela OIE (2016)
que relata a mortalidade de até 70% em rebanhos suscetiveis.

Em ovinos, os principais sinais clinicos observados sdo: edema da face, febre,
corrimento nasal mucopurulento ou sanguinolento, crostas, salivacdo, hiperemia da mucosa
oral e edema da lingua, focinho, ldbios e mucosa oral, e em casos severos, a lingua fica
cianotica. A hiperemia pode se estender a outras partes do corpo, particularmente virilha,
axila e perineo. Hemorragia na porcdo corondria dos cascos é comum e estd associada a
degeneragdo muscular, levando a claudicacdo. Posteriormente, observam-se vesiculas na boca
e labios, erosdo e ulceracdo extensivas do trato gastrointestinal, localizadas principalmente
nas faces laterais da lingua, cianose da mucosa oral e nasal, diarreia que pode ser
hemorréagica, dispneia, perda de 13, inflamacao do rodete coronério, claudicacéo, degeneracao
da musculatura esquelética, anorexia, perda de peso, problemas reprodutivos e alteracdes na
producdo de 1a (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 1994).

AlteracBes reprodutivas e malformagdes congénitas também sdo comuns.
Adicionalmente, afeccdes na boca, casco e tetas podem ser confundidas com outras doencas,

tais como febre aftosa, febre catarral maligna, estomatite vesicular, dermatite pustular
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contagiosa, poxvirus, doenca da fronteira, podriddo das patas e actinobacilose, sendo portanto,
o diagndstico diferencial de fundamental importancia (BRODIE et al., 1998).

No Brasil, raramente bovinos infectados apresentam manifestacbes clinica apds a
infeccdo (LOBATO, 1999). Quando se observam sinais clinicos nos bovinos, estes sdéo menos
graves do que nos ovinos e se caracterizam por febre, salivacao, edema dos labios, corrimento
nasal com lesBes ulcerativas da lingua e cavidade oral. Devido a doenca apresentar papulas e
ulceracdes na boca e cascos, esta incluida na lista de doencas diferenciais de febre aftosa
(RIET-CORREA et al., 1996). Infeccdo aguda em touros € associada com infertilidade
transitoria (OSBURN, 1994b). LAENDER (2002) menciona a seguinte disposicdo de sinais
clinicos mais frequentemente registrados em surtos de LA em bovinos: manqueira, febre,
focinho com secrecdes ou crostas, salivacdo excessiva, hiperemia ou cianose nos labios,
lingua ou focinho, queda na producdo de leite, lacrimejamento, hiperemia podal, edema nas
patas, Ulceras podais, pélos secos, alopecia, feridas nas tetas, olhos hiperémicos ou
inflamados, tetas hiperémicas, olhos manchados ou ulcerados, edema na lingua,
desprendimento dos cascos, diarreia cronica. Além de aborto, a infeccdo em vacas prenhes em
inicio de gestacdo pode levar a ma formacdo congénita, caracterizada por hidrocefalia,
microcefalia, cegueira e deformacgdes da mandibula (GIBBS; GREINER, 1994).

3.10. Epidemiologia

A distribuicdo do VLA ¢é global, onde o mesmo ja foi isolado e caracterizado em todos
0s continentes, exceto a Antartida (GIBBS; GREINER; 1994; TABACHNICK, 2004;
MACLACHLAN, 2010). Sua distribuicdo esta situada entre as latitudes de aproximadamente
53°N e 34°S incluindo desde 2006, a recente expansdo mais ao norte da Europa atingindo
todas as areas com expressiva populacdo de ruminantes (OIE, 2016).

O papel dos insetos na epidemiologia da LA é tdo importante, que a doenca é regida
por fatores ecoldgicos que favorecem a sobrevivéncia dos insetos vetores, como temperatura,
umidade e caracteristicas de solo. Segundo Maan et al (2007; 2010), diferentes sorotipos
podem ser perpetuados dentro de ecossistemas diversos e em regides geograficas distintas por
diferentes espécies de vetores, induzindo & variagbes como sucessivos rearranjos no genoma
viral. Estudos moleculares realizados com todos os 10 segmentos do genoma viral, em
diferentes isolados e de diversas regides onde ocorreu a doenga, mostraram significativas

variagfes nas sequéncias de nucleotideos, que parcialmente se correlacionam com as origens
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geogréficas do virus, evidenciando a pressdo de sele¢do dos fatores ambientais e ecoldgicos
de cada regido, bem como o surgimento de geragdes de linhagens do VLA geograficamente
distintas (MAAN et al., 2007; 2010).

A classificacdo epidemioldgica do VLA ¢ baseada na distribuicdo dos vetores e nas
condic@es climaticas e ambientais, sendo classificadas mundialmente em zona endémica, zona
epidémica e zona incursiva, assim divididas conforme a epidemiologia da doengca (LOBATO
etal., 2015).

e Na zona endémica, a infeccdo dos ruminantes pelo VLA é comum e a doenca
clinica é incomum, ocorrendo quando ha novas linhagens ou novos sorotipos, ou
ainda quando ruminantes susceptiveis (trazidos de locais onde a infeccdo ndo é
comum) séo introduzidos na regiéo;

e Na zona epidémica, a infeccdo e a doenca clinica ocorrem em alguns periodos do
ano, tendo um carater focal, com surtos ocorrendo quando as condi¢des climaticas
favorecem a disseminacdo do vetor além de suas fronteiras comuns e ruminantes
susceptiveis sdo infectados:

e As condigdes climaticas na zona incursiva ndo favorecem a reproducdo dos
Culicoides, impedindo a perpetuacdo do virus em um longo prazo (EMBRAPA,
2006). Desta forma, os surtos que ocorrem nessa regido estdo relacionados,
geralmente, ao carreamento do vetor infectado por meio do vento e subsequente
reproducdo durante o verdo, desaparecendo no outono e inverno (GIBBS;
GREINER, 1994; RADOSTIS et al., 2002; OSBURN, 2004).

Surtos da doenca ocorrem tipicamente quando ovinos suscetiveis sdo introduzidos em
area endémica ou quando mosquitos carregam o virus de uma regido endémica para areas
adjacentes contendo populag6es de ovinos suscetiveis (EMBRAPA, 2006).

Em paises onde a doenga é incomum, normalmente uma Unica estirpe é encontrada em
um surto, porém em areas onde a doenga € comum, podem ser encontradas diferentes estirpes
em um mesmo surto (GIBBS; GREINER, 1994; OSBURN, 1994a; BREARD et al., 2004;
ARADAIB et al., 2005).

A LA é um problema crescente para a Europa, onde a Unido Europeia (EU) tem
financiado programas de vacinacdo contra a doenca, além de tomar varias outras medidas de
controle. Desde 1998, a Europa tem sofrido com o surgimento de distintas estirpes e de novos
sorotipos do VLA (BTV-1, BTV-2, BTV-4, BTV-8, BTV-9, e BTV-16), resultando na morte
de mais de 1,8 milhdes de animais (MERTENS; ATTOUI; MELLOR, 2008).
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O BTV-8 foi detectado nos Paises Baixos em agosto de 2006, sendo o causador de uma
das maiores epidemias no norte da Europa, antes de se propagar na Alemanha, Bélgica e
nordeste da Franca, gerando um total de 2.297 casos da doenca no norte da Europa durante
todo o ano de 2006. No ano de 2007, a Europa apresentou um total de 40.931 casos
(SCHWARTZ-CORNIL et al., 2008). Mais tarde, o sorotipo 8 se espalhou pela Gré-Bretanha,
Suica, Dinamarca e RepuUblica Checa (SAEGERMAN; BERKVENS; MELLOR, 2008;
SCHWARTZ-CORNIL et al., 2008; HENDRICKX, 2009).

Estudos realizados por Maclachlan (2010) demonstraram que a estirpe do BTV-8 que
invadiu o norte da Europa apresentava alta viruléncia, alem de caracteristicas distintas das
estirpes de campo do VLA j& relatadas em surtos anteriores, como por exemplo, a
manifestacdo de sinais clinicos severos ndo apenas em ovelhas, mas também em bovinos, e
relacionados a casos de transmissao transplacentaria (MACLACHLAN, 2010).

Na Franga, a propagacdo do BTV-8 foi notificada em 15.253 animais, apenas no sul
do pais a doenca ndo foi detectada. A LA também reapareceu em 2007, na Bélgica (6.661
casos), Alemanha (11.487 casos) e nos Paises Baixos (5.798 casos), e se propagou para 0
Luxemburgo (1.315 casos), Dinamarca (01 caso), Suica (05 casos) e Reino Unido (65 casos).
No ano de 2007, um numero significativo de animais infectados com BTV-8 de origem
africana foi importado para a Italia. Em janeiro de 2008, animais infectados foram detectados
na Espanha e também na Irlanda do Norte, e o surto foi rapidamente contido pelo abate de
todos os infectados e seus contactantes (SCHWARTZ-CORNIL et al., 2008).

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).

Novos surtos de LA foram relatados também 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).

Segundo Lorusso et al. (2013), a proximidade geografica da Italia com a Africa,
especificamente na regido da Sardenha, regido onde ja foram identificadas epidemias
envolvendo os sorotipos do BTV-1, BTV-2, BTV-4, BTV-8 e BTV-16, e re-infe¢cdes causadas
pelo BTV1 e BTV4, seria um fator importante, pois facilitaria a invasdo de novos sorotipos
ou novas estirpes do VLA na regido. Estudos filogenéticos foram realizados nas amostras
isoladas durante o ano de 2012, periodo em que ocorreram as re-infec¢Bes, e 0s resultados
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evidenciaram que o sorotipo BTV-4, envolvido no surto, tinha origem de uma recombinagao
do sorotipo BTV-1, sendo que o BTV-4 recombinado era 0 mesmo circulante no norte da
Africa (LORUSSO et al., 2013).

Considerado um pais endémico para a LA, a india possui isolado e caracterizados 13
diferentes sorotipos do VLA (BTV-1, BTV-2, BTV-3, BTV-4, BTV-6, BTV-9, BTV-10,
BTV-12, BTV-16, BTV-17, BTV-18, BTV-21 e BTV-23), contudo, ha evidéncias da
circulacdo de 22 sorotipos (CHAND et al., 2015).

Na Australia, a primeira identificacdo do VLA foi feita em 1978, entretanto o pais foi
considerado inicialmente como zona livre do VLA (MELVILLE et al., 2004). Em 2008, a
Australia notificou sete casos (7/1024) de LA em bovinos sem manifestacédo clinica, sendo o
primeiro relato do BTV-2 no pais. Os sorotipos BTV-1, BTV-3, BTV-7, BTV-9, BTV-15,
BTV-16, BTV-20, BTV-21 e BTV-23 ja haviam sido isolados em bovinos na regido norte do
pais (OIE, 2016).

A primeira notificacdo do VLA na Ameérica do Norte ocorreu em 1952, na Califérnia,
em decorréncia a uma epidemia da doenca causada pelo sorotipo BTV-10, isolado a partir de
ovelhas infectadas. Sdo considerados endémicos no territério norte americano 0s sorotipos:
BTV-11, isolado em 1955 no Novo México; BTV-17, isolado em Wyoming no ano de 1962;
BTV-13, isolado em Idaho-Fl6rida em 1967; e 0 BTV-1, isolado na Flérida no ano de 1983.
Durante o periodo de 1999 a 2006, identificou-se 0 BTV-3 na Fl6rida e Mississippi. Os
sorotipos BTV-5, BTV-6, BTV-14, BTV-19 e BTV-22 foram isolados na Flérida durante o
periodo de 2002-2005, e em 2004, na Louisiana, foi identificado o BTV-1 (MERTENS;
ATTOUI; MELLOR, 2008). Ainda segundo Mertens et al., (2005), os paises localizados
proximos aos subtrépicos como os Estados Unidos, possuem maior risco de terem seus
rebanhos infectados por doengas enzodticas (de forma endémica).

Provavelmente, como consequéncia das mudancas climaticas, tem se observado a
deteccdo de novos sorotipos (BTV-1, BTV-3, BTV-5, BTV-6, BTV-14, BTV-19, e BTV-22)
do VLA em novas regides nos Estados Unidos, sendo estes sorotipos de ocorréncia detectada
primeiramente na Europa (JOHNSON et al., 2006).

Na América Central e em regides Caribenhas, foram isolados os sorotipos BTV-1,
BTV-2, BTV-3, BTV-4, BTV-6, BTV-8, BTV-12, BTV14, e BTV-17, sendo que na America
Central o sorotipo predominante ¢ o BTV-1 (BARBER, 1979, GIBBS et al., 1983; HOMAN
etal., 1985; MO etal., 1994).
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Grande parte da América do Sul encontra-se inserida em uma &rea endémica para a
ocorréncia do VLA, apresentando condi¢Ges de temperatura e umidade favoraveis ao
desenvolvimento de vetores competentes, e inimeras evidéncias soroldgicas que indicam que
0 virus esta presente na regido, contudo, a doenca clinica raramente foi observada em bovinos
(LOBATO; GUEDES; MATQOS, 2015).

O primeiro relato de LA na América do Sul data de 1978, quando foi reportada a
Organizacdo Mundial de Saude Animal a primeira evidéncia soroldgica da ocorréncia dessa
doenca no Brasil (SILVA, 1978; LAGER, 2004).

Na Ameérica do Sul, por meio de testes soroldgicos detectou-se o VLA no Peru e no
Chile (LOPEZ; NICOLETTI; GIBBS, 1985; TAMAYO et al., 1985; LAGER et al., 2004,
MERINO MENA, 2011). No Equador, foi recentemente confirmada a infeccdo pelos
sorotipos BTV-9, BTV-13, e BTV-18 em bovinos (VERDEZOTO et al., 2017). Na Bolivia,
confirmou-se a infeccdo, mas ndo foi observada a doenca clinica. O Paraguai € classificado
como territério com suspeita da doenca, mas sem confirmacdo, enquanto que no Uruguai 0
virus ainda ndo foi reportado (OIE, 2016). Na Colémbia, foi confirmada a presenca dos
sorotipos BTV-12, BTV-14, e BTV-17 (HOMAN et al., 1985). Na Guiana, 0s sorotipos BTV-
14 e BTV-17 foram identificados, e no Suriname identificaram-se os sorotipos BTV-6, BTV-
14 e BTV-17 (GUMM et al.,1984). Na América do Sul, os Gnicos paises que possuem o VLA
isolado e identificado por RT-gPCR e sequenciamento de por¢des do genoma sdo: Brasil
(BTV-4, BTV-3, BTV-8; BTV-10; BTV-12, BTV-14, BTV-17, BTV-18, BTV-19 e BTV-22),
Argentina (BTV-4) e mais recentemente Guiana Francesa (BTV-2, BTV-13 e BTV-17)
(CLAVIJO et al., 2002; ANTONIASSI, 2010; LEGISA et al., 2013; LIMA, 2013; BALARO
etal., 2014; VIAROUGE et al., 2014; MATOS et al., 2016; OIE, 2016).

O primeiro sorotipo do VLA isolado no Brasil foi a partir de amostras bovinas em
1980, onde oito de um total de 60 bovinos exportados do Brasil para os Estados Unidos
apresentaram anticorpos contra 0 VLA (sorotipos BTV-4 e BTV-20) durante o periodo de
quarentena quando em um dos animais foi isolado o BTV-4 (GROOCOCK; CAMPBELL,
1982).

O segundo sorotipo do VLA isolado no Brasil foi 0 BTV-12 (CLAVIJO et al., 2002),
em abril de 2001, a partir de amostras clinicas durante um surto de LA no Estado do Parana,
envolvendo 130 ovinos, quatro caprinos e 70 bovinos. Vinte e um carneiros e um bode
apresentaram sinais clinicos compativeis com LA. O sorotipo BTV-12 foi identificado por

meio de teste de virusneutralizagdo (VN) e posteriormente isolado (CLAVIJO et al., 2002).
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Ainda no Estado do Parand, no ano seguinte, ocorreram surtos consecutivos provocados pelo
virus, acometendo cabras e ovelhas, porém sem a identificacdo do sorotipo (LAGER et al.,
2004; OIE, 2016).

Este mesmo sorotipo foi isolado em outros dois novos surtos também de ovinos,
ocorridos em 2009, um em Viamé&o e o outro em Glorinha, ambos municipios do Estado do
Rio Grande do Sul. Os animais apresentavam sinais clinicos sugestivos de LA, sendo
posteriormente confirmado o diagndstico para o BTV-12 por RT-PCR e sequenciamento
(ANTONIASSI et al., 2010). O BTV-17 foi isolado e caracterizado por RT-PCR em um surto
de LA ocorrido em 2014, em Cachoeira do Sul — RS, o surto da doenga acometeu ovinos da
raca Texel, havendo mortalidade de 28.89% (MATOS et al., 2016).

No Municipio de Vassouras-RJ, regido do Vale do Paraiba Fluminense, durante o
periodo de janeiro a abril de 2013, ovelhas leiteiras apresentaram sinais clinicos e patoldgicos
sugestivos de LA, e por meio de isolamento e andlise molecular foi identificado BTV-4
(LIMA 2013; BALARO et al., 2014).

Apds o primeiro registro de LA (BTV-12) em 2009 (ANTONIASSI, 2010), o Estado
do Rio Grande do Sul registrou mais sete surtos da doenca, afetando ovinos no periodo de
janeiro a outubro de 2014. Apo6s colheita de amostras clinicas dos ovinos, identificou-se o
sorotipo BTV-4 como sendo o causador dos sete surtos no Estado. Os animais envolvidos no
surto apresentavam sinais clinicos como dispneia com corrimento nasal e laminite, e as lesdes
comumente encontradas foram pneumonia, hemorragia da artéria pulmonar e esofagite com
Ulceras (LOBATO et al., 2015).

No Estado do Parang, durante o periodo de marco de 2015 a junho de 2016, realizou-
se um projeto de pesquisa na reserva ecoldgica de Itaipu, com prop6sito de estudar as doengas
dos cervideos encontrados na reserva. Alguns veados da espécie Mazama nana apresentaram
sinais clinicos sugestivos de VLA, com posterior morte sibita. Realizou-se isolamento viral,
RT—gPCR e sequenciamento nas amostras clinicas dos cervos, sendo identificados, pela
primeira vez os sorotipos BTV-3, BTV-14, BV-17, BTV-18, BTV-19 e BTV-22 no territdrio
brasileiro (OIE, 2016).

Desde o primeiro relato do VLA no Brasil, outros levantamentos soroepidemioldgicos,
realizados em todas as regides do pais, com diferentes espécies de ruminantes domesticos e
selvagens, tém evidenciado a presenca do VLA em diversos Estados brasileiros, como Paraiba
(MELO et al., 2000), Para (MARTINS et al. 2011), Minas Gerais (CASTRO et al., 1992;
LOBATO et al.,, 2001, KONRAD et al., 2003), Sdo Paulo (NOGUEIRA et al., 2008,
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VENDITTI, 2009, BERNARDES, 2011), Parana, Santa Catarina (LAGER, 2004), Rio
Grande do Sul (COSTA et al., 2006), Mato Grosso do Sul (TOMICH et al., 2009), Tocantins
(NEGRI FILHO et al., 2016) e Pernambuco (MAIA et al., 2016), entretanto, sem sinais

clinicos da doenca nos animais analisados.

3.11 Diagnostico

O diagnostico confirmatdrio da LA é realizado por meio de isolamento e identificacdo
do virus ou por métodos moleculares, e indiretamente, por meio de deteccdo de anticorpos
especificos (OIE, 2016), uma vez que a resposta imune em ruminantes aparece de 7 a 14 dias
apos infeccdo e geralmente persiste por toda a vida do animal.

Por apresentar manifestacGes clinicas em pele e mucosas, a LA pode ser confundida
com outras doencas de ruminantes de carater infeccioso (febre aftosa, febre catarral maligna,
estomatite papular bovina, doenca hemorrédgica epizootica, variola bovina, rinotraqueite
infecciosa, diarreia viral bovina), ou ndo infeccioso (fotossensibilizacdo, intoxicacdo), desta
forma, o diagndstico diferencial deve ser realizado analisando o contexto epidemioldgico e as
espécies envolvidas (WILLIAMSON; WOODGER; DARPEL, 2008; SAVINI et al., 2011;
OIE, 2016).

As técnicas diagnoésticas diretas e indiretas tém sido utilizadas na vigilancia
epidemiologia e emissdo de certificados para comércio internacional de animais e de seus
produtos (“Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals” da OIE, 2016;
Resolugdo MERCOSUL/GMC/RES n°. 16/05).

A pesquisa de anticorpos contra o VLA pode ser realizada pelas técnicas de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
indireto ou pelo ELISA competitivo (ELISA-C), Western-Blotting (WB), radio imuno-
precipitagdo (RIP) e pela virusneutralizacdo (VN) (REDDINGTON; REDDINGTON;
MACLACHLAN, 1991). Qutros testes de diagndstico baseados no reconhecimento antigeno-
anticorpo, tais como imunoflorescéncia (IF), teste de fixacdo do complemento (FC), inibicéo
de hemaglutinacdo (IH), podem ser utilizados para o diagnostico do VLA (OIE, 2016).

Estes métodos de diagndstico indireto utilizam como alvo as proteinas altamente
conservadas do genoma do VLA, que sdo as proteinas VP3 e VP7, sendo determinantes na

identificacdo das espécies do género Orbivirus.
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A IDGA é uma técnica simples, que detecta anticorpos anti-VP7 (antigeno comum ao
grupo). Portanto, esta prova ndo permite distinguir a resposta humoral produzida contra o
VLA dos outros Orbivirus (virus da Doenca Equina Africana, virus da Doenca Hemorragica
Epizootica, Virus da Encefalite Equina e o Virus Palyam) (GORCHS; LAGER, 2001). Por
esta razdo, alguns centros de diagndstico deixaram de fazer uso desta técnica (ATTOUI et al.,
2005; 2009).

Reddington; Reddington; Maclachlan (1991) concluiram que a sensibilidade do
ELISA-C é comparavel a do WB, da RIP e da VN. Esses trés métodos séo altamente sensiveis
e especificos para a deteccdo de anticorpos antipolipeptideos virais especificos, mas, por
serem muito trabalhosos, ndo sdo apropriados para o0 uso de diagnéstico de rotina.
Recentemente, o ELISA-C, utilizando anticorpos monoclonais, foi padronizado e passou a ser
o teste sorolégico recomendado pela OIE.

A VN ¢é recomendada pela OIE como técnica padrdo na quantificacdo e identificacdo
de anticorpos neutralizantes especificos contra o VLA (imunoglobulina G). A prova baseia-se
nas interagdes que ocorrem in vivo entre os anticorpos produzidos pela resposta imune do
animal e o virus. Entretanto, o0 VLA possui alta variabilidade génica, resultando muitas vezes
em reacOes cruzadas entre os sorotipos, dificultando a interpretacéo final da prova. A VN tem
como alvo anticorpos contra a proteina VVP-2, responsavel pelo reconhecimento dos receptores
(epitopos) na membrana da célula hospedeira, e em funcdo da sua variabilidade génica é
utilizada na determinacéo dos diferentes sorotipos por VN (MAAN et al., 2007).

As trés principais técnicas de pesquisa direta do VLA sdo RT-qPCR, isolamento e
sequenciamento. A pesquisa direta do VLA realizada por isolamento ou técnicas moleculares
é obtida com base na viremia do animal infectado, a deteccdo de RNA viral, pode ser feita até
145 dias ap0s a infeccdo, tempo muito semelhante a vida dos eritrocitos nos ruminantes, desta
forma pode-se sugerir que esta interacdo do virus com os eritrocitos possibilita os bovinos
desempenharem o papel de reservatorio natural do VLA (BREWER; MACLACHLAN,
1994). Com o emprego das técnicas moleculares, o VLA pode ser detectado em amostras de
sémen de animais em viremia e de sangue de ruminantes até 220 dias apds a infeccdo
(BHATTACHARYA; ROY; ROLE, 2010). Em outro estudo, Bonneau et al., (2002),
demonstrou que 0 RNA viral pode ser detectado em sangue de ruminantes infectados por até
111-222 dias (BONNEAU, 2002).

Normalmente o diagndstico de LA a partir de amostras clinicas é realizado por meio
de exames laboratoriais visando a detec¢do do VLA por métodos moleculares ou isolamento
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viral. As amostras de eleicdo a serem enviadas para a analise laboratorial sdo: sangue com
anticoagulante, amostras de tecido, baco, linfonodo, medula dssea, lingua, figado, coracdo,
cérebro, além de fetos abortados (AFSHAR, 1994; TWEEDLE; MELLOR, 2002; OIE, 2016).

A identificacdo do VLA, bem como a caracterizacdo dos sorotipos, podem ser
realizada de forma rapida e muito mais sensivel, por meio da reacdo em cadeia pela
polimerase ‘“Polymerase Chain Reaction” (PCR) e/ou do sequenciamento do segmento 2 da
ORF da VP-2 (LIMA, 2013), que é a proteina mais variavel do genoma viral e contém a
maior parte dos epitopos que interagem com 0s anticorpos neutralizantes, sendo, portanto, a
maior determinante do sorotipo viral (MAAN et al., 2007).

A PCR é uma reacdo enzimética de polimerizacdo de sequéncias de DNA in vitro.
Devido ao VLA ter como molde inicial uma molécula de RNA, a primeira etapa da reacdo de
PCR é a transcrigdo reversa (“reverse transcription” - RT), que transforma o RNA viral em
um DNA complementar (cDNA) (VALASEK; REPA, 2005). Posteriormente, vem a etapa de
desnaturacdo da dupla fita do DNA, por rompimento das pontes de hidrogénio. Em seguida
ocorre a hibridizacdo, caracterizada pela ligacdo da sequéncia-alvo a ser amplificada com
pequenas moléculas com segmentos especificos do DNA e oligonucleotideos, que sao
guimicamente sintetizados e de cadeia simples. A terceira etapa ocorre com a ajuda das
enzimas polimerases, que fazem a extensdo da nova fita de DNA, pela incorporacdo dos
nucleotideos, até que se formem outras muitas copias idénticas as originais. Esse processo €
repetido diversas vezes, até que haja ao final da reacdo milhares de cdpias do cDNA original,
uma vez que a replicacdo ocorre de maneira exponencial (POWLEDGE, 2004). A
visualizacdo do DNA amplificado pode ser feita pela eletroforese em gel de agarose e
visualizado com a ajuda de um corante intercalante de acido nucleico (KIDD et al., 2000).

Na PCR quantitativa (qPCR), ou PCR em tempo real, que consiste ha mesma técnica
da PCR convencional, contudo, é realizada a amplificacdo e quantificacdo do nimero de
copias de DNA amplificados em cada ciclo, simultaneamente (LIMA, 2013). Os dados de
amplificacdo sdo coletados ao longo da PCR, ao invés de serem apenas no final da reacéo,
ap6s um numero fixo de ciclos. A visualizacdo na qPCR estid associada a compostos,
chamados de sondas, que emitem fluorescéncia no decorrer da reacdo, tendo correlacéo direta
com o0 numero de copias do gene-alvo amplificado. A rapidez com que o sinal de
fluorescéncia atinge um nivel de limiar de deteccéo esta diretamente ligada com a quantidade
do alvo presente na amostra, sendo, portanto, um teste quantitativo. Assim, durante a

amplificagdo, um programa de computador especifico constrdi, em tempo real, um gréfico
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relacionando os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a
amplificacdo do DNA das amostras (VALASEK; REPA, 2005). A qPCR, que possui mais de
uma funcionalidade, tem como uma das op¢6es de resultado a quantificacdo absoluta do virus,
sendo que a carga viral é medida por meio do numero de copias de RNA existentes na
amostra. A qPCR tem sido muito utilizada nos ultimos anos por ser um teste rapido e de alta
sensibilidade, pois possibilita & detecgdo de sequéncias gendmicas mesmo em amostras nos
quais 0s microrganismos encontram-se em titulos muito baixos, inativados ou mesmo em
amostras altamente diluidas (BHUDEVI; WEINSTOCK, 2003).

Para deteccdo do VLA em amostras clinicas, culturas de células infectadas ou mesmo
no vetor, sem que haja a tipificacdo ou caracterizacdo molecular do sorotipo envolvido
(exame dito como triagem), € realizado por meio de técnicas moleculares (RT“nested”-PCR,
RT-PCR ou RT-gPCR), geralmente utilizam-se oligonucleotideos e sondas especificos para
anelamento nas regides altamente conservadas da ORF NS-1 ou NS-3 (WILSON, 2009; OIE,
2016). Estes métodos de triagem para 0 VLA sdo os métodos oficiais, recomendado pela OIE,
para diagnostico do VLA em animais que serdo transportados e/ou comercializados entre
diferentes paises (OIE, 2016).

A dteccdo de regibes Unicas do segmento sorotipo-especifico do VLA tem o potencial
para identificar os sorotipos de forma rapida e confiavel. A principal vantagem do uso dos
métodos moleculares em relagcdo aos métodos soroldgicos, ou ao isolamento viral, é a reducdo
do tempo para obtencédo de resultados. Além disso, as técnicas moleculares apresentam maior
sensibilidade e especificidade, representando um método laboratorial rapido e preciso (OIE,
2016).

Diversos trabalhos tém sido publicados nos Gltimos anos envolvendo a utilizacdo de
RT-PCR e RT-gPCR, tanto para a detec¢do quanto para a tipificagédo do VLA (JOHNSON et
al., 2000; JIMENEZ-CLAVERO et al., 2006; WILSON, 2009; VANBINST et al., 2010;
LEBLANC et al., 2010; MACLACHLAN et al., 2010; MERTENS et al., 2013; OIE, 2016;
MAAN et al., 2016), com o proposito de auxiliar na deteccdo do VLA, sendo este,
considerado um virus com grande variabilidade génica. Recentemente, Maan e colaboradores
(2016) descreveram o processo de desenvolvimento e padronizacdo de oligonucleotideos e
sondas tendo como alvo o segmento gendmico 2 (Seg-2), especificos para a identificacdo de
28 diferentes sorotipos do VLA.

O primeiro relato de isolamento do VLA usando a técnica de inoculagdo em OEG foi
feito por Manson et al., em 1941. Goldsmit; Barazilai (1968) usaram a via intravenosa para a
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inoculagdo do virus em OEG e relataram uma sensibilidade aproximadamente 1000 vezes
maior quando comparada com a via de inoculagdo através do saco vitelinico.

Em 1992, Babu, isolou o VLA de ovinos soropositivos a partir de hemacias lavadas,
inoculadas pela via intravenosa em OEG incubados a 33,5 °C. A cada passagem, os embrides
que morreram ou que demonstraram lesdes (hemorragia e edema) foram processados e
inoculados em células BHK-21 “Baby Hamster Kidney Cell” e VERO “African Greenmonkey
Kidney”.

Segundo Clavijo et al. (2000), o VLA pode ser isolado a partir de amostras de tecidos,
sémen, “pool” de insetos vetores ou preferencialmente de eritrécitos colhidos no periodo de
viremia, por meio da inoculacdo intravenosa em ovos embrionados de galinha (OEG). O
armazenamento de amostras de sangue que ndo sofreram o processo de lavagem de hemacias
deve ser evitado, pois reduzira a possibilidade de sucesso no isolamento, pela presenca de
anticorpos na amostra de sangue, que podem neutralizar o virus (CLAVIJO et al., 2002).
Apos o virus ter sido amplificado no OEG, é passado para cultura de células de linhagem
BHK-21 para subsequente replicacao e identificacdo, por métodos moleculares.

O isolamento do VLA, para ser bem sucedido, depende primeiramente da presenca de
concentracfes adequadas de virus e infraestrutura laboratorial para cultivo de células e
biotério, bem como técnicos capacitados (CLAVIJO et al., 2002).

A escolha da linhagem celular para o isolamento do VLA deve ser avaliada com
cuidado, pois seu sucesso dependera de como a cultura celular suporta a multiplicacdo do
virus. As linhagens de células do tipo BHK-21 e VERO séao altamente susceptiveis, com 0s
sinais de efeito citopatico aparecendo em torno de 2-5 dias ap6s a inoculacdo (WECHSLER,;
HOLLAND, 1988), contudo, é necessario inocular inicialmente em OEG. Além das linhagens
celulares BHK-21 e VERO, o virus também pode ser isolado em outros tipos de linhagens
celulares, tanto de mamiferos, CPAE (“Calf Pulmonary Artery Endothelial Cell”), quanto de
insetos (CK — derivada de Culicoides sonorensis, e C6/36 derivada do Aedes albopictus)
(WECHSLER; MCHOLLAND; TABACHNICK,1989;MECHAM, 2006).

A caracterizagdo de sorotipos virais também tem sido feita por meio de
sequenciamento. Neste método, sdo utilizados sequenciadores de DNA, que sdo equipamentos
que leem uma amostra de DNA e geram um arquivo eletronico com simbolos que
representam a sequéncia de bases nitrogenadas — A, C, G, T — contidas na amostra. Em 1986,
foi langado o primeiro sequenciador automatico de DNA, o ABI 370, e em 1998, o primeiro
sequenciador de eletroforese capilar, 0 ABI 3700. Com a automatizagdo, foi possivel realizar
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grandes projetos de sequenciamento, dentre os quais 0 genoma humano, do camundongo e
outros (VARUZZA, 2013).

O sistema 454 foi a primeira plataforma de sequenciamento de nova geracdo a ser
comercializada. A plataforma 454 realiza 0 sequenciamento baseado em sintese, 0
pirosequenciamento (RONAGHI et al., 1998). Segundo Horodesky (2014), atualmente, os
sequenciadores estdo divididos em 12 geracdo (Degradacdo quimica e Interrupgdo da cadeia-
Sanger), 22 geracdo (454-Roche®, lllumina® Genome Analyser-HiSeq/MiSeq™ ¢ SOLID),
32 geracao (lon Torrent® e PacBio RS®) e 42 geracdo (Nanopore®).

As novas tecnologias de sequenciamento, também chamadas de sequenciamento de
nova geracdo “Next Generation Sequencing”, ou simplesmente NGS, sdo tecnologias de
sequenciamento de DNA que utilizam metodologias diferentes da Sanger, com o objetivo de
acelerar e baixar o custo do processo de sequenciamento.

Horodesky (2014) ressalta que, em analises metagendmicas, é viavel a utilizagdo os
sequenciadores de nova geracao, pois permitem a construcdo de grandes bibliotecas. Um dos
principais sequenciadores indicado para este tipo de anélise é o lllumina®.

As plataformas de NGS sdo uma alternativa poderosa para estudos de gendmica
estrutural e funcional, possuem o principio de obter maior eficiéncia que advém do uso da
clonagem in vitro e de sistemas de suporte sélido para as unidades de sequenciamento, nao
precisando mais do intensivo trabalho laboratorial de producdo de clones bacterianos, da
montagem das placas de sequenciamento e da separacdo dos fragmentos em géis. A clonagem
in vitro em suporte sélido permite que milhares de leituras possam ser produzidas de uma so6
vez com a plataforma 454, Solexa ou SOLID Pirosequenciamento e a tecnologia 454
(CARVALHO; SILVA, 2010).

No preparo da amostra, 0 DNA é fragmentado por um processo quimico, mecanico ou
enzimatico. Os fragmentos gerados nesse processo de quebra sdo chamados de “template”,
esta quebra é feita de forma aleatoria, com o propoésito da fragmentacdo uniforme por todo o
genoma. Apos a fragmentacdo, sdo adicionados ao “template” adaptadores e sequéncias
artificiais conhecidas. Uma vez ligados os adaptadores, as amostras s&o misturadas,
amplificadas e sequenciadas juntas. Ap0s 0 processo de sequenciamento, essa parte do
adaptador € lida e as amostras sdo separadas computacionalmente.

Os sequenciadores Illumina® plataforma Solexa™, baseiam-se no conceito de
“sequenciamento por sintese”. As sequéncias a serem determinadas precisam ser convertidas

numa biblioteca de sequenciamento especial, permitindo a amplificagéo e imobilizagdo das
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sequéncias. Para este proposito, dois adaptadores diferentes sdo adicionados as terminagdes 5’
e 3’ de todas as moléculas.

Para gerar a biblioteca, 0 DNA devera ser desnaturado e as fitas simples serdo
dispostas em concentracfes muito baixas, pelos canais de uma célula de fluxo, também
denominado “flow cell”. A “flow cell” é uma superficie de clonagem, dividida em oito linhas,
permitindo o sequenciamento de até oito bibliotecas. Na superficie da “flow cell” estdo
imobilizados dois tipos de oligonucleotideos, dos quais sdo complementares aos dois
adaptadores utilizados para produzir a biblioteca. Estes oligonucleotideos hibridizam com as
moléculas das cadeias das bibliotecas. Por sintese reversa, comecando pela zona hibridizada, a
nova molécula que est4 sendo criada encontra-se covalentemente ligada a “flow cell .

Esta nova molécula dobra-se e liga-se a outro oligonucleotideo complementar ao
segundo adaptador que ndo esta ligado a placa, podendo ser usado para sintetizar uma
segunda cadeia ligada também covalentemente a placa. Este processo de dobra da molécula e
de sintese reversa, chamada de amplificacio em ponte € repetida varias vezes e cria
aglomerados de milhares de copias da sequéncia original, muito préximos na célula de fluxo
(Figura 7). Estes aglomerados distribuidos aleatoriamente contém cdpias idénticas da mesma
sequéncia. Deste modo as bibliotecas estdo prontas para serem sequenciadas (HORODESKY,
2014).
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Figura 7 -Funcionamento do processo de sequenciamento do IHlumina®.
Fonte: Horodesky (2014).

Apos a incorporacdo de cada nucleotideo no fragmento em sintese, a leitura do sinal
de fluorescéncia é realizada. Em seguida, ocorre uma etapa de lavagem para remoc¢do dos
reagentes excedentes e remog¢do do terminal 3’ bloqueado e do fluoréforo do nucleotideo
incorporado no ciclo anterior, para que a reacdo de sequenciamento prossiga. A leitura das
bases €& feita pela andlise sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de
sequenciamento. Em geral, leituras de 25-50 bases sdo obtidas de cada cluster (SHENDURE;
JI, 2008; HORODESKY, 2014).

O “RNASeq”, também chamado “the Whole Transcriptome Shotgun Sequencing”
(WTSS) ¢ usado no NGS para sequenciar cDNA com a intengdo de capturar as informacgoes
do transcriptoma de um organismo. Ao contrario de outras técnicas, como “Microarray” ou
RT-PCR, o0 RNASeq ndo necessita de uma lista pre-definida dos gene que se deseja detectar.
A principio, qualquer transcrito que estiver sendo expresso pode ser detectado se o
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experimento tiver cobertura suficiente. Além disso, 0 RNASeq permite detectar, além da
expressao, eventos de “splicing” alternativo e expresséo de genes desconhecidos.

Quando ndo se tem um genoma de referéncia, é necessario realizar a montagem o
“denovo”. O processo de montagem “denovo” é muito mais trabalhoso do que o mapeamento
com referéncia. pois, & necessario ter uma cobertura muito maior e 0s programas de
montagem cometem muito mais erros do que os programas de mapeamento. Apesar disso, €
possivel obter bons resultados na montagem de genomas bacterianos com relativo pouco
esforco. Para genomas de organismos superiores, € necessario combinar diversas tecnologias
de sequenciamento e utilizar computadores com quantidades massivas de meméria RAM para
efetuar o processo de montagem do genoma.

Apds um experimento de NGS, é quase sempre necessario fazer o mapeamento das
leituras geradas em um genoma de referéncia. O primeiro programa usado com a finalidade de
realizar este mapeamento foi o BLAT (LI; KRISTIANSEN; WANG, 2008), criado por Jim
Kenth para mapear leituras com alta similaridade contra um genoma de referéncia. O BLAT
ndo consegue alinhar regides com menos de 40 bp e também ndo tem desempenho suficiente
para alinhar os milhdes de “reads” gerados por um NGS. Os primeiros mapeadores “open
source” otimizados para NGS foram o MAQ (LI; RUAN; DURBIN, 2008) e o SOAP (LI,
KRISTIANSEN; WANG, 2008) ambos utilizam “hash tables” para acelerar a busca, com a
diferenca que 0 MAQ indexa os “reads”, enquanto o SOAP indexa o genoma de referéncia.

Outros programas utilizados para realizar o0 mapeamento sdo: Mapreads do SOLID,
FM-Index, que indexa o genoma de referéncia compactado pela Burrows-Wheeler
(WHEELER; BURROWS, 1994; FERRAGINA; MANZINI, 2001) e entre os programas que
implementam esta técnica estio o BWA (LI; DURBIN, 2009; 2010), “Bowtie”
(LANGMEAD et al., 2009) e 0 SOAPv2 (LI, et al., 2009).

O “bowtie” (LANGMEAD; TRAPNELL, 2009) é um mapeador bastante popular,
criado para mapear “short reads”, especialmente eficiente para “reads” com 50 bp ou menos.
A versdo mais nova, “bowtie 2” (LANGMEAD; STEVENS, 2012) suporta alinhamentos com
“gaps”, e por isso é mais adequado para “reads” com 100 bp ou mais. Em termos de
algoritmo, o “bowtie” 2 é muito similar ao TMAP. Diversos softwares utilizam o bowtie
como mapeador, em especial o pipeline de analise de RNA-Seq Tophat (TRAPNELL,;
PACTHTER; SALZBERG, 2009) e o pipeline na nuvem de ressequenciamento Crossbow
(LANGMEAD; TRAPNELL, 2009).
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3.12 Perdas econdmicas em decorréncia do VLA

As estimativas de perdas econémicas em decorréncia da infeccdo pelo VLA variam de
acordo com a especie de ruminante e raca acometida, e também conforme o estado imunitario
do rebanho, a viruléncia das estirpes virais e sorotipos envolvidos, bem como a regido do pais
e época do ano.

As principais consequéncias econdémicas em decorréncia a infec¢do pelo VLA, tanto
para ovinos quanto para bovinos e caprinos, sdo as perdas indiretas relacionadas a restricao
internacional de movimentacao animal e seus germoplasmas (ARADAIB et al., 2005).

Os prejuizos decorrentes de animais infectados incluem considerada queda da
producdo de 13, carne, e leite, diminuicdo da taxa de concep¢do além de abortos e
malformacdes, disturbios respiratérios e locomotores, associagdo de outras doencas devido a
imunossupressdo, em ovinos podendo ocorrer morte em 50% dos casos de animais com
infeccdo aguda e convalescenca prolongada (SINGER; MACLACHLAN; CARPENTER,
2001; BREARD et al., 2004; ARADAIB et al., 2005; MACLACHALAN et al., 2009).

Para estimar o impacto econémico da LA no Brasil, seria necessario correlacionar
todas as informacOes referentes aos surtos da doenca, contudo, faltam informagdes
importantes relacionadas a ocorréncia da doenca, tornando dificil avaliar com precisdo as
perdas econdmicas (LOBATO et al., 2015). Balaro et al. (2013) avaliaram os custos do surto
de LA de 2013 no Estado do Rio de Janeiro. O estudo de caso com prospecc¢do longitudinal,
conduzido nas fazendas afetadas de marco de 2013 a agosto de 2013, avaliou todos 0s custos
de tratamento relacionados a LA e comorbidades subsequentes nos rebanhos. Com a
mortalidade, o aborto, as medicacGes usadas, 0s servicos veterinarios e de méao-de-obra
adicional, bem como a queda da producéo registrada em seis meses, levaram a uma perda de
US $6.700 (LOBATO et al., 2015).

3.13 Principais medidas de controle e prevengdo da LA

N&o existe tratamento especifico para os animais com LA, normalmente é realizado o
tratamento indireto ou sintomatico visando minimizar os sintomas caracteristicos da doenca,
utilizando de alguns medicamentos analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatérios néo
esteroidais (RADOSTITS et al., 1994; TWEEDLE; MELLOR, 2002).
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O controle da doenca estd baseado em quarentena, vacinacdo dos hospedeiros
vertebrados, especialmente dos bovinos, controle do vetor, monitoramento e medidas de
restricdo de comércio (OIE, 2016).

A melhor forma de controlar a LA seria o controle do vetor, porque baixando os niveis
populacionais do mosquito, seriam reduzidos também significantemente os niveis eficazes
para a sua transmissdo. Para o controle do vetor, sdo necessarias modificagcbes ambientais que
visem a eliminacao dos sitios de reproducdo dos mosquitos, bem como a eliminacédo de locais
com actimulo de 4gua (SCHMAHL, 2009). E possivel proteger os animais em estabulos, com
a colocagdo de telas e portas e janelas feitas de uma malha fina ou um tecido grosseiro
impregnado com inseticida (RADOSTITS, 1994; CALVETE et al., 2010). Com o mesmo
objetivo, também podem ser utilizados inseticidas de uso externo em ambientes como
estabulos, porém essas praticas tém efeito temporario, além de poderem causar problemas
ambientais e serem de alto custo. Para a utilizacdo dessas medidas, é necessario o
conhecimento da fauna entomolégica competente de cada regido, habitos alimentares, o ciclo
biolégico da populagdo e da dindmica do vetor na regido e aplicacdo em época certa e com
boas condi¢des climéticas (LOBATO, 1999; BREARD et al., 2004).

A vacinagdo visa diminuir as perdas econémicas e reduzir o ndmero de animais
susceptiveis e, por conseguinte, o nimero de animais virémicos, sendo ideal que se conhecam
0s sorotipos existentes na regido e que esses sejam incluidos na vacina (SCHWARTZ-
CORNIL et al., 2008). A vacinacdo ja é uma medida bastante eficaz e muito utilizada em
alguns paises como medida de controle, sendo elas: atenuadas, inativadas, ou produzidas em
poxvirus e com proteinas recombinantes, denominadas “VLPs” (“virus like particles™), essas
ultimas sdo particulas virais vazias, sem acido nucléico (BREARD et al., 2004; SAVINI et al.,
2008). Estas vacinas ja estdo disponiveis comercialmente; entretanto, sua atividade protetora é
sorotipo-especifica, ou seja, a vacina deve ser produzida com base nas informacGes
epidemioldgicas dos sorotipos prevalentes da determinada regifes ou paises, onde houver
multiplos sorotipos estdo presentes, para serem eficazes, as vacinas, precisam conter todos 0s
sorotipos identificados (SCHWARTZ-CORNIL et al., 2008; BHANUPRAKASH et al.,
2009).

Atualmente, a vacina inativada é a mais utilizada, porque o virus inativado elimina os
riscos de transmissdo vetorial, a reversdo da viruléncia, e o aparecimento de anomalias fetais
(OIE, 2016). Em bovinos, quando administrada em uma Unica dose, geralmente é insuficiente
para proporcionar uma imunidade duradoura por varios meses (SAVINI et al., 2008). As
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desvantagens incluem seu elevado custo de produgéo (a vacinacgao requer grandes quantidades
de antigeno, adjuvante e inativante) e a necessidade de um reforgo vacinal (VERWOERD;
ERASMUS, 2004).

Vacinas atenuadas sdo baratas de produzir em grandes quantidades, geram imunidade
protetora apds uma Unica inoculacdo, e tém se apresentado eficazes na prevencdo 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 recombinacao
génica entre linhagens do virus vacinal e de campo, resultando em novos tipos virais que
podem induzir variacbes nas caracteristicas conhecidas de viruléncia, ou expressar novas
propriedades antigénicas (BREARD et al., 2004). Na Africa do Sul, China e diversos paises
da Europa, a vacina atenuada tem sido utilizada por anos e sdo conhecidas por induzir uma
efetiva e duradoura imunidade (STOTT; OSBURN, ALEXANDER, 1985; MURRAY;
EATON, 1996; ODEON; SCHORE; OSBURN, 1997; BHANUPRAKASH et al., 2009).

O uso de vacinas deve ser feito somente apos testes de seguranca, a fim de avaliar as
possibilidades de reversdo viral, transmissdo vertical e suas possiveis consequéncias adversas,
antes de serem administradas de acordo com a espécie e o sorotipo (SAVINI et al., 2014).

O passo fundamental para impedir a entrada do virus em um pais livre da LA é
identificar quais sorotipos existem no pais exportador e se existem Culicoides competentes
para esses sorotipos no pais importador. Entretanto, a infeccdo pela LA apresenta um carater
“silencioso”, ou seja, na grande maioria os animais ndo manifestam sinais clinicos aparentes.
Em regides onde a LA ¢é endémica, a possibilidade de erradicacdo é praticamente nula, por
este motivo, as medidas de controle baseiam-se na agdo sobre o vetor, na vacinagdo e nas
barreiras criadas para evitar a movimentacdo de animais e seus subprodutos (KONRAD et al.,
2003).

Diversos paises possuem eficientes programas de vigilancia e controle do VLA, dada a
importancia da doenca. Um exemplo é a Australia, que comecou a implementar medidas
sanitarias de controle da LA desde 1970, e atualmente esxite um Orgdo governamental
chamado “Beatrice Hill Farm” (BHF), responsavel pelos intensos trabalhos de vigilancia e
monitoramento do VLA no pais. O programa de monitoramento australiano divide o pais em
zonas epidemioldgicas conforme a presenca do virus, associado a presenga dos principais
fatores de risco da LA. Assim como em alguns paises da Europa (Itdlia, Franca, Espanha), que

possuem um programa de controle e monitoramento da LA, na Australia, bovinos sdo
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utilizados como sentinelas em zonas consideradas livres de Orbivirus, o pais realiza pesquisas
entomoldgicas com captura e identificagdo e monitoramento das espécies de Culicoides
competentes, estudos com modelos de dispersdo da doenca, além investir no diagnotico da LA
(isolamento, sorologia e diagndstico molecular) (MELVILLE et al., 2015).

A india também possui programa de vigilancia para o VLA, constituido por diversos
grupos de pesquisa que formam a “All-India Network Program on Bluetongue (AINP-BT)”.
Com base nas informacgfes obtidas, através das pesquisas realizadas, sdo conhecidos 0s
sorotipos circulantes no pais, onde atualmente € comercializada uma vacina inativada
pentavalente para os sorotipos BTV-1, BTV-2, BTV-10, BTV-16 e BTV-23, apresentando
excelentes resultados (REDDY et al., 2010).

Quanto constatado o caso de LA, preconiza-se como medida prioritaria a proibicao
imediata da importacdo de animais provenientes de paises com VLA, acompanhado do
constante monitoramento da propriedade, com realizacdo de exames clinicos, soroldgicos e
moleculares, para assegurar que o0s animais sdo livres de VLA (SPERLOVA,
ZENDULKOVA, 2011). De acordo com a OIE, para importacdo de animais susceptiveis e
seus produtos (sémen, 6vulos, embrides, etc.), as medidas preventivas para entrada do VLA
sdo o controle de importacdo animal e quarentena, acompanhada de realizacdo de testes
moleculares para detec¢éo do VLA (OIE, 2016).

Na Ameérica do Sul, o controle da LA se da pela contencdo de focos (notificacdo
obrigatdria da doenca), controle de fronteiras e, especialmente na Argentina e Brasil, também
por vigilancia e monitoramento de animais (EMBRAPA, 2006).

No Brasil ainda ndo existe um programa nacional de vigilancia e monitoramento do
VLA, e também € proibida pelo MAPA a comercializacdo de vacinas contra a doenga, devido
a falta de conhecimento sobre quais sorotipos possuimos, em quais regides estdo presentes,
quais sdo as espécies de vetores competentes. Tais informacdes, entretanto, sdo de extrema
necessidade para que haja avangos no controle e monitoramento da LA, pois representa uma
ameaca a sanidade de rebanhos, a preservacdo de espécies nativas e a comercializagéo,
interferindo diretamente na economia.

Torna-se fundamental cada pais avaliar os fatores de risco, para o controle da LA,
com o objetivo de contribuir para este propdsito, fornecendo subsidios para o maior
conhecimento sobre 0 VLA no Brasil, o presente estudo teve como principal finalidade o
isolamento, identificar e caracterizacdo dos sorotipos circulantes em diferentes espécies no

pais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de Etica

Na realizacdo desta pesquisa, seguiu-se todas as diretrizes éticas preconizadas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia Animal de Laboratério e pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (SBCAL / COBEA), sendo o projeto aprovado pela Comissdo de
Etica na Experimentacdo Animal do Instituto Bioldgico — CETEA-IB. (Anexo 1).

4.2 Amostragem

4.2.1 Origem das Amostras

A presente pesquisa foi realizada a partir de amostras selecionadas com e sem suspeita
clinica para LA, bem como a partir de amostras ja isoladas do VLA (LIMA, 2013),
pertencentes a colecdo de amostras mantida no Laboratério de Viroses de Bovideos.

Foram analisadas diferentes tipos de amostras, sendo 33 de sangue bovino e duas de
orgdos fetais bovino, 51 de sangue ovino e trés amostras de 6rgdos ovino, trés amostras de
sangue caprino, 36 amostras de sangue de cervideos e 6rgdos de outros quatro cervideos,
todos pertencentes as espécies Blastocerus dichotomus, Mazama americana e Mazama
gouazoubira. Foram analisadas também, 124 amostras positivas para VLA, isoladas em ovo
embrionado de galinha e adaptadas a cultura celular BHK-21 (Tabela 3). Totalizando 256
amostras de diferentes espécies, ovinos, bovinos, caprinos, e cervideos, encaminhadas ao
Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico,
provenientes de diferentes regides do pais, por veterinarios oficiais e autbnomos.

As amostras eram de animais de ambos 0s sexos, diferentes racas, com idade entre trés a
36 meses, provenientes de diversas propriedades localizadas em quatro diferentes regides do
Brasil, Regido Norte (Estado do Pard), Regido Nordeste (Estado da Paraiba), Regido Sudeste
(S&o Paulo e Rio de Janeiro), e Regido Sul (Parana). As amostras de ovinos analisadas,
provenientes do Estado de S&o Paulo, faziam parte de um projeto FAPESP de pesquisa —
regular sobre lingua azul (Processo N°: 2008/04879-9), durante o periodo de 2007 — 2009, e

que todas as amostras foram coletadas de ovinos sem nenhum sinal clinico da doenca. Na
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Tabela-3, estdo apresentados os dados referentes a amostragem, conforme a espécie animal, o
tipo de amostra analisada, a quantidade da amostra, a faixa etaria, e 0 Municipio/Estado de
origem de cada animal. Todas as amostras foram recebidas e processadas no Laboratério de

Viroses de Bovideos (LVB) do Instituto Biologico (IB), no periodo de janeiro de 2007 a abril

de 2015.

Tabela 3 -Dados das amostras analisadas, conforme idade, origem e espécie.

Espécie  Tipo de amostra  Quantidade Faixa etaria Cidade / Estado
Regido Norte
Cervideo Orgios 04 Animal adulto** Santarém / Para
Regido Nordeste
Caprina Isolado* 01 03 - 36 meses Né&o informado / Paraiba
Regido Sudeste

Bovina Sangue 34 12-36 meses Sertdozinho / S&o Paulo
Bovina Orgios 01 Feto abortado Martinépolis / S&o Paulo
Bovina Orgios 01 Feto abortado N4o informado / Séo Paulo
Ovina Sangue 10 03 e 36 meses Sorocaba / Séo Paulo
Ovina Isolados* 16 03 - 36 meses Sorocaba / So Paulo
Ovina Sangue 13 03 - 36 meses Nova Odessa / Sdo Paulo
Ovina Isolados* 36 03 - 36 meses Nova Odessa / Sdo Paulo
Ovina Sangue 8 03 - 36 meses Itapetininga / Sdo Paulo
Ovina Isolados* 5 03 - 36 meses Itapetininga / S&o Paulo
Ovina Sangue 3 03 - 36 meses Botucatu / S&o Paulo
Ovina Sangue 14 03 - 36 meses Aracatuba / Sdo Paulo
Ovina Isolados* 48 03 - 36 meses Avracatuba / S&o Paulo
Ovina Orgaos 01 Feto abortado Vinhedo / S&o Paulo
Caprina Sangue 03 05 - 36 meses It4 /Sédo Paulo

Cervideo Sangue 18 05 - 36 meses Jaboticabal / S&o Paulo

Cervideo Sangue 01 05 - 36 meses Castilho / Séo Paulo
Ovina Orgaos 02 03 - 18 meses Rio de Janeiro
Ovina Isolados* 13 03 e 36 meses Rio de Janeiro***
Bovina Sangue 01 36 meses Rio de Janeiro***
Ovina Sangue 06 03 e 36 meses Rio de Janeiro***

Regido Sul
Cervideo Sangue 17 Animal adulto** Foz do Iguagt /Parana

Total de amostras analisadas:

256

*Suspensao celular, ou macerado de érgaos de OEG. **Animal de vida livre, sem dados referentes a idade.

*** Municipios da regido do Vale do Paraiba Fluminense.
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4.2.2 Preparo das amostras de sangue

O procedimento de lavagem da hemacias foi realizado de acordo com as
recomendacdes preconizadas no Manual Padrdo para Testes de Diagndstico e Vacinas para
Animais Terrestres da OIE (2016). O sangue foi centrifugado a 12000 rpm, durante 30
minutos a 4 °C. O plasma foi retirado e as células sanguineas lavadas e ressuspendidas em
igual volume de PBS (Tampao Salina Fosfatada) esteril. O sobrenadante resultante desta etapa
foi descartado, essa etapa se repetiu por mais uma vez e, por fim, foram retirados
aproximadamente 400 uL de hemacias e distribuidas em microtubos de 1,5 mL previamente
identificados.

As aliquotas foram acondicionadas a temperatura de -80 °C até a realizacdo dos testes.

4.2.3 Preparo das amostras de tecido

As amostras de tecidos (epitélio, coracdo, sistema nervoso central, figado, baco,
pulméo, rins, rumen, lingua, linfonodos e fetos, provenientes de fémeas com suspeita clinica
de LA), foram preparadas com dois gramas de tecido em 8 mL de meio MEM (meio essencial
minimo de Eagle — Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha), com 2% de antibidticos (mistura
de antibidticos preparada: Penicilina G Potassica 11.200 Ul/mL; Estreptomicina 0,01 g/mL;
Gentamicina 0,01 g/mL; L-Glutamina 0, 029 g/mL e Anfotericina B 0,5 mg/mL), trituradas e
mantidas sob refrigeracdo por uma hora.

Apbs este periodo, as amostras foram congeladas a -80°C, posteriormente
centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante recolhido para a anélise
laboratorial. As amostras que resultaram positivas na prova de triagem para VLA (RT-qPCR
— deteccdo do gene NS3) foram acondicionadas a temperatura de -80°C até o uso para 0S
estudos subsequentes (isolamento em OEG, tipificacdo e sequenciamento filogenético).

4.2.4 Envio das amostras para o Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del
Molise "G. Caporale” (IZSAM), Teramo, Italia.

Todas as amostras foram preparadas e enviadas para o departamento de virologia do

IZSAM da seguinte forma:
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Amostras de lavado de hemacias, sangue total e suspenséo celular: todas as amostras com
contetdo liquido foram fracionadas em aliquotas de 500 UL e acondicionadas em tubos de 3
mL, contendo 1 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen™);

Amostras de 6rgaos: as amostras de 6rgdos foram fracionadas em fragmentos de tecidos
cortados a uma espessura de aproximadamente 0,5 cm de largura por 0,5cm de altura, e
acondicionadas em tubos de 3 mL, contendo 1 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen™).

4.3 Estirpe viral padrao

Utilizou-se como virus padréo na etapa de isolamento viral a estirpe viral 4 do VLA
(BTV-4), gentilmente cedida pelo LANAGRO de Campinas.

4.3.1 Amostras controle utilizadas no isolamento viral

Foi utilizado como controle positivo no isolamento em OEG 0,1 mL da suspencao do
BTV-4 com o titulo viral de 10° TCIDso/mL. Como controle negativo para o isolamento em
OEG foi inoculado 0,1 mL de meio MEM, sendo estas amostras negativas posteriormente
testadas no Laboratério de Viroses de Bovideos (LVB) pela RT-PCR em tempo real e

isolamento em cultura de linhagem BHK-21.

4.4. Culturas celulares

Foram utilizadas células da linhagem celular de rim de Hamster- “Baby Hamster
Kidney” (BHK-21) adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC, Manassas,
EUA).

As células foram cultivadas em garrafas de poliestireno proprias para cultivo celular
(TPP, Techno Plastic Products AG®, Switzerland) em meio de crescimento, composto por
Meio Essencial Minimo (MEM — Nutricell®, Campinas, Brasil), acrescido de 0,2% de
bicarbonato de sodio (Merck®, Darmstadt, Alemanha), tamponado com 25 mM de acido 4-
(2- hidroxietil)-1-piperazineetanossulfénico (HEPES - Biosolve®, Westford, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino esterilizado, inativado e livre de pestivirus (SFB

— Nutricell®, Campinas, Brasil). Foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C.
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Para a manutencéo das linhagens, o repique das células foi feito entre trés e cinco dias,
utilizando-se solucdo de Tripsina-Versene (Sigma- Aldrich®, Steinheim, Alemanha) para a
individualizagdo das células (concentragdo cerca 2x10°/mL). Para obtencéo das suspensdes de
células utilizadas nas reacGes de VN, o repique foi realizado da mesma forma, diferindo
apenas a concentragéo, que foi 3x10°/mL. A contagem das células para preparacéo da diluicéo
necessaria foi efetuada em cAmara de Neubauer (Optik Labor®, Friedrichshofen, Alemanha).

4.5. Isolamento do virus da lingua azul

Todos os procedimentos realizados no isolamento do VLA seguiram os parametros
determinados pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), presentes no “Manual of

Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals” (OIE, 2014),

4.5.1. Isolamento em Ovo Embrionado de Galinha (OEG)

Todos os OEG utilizados nesta pesquisa foram getilmente doados pela Biovet®, que
segue todos os requerimentos técnicos especificos para a producdo, o controle e 0 uso de
vacinas e diluentes para uso na avicultura brasileira, tendo como base legislativa a Instrugéo
Normativa N° 7, de 10 de Margo de 2005, e a Portaria N° 138, de 05 de junho de 2006 do
MAPA. Os OEG eram todos ovos SPF (do inglés “Specific Pathogen Free”-Livres de
Patdgenos Especificos), mantidos em ambiente com sistema de ar filtrado, pressdo positiva e
biosseguranca.

As amostras positivas foram inoculadas em OEG viaveis de 11 dias, de acordo com
Clavijo et al. (2000), com algumas modificagOes. Para cada amostra positiva do VLA,
preconizou-se inocular quatro OEG, por passagem.

Antes da inoculagdo, todos os OEG foram examinados com o auxilio de um ovoscopio
para avaliar a vitalidade e viabilidade dos mesmos. As inoculagdes foram feitas sempre nos
vasos de maior calibre, longe de bifurcacdes venosas e respeitando o fluxo sanguineo (Figura

8). Em cada ovo foi inoculado 0,1 mL da dilui¢do 1:10 de cada amostra (Figura 9).
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Figura 8 - Visualizagdo dos ramos venosos para inoculagdo, com auxilio de um ovoscépio.
Fonte: Lima, 2017.

Figura 9 - Inoculacéo de amostra positiva em OEG.
Fonte: Lima, 2017.

Apos a inoculagdo, os ovos foram incubados por sete dias a uma temperatura de
33,5°C e observados no minimo trés vezes ao dia em diferentes periodos, para deteccdo de

sinais clinicos, lesdes ou mortalidade.
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Os ovos embrionados mortos antes de completar as primeiras 24 horas foram
descartados, os demais embriGes que morreram entre o 2° e 7° dia ap6s a inoculagdo foram
refrigerados a 4 °C por no maximo 24h até serem processados conforme Clavijo et al. (2000).
Todos os embrides que tiveram alteracdes macroscopicas foram fotografados, e as alteracdes
descritas.

Para remocé&o dos embrides, as cascas dos ovos foram desinfetadas com uma solugao
de alcool 70%. Com o auxilio de tesoura, pinca e placa de Petri estéreis, todo o embrido foi
retirado de dentro do ovo, evitando contaminacdo com o saco da gema. Foram coletadas,
identificadas e armazenadas em tubos de trés mL de plasticos estéreis, as visceras (figado,
baco, coracdo, pulméo e rins) (Figura 10), e separadamente o SNC (Figura 11). A coleta
separada teve como intuito minimizar possiveis contaminacgdes. Estes tubos foram guardados

em freezer a -80°C até a realizacdo do macerado para isolamento em cultura celular BHK-21 e

da extracdo para diagndstico molecular.

Figura 10 -Foto da necropsia de um embrido de galinha inoculado com amostra positiva para 0 VLA — coleta
das visceras para posterior analise.
Fonte: Lima, 2017.
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Flgura 11 Foto da necropsm de um embrlao de galmha moculado
com amostra positiva para 0 VLA — SNC coletado separadamente
das visceras para posterior analise.

Fonte: Lima, 2017.

Os tecidos foram macerados em solucdo de meio MEM suplementado com 1% de
Antibiotico (ATB) e 1% de L — Glutamina. Este macerado foi congelado a -20° C, para
promover melhor lise celular, depois descongelado e centrifugado em tubos estéreis a 2000 x
g por 15 minutos a 4°C. ApdGs o processamento, essa suspensdo foi inoculada em cultivo

celular de células BHK-21.

4.5.2. Isolamento em Cultura Celular BHK-21 — Formagdo do Banco Viral

A suspensdo resultante do isolamento em OEG foi inoculada em cultivo celular de
linhagem BHK-21, com 70-90% de confluéncia no momento da inoculagdo, esta passagem
em células destina-se a manutencao das amostras e incluséo na colecéo viral.

O procedimento para inoculacdo em células foi remogdo do meio e a suspensdo de
tecidos inoculada e adsorvida por uma hora e posterior incubacdo por um periodo de trés a
seis dias, a uma temperatura de 37°C, em um ambiente com 5% de CO,. As garrafas
inoculadas foram observadas diariamente para a presenca de efeito citopatico (ECP) e as
células controle permaneceram livres de ECP. As amostras inoculadas que ndo tiveram
aparecimento de ECP na primeira passagem, foram re-inoculadas em cultivo celular
sucessivamente até a terceira passagem. As amostras que nao tiveram ECP nas trés passagens
foram consideradas negativas, ou seja, ndo ocorreu adaptacdo do virus ao sistema celular in

vitro.
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4.6 Amostras controle utilizados nos testes moleculares

Utilizou-se como controle positivo na RT-qPCR a diluicdo 10 (10°TCIDsy/50 pL) do
VLA sorotipo 4 e como controle negativo amostras de sangue ovino e bovino, além de tecidos
embrionados de galinha e amostras negativas de cultura celular BHK-21, previamente testado

pela RT- qPCR e isolamento viral no LVB.

4.7 Extracdo do RNA

A extracdo do RNA viral das aliquotas das amostras de sangue, tecidos, cultura celular
BHK-21 e da solucdo estoque do VLA-4 foram feitas empregando-se 0 TRIzol® Reagent
(Invitrogen™) em microtubos de 1,5 mL de acordo com as instru¢bes do fabricante, com
algumas modificagdes.

Para cada 250 pL da amostra foram acrescidos 750 pL de tampdo de lise (TRIzol®
Reagent - Invitrogen™), e ap0s serem misturados com o auxilio do vortex, ficaram incubados
por 10 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se entdo 200 pL de cloroférmio e
agitou-se em vortex por 30 segundos. Foram novamente incubados por cinco minutos de 15 a
30 °C. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 15 minutos entre 2-8°C e
ao término da centrifugacéo, transferiu-se aproximadamente 400 pL do sobrenadante para um
novo tubo. Precipitou-se com 500 pL de isopropanol, procedeu-se a homogeneizacdo por
inversdo e incubou-se por 10 minutos em temperatura ambiente. A amostra foi novamente
centrifugada a 12.000 xg por 10 minutos a 2-8°C e ap0s desprezou-se o sobrenadante. Ao fim
lavou-se o “pellet” com um mL de etanol 75% e homogeneizou-se por inversdo. Centrifugou-
se agora a 10.000 xg por cinco minutos. Retirou-se o etanol com auxilio da pipeta e procedeu-
se mais uma lavagem com 1 mL de etanol absoluto e homogeneizou por inversao.
Centrifugou-se novamente a 10.000 g por 5 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o tubo foi
deixado aberto a temperatura ambiente por cinco minutos até secagem do etanol. Por fim,
dissolveu-se o pellet em 30 pL de &gua DEPC com auxilio da pipeta e 0 RNA extraido ficou

estocado a -80°C.



83

4.8 RT-gqPCR realizada no Brasil

4.8.1 Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos e sonda utilizados foram desenvolvidos por Schroeder et al. (2013),
para serem utilizados no método de RT-qPCR, a partir da regido altamente conservada da
proteina ndo estrutural do gene NS3 do VLA. As sequéncias dos oligonucleotideos e sonda
foram analisadas pelo BLAST (“Basic Local Alignment Search Too”), obtendo 100% de
identidade com as sequéncias dos 27 sorotipos do virus da VLA depositadas no Genbank.

Para a realizacdo da RT-gPCR utilizou-se o equipamento “Light Cycler” 480 (Roche),
disponivel no Laboratorio de Viroses de Bovideos do Instituto Biol6gico de Séo Paulo.

Na RT-gPCR foi utilizado o sistema TagMan, com filtro de deteccdo FAM, feita com os
kits comerciais da Applied Biosystems™ - VetMAX™ Bluetongue Virus (BTV), Reagents,
VetMAX™ Plus Multiplex One Step RT-PCR Kit, e 0 kit VetMAX™ Bluetongue Virus
(BTV) Controls, onde estdo inclusos respectivamente os “primers” ¢ as sondas, a enzima, e 0
controle interno positivo. O kit é padronizado para deteccdo dos 26 sorotipos do VLA pela
empresa fabricante. O controle positivo interno, utilizado foi de 8.000 copias de RNA/uL. Em

todas as reacdes foi utilizada uma nova curva padréo, feita com diluicdes do RNA sintético.

4.8.2. Condicdes de reacdo

A técnica foi realizada de acordo com as instrugdes do kit comercial “LightCycler®
480 RNA Master Hydrolysis Probes” (Roche). A reacdo foi feita para um total de 20 pL
contendo 7,4 pL “LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes” 2,7X, 1,3 pL de
“Activator” 50 mM, 1,0 pL de “Enhancer” 20X, 1,0 pL de cada oligonucleotideo a 10 mM,
0,5 pL da TagMan “probe” para BTV a 10mM, 5,8 pyL de H,O PCR-grade. Por fim
acrescentou-se 2 pL de RNA.



84

4.9. RT-gPCR realizada na Italia

As 256 amostras encaminhadas para o 1ZSAM, foram retestadas por RT-qPCR para
avaliar a integridade e a concentracdo do RNA ap0s o transposte das amostras BTV positivas

do Brasil para a Italia.

4.9.1 Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos e sonda utilizados para a detec¢do do VLA, foram desenvolvidos
segundo Chaignat et al. (2009), e Hofmann et al. (2008), para serem utilizados no método de
RT-gPCR, a partir da regido conservada da proteina ndo estrutural do gene NS3 do VLA.

Para controle de inibicdo da reacdo de RT-gPCR na deteccdo do VLA, foram usados
como controle interno positivo RNA recombinante do virus “West Nile”, com
oligonucleotideos e sonda que amplificam a regido NS5-2 do genoma do virus, segundo
Hubalek; Halouzka, (1999).

Para a realizagdo da RT-gPCR, utilizou-se os equipamentos “QuantStudio™ Flex Real-
Time PCR System” (Applied Biosystems), 0 7900HT “Fast Real-Time CR System” (Applied
Biosystems), e o “Thermal cycler, GeneAmp PCR System 9700” (Applied Biosystems),
disponiveis no “Reparto di Virologia” e “Biologia Molecolare” do IZSAM.

Para avaliar a eficiéncia da reacdo, foram utilizados como controles:
e NTC (“No Template Control””) é um controle negativo da reacao. E constituido
por todos os reagentes do Mix da reacdo de RT-gPCR, com exce¢do do RNA,

que é substituido por 5 uL de agua “Nuclease Free”;

e CP (“Positive Control”) foi utilizado como controle positivo na RT-gPCR duas
diluicdes do VLA-10, 10™ e 102, com os respectivos Ct’s (“Threshold cycle”)

previamente conhecidos;

Para avaliar a eficiéncia da amplificacdo, foi utilizado o “software SDS Sequence
Detection System” (Applied Biosystem) para a validagéo dos Ct’s das curvas-padréo.

A reacdo foi feita para um total de 7 puL por amostra, contendo 0,5 pL de
oligonucleotideo BTVNS3-F e 0,5 de oligonucleotideo BTVNS3-R, ambos diluidos na
concentracdo de 20 UM e 4,0 uL de H,O PCR-grade, por fim acrescentou-se 2 uL. do RNA

extraido da amostra.
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As condig0es utilizadas para realizar a desnaturagdo do RNA foram:
e 95 °C por cinco minutos;
e Banho de gelo por trés minutos.
Na realizacdo da RT-qPCR, foi utilizado o kit da enzima SuperScript™ III Platinum®
One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen). A reacdo foi feita para um total de 25

ML.

4.10 Sequenciamento

O sequenciamento e parte da analise filogenética foi realizada no departamento de
“Ricerca e sviluppo” (Pesquisa e desenvolvimento) e Bioinformdtica do “Istituto
Zooprofilattico Sperimentale dell'’Abruzzo e del Molise G. Caporale” (IZSAM), - Teramo”,

considerado laboratério de referéncia internacional pela OIE no diagndstico de lingua azul.

4.10.1 Andlises prévias ao sequenciamento

Quantificacdo do matrial genético

Depois das amostras serem analisadas pela RT-gPCR para detec¢cdo do RNA do VLA,
apenas as amostras que obtiveram Ct (“Threshold Cycler”) inferior ou igual a 35 foram
quantificadas e preparadas com a finalidade do sequenciamento. Por experiéncia do
laboratdrio do 1ZSAM, sabe-se que amostras com Ct maior que 35 possuem pouco material
genético, ou com baixa qualidade, o que comprometeria a qualidade das sequéncias. Desta
forma, as amostras analisadas que obtiveram Ct inferior ou igual a 35 foram quantificadas
para avaliar a quantidade do RNA do RNA viral.

A deteccdo e quantificacdo do RNA e DNA das amostras extraidas, bem como a
avaliacdo dos mesmos foram feitas através da absorbéancia-UV, com o equipamento Qubit®
Fluorescence quantitation (ThermoFisher Scientific), seguindo as recomendagfes do
fabricante.

Degradacdo do DNA

Para algumas amostras cuja concentracdo de DNA era alta, foi utilizado conforme as

orientagdes do fabricante, a enzima DNase TURBO™ (ThermoFisher Scientific), na
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concentragdo de 2 U/mL. A DNase foi utilizada para limpar a contaminacdo de DNA a partir
de amostras de RNA antes da RT-PCR.

Purificacdo do RNA total

Apo6s o processo de degradacdo do DNA, as amostras foram purificadas e 0 RNA
estabilizado com o “kit” de purificacdo de RNA total, RNeasy® Mini Kit (Qiagen), seguindo
as recomendac0es e uso do fabricante.

Ap0s a etapa de purificacdo, todas as amostras foram quantificadas novamente com o
equipamento Qubit® Fluorescence quantitation. Esta etapa foi realizada novamente para

assegurar que nao tenham restado contaminantes ou inibidores nas amostras.

Amplificacdo dos &cidos nucléicos

As amostras de RNA foram preparadas conforme o “Protocollo SISPA BTV” do
“Riparto di Ricerca e Sviluppo”. Esta terminologia SISPA, vem do inglés “sequence-
independent, single-primer amplification”, que significa sequéncia independente, onde a
amplificacdo do material genético utiliza “somente o oligonucleotideo”. Com este protocolo, é
possivel obter sequenciamento completo do genoma viral de forma mais réapida e flexivel,
devido ao uso de “primers random”, desenhados a partir de varios tipos de matrizes virais. O
uso deste protocolo permite a obtencdo de sequéncias gendmicas quase completa de virus, que
variam em tamanho de 3.000 a 15.000 kb, com uma profundidade de cobertura média de
14,33. Este protocolo é utilizado quando ha pouca ou nenhuma informacdo de sequéncia
disponivel, quando o virus pertence a familias muito divergentes, quando ndo ha
anteriormente caracterizacdo viral, ou para descrever mais completamente infeccdes virais
mistas. Conforme Figura 12, no método SISPA, (A) o RNA viral é convertido em cDNA,
com auxilio dos oligonucleotideos com marcacédo aleatoria (FR26RV-N e FR40RV-T), pela
poli-A. (B) O DNA da segunda cadeia ¢ sintetizado pela acdo da polimerase de exo-DNA de
Klenow, na presenca de iniciadores de oligonucledtidos finais 5', marcados aleatoriamente
nos fragmentos virais. (C) O DNA de cadeia dupla é amplificado por PCR usando a marca
primaria (FR20RV). (D) Os “amplicons” produzidos S0 separados por eletroforese e
produtos que variam entre 500 e 1000 nucle6tidos sdo clonados no vetor TOPO. De 96 a 288

colheitas sdo feitas, 0 DNA plasmidial € purificado e as inser¢des sdo sequenciadas.
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Figura 12 - Esquema ilustrativo do método SISPA, utilizando no sequenciamento gendmico do VLA.
Fonte: Djikeng et al. (2008)

Os oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes do RNA viral foram desenvolvidos
segundo Djikeng et al. (2008) e Allander et al. (2005), as sequéncias usadas bem como o

tamanho do fragmento estdo disponiveis na Tabela 4 .

Tabela 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo e tamanho do fragmento resultante.

Primer Sequéncia Tamanho do fragmento amplificado
FR26RV- N 5GCCGGAGCTCTGCAGATATCNNNNNN-3'
FR-BT F 5-GCCGGAGCTCTGCAGATATCGTTAAAN-3' 600 - 1,500 bp

FR-BT_R 5-GCCGGAGCTCTGCAGATATCGTAAGTN-3'

Antes de serem amplificadas, todas as amostras passaram por um processo de
desnaturacdo de 95°C por cinco minutos, em seguida foram colocadas em gelo por trés
minutos, até a etapa da amplificacdo. Na primeira amplificagdo foram utilizados os
oligonucleotideos: FR26RV-N na concetragdo de 50 uM, o “primer” FR-BT F e o “primer”

FR-BT_R, ambos diluidos na concentracdo de uso de 2 uM. Acrescentou-se dNTPs a 10 mM
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e 9 uL de RNA. Apos o preparo, o “mix” foi homogeneizado, centrifugado e incubado a 65°C
por cinco minutos.

Posteriormente, realizou-se o preparo de um segundo “mix” com: SSIV “Buffer” 5X
concentrado, DTT a 100 mM, RNase OUT “Recombinant RNase Inhibitor”, SuperScript IV
Reverse Trascriptase 200 U/pL. Apds o preparo, o “mix” foi homogeneizado, centrifugado e
adicionou-se 7,0 pL do produto da primeira amplificacdo. As condi¢des de amplificagéo
foram: 23°C, por 10 minutos, 50°C por 50 minutos, e 80°C por 10 minutos. Ao término da
reacdo foi adicionada a enzima 3’-5’ Klenow Polymerase, na concentracdo de 2.5 M as
amostras e novamente incubadas a 37°C por 60 minutos e 75°C por 10 minutos.

Para a realizacdo da terceira reacdo de PCR, foi utilizado o “kit” da enzima “PfuUltra

Il Fusion HS DNA polymerase”, conforme as indicacdes do fabricante.

Purificacéo

Apds todas as etapas de amplificacdo do material genético, através das reacGes de
PCR, as amostras amplificadas foram purificadas usando o kit comercial “Purificare con
Ampure XP o colonnine® (Qiagen, GeneAll), conforme recomendagdes do fabricante.

Ao término da purificagdo do material genético amplificado, todas as amostras foram
quantificadas para obtencdo do valor do DNA total amplificado. Esta quantificacdo foi feita
através da absorbancia-UV, com o equipamento Qubit® Fluorescence quantitation

(ThermoFisher Scientific), sequindo as recomendaces do fabricante.
Verificacdo da concentragdo do VLA amplificado

Realizou-se uma ultima reacdo de PCRq para confirmar que o DNA amplificado
correspondia ao VLA. Para a otimizagédo da reacéo, foi utilizada a enzima TagMan® Fast 2X
(ThermoFisher Scientific), conforme as recomendacGes do fabricante.

Foram utilizados nesta etapa 0s mesmos oligonucleotideos e sonda, especificos para a regido
NS3 do VLA, (HOFMANN et al., 2008; CHAIGNAT et al., 2009).

4.10.2 Sequenciamento

Para a realizacdo do sequenciamento, 0 DNA de cada amostra foi preparado em uma
concentracdo de 5 ng/uL, para preparacdo da biblioteca. Desta amostra foi realizado a

diluic&o de uso contendo a concentragdo de 1 ng/pL.
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Para a realizagdo desta etapa, foi utilizando o kit Nextera® XT DNA Library Prep
(Illumina®, San Diego, California U.S.A), de acordo com o protocolo do fabricante. Todos 0s
sequenciamentos genémicos foram realizados no equipamento Illumina®, Plataforma
NextSeq™ 500 (Illumina® Inc., San Diego, Califérnia) utilizando reagentes NextSeq™

500/550, cartucho v2, 300 ciclos e “standard” de 150 pb.

4.11. Andlise de dados — Bioinformatica

Ao término de cada sequenciamento, as milhares de “reads” geradas passaram por um
controle de qualidade, realizado por um “software” chamado FastQC, disponivel em
http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc. Atraves deste “software”, foi feita a
leitura e a “limpeza” dos fragmentos de modo “in-house”, utilizando “scripts python”.

Dentro do programa deste “software” foram depositadas todas as sequéncias de
referéncias para todos os 27 sorotipos do VLA, separados por sorogrupos a partir do NCBI
(Nucleotides Database).

Para realizar a montagem, foi utilizado o programa SPADES versdo 3.5.0 (NURK et
al., 2013). Todas as andlises realizadas pelo SPADES foram executadas com parametros
predefinidos. Todos os “contigs” que surgiram na andlise foram filtrados por um “script
python” implementando de modo “in house” a remover todos os “contigs” mais curtos do que
400 nucleotideos, bem como remover todos os “contigs” que ndo possuiam sequéncia de
leitura.

Para atribuir a cada “contigs” o fragmento codificado das proteinas previamente
baixados, foi usado o “software” Blastx (CAMACHO et al., 2008). Nesta etapa, todos 0s
“contigs” foram comparados com os “contigs” retidos.

Todos os fragmentos “perdidos” foram montados por mapeamento da seguinte forma:
varias sequéncias para cada um dos fragmentos ausentes foram transferidos para cada
sorotipo, comparando as leituras e mapeando todos os fragmentos de forma independente para
cada um deles. Para a realizagdo desse processo foi usado o “software” Bowtie2
(LANGMEAD; STEVEN, 2012).

Para obtencdo das sequéncias consenso, foi usado o programa Samtools (LI et al.,
2009). As sequéncias obtidas foram classificadas com base na leitura de cobertura e na
percentagem de sequéncias montadas. A melhor sequéncia com base a este consenso de
pontuacdo permaneceu e a outra foi descartada.


http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
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A leitura dos dados foi realizada usando o mapeamento da sequéncia obtida, contra a
sequéncia retida.
Por fim, foi realizada ainda uma “inspe¢ao” visual para excluir a presenga de artefatos

no alinhamento.

4.12 Andlises das Sequéncias

As sequéncias de nucleotideos obtidas, referentes aos 10 segmentos gendmicos do
VLA foram submetidas ao “BLAST”, e alinhadas usando os programas “CLUSTAL” e
“BioEdit Sequence Alignment Editor”. Posteriormente, as sequéncias foram traduzidas com
auxilio do programa SeqPup v. 0.6f , para “Macintosh”. O grau de identidade entre as
sequéncias de nucleotideos referentes ao segmento 2, regido ORF da proteina VVP-2 (capsideo
externo — determinante da estirpe viral), foram deduzidos usando o programa PAUP v.4.0b10
(SWOFFORD, 2002).

4.13 Analises Filogenéticas

A andlise filogenética das sequéncias genémicas foi realizada de duas formas: por
meio de um “software” desenvolvido e validado pelo departamento de bioinformatica do
laboratorio “Ricerca e Sviluppo” do IZSAM, onde foram analisados todos os 10 segmentos do
VLA. Outra forma de analise foi construindo a avore filogenética com sequéncias do
segmento 2 analisadas pelo programa PAUP v.4.0b10 (SWOFFORD, 2002), com o objetivo
de realizar analise de modelo matematico de substituicdo de nucleotideos.

As sequéncias obtidas do segmento 2 do VLA das amostras sequenciadas, bem como
das sequéncias de referéncias para os 28 sorotipos do VLA, obtidas no “GenBank”, foram
submetidas a analise, utilizando o programa PAUP v.4.0b10, com busca heuristica. Os valores
de “bootstrap” foram obtidos usando o método “branch-and-bound”, que se baseia na ideia de
desenvolver uma enumeracdo inteligente das solucdes candidatas a solugdo 6tima inteira de
um problema.

Apo6s definicdo do modelo matematico evolutivo (estimativa de substituicdo de
nucleotideos e distribuicdo gama), realizado no programa Modeltest v 3.06 (POSADA,;
CRANDALL, 1998), conclui-se que o modelo ideal para analise das sequéncias obtidas foi

Tamura Nei, sendo algumas arvores filogenéticas produzidas com o uso do programa PAUP.
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Outras foram confeccionadas utilizando o programa MEGA (“Molecular Evolucionary
Genetics Analysis”), versdo 7.0, sob critérios Maxima Verossimilhanga (TAMURA et al.,
2013).

4. 14 Anédlise Climatica das regides

Com o propésito de investigar a distribuicdo espacial dos casos de LA nos municipios
onde os sorotipos foram caracterizados, e associar aos padrdes climaticos nos periodos de
ocorréncia do VLA, realizou-se a analise dos fatores ambientais nas regides.

Coletou-se e analizou-se os dados climéticos referentes a precipitagdo e temperatura
média das estacBes meteoroldgicas localizadas nos municipios de origem, onde foram
coletadas as amostras. Os municipios analisados, bem como suas respectivas coordenadas de
geolocalizacéo, e o periodo em que foram coletados os dados estdo descritos na Tabela 5.

Os dados foram obtidos a partir da base de dados meteorolégicos histéricos do IMET
(Instituto de Meteorologia) disponivel em (http://www.inmet.gov.br), e do Centro Integrado
de InformacBes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO). Todos os célculos de média e somatdrio
foram realizados no Excel (versdo 2010), também utilizado na elaboracdo dos climogramas.

Para a classificacdo dos municipios estudados utilizou-se o sistema de classificacdo
climatica de Koeppen-Geiger (ALCARDE et al., 2013), em que segundo Alvares et al,
(2013), os padrdes climéticos sdo determinados pela sazonalidade e os valores médios anuais
e mensais de temperatura do ar e precipitacdo, além de considerar aspectos geograficos,

ecologicos, vegetacdo e distribuicdo dos biomas que predominam em cada regido.
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Tabela 5 - Classificagdo climatica dos municipios referente a amostragem estudada, conforme local de coleta
(Estado e Municipio) e geolocalizagdo (latitude e longitude).

Estado Municipio Latitude Longitude Classificacao
Climéatica
Sé&o Paulo Aracatuba 21°12° 50° 25° AW
Séo Paulo Castilho 20°50° 51°29 Aw
S&o Paulo Itapetininga 23°35° 48° 03’ Cfa
S&o Paulo Itu 23°15° 47°17 Cfa
S&o Paulo Jaboticabal 21°15° 4°19 Cwa
Sé&o Paulo Martinépolis 20° 08’ 51°10° Cfa
Sé&o Paulo Nova Odessa 22° 46 47°17 Cfa
Sé&o Paulo Sertdozinho 21° 08’ 47°59° Cwa
S&o Paulo Sorocaba 23°30° 47°27 Cfa
Sé&o Paulo Séo Paulo 23032’ 46° 38’ Cwa
Rio de Janeiro Vale do Paraiba Fluminense (VPF) 22°24° 43° 39 Cwb
Parané Foz do Iguagu 25° 32’ 54° 35’ Cfa
Paraiba - 07°29° 36°17° As
Paré Santarém 02°26° 54° 42’ As

As-clima tropical hiimido, chuvas no invero; *Aw-tropical chuvoso com inverno seco; Cfa- subtropical hiimido
com verdo quente sem estacdo seca no inverno; Cwa- clima subtropical/tropical de altitude com chuvas no veréo
e seca no inverno; CWhb-clima temperado maritimo/clima tropical de altitude ;BSh- clima das estepes quentes de
baixa latitude e altitude;

Com base na amostragem estudada, e nas coordenadas geograficas das propriedades
em que foram detectados os casos positivos para 0 VLA, foi realizada a localizacdo espacial

do virus no Brasil, durante o periodo de agosto de 2007 a abril de 2015 (Figura 13).
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Figura 13 -Distribuicdo espacial dos animais positivos para VLA, conforme a espécie animal e a localizagéo das
propriedades nos Estados brasileiros.
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento em ovo de galinha embrionado (OEG)

Das 256 VLA positivas foram inoculadas 207 e isoladas 150, os dados estdo
apresentados na tabela 03. Na figura 14 estdo indicadas as porcentagens do total de amostras
(sangue e tecidos de ovinos, bovinos, cervideos e caprinos) positivas do VLA isoladas frente
ao numero total inoculado que foi de 72,46% (150/207). Todos os embriGes que morreram nas

primeiras 24 horas ap6s a inoculacdo foram descartados.

Analise das amostras isoladas em OEG

Nio
isoladas

27,53%

72,47%

Isoladas

Total
inoculada

100%

Total de
amostras

256 Total de amostras do estudo

o] 50 100 150 200 250 300

NUmero de amostras

Figura 14 - Total de amostras isoladas em OEG.

Das 150 amostras isoladas em OEG em primeira e segunda passagem, 85% (127/150),
foram capazes de provocar altera¢cbes macroscopicas visiveis nos embrides de galinha.

Foram inoculados o total de 683 embriBes de galinha, entre as amostras de campo e 0s
controles utilizados para o isolamento, sendo que deste total, 634 OEG foram inoculados
apenas com a amostragem estudada. Destes 489 embribes apresentaram alguma lesdo pos-
inoculacdo e vieram a 6bito 77,12% (489/634) apresentaram lesbes caracteristicas da infec¢do
provocada pelo VLA, como edema e hemorragia cerebral, hemorragia bem como petéquias
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hemorréagicas no tegumento, e em alguns casos em visceras (principalmente figado e coracéo),
conforme é possivel visualizar nas Figuras 10, 15, 16 e 17.

As lesbes mais observadas nos embrides foram: hemorragia em pontos ou disseminada
(Figuras 16, 17 ), retardo no desenvolvimento embrionario (Figura 17), teratogenia, agenesia
de membros e anasarca, auséncia ou incompleto fechamento da cavidade abdominal com

exposicao das visceras (Figuras 16).
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Figura 15 — Embrido de galinha morto ao 4° dia ap6s a inoculacdo de amostra com suspeita
clinica para LA, o mesmo apresenta diversos pontos hemorrégicos em cabega e tronco, além de
inimeras petéquias hemorragicas em pescoco, abdémen e membros inferiores (setas).

Fonte: Arquivo pessoal, Instituto Biolégico, 2015.



Figura 16 — Embrides de galinha mortos no 6° dia apés a inoculacdo. Da esquerda para a direita, 0
primeiro embrido (A) foi inoculado com meio MEM (controle negativo), apresentando caracteristicas
normais de desenvolvimento. O segundo embrido (B), inoculado com amostra positiva para o VLA,
apresenta aspecto hemorragico generalizado, visivel retardo no desenvolvimento embrionério,
teratogenia de membro inferior direito e falha no fechamento das cavidades abdominal e torécica,
com exposicdo das visceras (setas).

Fonte: Arquivo pessoal, Instituto Bioldgico, 2015.

Figura 17 - Embrido de galinha inoculado com amostra positiva do VLA, morto ao 4° dia apos a
inoculagdo. Diversos focos hemorragicos em SNC, associado & necrose liquefativa (malécia)
(setas). Nao fechamento das cavidades abdominal e toracica, associada a exposicdo visceral (setas).

Fonte: Arquivo pessoal, Instituto Biologico, 2015.

95



96

Nas anélises realizadas, foram também calculados os resultados referentes ao tempo de
morte embriondria apos a inoculacdo, e dispostos na Tabela 6. Os resultados demonstraram
que mais da metade dos embrides de galinha inoculados 58,4% (399/683) morreram nos

quatro primeiros dias apds serem inoculados.

Tabela 6 - Mortalidade embrionaria calculada em dias pds inoculagdo, com o nimero de embriGes mortos, e a
porcentagem.

Tempo de morte embrionaria pés N2 de embrides mortos %
indculo em dias
22 dia 39 5,7%
32 dia 278 40,7%
42 dia 82 12,0 %
52 dia 127 18,6%
62 dia 112 16,4%
72 dia 45 6,6%
Total 683 100,0%

O terceiro dia apds a inoculacdo foi o periodo em que se constatou maior morte
embrionaria, 40,7% do total de embrides inoculados, seguido do quinto e segundo dia, apds

inoculagdo, com 18,6% e 16,4% respectivamente, conforme Tabela 6 e Figura 18.

Mortalidade embrionaria calculada em dias

m22dia
m 3° dia
m 42 dia
m52dia
m62dia

m72dia

Figura 18 - Porcentagem de morte embrionéria calculada em dias ap6s isolamento das amostras.

O terceiro periodo pés-inoculacdo em que houve maior morte embrionaria foi 0 2° dia, com

16,4% (112/683) de mortes dos embrides de galinha inoculados.
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As menores taxas de morte embrionaria ocorreram durante 0 6° e o 7° dia apo6s a
inoculagdo, com 5,7% (39/683), e 6,6 % (45/683), respectivamente (Figura 18).

5.2 Isolamento em cultura celular BHK-21 - formacgéao do banco viral

A amostragem total analisada pelo isolamento em cultura celular BHK-21 foi
resultante da formagdo de diferentes “pools” das 150 amostras positivas isoladas em OEG.
Estes “pools” foram formados conforme a amostra inoculada, o dia em que 0 embrido morreu,
a passagem viral da amostra (Figura 19), e os sinais clinicos que o embrido apresentava,
resultando em 662 diferentes amostras provenientes do isolamento em OEG. Assim, o total de

amostras analisadas pelo isolamento em cultura celular foi de 662 amostras.

Amostras de sangue

. Ovos incubados a temp.
e tecidos -

de 33,5°C monitorados
por 7 dias

4 ovos inoculados pela
mesma amostra e
monitorados durante 7
dias

N:O"_'E no Morte no Morte no Morte no
\_ 3° dia Fdia ) | 4dia ) | 6°dia

"POO'” de 6rgﬁos da “POOI” de SNC da ‘:PO:J'" de “PDO'" de ‘:POSI” de “POOI" de
amostra N211 - | amostra N211 - || orsdos da | SNC da || 6rgdos da | SNC da

morte no 32 dia | morto no 32 dia || @mostra amostra amostra amostra
apdsa inoculagio apésa inoculagio Nell - | Ne11 - || N#12 - | N#11 -
i = i = morto no 4?2 | morto no 42 || morto no 62 | morto no 62
dia apds a | dia apdés a || dia apés a | dia apds a
\ inoculacdo | inoculacédo inoculagdo | inoculacéo

X

RESULTANDO EM 6 DIFERENTES “POOLS” DE UMA MESMA AMOSTRA

Figura 19-Esquema ilustrativo exemplificando a formacao da colecdo de amostras decorrentes do isolamento em
OEG.
Fonte: Lima, 2013.
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Todas as amostras passaram por trés passagens consecutivas em célula, para a

observacdo de efeito citopatico (ECP). As amostras sem ECP foram consideradas negativas

Figura 20: Célula BHK-21, controle negativo, 20x.
Fonte: Lima (2017).

As amostras positivas apresentaram ECP, caracterizado por células com alteragdes
morfologicas: refringéncia, arredondamento, individualizadas ou agrupadas na monocamada

celular, conforme Figuras 21 e 22.

Figura 21 - Efeito citopatico do VLA da amostra Figura 22 -Efeito citopatico do VLA, amostra
positiva LVB-14 9961 (“Pool” de orgdos - OEG), ECP positiva, quatro dias ap6s a infecgdo em cultura celular
observado trés dias ap6s a infeccdo celular em BHK-21. BHK-21, 20x.

20X. Fonte: Lima (2013).
Fonte:Lima (2017).
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A adaptacdo dos isolados de OEG para cultura celular BHK-21 foi de 75,2% (498/662),
ou seja, a grande maioria dos isolados apresentaram ECP (Figura 21 e 22).

Porcentagem de amostras com efeito citopatico (ECP)

164 Amostras sem
ECP
25%

498 Amostras com
ECP
75%

Total de 662 amostrasinoculadas em cultura celular BHK-21

Figura 23 - Porcentagem de amostras analisadas pelo isolamento em cultura celular, BHK-21.

As amostras decorrentes dos isolamentos realizados em OEG que foram inoculados e
morreram nos quatro primeiros dias pos inoculagdo, quando inoculadas em cultura celular,
atingiram ECP entre 0 3° e 4° dia ap6s serem inoculadas em monocamada de célula BHK-21.

Do total de amostras que apresentaram efeito citopatico, cerca de 75% (374/498),
ocorreram entre 0 3° e 5° dias apos a inoculacdo. Este ECP (Figuras 21 e 22) é caracterizado
inicialmente pelo surgimento de focos onde as células vao apresentar arredondamento e
refringéncia, posteriormente, estes focos rapidamente aumentam até ao ponto de ruptura,
depois se destacam e flutuam livremente no meio de cultura (CLAVIJO et al., 2000).

Todo os resultados referentes ao isolamento tanto em OEG, bem como em cultura
celular, foram confirmados, posteriormente, pelas técnicas de RT-PCR e RT-gPCR.
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5.3 Sequenciamento

5.3.1PCR

No total foram enviadas 256 amostras ao 1ZSAM, com o objetivo de sequenciar as
amostras com maior concentracdo de RNA viral. Assim, preconizou-se 0 envio das amostras
isoladas, contudo, as amostras que o isolado possuia menor concentracdo viral, enviou-se uma
fracdo da amostra matriz.

Apobs a realizagdo da primeira RT-gPCR no IZSAM, constatou-se que das 256
amostras enviadas, apenas 40,7% (104/256) apresentavam condic¢des adequadas para serem
sequenciadas (valor de Ct inferior a 35). Com base nos resultados das analises prévias ao
sequenciamento (quantificacdo, amplificacdo, purificacdo do material genético e PCRq),
constatou-se que dos 40,7% (104/256) de amostras com Ct inferior a 35, apenas 28% (71/256)
poderiam ser sequenciadas, pois apresentavam boas concentragdes e qualidade do RNA viral,

conforme discriminado na Figura 24.

Resultado das andlises que antecederam ao
sequenciamento

300

100%

250

200

59,3%

150

100

50

Quantidade de amostras

Total de amostras  Amostras com Ct <  Amostras com RNA Amostras improprias
enviadas 35 viral viavel para o
sequenciamento

Figura 24 - Descricao dos resultados das andlises realizadas para otimizacdo da qualidade do material
genético.

Todas as “reads” de sequéncias dos 10 segmentos genémicos do VLA obtidas foram
analisadas no departamento de bioinformatica, e das 71 amostras sequenciadas, obteve-se

resultados satisfatorios em 81,7% das amostras (58/71).
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Os resultados obtidos ap6s as analises de bioinformatica foram separados conforme a
tipificacdo, a partir de sequéncias completas do segmento 2 (regido ORF da proteina VP-2), e
tabulados conforme a espécie animal, cidade e Estado de origem do animal e sorotipo
identificado, os resultados estéo e dispostos conforme Tabela 21 em Anexo 2.

Os resultados obtidos com a andlise de dados do sequenciamento revelaram a
circulacdo do VLA sorotipos BTV-1, BTV-3, BTV-4, BTV-8, BTV-9, BTV-10, BTV-11,
BTV-12, BTV-13, BTV-14, BTV-18, BTV-19, BTV-22 e BTV-24, em amostras
sequenciadas de ovinos, bovinos, cervideos e de um caprino do Estado de S&o Paulo e de

ovinos do Estado do Rio de Janeiro.

5.3.2 Anélises das sequéncias

As sequéncias obtidas foram verificadas no BLAST, e obteve-se de 86 a 100% de
identidade com os respectivos sorotipos dos varios isolados do VLA depositados no
“GenBank”, comprovando a confiabilidade das sequéncias obtidas.

Apds o alinhamento das sequéncias, observou-se que para alguns sorotipos (BTV-1,
BTV-4 e BTV-12), algumas amostras sequenciadas possuiam baixa confiabilidade nas
porcdes finais do segmento genémico, quando comparadas com as sequéncias de referéncia.
Por esta razdo, nas analises realizadas neste estudo, procedeu-se com sequéncias gendmicas
homdlogas, alinhadas, sem “stop codon” de 2000 pb, obtidas apenas do segmento 2. As
amostras que possuiam sequéncias ndo confiaveis foram excluidas, pois inviabilizariam o
melhor aproveitamento no estudo comparativo. As sequéncias utilizadas como referéncia para
os sorotipos do VLA estdo disponiveis na Tabela 22, Anexo 3

Os valores obtidos da analise de identidade deduzida entre as sequéncias das amostras
analisadas e as referéncias para os 28 sorotipos do VLA estdo dipostos no Anexo 4 (Tabela
23). Os resultados da porcentagem de diferenca entre as sequéncias comparadas foram
analisados por sorotipo sequenciado e estdo apresentados nas Tabelas 7, 8, 9, 10,11, 12, 13,
14,15, 16 e 17.
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Tabela 7 - Porcentagens da diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-1.

Identificacdo das amostras Pais de origem e namero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Africa do Sul Africa do Sul Australia (N°
(N° AJ585122) (N°AJ585110) KM00995381)
LVB-13 4175 VPF - RJ/ovina 12,85% 12,45% 26,15%
LVB-14 9946 Nova Odessa - SP /ovina 59,94% 59,48% 62,6%
LVB-14 9947 Nova Odessa - SP /ovina 45,83% 45,58% 52,81%
LVB-14 9949 Nova Odessa - SP /ovina 13,5% 13,1% 26,6%
LVB-14 9984 Aracatuba - SP/ovina 12,85% 12,5% 25,6%
LVB-14 9985 Aracatuba - SP/ovina 35,79% 35,34% 44,32%
LVB-15 462 VPF -RJ/ovina 55,87% 56,17% 57,68%

O BTV-1 foi detectado em ovinos nos Municipios de Nova Odessa e Aracatuba no
Estado de S&o Paulo e também em uma Unica propriedade do Vale do Paraiba Fluminense
(VPF), no Estado do Rio de Janeiro.

Tabela 8 - Porcentagem da diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP2 para o
sorotipo BTV3.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Italia, Alemanha, Franca (N° KP821039.1)
LVB-14 9990 Itapetininga - SP/ovina 7,03%

O BTV-3 foi detectado apenas em ovinos de duas propriedades, uma localizada no
Municipio de Itapetininga, e a outra localizada no Municipio de Nova Odessa, no Estado de
Sédo Paulo, contudo, apenas a amostra LVB-14 9990 foi analisada, em decorréncia a qualidade

das sequéncias obtidas.

Tabela 9 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-4.

Identificagéo das amostras Pais de origem e nimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie  Italia, Gréciae  Africa do Sul Argentina Grécia, Itéliae
Israel (N° (N° AJ585125) (N° Turquia (N°
DQ191277) JX024955)  KP821055)
LVB-13 Aracatuba - SP/ovina 10,79% 10,74% 11,39% 10,69%
1709H
LVB-13 1709  Aracatuba - SP/ovina 9,94% 9,89% 10,54% 9,89%
|
LVB-14 1574 Jaboticabal - SP /cervo 35,19% 35,14% 34,38% 35,09%
LVB-14 9976 Nova Odessa - SP /ovina 51,95% 51,9% 51,15% 51,8%
LVB-14 9977  Sorocaba - SP /ovina 43,27% 43,22% 42,21% 43,17%

LVB-14 9980  Aracatuba - SP/ovina 10,09% 10,04% 10,64% 9,99%
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O BTV-4 foi detectado em trés espécies diferentes no Estado de S&o Paulo: em ovinos,
em propriedades localizadas no Municipio de Aracatuba e Sorocaba, em um caprino de uma
propriedade no Municipio de Itu, em um cervideo no Municipio de Jaboticabal. No Estado do

Rio de Janeiro, 0 BTV-4 foi detectado em ovinos e em um bovino na regido do VPF.

Tabela 10 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-9.

Identificacdo das amostras Pais de origem e nimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Equador (N° KX442583) Africa do Sul (N°
AJ585130)
LVB-13 4170 VPF - RJ/ovina 10,79% 12,29%

No periodo referente a amostragem estudada, o0 BTV-9 foi detectado em um ovino em

uma propriedade localizada na regido do VPF, no Estado do Rio de Janeiro.

Tabela 11 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-10.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie India (N° india (N° Africa do Sul (N°
KP339245) JQ740772) AJ585131)
LVB-14 2680 VPF - RJ/ovina 10,44% 7,88% 12,24%
LVB-14 2682 VPF - RJ/ovina 10,40% 7,83% 12,24%
LVB-14 1575 Jaboticabal - SP/cervo 34,23% 33,88% 33,83%

O BTV-10 foi detectado em trés ovinos de uma Unica propriedade da regido do VPF,

no Estado do Rio de Janeiro, e em um cervideo de Jaboticabal, Estado de Sdo Paulo.

Tabela 12 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-12.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Grécia, Italia e Turquia Estados Unidos (N°
(N° KX164090) KP821100)

LVB-13 4058 VPF - RJ/ovina 13,9% 12,19%
LVB-13 4073 VPF - RJ/ovina 13,4% 14,85%
RAG09 1398  Martinopolis - SP/bovina 12,34% 11,94%
LVB14 16185  Sertdozinho - SP/bovina 13% 12,45%
LVB-14 9953  Nova Odessa - SP/ovina 14,3% 14,35%
LVB-14 9956  Nova Odessa - SP/ovina 15,06% 73,34%
LVB-14 9974 Aracatuba - SP/ovina 13,1% 12,34%

LVB-14 9989 Itapetininga - SP/ovina 13% 73,59%
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No Estado de S&o Paulo, o BTV-12 foi detectado em duas espécies: bovina nos
municipios de Sertdozinho e Martindpolis, sendo o primeiro detectado em um touro, e 0
segundo em um feto; na espécie ovina o BTV-12 foi detectado em propriedades dos
Municipios de Nova Odessa, Aracatuba e Itapetininga. No Estado do Rio de Janeiro, 0 mesmo

sorotipo foi detectado em ovinos de uma mesmo propriedade, localizada na regido do VPF.

Tabela 13 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-13.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Estados Unidos (N° DO01531) Africa do Sul (N°
AJ58513)
PAG-08 12 Itu - SP/caprina 72,99% 72,93%

O BTV-13 foi detectado apenas em um caprino, no Municipio de Itu, Estado de Séo

Paulo.

Tabela 14 -Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-14.

Identificacdo das amostras Pais de origem e nimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Africa do Sul (N° Estados Unidos (N°
AJ585135) KX164110)
LVB-152732  Sertdozinho - SP/bovina 9,28% 8,53%

O BTV-14 foi detectado apenas em bovinos, no Municipio de Sertdozinho, Estado de

Sao Paulo.

Tabela 15 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-18.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Africa do Sul (N° Estados Unidos
AJ585139) (N°KX164110)
LVB-13 30267  Jaboticabal - SP/cervo 12,4% 26,1%
LVB-14 2180 VPF - RJ/ovina 12,8% 32,1%
LVB-14 4430 VPF - RJ/ovina 12,09% 22,09%

O BTV-18 foi detectado em um cervideo, no Estado de Sao Paulo, em Jaboticabal, e

em trés ovinos de uma mesma propriedade no Estado do Rio de Janeiro.
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Tabela 16 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-19.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Africa do Sul (N° AJ Africa do Sul (N°
585140) JK272430)
LVB-13 30290 Jaboticabal - SP/cervo 68,27% 67,92%
LVB-15 2073 Sertdozinho - SP/bovina 63,05% 63,9%
LVB-15 2247 Sertdozinho - SP/bovina 63,25% 63,5%

O BTV-19 foi detectado em um cervideo, no Municipio de Jaboticabal, e em dois

touros de Sertdozinho no Estado de Sdo Paulo.

Tabela 17 - Porcentagens de diferenca de identidade entre sequéncias gendmicas da proteina do VP-2 para o
sorotipo BTV-22.

Identificacdo das amostras Pais de origem e niimero de acesso do “GenBank”
Registro Cidade-UF/ Espécie Africa do Sul (N°AJ Estados Unidos (N°
585141) KX164140)
LVB-13 10359 Castilho - SP/cervo 28,61% 10,14%
LVB-1330292  Jaboticabal - SP/cervo 12,34% 9,78%
LVB-1330304  Jaboticabal - SP/cervo 12,14% 27,3%
LVB-13 9970 Itapetininga - SP/ovina 15,01% 13,55%

O BTV-22 foi detectado em trés cervideos de Jaboticabal, em um cervideo no

Municipio de Castilho, e em um ovino no Municipio de Itapetininga, no Estado de S&o Paulo.

Também foram detectados os sorotipos BTV-8, BTV-11 e 0 BTV-24, contudo, devido
a ma qualidade e baixa confiabilidade das sequéncias, as mesmas ndo foram incluidas na
analise de identidade e confeccdo das arvores filogenéticas. O BTV-8 foi encontrado em trés
cervideos, no Municipio de Jaboticabal, o BTV-11 foi detectado apenas em um ovino no
Municipio de Sorocaba, e 0 BTV-24 foi detectado apenas em um ovino, no Municipio de
Aracatuba, Estado de Sao Paulo.

5.3.3 Analises filogenéticas

A primeira arvore obtida sob condi¢des de maxima verossimilhanca, a partir da anélise
das amostras sequenciadas, com as referéncias para os 28 sorotipos do VLA, foi construida
utilizando como critério de otimiza¢do nas analises filogénicas, o modelo matematico

evolutivo de substituicdo de nucleotideo Tamura-Nei + | + G, onde os parametros de
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substituicdo foram: InL = -121016.0938, valor de | = 0,0040, valor de G = 1,7278 com
“bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima de 60% foram representados (Figura 34—
Anexo 5).

Devido a variabilidade que as sequéncias obtidas no presente estudo apresentaram,
quando comparadas com as sequéncias depositadas “GeanBank”, foi realizada a anélise das
sequéncias dos sorotipos por sorogrupo.

Na construcdo da arvore filogenética, referente as amostras sequenciadas pertencentes
ao sorogrupo “A” (BTV-4, BTV-10, BTV11, BTV17, BTV-20 e BTV-24) foi utilizado como
critério o modelo matemaético evolutivo de substituicdo de nucleotideo Tamura-Nei + | + G.
Os parametros de substituicdo foram: INL= - 29267. 8398, valor de | = 0,0062 o valor de G =
0,954 e nimero de passos = 8515 com “bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima

de 70% foram representados (Figura 25).
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BTV-25 5uica (Grupo externa)
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BTV-4 (Grécia, Turquia, Italia)
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BTV-4 [ Africa do Sul)

"7- BTV-2 [LVB/14-9978 SP/BRA) ovino
BTV-24 [ Africa do Sul)

Ml 5TV-4 (LVB/14- 9977 SP/ERA) ovino
100%

[. BTV-4 (LVB/14- 9976 SP/BRA) ovino
BTV-4 [Argentina)
[ BTv-2 | LVB/13 1709H SP/BRA ) ovino

M BTV-2 [ LVB/14- 9980 SP/BRA) ovino
97%
Wl ETV-4 [ LVB/13 17091 SP/BRA) ovino

BTV-20 [ Africa doSul)
97%
BTV-17 [ Africa do Sul)

100% BTV-10 [ LVE/12 2682 RI/BRA ) ovino

BTV-10 [ Africa doSul)

BTV-10 [ LVE/14 1575 SP/BRA ) cervideo
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100%

BTV-10 { Asia)
.l

Figura 25 - Arvore filogenética construida com o auxilio do programa PAUP, sob o critério da méaxima
verossimilhanca, ap6s determinar 0 modelo de reconstrucédo filogenética de substituicdo de nucleotideo Tamura-
Nei + | + G, do alinhamento de mdltiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VVP-2 dos sorotipos BTV-4,
BTV-10, BTV11, BTV17, BTV-20 e BTV-24 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “A”. As amostras
sequenciadas neste estudo foram destacadas e identificadas com o n° de registro, a origem e a espécie animal,
sendo que as amostras sequenciadas referentes ao sorotipo BTV-4 estdo sinalizadas com um quadrado vermelho,
as amostras pertencentes ao BTV-10 estdo sinalizadas com um circulo na cor verde-piscina.

Para a reconstrucdo das arvores filogenéticas, referentes as amostas sequenciadas
pertencentes ao sorogrupo “B” (BTV-3, BTV-13 e BTV-16), “C” (BTV-6, BTV-14 e BTV-
21), “D” (BTV-8, BTV-18, BTV-23), “E” (BTV-5 e BTV-9), “F” (BTV-7 e BTV-19), “H”
(BTV-1) foi utilizado o modelo matematico evolutivo de substituicdo de nucleotideo
Maximum Likelihood Tree, com “bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima de

60% foram aceitos (Figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 32 respectivamente).
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SOROGRUPOB

61% BTV-3 Europa ( Italia, Alemanha, Franga)
(]

99%} ® BTV-3 (LVB/14 9990 SP/BRA - ovino)

B BTV-13 Estados Unidos

87% )
B BTV-13 Africa do Sul

BTV-16 Africa do Sul

W BTV-13 (PAG/08 12 SP/BRA - caprino)

1

Figura 26 - Arvore filogenética construida com o auxilio do Programa MEGA 7.0, sob o critério da méaxima
verossimilhanca, para o alinhamento de multiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VVP-2 dos sorotipos
BTV-3, BTV-13, e BTV16 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “B”. As amostras sequenciadas neste estudo
foram destacadas e identificadas com o n° de registro, a origem e a espécie animal, sendo que as amostras
sequenciadas referentes ao BTV-3 estdo sinalizadas com um circulo verde, e as amostras pertencentes ao BTV-
13 estdo sinalizadas com um quadrado na cor “pink”, com valor de “bootstrap” de 1000 réplicas. Somente
valores acima de 60% foram representados

SOROGRUPO C

# BTV-21 Estados Unidos

@ BTV-14 (LVB/15 2732
SP/BRA bovino)

BTV-14 Africa do Sul

BTV-21 Africa do Sul

BTV-6 Africa do Sul

BTV-25 Suica (Grupo externo)

——1
1

Figura 27 - Arvore filogenética construida com o auxilio do Programa MEGA 7.0, sob o critério da méaxima
verossimilhanca, para o alinhamento de multiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VVP-2 dos sorotipos
BTV-6, BTV-14, e BTV21 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “C”, utilizou-se também o sorotipo BTV-25
como grupo externo. As amostras sequenciadas neste estudo foram destacadas e identificadas com o n° de
registro, a origem e a espécie animal, sendo que a amostra sequenciada referente ao BTV-14 esté sinalizada com
um circulo vermelho, com valor de “bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima de 60% foram
representados.
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BTV-18 Africa do Sul

SOROGRUPOD

BTV-18 Estados Unidos

BTV-18 (LVB/14 4430 RJ/BRA

99% ovino)

90% BTV-18 (LVB/14 2180 RJ/BRA
ovino)

BTV-18 (LVB/13 30267 SP/BRA
cervideo)

BTV-8 Africa do Sul

BTV-23 Africa do Sul

—
5

Figura 28 - Arvore filogenética construida com o auxilio do Programa MEGA 7.0, sob o critério da méaxima
verossimilhanca, para o alinhamento de multiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VP-2 dos sorotipos
BTV-8, BTV-18, e BTV23 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “D”. As amostras sequenciadas neste estudo
foram destacadas e identificadas com o n° de registro, a origem e a espécie animal, sendo que as amostras
sequenciadas sdo referentes ao BTV-18 e estdo sinalizadas com um circulo na cor verde-piscina, com valor de
bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima de 60% foram representados. Somente valores acima de

60% foram representados

BTV-9 Equador

SOROGRUPOE 69%

@® BTV-9(LVB/13-4170 RJ/BRA

85% .
- ovino)

BTV-9 Africa do Sul

BTV-5 Africa do Sul

BTV-25 Sui¢a (Grupo externo)

—
02

Figura 29 - Arvore filogenética construida com o auxilio do Programa MEGA 7.0, sob o critério da maxima
verossimilhanca, para o alinhamento de multiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VVP-2 dos sorotipos
BTV-5 e BTV-9 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “E”, utilizou-se também o sorotipo BTV-25 como grupo
externo. As amostras sequenciadas neste estudo foram destacadas e identificadas com o n° de registro, a origem e
/a espécie animal sendo que a amostra sequenciada referente ao BTV-9 estéa sinalizada com um circulo vermelho,
com valor de “bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima de 60% foram representados.
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SOROGRUPO F
100% BTV-19 (LVB/13 30290 SP/BRA -
° cervideo)
89% L@ BTV-19 (LVB/15 2073 SP/BRA - bovino)

BTV-19 (LVB/15 2047 SP/BRA - bovino)

BTV-19 Africa do Sul

0,
86% BTV-19 Africa do Sul

BTV-7 Africa do Sul

86%

BTV-25 Suica (Grupo externo)

T
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Figura 30 - Arvore filogenética construida com o auxilio do programa MEGA 7.0 sob o critério da maxima
verossimilhanca, para o alinhamento de maltiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VVP-2 dos sorotipos
BTV-7 e BTV19 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “F”, utilizou-se também o sorotipo BTV-25 como grupo
externo. As amostras sequenciadas, referentes ao BTV-19 foram destacadas e identificadas com o n° de registro,
a origem, e a espécie animal e sinalizadas com um circulo na cor verde-piscina, com valor de bootstrap” de 1000
réplicas. Somente valores acima de 60% foram representados.

Na construcdo da arvore filogenética, referente as amostras sequenciadas pertencentes
ao sorogrupo “G”, foi utilizado como critério 0 modelo matematico evolutivo de substituicdo
de nucleotideo Tamura-Nei + G, os parametros de subsituticdo foram: valor de G = 1,8238 e
valor de INL=-15139 . 9785 (Figura 31).
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BTV-8 Africa do Sul [Grupoexterno)

r BTV12 - Grécia, Italia e Turguia

_ BTV12 - Estados Unidos

A BTV-12 [ VB/13- 4173 RI/BRA) ovino
a0% | A BTV-12 ( LVB/13- 4058 RI/BRA) ovino

.‘ BTV-12 [ RAGOY 1398 SP/BRA) feto bovino

A BTV-12 | LVB/14- 16185 SP/BRA) bovino

71%
A BTV-12 [LVB/14- 9974 SP/BRA) ovino
68%
A BTV-12 [ 1VB/12-9953 SP/BRA) ovino
A BTV-12 [LVB/14-9956 SP/BRA) ovino
5% Bry.22 [ LVB/13- 10359 SP/BRA) cervideo
79% T BTV-22 | LVB/149970 SP/BRA) ovino
- BTW22- Africa doSul
71%
BTWV22- Estados Unidos
1% BTV-22 [ LVB/13- 30292 SP/ERA) cervideo
98%

BTV-22 | LVB/13- 30304 SP/BRA) cervideo

Figura 31 - Arvore filogenética construida com o auxilio do programa PAUP, sob o critério da maxima
verossimilhanca, ap6s determinar 0 modelo de reconstrugdo filogenética de substituicdo de nucleotideo Tamura-
Nei + G, do alinhamento de mdultiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VP-2 dos sorotipos BTV-12 e
BTV-22 do VLA, pertencentes ao sorogrupo “G”, utilizou-se também o sorotipo BTV-8 como grupo externo. As
amostras sequenciadas foram destacadas e identificadas com o n° de registro, a origem e a espécie animal, sendo
gue as amostras sequenciadas referentes ao BTV-12 estdo sinalizadas com um tridngulo azul escuro, e as
amostras pertencentes ao BTV-22 estdo sinalizadas com quadrado na cor verde-piscina, com valor de
“bootstrap” de 1000 réplicas.
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Figura 32 - Arvore filogenética construida com o auxilio do programa MEGA 7.0, sob o critério da méaxima
verossimilhanca, para o alinhamento de maltiplas sequéncias de nucleotideos da proteina VP-2 dos sorotipo
BTV-1 do VLA, pertencente ao sorogrupo “H”. As amostras sequenciadas foram destacadas e identificadas com
0 n° de registro, a origem e a espécie animal, e estdo sinalizadas com um circulo verde, com valor de “bootstrap”
de 1000 réplicas. Somente valores acima de 60% foram representados

5.4 Analise Climatica

Os municipios com resultados satisfatorios no sequenciamento foram classificados
conforme a classificacdo de Képpen-Geiger, em quatro diferentes tipos de clima, porém todos

com caracteristicas favoraveis a proliferacdo de vetores, como umidade e calor (Tabela 18).

Tabela 18 - Caracterizacao climatica dos municipios com amostras sequenciadas

Estado Municipio Classificacdo Climéatica
Caracterizado por altas temperaturas, clima tropical chuvoso com
Séo Paulo Aragatuba inverno seco e mais frio, com temperaturas médias superiores a
Séo Paulo Castilho 18°C.
S&o Paulo Itapetininga
S&o0 Paulo Itu Caracterizado por possuir faixas de clima tropical, com verdo
S&o Paulo Martinépolis quente, sem estacdo seca de inverno.
S&o Paulo Nova Odessa
S&o Paulo Sorocaba
Sé&o Paulo Sé&o Paulo Caracterizado por chuvas no verdo e seca no inverno, com a
Sé&o Paulo Sertdozinho temperatura média do més mais quente superior a 22°C, sendo
Sd0 Paulo Jaboticabal caracteristico de clima tropical de altitude.
Rio de Janeiro VPF Caracterizado por possui clima temperado imido com inverno seco

(> 10 °C) e verdo temperado (superior a 22 C°)
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5.4.1 Municipios do Estado de Séo Paulo

Os resultados referentes a temperatura média e a média precipitacdo dos municipios do
Estado de Sao Paulo, no periodo em que foram coletadas as amostras, estdo dispostos na
Tabela 19.

Tabela 19 -Temperatura média, precipitacdo média e més/ano conforme a data da colheita das amostras por
municipio do Estado de S&o Paulo.

Municipio Més/Ano da colheita Temperatura  Precipitacdo Média
Média (°C) (mm)
Agosto — 2007 22,7 0
Aragatuba Fevereiro — 2008 26,3 122
1%emestre — 2009 27,2 128
Castilho Novembro — 2009 29,1 120
Itapetininga Abril — 2008 21,3 108,7
Itu Marco — 2008 25,2 119
Jaboticabal 2013 22,3 132
Martindpolis Novembro — 2009 30 121
Nova Odessa Abril — 2008 22,2 143,3
Sertdozinho Abr./2014-Dez./2015 27,6 156
Sorocaba Margo — 2008 23,9 93,2

Fonte: Centro Integrado de Informag6es Agrometeoroldgicas (CIIAGRO)

Todos os municipios analisados, exceto Aracatuba no periodo de agosto de 2007,
apresentaram periodos chuvosos e quentes nas respectivas datas em que foram encaminhadas
amostras com ou sem suspeita clinica para LA. Nos Municipios de Jaboticabal e Sertdozinho,
as chuvas se concentraram concentram principalmente nos meses de verdo (dezembro, janeiro
e fevereiro), e nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro ocorreram também as médias mais

elevadas de temperaturas.

5.4.2 Regido do Vale do Paraiba Fluminense — Rio de Janeiro

Foi realizada a analise climéatica com o objetivo de avaliar as condigdes climaticas no
periodo em que foram registrados os surtos da doenga na regido. Para isso, foram coletados e
analisados dados de precipitagdo e temperatura médias da estacdo meteorologica 83409
correspondente ao municipio de Paty de Alferes, onde foram identificados os casos positivos
(Tabela 20).

A estagdo meteoroldgica do municipio Paty de Alferes foi selecionada, pois
apresentou os registros completos para os anos de interesse.
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Tabela 20 - Médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total de municipio de Paty de Alferes nos
anos de 2013, 2014 e 2015.

Meses Precipitacéo Total Temperatura Max. Temperatura Min.  Temperatura Média
Janeiro 86,2 31,23 18,8 24,1
Fevereiro 104,8 33,44 18,8 254
Marco 135,2 30,93 19,1 23,7
Abril 131,7 29,51 18,9 24,2
Maio 62,4 27,71 16,8 21,1
Junho 12,8 25,2 14 18,8
Julho 17 24,86 11,6 17,24
Agosto 10 26 13 18,2
Setembro 7 26,7 10,7 17,4
Outubro 88 27,92 15,5 21,7
Novembro 27,3 29,9 17,5 22,6
Dezembro 254,5 30 20,8 23,7

O climograma do Municipio de Paty de Alferes, localizado no Vale do Paraiba
Fluminense, com médias mensais de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) total nos anos de
2013, 2014 e 2015, esta representado na Figura 33.
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Figura 33 - Climograma do municipio de Paty de Alferes-RJ, com médias mensais de temperatura (°C) e
precipitacdo (mm) total nos anos de 2013, 2014 e 2015.
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6. DISCUSSAO

6.1 Isolamento em OEG

A etapa de inoculagdo da amostra de sangue ou tecido em OEG foi considerada
importante para o isolamento viral e posterior adaptagdo do VLA isolado em células BHK-21.
Este protocolo foi efetivo, mesmo tratando-se de amostras estocadas por quase 10 anos.

Considerando que aproximadamente 81% (207/256) do total da amostragem utilizada
no presente estudo foi inoculada em OEG, e que das 207 amostras inoculadas obteve-se
sucesso em quase 73% (150/207), esta etapa do trabalho atingiu resultados bastante
satisfatorios.

Os resultados obtidos referentes aos isolamentos em OEG em primeira e segunda
passagem, nos quais 85% (127/207) do total das amostras positivas inoculadas nos embrifes
foram capazes de provocar alteracfes macroscopicas Visiveis nos mesmos, demonstraram a
alta sensibilidade deste método para o isolamento do VLA (CLAVIJO et al., 2000). Outros
resultados que reforcam a sensibilidade da técnica para o isolamento do VLA foram os
resultados obtidos com a mortalidade embrionéria calculada em dias ap6s a inoculagdo, onde
quase 50% (337/684) dos embribes morreram entre 0 segundo e 0 quarto dia apds a
inoculacdo, sendo que o periodo em que houve maior morte embrionaria 40,64% (278 / 684)
foi entre o 3° e 4° dia ap6s inoculacdo. Todos estes resultados foram confirmados
posteriomente pela técnica de RT-gPCR.

Dos 634 embrides de galinha inoculados, mais de 77% apresentaram lesGes
macroscopicas, tais como retardo no desenvolvimento embrionario, teratogenia, anasarca,
hepatomegalia, esplenomegalia, edema cerebral e pontos hemorragicos disseminados pelo
corpo. Estas lesdes observadas nos embrides estdo de acordo com o0s poucos dados
encontrados em literatura (CLAVIJO et al., 2000), que demonstram o padrdo de lesdo em
embrides de galinha quando inoculados pelo VLA.

A adaptacdo das amostras do VLA isoladas em OEG a cultura celular BHK-21, foi
considerada um sucesso, sendo obrservada a presencga de efeito citopatico em mais de 75%
(498/662) das amostras passadas em celulas. Ressalta-se ainda que essas mesmas amostras
foram positivas também na RT-gPCR.

Estes resultados sdo bastante satisfatdrios, tendo em vista as dificuldades do
isolamento do VLA a partir de amostras clinicas coletadas de animais naturalmente
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infectados. Afshar (1990) relata que grande parte da dificuldade para isolar o VLA a partir de
amostras clinicas coletadas de animais naturalmente infectados se da pela necessidade de
amplificar o virus em tecido embrionario (OEG) por via intravenosa, antes de adaptar a
cultura celular BHK-21. Segundo Clavijo et al. (2000), o diagnostico laboratorial do VLA ¢é
um procedimento muito laborioso, pois exige pessoal bem treinado, além de ter um bom
entendimento de todo o procedimento de isolamento.

Os dados desta pesquisa corroboram com essas afirmacdes, tento em vista que este
procedimento adequado foi realizado, inoculando a amostra clinica em OEG para

amplificacdo viral e posterior adaptacdo em BHK.

6.2 Isolamento em cultura celular BHK-21

O LVB/IB mantém uma cole¢do viral com cerca de 300 amostras positivas para o
virus da lingua azul, detectadas desde 2005. Estas amostras destinam-se ao estudo sobre a
biologia destes virus, viruléncia, patogenicidade e aplicacdo em desenvolvimento de vacinas.

A caracterizacdo dessas amostras é fundamental para preencher lacunas do
conhecimento sobre a doenca no Brasil e seus efeitos na pecuaria. Esta pesquisa iniciou 0s
estudos e obteve resultados satisfatérios no isolamento e identificacdo de sorotipos presentes
no pais.

Das 150 amostras isoladas e mantidas no banco viral, foram enviadas aliquotas de
apenas 120 isolados, pois se priorizou o0 envio ao IZSAM de amostras com maior
concentracdo de particulas virais, com a finalidade de otimizar a caracterizagdo do perfil
genético das mesmas. Dessa forma, o RNA viral dos isolados foi quantificado pela RT-gPCR
e comparado com as respectivas ‘“amostras originais - matriz”, sendo que em 30 desses
isolados, foi preferivel enviar aliquotas da “amostra original” por possuirem Ct igual ou
inferior a 35.

A técnica da RT-gPCR foi repetida no 1ZSAM, para confirmar presenca do gene NS3
do VLA bem como a qualidade do RNA das amostras enviadas, sendo constatado que apenas
41% (104/256) das amostras apresentavam condicOes adequadas para sequenciamento.
Acredita-se que a perda de qualidade das amostras tenha sido em decorréncia aos problemas
alfandegarios ocorridos no transporte do Brasil para a Italia, em que as amostras demoraram
por volta de 30 dias para chegarem ao 1ZSAM, permanecendo por este periodo em TRizol®,

sem o devido acondicionamento sob-refrigeragéo.
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Mesmo com a problematica da degradagdo do RNA viral devido ao longo periodo em
que as amostras foram mantidas em TRizol® a temperatura ambiente, foi possivel sequenciar
71 das 104 amostras que apresentavam boas concentragcdes de RNA viral, e estabelecer o pefil

molecular das estirpes do VLA em 54 dessas amostras.

6.3 Sequenciamento

Das 71 amostras sequenciadas, foi possivel obter a caracterizacédo filogenética de 82%
(58 amostras), as andlises filogenéticas revelaram a circulacdo do VLA sorotipos BTV-1,
BTV-2, BTV-3, BTV-4, BTV-8, BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-12, BTV-13, BTV-14,
BTV-18, BTV-19, BTV-22 e BTV-24, em ovinos, bovinos, cervideos e caprinos,

pertencentes aos Estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro.

6.3.1 Analise filogenética por sorotipo

O VLA possui ampla distribuicdo em todo o mundo, diversos estudos filogenéticos
tém comprovado que os diferentes sorotipos do VLA evoluiram separadamente, com
variantes regionais, criando recombinacfes conforme a “pressdo de selegdo”, também
chamados topotipos, para cada segmento gendmico (MATOS et al., 2016 ). O VLA pode ser
distinguido também em “topotipos leste”, referindo-se aos topotipos com origem oriental, e
“topotipo oeste”, para os grupos ocidentais (MAAN et al., 2008)

Na América do Sul, inquéritos soroldgicos indicaram que a circulacdo de VLA ¢é de
ampla distribuicdo (LOBATO et al., 2015). Na Guiana Francesa, oito sorotipos (BTV-1,
BTV-2, BTV-6, BTV-10, BTV-12, BTV-13, BTV-17 e BTV-24) foram isolados de
ruminantes assintomaticos ou mesmo com sinais clinicos leve da doenca (VIAROUGE et al.,
2014). O sorotipo BTV-4 foi isolado no norte da Argentina (LEGISA et al., 2013) e no
sudeste do Brasil (GROOCOCK; CAMPBELL 1982; LIMA 2013; BALARO et al., 2014), o
sorotipo BTV-12 foi isolado em diversos surtos da doenca no sul do Brasil (CLAVIJO et al.,
2002; ANTONIASSI et al.,, 2010). Recentemente, o sorotipo BTV-17 foi isolado e
caracterizado a partir de amostras clinicas de ovinos, em um surto de LA no Estado do Rio
Grande do Sul em 2014 (MATOS et al., 2016). Vérios sorotipos do VLA (BTV-3, BTV-14,
BTV-18, BTV-19 e BTV-22) foram descritos e isolados no Brasil associados a ébitos de

cervos da espécie Mazama nana em 2015 e 2016 (OIE 2016). Embora hajam vérios isolados
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do VLA da América do Sul, as sequéncias completas do genoma viral referente a estes
isolados ndo estdo disponiveis, tendo poucas informagfes genéticas sobre 0s sorotipos que
aqui circulam (LEGISA et al., 2013; MATOS et al., 2016).

As andlises das sequéncias de nucleotideos e filogenética referentes ao BTV-1
sugerem variacOes de identidade dentro do mesmo sorotipo. As variagdes de similaridade
foram detectadas em ovinos, em uma Unica propriedade no Municipio de Nova Odessa. Os
isolados brasileiros LVB-14 9946 e LVB-14 9947 apresentaram valores de identidade
semelhantes (LVB-14 9946 - 60%, 59,5%, e 62,6% e 0 isolado LVB-14 9947 - 46%, 46%,
53%), respectivamente, quando confrontadas com as trés principais sequéncias de referéncia
para 0 BTV-1 utilizadas no estudo (N° AJ585122 - Africa do Sul, N°AJ5851110 Africa do Sul
e N° KM00995381 - Australia). Os valores das duas amostras analisadas sugerem baixa
identidade com as amostras de referéncia. Esses dados, juntamente com a andlise dos outros
segmentos gendmicos, sugerem gue a linhagem do BTV-1 referente aos isolados das amostras
LVB-14 9946 e LVB-14 9947 surgiram atraves de recombina¢des génicas de outras linhagens
do VLA que circulam nas Américas.

O isolado LVB-14 9949, quando comparado com as referéncias da Africa do Sul
(N°AJ585122, NC°AJ5851110), apresentou alto percentual de similaridade, indicando uma
identidade de nucleotideos de aproximadamente 87% com as linhagens de referéncia africana.
A mesma amostra, quando comparada com a referéncia de origem australiana (N°
KM00995381), apresentou 73,4% de similaridade. Estes resultados sugerem um provavel
topotipo de BTV-1 americano, com provavel origem sul-africana.

Todas as amostras analisadas procedentes do Municipio de Nova Odessa-SP foram
coletadas em um Unico periodo, sendo assim, os resultados sugerem circulacdo de pelo menos
duas diferentes linhagens de BTV-1 em uma Unica propriedade.

As analises filogenéticas do BTV-1 detectado em dois ovinos (LVB14 9984 e LVB-14
9985) da mesma propriedade, pertencentes ao Municipio de Aragatuba-SP mostraram o0s
diferentes percentuais de identidade para o sorotipo em um periodo de seis meses. A amostra
LVB-14 9984, coletada no periodo de agosto de 2007 apresentou pouco mais de 87% de
identidade com as linhagens sul-africanas e aproximadamente 74% de identidade com a
linhagem australiana, e a amostra LVB-14 9985 coletada em fevereiro de 2008 apresentou
percentuais mais distantes das referéncias, cerca de 64% de identidade com as linhagens sul-

africanas e 55,7% de identidade com a linhagem australiana.
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Assim como no Municipio de Aragatuba-SP, na regido do VPF, no Estado do Rio de
Janeiro, também foi possivel verificar a variabilidade do BTV-1, durante o periodo de dois
anos em que a regido foi monitorada. Baseando-se também na andalise dos demais segmentos
génomicos sequenciados, acredita-se que estas diferenciacGes génicas observadas sejam o
resultado das recombinac6es ocorridas em uma mesma populagdo, com sucessivos rearranjos
no genoma viral. Sendo que o isolado da amostra LVB-13 4175 coletada em fevereiro de
2013, apresentou identidade de quase 88% com as linhagens africanas, e 74% de siidentidade
com a linhagem australiana. Apo6s quase dois anos, houve outro foco da doenca na mesma
propriedade, com animais manifestando diversos sinais clinicos caracteristicos de LA, periodo
em que a amostra LVB-15 462 foi coletada, detectando um sorotipo BTV- 1 diferente, esta
nova linhagem apresenta apenas 44% de identidade com as linhagens africanas, e 42% com a
australiana. Na analise da arvore filogenetica do sorogrupo “H” (Figura 32), todos os isolados
das amostras brasileiras sdo basais as principais linhagens referéncia do BTV-1 depositadas
no “GenBank”. Estes resultados sugerem que a origem do BTV-1 encontrado nos Estados de
Sdo Paulo e do Rio de Janeiro, provenha das divergéncias e convergéncias evolutivas
originadas de recombinacdes génicas de diferentes linhagens do VLA circulantes nas
Américas. Esta diferenciacdo e variabilidade génica dos isolados brasileiros do BTV-1 é
também confirmada pela dispersdo dos mesmos na topografia da arvore filogenética (Figura
34— Anexo 5).

Segundo Nomikou et al. (2015), devido a sua ampla distribuicdo, 0 BTV-1 expressa
diferentes particularidades e caracteristicas de viruléncia e patogenicidade que variam
conforme a pressdo de selecdo imposta pelo meio (regido, vetores, hospedeiros, outras
sorotipos e/ou topotipos circulantes).

Este é o primeiro relato do VLA sorotipo-1 nos Estados de Séo Paulo e Rio de Janeiro,
sendo este sorotipo considerado ex6tico no pais (OIE, 2016).

A analise filogenética do BTV-3, isolado e caracterizado a partir da amostra de um
ovino do Municipio de Itapetininga-SP, revelou alto percentual de identidade 93% com
isolados do BTV-3 (N° KP 821039.1) de paises da Europa (Italia, Franca, Alemanha), Turquia
e paises da regido mediterranea da Africa. Os resultados obtidos sugerem pouca diferenciagio
no Seg-2 da proteina VP2, com os diferentes isolados da linhagem de referéncia para o BTV-
3. Na andlise da arvore filogenética do sorogrupo “B”, o isolado LVB-14 9990 formou um
grupo-irmdo com o BTV-3 usado como referéncia, como valor de “bootstrap” de 99% . Estes
dados sugerem uma provavel origem europeia para o0 BTV-3 encontrado no Municipio de
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Itapetininga. Este sorotipo j& havia sido relatado no Estado do Parana, em uma reserva
ecoldgica, apos a infec¢do e morte de um veado da espécie Mazama nana (OIE, 2016).

Os resultados obtidos das analises filogenéticas da caracterizacdo do BTV-4 provenientes
de ovinos dos Municipios de Aracatuba, Nova Odessa, e Sorocaba, e de um cervideo do
Municipio de Jaboticabal, demonstraram a grande variabilidade génica que o sorotipo
apresenta, sugerindo a circulacdo de trés diferentes linhagens de BTV-4 no Estado de S&o
Paulo. As amostras isoladas e caracterizadas provenientes de ovinos do Municipio de
Aracatuba (LVB-13 1709H, LVB-13 17091 e LVB-14 9980), apresentaram valores de
identidade proximos, quando comparadas com as linhagens de referéncia para o BTV-4
isolado na Italia, Grécia e Israel (N° DQ 191477) 89%, Africa do Sul (N° AJ585125) 90%,
Argentina (N° JX 024955) 89%, e Grécia, Turquia e Italia (N° KP821055) 89,9%, estes
resultados sugerem a formacdo de uma linhagem para o sorotipo 4. Os isolados do BTV-4,
provenientes dos Municipios de Nova Odessa (LVB-14 9976) e de Sorocaba (LVB-14 9977)
demonstraram valores de identidade de aproximadamente 48% e 57% respectivamente para 0s
quatro isolados de referéncia, estes dados sugerem uma segunda linhagem de BTV-4. O
isolado do BTV-4, do cervideo (LVB-14 1574), do Municipio de Jaboticabal, sugere 65% de
identidade com as linhagens de referéncia, indicando a formacdo de uma provavel terceira
linhagem do BTV-4 circulante no Estado de S&o Paulo.

A anélise filogenética dos 10 segmentos dos isolados LVB-13 1709H, LVB-13 1709 I,
LVB-14 9976 e LVB-14 9977, bem como as informacdes epidemioldgicas sobre a ocorréncia
de outros sorotipos do VLA nas respectivas propriedades reforcam a ideia de que esta
variabilidade encontrada nos isolados brasileiros do BTV-4 surgiu em decorréncia a diversas
recombinagfes génicas com outras linhagens, e outros sorotipos do VLA que circulam nas
Américas, Europa e Africa, bem como das diversas interagbes entre o virus, os vetores
competentes, e a espécie hospedeira. Todos estes fatores contribuiram para o surgimento
destas provaveis trés linhagens diferentes de BTV-4, encontradas no Estado de S&o Paulo.
Segundo Maan et al. (2007; 2010), diferentes sorotipos podem ser perpetuados dentro de
ecossistemas diversos e em regides geograficas distintas por diferentes espécies de vetores,
induzindo a variagBes como sucessivos rearranjos no genoma viral. Estudos moleculares
realizados com todos os 10 segmentos do genoma viral, em diferentes isolados, de diversas
regibes onde ocorreu a doenga, mostraram significativas variacfes nas sequéncias de
nucleotideos, que parcialmente se correlacionam com as origens geograficas do virus

evidenciando a pressdo de selecdo dos fatores ambientais e ecoldgicos de cada regido, bem
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como o surgimento de geragOes de linhagens do VLA geograficamente distintas (MAAN et
al., 2007; 2010).

Estas diferenciacbes podem ser visualizadas na arvore filogenética do sorogrupo “A”
(Figura 25), com a formacdo de dois grandes grupos-irmdos. No primeiro grande grupo,
houve a formacdo do grupo com os isolados de referéncia da Grécia, Israel, It&lia e Turquia
com o isolado da Africa do Sul. O segundo grupo-irmédo foi formado entre o isolado de
referéncia para o BTV-24 da Africa do Sul, com o isolado do BTV-4 da amostra LVB-14
9978, com notoria diferenca de comprimento de ramo do isolado brasileiro. Na anélise
filogenética do segmento 6 deste isolado detectou-se o sorotipo 24. Outro grupo-irmdo foi
formado pelos isolados LVB-14 9977 e LVB-14 9976, a partir da primeira ramificacdo deste
grupo. O segundo grande grupo foi formado pela amostra de referéncia do BTV-4 isolada da
Argentina, que faz par monofilético com o isolado LVB-13 1709H, que se ramifica, formando
um grupo-irmdo entre os isolados LVB-14 9980 e LVB-13 1709l. Este mesmo perfil de
variabilidade foi observado na outra arvore filogenética (Figura 34— Anexob5).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram, de maneira inédita, a variabilidade
génica do sorotipo 4 no Estado de Sdo Paulo, com quatro provaveis linhagens diferente do
BTV-4. O BTV-4 ja havia sido isolado e caracterizado por RT-qgPCR em ovinos e caprinos no
Estado de S&o Paulo (LIMA, 2013), entretanto este é o primeiro relato em cervideo da espécie
Mazama gouazoubira.

O BTV-9 detectado em ovinos, no Estado Rio de Janeiro, possui identidade de quase
90% de similaridade com o BTV-9 isolado no Equador (N° KX442583) e 87% de identidade
com o sorotipo isolado na Africa do Sul (N° AJ585130), sugerindo que o BTV-9 isolado no
Estado do Rio de Janeiro possui um topotipo de origem ocidental. Devido a alta taxa de
variabilidade génica, alguns sorotipos do VLA possuem também subclassificacdes, em leste
para os topotipos que fazem parte do grupo de origem oriental, e oeste para os topotipos do
grupo ocidental (NOMIKOQOU et al., 2015). Na anélise da arvore filogenética do sorogrupo “E”
(Figura 29), o isolado brasileiro (LVB-13 4170) formou um grupo-irmdo com o isolado do
Equador, e este grupo esta parafiético ao BTV-9 isolado na Africa do Sul. O BTV-9, assim
como o BTV-3 foram relatados em cervideos de uma reserva ecoldgica, no Estado do Parana,
apos terem sidos isolados e identificados, posterior a infeccdo e morte dos cervos da especie
Mazama nana (OIE, 2016).

Os resultados obtidos para o BTV-10 sugerem duas linhagens diferentes para este
sorotipo, a primeira, detectada em um touro, no Municipio de Sertdozinho, Estado de Séo
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Paulo que apresentou aproximadamente 66% de identidade com as linhagens de referéncia, de
origem indiana (N° KP339245 e PQ740772) e sul-africana (N° AJ585131), enquanto que 0
BTV-10 analisado a partir de amostras de ovinos do Estado do Rio de Janeiro apresentou
89,6% de identidade com a linhagem N° KP339245 e 92% de identidade com a linhagem N°
PQ740772, ambas indiana, e 87,7% de identidade com a linhagem sul-africana. Na analise da
arvore filogenética do sorogrupo “A” (Figura 25), o BTV-10, isolado a partir da amostra
LVB-14 2682 se tornou basal aos outros isolados, incluindo os isolados usados como
referéncia para este sorotipo. A partir deste isolado foi formado o grupo monofilético
composto pelo isolado referéncia da Africa do Sul e pelo grupo parafilético formado pelo
isolado da amostra LVB-14 1575 e pelos dois isolados da india, que formaram entre si um
grupo-irmdo. O BTV-10 é considerado um sorotipo exético no Brasil (OIE, 2016), contudo, o
mesmo ja foi reportado em touros, no Estado de Minas Gerais (GASPARINI et al., 2014).
Este € o primeiro trabalho a relatar o BTV-10 em touros no Estado de Sdo Paulo e em ovinos
no Estado do Rio de Janeiro.

O BTV-12 foi detectado em bovinos e ovinos, em propriedades localizadas nos
municipios de Martindpolis, Sertdozinho, Nova Odessa, Aracgatuba e Itapetininga, no Estado
de Séo Paulo, e em ovinos do Estado do Rio de Janeiro. Apesar do grande nimero de animais
portadores do BTV-12, e de sua ampla distribuicdo pelos diversos municipios analisados
neste estudo, os resultados filogenéticos sugerem pouca variabilidade génica do BTV-12,
durante o periodo de cinco anos em que se detectaram 0s animais positivos analisados. Em
média, as amostras estudadas apresentaram identidade de 86,5% com o BTV-12, isolado na
Grécia, Italia, Franca e Turquia (N° KX 164090). Quando comparadas com a linhagem de
referéncia do BTV-12 isolada nos Estados Unidos (N° KP821100), as amostras apresentaram
identidade de 87%. As duas excecOes foram as amostras LVB-14 9956 e LVB-14 9989,
ambas da espécie ovina, provenientes dos municipios de Nova Odessa e Itapetininga,
respectivamente, que apresentaram apenas 26% de similaridade com o isolado, sugerindo
baixa identidade. Na anélise da arvore filogenética do sorogrupo “G” (Figura 31), as amostras
pertencentes ao BTV-12 formaram dois distintos grupos, monofilético. O primeiro grupo
formou-se tendo como sequéncia basal o BTV-12, isolado em paises da Europa e Turquia,
que posteriormente deu origem ao isolado dos Estados Unidos, que € basal as amostras
brasileiras (LVB-13 4173, LVB-13 4058 e RAG09 1398), e ainda neste grupo, os isolados das
amostras LVB-13 4058 e RAG09 1398 formaram um grupo-irmdo. O segundo grupo foi
formado apenas pelos isolados brasileiros, onde a amostra LVB-14 16185, isolada de um
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bovino do Municipio de Sertdozinho, foi basal as demais amostras, descendente a esta, e a
amostra LVB-14 9974 originou o grupo-irmdo do BTV-12 formado pelos isolados LVB14
9953 e LVB14 9956. O BTV-12 ja havia sido relatado nos Estados do Parana e Rio Grande
do Sul, sendo este o primeiro relato do BTV-12 nos Estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro.

Os resultados filogenéticos do BTV-13 detectado em um caprino, no Municipio de Itu,
Estado de S&o Paulo, sugerem baixa identidade, aproximadamente 27% com as amostras de
referéncia para o sorotipo 13 isolado nos Estados Unidos (N° DO01531) e Africa do Sul (N°
AJ585134), indicando que a linhagem do BTV-13 (PAG-08 12) tenha surgido a partir de
recombinacOes génicas de outras linhagens do VLA que circulam na América do Sul. Outra
possivel explicacdo seriam as provaveis recombinacgdes génicas entre as linhagens do VLA e
0 hospedeiro da espécie caprina. Caprinos e bovinos sdo refratarios a doenca, entretanto,
servem de reservatorio para o VLA e pouco se conhece sobre as interacGes e recombinacdes
do VLA nesta espécie (SAMAL et al., 1987; STOTT et al., 1987). Estes resultados sdo
evidenciados na analise da arvore filogenética do sorogrupo “B” (Figura 26), em que o
isolado brasileiro mostra-se basal a todos os demais isolados, inclusive a isolados de outros
sorotipos (BTV-3, BTV-16) pertencentes a este sorogrupo. Quando analisado em conjunto
com todas as amostras utilizadas neste estudo (Figura 34 Anexo 5), a amostra PAG-08 12 se
diferencia de tal modo que passa a integrar outro sorogrupo, descendendo de um grupo
parafilético resultante de isolados brasileiros do BTV-2. Este é o primeiro relato do BTV-13
no Brasil (OIE, 2016).

O BTV-14, detectado a partir de amostras de um touro do Municipio de Sertdozinho,
Estado de S&o Paulo, demonstrou 91,5% de identidade na comparacdo das sequéncias de
nucleotideos do Seg-2, do BTV-14 isolado nos Estados Unidos (N° KX164110), e 90% de
identidade com o BTV-14 isolado na Africa do Sul (N° AJ585135). Os resultados sugerem
gue o sorotipo 14 detectado em Sertdozinho, tenha uma provavel origem norte americana ou
sul-africana. Na analise da arvore filogenética do sorogrupo “C” (Figura 27), a amostra
brasileira forma um grupo irmdo com a amostra isolada nos Estados Unidos, e este clado tem
como ancestral o isolado sul-africano. O BTV-14 foi relatado em cervos no Estado do Parana
(OIE, 2016), sendo este o primeiro relado do sorotipo na espécie bovina, no Estado de Sao
Paulo.

O BTV-18 foi caracterizado a partir de amostras de um cervideo do Municipio de
Jaboticabal, Estado de S&o Paulo, e de amostras de dois ovinos do Estado do Rio de Janeiro.
A anélise filogenética do Seg-2 mostrou pouca variabilidade génica entre os trés isolados,
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onde os mesmos apresentaram valores de identidade préximos (87,6% e 73,2%) quando
confrontados com as referéncias para o BTV-18 isolados na Africa do Sul (N° AJ 585139) e
Estados Unidos (N° KX164110), respectivamente. Estas caracteristicas de identidade podem
ser visualizadas na arvore filogenética do sorogrupo “D” (Figura 28), com a formacédo de um
unico grupo monofilético para o sorotipo 18. O BTV-18 foi descrito em um cervideo da
espécie Mazama nana, no Estado do Parand (OIE, 2016), sendo este o primeiro relado do
BTV-18 em um cervideo da espécie Mazama gouazoubira, no Estado de Sdo Paulo e em
ovinos no Estado do Rio de Janeiro.

O BTV-19 foi caracterizado a partir de amostras de um cervideo no Municipio de
Jaboticabal, e a partir de amostras de touros pertencentes ao Municipio de Sertdozinho. Os
resultados das andlises filogenéticas sugerem pouca variabilidade génica entre as amostras,
mesmo pertencendo a municipios e espécies diferentes. Quando confrontadas com os isolados
de referéncia sul-africanos (N° AJ585140 e N° JK 272430), o BTV-19 encontrado no cervideo
apresentou valores de identidade de 32% de similaridade, o BTV-19, caracterizado a partir de
amostras de touros do Municipio de Sertdozinho, apresentou valores de identidade proximos
de 36,55%. Esta pouca variabilidade génica entre os isolados brasileiros e baixa identidade
com os isolados de referéncia, podem ser visualizados na andlise da arvore filogenética do
sorogrupo “F” (Figura 30), com a formacdo de dois distintos grupos monofiléticos. O
primeiro grupo foi formado apenas com as amostras brasileiras, onde a amostra LVB-15 2047
aparece de forma basal aos isolados LVB-13 30290 e LVB-15 2073, sugerindo ser um
ancestral comum entre os outros dois isolados. Apesar dos isolados LVB-13 30290 e LVB-15
2073 terem formado um Unico grupo, a amostra LVB-13 30290 apresentou uma diferenciacao
de ramo, esta caracteristica pode ser atribuida ao fado de serem sorotipos isolados a partir de
espécies e regides diferentes. Este sorotipo ja foi relatado em um cervideo da espécie Mazama
nana, no Estado do Parana (OIE, 2016), este é o primeiro relato do sorotipo 19 em cervideo
da espécie Mazama gouazoubira, e bovinos no Estado de Sao Paulo.

Os resultados filogenéticos do BTV-22 detectado apenas no Estado de Séo Paulo
sugere discreta diferenciacdo do sorotipo. As amostras analisadas eram provenientes de
cervideos nos municipios de Jaboticabal e Castilho, e de um ovino do Municipio de
Itapetininga. O BTV-22 detectado nos cervideos LVB-13 30292 e LVB-13 30304 de
Jaboticabal, demonstraram 88% de identidade com os isolados do BTV-22 da Africa do Sul
(N° AJ585141). Quando comparados com isolados dos Estados Unidos (N° KX164140), os
isolados brasileiros apresentaram respectivamente, 90% e 73%, de identidade. O cervideo do
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Municipio de Castilho (LVB-13 10359) demonstrou identidade de 71% com o isolado sul-
africano e 90% de identidade com o isolado dos Estados Unidos. O BTV-22 detectado no
ovino (LVB-13 9970) demonstrou aproximadamente 86% de identidade com ambos 0s
isolados (N° AJ585141 e N° KX164140). Estas diferencas podem ser visualizadas pela
topologia da arvore filogenética do sorogrupo “G” (Figura 31). As sequéncias de nucleotideos
pertencentes ao BTV-22 partem de um mesmo no, formando um unico grupo monofilético,
onde o isolado do cervo LVB-13 10359 apresentou-se de forma basal as demais sequéncias
analisadas, incluindo as sequéncias dos isolados da Africa do Sul e Estados Unidos. Este
resultado sugere que a mesma seja um ancestral comum para as demais sequéncias. As
sequéncias referentes aos cervos (LVB-13 30292 e LVB-13 30304) formaram entre si um
grupo-irmédo, sugerindo a circulacdo de apenas uma linhagem de BTV-22 naquela regido e
periodo, para aquela populacéo e cervideos.

O BTV-22 j4 havia sido relatado também em cervideo da espécie Mazama nana, no
Estado do Parand. Este é o primeiro relato do sorotipo no Estado de Séo Paulo, com
isolamento e caraterizacdo molecular do BTV-22 em cervideos das espécies Mazama

americana, Mazama bororo e em ovinos.

6.3.2 Analise por Municipio

Aracatuba — SP

No Muncipio de Aracatuba foram detectados cinco ovinos portadores do BTV-1,
quatro portadores do BTV-4, um ovino portador do BTV-12, e outro do BTV-24, totalizando
11 animais portadores de diferentes sorotipos do VLA, sem sinais clinicos da doenca,
distribuidos em seis diferentes propriedades do municipio. A coleta foi realiza da em agosto
de 2007 (periodo de seca) e fevereiro de 2008 (periodo chuvoso).

As analises demonstraram a ampla distribuicdo do BTV-1 em Aracatuba, sendo que 0
mesmo foi encontrado em cinco das seis propriedades estudadas. Das seis propriedades
estudadas, cinco possuiam pelo menos um ovinos positivo para o VLA, evidenciando a ampla
distribuicdo do virus neste municipio. Com base em estudos sorologicos (ELISA e IDGA),
Nogueira et al. (2008) constatou a prevaléncia do VLA mais de 60% dos ovinos do Municipio
de Aragatuba, confirmando a disseminacdo VLA nesta regido. Outro importante dado
epidemioldgico foi a deteccdo de até trés diferentes sorotipos em uma mesma propriedade,

explicando a grande variabilidade génica encontrada nos isolados brasileiros analisados.
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Nova Odessa —SP

No Municipio de Nova Odessa foi possivel a caracterizacdo do BTV-1 em quatro
ovinos, do BTV-3 em um ovino, e do BTV-12 em outros dois ovinos. As amostras foram
coletadas em abril de 2008 (periodo chuvoso), em uma Unica propriedade. Assim como em
Aracatuba, no Municipio de Nova Odessa 0s sete animais positivos para 0 VLA, ndo
possuiam sinal clinico da doenca, evidenciando-se também a ocorréncia de trés diferentes

sorotipos do VLA em uma mesma propriedade.

Sorocaba - SP

No Municipio de Sorocaba, foram analisadas amostras de ovinos provenientes de
quatro propriedades, onde duas possuiam ovinos positivos para 0 VLA. Foram detectados e
caracterizados 0 BTV-4 em trés ovinos, e 0 BTV-11 e um ovino, evidénciado também no
Municipio de Sorocaba a ocorréncia de mais de um sorotipo em uma mesma propriedade.
Assim como nos demais municipios, 0s ovinos portadores do VLA nédo apresentavam sinal
clinico da doenca, e a colheita foi realizada durante o0 més de marco de 2008 (periodo

chuvoso).

Itapetininga - SP

No Municipio de Itapetininga, foi possivel a caracterizacdo dos sorotipos BTV-3,
BV12 e BTV-22, identificados em uma Unica proprieadade, sem sinais clinicos da doenca. A
colheita foi realizada no més marco de 2008 (periodo chuvoso).

Os resultados demonstraram a endemicidade do BTV-1 nos Municipios de Aracgatuba
e Nova Odessa, a endemicidade do sorotipo BTV-4 nos Municipios de Aracatuba e Sorocaba,
bem como a endemicidade do BTV-12 nos Municipios de Aracatuba, Itapetininga e Nova
Odessa, para 0s respectivos periodos em que foram coletadas as amostras utilizadas neste
estudo.

Diversos estudos e inquéridos soroepidemiol6gicos foram realizados nestes
municipios, com o propésito de investigar a presenca do VLA em diferentes populagdes de
ruminantes, contudo, 0S mesmos serviram apenas para estimar a porcentagem de animais
sororeagentes ao VLA (NOGUEIRA et al., 2009; VENDITTI, 2009; BERNARDES, 2011) ou

informar a quantidade de animais positivos para 0 VLA (VENDITTI, 2009), sem determinar
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qual é ou quais séo os sorotipos envolvidos com as respectivas populagdes e regides estudadas
no Estado de S&o Paulo.

O BTV-4 ja havia sido relatado e caracterizado por Lima (2013) em um estudo
realizado com 162 amostras positivas para o VLA, de ovinos da regido sudeste do Brasil, em
que, por meio do isolamento e da tipificagdo molecular, detectou o sorotipo 4 em 45% das
amostras positivas. O VLA BTV-4 também ja foi identificado em ovinos nos Estados do
Parana (CLAVIJO et al,. 2002; LAGER 2004) Rio de Janeiro (BALARO et al., 2014), Rio
Grande do Sul (ROSA et al., 2014a), e Minas Gerais (ROSA et al., 2014b).

Os resultados revelam a inédita presenga dos sorotipos BTV-1, BTV-3, BTV-11,
BTV-12, BTV-22 e BTV-24 em ovinos no Estado de S&o Paulo. Apesar de serem
considerados sorotipos exoticos no pais (OIE, 2016), com base nos resultados deste estudo,
pode-se afirmar que os sorotipos 1, 11 e 24 ja circulavam nos rebanhos de ovinos do Estado
de Séo Paulo desde 2007, periodo em que iniciaram as coletas de sangue nos respectivos
rebanhos.

O BTV-12 ja foi relatado por Antoniassi et al. (2010), em dois surtos no Estado do Rio
Grande do Sul no ano de 2009, envolvendo 106 ovinos, com a morte de 6 ovinos.

Os sorotipos 3 e 22, identificados nos Municipios de Nova Odessa e de Itapetininga, ja
foram descritos em cervideos da espécie Mazama nana, que vieram a 6bito repectivamente
nos anos de 2015 e 2016, no Estado do Parana (OIE, 2016). Contudo, os resultados obtidos
revelam a presenca dos dois sorotipos em rebanhos ovinos no Estado desde de 2008, ano em

que foram realizadas as coletas nesses municipios.

Itu — SP

No Municipio de Itu, localizado na regido Metropolitana de Sorocaba, no Estado de
Sdo Paulo, foram identificados e caracterizados os sorotipos 4 e 13 em duas das trés amostras
de sangue caprino positivas pela RT-qPCR para detec¢do do gene NS3 do VLA. As amostras
foram enviadas em marco de 2008 (periodo chuvoso), para diagnostico diferencial de
enfermidades infecciosas, pois nesta propriedade uma das cabras apresentava sinais clinicos
de edema e abcesso em uma das orelhas.

Embora 0 VLA ja tenha sido isolado e caracterizado em caprinos no Brasil, 0s
resultados do presente trabalho, de maneira inédita, mostram a circulacdo de BTV-13 no
Municipio de Itu, sendo este um sorotipo exotico no Brasil (OIE, 2016). Outro resultado
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epidemioldgico raro e importante é a presenca dos sorotipos 4 e 13 em caprinos associada a
manifestacdes clinicas da doenca, o que é raro nesta espécie de ruminante.

Em 2012, Lima (2013) isolou e identificou o VLA sorotipo 4 em amostras de sangue
de caprinos no Estado de S&o Paulo. Existem outros dois trabalhos publicados referentes a
presenca do VLA em caprinos no Brasil. O primeiro foi descrito por Clavijo et al. (2000), que
isolaram e identificaram o sorotipo 12 durante um surto de LA no Estado do Parana,
envolvendo 130 ovinos, quatro caprinos e 70 bovinos. O segundo por Lager (2004), em dois
focos ocorridos também no Estado do Parana no ano de 2002, com a morte de 18 caprinos e
nove ovinos.

O VLA também ja foi descrito em caprinos em alguns estudos soroldgicos, por Silva
(2002), que realizou estudo no Estado do Ceara, empregando como método de diagnético o
IDGA, constando 31% (578/1865) de caprinos sororeagentes. Outro estudo realizado no
Estado de Minas Gerais (LOBATO et al., 2001), utilizando também o método IDGA,
constatou 42% (623/1484) de cabras sororeagentes ao VLA. Este estudo realizado no Estado
de Minas Gerais, quando comparado a outro (SILVA, 2002), também realizado no Estado de

Minas Gerais, demonstra a alta dispersdo do VLA nos rebanhos caprinos.

Sertdozinho — SP

No Municipio de Sertdozinho, localizado na regido Metropolitana de Riberdo Preto, no
Estado de Séo Paulo, foram coletadas amostras de sangue de bovinos de um Centro de Coleta
e Processamento de Sémen (CCPS), nos periodos de maio e junho de 2014 e marco e abril de
2015. Em ambos os periodos foram coletados sangue desses touros com o proposito de pré-
quarentena, em 2014 para exportacdo e comercializagdo de lotes de sémen desses animais, e
em 2015 com a finalidade de exportacdo de touros ou sémen para Bolivia e Colémbia. Em
ambos os periodos foi detectada a presenca do VLA pela RT-gPCR em alguns touros. No
primeiro periodo foi identificado e caracterizado o BTV-12 em um touro e 0 BTV-14 em
outros dois touros, e no segundo periodo, identificou-se 0 BTV-19 em dois touros.

Os resultados obtidos a partir de amostras de touros de uma CCPS no Estado de Séo
Paulo sdo inéditos, uma vez que o MAPA notificou a OIE sobre a ocorréncia dos sorotipos 14
em janeiro, e do sorotipo 19 em julho de 2016, ambos detectados em cervideos de uma
reserva ecoldgica em Foz do Iguacu, Estado do Parana (OIE, 2016).

Estes resultados evidenciam a ocorréncia do VLA em amostras de sangue de touros
provenientes de CCPS no Brasil, comprovam a importancia de se testar os touros, bem como
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cada partida seminal produzida, para mitigar o risco sanitario de introducdo de sorotipos de
VLA por meio de sémen contaminado.

Gasparini et al. (2014), em estudo realizado com o uso de técnicas moleculares (RT-
PCR “one-step”, RT-gPCR e sequenciamento), em 53 amostras clinicas de sémen in natura
provenientes de animais naturalmente infectados em quatro municipios no Estado de Minas
Gerais (Carlos Chagas, Pedro Leopoldo, Coronel Pacheco e ltuiutaba), detectaram 45,28%
(24/53) de amostras positivas para 0 VLA utilizando a técnica de RT-PCR “one-step” e pela
técnica da RT-gPCR 60,4% (32/53) de amostras de sémen para o0 VLA. Os autores utilizaram
0 seg-2 (VP2) para testar as amostras de sémen e isolados virais e comprovaram a circulagao
do BTV-4, mostrando também a circulacdo de BTV-8, BTV-10 e BTV-16 no Brasil. Estes
resultados e informagdes epidemiologicas foram publicados em Anais na “IV Conferenza
Internazionale sulla Bluetongue” realizado em Roma, na Itdlia em novembro de 2014,
contudo os mesmos ndo constam como reportados a OIE, sendo assim, 0s sorotipos BTV-8,
BTV-10 e BTV-16 sdo considerados ainda “exo6ticos” no Brasil.

Segundo Venditti (2009), que avaliou a ocorréncia da LA em bovinos de Centros de
Coleta e Processamento de Sémen (CCPS) da regido Sudeste do Brasil por meio de técnicas
moleculares (uso da “nested” RT-PCR) e sorodiagnostico (IDGA e ELISA-CFS), em que
foram testadas 2268 partidas de sémen industrializado de 404 touros, bem como 710 amostras
de soro de 329 animais pertencentes a sete CCPS. Constatando alta frequéncia de touros
portadores de anticorpos contra VLA, 74,16% (244/329), e apenas uma partida de sémen
positiva, 0,044% (1/2269). A alta frequéncia de touros residente em CCPS acima de 03 anos,
portadores de anticorpos contra 0 VLA pode ser explicada, ainda segundo Venditti, pela
exposicdo dos animais ao virus na faixa etaria de seis meses, ap0s a queda de anticorpos
colostrais, até por volta de dois anos, quando apds esta idade, a maioria dos animais
apresentam resposta imune ao VLA, e com isso menor risco de eliminacdo viral pelo sémen,
pois ja soroconverteram ao sorotipo circulante na regido.

No Brasil existem poucos trabalhos publicados sobre a deteccdo e caraterizagdo do
VLA em touros provenientes de CCPS. A maioria dos estudos realizados ¢ para a detecgdo de
resposta imune ao VLA (MELO et al.,, 2000; COSTA, 2000; COSTA et al., 2006;
VENDITTI, 2009; BERNARDES, 2011).

Em bovinos, de acordo com os resultados coletados em diferentes Estados brasileiros do

ano de 1980 a 2000, as prevaléncias de animais soropositivos variaram de 0,6% a 89%. Os

menores indices foram encontrados geralmente nos Estados localizados no Sul do Pais, e 0s
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mais elevados localizados, em sua maior parte na regido Sudeste ou Nordeste (MELO et al.,
2000). A alta frequéncia de ocorréncia obtida nos estudos sorolégicos e poucos relatos de
casos clinicos da doenca no campo indicam que a infeccdo pela LA se propaga pelos rebanhos
do pais de forma silenciosa (CUNHA;SOUZA; TEIXEIRA, 1988).

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo (MAPA), e devido a
importancia do sémen e sua comercializacdo, tornou-se necessario o desenvolvimento de
testes moleculares sensiveis e especificos para o diagnostico de doencas importantes na cadeia
reprodutiva bovina, como a LA, a fim de ndo apenas reduzir o risco de infeccdo, mas também

de transmissao do virus.

Martinopolis — SP

No Municipio de Martinopolis, localizado na regido oeste do Estado de Sdo Paulo,
identificou-se o sorotipo 12 em 06rgdos fetais bovino. E rotina do Instituto Bioldgico realizar
andlise de fetos para confirmacdo de causas de doencas reprodutivas, para tanto por volta de
20 agentes infecciosos sdo investigados. Nos ultimos 30 anos nenhum resultado confirmou o
virus da lingua azul como causa de abortamento, apesar de ter sido identificado o BTV-12 em
unico feto. Provavelmente este foi um achado casual em vista que este sorotipo € endémico na
regido e a fémea em viremia pode infectar o feto sem, contudo, ser a causa do abortamento.

Em geral, os bovinos sdo considerados reservatorios assintomaticos do VLA por um
longo periodo, representando uma ameaca as outras espécies de ruminantes susceptiveis e
mais sensiveis a doenca, que apresentam sinais clinicos graves e morte quando infectadas pelo
VLA (COSTA et al., 2006; LOBATO et al., 2015).

A identificacdo do VLA em bovinos com problemas reprodutivos foi descrita na
Europa em surtos da doenca na década de 2000, envolvendo principalmente o sorotipo-8, o
que levou a OIE a classifica-la como uma doenca de carater “re-emergente”, responsavel por
causar diversos prejuizos a produgdo bovina, como abortos, queda do desempenho
reprodutivo, perda de condicdo corporal e reducdo na producdo de leite (OIE, 2016).

Segundo Costa et al. (2006), as principais preocupacdes com a ocorréncia da LA séo
as consequéncias socioecondémicas causadas pela doenca na cadeia produtiva da
bovinocultura devido as perdas pelas restrices na importacdo e exportacdo de animais e
subprodutos (OIE, 2016).
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Jaboticabal — SP

No Municipio de Jaboticabal, localizado na regido Metropolitana de Ribeirdo Preto,
Estado de Sao Paulo, foi possivel a identificacdo e caracterizacdo dos sorotipos 4, 8, 10, 18,
19, e 22 em amostras de sangue e fragmentos de érgéos (figado, baco, coracdo e pulméo) de
cervideos com e sem manifetacdo clinica. No Brasil, os primeiros relatos de cervideos com
sinais clinicos relacionados a LA comegaram a surgir no inicio da década de 90, porém sem
diagnostico de agente etiologico envolvido (DUARTE; ARITA, 1992; MORATO et al., 1993;
ARITA et al., 1997).

Os cervideos pertenciam ao Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos
(NUPECCE) da Universidade Estadual Paulista (UNESP). As amostras de sangue foram
coletadas em dois periodos diferentes, entre abril e maio de 2013, e durante 0 més e janeiro de
2014, como procedimento padrdo com o propdsito de realizar exames de rotina.

No primeiro lote enviado de amostras de sangue, foram também encaminhados
fragmentos de o6rgédos (figado, baco, coracdo e pulmdo) de um cervideo fémea, da espécie
Mazama gouazoubira. Todos os fragmentos foram positivos pelo método de RT-gPCR para
deteccdo do gene NS3 do VLA. O animal era mantido em piquete com macho da mesma
espécie, mas apesar de ter ciclo estral regular nunca emprenhou. No dia 05/03/2013 foi notada
alteracdo no comportamento, apresentando-se completamente apatica, ndo se alimentou nem
ingeriu agua, sendo encontrada morta no dia seguinte. A necropsia foi realizada na UNESP,
campus de Jaboticabal, pelo Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, e as principais alteracdes macroscépicas observadas foram:

e Cavidade toracica com grande quantidade de liquido sanguinolento;

e Sistema digestdrio: a lingua apresentava a parte lateral com o tecido arroxeado
e diversas Ulceras;

e Sistema respiratorio: a traqueia apresentava mucosa congesta, liquido
sanguinolento na luz do 6rgdo e os pulmdes apresentavam coloragdo vinho
escuro em todo o 0rgao;

e Sistema cardiovascular: o coragdo possuia o epicardio no ventriculo esquerdo
com petéquias e estrias hemorragicas, enquanto que o endocardio do ventriculo
esquerdo, extensas areas hemorragicas;

e Sistema digestorio: 0 intestino grosso apresentava regides com contetdo

sanguinolento;
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e Sistema reprodutor: o ovario esquerdo com aumento de volume e ao corte
havia conteddo semelhante a caseo;

e Sistema hematopoiético/linfoide: os linfonodos retrofaringeos apresentavam
acentuado aumento de volume e o linfonodo inguinal hemorragico.

Neste primeiro lote de amostras foi possivel a identificacdo e caracterizacdo dos
sorotipos 8, 18 e 19 em cervideos da espécie Mazama gouazoubira (Veado-catingueiro), e 0
sorotipo 22 em um cervideo da espécie Mazama bororo, (Veado-mateiro-pequeno). Estes
resultados de forma inédita mostraram a circulagéo dos sorotipos BTV-8, BTV-18, BTV-19, e
do BTV-22 em cervideos mantidos em cativeiro no Estado de S&o Paulo.

No segundo lote de amostras enviadas, referente ao periodo de janeiro de 2014, foi
identificado e caracterizado VLA sorotipo 4 e 8 em dois cervideos da espécie Mazama
gouazoubira, e o sorotipo 10 em um cervideo hibrido (M. nemorivaga x gouazoubira). Estes
resultados evidenciam a possivel “manuten¢do” do sorotipo 8 naquela populacéo e/ou regido,
sendo este também o primeiro relato do VLA, sorotipos 4 e 10 em cervideos no pais.

Em um estudo sorolégico realizado no NUPECCE referente aos anos de 1998 e 1999,
Pandolfi (1999), comprovou a presenca de anticorpos contra 0 VLA em 23% (5/22) dos
cervideos. Ainda segundo Pandolfi (1999), uma provavel fonte de infec¢do para os cervideos
do NUPECCE acometidos pelo VLA, seria a circunvizinhanga com outras espécies de
ruminantes que viviam proximas, tendo sido detectado nestes ruminantes domésticos, alta
ocorréncia de anticorpos contra o VLA, principalmente em bovinos (97%, n=73) e ovinos
(87%, n=54). Kawanami (2012), em um estudo retrospectivo realizado a partir de amostras de
tecidos parafinizados provenientes de cervideos necropsiados do NUPECCE, entre os anos de
1994 a 2011, detectou RNA do VLA utilizando RT-gPCR em sete animais de um total de 42
casos selecionados em que os animais apresentavam sinais clinicos de lesbes sugestivas de
doencas hemorréagicas.

Outro importante dado epidemioldgico foi a auséncia de sinais clinicos da LA, nos
cervideos infectados com os sorotipos 8, 10, 18, 19 e 22, sugerindo uma provavel adaptacdo
da populacéo de cervideos as linhagens virais circulantes na regiéo.

Estes dados corroboram com os encontrados por Kawanami (2016), em um estudo
epidemioldgico da LA realizado no Municipio de Jaboticabal, com cervideos pertencentes ao
NUPECCE e com ruminantes domésticos mantidos nas proximidades, constatando-se alta
soroprevaléncia nas espécies estudadas 38,46% (30/78) dos cervideos, 93,18% (123/132) dos
bovinos, 60,69% (105/173) dos ovinos e 23,91% (11/46) dos caprinos, bem como a detec¢édo



133

do VLA, tanto em ruminantes domésticos e selvagens saudaveis, quanto em cervideos que
vieram a obito.

Entretanto, o cervideo macho identificado por LVB/14 1574, da espécie Mazama
gouazoubira, apds ser transferido para piquete, em area aberta, passou a manifestar sinais
clinicos de LA, como edema de face e exteriorizacdo de lingua. No dia seguinte foi
encontrado morto pela manhd. O VLA foi detectado pela RT-gPCR no sangue e em
fragmentos de 6rgdos, e na tipificacdo realizada por sequenciamento foi possivel identificar o
sorotipo BTV-4. Os achados anatomopatoldgicos encontrados nos cervideos na necropsia
realizada na UNESP, cdmpus de Jaboticabal, pelo Departamento de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, foram compativeis com as descritas na
literatura para lingua azul (RADOSTIS et al., 2002; VERWOERD; ERASMUS 2004;
MACLACHLAN et al., 2009; ANTONIASSI et al., 2010; LIMA 2013).

Os surtos de enfermidades hemorragicas ocorridos em cervideos do NUPECCE
durante vérios anos chegaram a gerar perda anuais de cerca de 50% do plantel. Em alguns
anos, a taxa de mortalidade dos animais atingiu 90%. O principal meio de controle da
enfermidade utilizado foi 0 uso de telas nos galpdes e ectoparasiticidas a cada 15 dias durante
a primavera e verdo (DUARTE, 2007).

O BTV-4 é endémico no Brasil e ja foi detectado em varias regides do Estado de Séo
Paulo (LIMA, 2013), contudo, até o presente momento jamais relacionado a cervideos.
Conforme descrito anteriormente, embora o BTV-8 néo tenha sido notificado a OIE, 0 mesmo
foi detectado em partidas de sémen no Estado de Minas Gerais (GASPARINI, 2014).

Ja foram identificados em cervideos da espécie Mazama nana, também conhecida
popularmente por Veado-médo-curta, Veado-ando ou Veado-borord-do-Sul, no Estado do
Parand a ocorréncia do BTV-3, BTV-14, BTV-18, BTV-19 e BTV-22, notificados a OIE
(OIE, 2016). Este foi o primeiro trabalho a fazer a identificacdo, o isolamento e a
caracterizacdo molecular do VLA na espécie Mazama gouazoubira, popularmente conhecido
por Veado-catingueiro, no Brasil.

A ocorréncia do VLA em cervideos é pouco estudada no Brasil, vem sendo descrita
em alguns paises da Europa, principalmente Espanha (RUIZ-FONS et al., 2008; GARCIA et
al., 2009; RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2010; FALCONI et al., 2012), e Italia (FALCONI;
PEZ-OLVER; GORTA’ZAR, 2011). Na Améria do Norte foi descrita nos EUA (JOHNSON
et al., 2006). Na América do Sul, os poucos trabalhos epidemioldgicos sobre a ocorréncia do
VLA em cervideos sdo baseados no diagndstico soroldgico. Em veados campeiros do
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Pantanal Argentino, Uhart et al. (2003) analisaram amostras soroldgicas de 14 animais e ndo
encontraram sorologia positiva. No Pantanal Boliviano, Deem et al. (2004) estudaram 15
veados catingueiros (Mazama gouazoubira), sem resultados positivos. No Brasil, Pandolfi et
al. (1998) conseguiram detectar 88% (71/81) de soropositividade em cervos do pantanal
(Blastocerus dychotomus) capturados na regido da divisa entre Sdo Paulo e Mato Grosso do
Sul, quando ocorreu a construcdo de uma represa hidrelétrica e estes animais tiveram que ser
relocados. Tomich et al. (2009) relataram a ocorréncia de 100% (49/49) de veados-campeiros
(Ozotoceros bezoarticus) soropositivos para VLA pelo IDGA, no Municipio de Nhecolandia,

sub-regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul.

Castilho — SP
No Municipio de Castilho, localizado na mesorregido de Aracatuba, foi identificado e

caracterizado o VLA sorotipo 22 em um cervideo da espécie Blastocerus dichotomus. As
amostras foram encaminhadas em abril de 2013 para confirmacéo de diagnostico de LA, pois
0 animal apresentava sinais clinicos da doenca.

O cervideo pertencia ao Parque Estadual do Aguapei, que foi criado em 1998 como
forma de compensacgdo pela construcdo da Usina Hidrelétrica Engenheiro Sérgio Motta. O
Parque abrange area dos Municipios de Castilho, Nova Independéncia, Graracai, Sdo Jodo do
Pau d’Alho, Monte Castelo e Junqueirdpolis, sendo possivel em alguns desses municipios,
presenciar areas mistas, onde ha areas de criacdo animal proximas a areas de floresta do
Parque. O Parque abrange grandes extensfes de varzeas do rio Aguapei, que sdo alagadas
periodicamente (IBGE, 2016), sendo considerado um dos ultimos locais onde ainda €
encontrado o Cervo-do-Pantanal (Blastocerus dichotomus) no Estado de S&o Paulo,
considerado uma espécie criticamente em perigo de extingéo.

Este € o primeiro relato do VLA sorotipo 22 na espécie Blastocerus dichotomus no
Estado de S&o Paulo.

Todos estes resultados e informacfes epidemioldgicas reforcam a importancia da
realizacdo de outros estudos sobre as doencas hemorrdgicas que acometem 0s ruminantes
selvagens, além de contribuir com a vigilancia sanitaria em areas de floresta, onde ha areas
mistas, com circulacdo de animais silvestres, principalmente cervideos suscetiveis ao VLA,
que podem ser infectados devido a proximidade com areas de criacdo de ruminantes

domeésticos.
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A distribuicdo dos sorotipos do VLA no Estado de S&o Paulo foi georreferenciada
conforme os resultados do sequenciamento, da localizacdo geogréafica das propriedades,

associando o sorotipo do VLA identificado e a espécie afetada (Figura 36).



Legenda dos sorotipos:

@ Sorotipo1em ovinos

@ Sorotipo 3 em ovinos
Sorotipo 4 em ovinos

A\ Sorotipo 4 em cervideos
Sorotipo 4 em caprinos
Sorotipo 8 em cervideos
Sorotipo 10 em cervideos

@ Sorotipo 11 em ovinos
Sorotipo 12 em ovinos

@ Sorotipo 12 em bovinos
Sorotipo 13 em caprinos

@ Sorotipo 14 em bovinos

- Sorotipo 18 em cervideos

@ Sorotipo 19 em bovinos

J\ Sorotipo 19 em cervideos

@ Sorotipo 22 em ovinos

/A Sorotipo 22 em cervideos
Sorotipo 24 em ovinos
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Vale do Paraiba
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tapetininga
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Figura 34 - Distribuicdo dos sorotipos do VLA, conforme o sorotipo sequenciado e a espécie animal afetada, e a localizacdo geogréafica das propriedades nas mesorregifes do

Estado de Sao Paulo.
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Regido do Vale do Paraiba Fluminense-RJ

No Estado do Rio de Janeiro, foi possivel a deteccdo e caracterizacdo do VLA
sorotipos 1, 4, 10, 12 e 18 em ovinos e bovinos com caracteristicas leiteiras, a partir de
amostras de sangue e tecidos, coletadas em diferentes periodos dos anos de 2013, 2014 e
2015. O primeiro diagndstico confirmatorio de LA foi feito em fevereiro/marco de 2013, apds
0 recebimento de amostras clinicas.

Acredita-se que os casos esporadicos de manifestacdo clinica por BTV ocorrem em
consequéncia a combinacdo de diversos fatores epidemioldgicos, como a introducdo de
ovinos de raca europeia com objetivo de melhoramento zootécnico do rebanho, sem a devida
adaptacdo a regido, endemicidade da doenca na regido causada por Vvarios sorotipos de lingua
azul, onde foram introduzidos os animais livres. Além das condi¢cBes ambientais favoraveis
para a disseminacdo do VLA. Além disso, a regido possui caracteristicas propicias a
proliferacdo de vetores competentes do VLA. Surtos da doenca ocorrem tipicamente quando
ovinos suscetiveis sdo introduzidos em area endémica ou quando mosquitos carregam o Vvirus
de uma regido endémica para areas adjacentes contendo populagfes de ovinos suscetiveis
(EMBRAPA, 2006).

Estudos realizados constataram a alta susceptibilidade de praticamente todas as racas
ovinas a infeccdo pelo VLA, com algumas variacdes quanto a intensidade da doenca, e
aparecimento dos sinais clinicos, sendo estes mais frequentemente observados em ragas
exoticas quando introduzidas em regifes tropicais ou em rebanhos nativos localizados
préximos a areas consideradas endémicas (LAENDER, 2002). No Brasil, os raros focos com
graves manifestacoes clinicas da doenca em ovinos foram nas racas de ovinos Lacaune, Texel,
Hampshire Down, Corriedale e Santa Inés (ANTONIASSI et al., 2010; BALARO et al., 2014;
LIMA 2013).

6.4 Analise Climatica

Os Estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro estdo localizados na regido endémica para a
ocorréncia do VLA, pois possuem caracteristicas climaticas como altas temperaturas e
elevada precipitacdo, associadas a presenca de ruminantes, propiciando e desenvolvimento de
vetores competentes e a proliferagdo do VLA. Os municipios do estado de S&o Paulo
analisados apresentaram temperatura média variando de 21,3 a 29,1°C e média de

precipitacdo 93,2 a 143,3 mm, e no Rio de Janeiro a regido afetada apresentou temperatura
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média variando de 33,4 a 13°C e média de precipitacdo de 7 a 135,2 mm, fatores estes que
favorecem a multiplicagdo e a manutencdo dos vetores, e facilitando a endemicidade da
doenca (LOBATO, 1996; LOBATO et al., 2015). Em todos 0s municipios pode-se constatar
que as chuvas se concentram principalmente nos meses de verdo (dezembro, janeiro e
fevereiro) e nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro ocorreram também as médias mais
elevadas de temperaturas, sendo que temperatura e umidade sdo variaveis que influenciam
diretamente na dinamica populacional do vetor (CHAGAS; PINHEIRO, 2004), pois faz com
que ocorra a diminuicdo do tempo de eclosdo dos ovos e de desenvolvimento das larvas
(WITTMANN; BAYLIS, 2000). Portanto, esses fatores ambientais sdo fundamentais para o
processo de transmissdo viral, pois o aumento da populagdo do vetor resulta no aumento da
atividade (voo e repasto sanguineo) dos insetos (WARD, 1994; MELLOR, 1996).

O Brasil encontra-se inserido em uma area endémica para a ocorréncia do VLA,
apresentando condicfes de temperatura e umidade favoraveis ao desenvolvimento de vetores
competentes, e inimeras evidéncias soroldgicas que indicam que o virus estd presente na
regido (LOBATO; GUEDES; MATQOS, 2015).

Destacando-se a importancia e a necessidade de estudos entomoldgicos com
levantamento epidemioldgico da fauna de Culicoides destas regides, associado ao isolamento
e tipificacdo viral, de modo a mitigar as lacunas existentes no ciclo epidemiolégico da LA no
Brasil. Proporcionando avancos cientificos no comportamento e distribuicdo dos vetores
competentes. Além disso, estudos climaticos e ambientais sdo fundamentais para identificar

areas de risco e realizar medidas de controle dos insetos vetores e da doenca.
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7. CONCLUSOES

Amostras positivas de VLA da colecéo viral do LVB/IB foram isoladas com sucesso,
em OEG e adaptadas em células BHK-21 (recuperado o virus em 75%), possibilitando
realizacdo dos estudos sobre a epidemiologia molecular do VLA, cujo conhecimento é
escasso. O isolamento facilitou o sequenciamento completo do VLA por meio NGS.

Obteve-se a sequéncia completa do genoma em 27 amostras, identificando 09 (nove)
sorotipos (BTV-1, BTV-3 BTV-4, BTV-8, BTV-10, BTV-12, BTV-14, BTV-18 e 0 BTV-22).
O sequenciamento dos 10 segmentos do VLA por meio de NGS forneceu importantes
informac@es epidemioldgicas sobre a disseminacdo desta doenca no Brasil. Evidenciando as
diferencas genéticas dos isolados brasileiros de VLA em relacdo as de referéncia depositadas
no “GenBank”, essa variabilidade sugere novos topotipos aos isolados brasileiros.

Em 54 amostras de bovinos, ovinos, caprinos e cervideos, colhidas a partir 2007, que
foram sequenciadas parcialmente, com base no segmento 2 identificou-se:

- pela primeira vez no Brasil os sorotipos BTV-1, BTV-9, BTV-11 e BTV-24 (ovinos),
BTV8 (cervideos), BTV10 (ovino e cervideos), BTV-13 (caprino);

- endémicos sorotipos BTV-3 (ovino), BTV-4 (bovino, ovino, caprino e cervideo),
BTV-12 Bovina e ovina), BTV-14 (bovino), BTV-18 (ovino e cervideo), BTV-19 (bovino e
cervideo) e BTV-22 (vino e cervideo).

Constatou-se variabilidade conforme a origem do isolado de BTV no Brasil e especie
animal. Os sorotipos mais frequentes foram BTV-1, BTV-4 e do BTV-12 na regido estudada.

As condicdes climéticas no periodo em que foram obtidas as amostras dos animais
positivos para o VLA foram favoraveis ao desenvolvimento do vetor.

Gerou-se importantes informacfes epidemiologicas que auxiliardo na tomada de
decisbes para a conducdo dos programas sanitarios brasileiros, na producdo de reagentes
(primers, sondas, dentre outros) e no desenvolvimento de novos métodos de analise e

producdo de vacinas.
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ANEXO 1 — Aprovacdo do Trabalho no Comité de Etica (Frente)
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ANEXO 2 — Tabela de resultados do sequenciamento
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Tabela 21 - Os resultados obtidos ap06s as analises de bioinformatica, foram separados por sorotipo
conforme a identificacdo animal, espécie, cidade/regido e Estado de ocorréncia.

bovino

N° | Identificacdo animal | Espécie Cidade-Estado Resultado
1 LVB/13 4175 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-1

2 LVB/14 9946 Ovino Nova Odessa - Séo Paulo BTV-1

3 LVB/14 9947 Ovino Nova Odessa - Séo Paulo BTV-1

4 LVB/14 9949 Ovino Nova Odessa - Sdo Paulo BTV-1

5 LVB/14 9965 Ovino Nova Odessa - Séo Paulo Inconclusivo
6 LVB/14 9983 Ovino Aragatuba - S&o Paulo BTV-1
7 | LVB/14 9984 Pool Ovino Aracatuba - Séo Paulo BTV-1
8 | LVB/14 9984 SNC Ovino Aragatuba - S&o Paulo BTV-1

9 | LVB/14 9985 Pool Ovino Aragatuba - S&o Paulo BTV-1
10| LVB/14 9985 SNC Ovino Aracatuba - Séo Paulo BTV-1
11 LVB/15 461 Ovino Vale do Paraiba Fluminense — Rio de Janeiro BTV-1
12 LVB/15 462 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-1
13 LVB/13 4171 Bovino Sertdozinho — Sao Paulo Inconclusivo
14 LVB/13 4187 Ovino | Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro | Inconclusivo
15 LVB/14 10466 Ovino Nova Odessa - Sao Paulo BTV-3
16 LVB/14 9990 Ovino Itapetininga — S&o Paulo BTV-3
17 PAGO08 13 Caprino Itu - Sdo Paulo BTV-4
18 LVB/13 1709H Ovino Avracatuba — Séo Paulo BTV-4
19 LVB/13 17091 Ovino Aracatuba — Séo Paulo BTV-4
20 LVB/14 1574 Cervo Jaboticabal - Séo Paulo BTV-4
21 LVB/14 9967 Ovino Avragatuba - Séo Paulo BTV-4
22 LVB/14 9976 Ovino Sorocaba - S&o Paulo BTV-4
23 LVB/14 9977 Ovino Sorocaba - Sao Paulo BTV-4
24 LVB/14 9978 Ovino Sorocaba — Sdo Paulo Inconclusivo
25 LVB/14 9980 Ovino Aracatuba - Séo Paulo BTV-4
26 LVB/14 11577 Cervo Jaboticabal - Séo Paulo BTV-8
27 LVB/13 30 290 Cervo Jaboticabal - S&o Paulo BTV-8
28 LVB/13 30 292 Cervo Jaboticabal - Sdo Paulo BTV-8
29 LVB/13 4170 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-9
30 LVB/14 2680 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-10
31 LVB/14 1575 Cervo Jaboticabal - Séo Paulo BTV-10
32 LVB/14 2682 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-10
33 LVB/14 2683 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-10
34 LVB/14 9979 Ovino Sorocaba - Sdo Paulo BTV-11
35|  RAG/09 1398 Feto Martin6polis- Sao Paulo BTV-12




36 LVB/13 4058 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-12
37 LVB/13 4173 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-12
38 LVB/14 16185 Bovino Sertdozinho - S&o Paulo BTV-12
39 LVB/14 9953 Ovino Nova Odessa - S&o Paulo BTV-12
40 LVB/14 9956 Ovino Nova Odessa - S&o Paulo BTV-12
41 LVB/14 9974 Ovino Aracatuba - S&o Paulo BTV-12
42 LVB/14 9989 Ovino Itapetininga — Sao Paulo BTV-12
43 PAG/08 12 Caprino Itu - S&o Paulo BTV-13
44 LVB/14 5772 Bovino Sertdozinho - Séo Paulo BTV14
45 LVB/15 2732 Bovino Sertdozinho - S&o Paulo BTV-14
46 LVB/14 4430 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-18
47 LVB/14 2180 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-18
48 LVB/13 30267 Cervo Jaboticabal - S&o Paulo BTV-18
49 LVB/14 2181 Ovino Vale do Paraiba Fluminense - Rio de Janeiro BTV-18
50 LVB/13 30290 Cervo Jaboticabal - S&o Paulo BTV-19
51 LVB/15 2073 Bovino Sertdozinho - Séo Paulo BTV-19
52 LVB/15 2247 Bovino Sertdozinho - Séo Paulo BTV-19
53 LVB/13 30 304 Cervo Jaboticabal - S&o Paulo BTV-22
54 LVB/13 30292 Cervo Jaboticabal - Séo Paulo BTV-22
55 LVB/13 30304 Cervo Jaboticabal - S&o Paulo BTV-22
56 LVB/14 9970 Ovino Itapetininga - S&o Paulo BTV-22
57 LVB/13 10359 Cervo Castilho — S&o Paulo BTV-22
58 LVB/14 9981 Ovino Aragatuba - Séo Paulo BTV-24
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ANEXO 3 - Tabela com as sequéncias de referéncia obtidas no GenBank

Tabela 22 - Sequéncias obtidas no GenBank e utilizadas como referéncia para a realizacdo da anélise
filogenética do VLA das amostras sequenciadas, bem como o nimero de acesso, pais em que o virus foi isolado,

0 ano e o0s artigos publicados.

Sorotipo de | N°de acesso Pais onde foi Ano Artigos publicados
referéncia isolado
AJ585122 Africa do Sul 1982-2003 | Maan, et al. (2004)b; Yang et
BTV-1 al. (2012)
KM00995381 Austrélia 2005 Boyle et al. (2014)
AJ585110 Africa do Sul * 1982-2003 Maan, et al. (2004)b
KX164020 Estados Unidos 2010 Johnson et al. (2016)
BTV-2 AB686221 Japdo 1985-2008 Shirafuji et al. (2012)
JQ88222491 Estados Unidos 2010 Maclachla et al.(2013)
Europa, Paises da
BTV-3 KP821039 regido mediterrdnea | 1958-2012 Nomikou et al. (2015)
da Africa e Turquia
DQ191277 Italia, Grécia, Israel | 1983-2003 Potgieter et al. (2005)
AJ585125 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-4 JX024955 Argentina 2002 Legisa et al. (2013)
KP821054 Europa, Paises da 1958-2012 Nomikou et al. (2015)
regido mediterranea
da Africa e Turquia
‘BTV-5 AJ585126 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-6 AJ585127 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-7 AJ585128 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-8 AJ585129 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-9 AJ585130 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
KX442583 Equador 2014 Viarouge et al. (2015)
AJ585131 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-10 KP339245 india 2003 Reedy et al. (2016)
JQ740772 india* 2004 Maan et al. (2012)
BTV-11 AJ585133 Africa do Sul 1983 Maan et al. (2004)b
BTV-12 KP821100 Europa, Paises da
KX164090 regido mediterrdnea | 1958-2012 Nomikou et al. (2015)
da Africa e Turquia.
Estados Unidos 2012 Johnson et al. (2016)
BTV-13 DO001531 Estados Unidos 1987 Fukusho et al. (1987)
BTV-13 AJ585135 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-14 AJ585135 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
KX164110 Estados Unidos 2003 Johnson et al. (2016)
BTV-15 AJ585136 Africa do Sul 1983-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-16 AJ585137 Africa do Sul 1983-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-17 AJ585138 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-18 AJ585139 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
KX164120 Estados Unidos 2014 Johnson et al. (2016)
BTV-19 JX272430 Africa do Sul 2012 Koekemoer et al. (2013)
AJ585140 Africa do Sul 1982-2003 Maan et al. (2004)b
BTV-20 AJ585141 Africa do Sul 1975 Maan et al. (2004)b
BTV-21 AJ585142 Africa do Sul 1979 Maan et al. (2004)b
BTV-22 AJ585143 Africa do Sul 1983-2003 Maan et al. (2004)b
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KX164140 Estados Unidos 2005 Johnson et al. (2016)

BTV-23 AJ585144 Africa do Sul 1983-2003 Maan et al. (2004)b

BTV-24 AJ585145 Africa do Sul 1987 Maan et al. (2004)b

BTV-25 EU839884 Suica 2008 Hofmann et al. (2008)

BTV-26 HM590642 Kuwait 2010 Maan et al. (2011)

BTV-27 KM200718 Franca 2014 Jenckel et al. (2015)
BTV- KX234079 Italia 2015 Savini et al. (2017)
XILT2015

*Provavel origem vacinal
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Tabela 23 - Resultados do percentual das analises de identidade entre as amostras analisadas e 0s 28 sorotipos

do VLA, com base na sequéncia de nucleotideos do segmento 2, regido ORF da proteina VP2.
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
217
28
29
30
31
32
33
34
35

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

OO OO OO OO oo

1433
1417
1429
1433
1460
1475
1469
1468
1465
1468
1258
1415
1299
1424
1352
1349

distances between taxa

diagonal:

1433
1443
1440
1426
1513
1493
1501
1497
1482
1492
1259
1423
1301
1442
1356
1358

1439
1419
1425
1432
1461
1474
1475
1473
1468
1473
1253
1423
1302
1424
1358
1355

1445 1488
1455 1477
1446 1453
1420 1490
1413 1474
1421 1467
1419 1475
1420 1475
1460 1447
1415 1465
1326 1377
1429 1431
1400 1416
1441 1488
1429 1474
1399 1461
(continued)

Total character differences

diagonal: Mean character differences

11

.35793
.44327
.35341
.65462
.29819
.30673
.72841
.69127
.29669
.28163

1205
1236
1396
1399
1275
1278
1484
1485
1490
1485
1467
1480
1478
1479
1476
1512
1450
1421
1482
1428
1293
1446
1439
1435
1468
1453
1455
1451
1451
1479
1485
1488
1508
1518
1503
1510
1496
1498
1494
1494
1272
1264
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12

.50100
.49649
.49548
.64659
.67269
.50803
.72641
.62249
.50301
.49950
.60492

532
1322
1318
1155
1160
1444
1445
1464
1445
1446
1470
1467
1472
1456
1437
1446
1319
1426
1303
1451
1329
1334
1336
1452
1440
1433
1459
1459
1445
1443
1442
1436
1448
1447
1443
1441
1445
1442
1443
1133
1127

13

.50351
.49548
.50151
.65512
.68022
.50904
.71637
.60944
.50502
.50251
.62048
.26707

1273
1273
1126
1132
1429
1428
1435
1429
1425
1433
1431
1435
1467
1445
1450
1319
1425
1321
1457
1319
1332
1325
1455
1447
1444
1447
1447
1445
1415
1412
1419
1419
1423
1420
1412
1411
1407
1404
1138
1129
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14

.68373
.68424
.68122
.69227
.69227
.68876
.72992
.70080
.68574
.68223
.70080
.66365
.63906

24
1385
1385
1450
1450
1446
1450
1442
1447
1446
1449
1472
1503
1432
1451
1479
1457
1266
1455
1439
1458
1436
1437
1423
1425
1425
1455
1373
1363
1407
1385
1392
1387
1381
1382
1385
1378
1378
1378
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15

.68072
.68424
.67922
.69177
.69177
.68775
.73092
.69880
.68524
.68223
.70231
.66165
.63906
.01205

1383
1383
1450
1450
1451
1450
1447
1447
1446
1449
1472
1507
1430
1448
1482
1457
1267
1456
1438
1455
1435
1438
1423
1427
1427
1458
1368
1362
1404
1382
1391
1383
1378
1379
1382
1376
1373
1373

OO O OO ODODODOOOOO oo

1448
1422
1424
1440
1456
1468
1464
1465
1445
1457
1264
1405
1306
1421
1355
1348

16

.56074
.56978
.56074
.69327
.70833
.56928
.72339
.69629
.56376
.56426
.64006
.57982
.56526
.69528
.69428

14
1439
1440
1455
1439
1417
1448
1444
1450
1491
1395
1455
1421
1417
1329
1418
1376
1381
1382
1460
1452
1448
1443
1443
1444
1488
1475
1488
1479
1474
1475
1472
1471
1471
1473

640
652
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1511
1449
1418
1428
1445
1456
1452
1453
1448
1466
1451
1464
1442
1429
1430
1460

17

.56175
.57179
.56175
.69528
.70984
.57028
.72339
.69629
.56526
.56576
.64157
.58233
.56827
.69528
.69428
.00703

1443
1444
1458
1443
1414
1450
1446
1452
1488
1396
1458
1423
1418
1328
1422
1380
1383
1386
1460
1453
1449
1444
1444
1445
1483
1470
1483
1475
1469
1471
1467
1466
1466
1468

647

659

OO OO OO ODODODODOOOOO oo

1432
1447
1435
1458
1451
1470
1453
1456
1437
1452
1277
1418
1419
1420
1417
1416

18

.72339
.72641
.72490
.72440
.72892
LT71737
.72791
.72088
.71837
L71737
.74498
.72490
71737
.72791
.72791
.72239
.72440

188

701
201
215
198
862
1035
1478
1285
1475
1256
1445
1282
1293
1291
670
646
638
654
654
642
1468
1453
1473
1473
1469
1466
1473
1476
1477
1481
1450
1447

O OO OO OO ODODODODOOOOO oo

1456
1423
1429
1432
1457
1465
1467
1466
1451
1463
1257
1414
1302
1430
1361
1353

19

.72390
.72641
.72440
.72490
.72942
.71787
.72791
.72139
.71888
.71787
.74548
.72540
.71687
.72791
.72791
.72289
.72490
.00050

187

700
200
214
197
861
1034
1478
1284
1475
1256
1444
1282
1293
1291
671
647
639
655
655
643
1469
1454
1472
1472
1468
1465
1474
1475
1476
1480
1451
1448

OO OO OO ODODODOODOOOO OO oo

1450
1421
1420
1439
1471
1475
1479
1478
1453
1469
1263
1408
1295
1431
1352
1358

20

.72339
.71687
.72339
.72590
.73042
.72239
.73394
.71386
.72289
.72239
.74799
.73494
.72038
.72590
.72841
.73042
.73193
.09438
.09388

186
685
212
227
210
841
1019
1465
1277
1470
1244
1431
1274
1288
1289
652
640
635
643
643
645
1467
1445
1462
1462
1461
1454
1461
1464
1468
1471
1450
1450

189



54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

Pairwise

O J oUW

Below
Above

01
02
03
04
05
06
07
08

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

34
35
36
37
38

OO O OO OO ODODODODODODOOOOOo oo

1448
1448
1441
1443
1271
1497
1473
1398
1407
1410
1412
1408
1453
1338
1487
1500
1506
1469
1476
1486
1480
1478
1477
1452
1476
1381
1460
1383
1484
1445
1434

distances between taxa

diagonal:
diagonal:

21

.72440
.72590
.72490
.72490
.72942
.71837
.72841
.72189
.71938
.71837
.74548
.72540
71737
.72791
.72791
.72239
.72440
.00100
.00050
.09337

699
199
213
196
860
1032
1476
1284
1475
1255
1444
1281
1292
1290
669
647
639

O OO OO ODODODODODODOOODODOOOO oo

1443
1432
1436
1447
1141
1466
1458
1274
1278
1277
1278
1283
1353
1353
1474
1410
1419
1451
1426
1452
1446
1450
1445
1456
1444
1281
1424
1333
1418
1340
1327

22

.71285
.71536
.71034
.71586
.72540
.71285
.73394
71737
.71235
.71436
.73645
.72590
.71536
.72390
.72641
.71135
.70984
.35191
.35141
.34388
.35090

714
721
712
1063
1016
1474
1310
1449
1260
1441
1296
1301
1316
977
964
956
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1449
1445
1442
1448
1130
1457
1442
1249
1252
1255
1253
1256
1368
1338
1480
1397
1426
1443
1428
1433
1455
1439
1441
1446
1434
1268
1418
1327
1413
1352
1328

23

71737
.72440
.71837
.72892
.72791
.72038
.73494
.71837
.71938
.71787
.74297
.73795
.71938
.72641
.72641
.72691
.72791
.10090
.10040
.10643
.09990
.35843

15

6
850
1028
1468
1257
1477
1242
1439
1276
1290
1298
665
639
635

O OO OO OO ODODODODODODOODODODOOOO oo

24

.71637
.72239
.71687
.72992
.72992
.71837
.73544
.71637
71737
.71586
.74197
.73645
.71837
.72590
.72590
.72490
.72590
.10793
.10743
.11396
.10693
.36195
.00753

21
849
1026
1466
1259
1477
1244
1437
1279
1292
1300
672
649
645

OO OO OO ODODODODODODOODODODODOOOOO oo

1309 1304
1473 1473
1467 1466
1471 1472
1401 1399
1445 1446
1450 1453
1398 1400
1384 1389
1383 1386
1384 1385
1390 1393
1446 1438
1352 1350
1466 1467
1495 1489
1457 1452
1451 1449
1476 1476
1367 1363
1371 1371
1369 1370
1368 1369
1394 1393
1370 1369
1413 1412
1442 1441
1471 1480
1450 1446
1434 1433
1440 1442
(continued)

Total character differences
Mean character differences

25

71737
.72490
.71888
.72892
72741
.72038
.73544
.71888
.71938
.71837
.74247
.73896
.72038
.72741
.72741
72791
.72892
.09940
.09890
.10542
.09839
.35743
.00301
.01054

848
1026
1471
1262
1479
1243
1442
1280
1294
1302

663

637

633

OO O OO ODODODODOODODODODODODODOOOOOO oo

1460
1401
1403
1399

597
1473
1451
1361
1385
1391
1378
1387
1427
1414
1473
1452
1477
1435
1429
1462
1467
1456
1460
1466
1460
1375
1452
1283
1460
1305
1324

26

.72239
.72841
.72088
.73494
.75301
.72691
.74197
.73494
72741
.72490
.74096
.73092
.73645
.73896
.73896
.74849
.74699
.43273
.43223
.42219
.43173
.53363
.42671
.42620
.42570

876
1455
1363
1465
1339
1464
1396
1391
1394
1073
1078
1076
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1461
1405
1407
1403

603
1474
1455
1367
1390
1396
1383
1392
1426
1415
1471
1451
1478
1436
1434
1456
1461
1450
1454
1460
1454
1381
1454
1281
1462
1306
1327

27

.72440
.72239
.71938
.72038
.74900
.73243
.72741
.72942
.73394
.73293
.75904
.72139
.72540
.75452
.75653
.70030
.70080
.51958
.51908
.51155
.51807
.51004
.51606
.51506
.51506
.43976

1481
1383
1441
1354
1478
1408
1415
1408
1189
1194
1188

OO O OO OO ODODODODOODODODODODODODOOOOOO oo

1446
1451
1472
1462
1446
1487

696
1318
1329
1329
1336
1339
1277
1331
1449
1455
1399

584
1460
1493
1494
1481
1479
1475
1468
1370
1229
1138

870
1174
1154

28

.72641
.72741
.72540
.73243
.71486
.72289
.71185
.73394
.72239
.72038
.72791
.72590
.72791
.71888
.71787
.73042
.73193
.74197
.74197
.73544
.74096
.73996
.73695
.73594
.73845
.73042
.74347

1474
1455
1440
1441
1466
1465
1465
1463
1471
1470

O OO OO OO0 ODODODODODODODODODODOOODOOOOO OO

1446
1451
1472
1462
1447
1487

697
1318
1329
1329
1336
1339
1277
1331
1449
1455
1399

583
1460
1492
1495
1482
1480
1475
1469
1370
1230
1139

871
1175
1155

29

.66968
.66315
.67169
.71034
.72691
.66817
.74799
.69478
.67319
.66867
.71335
.66215
.66215
.72841
.72691
.71335
.71436
.64508
.64458
.64106
.64458
.65763
.63102
.63203
.63353
.68424
.69428
.73996

1388
1164
1476
603
613
610
1276
1284
1285

OO OO OO ODODODODODOODODODODODODODOOODODOOOO OO

1462
1456
1456
1464
1456
1475

695
1305
1319
1316
1322
1325
1275
1341
1435
1455
1399

567
1475
1478
1478
1473
1468
1459
1463
1345
1235
1141

872
1170
1167

30

.71335
.71386
.71335
.71938
. 74699
.71837
.71185
.72691
.71637
.71436
.74398
.71586
.71536
.74247
.74398
.71135
.71185
.74046
.74046
.73795
.74046
.72741
.74147
.74147
.74247
.73544
.72339
.73042
.69679

1416
1444
1381
1376
1390
1472
1486
1476

190



39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

Pairwise
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Below
Above

01
02
03
04
05

07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

OO OO OO ODODODOODOODODIODODOOOOOOoOo

653

653

642
1469
1454
1472
1472
1468
1465
1474
1475
1476
1480
1452
1449
1445
1451
1472
1462
1446
1487

695
1317
1330
1330
1337
1340
1277
1330
1448
1454
1398

584
1460
1492
1495
1482
1480
1474
1469
1369
1228
1139

869
1174
1154

distances between taxa

diagonal:

968

968

974
1475
1474
1481
1483
1494
1486
1484
1482
1477
1475
1402
1415
1455
1463
1477
1472
1426
1477

968
1388
1395
1392
1395
1402
1364
1366
1454
1441
1401

938
1446
1485
1490
1487
1488
1476
1481
1444
1199
1105
1077
1125
1170

659

659

652
1466
1448
1469
1479
1470
1469
1479
1476
1479
1480
1467
1452
1447
1470
1458
1463
1463
1468

681
1316
1320
1319
1325
1327
1277
1332
1451
1436
1400

582
1475
1464
1472
1464
1458
1463
1457
1333
1231
1140

866
1168
1165

666 657
666 657
659 650
1465 1463
1447 1445
1469 1466
1479 1476
1470 1467
1469 1466
1475 1476
1472 1473
1475 1476
1476 1477
1462 1469
1447 1454
1446 1449
1465 1471
1455 1460
1460 1464
1461 1466
1468 1471
688 679
1312 1321
1319 1325
1318 1324
1324 1330
1326 1332
1279 1279
1334 1334
1452 1453
1432 1438
1399 1401
594 579
1475 1476
1464 1463
1472 1470
1465 1461
1459 1455
1462 1462
1457 1455
1333 1334
1231 1229
1141 1139
877 864
1169 1167
1169 1164
(continued)

Total character differences

diagonal: Mean character differences

31

.64558
.65110
.65110
.69629
.73695
.64759
.72841
.69378
.64659
.65110
.71687
.65412
.66315
.73143
.73143
.66717
.66667
.63052
.63052
.62450
.63002
.63253
.62349
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32

.65010
.64508
.64357
.73293
.63454
.63906
.70934
.72741
.63554
.63604
.64910
.72841
.73143
.63554
.63604
.71185
.71386
.72540
.72490
.71837
.72490
.72339
.72239

33

.67470
.68825
.67671
.70281
.72490
.67922
.73896
.70131
.68223
.67721
.72590
.66717
.66215
.73042
.73092
.69076
.69277
.64357
.64357
.63956
.64307
.65060
.64056

OO OO OO ODODODOODOODODIODODOOOOOOoOo

34

.66817
.68624
.66717
.70382
.72139
.67219
.73695
.69478
.67369
.67118
.72239
.66968
.66867
.72239
.72189
.69327
.69428
.64910
.64910
.64659
.64859
.65311
.64759

O OO OO ODODODODODODOODODIODODOOOOOOoOo

35

.66817
.67671
.66767
.69880
.72540
.67219
.73845
.69177
.66968
.66918
.72038
.67068
.66516
.73193
.73042
.69378
.69578
.64809
.64809
.64709
.64759
.66064
.65161

OO OO OO ODODODODODOODODODODOOOOOOoOo

1086
1086
1089
1463
1455
1466
1453
1452
1447
1467
1467
1468
1471
1463
1453
1447
1487
1491
1499
1467
1485
1118
1395
1404
1406
1406
1414
1362
1363
1454
1431
1374
1049
1491
1482
1484
1485
1480
1498
1479
1389
1279
1267
1207
1268
1280

36

.71586
.72038
.71586
.71938
.73494
.71386
L71737
.71285
.71536
.71737
.73695
.72892
.73042
.72088
.72038
.73293
.73293
.33635
.33685
.32731
.33584
.49046
.33384

OO OO OO ODODODODODOODODIODODOOOOOOoOo

1196
1196
1197
1491
1486
1468
1470
1471
1466
1474
1472
1477
1480
1377
1382
1491
1443
1446
1448
1399
1463
1146
1417
1420
1423
1416
1431
1386
1350
1454
1407
1420
1175
1450
1487
1483
1488
1485
1505
1480
1448
1263
1150
1258
1271
1259

37

.71586
.72189
.71586
.72088
72741
.71536
.72088
.71988
.71436
.71486
.72942
.72289
.72641
.72139
.72189
.72892
.72942
.32430
.32480
.32129
.32480
.48394
.32078

O OO OO ODODODODOODOODODODODOOOOOOoOo

1476
1476
1475
1462
1473
1452
1451
1463
1455
1471
1473
1475
1474
1479
1479
1435
1460
1454
1470
1466
1437
1447
1435
1457
1455
1461
1463
1464
1448
1492
1484
1478
1492
1459
1478
1461
1469
1471
1483
1458
1461
1446
1473
1462
1479
1481

38

.T71737
.72038
.71687
.71536
72791
.71235
.71837
.71436
.71386
.71436
.73042
.71938
.72490
.71436
.71436
.72691
.72741
.32028
.32078
.31878
.32078
.47992
.31878

O OO OO ODODODODOODOODODIODODOOOOOOoOo

1292
1292
1277
1431
1427
1431
1441
1430
1436
1434
1432
1434
1427
1360
1342
1476
1408
1401
1383
1395
1407
1261
1353
1346
1352
1347
1355
1327
1321
1436
1366
1398
1301
1392
1446
1451
1450
1450
1427
1444
1348
1383
1332
1308
1330
1340

39

.70884
.72440
.70984
.71536
.72490
.70833
LT71737
.70833
.71185
.71235
.72841
.73243
.72641
.71536
.71637
.72440
.72490
.32831
.32882
.32279
.32781
.48594
.33082

O OO OO ODODODODODODOODODODODOOOOOOoOo

1471
1471
1470
1445
1430
1424
1431
1431
1433
1420
1416
1419
1414
1434
1436
1469

569

5717

568
1433
1435
1451
1433
1450
1451
1447
1459
1437
1444
1477
1476
1477
1448

629
1436
1439
1435
1430
1447
1427
1426
1333
1428
1470
1453
1441

40

.70884
.72440
.70984
.71536
.72490
.70833
LT71737
.70833
.71185
.71235
.72841
.73243
.72641
.71536
.71637
.72440
.72490
.32831
.32882
.32279
.32781
.48594
.33082

191



24
25
26
217
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

24
25
26
217
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

O OO OO oo

Pairwise

O J oUW N

Below
Above

O OO OO O oo

.62450
.62400
.67219
.67972
.72289
.58434
.71084

1433
1180
1190
1166
1243
1235
1238
1245
1245
1213
1481
1470
1461
1472
1467
1472
1463
1460
1457
1461
1342
1354
1424
1419
1415
1425
1352
1491
1212
1350
1343
1344
1342
1343
1167
1162
1398
1282
1318
1232
1443
1475
1477
1484
1482
1485
1481
1352
1374
1324
1252
1226
1246

distances between taxa

diagonal:
diagonal:

41

.72189
.72791
.72490
.72791
.73845
.72590
.73193
.72440

O O OO OO oo

O OO OO oo Oo

.72139
.72390
.73494
.74197
.72339
.74096
.72490
.71938

1476
1480
1472
1439
1441
1439
1443
1443
1431
1476
1471
1462
1466
1464
1465
1461
1458
1463
1459
1442
1437
1455
1416
1410
1415
1432
1462
1433
1421
1423
1418
1416
1426
1442
1242
1457
1472
1461
1428
1477
1450
1448
1450
1452
1451
1446
1414
1472
1425
1458
1454
1447

42

.73293
.72590
.73293
.72038
.72942
.72590
.74147
.73042

O OO OO OOo oo

O OO OO O oo

.64207
.64257
.70080
.70683
.73594
.30271
.69327
.59237
.74096

250

245
1295
1280
1280
1285
1285
1296
1445
1435
1437
1443
1435
1443
1432
1431
1437
1425
1371
1350
1467
1379
1383
1377
1385
1445
1290
1382
1378
1378
1375
1384
1345
1348
1470
1401
1405
1304
1395
1465
1462
1471
1473
1448
1455
1359
1388
1340
1334
1341
1347

43

.73193
.72942
.72841
.71888
.73293
.72892
.73896
.72540

OO OO OO OO oo

O OO OO OoOoo

44

.73745
.73444
.73544
.72892
.73745
.73544
.72691
.72590

O OO OO OoOoo

.64859 0.65261
.64960 0.65361
.69829 0.69980
.71034 0.70683
.73544 0.73544
.30773 0.30622
.69076 0.69779
.59739 0.58534
.74297 0.73896
.12550 0.12299
- 0.10793
215 -
1312 1301
1309 1286
1308 1291
1296 1283
1296 1283
1317 1294
1438 1438
1432 1438
1439 1445
1453 1455
1437 1443
1453 1455
1440 1441
1438 1439
1440 1440
1431 1428
1374 1393
1357 1376
1459 1460
1376 1392
1382 1388
1373 1388
1388 1387
1439 1436
1283 1285
1380 1355
1366 1356
1367 1351
1364 1346
1371 1355
1326 1337
1333 1352
1458 1458
1414 1414
1409 1401
1323 1306
1383 1394
1455 1461
1474 1466
1469 1471
1470 1474
1453 1453
1459 1458
1355 1356
1400 1394
1333 1332
1337 1329
1353 1346
1341 1336
continued)

Total character differences
Mean character differences

45

.73745
.72992
.73494
.71687
.74247
.73544
.73293
.72942

OO OO OO OOOOo oo

O OO OO O oo

.33735
.33283
.53865
.59689
.73444
.64056
.73896
.62400
.72239
.65010
.65863
.65311

213

217

244

244

674
1463
1457
1467
1460
1459
1460
1457
1459
1457
1465
1457
1448
1427
1463
1451
1451
1453
1466

697
1302
1297
1302
1308
1308
1247
1337
1448
1452
1404

668
1489
1458
1456
1458
1453
1457
1450
1330
1190
1139

873
1137
1145

46

.73092
.72590
.72892
.71737
.73845
.72490
.73092
.72390

O OO OO ODOOO OO oo

O OO OO OoOoo

.32580
.31978
.54116
.59940
.73845
.64458
.74598
.61998
.72339
.64257
.65713
.64558
.10693

65
208
208
682
1450
1453
1463
1458
1455
1457
1456
1456
1455
1463
1453
1446
1442
1476
1466
1472
1459
1470

682
1321
1316
1323
1324
1331
1238
1344
1442
1462
1383

653
1492
1469
1463
1454
1450
1462
1458
1339
1197
1150

856
1126
1146

47

.73394
.72942
.73243
.71888
.73845
.73243
.73444
.72590

OO OO ODODOOOOOO oo

O OO OO O oo

.32380
.31777
.54016
.59639
.73795
.64508
.74096
.62149
.72239
.64257
.65663
.64809
.10894
.03263

157

157

675
1454
1455
1459
1455
1452
1454
1453
1457
1456
1464
1454
1450
1435
1470
1464
1466
1463
1473

682
1311
1312
1321
1322
1327
1244
1348
1443
1460
1389

639
1481
1467
1467
1456
1451
1456
1450
1340
1187
1138

848
1136
1143

48

.73092
.72390
.72641
.72490
.73092
.72440
.73193
.72741

OO O OO ODODODOOO OO oo

O OO OO OoOoOo

.33434
.32982
.54518
.60040
.74096
.64859
.73845
.62500
.72440
.64508
.65060
.64408
.12249
.10442
.07882

682
1451
1449
1460
1447
1447
1447
1452
1456
1455
1465
1463
1464
1425
1476
1459
1460
1460
1461

676
1307
1311
1309
1317
1314
1239
1333
1440
1445
1387

642
1478
1485
1475
1469
1464
1472
1461
1340
1181
1131

864
1132
1132

49

.72992
.72239
.72440
.72641
.73243
.72490
.72992
.72791

OO OO OO ODODOOOOOO oo

O OO OO OoOoOo

.33434
.32982
.54518
.60040
.74096
.64859
.73845
.62500
.72440
.64508
.65060
.64408
.12249
.10442
.07882
.00000

682
1451
1449
1460
1447
1447
1447
1452
1456
1455
1465
1463
1464
1425
1476
1459
1460
1460
1461

676
1307
1311
1309
1317
1314
1239
1333
1440
1445
1387

642
1478
1485
1475
1469
1464
1472
1461
1340
1181
1131

864
1132
1132

50

.72741
.72239
.72339
.72841
.73193
.72289
.73394
.72289

192



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

34
35
36
37

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

34
35
36
37

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

OO OO OO ODODODODODOODODODODODODODODODODODODODOOOOO oo

.72590
.72390
.74247
.72540
.72540
.73042
.73193
.72490
.72540
.32229
.32279
.32380
.32229
.48896
.32731
.33082
.32631
.54669
.60090
.74046
.64106
.73795
.60894
.71837
.65060
.66114
.64960
.33835
.34237
.33886
.34237
.34237

1454
1459
1472
1454
1454
1451
1458
1456
1457
1455
1455
1443
1420
1465
1474
1464
1477
1476

711
1299
1314
1322
1324
1328
1251
1347
1431
1420
1401

639
1472
1484
1484
1485
1482
1481
1465
1351
1234
1154

888
1147
1149

loNeololeoleleolNeoNoNoNolololeoloNoNoNololoBoloNoNoloNolohoNo o NeoNoNoNe)

.73092
.73594
.74548
.72440
.71034
.68926
.68675
.74699
.74448
.73695
.73745
.73645
.73745
.74046
.73594
.73544
.73444
.73444
.74849
.73394
.71837
.72540
.74347
.74096
.72540
.72189
.72189
.73444
.72791
.72992
.72841
.72841
.72992

204
379
269
268
240
249
247
291
263
1479
1484
1358
1448
1470
1487
1487
1389
1436
1474
1468
1473
1469
1476
1414
1414
1464
1488
1456
1455
1416
668
673
706
701
914
729
1485
1474
1480
1469
1449
1486

[oleoleoleoleNeoNeoloNoNolololoNoNoNoNoBoloNooNoNololoBololo oo NoNoloNe)

.73143
.73494
. 74699
.72390
.70884
.68424
.68373
.74046
.73795
.72942
.72992
.72540
.72992
.73996
.72691
.72641
.72540
.73042
.74598
.73946
.71637
.71787
.73795
.73845
.72038
.71888
.72189
.73143
.72942
.73042
.72741
.72741
.73243
.10241

390
277
267
246
259
261
285
300
1461
1472
1337
1427
1432
1452
1491
1388
1437
1462
1469
1472
1467
1473
1437
1444
1458
1513
1465
1453
1418
681
680
710
705
906
728
1471
1469
1470
1454
1451
1474

OO OO OO ODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODOOOOOOO oo

.73896
.74046
.75703
.72088
.71235
.70633
.70482
.74699
.74448
.73946
.73896
.73394
.73896
.74347
.73745
.73745
.73594
.73594
.73695
.72892
.71837
.71486
.73343
.73394
.72139
.72239
.72540
.73645
.73444
.73243
.73293
.73293
.73896
.19026
.19578

243

296

238

248

246

286

259
1466
1481
1374
1467
1461
1472
1467
1377
1460
1481
1468
1474
1470
1473
1430
1435
1475
1498
1465
1464
1419

751

765

789

785
1008

824
1481
1478
1479
1443
1448
1469

[eNeoNeolololNeoleNeoNeoNoNolololololoNoNoNoBolololooNololoBololoNeo e NoNoNoNe)

.73745
.74498
.76205
.72691
.71235
.69528
.69378
.74247
.74046
.73946
.73896
.73394
.73896
.74448
.74247
.74247
.74096
.72942
.73795
.72841
.72339
.71837
.73896
.73594
.72440
.72942
.73042
.73293
.73193
.73042
.72641
.72641
.72992
.13504
.13906
.12199

150
35
158
158
199
207
1467
1478
1351
1457
1460
1474
1486
1381
1448
1469
1462
1465
1463
1464
1423
1440
1464
1498
1459
1472
1417
701
717
745
742
970
774
1503
1472
1477
1452
1453
1460

OO OO OO ODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODOODOODOOOOOoO

.72892
.73394
.75452
.72641
.71436
.69880
.69829
.73996
.73745
.73745
.73695
.73343
.73695
.75000
.73795
.73795
.73645
.72892
.73845
.73444
.71787
.71837
.73645
.73494
.72038
.72139
.72440
.73243
.73042
.72892
.72641
.72641
.72992
.13454
.13404
.14859
.07530

117

159

160

203

237
1473
1482
1342
1457
1464
1472
1488
1382
1438
1471
1469
1473
1472
1472
1405
1438
1465
1504
1461
1459
1414

730

738

772

769

987

798
1495
1455
1468
1460
1451
1473

OO O OO0 OO OODODODODODODODODODODODODODODODODOODODODODOOOOO OO

.73594
.74147
.75803
.72440
.71285
.69629
.69428
.74046
.73845
.73594
.73544
.72992
.73544
.74598
.73745
.73745
.73594
.72641
.73594
.73042
.72088
.71938
.73896
.73544
.72440
.72942
.73042
.73293
.73143
.72992
.72641
.72641
.72841
.12048
.12349
.11948
.01757
.05873

132

132

175

201
1462
1474
1351
1456
1464
1472
1488
1380
1447
1467
1461
1464
1463
1463
1416
1437
1467
1502
1459
1467
1415

701

716

743

740

967

772
1499
1472
1470
1453
1449
1461

loNeoleoloNeoNoNololNoleoleololoNoNololololoNoNoNoBololo oo NoNoNoNolo oo Neo o oo Ne)

.72942
.73444
.75100
.72339
.70884
.69327
.69177
.73896
.73645
.73946
.73996
.73343
.73996
.74498
.74247
.74046
.74096
.73645
.73996
.73845
.71988
.71285
.73444
.73343
.71888
.72289
.72339
.73143
.73092
.72942
.72892
.72892
.73193
.12500
.13002
.12450
.07932
.07982
.06627

13
80
101
1464
1479
1349
1446
1454
1464
1480
1384
1458
1464
1458
1463
1459
1462
1425
1435
1472
1505
1461
1466
1397
686
694
726
723
949
753
1487
1466
1472
1463
1453
1480

OO OO O OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODODOODODIODODOOOOO OO

.72992
.73494
.75201
.72540
.70833
.69378
.69227
.73845
.73594
.74096
.74046
.73494
.74046
.74398
.74096
.73896
.73946
.73645
.73896
.73946
.71888
.71084
.73293
.73193
.71837
.72189
.72239
.73243
.73092
.73143
.73092
.73092
.73092
.12400
.13102
.12349
.07932
.08032
.06627
.00653

67
92
1466
1480
1345
1445
1452
1461
1479
1383
1454
1466
1454
1459
1455
1460
1425
1432
1473
1505
1460
1465
1399
685
695
7217
724
949
754
1485
1464
1476
1462
1457
1480

[cNeoNeoleololNeoNoNoNolNololole o NoNoNoloBoNo oo NoNoNoloho oo NoNoloNolo oo e Neo oo Ne)

.72841
.73293
.75000
.72390
.70633
.69528
.69378
.73845
.73594
.74147
.74096
.73695
.74096
.74147
.74247
.74046
.74096
.73695
.74147
.74046
.71988
.71235
.73143
.73444
.72139
.72289
.72289
.73143
.73042
.73092
.73042
.73042
.73143
.14608
.14307
.14357
.09990
.10191
.08785
.04016
.03363

127
1469
1488
1346
1448
1447
1459
1474
1383
1460
1474
1467
1472
1468
1473
1424
1432
1480
1509
1473
1465
1399

709

721

754

751

968

776
1497
1463
1478
1460
1457
1478

193



Pairwise

O ~J oUW

AN T TG AU UTGO A BB EEDSELEEDNEWOWWWWWWWWRNNNNONNONRONONNEF PR e e
COINTDEWNFRPOWOWOIANEWNRPOOWOJIANTEWNFROWOW®DJNTEWNRFLOWO-JOUEWNROWOWJU &S WN P O W

Below
Above

01
02
03
04
05

07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
217
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

eNolNeoleololNeoleoNeoNeoNoNololololooNeoloNoNololoNoNoNololoBolo o oo NoloNoBolo oo o NoNoBoNoloNeo o NoNoNe)

distances between taxa

diagonal:
diagonal:

51

.73243
.72339
.72942
.72440
.72992
.72490
.73193
.72490
.72942
.73394
.75000
.72440
.70482
.69177
.69076
.73946
.73695
.74347
.74297
.73845
.74297
.74046
.74297
.74096
.74147
.73845
.74297
.73996
.71637
.70984
.73343
.73243
.71536
.71837
.71687
.73544
.73444
.73494
.73544
.73544
.73042
.13203
.15060
.13002
.10392
.11898
.10090
.05070
.04618
.06376

1470
1481
1347
1445
1457
1470
1466
1377
1461
1466
1456
1460
1459
1461
1427
1431
1474
1500

olNeoleoleoleoleolNeoNoNoNoNololeoloNeoNoNoloBoNolooNoNoNoBolo oo NoNeo o NoBoloBo oo NeoNoNoBolo oo NoNoNoNoBoNe)

52

.55522
.56175
.55321
.68624
.70984
.56426
.71586
.69629
.55622
.55622
.63855
.56878
.57129
.69177
.68926
.32129
.32480
.72791
.72841
.72791
.72892
.70382
.73645
.73394
.73745
.73444
.69127
.74247
.68273
.71988
.67369
.72390
.68825
.68976
.69930
.73143
.72942
.72992
.73444
.73444
.73042
.74247
.73343
.73594
.73645
.73946
.73394
.73494
.73594
.73745
.73795

169
1449
1407
1412
1418

617
1481
1466
1342
1347
1351
1339
1355
1423
1411
1520
1447

loleoleoleoleoNeoNeoNoNoNolololoNoNoNoNololoNohoNoNooBololooNoNoNololoBoNoBoNeoNoNoloBo oo o NeoNoNoBo oo e Nal

53

.55873
.56124
.55823
.68725
.70432
.55823
.72038
.69277
.55171
.55522
.63454
.56576
.56677
.69177
.68926
.32731
.33082
.72641
.72691
.72791
.72741
.71034
.72892
.72641
.72992
.72942
.69378
.74247
.67369
.72088
.67972
.72139
67771
.68122
.69076
.72691
.72590
.72791
.73494
.73494
.72440
.74498
.73896
.74347
.74197
.74398
.73996
.74247
.74297
.74699
.74347
.08484

1454
1406
1412
1413

623
1483
1453
1344
1341
1338
1330
1342
1401
1412
1509
1444

[eNeoNeololololeoleolNeoNolNolololo oo o NoNoloBoNo oo NeoBoNololo oo oo NoNoBololo oo NeoloNoBoNo oo o NoNoNoBoNe)

54

.71787
.71637
LT71737
.73444
.73243
.72038
.74096
.73896
.72189
.71586
.72691
.72440
.72741
.65713
.65462
.73293
.73343
.72590
.72590
.73394
.72540
.73042
.72641
.72590
.72741
.72641
.74849
.72038
.74096
.73745
.71486
.73042
.73645
.73243
.73293
.71637
.72390
.72038
.71536
.71536
.71285
.68173
.67118
.68976
.67821
.67369
.67821
.67721
.67520
.67570
.67620
72741
.72992

1458
1457
1460
1458
1463
1459
1456
1462
1457
1457
1463
1454
1438
1454
1441

O OO OO OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODOODODODODODODODOODODODOOOOOOo

(continued)

Total character differences
Mean character differences

55

.71988
.71084
.71386
.71436
.73092
.70884
.71436
.72440
.71185
.70733
.72691
.71888
.72540
.73946
.73946
.70331
.70532
.72841
.72841
.73092
.72841
.73444
.73795
.73544
.73845
.74649
.72440
.73293
.70683
.28564
.71235
.71084
.69227
.69076
.69880
.73444
.74096
.73795
.74096
.74096
.73544
.72691
.71637
.73645
.73143
.73143
.73092
.72590
.72540
.72691
.72540
.70633
.70582
.73193

211

185
1410
1447
1461
1439
1449
1454
1454
1465
1445
1437
1476
1493

56

.71285
.70331
.70934
.71837
.72841
.70131
.71787
.72339
.70331
.69980
.72339
.72088
.72390
.73645
.73594
.70432
.70633
.73896
.73896
.73092
.73896
.74147
.73193
.73042
.73293
.74849
.72590
.72992
.70331
.28966
.71034
.70783
.69428
.69378
.69679
.72841
.73594
.73494
.73243
.73243
.73996
.73795
.71888
.73343
.73293
.73494
.73494
.72992
.72892
.72641
.73143
.70884
.70884
.73143
.10592

170
1401
1457
1453
1445
1467
1466
1466
1475
1436
1434
1485
1471

[oNeoleoleoleoNeolNeloNololololeo o NeoloNoNoNoNo oo NeoloNoBoloBo oo NoNoloBoloho oo NoloBNoBol oo Neo o NoNoloNo oo Neo NeoNeo Ne)

57

LT71737
.71335
.71436
.72390
.73193
.70683
.71335
.73042
.71034
.70582
.72440
.72641
.72691
.73845
.73896
.70231
.70432
.73394
.73394
.73494
.73394
.73896
.73444
.73293
.73494
.75251
.72691
.73795
.69428
.28514
.71536
.71034
.69127
.68926
.69679
.72841
.73896
.73594
.73293
.73293
.73494
.74649
.72892
.73896
.73996
.73896
.73896
.73494
.73343
.73243
.73795
.71185
.70934
.73293
.09287
.08534

1402
1449
1452
1440
1453
1460
1460
1469
1440
1435
1461
1485

ol eoNeoloNoNoNoloNolNeo oo NoNoloBoNo o NoNeoNoNoloNololo oo NoNoBolo oo oo NoNoNolo oo oo oo o oo oo NoNoBoBoNe)

58

.55823
.56576
.55974
.68725
.70482
.56627
.71637
.69127
.56526
.56325
.63805
.57279
.56727
.70331
.70231
.29970
.30271
.72590
.72641
.73092
.72590
.71586
.73444
.73343
.73594
.73645
.70231
.73594
.70030
.71938
.67871
.71888
.69528
.69679
.69629
.72942
.73243
.73444
.73293
.73293
.74147
.74649
.74849
.73645
.74598
.74699
.74699
.74297
.74247
.73996
.73594
.30974
.31275
.73193
.70783
.70331
.70382

1461
1481
1368
1384
1386
1382
1393
1415
1434
1467
1424

[eNeoNeoNoleolNeoleoNeolNeNoNololo oo o NoNoNoNoBoBo oo NeoNoNoNoNoBoNeoNoNoloBoBolo oo o NoloBoNol oo NeoNeoNoNoNo oo Ne o NoNoNe)

59

.75452
.76054
.75151
.73795
.74749
.75703
.73394
.72440
.75602
.75351
.75151
.73594
.73143
.72540
.72590
.73946
.73996
.74649
.74649
.74046
.74649
.74147
.73695
.73695
.73845
.74548
.73444
.72139
.70633
.72038
.74849
.73394
.72540
.72239
.72088
.73594
.73795
.73946
.73343
.73343
.74096
.69729
.69679
.69127
.69327
.69378
.69277
.69478
.69428
.69428
.69127
.74347
.74448
.73444
.72641
.73143
72741
.73343

1486
1449
1452
1447
1453
1444
1477
1474
1450
1445

[cNeoNeoleoleolNeole ool oo leololNeoNoNoloBoNo o oo NoNoloBoNolo o NeoBoNoBoloBo o oo NoNoBoloBo oo NeoNoNoBo oo oo NoNoNoBo N e

60

.72892
.73143
.73243
.71335
.73143
.72892
.71888
.71988
.72942
.72540
.73946
.73193
.72390
.72791
.72942
.72841
.73042
.34940
.34990
.34890
.34890
.48594
.34187
.34538
.34086
.56124
.57530
.72641
.63303
.72841
.60843
.71938
.64759
.64408
.64508
.34990
.34237
.34237
.33936
.33936
.35693
.72088
.72139
.73293
.72691
.72189
.72641
.73193
.72992
.73293
.73343
.73594
.72942
.73243
.73343
.72942
.72892
.74347
.74598

1313
1317
1320
1315
1326
1262
1346
1466
1462

194



70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

Pairwise

0 J o Ul wN

QL U1 OO U s DD DD D DD DWWWWWWWwWWwWwWNNNNNNNNNNMNMNNMMNNMNNNRERRERERRRERRERRE
B WNRFRPOWWOW-JOUd WNEFEOWOW-JOHNUIPd WNEFEFOWOJOHNUDdWNRE OWOWJO U WNEFE O W

Below
Above

01
02

04
05
06
07

09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

50
51
52
53
54

el eoleoleoloNeoNeNoNoNolololoNoNoNoNololooNeoNooloNololooNoNoNoloBoNolo o oo NoloNoBo o NoNeoNoNoNo oo o e Ne NeJ

1466
1474
1397
691
697
733
728
954
754
1485
1476
1472
1457
1456
1475

distances between taxa

diagonal:

1473
1459
1421
1470
1470
1460
1463
1454
1462
1362
1444
1275
1446
1308
1337

1466
1446
1434
1476
1478
1466
1468
1461
1460
1355
1435
1271
1442
1314
1336

1419 1481
1425 1470
1504 634
1368 1453
1361 1441
1373 1437
1377 1434
1374 1419
1358 1420
1471 1444
1455 1344
1448 1442
1446 1465
1413 1453
1417 1443
(continued)

Total character differences

diagonal: Mean character differences

61

.64659
.63805
.64106
.66616
.69076
.64207
.73795
.63253
.63755
.64006
.70181
.63956
.62701
.70181
.70281
.68323
.68624
.66165
.66165
.65512
.66114
.69679
.66064
.65863
.66315
.70030
.71135
.72038
.67922
.71938
67771
.71335
.69378
.69277
.68022
.65361
.66315
.65813
.65612
.65612
. 65211
.73996
.73394
.74347
.73745
.73845
.73645
.73494
.73594
.73996
.73594
.67369
.67470
.73092

ol eoleoleoloNeolNeNoNolNolololoNoNoNoNolololoNeoNoNoloBoloho oo NoNoloBoNolo o oo NoloNoBo oo NeoNoNoNo oo o e Neo No}

62

.64307
.65010
.63956
.66867
.69679
.64960
.72641
.63906
.64257
.64558
.70633
.64157
.62851
.69478
.69729
.69528
.69779
.66717
.66717
.66215
.66767
.70030
.66265
.66215
.66516
.70482
.71285
.73143
.67570
.72791
.67420
.71436
.69177
.68574
.68072
.65110
.66064
.65863
.65813
.65813
.65964
.73695
.73745
.73695
.73394
.73745
.73343
.73193
.72992
.73645
.73092
.67620
.67319
.73394

63

.64307
.64809
.63755
.66918
.69779
.64709
.73193
.63604
.64106
.64408
.70783
.64106
.63002
.69428
.69578
.69829
.70080
.66717
.66717
.66064
.66767
.69880
.66215
.66165
.66466
.70582
.71436
.73042
.67871
.72841
.67470
.71185
.69177
.68624
.67821
.65361
.66416
.66315
.65713
.65713
.66365
.73946
.73896
.73996
.73544
.73946
.73494
.73444
.73243
.73896
.73293
.67821
.67169
.73143

ol eoleoleoleoNeolNeNoNolNolololo o NeoNoNolololoNeoNoNoloNolohooNoNoNoloNoNolo o oo NoloNoBo oo NeoNoNoBo oo o e Neo Ne}

64

.64257
.65010
.63755
.67118
.69980
.64859
.73042
.63353
.64257
.64558
.70884
.64157
.62902
.69478
.69528
.69177
.69428
.67068
.67068
.66365
.67118
.70030
.66516
.66466
.66767
.70582
.71084
.73343
.67620
.72641
.67369
.71084
.69026
.68474
.67570
.65663
.66466
.66365
.66114
.66114
.66466
.73745
.73645
.73795
.73444
.73896
.73444
.73243
.73042
.73695
.73243
.67219
.66767
.73143

el eoleoleoloNeolNeoNoNoNolololoNoNoNoNololoNoNeoNoNoloBoloho oo NoNoloBoNolo o oo NoloNoBo oo NeoNoNoBo oo oo Neo NeJ

65

.64759
.65060
.64257
.66918
.69679
.65161
.73745
.64056
.64558
.64859
.70683
.64408
.63052
.69779
.69930
.69629
.69880
.67219
.67219
.66516
.67269
.70382
.66616
.66566
.66867
.70984
.71837
.73444
.68022
.73243
.67420
.71586
.69478
.68825
.68022
.65663
.66817
.66616
.65964
.65964
.66667
.74096
.73946
.73946
.73494
.73896
.73444
.73394
.73293
.73946
.73343
.68022
.67369
.73444

1489
1452

639
1459
1449
1451
1452
1425
1431
1452
1330
1449
1451
1454
1448

66

.68876
.69327
.69026
.70080
L71737
.68574
.72942
.69127
.68624
.68725
.72942
.67922
.68675
.72590
.72189
.71637
.71586
.64106
.64106
.64006
.64106
.68474
.64106
.64207
.64207
.68373
.69578
.73494
.66616
.72139
.58584
.72390
.67520
.66566
.67118
.62600
.62149
.62450
.62199
.62199
.62801
.70984
.72139
.71787
.71436
.70532
.71084
.71536
.71536
.71486
.71637
.71436
.70331
.72992

ol eoleoleoleoNeoNeNoNoNolololoNoNeoNoNololooNeoNoNoloNolohooNoNoNoloBoNolo oo NoNoloNoBo oo NeoNoNoBo oo o e Neo Ne}

1486
1457

629
1457
1448
1442
1443
1428
1438
1453
1329
1437
1451
1466
1449

67

.61898
.61898
.61898
.70030
.65813
.61948
.72641
.70432
.62299
.62098
.67169
.67922
.67169
.67871
67771
.70984
.71034
.66817
.66817
.67319
.66767
.68574
.66867
.66968
.66968
.68424
67771
.72691
.66315
.72490
.58333
.62349
.67671
.66918
.67871
.67118
.67470
.67671
.66918
.66918
.67620
.70984
.72490
.72038
.72289
.72189
.72139
.72038
.71888
.71888
.71837
.70833
.70884
.72189

el eoleoleoleoNeolNeNoNolNo oo oo NeoNoNololooNeoNoNoloNoloho oo NoNoloNoNoNo oo NoNoloBoBo oo NeoNoNoBo oo o e Neo NeJ

1461
1459
1407
1444
1454
1449
1452
1443
1440
1384
1442
1304
1466
1325
1335

68

.74849
.73996
.74398
.74699
.74448
.74147
.74448
.74649
.73845
.73594
.74649
.73996
.74297
.73594
.73645
.73946
.73845
.72741
.72741
.72038
.72691
.72992
.72841
.72892
.72942
.72992
.72992
.74900
.72088
.74147
.70181
.73143
.73795
.73193
.73193
.72691
.72390
.72440
.72289
.72289
.71837
.73494
.73193
.74046
.73494
.73544
.73645
.73896
.73946
.74297
.73996
.76305
.75753
.72992

1482
1476
1438
1388
1380
1411
1404
1436
1425
1467
1425
1456
1453
1468
1467

69

.71938
.71938
.72239
.72540
.74699
.72691
.75853
.71888
.73092
.72791
.75301
.70783
.70131
.75050
.74749
.72892
.72841
.73042
.73042
.73042
.72992
.72339
.72088
.71888
.72189
.71837
.70633
.74498
.68574
.74096
.64357
.73896
.70331
.70984
.70984
.72892
.73394
.73293
.72540
.72540
.71285
.74699
.75954
.75201
.75201
.75502
.75402
.75552
.75552
.75753
.75301
.72641
.72490
.72339

[eNeoleoleoleoNeolNeNoNolNolololoNeoNeoNoNoNolo oo NoNoloNolohooNoNoNoloBoNolo o oo NoloNoBo o NoNoNoNoNoNo oo o Neo Ne}

1398

667
1465
1456
1459
1460
1457
1468
1461
1338
1097
1162

853
1176
1153

70

.71135
.72440
.71235
.73042
.74147
.71386
72741
.72641
.71436
.71335
.75602
.71235
.71586
.73143
.72892
.74147
.74197
.70231
.70231
.70231
.70181
.70331
.70281
.70231
.70331
.68976
.71285
.74197
.70181
.74147
.66165
.73343
.70532
.70733
.70331
.70482
.69428
.69729
.69629
.69629
.70331
.73092
.73544
.73544
.73243
.73343
.73243
.73343
.73293
.73946
.73594
.73946
.73594
.71235

195



55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

O O OO oo

Pairwise

O J oUW N

WWWWWWWwWwWwWNDNDNDNNNNMNMNNMNNMNNMNNNRERERRERERRERRRRE
OO JoOUud WNRFP OWWTJIOU P WNE OWOOWJo) U WN O

Below
Above

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
217
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

loNeoleoleoleoNeoleoloNoNolololoNeoNoBoNololooNoNoNoloBolohoNoNoNoNoloBololo o NeoNeo Ne)

.72239
.72540
.72289
.68675
.72741
.65914

243

241

247

255
1333
1351
1493
1402
1410
1337
1431
1486
1477
1479
1476
1478
1489

602
1427
1427
1352
1411
1432

distances between taxa

diagonal:

O OO OO oo

.72741
.73645
.72942
.69478
.72892
.66114
.12199

44
52
64
1317
1347
1494
1413
1412
1330
1447
1486
1475
1473
1470
1476
1492
590
1410
1415
1340
1401
1429

O O OO OO oo

.72992
.73594
.73293
.69578
.72641
.66265
.12098
.02209

38
24
1319
1340
1495
1401
1412
1329
1450
1483
1472
1474
1471
1475
1492
594
1414
1430
1340
1405
1429

O OO OO OoOOo oo

.72992 0.73544
.73594 0.74046
.73293 0.73745
.69378 0.69930
.72942 0.72490
.66014 0.66566
.12400 0.12801
.02610 0.03213
.01908 0.01205
- 0.02510
50 -
1318 1317
1340 1338
1489 1495
1399 1400
1413 1416
1329 1333
1447 1454
1485 1476
1476 1467
1476 1473
1473 1471
1478 1476
1492 1494
599 598
1413 1421
1428 1436
1342 1343
1403 1407
1428 1433
(continued)

Total character differences

diagonal: Mean character differences

71

71737
.72289
.71536
.72590
.72942
.71486
.71185
.72038
71737
.71285
.73745
.72841
.72440
.72841
.72741
.72038
.72088
.29317
.29267
.28464
.29317
.47088
.29217
.29819
.29066
.52661
.58986
.74900
.65311
.72691
.61847
.71687
.65462
.66416
.65562
.33534
.32781
.32078
.32229

loleoleoleoleoNeoleoloNoNeolololoNeoNoBoNololooNoNoNoloBoloho oo NoNoloBo oo o NeoNeo Ne)

72

.71938
.71586
.71888
.71285
.74799
.72289
.71687
.73193
.71888
.72239
.74096
.71586
.71687
.74096
.74096
LT71737
.71988
.73293
.73293
.74046
.73293
.72590
.74046
.74046
.74096
.74849
.72791
.73243
.69880
.31576
.72440
.74147
.70030
.69428
.69980
.74749
.74900
.74347
.74197

O OO OO OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODOODODODODOOOOOOOo

73

.73293
.75954
.73343
.70934
.73996
.73092
.72540
.72841
.73143
.73845
.74598
.72892
.71938
.68624
.68424
.73394
.73092
.74950
.74900
.74197
.74900
.74548
.73494
.73494
.73444
.74398
.74649
.74197
.72590
.72088
.74046
.72791
.73544
.73042
.73343
.73193
.73745
.73645
.74548

loNeoleoleoleoNeoleoloNoNeolololoNeoNoBoNoNololoNoNoNoloBolohoNoNoNoNoloBoNo oo NeoNeo Ne)

74

.74046
.74950
.73996
.71335
.73645
.73695
.73092
.73795
.73544
.74046
.74297
.72590
.73042
.68825
.68825
.73645
.73343
.75000
.75050
.74197
.75050
.74799
.73896
.73896
.73795
.74498
.74448
.73343
.72841
.72239
.74147
.72691
.73394
.73996
.73594
.73092
.73444
.73645
.74046

loNeoleoleoleoNeoleoloNoNeolololoNeoNoBoNoNolooNoNoNoloBolohoNoNoNoNoloBo oo o NeoNeo Ne)

75

.73745
.75351
.74046
.71235
.74046
.73494
.72892
.72942
.73645
.74247
.74197
.72791
.72239
.68725
.68775
.73092
72791
.74347
.74398
.73946
.74398
.74649
.73494
.73544
.73343
.74548
.74699
.73745
.72791
.72038
.74498
.72791
.73845
.73745
.73845
.73193
.72992
.73092
.73745

O OO OO OOOOo oo

loNeoleoleoleoNeoleoloNoNolololoNeoNoBNoNololoNoNoNoNoloBololoNoNoNoNoloBo oo o NeoNeo Ne)

.72540
.72088
.72289
.71034
.74147
.63353
.66918
.66114
.66215
.66165
.66114

934
1360
1256
1260
1273
1448
1456
1439
1450
1448
1442
1448
1313
1276
1369
1288
1376
1317

76

.73695
.75151
.73946
.71285
.74046
.73544
.72942
.73092
.73594
.74197
.74147
.72540
.72339
.68675
.68725
.73293
.72992
.74247
.74297
.73695
.74297
.74699
.73193
.73243
.73042
.74297
.74548
.73845
.72791
.71787
.74398
.72892
.73946
.73795
.73996
.72942
.72791
.72841
.73494

OO OO OO OOOOo oo

O OO OO OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODOOOOOOOo

.72139
.71988
.72038
.71988
.73996
.67570
.67821
.67620
.67269
.67269
.67169
.46888

1353
1273
1265
1351
1480
1457
1437
1454
1454
1451
1454
1336
1356
1338
1367
1375
1394

77

.73544
.74398
.73695
.73293
.72641
.72540
.72691
.72139
.72841
.72942
.72892
.73092
.72590
.69980
.69930
.73594
.73293
.74046
.74046
.73243
.73996
.74096
.73444
.73394
.73394
.75201
.75552
.74448
.71637
.72641
.74548
.72841
.72691
.72942
.72942
.73143
.73394
.73092
.73896

O OO OO ODOOO OO oo

loNeoleoleoleoNeoleoloNoNeolololoNeoNoNoNoNoloNoNoNoBoloBoloho oo NoNoloBoNolo o NeoNeo Ne)

.74096
.74548
.73343
.73645
.72791
.73594
.74950
.75000
.75050
.74749
.75050
.68273
.67922

1226
1321
1459
1482
1494
1491
1486
1484
1456
1477
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ANEXO 5 — Arvore filogenética

Figura 35 - Arvore obtida sob condi¢Bes de méaxima verossimilhanca, a partir da analise das amostras
sequenciadas, com as referéncias para os 28 sorotipos do VLA foi construida utilizado como critério de
otimizacdo nas analises filogénicas, 0 modelo matematico evolutivo de substituicdo de nucleotideo Tamura-Nei
+ | + G, onde os parametros de subsituticdo foram: InL = -121016.0938, valor de | = 0,0040, valor de G =
1,7278 com “bootstrap” de 1000 réplicas. Somente valores acima de 60% foram aceitos.
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