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RESUMO

Os cervideos neotropicais sdo pouco estudados, particularmente
as espécies pertencentes ao género Mazama, em razdo da
dificuldade de acesso aos animais silvestres e suas amostras. O
status de conservacdo da espécie Mazama nana ndo estd bem
definido. As principais ameacas a esses animais sdo a caca
ilegal, a destruigdo de seu habitat e a proximidade a animais
domeésticos, que podem introduzir doencas comuns em
populagdes de ruminantes silvestres. Dentre as doencas
importantes em cervideos, as sindromes hemorragicas sdo muito
frequentes e levam a um alto indice de morbidade e mortalidade.
As doencas que provocam sinais e quadro de hemorragia
generalizada em cervideos sdo conhecidas pelo nome genérico
de doencas hemorrégicas, e sao trés 0s agentes virais
reconhecidos atualmente: um adenovirus (virus da doenca
hemorragica por adenovirus) e dois orbivirus, (o virus da lingua
azul BTV e o virus da doenca epizodtica hemorragica EHDV).
O Refugio Bioldgico Bela Vista da Itaipu Binacional vem
reproduzindo com sucesso a espécie Mazama nana desde 1990,
conhecida popularmente como veado-bororo-do-sul, porém,
fazendo uma revisdo histdrica, percebe-se que desde que a
criacdo foi iniciada, ocorreram mortes de cervideos com sinais
compativeis com as doengas hemorragicas. Entretanto, o agente
etioldgico nunca foi identificado. O presente projeto teve por
objetivo identificar o agente viral que tem causado a doenca
hemorragica no plantel de veados-bororé-do-sul do Reflgio
Biologico Bela Vista, situado no municipio de Foz do Iguacu,
Parana. Foram avaliadas amostras obtidas por meio de



necropsia, incluindo fragmentos de figado, coracdo, linfonodos
e esdfago, além de amostras de sangue de 32 animais vivos para
a pesquisa de material genético viral pelo teste de RT-PCR em
tempo real para o virus da lingua azul e semi-nested RT-PCR
para o virus da doenca epizootica hemorragica, além de PCR
convencional para o adenovirus de cervideos. A técnica de
IDGA foi utilizada para a pesquisa de anticorpos contra o virus
da lingua azul. Quatro amostras, provenientes de animais que
vieram a Obito com sinais de doenca hemorragica, foram
positivas para o teste de RTg-PCR contra lingua azul (BTV), e
a partir desse material foi possivel isolar e sorotipificar o virus.
Ao final do estudo, foram identificados trés sorotipos até entéo
desconhecidos em territorio brasileiro, o BTV3, BTV14 e
BTV18. A prevaléncia de animais soropositivos para BTV foi
de 3,12%. Todos os testes de semi-nested RT-PCR para o virus
da doenca epizodtica hemorragica (EHDV) e de PCR
convencional para adenovirus tiveram resultados negativos.
Com este estudo foi possivel determinar que o BTV é o agente
causador da doenca hemorragica no plantel de veados-bororos-
do-sul do Reflgio Bioldgico Bela Vista e que pelo menos trés
sorotipos estdo envolvidos na epidemiologia da doenca.
Palavras chave: cervideos; orbiviroses; adenovirus; testes
moleculares.



ABSTRACT

Neotropical deer are poorly studied species, particularly those
belonging to the genus Mazama because of the access difficulty
to these animals. The conservation status of Mazama nana is not
well known and their main threats are poaching, habitat
destruction and exposure to domestic animal diseases. Among
the important diseases in cervids, haemorrhagic syndromes are
very common and lead to a high rate of morbidity and mortality.
Diseases leading to signs of widespread bleeding are known as
haemorrhagic diseases and in deer, there are three causative viral
agents currently recognized: an adenovirus (Adenoviral
haemorrhagic disease virus) and two orbiviruses (Bluetongue
disease virus, BTV, and Epizootic haemorrhagic disease virus,
EHDV). The Bela Vista Biological Refuge of Itaipu Binacional
has been successfully reproducing the species Mazama nana,
popularly known as the brazilian dwarf brocket deer, since 1990.
While the death of animals with compatible signs with bleeding
disorders has been occurring ever since, the etiological agent has
not yet been identified. Thus, this project aimed to identify the
viral agent that has been causing haemorrhagic disease in the
herd of Brazilian dwarf brocket deer from the Bela Vista
Biological Refuge. Therefore, we evaluated autopsy samples,
including liver, heart, lymph nodes and esophagus as well blood
from 32 live animals in the search for viral genetic material,
using namely the RT-PCR test for BTV, semi-nested RT-PCR
for EHDV and the conventional PCR for adenovirus. In addition,
we applied the Agar Gel Immunodiffusion technique (AGID) for
detecting antibodies against BTV. Four samples, belonging from
animals that died with haemorrhagic disease signs, were positive
for RT-PCR test against BTV, and from this material, it was
possible to isolate and serotype the virus. At the end of the study,
we identified three serotypes thus far unknown in Brazil, the
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BTV3, BTV14 and BTV18 plus a serotype not yet identified.
The prevalence of seropositive animals to BTV was 3.12%. All
semi-nested RT-PCR tests for EHDV and conventional PCR for
AHDV had negative results. Therefore, we concluded that the
BTV is the causative agent of the haemorrhagic disease of the
brazilian dwarf brocket deers from the Bela Vista Biological
Refuge and at least three serotypes are involved in the
epidemiology of the disease

Keywords: deer; Oorbivirus; adenovirus; molecular tests.
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INTRODUCAO

O Brasil é o pais que detém a maior diversidade de
cervideos do mundo, com oito espécies atualmente
reconhecidas, mas com outras que poderdo ser identificadas nos
proximos anos (PLANO NACIONAL PARA A
CONSERVACAO DOS CERVIDEOS AMEACADOS DE
EXTINCAO, 2012). Os cervideos neotropicais ainda s&o pouco
estudados quanto a sua taxonomia, especialmente o género
Mazama. Essa falta de estudos deve-se a dificuldade de acesso
aos animais que vivem, em sua maioria, em florestas (DUARTE,
2007).

Programas de manutencdo, reproducdo e pesquisa de
espécies silvestres ameacadas tém sido implantados no pais, o
gue demonstra a importancia de acBGes coordenadas na
conservacao da biodiversidade. A criacdo de cervideos no Brasil
tem sido pouco desenvolvida até o momento, tanto com
objetivos de conservacdo como comerciais. Isso se deve
principalmente as dificuldades de manutencdo desses animais
em cativeiro, sendo comum mortes frequentes e baixa eficiéncia
reprodutiva (GASPARINI; DUARTE; NUNES, 1997).

Um fator importante na reducéo de populagdes pequenas
de cervideos sdo as doencas transmitidas por bovinos. Inimeras
doencas virais e bacterianas comuns ao bovino domeéstico
afetam os cervideos. Entretanto, poucas pesquisas nesse campo
tém sido feitas para se determinar quais doencas e em que
extensdo  afetam as populagbes de cervideos silvestres
(PINDER; LEEUWENBERG, 1997; CHATZOPOULOS et al.,
2015).



22

As doencas hemorragicas, tais como a doenca da lingua
azul (LA) doenca epizodtica hemorragica (DEH) e doenca
hemorragica por adenovirus, tornaram-se preocupantes para 0s
trabalhos de manejo e conservacdo de cervideos brasileiros.
Vaérias populacdes tém sido acometidas por essas enfermidades,
que se apresentam de forma sazonal, podendo atingir
aproximadamente 40% dos animais em um rebanho e podendo
levar os animais a oObito (WERTER; KAWANAMI, 2014).
Grande parte do territorio brasileiro estd em zona epidémica para
0 BTV (bluetongue virus), que oferece condi¢des climéticas
adequadas para o desenvolvimento do vetor. Varios
levantamentos, incluindo diferentes espécies de ruminantes
domésticos, tém evidenciado sorologia positiva para o BTV em
diversos estados brasileiros (TOMICH et al., 2009). A doenca
da lingua azul e a doenca epizoGtica hemorragica sao
consideradas de  notificagdo  obrigatéria  (OFFICES
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014).

O Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional
(CASIB) vem reproduzindo com sucesso cervideos da espécie
Mazama nana, conhecido popularmente como veado-bororé-
do-sul, ou veado-de-méo-curta. Apesar do sucesso reprodutivo,
varios animais vieram a 6bito, ao longo de anos de criagdo, com
sinais de doencas hemorragicas (PAN CERVIDEOS, 2012). A
espécie Mazama nana ndo € a Unica acometia por essa doenca
no Refugio Bioldgico Bela Vista. Desde sua criacdo, em 1988,
diversos espécimes de cervideos apresentaram sinais clinicos e
lesGes compativeis com uma sindrome hemorragica, incluindo
animais das espécies Mazama gouazoubira, Mazama
nemorivaga e Blastocerus dicothomus. Mesmo com a perda
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eventual, mas periddica, de animais, 0 agente etiol6gico nédo
havia sido determinado.

Na literatura ja foram citadas algumas doencas
hemorragicas que acometem cervideos, como a lingua azul e a
doenca epizoGtica hemorragica, ambas causadas por orbivirus.
Outra enfermidade chamada doenca hemorrégica por adenovirus
foi descrita por Woods et al. acometendo veados-da-cauda-preta
(Odocoileus hemionus) na Califérnia e causando a morte de
centenas de animais (WERTER; KAWANAMI, 2014). O
aspecto macro e microscopico das lesGes provocadas por essa
doenca sdo semelhantes as encontradas na doenca epizooGtica
hemorragica e lingua azul (WOODS et al., 1996).

Esse trabalho teve como objetivo pesquisar a exposicao
de cervideos a virus causadores de doencas hemorrégicas
(doenca epizoodtica hemorragica, lingua azul, e doenca
hemorragica por adenovirus) e identificar o agente viral que
causador da morte de cervideos no Refugio Bioldgico Bela Vista
da Itaipu Binacional, durante o ano de 2014 por meio de testes
soroldgicos, testes moleculares e isolamento viral a partir de
amostras de necropsia e de sangue.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O VEADO-DE-MAO-CURTA (Mazama nana)

O veado-de mao curta (Mazama nana) é, provavelmente,
0 cervideo brasileiro mais desconhecido pela ciéncia, e as
poucas informacdes que se tém da espécie, sdo sua distribuicao,
taxonomia e genética (DUARTE; REIS, 2012).

E uma espécie de pequeno porte, dificilmente excedendo
15 kg e 45 cm de altura (DUARTE, 2014). Sabe-se que as
populacdes de M. nana podem ser encontradas nas florestas de
Mata Atlantica do interior, desde o norte do estado do Parana ao
centro do Rio Grande do Sul, adentrando o territorio do Paraguai
e Argentina. O ambiente que ocupava, em sua maioria, deu lugar
a agropecudria, 0 que causou o declinio abrupto no nimero de
individuos da espécie (DUARTE, 1996). N&o existem estudos
sobre a atual distribui¢do da espécie, mas € certo que passou por
uma grande reducdo devido a exploracdo da araucéria
(Araucaria sp) e pela expansdo das areas agricolas. Se
considerada a distribui¢do do habitat natural da espécie, houve
reducdo de aproximadamente 95% da area original da Floresta
Ombrofila Mista (ABRIL et al.,2010).

Segundo Abril e Duarte (2008) a espécie Mazama nana
esta classificada globalmente como Dados Insuficientes (Data
deficient - DD) quanto ao risco de extin¢do. As ameacas as quais
esses animais estdo sujeitos segundo Duarte et al. (2012)
incluem a fragmentacgéo de seus habitats, prejudicando assim a
viabilidade genética da populagdo, a competicdo com a espécie
Mazama gouazoubira, que é uma espécie mais bem adaptada a
ambientes modificados, a caca ilegal, a predacdo por cées
domésticos e enfermidades transmitidas por bovinos e outros
ungulados domésticos, como a LA e DEH. Além da pressdo
antropica sobre os relictos florestais remanescentes, as
populacbes enfrentam também problemas genéticos. O
polimorfismo cromossdémico intra-populacional existente pode
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interferir negativamente nos indices reprodutivos, levando a
espécie a rapida extincdo (DUARTE; REIS, 2012).

2.2 DOENCA DA LINGUA AZUL

A LA é uma enfermidade infecciosa, associada a
infeccdo pelo BTV. A doenca é transmitida por insetos e
caracteriza-se por inflamagao das mucosas, hemorragia e edema
generalizado (ALFIERI; TAKIUCHI; LOBATO, 2007).

Taxonomicamente o BTV € classificado como
pertencente ao género Orbivirus da familia Reoviridae, sendo
uma das 22 espécies reconhecidas do género, que também inclui
0 virus da doenca epizoGtica hemorragica (EHDV),
encefalomielite equina e o virus da doenga equina africana
(AHS). Atualmente, sdo reconhecidos 26 sorotipos de BTV,
incluindo o virus Toggenburg (BTV 25) e 0 BTV 26 do Kuwait.
(OFFICES INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2014).

A LA foi identificada pela primeira vez na Africa do Sul
na virada do século XX, porém foi apenas em 1943, quando
ocorreu um surto em Chipre, que a doenca foi registrada em
outros continentes (GIBBS; GREINER, 1994). O BTV ocorre
em varias partes do mundo, incluindo Africa, Europa, Oriente
Médio, Austrélia, Pacifico Sul, América do Norte, América do
Sul e partes da Asia, podendo estar presente em algumas regides,
sem estar associado a doenca clinica (WERTHER;
KAWANAMI, 2014). A LA no Brasil, foi notificada ao “Office
International des Epizooties” em 1978, com base em evidéncias
sorologicas provenientes de amostras de bovinos (ARIDA;
MORATO; DUARTE, 1997).

Essa doenca acomete uma grande variedade de
ruminantes domeésticos e selvagens, sendo a espécie ovina a mais
atingida dentre os animais domésticos. Em bovinos e caprinos,
a doenca é geralmente inaparente, (ARIDA; MORATO;
DUARTE, 1997; DUARTE, 2007) enquanto a doenca aguda
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esta classicamente associada a ovinos e cervideos (WERTHER;
KAWANAMI, 2014).

O virus € transmitido por mosquitos do género
Culicoides sp., que possuem grande variacdo de habitos
alimentares, preferéncia por hospedeiros e competéncia na
transmisséo da infeccdo. No Brasil, os mosquitos Culicoides sp.
sao denominados “maruim”, “mosquito pdlvora” ou “mosquitos
do mangue”. Os mosquitos adquirem o virus quando ingerem o
sangue de um hospedeiro virémico. Estacdes quentes e Umidas
favorecem o aparecimento dos Culicoides e, consequentemente,
a maior transmissdo do virus (ALFIERI; TAKIUCHI;
LOBATO, 2007). Porém no Brasil, a prevaléncia de vetores em
potencial de LA e DEH é incerta(DUARTE et al., 2001). O virus
também pode ser transmitido por sémen de animais infectados
(BOWEN et al., 1983; HOWARD; BOWEN; PICKET., 1984).
Outros estudos revelaram que o BTV foi encontrado no sémen
de touros, porém somente durante o periodo de viremia
(ROEDER et al., 1991).

A transmissdo vertical tem sido observada em bovinos e
ovinos infectados naturalmente ou experimentalmente. A
transmissao transplacentéria depende das caracteristicas da cepa
viral, da concentracdo e do estagio gestacional, sendo que, se
ocorrer no inicio da gestacdo, pode provocar morte do embrido.
No caso de sobrevivéncia do feto, pode-se instalar estado de
tolerancia imunoldgica em que o animal ao nascer ndo apresenta
capacidade de produzir anticorpos especificos para o virus da
lingua azul, situagdo de grande importancia epidemioldgica
(ARIDA; MORATO; DUARTE, 1997).

Os virus na circulacao estdo associados as células, sendo
a maioria encontrada nos eritrocitos. Estudos in vitro
demostraram replicagdo viral em mondcitos, macréfagos e
linfocitos. O periodo de incubagdo varia de 10 a 20 dias e 0s
surtos sdo mais comuns no final do veréo e no comego do outono
(WERTHER; KAWANAMI, 2014).



27

Os sinais clinicos, quando ocorrem, incluem decaimento
do cervo, respiracdo ofegante, estado febril, alta temperatura e
salivacdo intensa, como nas outras espécies de animais. A
hiperemia e congestdo dos labios e das mucosas oral e nasal
podem variar de ligeiro aumento da tonalidade vermelho escuro
até a coloracdo ciandtica, de onde se origina o termo “lingua
azul” (ARIDA; MORATO; DUARTE, 1997). Os achados
patologicos da enfermidade causada pelo BTV estdo
relacionados com as lesdes do endotélio vascular, que resultam
na sua fragilizacdo e em alteracdes da permeabilidade vascular.
Essas alteracGes resultam em edema, congestdo, hemorragia,
inflamag&o e necrose. Nos cervideos, as lesdes mais evidentes
sdo petéquias e equimoses disseminadas por varios érgdos e
tecidos. Animais com Ulceras necréticas na cavidade oral e
lesbes nos cascos podem ser encontrados nos casos em que 0
curso da doenga € mais prolongado (ALFIERI; TAKIUCHI;
LOBATO, 2007; DROLET et al, 2013). Os achados
histopatolégicos podem incluir infiltrado inflamatério
mononuclear, areas de micromineralizacdo de fibras musculares
e focos hemorrdgicos na musculatura esofagica, hiperplasia
linfoide de linfonodos, baco e tonsilas, necrose em tecido
hepatico e vacuolizacdo hepatocelular difusa moderada
(ANTONIASSI et al., 2010; DROLET et al., 2013).

Todos os sorotipos compartilham antigenos de grupos
comuns e induzem ao desenvolvimento de anticorpos, que
podem ser reconhecidos por fixacdo do complemento (FC),
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e teste do antigeno
fluorescente indireto (AF). Apos infeccdo, observa-se também o
desenvolvimento de anticorpos de neutralizacdo viral, estes, sdo
predominantemente especificos do sorotipo, mas foi observada
reacdo cruzada (STOTT, 2003). As tecnicas preconizadas pela
OIE (2014) incluem o Ensaio Imunoenzimético (ELISA) e as
técnicas de RT-PCR e RTg-PCR.

Né&o hé tratamento especifico para a LA ou para a DEH,
aconselhando-se diminuir o estresse do animal, confinando-o em
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areas protegidas e secas (WERTHER; KAWANAMI, 2014).
Antonassi et al. (2010) descreveram a recuperacdo de dois
ovinos que apresentavam a doenca, depois de tratamento com
dipirona sddica, penicilina e acetato de dexametasona, porém os
autores salientaram que 0s animais apresentavam uma forma
branda da doenca. Como a LA ¢é transmitida por insetos, seu
controle torna-se dificil. Em algumas circunstancias, exposi¢édo
a mosquitos picadores pode ser reduzida mediante a remocéo de
animais de éareas infectadas, tratamento com repelentes de
insetos e alojamento de animais em abrigos (STOTT, 2003). O
uso da vacinacdo em areas onde a LA se constitui em problema
sanitario é a medida mais frequentemente adotada (ALFIERI;
TAKIUCHI; LOBATO, 2007; BHANUPRAKASH et al., 2009)

A vacina inativada para a LA esta disponivel em alguns
paises da Unido Europeia, India, EUA e China. As vacinas
inativadas séo consideradas mais seguras, mas estao cercadas de
contraindicacbes, como a possibilidade de inativacdo
incompleta, a necessidade de reforco e o custo da producéo.
Vacinas vivas atenuadas estdo sendo utilizadas na Africa do Sul,
e seu uso é limitado nos EUA e em alguns paises da Unido
Europeia. As vacinas vivas atenuadas para LA sdo faceis de
produzir, econdmicas e uma unica dose é suficiente para a
producdo de uma resposta imune satisfatdria. Porém, efeitos
secundarios a vacina podem incluir, transtornos reprodutivos,
infeccdo e teratogenia do feto e 0 aparecimento de doencas em
algumas racas suscetiveis de ovinos, além disso, o vetor pode
carrear novos sorotipos, havendo rearranjos entre o sorotipo da
vacina e os presentes no campo (BHANUPRAKASH et al.,
2009).
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2.3 DOENCA EPIZOOTICA HEMORRAGICA

A doenca epizootica hemorragica dos cervideos é uma
doenga aguda, frequentemente fatal, que acomete alguns
ruminantes silvestres, principalmente os cervideos. Nos
bovinos, a infecgdo raramente é acompanhada por sinais
clinicos. A doenca é causada pelo EHDV (epizootic
hemorrhagic disease virus), um membro do género Orbivirus da
familia Reoviridae (ALFIERI; TAKIUCHI; LOBATO, 2007;
TEMIZEL et al, 2009). Sdo 7 sorotipos atualmente
reconhecidos, porém ainda ndo a consenso sobre o0 numero
exatos de sorotipos de EHDV (OIE, 2014). A doenga epizodtica
hemorragica foi descrita na América do Norte, Australia, Asia e
Africa, tendo sido encontrados animais soropositivos na
América do Sul (ALFIERI; TAKIUCHI; LOBATO, 2007;
WERTHER; KAWANAMI, 2014). Em 2008, foi realizado o
isolamento do EHDV no Brasil, em um caso que ocorreu em
dois animais do género Mazama no Zoolégico de Pomerode —
SC (FAVERO et al., 2013).

Segundo Wherther; Kawanami (2014), tanto a DEH
qguanto a lingua azul produzem uma sindrome hemorragica
parecida, sendo que a epidemiologia de ambas enfermidades
estd relacionada com a presenca de vetores transmissores,
dipteros do género Culicoides. Surtos das doencas causadas pelo
EHDV séo descritos principalmente no final do verdo e no inicio
do outono, épocas de maior populacdo de vetores. Cervideos
infectados podem permanecer virémicos por até dois meses,
atuando nesse periodo como reservatorios e fontes de infeccao
(ALFIERI; TAKIUCHI; LOBATO, 2007; MULLEN; HAYES;
NUSBAUM, 1985).

Assim como ocorre com o BTV, o EHDV pode
atravessar a placenta e infectar o feto em desenvolvimento. O
efeito depende da idade gestacional. Infeccbes no primeiro
semestre podem resultar em morte fetal. A medida que a idade
gestacional aumenta, a infeccdo pode provocar aborto,
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natimortos, nascimento de animais com deficiéncias fisicas ou
deformacBes, ou nascimento de animais assintomaticos e,
algumas vezes, virémicos (STOTT, 2003)

O periodo de incubacdo da DEH é de 10 a 15 dias
(CENTER FOR FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH,
2006). O periodo de viremia pode se prolongar além dos 50 dias,
mesmo na presenca de anticorpos neutralizantes, devido a intima
relacdo existente entre o virus e os eritrdcitos (OIE, 2009).

A DEH em cervideos pode manifestar-se clinicamente de
trés formas distintas: superaguda, aguda e cronica. A doenca
superaguda é caracterizada por febre alta, anorexia, fraqueza,
dificuldade respiratdria e edema grave e rapido da cabeca e do
pescoco, sendo que inchagos na lingua e conjuntiva sdo comuns.
Na forma aguda (cléssica), os sinais clinicos podem estar
acompanhados por extensas hemorragias em tecidos como pele,
trato gastrointestinal e endocéardio. Geralmente ha sialorreia e
descarga nasal de aspecto sanguinolento. Os animais podem
desenvolver Ulceras e erosdes na lingua, no palato, na gengiva,
no rimem e no omaso. Cétre-Sossah et al. (2014) também citam
sinais clinicos como pirexia, hiperemia, edema, ulceraces orais,
ptialismo, Ulceras nasais e excessiva secrecdo ocular e
hipersalivagdo. A mortalidade pode ser elevada nas duas
primeiras formas, sendo que mais de 90% dos animais
infectados morrem entre 8 e 36 horas ap6s o inicio dos sinais
clinicos. Na forma crénica da DEH, o animal permanece doente
durante varias semanas, porém se recupera gradualmente.
Depois da recuperacdo, pode desenvolver anéis nos cascos,
causados por interrupcfes no crescimento, podendo apresentar
claudicacdo. Podem também desenvolver ulceras, cicatrizes ou
erosdes no rumen provocando emaciagdo (WERTHER;
KAWANAMI, 2014).

Os achados macroscopicos e microscopicos da DEH séo
caracterizados por hemorragias, que vao desde petéquias e
equimoses, e envolvem diferentes tecidos e 0rgaos, sendo mais
frequente o envolvimento do coracéo, figado, bago, rim, pulméo
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e trato gastrointestinal. Edema generalizado e aumento do fluido
pericardico sdo achados frequentes (ALFIERI; TAKIUCHI,
LOBATO, 2007; FISCHER et al., 1995).

O diagnéstico da LAe da DEH envolve o isolamento
viral, a deteccdo de anticorpos especificos no soro do animal ou,
ainda, deteccdo do genoma viral em amostras bioldgicas
colhidas de animais doentes ou mortos, com sinais clinicos
dessas enfermidades. Em cervideos, os tecidos preferenciais
para isolamento viral sdo baco, linfonodos e sangue total. A
técnica de reagdo em cadeia da polimerase precedida por
transcricdo reversa (RT-PCR) tem a vantagem de poder ser
realizada em tecidos improprios para o isolamento. Os ensaios
soroldgicos realizados sdo: teste imunoenzimatico de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), soroneutralizacdo e
IDGA, porém pode ocorrer reacdo cruzada, ndo sendo possivel
distinguir de forma consistente qual o agente envolvido
(WERTHER; KAWANAMI, 2014).

Vacinas vivas atenuadas podem ser utilizadas contra a
infeccdo EHDV, entretanto sé estdo disponiveis comercialmente
vacinas contra o0 EHDV 2. Novos estudos tém demostrado a
eficacia de anticorpos gerados a partir de proteinas do capsideo
viral (VP1, VP3, VP5 e VP7) contra mais de um sorotipo
(ALSHAIKHAHMED; ROY, 2016). S&o necessarias mais
investigagBes sobre a ocorréncia da LA e a DEH em cervideos
na Ameérica do Sul, incluindo o diagnostico por testes
sorologicos, isolamento viral, deteccdo de acidos nucleicos,
sorotipificacdo e caracterizacdo do vetor para estabelecer dados
epidemioldgicos confiaveis e melhorar as medidas de controle
dessas doengas. Apesar da epidemiologia incerta, a LA e DEH
tém sido consideradas duas das mais importantes doencas de
ruminantes selvagens nos ualtimos 10 anos. Além disso,
considera-se que as duas viroses estdo amplamente distribuidas
na América do Sul (DUARTE et al., 2001).
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2.4 DOENCA HEMORRAGICA POR ADENOVIRUS

Segundo Wherther e Kawanami (2014), a doenca €
causada por um virus da familia Adenoviridae, género
Atadenovirus. Essa familia abriga um grupo de virus
icosaedricos grandes, sem envelope, com genoma DNA fita
dupla linear. Os adenovirus geralmente causam infeccOes
inaparentes ou sinais clinicos leves, autolimitantes e sdo
considerados estritamente espécie-especificos. Entretanto,
alguns adenovirus sdo oportunistas e causam infecgbes em
associacdo com outros agentes, ou servindo como fatores
predisponentes para infec¢des secundérias virais ou bacterianas
(MORAES; COSTA, 2007). O agente tem tropismo pelo epitélio
ou endotélio de vasos dos tratos respiratorio e digestivo
(WERTHER; KAWANAMI, 2014)

Em 1993, um adenovirus foi identificado como a causa
de morte de centenas de cervideos da espécie Odocoileus
hemionus (mule deer) de vida livre na Califérnia (WOODS et
al., 1996). O diagndstico laboratorial do material proveniente
desse surto foi baseado na deteccdo de antigenos virais nos
tecidos, por imunofluorescencia indireta (IFA), e pela detecgédo
do virus por microscopia eletrénica (MORAES; COSTA, 2007).
A partir disso, foram realizadas infec¢bes experimentais com a
inoculagdo do adenovirus isolado do Odocoileus hemionus
(OdAdV-1) em exemplares de veados-de-cauda-preta
(Odocoileus hemionus columbianus) (Woods et al., 1999). O
adenovirus também foi citado como causa da morte de veados-
da-cauda branca (Odocoileus virginianus) que apresentaram
edema pulmonar em casos esporadicos (SORDEN; WOODS;
LEHMKUHL, 2000) e como causador da morte de alces
mantidos em cativeiro no Canada (SHILTON et al., 2002).

Trata-se de uma doenca contagiosa cuja epidemiologia
ainda ndo esta totalmente elucidada. A entrada do agente
provavelmente ocorre por contato, principalmente com as
mucosas (respiratoria, digestiva, ocular), como foi testado em
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infeccdes experimentais nas quais a doenca foi reproduzida apos
inoculagBes intranasal, intra-traqueal, oral e ocular, aléem da via
intravenosa (WERTHER; KAWANAMI, 2014; WOODS et al.,
1999). Os sinais clinicos apresentados nos animais infectados
experimentalmente variam, sendo discretos ou ausentes,
podendo haver ptialismo, diarreia, convulsdo e decubito
(WERTHER; KAWANAMI, 2014), além de hemorragia
sistémica generalizada (WOODS et al., 1999).

Na necropsia, 0s animais afetados demostraram edema
pulmonar e hemorragia em limen intestinal. Alguns animais
apresentaram areas necroticas em varias regides das cavidades
oral e nasal, mandibula e maxila e nos quatro compartimentos
do estbmago. A lingua e estdmago podem apresentar ulceras
(WOODS et al., 1999).

O diagnostico de adenovirus tem como base achados de
necropsia, isolamento viral, identificagdo por microscopia
eletrébnica de transmissdo ou varredura, testes de anticorpos
fluorescentes e imuno-histoquimica (WERTHER,;
KAWANAMI, 2014). A técnica de PCR é utilizada no
diagnostico de adenovirus canino CAdV-1 e CAdV-2 e de
adenovirus equino (MORAES; COSTA, 2007) e para um
diagnostico rapido de adenovirus humano (HEIM et al., 2003).
Em 2012 foi realizado o primeiro estudo retrospectivo de
pesquisa de adenovirus em cervideos brasileiros. Amostras de
tecido de animais que foram necropsiados no Laboratério de
Anatomia Patol6gica do Departamento de Patologia Veterinaria
da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da UNESP
foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica e todos os
resultados foram negativos (KAWANAMI, 2012).

Como néo existe tratamento especifico, pode-se instituir
terapia de suporte para melhorar a condicéo fisica do animal,
mas, na maioria das vezes, a evolucdo da doenca é muito rapida
e 0 animal vém a 6bito (WERTHER; KAWANAMI, 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Fazer uma investigacdo sorologica e molecular de
doencas hemorragicas em uma populacédo de cervideos mantidos
em cativeiro e determinar o agente etioldgico responsavel pela
morte de cervideos mantidos em cativeiro no criadouro de
animais silvestres e zoologico da Itaipu Binacional, os quais
apresentaram quadro clinico de doenca hemorrégica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia de anticorpos contrao BTV em
veados-borords mantidos no zooldgico Roberto Vilas Lange e
no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional.

Pesquisar animais virémicos no plantel.

Pesquisar a presenca do BTV e EHDV e adenovirus dos
cervideos nas amostras de 6rgdos provenientes de animais que
vieram a 6bito com sinais de doen¢a hemorragica.

Isolar e sorotipificar 0/0s virus presentes nas amostras de
sangue e tecido enviadas ao laboratorio.

Identificar as principais lesdes macroscopicas
encontradas nas necropsias dos animais infectados.
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4 MATERIAL E METODOS

Estudo aprovado pelo Comité de Etica e Bem Estar
Animal — CETEA da Universidade do Estado de Santa Catarina,
segundo protocolo 01.70.14.

Autorizagdo SISBIO nimero 50068-1.

41 CAPTURA DOS ANIMAIS E COLHEITA DE
AMOSTRAS

Os animais utilizados nesse estudo foram exemplares de
veado-borord (Mazama nana) mantidos em cativeiro no Refugio
Biologico Bela Vista da Itaipu Binacional. Foram utilizados
animais tanto do Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu
Binacional quanto do Zooldgico Roberto Ribas Lange. As
amostras foram coletadas nos meses de verdo de 2015. Ao todo
foram capturados todos os 32 veados-bororés presentes no
Refagio Biologico Bela Vista, de idade entre um més e 15 anos,
de ambos os sexos. Os cervideos estavam identificados com
brincos numerados. Com o0 objetivo de submeter os animais ao
minimo estresse possivel, a sequéncia de captura dos animais era
definida pela equipe com antecedéncia. O protocolo anestésico
utilizado consistia de 7mg/kg de cetamina, e 100 pg/kg
demetomidina. Antes do inicio do procedimento de captura era
estimado o peso de cada animal para célculo do volume de
anestésico.

4.1.1 Animais do CASIB

Os animais mantidos no criadouro estavam alojados em
recintos de aproximadamente 30 x15m. Cada recinto mantinha
2 a 4 animais.

Uma vez selecionado, o animal era conduzido
calmamente pelo tratador até um corredor de manejo. No final
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desse corredor havia um curral cercado com tela de alambrado,
revestido com lona preta, para reduzir o estimulo luminoso e
manter o animal calmo. Uma vez que o animal estivesse preso,
uma pessoa treinada da equipe entrava calmamente no curral e,
utilizando uma zarabatana, soprava um dardo contendo o0s
agentes anestésicos calculados para o peso estimado do animal.
Uma vez feito isso, o atirador se retirava do recinto e esperava
com o resto da equipe a aproximadamente 40 metros de distancia
em siléncio. Apds um periodo de aproximadamente 15 minutos,
a equipe aproximava-se do animal e verificava se a contencao
qguimica tinha sido efetiva e aferia os parametros fisioldgicos
(frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatur e,
pressdo arterial) e reflexo palpebral.

O animal era entdo colocado em uma maca para
transporte até o veiculo que o levaria ao hospital veterinario. Ao
chegar no hospital, o animal era pesado e levado até o
ambulatorio, onde era fotografado e passava por exame fisico.
Os parametros fisiol6gicos eram aferidos a cada cinco minutos,
qguando possivel, era aferida a pressao arterial com a utilizacéo
de um Doppler, para auxiliar na monitoracao anestésica (Figura
1).

A colheita de sangue era realizada na veia jugular apos
tricotomia e antissepsia da regido. Utilizando sistema de colheita
a vacuo, eram colhidas amostras em dois tubos de 3 mL com
EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e um tubo de 10 mL
sem anticoagulante.

Apds esse procedimento, o animal era colocado em uma
caixa de transporte de madeira, propria para manejo de animais
silvestres de porte médio, onde era monitorado até o fim da
recuperacdo anestésica. Uma vez que o animal estivesse
recobrando a consciéncia, a caixa era fechada e mantida em uma
sala com temperatura controlada, em torno dos 23°C.

Uma vez que estivesse completamente recuperado, o
animal era encaminhado ao seu recinto original, solto e seu
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comportamento era monitorado por um tratador durante algumas
horas.

Figura 1- Exemplar macho de Mazama nana, sob efeito da contengédo

guimica para colheita de sangue e exame fisico.
‘ \ -

Fonte: préprio autor

4.1.2 Animais do zooldgico.

Seis animais eram mantidos em um recinto coletivo (40
x 50 m de comprimento, aproximadamente), com seis animais

Para a captura o tratador do zoolégico fechava o animal
selecionado em uma baia, com comunica¢do para a area de
cambiamento. Uma pessoa da equipe aproximava-se do animal
e esperava até que ele estivesse em posicdo favoravel para atirar
0 dardo anestésico com a zarabatana. A equipe entdo esperava
em siléncio no lado de dentro do cambiamento e observava o
animal até que ele estivesse em decubito lateral, sem consciéncia
e sem reflexos musculares esqueléticos. A partir desse momento,
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0 procedimento era realizado da mesma forma que para 0s
animais do CASIB.

4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ENVIO AO
LABORATORIO.

4.2.1 Separacao do soro.

As amostras de sangue coletadas sem anticoagulante
eram mantidas a temperatura ambiente por uma ou duas horas,
até a completa formacdo do coégulo e, entdo, transportadas em
caixa de isopor refrigerada até o Laboratdrio Ambiental da Itaipu
Binacional.

O sangue era centrifugado a 1100g por 15 minutos e o
soro transferido para outro tubo sem anticoagulante
devidamente identificado com o cddigo do animal e a hora da
coleta e armazenado a -20°C.

4.2.2 Lavado de eritrocitos.

As amostras de sangue eram colhidas com anticoagulante
em tubos de 4 mL com EDTA homogeneizado delicadamente
invertendo-se os tubos. Os tubos eram entdo armazenados a 4°C
e transportados refrigerados a 4°C até o Laboratério Ambiental
da Itaipu Binacional. Um dos animais, identificado como
CASIB 2534 veio a 6bito com sinais de hemorragia generalizada
15 dias depois da colheita (Figura 2 e 3). Desse individuo, foi
coletada uma segunda amostra de sangue por via intracardiaca
logo apds a morte do animal.

O sangue entdo passava pelo protocolo de lavagem de
hemacias indicado pelo Laboratorio de Pesquisa de Virologia
Animal da UFMG, as amostras refrigeradas eram centrifugadas
a 1500g por 10 minutos. Depois dessa fase, a altura total do
plasma era marcada e o plasma sobrenadante era retirado. O
sedimento era entdo ressuspendido com solucdo de PBS, e
depois de homogeneizada, a solugdo passava novamente por
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esse processo mais duas vezes. Por fim, o sedimento era
novamente ressuspendido com PBS e as amostras eram
armazenadas a 4°C.

Ao final do procedimento, o lavado de hemécias era
transferido para tubos de microcentrifuga devidamente
identificados, que ficavam armazenados a 4°C.

Figura 2- Animal identificado como CASIB 2534 apresentando edema
sublingual e baixo nivel de consciéncia.

Fonte: proprio autor
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Figura 3- CASIB 2534 apresentando sangue em regido perianal
momentos antes do obito.

43 COLHEITA E SEPARACAO DO MATERIAL DE
NECROPSIA

Dos quatro animais que morreram com sinais de doenca
hemorragica a partir de 2014, foi coletado uma duplicata do
coragdo, pulmao, es6fago, figado e linfonodos. Esse material foi
congelado a -20°C. As amostras foram encaminhadas ao
Laboratdrio de Pesquisa em Virologia Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), refrigeradas, em caixas de
isopor com gelo reciclavel. Na necropsia, as lesGes
macroscopicas foram descritas e fotografadas.
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4.4 IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAROSE

Os testes soroldgicos (IDGA para BTV) e moleculares
(RT-gPCR para BTV e semi-nested PCR para EHDV) e o
isolamento viral (cultivo celular para BTV) foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa em Virologia Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), sob a supervisdo da Prof?.
Dr?. Zélia Lobato.

Na técnica de IDGA foi utilizado o antigeno sollvel
grupo especifico do BTV, que detecta anticorpos induzidos. A
deteccdo se fez pela observacdo de uma linha de precipitacédo
entre 0 antigeno e o soro teste e da linha de identidade entre o
soro teste com o soro controle positivo, em gel de agarose
(reacdo anticorpo-antigeno). A técnica foi realizada em laminas
de microscopia. O gel 0,9% (p/v) foi preparado em solucéo
0,85% (p/v) NaCl, fundido em microondas e adicionando 5 mL
em cada lamina, as mesmas foram mantidas abertas em
temperatura ambiente (£ 23°C) em superficie nivelada até
gelificar.

O padrédo de perfuracdo utilizado consistia de seis
orificios na periferia e um central, com diametro externo de 4
mm e separados a 2 mm equidistantes entre si.

O antigeno diluido foi colocado no orificio central e o
soro controle positivo nos trés orificios alternados (sentido
horério), tomando-se como referéncia o orificio superior. Os
soros testes foram adicionados nos trés orificios periféricos
restantes.

O volume de soro e de antigeno por orificio foi de 27 uL,
uma ponteira para cada amostra. Apds este procedimento as
placas foram mantidas em uma estufa com fonte de umidade em
superficie nivelada e incubadas em temperatura ambiente,
durante 48 horas, quando foi realizada a leitura.
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4.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO
REAL PRECEDIDA DE TRANSCRICAO REVERSA PARA
BTV.

Para investigar a presenca de BTV o método utilizado foi
0 de RT-PCR em tempo real. Para a extragdo de RNA foi
utilizada uma aliquota de 300 ul a partir de cada amostra de
lavado de hemécias além de outra aliquotas de tecidos
macerados (coracdo, pulmao, figado, linfonodos) separadas de 1
cmd. Foi utilizado TRIZOL (Life Technologies Inc) para a
extracdo de RNA seguindo as instrucdes do fabricante. Os
fragmentos de RNA foram ressuspendidos em 30 pl de &gua
ultra purificada. Para controle positivo foi utilizado uma aliquota
de 250ul de sobrenadante de cultura celular. Os RNA’s foram
ressuspendidos em 30ul de agua livre de nucleases.

ApoOs a extracdo foi realizado o RT-PCR utilizando
primers especificos para o gene do segmento S10 que codifica a
proteina ndo estrutural NS3 do BTV. Todas as etapas e primers
seguiram o protocolo de Orru et al. (2006). (Tabela 1). As etapas
do teste de RTQ-PCR incluindo a trascrisdo reversa foram
realizadas com o uso do “LightCycler RNA Amplification Kit
Hybridisation Probes” seguindo as orienta¢des do fabricante. O
volume final da mistura de reacdo foi de 20ul e continha: 5mM
de MgCI2, 0.25uM de cada primer, 10 uM de LF1MB e 2ul do
RNA estraido das amostras. A maquina utilizada foi ViiA 7 Real
Time PCR System da Applied Biosystem. O programa de PCR
utilizado tinha os seguintes parametros: desnaturacdo inicial de
cdRNA a 95°C durante 30s; fase de transcricdo reversa a 55°C
durante 10 min; fase de desnaturagéo a 95 °C durante 30s, e 45
ciclos de 95°C por 10s, 10sa47°C e 4sa 72°C.
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46 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE SEMI
NESTED PRECEDIDA DE TRANSCRICAO REVERSA
(SEMI-NESTED RT-PCR)

Para identificar a presenca de material genético do
EHDV nas amostras de sangue e tecido foi realizado RT-PCR
semi-nestesd utilizando material, reagentes e protocolo segundo
0 padronizado por Murphy et al., 2005. Amostras do pool de
orgdos e lavados de hemacias tiveram o RNA extraido pelo
método trizol. Foram submetidas a RT-PCR semi-nested para
amplificacdo de um fragmento do gene S10 que codifica a
NS3/NS3A do VDHE. Os Primers utilizados est&o descritos na
Tabela 1. O programacdo do termociclador na reacdo de
transcrigdo reversa foi: 1h a 42°C, seguido de 5min a 95°C. O
cDNA foi aplificado por PCR utilizando os primers especificos
e seguindo a seguinte programacéo do termociclador: 2 min a
95°C, seguido por 30 ciclos de 1 mina 95 °C, 1 mina 48 °C, 1
min 70°C, e por fim, um ciclo de 10 min a 70 °C.

4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

As amostras de tecido provenientes de animais que
morreram com sinais de doenca hemorragica foram submetidas
ao teste de PCR convencional para o adenovirus de cervideos. O
protocolo utilizado foi o descrito por Lapointe et al. (1999). O
DNA presente nas amostras de tecido foi extraido utilizando um
kit comercial (QlAamp Tissue Kit, Qiagen). DNA viral foi
amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando primers degenerados concebidos para amplificar um
segmento de 256 pb de uma area conservada do gene do hexon
(Tabela 1). A amplificacéo foi realizada em 100 ml de reagentes,
contendo 1,5 mM de MgCl, 0.2mM de cada dNTP, 0,6mM de
cada primer, 2,5 U de AmpliTaq polymerase (Perkin-Elmer), e
aproximadamente 500ng de DNA molde. As amostras foram
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aquecidas a 94° C durante 5 min, em seguida submetidas a 45
ciclos de amplificagdo (1 mina 94° C, 1 mina50° C, 1 mina
72°C) e uma fase final de alongamento a 72° C durante 7 min,
utilizando o termociclador. Os produtos de DNA amplificados
foram visualizados por eletroforese em em gel de agarose.

4.8 ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO CELULAR

As amostras positivas para BTV no teste de RTg-PCR
em tempo real (Ct < 30) passavam pelo procedimento de
isolamento viral. Eram inoculadas 0,5ml de uma diluicdo de
10t em uma monocamada de células de larvas de Culicoides
variipennis (células KC). Apdés 30 minutos a temperatura
ambiente, foi adicionado o volume apropriado de meio de
Schneider (Suplementado com FCS a 10%). Os frascos
inoculados foram incubados a 28,8 °C durante 7 dias. As células
foram entdo lisadas por congelamento e descongelamento e
foram analisadas por RTg-PCR para verificar a presenca do
virus. Se o ciclo o valor limiar (Ct) era > 30, uma segunda
passagem era realizada. Se o Ct era <30, as células
sobrenadantes eram inoculadas com células VERO seguindo o
mesmo protocolo descrito acima. Os frascos inoculados eram
mantidos a 37°C e examinados a cada sete dias a procura de
efeitos citopaticos, quando observado, as células sobrenadante
passavam por mais uma reacdo de RTg-PCR e se o Ct era <30
era confirmado o isolamento viral.

4.9 SOROTIPIFICACAO

Para a sorotipificacdo do isolado foi realizada reagéo de
RT-PCR convencional para ampliagdo do segmento 2 do RNA
viral (VP2). Os primers utilizados para a identificagdo dos
subgrupos foram baseados em sequencias do GenBank assim
como foi descrito por Viarouge et al. (2014). Foi utilizado o kit
SuperScriptTM 111 one-step RT-PCR system (Invitrogen) com
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alta fidelidade platinum seguindo o protocolo descrito por Maan
etal. (2012).

Baseados no resultado do RT-PCR convencional o virus
isolado era classificado em um dos subgrupos. Em seguida era
realizado RT-PCR com primers especificos para cada sorotipo
pertencente ao grupo identificado, utilizando o protocolo
descrito por Maan et al. (2012).

Tabela 1- Primers utilizados nos testes de identificacio viral.

Virus Primers Referéncia

EHDV 1% reacao
P1-5TTAAAAAGAGGTTGGCATC3’
P2-5GTGTGTCGAGGATGGCATA3’ Murphy et
22 reagio al., 2005

P1-5TTAAAAAGAGGTTGGCATC3’

P3-5"AACGCCTCCGCATACGAAGCY

Adenovirus | P1-5>GCCGCARTGGTCYTACA

TGCACA3’ Lapointe et
al. (1999)
P2-5’AGSGTDCCSCGGATGTCAA3’
BTV P1-5AYAAAGCGATGTCAAA3 oy et al
(2006)

P2-5-TCATCACGAAACGCTTC-3

Fonte: Arquivo pessoal
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5 RESULTADOS

5.1 VIRUS DA LINGUA AZUL

5.1.1 Imunodifusdo em gel de agarose

Das 32 amostras de soro testadas, apenas uma teve
resultado positivo para BTV, representando 3,12% do total de
amostras. Se tratava de um animal macho de 2 anos de idade,
nascido no reflgio.

512 RT-PCR em tempo real

Nas amostras de sangue colhidas dos 32 animais que néo
apresentavam sinais clinicos, ndo houve nenhum resultado
positivo, ou seja, nenhum animal apresentava-se virémico no
momento da colheita.

O resultado do RT-PCR em tempo real foi positivo tanto
para o lavado de hemacias quanto para a amostra de tecido
macerado do CASIB 2534, apresentando Ct (threshold cycle ) <
30 nos dois casos (Figura 4).

Entre os meses de abril e junho do mesmo ano, mais
trés animais da espécie Mazama nana vieram a Gbito com sinais
clinicos e lesdes compativeis com doencas hemorrégicas. Os
animais foram identificados como CASIB 2433, CASIB 2583 e
CASIB 2490. As amostras de tecidos (figado, baco, coracdo)
foram congeladas e enviadas ao laboratério de virologia animal
UFMG. O resultado do RT-PCR em tempo real para o segmento
S10 foi positivo para BTV nas amostras dos trés animais (Figura
5). As lesdes macroscopicas encontradas durante a necropsia dos
animais estdo descritas na Tabela 2. As figuras 4 e 5 mostram
lesGes macroscopicas na necropsia do animal CASIB 2534.
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5.1.3 Isolamento viral

As amostras coletadas do CASIB 2534, CASIB 2433 e
CASIB 2583 e CASIB 2490 passaram pelo processo de
isolamento viral em cultivo de células, nesse processo as trés
primeiras amostras foram positivas, com o teste de RTg-PCR do
isolado em cultivo celular apresentando Ct <30 sendo
considerado o isolamento de BTV como mostraa figura6e 7. O
material coletado do animal CASIB 2490 nédo foi passivel de
isolamento.

5.1.4 Sorotipificacédo

As amostras de BTV isolado em cultivo celular provenientes
das amostras positivas para o teste de RTg-PCR passaram pelo
processo de sorotipificacdo. O BTV isolado da amostra do
CASIB 2534 apresentou amplificacdo do segmento com 543pb.
Utilizando primers especificos no teste de RT-PCR em tempo
real, foi possivel identificar que pertencia ao sorotipo BTV18. O
isolado das amostras do CASIB 2433 apresentou amplificagéo
do segmento de 848pb no teste de RT-PCR convencional, sendo
identificado como BTV3 na reagdo de RT-PCR com primers
especificos. A amostras de BTV isolada do animal CASIB 2483
foi identificado como tendo segmento amplificado de 716 pb e,
apos o teste de RT-PCR em tempo real, foi identificado como
pertencente ao sorotipo BTV14.

5.2 VIRUS DA DOENCA EPIZOOTICA HEMORRAGICA
5.2.1 Semi-nested RT-PCR
Nenhuma das amostras de lavado de hemacias ou tecido

macerado foram positivas para EHDV no teste de RT-PCR semi-
nested.
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5.3 ADENOVIRUS
5.3.1 PCR convencional
Nenhuma das amostras de tecido testadas para o adenovirus
de cervideos tiveram resultado positivo no teste de PCR

convencional.

Tabela 2- Alteragdes macroscépicas nos cadaveres dos veados-
bororés positivos para BTV no teste de RT-PCR

Identificagdo | Sexo | Idade Alteracfes macroscopicas
aproximada
CASIB 2534 | F 2 anos Edema submandibular e
sublingual
Cavidade abdominal:
sangue livre

Intestino: Contelido
hemorragico

Pulméo: congestdo e edema
Coragdo: hemorragias
multifocais

Rins: hemorragia difusa
CASIB 2433 | F 5 anos Sangue na esclera ocular
Cavidade abdominal:
liquido sanguinolento
Cavidade oral: sangue,
petéquias e edema de lingua
Estbmagos: petéquias
difusas em serosa e mucosa
Pulmdes: hemorrégicos
Coracao: saco pericardico
com liquido sanguinolento
sufusbes e petéquias em
superficie cardiaca

Rins: hemorragicos

Continua
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Continuagéo
Tabela 2 -AlteracBes macroscopicas nos cadaveres dos veados-bororos
positivos para BTV.

CASIB 2583 | F 7 meses | Sangue na esclera ocular
Cavidade oral: sangue, petéquias
na lingua
Estdbmagos: serosas
hemorragicas, petéquias e
sufusdes difusas
Intestino: segmento intestinal
hemorragico
Pulmdes: hemorragicos e
enfisematosos
Coracao: petéquias em miocérdio
Rins: hemorragicos
CASIB 2490 | M 3 anos Cavidade oral: sangue, edema
submandibular
Estbmagos: serosas
hemorragicas, petéquias e
sufusdes
Intestino: contelido hemorragico
Cavidade toracica: hemot6rax
Traqueia: vasos congestos,
petéquias
Pulmdes: hemorragia difusa e
enfisema
Coracao: liquido amarelado em
saco pericardico, petéquias e
equimoses em pericardio,
miocardio e endocérdio
Rins: hemorragicos

Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 4- Trato gastrointestinal do animal CASIB 2534 apresentando
segmentos hemorragicos.

Fonte: préprio autor

Figura 5- Area de sufusdo em miocérdio do animal CASIB 2534,

N,

Fonte: préprio autor
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Figura 6- Imagem do gréfico gerado pelo software mostrando as curvas
de dissociagdo no teste de RTg-PCR das amostras de sangue e tecido
provenientes do animal CASIB 2534.
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Figura 7- Imagem do Gréfico gerado pelo software mostrando a curva de
dissociacdo no teste de RT-PCR das amostras de tecido provenientes dos
animais identificados como CASIB 2433 e CASIB 2583.
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6 DISCUSSAO

Ainda ndo sdo utilizados com frequéncia no Brasil,
exames de diagnosticos precisos para identificar os agentes
virais das doengas hemorragicas dos cervideos. Ha anos, essas
doencgas tém sido descritas em animais mantidos em criadouros
e zoologicos no pais, sendo, portanto, fundamental estudar,
identificar e controlar essas enfermidades nas colecOes cativas
(WERTHER; KAWANAMI, 2014). No Reflgio Bioldgico Bela
Vista da Itaipu Binacional nenhum agente viral das doencas
hemorréagicas tinha sido identificado até entdo, porém as perdas
esporédicas de cervideos eram sugestivas de uma doenca viral
infecciosa de alta mortalidade. Os animais criados no Reflgio
sdo de grande importancia para a manutencdo da espécie e 0s
programas de reproducdo, e 0s Obitos recorrentes foram motivo
de preocupacdo para a equipe responsavel.

O teste sorologico utilizado nesse estudo foi a
imunodifusdo em gel de agar, que é um teste indicado pela OIE
para o diagnostico indireto de BTV. O teste de IDGA € 0 mais
utilizado em levantamentos epidemiol6gicos na deteccdo de
anticorpos contra o BTV. Embora seja um exame simples,
barato e rapido, a interpretacdo dos resultados pode ser dificil, ja
que a sensibilidade ndo é alta, ndo é quantitativo e pode
apresentar reagdes cruzadas com outras orbiviroses, como 0
EHDV (AFSHAR et al., 1989).

A prevaléncia de animais soropositivos para BTV no
plantel de veados-borords (Mazama nana) do Refugio Bioldgico
Bela Vista foi baixa (3,12%), indicando que os animais foram
pouco expostos ao virus e/ou que na espécie Mazama nana a
doenca causa alta mortalidade e, portanto, baixa taxa de
recuperacao e soroconversao e/ou, ainda, que 0s sorotipos virais
do BTV existentes na regido sdo bastante patogénicos para a
espécie M. nana. Foram relatadas perdas recorrentes de animais
com sinais de doengas hemorragicas no Refugio Biologico por
varios anos, fato descrito por Duarte e Reis (2012) no Plano
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Nacional para a Conservacdo dos Cervideos Ameacados de
Extingdo. Em um estudo realizado por Duarte (2001) em cervos-
d-pantanal de vida livre, nas varzeas do Rio Parana, a
prevaléncia de animais soropositivos para a LA foi de 88%,
enguanto que para a doenga epizodtica hemorragica foi de 74%
(x/y), indicando que essa espécie de cervideo é relativamente
resistente a infeccao e/ou 0s sorotipos virais presentes na regiao
eram pouco patogénicos para o cervo-do-pantanal. Em um
estudo retrospectivo, Lager (2004) relatou estudos de
prevaléncia de LA em ruminantes domesticos, realizados em
oito estados brasileiros, sendo que no estado do Paraiba a
soroprevaléncia foi de 4,82%, Sergipe: 89,69%, Minas Gerais:
76,3% e no Rio de Janeiro a prevaléncia de anticorpos contra o
BTV em bovinos foi de 40,86%, em caprinos 44,08% e em
ovinos 24,24%. Em S&o Paulo foi de 53,73% No estado do
Parana a prevaléncia encontrada em bovinos foi de 19,81%,
Santa Catarina: 37,75% e Rio Grande do Sul: 1,22%. O autor
dessa revisdo relaciona a variagdo de prevaléncia de anticorpos
a diferencas de susceptibilidade dos hospedeiros e as variaces
climaticas entre as regides, ja que essas afetam a distribuicdo do
vetor. Segundo a OIE (2010) a distribuicdo histéricado BTV nas
areas subtropicais e tropicais estdo compreendidas ente as
latitudes 50°N e 34°S. A distribuicdo geogréafica da maioria das
espécies de insetos sofre influéncia da temperatura ambiente,
sendo que temperaturas baixas tendem a ser mais significantes
que altas temperaturas na determinagdo da distribuicdo das
espécies. Como o aumento da temperatura leva a um aumento
da frequéncia alimentar do vetor, isto se torna relevante na
epidemiologia da transmissdo do virus (Wittmann; Baylis,
2000). O clima de Foz do Iguacgu € subtropical umido, sendo que
no periodo de inverno a temperatura se mantem em média aos
13°C, enquanto no verdo as temperaturas podem ultrapassar
30°C. As condicdes climéticas e geograficas sdo, portanto,
favoraveis a existéncia do vetor do BTV e a consequente
transmissdo da doenga. Contudo, sdo necessarias investigacoes
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para a identificacdo dos vetores da BTV envolvidos no ciclo
epidemioldgico da doenca na regido.

A baixa prevaléncia de anticorpos contra BTV
encontrada nesse estudo pode estar relacionada a alta
mortalidade  provavelmente  decorrente  da  grande
susceptibilidade da espécie ao desenvolvimento da doenca. Em
um estudo realizado por Tomich et al. (2009), nos anos de 2002
e 2003, no pantanal sul-mato-grossense, observou-se um
percentual de soropositividade de 42% em bovinos (92/219),
10,9% em ovinos (6/55) e 0% em veados-campeiros
(Ozotoceros bezoarticus) (0/49). O autor atribui essa diferenca a
possivel preferéncia do vetor por uma determinada espécie de
hospedeiro. Varias espécies de Culicoides de comprovada
competéncia na transmisséo do BTV alimentam-se
preferencialmente em bovinos (Lobato, 1999).

Padolfi (1999) coletou amostras de soro de 217 animais
da fazenda experimental da Unesp em Jaboticabal-SP, sendo 75
bovinos, 62 ovinos, 58 caprinos, e 22 cervideos. Nesse estudo
foram utilizados dois métodos Competitivos de ELISA para a
determinacédo da prevaléncia de anticorpos contra a LA. Como
um todo, o rebanho apresentou 69% de positividade. Quando
analisadas as soroprevaléncias de cada espécie de ruminante
separadamente, 0 autor observou 97% de soropositividade para
LA nos bovinos, 87% nos ovinos e 37% nos caprinos. Dente 0s
cervideos avaliados (veados-borord, veado-campeiro e veado-
catingueiro) no estudo citado, cinco animais (22%)
apresentaram anticorpos contra o BTV. Assim como no estudo
de Tomich et al. (2009) a prevaléncia de anticorpos em cervideos
foi menor do que em ruminantes domésticos. Além da
preferéncia do vetor por uma determinada espécie de
hospedeiro, a maior susceptibilidade dos cervideos em
desenvolver a doenca clinica e fatal pode estar relacionada com
a baixa soroprevaléncia contra BTV.

Dentre os materiais coletados dos quatro animais que
vieram a ébito com sinais de doenca, quatro tiveram resultado
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positivo para BTV no teste de RT-PCR em tempo real, indicando
a presenca do material genético viral nos tecidos e sangue dos
animais. Os quatro animais positivos eram adultos jovens e
nascidos no Reflgio. As amostras positivas para RTg-PCR em
tempo real passaram por cultivo celular para isolamento, sendo
que foram isolados ao todo trés sorotipos de BTV. Em um
estudo realizado por Kawanami (2012), utilizando amostras de
tecidos parafinizados provenientes de 42 cervideos que foram
necropsiados e apresentaram sinais clinicos e lesdes sugestivos
de doenca hemorrégica, foi obtido um total de trés resultados
positivos (7,14%) para a técnica de RT-PCR para BTV, sendo
que outras quatro amostras apresentaram Ct elevado na PCR
convencional todas as sete amostras obtiveram resultado
positivo. A autora atribui a grande quantidade de resultados
negativos a fixacdo do material em formalina, que variou de dias
a meses, e 0 tempo de arquivamento em blocos de parafina.
Ainda, segundo Kawanami (2012), o sequenciamento e a
identificacdo dos sorotipos ndo foi possivel provavelmente pela
fragmentacdo do material gendmico devido a fixacdo em
formalina e ao tempo de armazenamento da amostra. NoO
presente estudo, o uso de material congelado e mais recente se
mostrou mais favoravel a preservacdo do virus e,
consequentemente, seu isolamento e sorotipificacdo. Portanto,
recomenda-se que as instituicbes que mantém cervideos,
coletem fragmentos de tecidos e mantenha-os congelados para
futura investigacao.

O primeiro isolamento do BTV em animais infectados
naturalmente na América do Sul foi proveniente de gado bovino
importado do Brasil para os EUA (LARGER, 2004). Esse fato
ocorreu em 1980, e o virus isolado foi o do sorotipo 4, até entdo
inexistente nos EUA (GROOCOCK; CAMPBELL, 1982). Em
abril de 2001 foi isolado o sorotipo 12 em ovinos e caprinos de
uma propriedade em Curitiba (PR). Essa propriedade mantinha
rebanho misto de ovinos, caprinos e bovinos, e ruminantes
silvestres tinham sido observados na regido. Ao todo, 21 animais
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apresentaram sinais clinicos da doenca, porém apenas duas
ovelhas e uma cabra morreram em decorréncia da infecgéo
(CLAVIJO et al. 2002).

Em 2009 ocorreram dois surtos de BTV no Rio Grande
do Sul, no primeiro 14 ovinos apresentaram sinais clinicos da
doenca, desses, 8 animais vieram a 6bito. Na segunda fazenda 1
animal macho apresentou os sinais clinicos da doenca. O
sorotipo 12 foi identificado utilizando a técnica de RT-PCR e
sequenciamento (ANTONIASSI et al. 2010).

Em 2013 ocorreram mortes de ovelhas com sinais e
lesGes compativeis com a doenga no estado do Rio de Janeiro. O
BTV- 4 foi identificados por testes moleculares (BALARO et al.
2014).

Na Argentina, o virus foi isolado do sangue de bovino
sem sinais clinicos, e foi identificado como pertencente ao
sorotipo 4 (GORSCH et al., 2002).

Viarouge et al. (2014) isolou 8 sorotipos de BTV
provenientes de amostras de ruminantes domésticos na Guiana
Francesa. Os sorotipos 1, 2, 10, 12, 13, 17 e 24 foram isolados
de bovinos jovens sem sinais clinicos. Os sorotipos 2, 6 12, 24
foram identificados em amostras de animais importados da
Franca, e os sorotipos 2, 13 e 17 foram isolados de ovinos e
caprinos que apresentavam sinais clinicos da doenca.

Existem poucos relatos de isolamentos do virus da lingua
azul em ruminantes silvestres. Segundo Johnson et al.,(2006) em
2004 ocorreu o primeiro isolamento de BTV-1 do material
coletado de um veado-de-cauda-branca  (Odocoileus
virginianus) nos Estados Unidos. O animal foi morto por um
cacador no estado de Luisiana. Na Espanha em 2007, foi
realizado o isolamento BTV-1 de muflon que apresentavam
sinais clinicos como congestdo, edema e hemorragias
(FERNANDEZ-PACHECO et al. 2008).

Os sorotipos de BTV, encontrados no presente trabalho
foram 0 3, 18 e 14. Segundo Lager (2004) os sorotipos de lingua
azul identificados no Brasil sdo 4, 6, 14, 17, 19 e 20, porém esses
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resultados sdo considerados preliminares, pois foram obtidos de
técnicas soroldgicas, podendo haver reacdo cruzada entre
sorotipos. Como j& citado, os sorotipos identificados por
iIsolamento no Brasil sdo 0 BTV-4 e BTV-12. Esses dois sdo 0s
unicos sorotipos cujo isolamento foi publicado no pais até o
momento. Portanto, € a primeira vez que 0S sorotipos
identificados no presente estudo sao isolados no pais.

Os sorotipos 3 e 18 ja foram isolados de ruminantes
domésticos na India, pais no qual ja foram identificados, ao todo,
18 sorotipos de BTV (PRASAD; JAIN; GUPTA, 1992,
KULKARNI, KULKARNI, 1984). Além da india 0 BTV-3 ja
foi isolado na Oceania, América Central, e Estados Unidos. O
sorotipo 14 também foi isolado nos EUA. (BHANUPRAKASH
et al., 2009).

A identificacdo dos sorotipos de BTV € um dado
importante, ndo s6 porque acrescenta informacdes sobre quais
0s tipos que ocorrem no Brasil, mas também porque com base
nos sorotipos é possivel o desenvolvimento de uma vacina, que
pode diminuir a morbidade e mortalidade de animais no plantel
estudado.

Os achados macroscopicos mais significativos das
necropsias dos animais positivos para BTV foram: petéquias em
lingua (2/4), petéquias e sufusbes em compartimentos do
estbmago (3/4), conteudo sanguinolento no intestino (3/4),
pulmdo hemorragico (4/4), sufusbes e petéquias em miocardio
(4/4) e rins hemorragicos (4/4).Todas as lesdes ja foram citadas
em literatura. As principais alteracbes macroscopicas
encontradas por Kawanami (2012) nos sete animais positivos
para BTV foram contetdo intestinal hemorragico (85,71%,
n=6), petéquias (57,14%, n=4) em lingua e coragdo, mucosas
avermelhadas do trato gastrointestinal (42,86%, n=3) e Ulceras
em lingua (42,86%, n=2).

Todas as amostras de sangue e tecido utilizadas nesse
estudo foram negativas para EHDV no teste RT-PCR. Sendo
assim, conclui-se que nenhum animal apresentava-se virémico
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no momento da colheita de sangue, e que ndo foi achado material
genético viral no tecido dos animais mortos. Isso pode ser devido
ao fato de que os animais do Reflgio Biologico Bela Vista ndo
estejam sendo infectados com o virus da doenca epizodtica
hemorragica, ou entdo, ndo estdo desenvolvendo a doenca.
Assim como no presente estudo, o trabalho de Kawanami
(2012), realizado com animais provenientes do Nucleo de
Pesquisa e Conservacao de Cervideos em Jaboticabal-SP, todas
as amostras de tecido foram negativas para EHDV, utilizando-
se a técnica de RT-PCR. A autora atribuiu esse resultado a
auséncia do virus nas amostras estudadas ou a degradacdo do
material genético viral causada pela fixagdo em formalina.

Em 2008, o EHDV foi isolado de dois animais
pertencentes a espécie Mazama gouazoubira (1 fémea de 2 anos
de idade) e Mazama nana (1 macho de 1 ano de idade)
pertencente ao Zooldgico de Pomerode-SC. Os animais
apresentavam sinais clinicos e lesdes compativeis com doencas
hemorragiacas (FAVERO et al., 2013). Este foi o primeiro
isolamento do virus no Brasil, ainda que testes soroldgicos ja
indicassem sua presenca no pais. Pandolfi (1999) encontrou
39% dos animais soropositivos para EHDV, e a analise
individualizada por espécie mostrou positividade para 88% dos
bovinos, 24% dos ovinos e 2% dos caprinos. Quanto aos
cervideos, apenas 9% apresentaram positividade. A pesquisa de
EHDV no Brasil é recente e ainda existem poucos dados sobre a
distribuicéo do virus no pais.

Quanto aos testes de PCR para adenovirus dos cervideos,
todos os resultados no presente estudo foram negativos, nédo
sendo possivel encontrar indicios de material genético viral nas
amostras. O primeiro relato de infec¢do por OdAdV-1foi de um
surto ocorrido na Califérnia em 1993, que levou no minimo mil
animais da espécie Odocoileus heminionus ao 6bito e atingiu 17
provincias (WOODS et al. 1996). Depois desse surto, o virus foi
identificado como causador de doenca hemorragica em diversos
cervideos na América do Norte (KAWANAMI, 2012).
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No Brasil, o Unico estudo realizado com adenovirus de
cervideos foi 0 de Kawanami (2012), que utilizou 42 amostras
de cervideos que vieram a Obito com sinais de doenca
hemorragica. O material foi testado para DHA pela técnica de
imunohistoquimica e todos os resultados foram negativos.

A auséncia de resultados positivos para adenovirus nas
amostras de cervideos no Brasil pode ser decorrente de
resisténcia das espécies brasileiras ao virus ou a auséncia do
virus no territério nacional. Sugere-se mais estudos sobre o
OdAdV-1 no Brasil, incluindo estudos soroldgicos.
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7 CONCLUSAO

Com esse trabalho foi possivel identificar que o virus
causador da doenca hemorrégica que acometeu 0s animais do
Refugio Bioldgico Bela Vista durante o ano de 2014 é o virus da
lingua azul. A prevaléncia de anticorpos contra o BTV no plantel
de veados-bororos-do-sul foi de 3,12%. Constatou-se a presenca
de trés novos sorotipos de BTV no Brasil, 0 BTV-3, BTV-14 e
BTV-18. Esses dados sugerem que o agente causador da doenca
da lingua azul esta muito mais disseminado no pais do que o que
se imaginava anteriormente, e que a regido de Foz do Iguagu —
PR apresenta as condi¢cbes ambientais favoraveis para o
desenvolvimento do vetor da doenca.

No presente estudo ndo houve resultados que indicassem a
presenca do EHDV ou do adenovirus de cervideos, todas as
amostras testadas foram negativas para essas duas doencas.

A identificacdo do BTV como o agente causador da doenca
com alta mortalidade no Criadouro de Animais Silvestres da
Itaipu Binacional leva ao questionamento do quanto os agentes
causadores de doencas de animais domésticos sao perigosos para
populacdes de animais silvestres que cada vez mais sofrem com
a perda de seu habitat e sdo levados a se aproximar de areas
habitadas por seres humanos e consequentemente por seus
animais doméstico. Se torna notavel a necessidade de novos
estudos sobre os impactos da LA em populacdes de ruminantes
silvestres de vida livre.
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APENDICES

Quadro 1- Dados obtidos na anamnese dos exemplares de Mazama nana
do Reflgio Biolégico Bela Vista (RBBV), durante a contencao.

Identificacdo Microchip Brinco Idade Origem
CASIB 2569 | 963008000141671 | 24 11 meses | RBBV
CASIB 2534 | 963008000141027 | 25 2 anos RBBV
CASIB 2433 | 985121005536315 | 56 5 anos RBBV
CASIB 1929 | 00061C315A 31 14 anos | NUPECCE
CASIB 2490 | 985121004940091 | 61 3 anos RBBV
CASIB 2329 | 000621D9E8 99 10 anos | RBBV
CASIB 2555 | 963008000141541 | 23 1ano RBBV
CASIB 2493 | 985121006907240 | 60 3 anos RBBV
CASIB 2390 | 000629A76 32 7 anos RBBV
CASIB 2544 | 963008000141032 | 92 2 anos RBBV
CASIB 2483 | 963008000141047 | --- 3 anos PNI-Realeza
CASIB 2153 | 0006109F9F 82 11anos | RBBV
CASIB 2522 | 963008000141040 | 71 2 anos RBBV
CASIB 2503 | 9851210047901126 | 72 3 anos RBBV
Z00 0469 963008000141581 | 22 1 més RBBV
CASIB 2440 | 98512100693191 09 4 anos RBBV
CASIB 2582 | 963008000141614 | 20 4 meses | RBBV
Z0O0 0456 963008000141600 | 19 4 meses | RBBV
CASIB 2543 | 963008000141050 | 91 2 anos RBBV
CASIB 2396 | 00-0621-AE15 8 anos RBBV
CASIB 2533 | 963008000141026 | 03 2 anos RBBV
Z0O0 0458 963008000141586 | 04 3 meses | RBBV
Z0O0 0463 963008000141584 | 02 3 meses | RBBV
Z0O0 0465 96300800014158 21 2 meses | RBBV
CASIB 2446 | 985121006916670 | 11 4 anos RBBV
CASIB 2410 | 963008000141596 | 12 6 anos RBBV
CASIB 2547 | 963008000141680 | 06 2 anos RBBV
CASIB 2581 | 963008000141617 | 05 4 meses | RBBV
CASIB2531 | 983008000141028 | 64 2 anos RBBV
Z00 0061 00-061C-0E77 13 15anos | RBBV
CASIB 2451 | 985121005346666 | 54 4 anos RBBV
CASIB 2583 | 963008000141606 | --- 4 meses | RBBV
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Quadro 2- Parametros obtidos durante o exame fisico dos exemplares de
Mazama nana submetidos a conten¢do quimica com cetamina (7mg/kg)
e demetomidina (100mg/kg) para coleta de amostras de sangue.

Identificacdo Peso | Temperatura | Pelame Escore Sexo
(kg) retal (°C) corporal
(1-5)
CASIB 2569 | 95kg | 38,7 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2534 | 14,8 38,6 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2433 | 14,6 38,7 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 1929 | 14,54 39,4 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2490 | 16,38 32,2 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2329 | 144 38,6 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2555 | 12,9 39,4 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2493 | 15,7 39,6 Brilhante | 3,5 Fémea
CASIB 2390 | 151 38,9 Brilhante | 3,5 Fémea
CASIB 2544 | 12 39,2 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2483 | 11,8 41,3 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2153 | 14,78 38,8 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2522 | 14,82 39,3 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2503 | 14,34 38,3 Brilhante | 3 Fémea
Z00 0469 3,68 38,2 Brilhante | 2,5 Fémea
CASIB 2440 | 14,38 38,9 Brilhante | 2,5 Fémea
CASIB 2582 | 8 39,1 Brilhante | 3 Macho
Z00 0456 7,2 38,8 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2543 | 15,16 38,7 Brilhante | 3,5 Macho
CASIB 2396 | 14 39,5 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2533 | 13,74 40,6 Brilhante | 3 Fémea
Z00 0458 6 40,1 Brilhante | 3 Fémea
Z00 0463 6,46 39,8 Brilhante | 3 Fémea
Z00 0465 8 39,1 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2446 | 14 41,4 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2410 | 18 41 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2547 | 12,2 40 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2581 | 8,75 38,7 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2531 | 11,7 37,3 Brilhante | 2,5 Macho
Z00 0061 14,2 40,3 Brilhante | 3 Macho
CASIB 2451 | 14,28 | 38,3 Brilhante | 3 Fémea
CASIB 2583 | 8 39,4 Brilhante | 3 Fémea

Fonte: Arquivo pessoal
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ANEXOS

ANEXO A - Fichas de necropsias dos animais dos quais foi
isolado o virus da lingua azul.

N
“ITAIF’U

EBINACIONAL

Mowme couum: VEaDo BoRoRS N® HECRODPEIA: 2485
Mose ciENTIFICD: MAazanma nans M® anmaL: CASIE 2534
OroEm! FamiLia: ARTIODACTYLA M® aTEETADO:

AFELIDD: BEM Sexo: FEuEA
lpenTIFIcAzAo: BE3003000 141027 IpapE: 2 anos
Dmizem-Cazie Pezo: 14,3

MorTE: DURANTE O TRATAMENTD Dara asmo: 1103015
Deeminc:REEIDUD HOEPTALAR Dara mwecrorzws: 1103015

HigToRICD: ANIMAL FOI ENCAMINHADD A0 HoarimaL mo 0w 1103 oo EDEMA BUBMANDISULAR
E SAMGRAMENTZ KA REGIAD DO ANUE E INCOORDENACAD. AD CHEGAR NO HOSFITAL FOI EEDADD
Con IRoFLUARANDS. MAS FOI FOEEIVEL CANULAR OU COLETAR SANGUE DO AMIMAL, QUE VEID A
QEITO EM EEGUIDA.

DEEcRICAD MACROSCOFIGA:

ExaME EXTERND ESCORE CORPORAL BOM [ER4U 3), FRESENGA DE 2ANGUE VIVO NA RESIAD DO
AMUE, EDEMA EUBMANDIEULAR € SUSLINGUAL.

Exame INTERND: MUSCLLATURA: MADA DIGNC DE NOTA. CAVIDADE AEDOMIMAL. PREEENCA DE
SANGUE LIVRE. SISTEMA DISEATSRND: CAVIDADE ORALT LINGEUA FARA FORA DA BOCA DD ANRMAL,
EDEMA EUBLINGUAL, EEQFASO. SEM CONTEUDD. RUMEN. OMASD, ABOMASD E RETICULD: SEM
ALTERACOES, PRESEMCA DE POUCD CONTEUDD DE COLORAGAS ESVERDEADA INTEETINOD
pErcans: DUCCENG E JEMUND COM COLORACAD MUMD EECURA. QUASE MEGRO, AD CORTE
FREZENCA LOE ABUNDANTE CONTEUDD SAMNGUNCLENTO. [INTEETING eroaso: ComTELDO
SANGUINCLENTD Mo LimEn, FlEano: CONGEATD COM 2ANGUE AD CORTE.

SiETEMA RESFIRATORMD: TRAGUELL FEQUENA QUANTIDADE DE EEFUMA. Pulmio: coussaro,
COM CONTELDO EEFUMOE0 NO INTERICR {[EDEMA).

Coracho: AREAZ HEMORRAGICAE MO EFICARDIC DO WENTRICULD ESouErRDo. Bacoo
COLORAZAD EECURA

SeETEMA URINARSD: FimMe: HEMCRRAGICOE COM COLORAGAD VERMELHA ESCURA. AD CORTE A
CORTICAL E MEDULAR COM COLORAZAD VERMELHA.

AcHanoE CoOMENTARIOE:

CAWIDADE AEDOM AL BANSLUE LIVAE.

CABECA! EDEMA EUBMANDIEULAR E SUSLINEUAL
INTESTING: CONTEDDD HEMORRAGIDD

Puwmio: consESTAD E ESFUMA [EDEMA)

Rina: coLoRAZAD VERMELHA EBCURA (HEMORRAGIA)
CoRAgAD AREAS HEMORRAGICAE.

CaussA MORTIE. CHOGQUE HIFOVOLEMICD DECORRENTE DE HEMORAAGIA GEMERALIZADA.
(DOENGA HEMORRAGICA)

Coniso:

HIETOPATOLOGIAT 21k

CuTRos Exanss: POR —Lincua Azul, |ECLAMENTD VIRAL FO BITIVD

ImazEME:

MeDico vETERINARID:

DR Zaraim Sivvine Cusas

Mara Hevems Mazzon BaLomi (MEETRAKDA
UDESC)
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WN [TAIPU
A W EINACIONAL
MOME COMU: VEADD BORORDS N® NECROPS514: 2502
MOME CIENTIFICT: MATALE NANA M AMIMAL: CASIE 2583
ORDEM FAMILLA: BRTYODACTYLA M® ATESTADD: 24115
APELIDO: 2EM SExD: FEMER
IDERTIFICACAD: MICRCCHIP SE30050001 41606 |DACE: ADULTO
OrGEM: CASIB PERD: B3 KG
MIORTE: DURANTE O TRATAMENTD) DATA CEITO: 2R/08/2015
DESTIMG: RESIDUD HOSPITALAR, DATA MECROPSIA: DEDAI2015

HISTORICO: WO DlA 25/08, PERICDC DA TARDE, O TRATADOR CBSERVOU SMAIS DE DOSMCA
HEMCRRAGICA. MO Dia 28/06 FOI LEWADD AD HY COM SIMPLES CONTENCAD FIZICA.

DESCRICAD MACROSCOFICA:

ExaME EXTERMO: ESTADD NUTRICIOMAL MORMAL, SANGUE EM ESCLERA.  DIARREIA
SANGLINOLENTA E EDEMA SUSMANDIBLLAR.

EXAME INTERNC: LIGUI00 AMARELADD MO ESPACD SUBCUTANED, PRENIMG A ESCARULA

SISTEMA DISESTORC: CAVIDADE ORAL COM SANGUE, PETEQUAS MA UMNGLE; ESOFAZD COM
AEDECTO E COLORACAD MORMAIS E Z5M CONTEUDD ALIMEMTAR; SSTOMAZOD, SEROSAT
HEMORAAGICAS, PETEQUIAS E SUFUSSES DIFUSAS POR TODO O ROMEN, RETICULD, CMASD E
ASOMASO, MUCOSAS NORMAIS E COM CONTELDD ALIMENTAR. INTESTINOS COM INGESTA, UM
SECMENTD APREZENTAMA-SE HEMORRAGICO, COM CONTEDDO E MUCCOSA HEMORRAGICOS;
FlzAD0 DE OOR PARDA E ASPECTO FRIEVEL;

SI=TEMA RESOmATORIC: TRAZUELS SSM PRESENCA DE SSOUMA E SANCUE, MAS PSDUENAS
PSTEGLIAS HEMORRAGICAS MA MUCOSA INTERMS; Puusles WERMELHOS ERCUROS,
CRETAMTES, DS ASPECTO ENFISEMATOSD.

SIsTEMA CARDIDCIRCULATORKD: CORACAD COM TAMSMHD NORMAL, SUPERFICIE DO MICCARDIOD
COM POUGUISSIMAS PETEQLAAS. SACD PERICARDICD DE ASPECTO E TAMANHOS NORMAS,
SieTEMA LINFATICD: BACO COM CONSISTEMCIA MORMAL E TAMANHD MORMAIS SISTEMA
URINSSIO: RINE COLORACAD VERMELHA HEMORRASICA UNIFORME, S50 DIFERSMCIACED DS AREA
CORTICAL E MEDULAR.

REERODUTCR: UTERD E OVERIDS REDUTIDOS £ COM PETEQULAS HEMORRAGICAS.

ACHADCES! COMENTARICE:

PULMAD, HEMORRAGICT E ENFISSMATOSD,

Rz, HEMCRRAZICOE,

SINAIS E ALTERACEES MACROSCORICAS COMPATIVEIS COM DOENCA HEMORRAGICA VIRAL.

CAUS4 MORTIE: IMSUFICIEMCIA REMAL E RESPIRATORIS DECORREMTES DE SINDROME
HEMORRAGICA

CooED: 004.10.07

HSTORATOLOGA. COLHIDAZ AMOSTRAS OE LINFONCDOS, SACD, RNE, RAMCREAS, FIGADO,
PULMAC, CoRACAD.

QUTROE EXAMES: MICRCBICUSEITD E AMOSTRAS EM FREEZER PARA ISCLAMENTD WIRAL

[MAZEME: 20 IMaGEENG 2502 VEADO BORCRD

NEDICD VETERMARIC:

VWANDERLEI DE MORAES

MARZIA ANTONELLI (ESTAGIARIA UDEEC)
STacy WU [ESTAGIARIA LIDC)

TERMO DE NECROF S1A
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EE |TAIPU
AF "W BiNACIONAL
MOME CoMUM: VEADID BCRORD N® NECRCPHA: 2501
MOME CIENTIFICD: MAZAMS MANA N° AMMAL: CASIE 2433
ORDEM' FAMILLA: ARTYODACTYLA N® ATESTADD: 2315
APELIDC: BAMBINA SEXD: FEMEA
IDERTIFICACAD: MC 885121005535315 |IDADE: ADULTO
ORIGENM: CASIB PE=C- 12 B KG
MORTE: CURANTE O TRATAMENTO DATA OETo: 2Z5/08/2015
DESTMG: RESIDUC HOEPITALAR, DATANECROPSIA: 280062015

HISTORICD: O ANIMAL ARPRESEMTCU SINAIS DE DOENCA (EDEMA DE FACE, ANOREXLA, APATIA) E FOI
ENCAMINHADD A HW POR APRESENTAR SINAIZ DE DOENCA HEMORRAGICA VIRAL. MORTE AZLDA.
INTERKAMENTD MO DA 25 E MOSTE NO DLA 26/06/1 5.

DESCRICAD MACRCSOOPICA:

EXAME EXTERMD: ANBMAL EM ESTADC NUTRICICHNAL MORMAL, SANGUE EM ESCLERA. LIQUIDD MA
REGLAD SUBMANDIBULAR, LIMFONCDOS POPLITECS AUMENTADCS.

EXAME INTERNG: LEQUIDD BANGUINOLENTD MA CAVIDADE AEDOMIMAL

CIZTEMA DICESTORID: CAVIDADE ORAL COM SANMGUE, PETEQUAAS MA LINGUA ALMENTADA
[EDEMACIADLY, ESOFAGD COM ASPECTOD E COLORACED NORMAIS E SEM CONTEIDD ALIMEMTAR;
ESTOMAZDS. MUCOSA E SEROSA COM ALGUMAS PETEQUIAS DIFUSAS, COM CONTELDO
ALIMENTAR. CONTEIDD RUMINAL COR VERDE BANDEIRA. ALCAS INTESTINAIZ COM COR DIFERENTE
CONFORME 0S SEGMENTOS (VERDE, FRRDD, OCRE E VERMELHO ESCURD), SENDO QUE UM
PEQUENG SECKMENTD APRESENTENE-SE HEMORAAGICD; FISADC COR PARDA E COMGESTO,
SIZTEMA RESPIRATORID: TRAZUELS IMTEGRA SEM PREZENCA DE ESPUMA, DOREM VASOS
HIPEREMICOZ E FEQUENMA QUANTIDADE DE SANGUE MA PAREDE INTERMA: PULMBES,
HEMCRRAGICOS, CREFITANTES, COM LIQURD0 E PRESENCA DE SANGUS AQ CORTE.

SISTEMA CARDIACD: CORACED COM TAMANHD NORMAL, SACD PERICARDICO COM CRANDE
QUANTIDADE OE LIQUIDC SANGUSMOLENTD, PETEQUIAS E SUFUSSES N& SUPERFICIE CARDIACA
[MICCARDIC), EM GRAMDE EXTEMSAD OC GRSAD, AD CORTE PRESENCA GRANDE QUANTIOADE DE
COAGULOE,

SI=TEMA LINFETICD: BACO DE ASPECTO RUGOS0, TAMANHD E COMSISTENCLA NORMAIZ, POREM
HEMORRAGICD.

SIZTEMS URINARIC: RING COM GORDURA PERIRRENAL; PERDA DA RELACAD CORTICAL! MEDULAR,
RIM COM COR AVERMELHADA EM TODD O PARENGUIMA.

AcHAD0S  COMENTARIOR:

CAUSA MORTIS: HEMORRAGIA INTERHNA GENERALIZADM

Comeo: 004.00.04

HISTCOATCLOGIA AMOETRAS DE LINFOMODOS, BACO, RINS, PANCREAS, FIGADD, PULMACD,
CORACAD.

CUTROS EXAMES: MICROBICLOGICO E AMOSTRAS CONCELADAS PARA |SOLAMENTO VIRAL

IMAGENE: 55 IMAGENSZE01_VEADD BORORD

MEDICO VETERHARID:

VIANDERLEI D MORAES

MARZLA ANTONELLD (ESTACIARIA UDESC)
STACY VWU (ESTAGIARIA UDC)

TERMO DE NECROP 51A
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EE TAIPU

A W &
NouEe couum: Vesno Borora M- HECROF3IA” 24593
Noue cienmiFico: Mazans mare N® arimaL: cazie 2400 Zoo 556
Orpem FAuiLA: ARTYCOACTYLA N® atesTaDo: 24115
BFELIDD 2EM SEXD MACHD
|pEvmFICACED: MicROCHF 3351210048400 lnApE: AouLTe
COrzern: CASIE Peeo: em ToRMo DE 150G
WIORTE DURANTE O TRATAMENTD Diara cemo: 2600472015
DEammo: RE2IDUS HOEFITALAR Diara mEcRoFaa: 27042015

HieTorico: ko s 2504, FOI INTERNADD FASA TRATAMENTO. APREZENTOU QUADRD DE AFATIA,
DEEILIDACE, EDEMA SUBMANDIEULAR. FOI TRATADD POR DO2 DIAS.

Deacriclo MACROECORICA:

ExAME EXTERND. EDEMA SUSMANDIEULAR, EANGUE (FOUCA QUANTIDADE] EM CAVIDADE ORAL,
FEZES EANGUIMNOLENTA MD AMUE, BOM E3TADD NUTRICIONAL [MORTE ASUDAJL

ExaMeE INTERND:

Tomax: LIQUIDD 2ANGUINCLENTS MA CAVIDADE TORACICA [HEMOTORAX) EM  SRANDE
QUAMTIDADE (arz 0 50 wl] CIETD HIDATICD MA CAVIDADE TORACICA, FRAMIMD AD CORACAD.
SiatEms Respmarcric; TRAQUELA COM WAEDE COMWESEETOE, FETEQUAE E CONTELDO
ESPLBOED CLARD ASUKCANTE, PULMAEE HIFEREMIA UKIFORAME E DIFUZA.

SizaTEMs CarpiooiRouaToRIe: CorRAcAo, FERICARDIC COM WAIDS AFARENTES, COMNGESTOEE
FETEQUIAS HEMORRAGICAZ, LQUIDD AMARELADD MO EACDT PERICARDICD, VOLUME maos aue 20
L SUFERFICIE DO MICCARDIC COM B FETEQUIAE HEMORRAGICAZ, FRINCIPALMENTE AD LONED
DWE COROMARIAS, E EQUIMOSE MO AFICE CARDIACT, ENDOCARDID COM FETERUIAS E ERUMOEEE
SiaTems LINFATICD: BACC RGOS0 E SOM FETEQUIAZ HEMORRAZICAS,

SigTEMS IZEETARIC: ES0FAGD SEM ALTERACAES EVIDENTES, ESTOMAGDS, EERCEA 0O RUMEN
E DOE CUTROE COMFARTIMENTOS GAITRICOE COM FETEQUIAE, EQUIMOEEE E EUFUSAES;
MUCDEAS HIPEREMICAZ. INTESTING DELGADD EECURD E COM CONTELDD HEMORAAGICT, Flzano
HFOCDRADD, COM FETEQUIAZ QUE EE UNEM FARA FORMAR EQUIMOEES MA FADE VENTRAL E
DOREAL DO FIZADD;

SiztEms Usmtmo: Bz couoRAagAc VERMELHA HEMORRAGICA UNIFORME, COM CARPIULA
ADERIDA; AD CORTE, WAD HA CLARA DIFERENCAGAD ENTRE ZOMA CORTICAL E MEDULAR, QUE
EETAD VERMELHAZ.

ACHADCDE! LOMENTARICS:

PULMAD, DFUEA, HEMORAASGIA E ENFISELA;

RIME, EEM DIFERENCIACAD ENTRE ZOMAS CORTIZAL £ MEDULAR. HEMORAAGLA]
Comagho, FERICARDID, MIDCARDID E ENDOCARDID, KEMORRASIA

INTEETING, MUCOEA E CONTEDNDD, FEMORRASIA;

EaTimisss, SERCEAS E MUDCEAS, HIFEREMA E HEMORRAGLA,

SIMAIE E ALTERACAES MACROSCOFICAS COMPATIVERS COM DOEMDA HEMOIRRAZICA VIRAL.

Causa mORTIE. [MIUFCIENCIA RENMAL E RESFIRATORIA DECORRENMTEY DE EINDROME
HEMORRABICA

Cooieo: DO TOLOY

HIETORATOLOGIA: COLHIDAS AMOETAAS PARA EXAME HISTORATOLIGICT

TROE EXAMES. AMOSTRAE EM FREEZER FARA IZ0LAMENTD WIRAL

MAGENE: 159 IMAZENE 2900 _VEADD BORORD

WEDCD vETERINARIC:
ZasR Sivms Cuass]
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ANEXO B - Laudos emitidos pelo Laboratério Pesquisa em Virologia
Animal da UFMG.

ARIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS - ESCOLA DE veTTElc:'
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETE RINARIA PREVEN

s i LABORATORIO DE PESQUISA EM VIROLOGIA ANIMAL
UFMG

Belo Horizonte 22 de Dezembro de 2015

No primeiro semestre de 2015 foram recebidas ne Laboratorio de Pesquisa em Vuroo-lct:igt'g
Animal da Escola de Veterindria da UFMG amostras clinicas de cervideos que vieram ao da
enviadas pelo médico veterinario Zalmir Silvino Cubas do Criadouro de An:mals Silve;:e\j,‘,us
Itaipu Binacional (CASIB) Refugio Biolégico de Bela Vista para pesquisa de dcido RUEIER
da Lingua Azul. = irbripht
As amostras foram submetidas 4 extracio de RNA e Real Time PCR {instituto Pirbright,
Reino Unido) para detecciio do acido nucléico Viral.

Dados da Amostra

Espécie animal: Mezame nana %
Localidade: Refugio Biologico de Bela vista, CASIB, Itaipu Binacional - Foz do lguacy, Parana.
Materiais recebidos: sangue, fragmentos de bago, linfenodo, figado e pulmao.

Identificacdo da amostra; CASIB 2534

Resultados abtidos:

ID Amostra | Material clinii:o‘f Resultado Final Sorotipo
(1] casiB 2534 ‘”Argggg | Positivo BIV1S
. | sangue |  Positvo |  BTV18 |

Apos 0 processamento das amostras foi possivel detectar a presenca do acido nucléico do Virus
da Lingua Azul nas amostras de sangue e tecido CASIB 2534, isolar o virus e identificar como
sorotipo 18.

Atenciosamente,

Prof? Zelia 1. P, Lobato
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Escola de Veterindria - UFMG
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N UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS - ESCOLA DE VETERINARIA
), ] DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA

) LABORATORIO DE PESQUISA EM VIROLOGIA ANIMAL

UFMG

Belo Horizonte 22 de Dezembro de 2015

No primeiro semestre de 2015 foram recebidas no Laboratorio de Pesquisa em Wo.logla
Animal da Escola de Veterindria da UFMG amostras clinicas de cervideos que V'e'a.m 0,00
enviadas pelo médico veterinario Zalmir Silvina Cubas do Criadouro de Animais s}lvestres‘ da
Itaipy Binacional (CASIB) Refugio Biologico de Bela Vista para pesquisa de acido nucleico do Virus
a2 Lingua Azul, i

As amastras foram submetidas a extragdo de RNA ¢ Real Time PCR (Instituto Pirbright,
Reino Unido) para deteccio do deido nucléico Viral,

Dados da Amostra
Espécie animal: Mazamo nana

Localidade: Refigio Biologico de Bela vista, CASIB, Itaipu Binacional - Foz do Iguagu, Parand,
Materials recebidos: fragmentos de baga, infonado, figade ¢ pulmio,
Identificacdo da amostra: CASIB 2583

Resultados obtidos:

__I_o @mp_st_r_a:MTt_er_igl élinicvo I}rl!_csultadoflnal | Sorotipo |
|1lcASB2583 | Teqdo | positivo | BTVAA |

Apds o processamento das amostras foi possivel detectar a prese

nga do acido nucléico do Virys
da Lingua Azul na amostra de tecido CASIB 2583, isalar ovirus ¢ id

entificar como sorotipo 14,

Atenciosamente, A

Prof? Zelia I, P. Lobatg
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva
Escola de Veterindrig - UFMG
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Belo Horizonte 22 de Dezembro de 2015

No primeiro semestre de 2015 foram recebidas no Laboratdrio de Pesquisa em Virologia
Animal da Escola de Veterindria da UFMG amostras clinicas de cervideos que vieram ac dbito
enviadas pelo médico veterinario Zalmir Silvino Cubas do Criadouro de Animais Silvestres da
Itaipu Binacional {CASIB) Refugio Biologico de Bela Vista para pesquisa de acido nucleico do Virus
da Lingua Azul, o

As amostras foram submetidas & extracdo de RNA e Real Time PCR (Instituto Pirbright,
Reino Unido) para detecgao do dcido nucléico Viral,

Dados da Amostra

Espécie animal: Mozoma nana

Localidade: Refugio Bioldgico de Bela vista, CASIB, Itaipu Binacional = Foz do lguagu, Parana,
Materiais recebidos: fragmentas de bago, linfenado, figado e pulmao.

Identificagao da amostra: CASIB 2433

Resultados obtidos:

-

ID Amostra | Material clinico | Resultado Final | Sorotipo |
CASIB2433 | Tecido | Positivo BTV3

|
i
|

Apos o pracessamento das amostras foi possivel detectar a presenga do dcido nucléico do Virus
da Lingua Azul na amostra de tecido CASIB 2433, isolar o virus e identificar como sorotipo 3

Atenciosamente,

§ A,

Prof? Zelia I. P. Lobato
Departamento de Medicina Veterindria Proventiva
Escola de Veterindria - UFMG
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Nz LABORATORIO DE PESQUISA EM VIROLOGIA ANIMAL

UFMG

Belo Horizonte 22 de Dezembro de 2015

No primeiro semestre de 2015 foram recebidas na Laboratério de Pesquisa em Vno!ogxa
Animal da Escola de Veterindria da UFMG amostras clinicas de cervideos que vieram ao 6bita
enviadas pelo médico veterindrio Zalmir Silvino Cubas do Criadoura de Animais Slrlvestfcs. ta
Itaipu Binacional {CASIB) Refugic Bioldgico de Bela Vista para pesquisa de dcido nucleico do Virus
da Lingua Azul. s

As amostras foram submetidas 4 extragdo de RNA e Real Time PCR (Instituto Pirbright,
Reino Unido) para detecclio do acido nucléico Viral.

Dados da Amostra

Espécie animal: Mazomo nena .
Localidade: Refigio Biologico de Bela vista, CASIB, Itaipu Binacional - Foz do lguagu, Parand.
Materiais recebidos: fragmentos de bago, linfonedo, figado e pulmde

Identificagdo da amostra: CASIB 2490

Resultados obtidos:
[ R:'_ID,A_im.oAth.fVa_ | Material clinico Resultado Final | Sorotipo
fl, CASIB2490 | Tecide  Positivo | Nao determinado ;

Apos o processamente das amostras foi possivel detectar 2 presenca do acido nucléico do Virus
da Lingua Azul na amostra de tecido CASIB 2490, ndo foi possivel isolar e identificar o do virus até
0 momento.

Atenciosamente, i

7/4% v

Prof? Zelia |. P. Lobato
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva
Escola de Veterindria - UFMAG




