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1. ANTECEDENTES

Los paises de las Américas han acordado establecer y ejecutar acciones a nivel de sus programas nacionales
para la eliminacion de fiebre aftosa del continente, y se han dado como marco el Plan Hemisférico de
Erradicacion de Fiebre Aftosa - PHEFA. Dos planes de accion han sido elaborados, el primero ejecutado entre el
1988 — 2009, y el segundo actualmente en ejecucion del 2011 al 2020. La meta es llegar al 2020 con todos los
territorios de Américas sin circulacién viral en todas las poblaciones susceptibles, con evidencias comprobadas
con base en las normativas de reconocimiento internacional de zonas y paises libres. Se tiene como meta
proteger y preservar todas las poblaciones animales que tienen la condiciéon de libre sin vacunacion, y
paralelamente ir suspendiendo progresivamente la vacunacion sistematica en aquellas poblaciones que
presenten condiciones favorables de viabilidad, con base en estudios de riesgo nacionales y regionales y a
esquemas de prevencion sostenibles financiera y operativamente.

Importantes avances se han obtenido a través de la ejecucion del PHEFA. Se ha preservado la condicion de libre
sin vacunacion (aproximadamente 170 millones de bovinos) de las Regiones de Norte América, Meso América y
Caribe; en paises como Chile, Guyana, Guyana Francesa, Surinam vy territorios de Argentina, Brasil, Colombiay
Peru, habiéndose agregado en los uUltimos afios a este grupo territorios de Argentina y Bolivia. Asimismo, se ha
logrado obtener cerca del 85% de las poblaciones de Sudamérica (300 millones de bovinos aproximadamente)
en condiciones de libres con vacunacion, fundamentalmente gracias a la ejecucion efectiva de campafias
sistematicas y obligatorias de vacunacion, asistidas por el control de movimiento de ganado y por la
adecuacion de los métodos de diagndstico a los avances en el control y erradicacion de la Fiebre Aftosa.

Por otro lado, se han obtenido drasticas reducciones de la incidencia de casos clinicos de fiebre aftosa en
Sudamérica, teniendo territorios donde hace mas de 15 afios no se reportan episodios clinicos de la
enfermedad, llegando hoy dia a tener en forma inédita un lapso de tiempo de mas de cuatro afios sin reportes
de deteccion de episodios clinicos de la enfermedad en toda Sudamérica.

En atencion al item 8.5 del Plan 2011 — 2020 del PHEFA, los laboratorios de diagndstico de la regiéon en forma
dindmica deben adecuar el algoritmo de diagndstico a los diferentes escenarios epidemioldgicos de las
enfermedades confundibles con fiebre aftosa, de manera a aumentar la sensibilidad de atencion a casos de
sospechas de ocurrencia de enfermedad vesicular.

Con anterioridad a este Taller, en el afio 2002, se realizé el primer Taller Internacional sobre armonizacién de
técnicas de diagndstico diferencial (Duque de Caxias, RJ-Brasil), con el objetivo de colaborar con los paises para
fortalecer el diagnodstico frente a enfermedades confundibles con fiebre aftosa.

Considerando que en los Uultimos afios hubo grandes avances en las metodologias de diagndstico,
principalmente en el drea molecular y los servicios de campo aumentaron la sensibilidad para deteccion de
casos con sintomatologia confundible con enfermedad vesicular, se organiza este Il Taller Internacional de
Diagnostico Diferencial de Fiebre Aftosa para presentar la experiencia en el diagndstico de enfermedades
prioritarias confundibles con fiebre aftosa, y discutir la necesidad de implantar en los laboratorios de los paises
del PHEFA, metodologias para su diagndstico.

El Taller se realiza en el periodo 8 a 12 de mayo de 2017, en la ciudad de Asuncion, Paraguay en el ambito del
Acuerdo de Cooperacion Técnica entre el Servicio Nacional de Calidad y Salud Animal — SENACSA de Paraguay y
la Organizacion Panamericana de la Salud a través del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa - PANAFTOSA-
OPS/OMS.
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2. OBIJETIVO

Crear un foro de discusion entre los especialistas de diagndstico de vesiculares de la regidn para fortalecer el
diagndstico de enfermedades confundibles con fiebre aftosa en el contexto del PHEFA.

3. METODOLOGIA

Se realizaron presentaciones orales sobre la experiencia de especialistas de laboratorio de la regién, en el
diagndstico de patologias incluidas en la agenda, confundibles con enfermedad vesicular.

Cada sesién de presentaciones fue seguida de una discusion en plenario y conté con moderadores que
condujeron la discusion y colocaron la vision descrita en el Manual Terrestre de OIE sobre el patégeno en
discusion. Finalmente se realizd una sesidén de trabajos de grupo para elaborar recomendaciones sobre los
diferentes temas abordados.

Al final del evento, se entregé a los participantes, un dispositivo electronico con copia de todas las
presentaciones realizadas en el Taller.

4. AGENDA

La agenda de trabajo se encuentra en el Anexo 1 y en el Anexo 2 se encuentra la lista de participantes que
asistieron al evento. Copias de las presentaciones realizadas se encuentran en el Anexo 3.

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los temas debatidos durante el Il Taller Internacional de Diagndstico Diferencial de Fiebre Aftosa se
concluye que el diagndstico diferencial de fiebre aftosa debe adecuarse a los avances en la erradicaciéon de la
enfermedad y en consecuencia aumentar la sensibilidad para el diagndstico de otras patologias confundibles
con fiebre aftosa. Se concluye que:

- La capacidad de realizar diagndstico de enfermedades incluidas en el diagndstico diferencial de vesiculares
es heterogénea entre los laboratorios de apoyo al PHEFA;

- Existe la necesidad de mantener contactos periddicos entre los especialistas de diagndstico de vesiculares
de la region, para actualizacién de informaciones y experiencias técnicas;

- Actualmente PANAFTOSA provee materiales de referencia para PCR de fiebre aftosa, estomatitis vesicular,
IBR, BVD y lengua azul. Se evidencid la necesidad de identificar proveedores de materiales de referencia
para otros patégenos causantes de enfermedades confundibles con vesicular;

- Se identificé la necesidad de actualizar y armonizar la lista de patdgenos incluidos en el diagnéstico
diferencial asi como los procedimientos para el diagndstico de enfermedades confundibles con vesiculares,
y adecuar el algoritmo de diagndstico diferencial de fiebre aftosa al escenario actual de enfermedades
confundibles en la region;

- Los participantes manifestaron interés en que PANAFTOSA organice ejercicios de interlaboratorio para
enfermedades incluidas en el diferencial de fiebre aftosa;

- Los participantes manifestaron interés en que PANAFTOSA retome la entrega de los sets ELISA-CFL para
anticuerpos de estomatitis vesicular New Jersey, Indiana-1 (Indiana) e Indiana-3 (Alagoas) y ante el
ofrecimiento de APHIS de testar el kit producido en Plum Island para identificacion de anticuerpos para
Estomatitis Vesicular, se manifestaron positivamente;




INFORME FINAL Il TALLER INTERNACIONAL DE DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE FIEBRE AFTOSA

El algoritmo de gestién de riesgo bioldgico descrito en el Manual Terrestre de OIE provee la base para
definir las condiciones necesarias para actividades con los diferentes patdogenos en los laboratorios de
diagndstico veterinario;

Se debe asegurar que en el proceso de atencidon a sospechas de enfermedad vesicular se registre
informacion necesaria para un correcto diagndstico diferencial;

Se debe promover la capacitacién del veterinario de campo en toma y envio de muestras para el diagndstico
de enfermedades confundibles con vesiculares.

Con base en estas conclusiones se recomienda:

1.

10.

Que los paises de la region fortalezcan las actividades de diagndstico diferencial de fiebre aftosa y
estimulen a nivel de campo la toma de muestras para los diferentes patégenos asi como las condiciones
de envio adecuadas para su preservacion;

Que los laboratorios de apoyo al PHEFA, se aseguren de que sean implantadas en el pais, las pruebas de
diagndstico viroldgico para diferencial de fiebre aftosa, considerando como minimo los siguientes
patdgenos:
- Estomatitis Vesicular New Jersey, Indiana, Cocal y Alagoas
- Senecavirus
- Orthopoxvirus
Parapoxvirus
Lengua Azul
Fiebre Catarral Maligna
- Diarrea Viral Bovina
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina;

Que PANAFTOSA estudie la manera de reanudar la realizacién de reuniones anuales de especialistas de
laboratorio de vesiculares y proponga un mecanismo para reactivarlas;

Que PANAFTOSA realice esfuerzos para retomar la entrega de sets ELISA-CFL para identificacion vy
titulacidn de anticuerpos para estomatitis vesicular New Jersey, Indiana y Alagoas e informe a los paises y
a la 45 COSALFA sobre las perspectivas a mediano plazo;

Que el Laboratorio de Referencia de PANAFTOSA identifique potenciales proveedores de materiales de
referencia para pruebas moleculares y seroldgicas de Poxvirus (Ortho y Para), Fiebre Catarral Maligna y
Senecavirus, y viabilice la disponibilidad de los mismos, de manera armonizada para uso en los
laboratorios de diagndstico de vesiculares de apoyo al PHEFA;

Que el Laboratorio de Referencia de PANAFTOSA estudie la posibilidad de incluir ejercicios
interlaboratorio para enfermedades confundibles, dentro de su portafolio de ejercicios interlaboratorio, y
comunique su parecer a la 45 COSALFA;

Que los representantes de los laboratorios participantes de este Il Taller Internacional, informen a
PANAFTOSA el tipo y cantidad de sueros (con informaciéon epidemioldgica de respaldo) que estan en
condiciones de disponibilizar para contribuir a la evaluacidon del desempeiio del kit de estomatitis
vesicular desarrollado por Plum Island-APHIS. PANAFTOSA entregara la informacidn a APHIS;

Que los profesionales de laboratorio de diagndstico veterinario se familiaricen con las metodologias de
gestion de riesgo bioldgico y las apliquen en la rutina de sus laboratorios para definir y aplicar las
condiciones necesarias a ser cumplidas para trabajar con los diferentes tipos de patégenos;

Que los representantes de los laboratorios participantes de éste Il Taller, informen a sus respectivas
autoridades de campo sobre la necesidad de revisar conjuntamente, campo-laboratorio, los formularios
de atencién a foco, de manera a verificar que sea registrada la informacién necesaria que permite un
correcto diagndstico diferencial, resaltdndose sobre todo la presencia de lesiones cutdneas o
sintomatologia en humanos que estdn en contacto con los animales afectados;

Que PANAFTOSA comunique las conclusiones y recomendaciones del Il Taller Internacional de diagnéstico
diferencial de fiebre aftosa a todos los paises de COSALFA.
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CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

From the topics discussed during the Il International Workshop on Differential Diagnosis of Foot-and-Mouth
Disease, was highlighted that the differential diagnosis of foot-and-mouth disease must be adequate to the
progress in the eradication of the disease and consequently increasing the sensitivity for the diagnosis of other
pathologies that could be clinically confused with foot-and-mouth disease. It was concluded that:

The ability to diagnose diseases included in the differential diagnosis of vesicular diseases is heterogeneous
among laboratories supporting the PHEFA;

There is a need to maintain periodic contacts between specialists from the regional vesicular diseases
laboratories to update information and exchange technical experiences;

Currently PANAFTOSA provides PCR reference materials for foot-and-mouth disease, vesicular stomatitis, IBR,
BVD and Bluetongue. It was evidenced the need to identify suppliers of reference materials for other
pathogens that cause diseases confused with vesicular diseases;

It was identified the need to update and harmonize the list of pathogens included in the differential diagnosis
as well as the procedures for the diagnosis of diseases confused with vesicular diseases and to adapt the
algorithm of differential diagnosis of foot-and-mouth disease to the current scenario of confoundable
diseases in the region;

Participants expressed interest in PANAFTOSA organizing proficiency test exercises for diseases included in
the foot-and-mouth disease differential diagnosis;

Participants expressed interest in PANAFTOSA return to provide the ELISA-CFL sets for identification of New
Jersey, Indiana-1 (Indiana) and Indiana-3 (Alagoas) vesicular stomatitis antibodies and considering the offer of
a VSV kit produced by Plum Island-APHIS, participants from countries manifested their interest to test that
kit;

The biological risk management algorithm described in the OIE Terrestrial Manual provides the basis for
defining the necessary conditions for activities with different pathogens in veterinary diagnostic laboratories.

It should be ensured that during the investigation process of a suspicion case of vesicular disease the
veterinarian registers the information necessary for a correct differential diagnosis;

The training of the field veterinarian in the collection and dispatch of samples should include topics for the
diagnosis of diseases confoundable with vesicular disease.

Based on these conclusions it is recommended:

1.

That the countries of the region strengthen the differential diagnosis of foot-and-mouth disease and
stimulate at the field level the collection of samples for the different pathogens as well as the appropriate
conditions of shipment for their preservation;

That laboratories in support of PHEFA ensure that the virological diagnostic tests for foot-and-mouth
disease differential diagnosis are implemented in the country, considering at least the following pathogens:

- Vesicular Stomatitis New Jersey, Indiana, Cocal and Alagoas

- Seneca virus

- Orthopox virus

- Parapox virus

- Bluetongue

- Malignant Catarrhal Fever

- Bovine Viral Diarrhea

- Bovine Infectious Rhinotracheitis
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10.

PANAFTOSA to study alternatives to resume the organization of annual meetings of specialists of vesicular
laboratories and propose a mechanism to reactivate them;

That PANAFTOSA make efforts to resume the production of ELISA-CFL sets for identification and titration of
antibodies against VSV New Jersey, Indiana and Alagoas and inform the countries and 45 COSALFA about
the medium-term prospects;

That the Reference Laboratory of PANAFTOSA identify potential suppliers of reference materials for
molecular and serological tests of Poxvirus (Ortho and Para), Malignant Catarrhal Fever and Seneca virus,
and to make them available in a harmonized way for use in vesicular diseases diagnostic laboratories of
countries in support to PHEFA;

That the Reference Laboratory of PANAFTOSA study the possibility of including proficiency test exercises for
confoundable diseases within its portfolio of Inter-laboratory exercises, and communicate its opinion to 45
COSALFA;

That the representatives of the participating laboratories of this Il International Workshop inform
PANAFTOSA of the type and quantity of sera (with epidemiological back-up information) that they are able
to make available to contribute to the evaluation of the performance of the vesicular stomatitis kit
developed by Plum Island -APHIS.PANAFTOSA will deliver the information to Plum Island-APHIS;

That professionals from veterinary diagnostic laboratories familiarize themselves with methodologies for
biological risk management and implement them routinely in their laboratories to define and apply the
necessary conditions required to work with the different types of pathogens;

That participants in this Il International Workshop inform their respective field authorities of the advantages
to review jointly with laboratory, the forms for investigations of cases of vesicular disease, to ensure that
the information needed for a correct differential diagnostic, be registered, particularly the occurrence of
skin lesions or symptoms in humans who work/live in the investigated premise;

That PANAFTOSA communicate the conclusions and recommendations of the Il International Workshop for
Foot-and-Mouth Disease Differential Diagnosis to countries from COSALFA, as well as to the 45 COSALFA
during its annual meeting in 2018.
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Dos temas debatidos durante o Il Taller Internacional de Diagnéstico Diferencial de Fiebre Aftosa conclui-se que
o diagndstico diferencial de febre aftosa deve se adequar aos avancos na erradicagdo da doenca e em
consequéncia aumentar a sensibilidade para o diagndstico de outras patologias confundiveis com febre aftosa.
Conclui-se que:

A capacidade de realizar diagnodstico de doencgas incluidas no diagndstico diferencial de vesiculares é
heterogénea entre os laboratodrios de apoio ao PHEFA;

Existe a necessidade de manter contatos periddicos entre os especialistas de diagndstico de vesiculares da
regido, para atualizacdo de informacdes e experiéncias técnicas;

Atualmente PANAFTOSA prové materiais de referéncia para PCR de febre aftosa, estomatite vesicular, IBR,
BVD e lingua azul. Evidenciou-se a necessidade de identificar provedores de materiais de referéncia para
outros patdgenos causantes de enfermidades confundiveis com vesicular;

Identificou-se a necessidade de atualizar e harmonizar a lista de patégenos incluidos no diagndstico
diferencial assim como os procedimentos para o diagndstico de enfermidades confundiveis com
vesiculares, e adequar o algoritmo de diagndstico diferencial de febre aftosa ao cenario atual de
enfermidades confundiveis na regido;

Os participantes manifestaram interesse em que PANAFTOSA organize exercicios de Inter laboratério para
enfermidades incluidas no diferencial de febre aftosa.

Os participantes manifestaram interesse em que PANAFTOSA retome a entrega dos sets ELISA-CFL para
identificacdo de anticorpos de estomatite vesicular New Jersey, Indiana-1 (Indiana) e Indiana-3 (Alagoas) e
diante o oferecimento de APHIS de testar o kit produzido em Plum Island para identificacdo de anticorpos
para Estomatite Vesicular, manifestaram-se positivamente;

O algoritmo de gestdo de risco bioldgico descrito no Manual Terrestre de OIE prové a base para definir as
condicBes necessarias para atividades com os diferentes patdogenos nos laboratérios de diagndstico
veterinario;

Deve se assegurar que no processo de atencdo a suspeita de enfermidade vesicular se registre informacdo
necessaria para um correto diagnodstico diferencial;

Deve se promover a capacitagdo do veterinario de campo em colheita e envio de amostras para o
diagndstico de enfermidades confundiveis com vesiculares.

Com base nestas conclusdes se recomenda:

1.

Que os paises da regido fortalecam as atividades de diagndstico diferencial de febre aftosa e estimulem a
nivel de campo a colheita de amostras para os diferentes patdgenos assim como as condi¢des de envio
adequadas para sua preservagao,

Que os laboratdrios de apoio ao PHEFA, se assegurem de que sejam implantadas no pais, as provas de
diagnostico viroldgico para diferencial de febre aftosa, considerando como minimo os seguintes patogenos:
- Estomatites Vesicular New Jersey, Indiana, Cocal e Alagoas

- Senecavirus

- Orthopoxvirus

- Parapoxvirus

- Lingua Azul

- Febre Catarral Maligna

- Diarréia Viral Bovina

- Rinotraqueite Infecciosa Bovina
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10.

Que PANAFTOSA estude a maneira de retomar a realizacdo de reunides anuais de especialistas de
laboratdrio de vesiculares e proponha um mecanismo para reativa-las,

Que PANAFTOSA realize esforcos para retomar a entrega de sets ELISA-CFL para identificacdo e titulacdo de
anticorpos para estomatite vesicular New Jersey, Indiana e Alagoas e informe aos paises e a 45 COSALFA
sobre as perspectivas em médio prazo,

Que o Laboratdrio de Referéncia de PANAFTOSA identifique potenciais provedores de materiais de
referéncia para provas moleculares e seroldgicas de Poxvirus (Ortho e Para), Febre Catarral Maligna e
Senecavirus, e viabilize a disponibilidade dos mesmos, de maneira harmonizada para uso nos laboratorios
de diagndstico de vesiculares de apoio ao PHEFA,

Que o Laboratério de Referéncia de PANAFTOSA estude a possibilidade de incluir exercicios Inter
laboratdrio para enfermidades confundiveis, dentro de seu portfolio de exercicios Inter laboratério, e
comunique seu parecer a 45 COSALFA,

Que os representantes dos laboratdrios participantes desta Il Oficina Internacional, informem a PANAFTOSA
o tipo e quantidade de soros (com informagdo epidemiolédgica de respaldo) que estdo em condigBes de
disponibilizar para contribuir a avaliagdo do desempenho do kit de estomatites vesicular desenvolvido por
Plum Island-APHIS. PANAFTOSA entregard a informacdo a APHIS,

Que os profissionais de laboratdrio de diagndstico veterinario se familiarizem com as metodologias de
gestdo de risco bioldgico as apliguem na rotina de seus laboratérios para definir e aplicar as condigdes
necessarias a ser cumpridas para trabalhar com os diferentes tipos de patogenos,

Que os representantes dos laboratodrios participantes deste Il Taller, informem as suas respectivas
autoridades de campo sobre a necessidade de revisar conjuntamente, campo-laboratorio, os formularios de
atencdo a foco, de maneira a verificar que seja registrada a informacdo necessaria que permite um correto
diagndstico diferencial, ressaltando-se sobre tudo a presenca de lesdes cutaneas ou sintomatologia em
humanos que estdo em contato com os animais afetados,

Que PANAFTOSA comunique as conclusdes e recomendacdes do Il Taller Internacional de diagndstico
diferencial de febre aftosa a todos os paises de COSALFA.
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LUNES 08

16:30-17:00
17:15-17:45
17:45 - 18:00
18:00 - 19:30

MARTES 09
09:00 - 09:40
09:45 - 10:30

10:30 - 10:45

10:50 - 12:00

12:10-13:30
14:00 - 15:30

15:30 - 15:45

15:50 - 16:50

16:50-17:30

17:30

ANEXO |

AGENDA

Hotel Dazzler — Av. Aviadores del Chaco y Vasconcellos (frente a Shopping del Sol)

Asuncion, Paraguay | 8 a 12 de mayo de 2017

Inscripcion de participantes
Palabras de bienvenida — (SENACSA — PANAFTOSA-OPS/OMS)
Objetivos y metodologia de la reunién — Rossana Allende

Cocktail de bienvenida

Criterios para validacion de métodos diagndsticos — Rossana Allende

Estomatitis vesicular - presentacion clinica y diagndstico de laboratorio

e Experiencia de Colombia — Nancy Naranjo (Instituto Colombiano Agropecuario — ICA)

e Experiencia de paises de América Central — Anarvik Sanchez (Laboratorio de
Diagnostico Veterinario — LADIVES)

Intervalo

Estomatitis vesicular — continuacidn

e Experiencia de Argentina — Andrea Pedemonte (Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria — SENASA Argentina)

e Experiencia de Brasil - Marcelo Camargos, Mateus Laguardia (Laboratdrio
Nacional Agropecuario - LANAGRO/MG)

Almuerzo

Senecavirus — presentacion clinica en USA y diagndstico de laboratorio
Consuelo Carrillo (Plum Island Animal Disease Center - APHIS);

Intervalo

Senecavirus — presentacion clinica en Brasil y diagndstico de laboratorio
Marcelo Camargos, Mateus Laguardia (LANAGRO/MG)

Mesa redonda para discusiéon — Moderadores
Elizabeth Oviedo (SENACSA) y Daniel Ardaya (LIDIVET)

Fin actividades del dia

12
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MIERCOLES 10

08:30-10:15

10:20-10:30
10:40 - 11:40

11:40 - 12:15

12:15-13:45
14:00 - 15:30

15:30 - 15:45
15:50 - 16:30

16:30-17:00

17:15

JUEVES 11
09:00 - 10:30

10:35 - 10:45
10:50 - 12:00

12:00 - 13:30
14:00 - 15:30

15:40 - 15:50
16:00-17:30
17:30

VIERNES 12
09:00 - 10:00

10:00 - 10:20
10:20-12:00
12:00

Poxvirus (Ortho y Parapox) — presentacion clinica y diagndstico de laboratorio —

e Experiencia de Brasil — Maristela Pituco (Instituto Bioldgico de Sdo Paulo — IBSP) ;

Marcelo Camargos, Mateus Laguardia (LANAGRO/MG)
Intervalo
Poxvirus (Ortho y Parapox) continuacién
e Experiencia de Colombia — Nancy Naranjo (ICA)
Mesa redonda para discusion — Moderadores
Gabriela Colman (SENACSA) y Euclides de la Torre (AGROCALIDAD)
Almuerzo
Lengua Azul — presentacion clinica y Diagndstico de laboratorio:
e Experiencia de Brasil — Maristela Pituco (IBSP)
e Experiencia de Argentina — Andrea Pedemonte (SENASA Argentina)
Intervalo
Lengua Azul — presentacion clinica y Diagndstico de laboratorio:
e Experiencia de Chile — Alfonso Garcia (Servicio Agricola y Ganadero — SAG)
Mesa redonda para discusion — Moderadores
Salomon Ortiz (SENASA Peru) y Raul Castro (DILAVE)
Fin actividades del dia

Fiebre Catarral Maligna — presentacion clinica y diagndstico de laboratorio:
e Experiencia de Brasil — Maristela Pituco (IBSP)

e Experiencia de Chile — Alfonso Garcia (SAG)

e Experiencia de EEUU — Consuelo Carrillo (APHIS)

Intervalo

IBRy BVD — presentacion clinica y diagndstico de laboratorio:

e Experiencia de Chile — Alfonso Garcia (SAG)

e Experiencia de Brasil — Marcelo Camargos, Mateus Laguardia (LANAGRO/MG)
e Experiencia de Colombia — Nancy Naranjo (ICA)

Almuerzo

Mesa redonda para discusion — Moderadores

Zunny Rodriguez (SENACSA) y Euclides de la Torre (AGROCALIDAD)
Intervalo

Trabajos de Grupo - PANAFTOSA-OPS/OMS

Fin actividades del dia

Discusion de Plenario - Infraestructura de laboratorios para diagndstico diferencial —

experiencias de la Regidn

Introduccién al tema: Nelly Ortiz (SENACSA)

Intervalo

Conclusiones - Fin del Il Taller de Diagndstico Diferencial de Fiebre Aftosa
Almuerzo
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RED SUDAMERICANA DE LABORATORIOS DE VESICULARES

* PHEFA- Plan Hemisférico de Erradicacion de Fiebre Aftosa
Pan% coordinado por PANAFTOSA-OPS/OMS

s
*

%
* o ow
*

* LREF/PANAFTOSA
®

LAB NACIONAL DE REFERENCIA
® LAB NACIONAL REF CONTROL VACUNA

J  PANAFTOSA-OPAS/OMS

FIEBRE AFTOSA: ESPECIES SUCEPTIBLES

D i oc hi 1ad,

Bovinos y bufalos

Ovinos

Caprinos

Suinos

camello

alpaca

FIEBRE AFTOSA: ESPECIES SUCEPTIBLES

Otros biungulados silvestres:
« Jabali

* Antilopes

* Venados

¢ Bisonte

Animales silvestres no biungulados:
* Capibara

Hedgehog

Nutria

Armadillo

»

No demostrada importancia epidemiologica

ETIOLOGIAy SINTOMAS CLINICOS

Virus de Fiebre Aftosa
¢ Familia: Picornavirus
* Genero: aftovirus
* Acido nucleico: RNA (+)

TIPOS: 0, A,C, SAT1,2 e 3,ASIA L1

FIEBRE AFTOSA: MAPA ESTATUS PAISES segln OIE




DIAGNOSTICO DE FIEBRE AFTOSA

Proposito

vesicular/
itelio

antigéncia/tipficacion | FC oo e

Fluido vesicular y

Deteccion de genoma RT-PCR 26hsaprox | epitello

viral/tipificacion qRT-PCR

Cultivo SRy

Aislamiento viral
celular

FMDV POSITIVO

Requiere accién inmediata:

1-8 days epitelio
LEF

FMDV NEGATIVO

* Reporte n P N -
. L Diagndstico diferencial
* Medidas de erradicaicacion .
« Vigilancia (requiere muestra adecuada)
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« Caracterizacion viral
Vaccine matching
tificar-origen de la infeccién

IMPORTANCIA del DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

En cualquiereventode tipo vesiculartiene que ser
descartado fiebre aftosa y llegarse a un diagnéstico definitivo

e

s

Il TALLER INTERNACIONAL DE DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DE FIEBRE AFTOSA

e OBIJETIVO:

— Crear un foro de discusion entre los especialistas
de los laboratorios de vesiculares de la region para
fortalecer el diagnostico de enfermedades
confundibles con fiebre aftosa, en el contexto del
PHEFA

— Identificar necesidades de armonizacion de
metodologias

Il TALLER INTERNACIONAL DE DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DE FIEBRE AFTOSA
* METODOLOGIA:

— Presentaciones de las experiencias de los
laboratorios de la region en el diagnéstico de
enfermedades virales incluidas en la agenda

— Discusiones en plenario con moderadores que
colocaran la vision de OIE

— Elaboracién de un informe final con la
colaboracion de relatores y moderadores

s

s

FOTO DEL GRUPO

www.paho.org/panaftosa

rallende@paho.org
Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA




VALIDACION DE METODOS



node Fiebre Altosa
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VALIDACION de METODOS de DIAGNOSTICO

Validacion es el proceso utilizado para determinarsi un
método es apropiado para un determinado propdsito

Un método validado provee consistentemente resultados
que permiten clasificar la muestra segun el propésito, con
un grado predeterminado de certidumbre estadistica

rericano de Fetee Atosa
Saud Pibica Vernara

3 o

CRITERIOS a CONSIDERAR en el DESARROLLO y
VALIDACION de METODOS de DIAGNOSTICO

Definicion del propésito
Optimizacién

Estandarizacion

Repetibilidad

Sensibilidad analitica

Especificidad analitica

Definicion de punto de corte (cut-off)
Sensibilidad diagndstica

Especificidad diagndstica
Reproducibilidad

Adecuacion al propésito (fitness for purpose)

VVVVVYVYVVYVYYVYY

samericano d Febe Afosa
Siud Pibica Vernara

DEFINICION DEL PROPOSITO

* Contribuir a la demostracion de ausencia de infeccién en la poblacién
* Certificar ausencia de infeccidn o presencia del patégeno en animales o sus productos

« Contribuir a la erradicacién de la enfermedad o a la eliminacién de la infeccion en
poblaciones definidas

* Confirmar diagndstico de casos clinicos o sospechas

Estimar prevalencia de infeccién en soporte a analisis de riesgo

Determinar estado inmunoldgico de animales individuales o de rebafios

Otros

Necesario definir también:
* Especie animal alvo del test
* Patdgeno o condicion alvo
* Tipo de muestra (matriz)

Al

Paranericano d Febe Afosa
Ssud Pibica Vernara

DESARROLLO y VALIDACION

OIE MANUAL TERRESTRE Capitulo 1.1.6

OPTIMIZACION
ESTANDARIZACION

ETAPAS INICIALES
de
VALIDACION

MONITOREO
de
VALIDACION

LA VALIDACION ES UN PROCESO CONTINUO QUE DEBE MONITOREARSE PERIODICAMENTE

ricanodeFisbre Aftcsa
Siud Pibica Vernara

3 @ o

VARIABLES que AFECTAN el METODO

1. La muestra: existen factores que afectan la composicién y la
concentracion del analito en la muestra:
» especie huésped y raza
» edad, sexo
- FACTORES BIOLOGICOS ATRIBUIDOS AL HUESPED
Estado nutricional
prefiez,

v

v

» Vacunaciones oinfecciones
Anticuerpos pasivos (calostro)
Localizacidngeografica

v

VARIABLES EXTERNAS

>

rericano de Ftee Atosa
Saud Pibica Vernara

3 o




VARIABLES que AFECTAN el METODO

2. El sistema: factores fisicos, quimicos, bioldgicos y de operador que
afectan la capacidad de la prueba en detectar el analito:

v

Instrumentos

v

Errores de operador
Calibracién de instrumentos
Calidad de insumos

Calidad del agua

v

v

v

v

Temperaturasy tiempos de incubacion

v

Sustancias que puedan presentar raccion cruzada con el analito,
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VARIABLES que AFECTAN el METODO

3. El resultado: prediccién de la condicién del animal/poblacién en
base al resultado obtenido.

Un método es apropiado cuando su resultado refleja en forma consistente y
correctala condicion real del animal/poblacién

» Especificidad analitica

» Sensibilidad analitica

» Especificidad diagnostica
» Sensibilidad diagnédstica

DESARROLLO del METODO

El desarrollo de un método es dependiente de muestras de referencia
conteniendo el analito alvo

» Matriz/matrices especifica/s donde se encuentra el analito
~ Suero
~ Fluidos
— Tejidos/6rganos

—  Acidos nucleicos o construcciones genémicas consistentes con el analito alvo

» Las muestras deben ser de la especie y poblacién a la cual se aplica el método

PRECISION y EXACTITUD

Precisién: es una medida de dispersion de los resultados de una muestra corrida repetidamente|
Una prueba precisa tiene poca dispersion

Exactitud: es la medida de acuerdo entre el valor obtenido y el valor esperado

Curvas de calibracion: establecen la faja de trabajo en la cual el método demuestra
precision y exactitud satisfactorias para el uso pretendido

ROBUSTEZ

> Es la capacidad de que el desempefio del
método no sea afectado por variaciones
pequeiias de situacidon que pueden ocurrir en
determinado laboratorio.

» En la etapa de optimizacion, variaciones en las
condiciones del método deben ser incluidas
deliberadamente para verificar la robustez del
mismo.

REACTIVOS STANDARD

» Standard de referenciainternacional/nacional
— Extensamente caracterizados
» In-house standard (primario)
— calibrado en comparacién con el standard de referencia internacional/nacional
— Extensamente caracterizado
— En volumen suficiente para uso en calibracion del standard de trabajo
» Standard de trabajo (working standard-secundario)
— Varios
— Usados en rutina como control de proceso
— Calibrados en comparacion con el in-house standard

— Preparados en gran volumen, fraccionado y almacenado para uso de rutina en
cada corrida de prueba
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CARACTERISTICAS ANALITICAS del DESEMPENO

» Precisa un disefio estadistico adecuado para el objetivo deseado
» Precisa la participacién de un experto en la enfermedad

» Repetibilidad: es el grado de acuerdo entre resultados intray entre corridas en
un mismo laboratorio. Se puede expresar como desvio estandar, coeficiente de
variacion u otras opciones

» Especificidad Analitica: es la habilidad del método de distinguir el analito alvo
entre otros analitos no-alvo (reacciones cruzadas)
> Selectividad
> Exclusividad

» Inclusividad

> Sensibilidad Analitica: es el limite de deteccién del método. Se considera la
cantidad estimada del analito presente en una matriz especifica, que es capaz
de ser detectado por el método en validacion.

DESEMPENO DIAGNOSTICO del METODO

Y

Sensibilidad diagndstica (SnD): proporciéon de muestras de animales
conocidamente infectados con resultado positivoen la prueba

» Especificidad diagndstica (SpD): proporcién de muestras de animales
conocidamente no infectados con resultado negativo en la prueba

» LaSnDy la SpD son estimados a partir de colecciones de muestras:
— con histérico epidemioldgico conocido (verdaderos positivos o negativos)
— representativas del pais o region donde sera aplicadala prueba

DESEMPENO DIAGNOSTICO del METODO

¢ Elntmero de muestras con histérico conocido necesarias para estimar SnD
y SpD dependera del nivel de confianza que se desee

« Tipicamente se trabaja con un nivel de confianza elevado (> 95%) al estimar
laSeDylaSpD.

* Asumiendo un margen de error pequefio (2%) — se precisa un nimero
elevado de muestras

* Asumiendo un margen de error grande (5%) — se precisa un nimero menor
de muestras

* Esnecesario definir la criticidad del error que aceptamos en el resultado

NUMERO TEORICO DE MUESTRAS CON HISTORICO

CONOCIDO
2% error do en la esti ion | 5% error do enla
SnD y SpD de SnD y SpD de SnD y SpD
estimados Nivel de Confianza Nivel de Confianza

90% 95% 99% 90% 95% 99%
90% 610 864 1493 98 138 239
’ﬁ 466 707 1221 75 113 195
[N (542 935 61 &) 150
%%’ | 37 e 788 60 73 126
96% 260 369 637 42 59 102
97% 197 279 483 32 45 77
98% 133 188 325 21 30 52
99% 67 95 164 11 15 26

Fuente: Jacobson, 1998

EJEMPLOS DE POBLACIONES DE REFERENCIA

» Variables importantes de la poblacién alvo
tienen que estar representadas:
> Especie/s animal
»Edad
»Sexo
»Raza
»Estado de infeccion
» Historico de vacunacion
»Histérico de la enfermedad en el rebafio

»Lugar de origen
»Otros

MUESTRAS NEGATIVAS DE REFERENCIA

» Animales con historia de nunca haber estado
en contacto con el patégeno

» Generalmente se obtienen de regiones libres
de la enfermedad

» Deben ser de rebafios con caracteristicas
similares a aquellas de la poblacién alvo de la
prueba
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MUESTRAS POSITIVAS DE REFERENCIA

» Verdaderas positivas (con aislamiento del patégeno) — aveces
dificiles de encontrar en nimero suficiente

» Puede recurrirse a muestras clasificadas como positivas por
otra prueba con suficiente nivel de exactitud (tablasde 2 x 2) -
asume una prueba como gold standard

» Animales experimentalmente infectados o vacunados

s

CALCULO de SnDy SpD

Muestras de Referencia

Positivos verdaderos (279)  Negativos verdaderos (95)
Resultado Positivo 270 P FP 7
Resultado Negativo 9 FN TN 88

SnD=TP/(TP+FN)=96,8%  SpD= TN/(TN+FP)= 92,6%

Método en validacién

En el ejemplo se asumié que: Atencion!!!
* LaSnDeradel 97%y la SpD era de 99%

* El nivel de confianza requerido para ambas estimativas era de 95%

* El margen de error para las estimativas era de 2%

s

LOS RESULTADOS DEL CALCULO DE SpD INDICAN QUE
DEBO CORREGIR EL NUMERO DE MUESTRAS PARA
ESTIMAR CORRECTAMENTE LA SpD

2% error do en la esti ion | 5% error lo enla
SnD y SpD de SnD y SpD de SnD y SpD
estimados Nivel de Confianza Nivel de Confianza

90% 95% 99% 90% 95% 99%
0% 610 864 1493 98 138 239
(2% Y | 466 (707) 1221 75 113 195
oaw” 382 517 935 61 87 150
95% 372 456 788 60 73 126
96% 260 369 637 42 59 102
97% 197 279 483 32 45 77
98% 133 188 325 21 30 52
99% 67 95 164 1 15 26

1 ¢ Fuente: Jacobson, 1998

METODO VALIDADO
Complet6 Etapa 3

OPTIMIZACION
ESTANDARIZACION

ETAPAS INICIALES
de
VALIDACION

MONITOREO
de
VALIDACION

MONITOREO CONTINUO

s

VERIFICACION de KITs/SETs COMERCIALES

» Verificar que el método cumple con los parametros
mencionados por el productor

» Verificar Sensibilidad y Especificidad Analitica (Etapa 1 de
Validacién)
— Usar materiales de referencia conocidos

» Verificar Sensibilidad y Especificidad Diagndstica (Etapa 2 de
Validacién)
— Usar matrizadecuada
— Usar materiales provenientes de la poblacion alvo

s

www.paho.org/panaftosa

rallende@paho.org

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA
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ESTOMATITIS VESICULAR

Il TALLER INTERNACIONAL DE

CO DIFERENCIAL DE EIEB

uncion, Paraguay | 8 a 12 de mayo de

ORATORIO NACIONAI
ITO COLOMBIANO A
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ESTOMATITIS VESICULAR

HUESPEDES

> Afecta principalmente a équidos, ganado vacuno y porcino.
> Lasovejasy las cabras pueden desarrollar signos clinicos.
» Camélidos sudamericanos

» Detectado Acs en muchas otras especies incluyendo ciervos, venado de cola blanca,
Antilocapra americana, murciélagos, mapaches, zarigiieyas, Linces, 0sos, perros,
primates no humanos, conejos, roedores, pavos y patos.

> Se haninfectado experimentalmente cobayas, hAmsteres, ratones, hurones, zarigiieyas,
pollos.

» Humanos (zoonosis menor)

ESTOMATITIS VESICULAR

Orden Mononegavirales
Familia: Rhabdoviridae

Género Vesiculovirus.

Subtipos EV New Jersey (VSV-NJ),

EV Indiana (VSV-IN). (indiana 1, Cocal o subtipo 2, Alagoas o subtipo 3)

Genoma: Una molécula de RNA de polaridad negativa 11 mil nucléotidos
Codificacinco genes estructurales
Nucleocapside (N)*
Fosfoproteina (P)*
Matriz (M)**
Glicoproteina (G)**
Polimerasa (L)*
* Forman la apside y el complejo ipci del virus y son ias para la

replicacion viral. ) o
**Forman la estructura viral que envuelve a la nucleocéapside y le da forma de bala.

ESTOMATITIS VESICULAR
Distribucion Geogréfica

Francia (1915y 1917).
Africa meridional (1886 y 1887).

« Endémica: Sur de México, América Central y el
norte de América del Sur. VSV-NJ y VSV-IN.
Regularmente causan brotes en areas de
América del Norte y del Sur donde no son
endémicas

ESTOMATITIS VESICULAR
TRASMISION

Transmision por vectores: artropodos (Phlebotomus, Aedes, Simuliidae, Lutzomya
culicoides etc.)

A partir de un animal infectado son la saliva, exudado o epitelio de vesiculas abiertas.
( Nasofaringea, Intradérmicay Mecanica.

PORTUGAL

CABO JERLE

ILLAS MEERLANDESAS (FB]

OCEANG
o ATLANTTICO

POLIMESIA FRAMCESA [FR.]

OCEAND PACIFICO




ESTOMATITIS VESICULAR
Distribucion Geogréfica OIE
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LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017

LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017

LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017
Febre Atosa

LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017

LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017




LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017
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LESIONES HUMANOS

»

»

»

»

Conjuntivitis.

Sintomas compatibles con influenza.
» Escalofrios.

Nauseas.

Vémito.

Cefalea.

Mialgia.

» Faringitis.

Lesiones vesiculares en faringe, mucosa
nasal, lengua, labios.

Encefalitis: Puede ocurrir en nifios.

»
»
»
»

LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017

LESIONES HUMANOS

ICA-Epidemiologia Veterinaria Medellin

LESIONES

ICA- EPIDEMIOLOGIA VETERINARIA 2017

SITUACION DE LA ESTOMATITIS
VESICULAR EN COLOMBIA

+  Fue diagnosticada por primera vez en 1929 durante un brote ocurrido en el departamento del
Huila (Laserna, 1966, citado por Gonzalez et al. 1979).

+ 1950 fueron detectados dos brotes.
+ 1975 el numero ascendié a 109.

+ 1989 a 1994 se presentaron un promedio de 380 focos por afio, con dos picos epidémicos de 375
y 340 focos durante 1991 para los serotipos NJ y IND respectivamente (Arbelaez et al., 1995).

+ Entre 1994y mayo de 1998 se han confirmado 1465 focos, de los cuales 1045 corresponden al
serotipo New Jersey y los 420 restantes al Indiana (Laboratorio Nacional de Enfermedades
Vesiculares. ICA).




PRESENTACION FOCOS DE
ESTOMATITIS VESICULAR

Diagnéstico de it icular por serotipo

NUMERO DE MUESTRAS

9 | 1095|1996 1997] 1588] 1995|2000|2001]2002] 2003] 2004] 2005|2006 2007|2008 2005|2010| 2011/ 2012/ 2013] 2014|2015 2016

[WN0[ 272 | 151|308 | 301423 | 374 | 677 436 407 | 302 | 206 | 368 367 | 106 | 34| 363 | 181 | 324 | 220 311 272 | 210
"1 [123] 35 100|367 51 178 251 | 116 o1 | 31 | 20 | 18 | 28 | 18 |43 | 39 | 11 | 18 | 42| 37 | 65 | 46 |

Laboratorio Nacional Diagndstico Veterinario LNDV
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ESTUDIO RETROSPECTIVO
PRESENTACION DE LA
ENFERMEDAD
2016-2017

Presentacion proyecto al Ministerio de
Agricultura de Desarrollo Rural para la
vacunacion obligatoria pero estratégica contra la
Estomatitis Vesicular en Colombia.

Dra Olga Lucia Diaz Martinez
Directora Técnica de Epidemiologia Veterinaria

ESTUDIO RETROSPECTIVO
PRESENTACION DE LA
ENFERMEDAD
2016-2017

¢ Persistencia : 20 aflos
¢ Prevalencia: 11 afios

¢ Prondstico: Ciclicidad, indice estacional,
numero de focos.

e Tendencia, Progresidn, valores omega.

L
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CONCLUSIONES
PRESENTACION ENFERMEDAD DEN
COLOMBIA

» Condiciones ecoldgicas, climatoldgicasy
epidemioldgicas que determinan la presencia
de la enfermedad.

¢ Depende de algunas condiciones
meteoroldgicas (transicion de estacién seca a
lluviosa y viceversa y el ciclo de vida de los
vectores)

VACUNAS COMERCIALES

NJ-Caldas 74-7546.
I-Antioquia 85-15577

CONCLUSIONES
PRESENTACION ENFERMEDAD DEN
COLOMBIA

Se presenta desde las tierras calidas con temperaturas
289C, hasta zonas frias con temperaturasde 82Cy
alturas de 2.700msnm.

Participacion de diferentes especies de vectoresy
reservorios en el mantenimiento de la infeccion en las
zonas endémicas.

El impacto econdmico de la enfermedad es alto ya

que no solo se presenta en hatos lecheros sino en
hatos de levante y ceba.

DIAGNOSTICO VESICULARES

EPITELIO

Fijaciéon del complemento —_— ELISA DETECCION —_— I RT-PCR l
ANTIGENO
L Y )
AR E. Vesicular N
Aftosa . [ Negativa | | INSUFICIENTE | | INADECUADO _|

l Prueba biolégica ‘

BHK21CL13
i J
U

Estudio Complementario




DIAGNOSTICO ENFERMEDADES
VESICULARES

Estudio Complementario
Fiebre Aftosa

{ ) )

aGD | PROBANG - LEF I

ELISA 3ABC/EITB

! ' :
CULTIVOS CELULARES
BOVINOS PORCINOS
BUBALINOS OVINOS ‘
CAPRINOS
SILVESTRES FIJACION COMPLEMENTO
ELISAAg
RT-PCR

05/06/2017

ESTOMATITIS VESICULAR

DETECCION DEL VIRUS DE ESTOMATITIS VESICULAR POR RT PCR
CONVENCIONAL (GEN POLIPROTEINA)

Nombre del primer
NFP102
NIPTA4
INP179
IN-P793

5GAG AGG ATA AAT ATCTCC3'
5'GGG CAT ACT GAA GAA TA-3'
5'-GCA GAT GAT TCT GAC AC3'
5'GAC TCT YGC CTG RTTGTA3'

Centroparamericano de e Afosa
B Fouirrose - Saud inic virnars

DIAGNOSTICO VESICULARES
CUARENTENAS |

v { v

Estomatitis Vesicular y
$ RT-PCRANIDADO

SN

FIEBRE AFTOSA

ELISA
3ABCIEITB
BOVINOS PORCINOS.
BUBALINOS OVINOS

CAPRINOS.

o

HERRAMIENTAS PARA EL ASEGURAMIENTO
DE LA CALIDAD.
DOC MANAGER

Fijacién complemento
ELISA Tipificacion FA/EV
RT-PCR Convencional

Aislamiento en cultivos celulares
Seroneutralizacion.

ISO/IEC:17025:2005

12 Metodologias acreditadas por ONAC.
ONAC 2017.pdf

e Todo el LNDV se encuentra bajo los mismos
parametros.

Certoparamaricano et Afosa
3 ) 5iiiros " Soud i Vwrnara
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www.paho.org/panaftosa

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA

FORTALEZA : COOPERACION DE
PANAFTOSA

« 2015: Misién ICA-PANAFTOSA .Armonizacién métodos diagndsticos.

“+ Pruebas de Proeficiencia (Interlaboratorios):
«+ Deteccion de anticuerpos: ELISA 3ABC/EITB.
«+ Deteccion de antigeno: PCR y ELISA deteccién de Antigeno.

“+ Suministro bajo la modalidad de Compra de reactivos.
“+ Apoyo técnico.
«» Donacion de controles.

DIFICULTADES

El diagnostico se realiza como diferencial de Fiebre Aftosa, ya que EV es una
enfermedad endémica para el pais y no existe un programa propio para su control.

Limitacion presupuestal para hacer investigacion y adquisicion de equipos para biologia
molecular de ultima generacién.

Limitaciones de tipo Contractuales.

No tiene un kit comercial para deteccion de Acs EV que pueda ser adquirido facilmente.

Falta de proveedor de sueros hiperinmunes para poder realizar la prueba de fijacion de
complemento ya que se usa de preferencia cuando se recibe las muestras los fines de
semena o festivos.

Falta del un laboratorio NSB3a 0 4 OIE para hacer investigacion diagndstica.
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ricanc e Fiebre Altosa

Situacion en Argentina

1939 ——— Se diagndstico por 1° vez
1963 ___, Indiana2
1986 _____ , Indiana2
1987 — s Sin casos

Desde 1987 5 Serologia para Importacién
2@ o

Junio
1 Establec en Pcia de Santa Fe
Animales afectados 5 50 Vacas lecheras > 2 afios

Sintomas y lesiones . Bovinos sélo en ubre
Lesiones en humanos

Diagnéstico Presuntivo —s Mamilitis Herpética Bovina

Muestras recibidas ~—> Epitelio, sueros, hisopados

2]

DIAGNOSTICO

_ Fiebre Aftosa Estomatitis Vesicular | IBR-DVB-Lengua Azul

EPITELIO NEGATIVO INDIANA NEGATIVO
(Herpesvirus)

HISOPADOS e - NEGATIVO

SUEROS NEGATIVO INDIANA NEGATIVO

Estomatitis cion PCR Secuenciacién
Vesicular

Indiana Indiana 2 Indiana Indiana 2




Nuevos brotes

Julio a Septiembre

5 Santiago del Estero Bovinos > 2 aftos
Lesion en ubre

3 Coérdoba

05/06/2017

Tipificacion

RT- PCR

—> TODOS POSITIVOS A INDIANA

—> INDIANA2

Resultados seroldgicos

e Otras especies susceptibles

Especie Estado Sanitario Cantidad | Positivos
Sueros

Porcina Sin sintomatologia 6 3

Ovina Sin sintomatologia 26 8

Caprina Sin sintomatologia 6 6

Equina Sin sintomatologia 1 1

¢ Junio
2 Santa Fe
1 Bs.As

2016

Tipificacion

RT - PCR

——» TODOS POSITIVOS A INDIANA

—_— INDIANA 2
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Investigacion Epidemiologica

NO se detectaron movimientos de animales

-Via de ingreso???? NO hay relacién con los camiones cisterna

NO existié uso de material reproductivo
NO habria existido traslado por personas

- Clima/ Hematdfagos

- Estudio retrospectivo de notificaciones y sospechas

Muestreo Seroldgico

Sta Fe, Cordobay Sgo del Estero

2015 Se eligen establecimientos de los departamentos donde se

detectaron los focos y departamentos linderos

1300 muestras

Extraidas previo a los casos EV

l

TODOS NEGATIVOS

Impacto en comercio
internacional

Cambio de motivo de diagndstico
Implementar Seroneutralizacién

1500 muestras anuales === 3800 muestras

Actualidad

Hallazgos en las cuarentenas pre-exportacion

Cerdo Cordoba

4k Indiana 2 Bovino Bs.As
Equino Bs.As

MUCHAS GRACIAS!

DVM. MSc AndreaPedemonte

apedemon@senasa.gob.ar

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA

www.paho.org/panaftosa

LABORATORIO DE REFERENCIA OIE PARA FIEBRE AFTOSA
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Serotipo encontrado

Desde 2014 a 2016

Il TALLER INTERNACIONAL DE I £V New Jersey
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE FIEBRE AFTOSA B v indiana

Asuncién, Paraguay | 8 a 12 de mayo de 2017
[ Ambos

co de Estomatitis

Anarvik Sanchez Paredes

agnostico de Enfermedades Vesicul

Etiologia Vigilancia epidemioldgica

Estomatitis Vesicular
¢ Orden Mononegavirales
¢ Familia Rhabdoviridae

SleM e T ¢

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10N

* Genero: Vesiculovirus

¢ Genoma RNA sentido negativo

¢ Tipos New Jersey
Indiana (Indiana 1)
Cocal (Indiana 2)
Alagoas (Indiana 3)

Toma de muestra

e 13 de septiembre de 1982 La toma rapiday eficaz de la muestra incluye:
- Atencion inmediata al brote notificado
e Poriniciativa de: - La qb;enciérlcgrre(;ta_de la muestray su perfecto embalaje para ser
MIDA enviada a el laboratorio.
. OIRSA )
USDA Modo de enviar muestras a el LADIVES:
. - El veterinario debe llegar temprano al brote vesicular e intentar tomar
) diagndstico réoid muestras de lesiones frescas
Dete.rmmar un diagnostico rapido, Opc.’rtuno Y - Necesitamos un epitelio con peso mayor de 1 gr. que se coloca en frascos
confiable de las enfermedades vesiculares, que contienen glicerina fosfatada y tamponada; proporcionados por
incluida la fiebre aftosa y otras enfermedades LADIVES.
Oti tilizando T logia de Punta. . . . .
exoticas utifizando fecnologia de Funta - Las lesiones no deben haber sido tratadas con ningln desinfectante o
substancia como Limon, sal, yodo, violeta genciana, etc...
Ademas de ser un apoyo a los Programas de - Elliquido vesicular debe recolectarse sin glicerina o enviarla en la misma
Salud Animal de los paises de Centroamérica y jeringuillaen que se obtuvo
Panama.
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Toma de muestras Ocurrencia de casos Vs precipitacién pluvial

Liquido vesicular

Epitelio de lesiones vesiculares en tejido mamario, podal y bucal.

Porcino con vesfcula en el hocico
" Lesi6n en la lengua
Bovino con dlcera en labio

Ulcera en la parte dorsal de la Porcino con tilcera en
lengua - Equino con pérdida del g
Equino con tlcera en sl lalleu s P
la lengua

Técnicas de diagnostico Problemas encontrados

- Cantidad insuficiente de material

- Epitelio de lesiones viejas

- Muestras obtenidas después de tratamiento

- Envio de muestras en conservador inapropiado

- Tardanzaen el envio de las muestras una vez obtenida
- Transporte internacional de muestras

ELISA para la deteccion de antigeno
Aislamiento en cultivo celular (células VERO)

RT-PCR en tiempo real

Esquema del procesamiento de la muestra www.paho.org/panaftosa
MUESTRA 7 dias méximo
/ \
r
PCR Aislamiento viral (3 pasajes)
Amm—— S — —
POSITIVA NEGATIVA e ECP +
|
mmm  Reporte de resultados B
FA EV N\
— —
l 1 FA VsV
|
TR e
Plum Island Reporte de
resultados Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA
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% Organizacion
Paramericana.
7dea Salud:

Ensaios acreditados ISO/IEC 17025:2005

Ensaios acreditados ISO/IEC 17025:2005

LDDV - Laboratorio de Diagnéstico de
Doencas Virais
LBM — Laboratorio de Biologia Molecular

Apoio aos programas de satide animal
—  Programa Nacional de Sanidade dos Equideos

—  Programa Nacional de Sanidade dos Suideos

— PNEFA

Diagndstico laboratorial

« Confirmagéao do diagndstico clinico
* Nao substitui o diagnéstico clinico

¢ A qualidade do diagndstico depende da
selegcdo e qualidade das amostras




Estomatite vesicular
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Estomatite vesicular

Estomatite vesicular

- Diagndstico clinico (FORM-IN)

Temperatura > 402 C;
Salivacdo excessiva;

Vesiculas na lingua, labios, na comissura da
boca e gengiva (equideos), palato duro,
focinho e narina.

Desprendimento do epitélio
LesBes cicatrizadas

Estomatite vesicular

Estomatite vesicular

- Diagnostico clinico (FORM-IN)

- Lesdes erosivas na gengiva e lingua;
- Feridas no espaco interdigital e coroa do casco;

Estomatite vesicular




Estomatite vesicular

Centroparamericano de e Afosa
2 ) 5arrosa " saud rbics vewrnara
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Estomatite vesicular

Centroparamericano de e Afosa
2 ) irrosa " saud rbics vewrnara

Estomatite vesicular

X e

Estomatite vesicular

NUmero de amostras processadas por ano e tipo de ensaio
(E.V.)

, b _ o = AN N

Centopavamercanod e A
% e

Estomatite vesicular

) @) Corormamercidrene s

Estomatite vesicular

Suspeitas de doenga vesicular / ano e detecgdes

222
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48
50 38
19 I 18
.
10 78
508 4
) a0 m, T, .
. & Dim iz apizioze (2o

Suspeitas WAV EP mPC mPP mEC mSV EBVDV HmIBR

Centroparamericano de e Afosa
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Estomatite vesicular

 Diagnéstico laboratorial

- Amostras recebidas: epitélio, suabe, liquido
vesicular e soro

- Inativagdo de amostras
- Isolamento de virus em células BHK

- Neutralizagdo viral — Estomatite Vesicular

ELISA SI

Panaftosa;

Uso eventual;
Identificacdo IV / NJ;
Sensibilidade analitica.

Isolamento de virus

)

Neutralizacao viral

Estomatite vesicular

Isolamento de virus: variagdes nos protocolos
- Numero de passagens;

- Tipo de garrafa ou placa;

- Tempo de incubagdo pés-inoculacdo;

- Processamento apds passagens;

- Células em suspensdo ou monocamada;

- Tempo de incubagdo do inéculo;

Neutralizacao viral

Inativacdo dos soros 30 min./56 C;
Diluigdo inicial 1/20 (100 pL) em base 2 em
duplicata — 2 colunas da microplaca;

100 TCID,/100 puL— AV, CV, IV (sugestdo
PNEFA); Qual isolado utilizar?

900.000 células VERO em suspensao (50 uL);
30 a 300 TCID,;
Soros controle;

Manual OIE 2 protocolos: virus, diluicdo inicial,
ponto de corte, leitura
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Avaliacéo do efeito citopatico Avaliagdo do efeito citopatico

no VSV 8HVSV infection ~ 12H VSV infection

A
WY Q_‘q z
my
[

e

Normoxia

Fonte: John H. Connor et al. J. Virol. 2004;78:8960-8970

AL Y ¢

. ~
Avaliacdo do efeito citopatico Resultados neutralizacao
Bovinos
Amostra w cv AV
Bovino c1 @ c3 a2 a3 a2 c3
1-Fazl 16 <13 16 <13 13 <13 <13 25 28
2-Fazl <13 <13 13 16 25 22 40 31 31
3-Fazl 16 <13 16 16 19 22 31 28 31
a-Fazl 13 <13 13 <13 13 <13 13 31 28
5-Fazl 19 13 13 19 13 <13 34 34 28
6-Fazl 22 22 19 19 16 16 34 31 31
1-Faz2 13 13+ 22 19 - a3 37 -
2-Faz2 1,9 22 * 25 22 * 37 28 *
3-Faz2 1,3 13 * 1,9 1,9 * 31 31 -
4-Faz2 1,3 13 - 1,9 2,2 * 37 31 -
5-Faz2 1,6 13 M 25 2,5 * 34 31 -
6-Faz2 19 19 * 25 22 * 37 37 M
7-Faz2 1,9 2,5 - 25 2,5 - 31 43 -
8-Faz2 1,9 2,2 - 31 2,5 - 37 32 -
9-Faz2 22 1,9 M 22 1,9 M 34 31 M
10-Faz2 1,9 2.2 - 22 2.2 - 3,7 3 -
11-Faz2 19 <13 * 16 <13 * 31 28 *
1-Faz3 16 1,9 - 16 2,6 - 31 31 -
2-Faz3 2,5 1,9 - 2,8 28 - 46 40 -
Média 18 18 15 22 20 20 34 32 30
C1, C2 e C3: coletas realizadas; *No realizado.
SOROCONVERSAO
D € Fonte: JOURNAL OF VIRQIOGY, Feb 1985 p 374383 Vol 53, N Al

Avaliacéo do efeito citopatico ResultadoEs neutralizagao
quinos

Amostra w cv AV
Equino a @ a a o a a @ a
1-Fazl 28 25 16 28 22 19 49 37 34
2-Fazl 28 25 13 25 19 13 43 37 31
3-Fazl 22 19 16 25 19 16 40 31 34
Média 26 23 15 26 20 16 44 35 33

Suinos

Amostra v v AV
Suino a &] a
1-Farl <13 28 49
LFarl <13 25 43
3-farl <3 25 40

AL Y ¢
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Estomatite Vesicular

¢ Indiana e New Jersey Vesiculovirus:
— RT-PCR Convencional
— Regides amplificadas:
* Indiana: Nucleocapsideo

* New Jersey: Fosfoproteina

— Achados no Brasil:

* Nunca foram relatados no Brasil

05/06/2017

Estomatite Vesicular

¢ Vesiculovirus:

— Diagndstico diferencial de Febre Aftosa

Prevaléncia no Brasil:

— Apenas Cocal e Alagoas

— Indiana e New Jersey ainda ndo foram detectados

Estomatite Vesicular

* Cocal Vesiculovirus:
— RT-gPCR
— Regido amplificada: Glicoproteina

— Quase 20 anos sem achados no Brasil

Estomatite Vesicular

* Alagoas Vesiculovirus:
— RT-gPCR triplex
— Regides amplificadas: Glicoproteina, nos trés casos

— Surtos recentes, especialmente na regido Nordeste

Estomatite Vesicular

¢ Vesiculovirus:

— Trabalhos académicos desenvolvidos no LBM:

* “Alagoas Vesiculovirus — Validagdo de reacdo em cadeia
da polymerase (RT-gPCR) e andlise filogenética”
(OLIVEIRA, A. M. 2017. Universidade de Brasilia)
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Estomatite Vesicular Estomatite Vesicular
¢ Alagoas Vesiculovirus
— Maior dificuldade: Variabilidade 1 2 3
* Virus isolados que ndo eram detectados em PCR! .
N . . 1. Custodia (“Grupo B”)

* Atualmente usamos trés pares de iniciadores diferentes | » ”

para detectar este virus. 2. Alagoas(“Grupo A”)
* PCR convencional: Eficiente na amplificagdo dos trés 3. Agulhas Negras (“Grupo )

grupos, porém com amplicons grandes.
— Regido amplificada: Fosfoproteina
— Confirmag&o por sequenciamento.

Estomatite Vesicular

¢ Alagoas Vesiculovirus:

— Muita divergéncia filogenética

— Poucas regides de alinhamento entre os virus

Diganda Didanae
Intergrupos (%) Intragrupos (%)
Iy B c w0+ E

3 561 24 27
c a2 1 28 31

Estomatite Vesicular Estomatite Vesicular




Estomatite Vesicular

¢ Alagoas Vesiculovirus:
— Poucas regides de alinhamento entre os virus

— Novos iniciadores desenhados usando como molde
as sequéncias obtidas a partir dos isolados
amplificados em PCR convencional e dos bancos de
dados internacionais.

— PCR Triplex desenvolvida in house

05/06/2017

Estomatite Vesicular

www.paho.org/panaftosa

mateus i icul gov.br

3
mateuslaguardia@gmail.com

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA
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Seneca Valley Virus A

e Experiencia en US
— Generalidades

SVA Generalidades

— La primera descripcion del virus se registro en 1988, conocida como
enfermedad vesicular idiopatica del cerdo
— El primer aislamiento del agente data del 2002 (SVV-001)
* Picornavirus oncoldlitico que lisa células tumorales de estirpe neuroendocrina
* Lasecuencia completa se obtuvo en 2005 (Knowles and Hallenbeck)
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Seneca Valley Virus A

e Experiencia en US

— Generalidades

— Deteccidn clinica y derivacion de los casos
¢ Diagndstico

— Muestras clinicas

— Pruebas de laboratorio

— Ejemplos de casos clinicos

— Problemas/soluciones
e Literatura de interés

Epidemiologia
— Reportada como enfermedad vesicular idiopaticaen:
¢ NuevaZelanda
* Australia
* Brasil
¢ Canada
* EEUU

— Reproduccién experimental de la enfermedad con SVA
— Reservorios naturales y mecanismos de transmision desconocidos
— Impacto econémico en aumento

SVA Generalidades

— La primera descripcion del virus se registro en 1988, conocida como
enfermedad vesicular idiopatica del cerdo
— El primer aislamiento del agente data del 2002 (SVV-001)
* Picornavirus oncoldlitico que lisa células tumorales de estirpe neuroendocrina
* Lasecuencia completa se obtuvo en 2005 (Knowles and Hallenbeck)




05/06/2017
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La Particula Viral

<+ Genoma complete del SVV-001: Picornavirus
<+ Primer estudio filogenético de VP1y region 3’-terminal:
— Cercano a los cardiovirus pero bien diferenciado como un solo grupo
— Nuevo Genero: Seneca virus
— Unica Especie: Seneca Valley Virus (SVV, SVA)
— Virus prototipo: SVV-001
<+ Primer estudio seroldgico:
— Deteccidn de anticuerpos en bovinos, porcinos y ratones
— Completa neutralizacion cruzada entre aislados

Inmunidad

» No hay vacunas

» Anticuerpos Sero-neutralizantes

Serum Source Total no. of | No. with %age with Neutralization
animals neutralizing neutralizing titre
tested ibodi ibodi
Pigs 71 27 38% 1:4
Pigs (from disease-free 30 4 13% 1:4
farm)
Cows 30 10 33% 1:8
Mice 35 5 14% 1:2

* Antisera from farm animals were tested in a neutralization assay with SVV-001 (Knowles et al. 2006)

Respuesta Inmune a la Infeccion Experimental

» Anticuerpos a los 6 DPI hasta 60 o mas DPI (Yang et al. 2012)

S/P Ratio

SVA iELISA:
a)lgM
b) IgG

Sintomas

— Letargia
— Fiebre
— Inapetencia
— Cojeray claudicacion
— Vesiculas en:
* Morro (jetay boca)
* Banda coronaria
* Pezones
— Mortalidad 30-70% en lechones de menos de 7 dias
de edad
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Seneca Valley Virus A
Lesiones

Seneca Valley Virus A

* Experiencia en US

— Deteccion clinica y derivacidn de los casos

Clinica Veterinaria

Hasta 2007 muy pocos casos similares a FMDV
Todos considerados Prioridad 1A

Todos demostraron ser negativos a FMDV, VSV,
SVDVy VESV.

Aislamiento viral fue positivo
Microscopia electrénica sugirié un Picornavirus

PCR y secuenciacion demostraron la presencia de
SVA

Progreso de casos en 2015

Derivacion de casos

Las muestras se envian por duplicado a FADDL y al Laboratorio no Federal

iod rar inicial e que son negativas a FMDV, VSV, SVDV y

VESV

» Universidades de Veterinaria con Laboratorio de diagnostico
» Red Nacional de Laboratorios Estatales (NLAHN)
% Identificacién de Antigeno especifico:

< aislamiento viral
** Inmuno histoquimica
< RT-PCRy rRT-PCR
< secuenciacion
% Identificacién de Anticuerpos especificos:
<% iELISA
<% cELISA
% Sero neutralizacién
< IFI-IPx en células infectadas




Numero de casos de SVA en
FADDL

Numero de casos

2016207 2017 EneroMayo

014205 20152015

Total mpostives

Numero de Muestras

20142015 20152016 20162017

Numero de PCRs

2017 EneroMayo 014205 20152015 2016207 2017 EneroMayo

Total W Postivos Total ® postives
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Definicién de caso

La enfermedad no es reportable
pero es mandatorio alertar a las
autoridades sanitarias nacionales
para la inmediata exclusién de
enfermedades vesiculares de
declaracién obligatoria

Definicién de caso

Caso sospechoso:
enfermedad vesicular que no corresponde a
ninguna de las vesiculares diferenciales reportables
Caso positivo presuntivo:
un caso con historia de contacto con animal/es
que han sido confirmados positivos para SVAD
Caso positivo confirmado:
Un animal que da resultado positivo a la
deteccion del SVAD y presenta sintomas consistentes
con la enfermedady que da resultado negativo a la
deteccién de las diferenciales reportables

2@

Seneca Valley Virus A

* Experiencia en US

* Diagndstico

2@

Algoritmo Diagnostico

Prioridad 1/A

ST

+ 3ABCELSAMAA
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Prioridad 2/3

ST

© 3ABCELISA

PCR Vi

- FMD - 1BRS2and LK
 VSVNI (orsvD?) (within7 days)
(within24 hous)

Positive Negative

P
o
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- s
+ VSVNIE01S) b willbe followed with
s 2

(within 24 hours)
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Muestras para Diagnostico de
SVA

Muestras recomendadas:

* fluido vesicular

* epitelio vesicular

 hisopado de la lesién
cutanea

¢ Suero

Muestras alternativas:

¢ Ganglios linfaticos

¢ Amigdalas

¢ Intestino

Heces

Bazo, rifién, pulmones y
corazén

¢ Cerebroy medula espinal
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Diagnostico de SVA

Diagndstico de laboratorio

% Identificacién del Agente infeccioso
< Inmuno histoquimica
< Aislamiento viral
< RT-PCRy rRT-PCR
«+ Secuenciacion

Histopatologia
e
Inmuno Histoquimica

Vasculitis linfo-histocistica adventicia sistémica

Sefial positiva en tonsilas durante 4-8 semanas en
cerdos adultos sin sintomas visibles

Diagnostico de SVA

Aislamiento de SVA
en
cultivos celulares

Diagndstico de laboratorio

> Identificacién de Anticuerpos especificos

< iELISA <+ Inmuno histoquimica
<« CELISA

< Sero Neutralizacién <+ RT-PCRy rRT-PCR

« IFI-IPx en células infectadas % Secuenciacion

> Efecto Citopdtico:
» Swine Testis (ST)
» Swine Kidney (SK-RST)
» Cancer Humano de pulmén (NCI-H1299)
» Retinoblastoma humano (PER.C6)
» PK-15
> SK-6
> IBRS-2

Diagnostico de SVA

Diagnéstico de laboratorio

%> Identificacién de Anticuerpos especificos

< iELISA ** Inmuno histoquimica
- P .

< CcELISA ¢ Aislamiento viral

« Sero Neutralizacion

« IFI-IPx en células infectadas < Secuenciacion

RT-PCR convencional

1. 2006 Knowles et al. Europic
¢ VP1 Amplicon de 983 pb
2. Leme et al. 2015, Brazil
¢ VP3/VP1Amplicon de 542 pb

 Por ser casos de alta prioridad suelen estar
relacionados con cuarentenay lucro cesante

FADDL desarrollé un RT-PCR de tiempo real
* Otros rRT-PCRs en uso
e Comparacién de sensibilidad y especificidad




rRT-PCR Comparacion
T
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Proteina diana VP1
Especificidad Curva de fusién
Quimica SYBR Green
Control de B-Actina
amplificacién Interno

Tubo separado

rRT-PCR Comparacion
T

Proteina diana 5'UTR
Especificidad Curva de fusién FAM
Quimica SYBR Green Tradicional
Control de B-Actina XENO
amplificacién Interno Externo
Tubo separado Unico tubo

rRT-PCR Comparacion

Assay Bracht etal. hang et al. Marthaler et al.
(PIADC) 1) (UoM)

Proteina diana 5 UTR
Especificidad Curva de fusién FAM FAM-ZEN
Quimica SYBR Green Tradicional Doble acolchado
Control de B-Actina XENO Qiagen IC-RNA
amplificacién Interno Externo Externo

Tubo separado Unico tubo Unico tubo

the ZEN Double-Quenched Probe Overview.

rRT-PCR
Resultados de la Comparacion

e FADDL’s SYBR Green (Bracht et al.)
— Requiere el uso de una “curva”y un “rango” de fusién
— Eltiempo deciclado es de 90 minutos
— El costo aproximado es de $3/reaccién
¢ Minnesota FAST (Marthaleretal. )
— Usa unsistema de silenciadores doble en la sonda
— Eltiempo deciclado es solo 33 minutos
— El costo aproximado es de $2/reaccién
¢ Tetracore
— Tiempo de ciclado de 80 minutes
— Tetracore es una marca registrada
— Costo aproximado es de $7/reaccién

Assay Bracht etal.
(PIADC)

rRT-PCR Comparacion

hang et al. Marthaler et al.
1) (UoM)

Proteina diana 5'UTR

Especificidad Curva de fusién FAM FAM-ZEN
Quimica SYBR Green Tradicional Doble acolchado
Control de B-Actina XENO Qiagen IC-RNA
amplificacién Interno Externo Externo

Tubo separado Unico tubo Unico tubo

Tetracore y Pirbright real time RT-PCR

Mean CtValue

LOD “SYBR vs MINN”

3 muestras

representando
diferentes

areas
geogréficas

uawaii SYBR

aHawaii MINN

ilowa SYBR

Blowa MINN

Michigan SYBR
aMichigan MINN

Dilution Series




Mean CtValue

“Tetracore vs MINN” LOD

4 Michigan MINN
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Sensibilidad Diagnostica (DSe)

“MINNvs SYBR” DSe “Tetracore vs MINN” DSe

RNA obtenido a partir de 87 muestras de cerdos
domeésticos (Septiembre-Noviembre 2015)

Sensibilidad y Especificidad

SYBR GREEN | MINNESOTA | TETRACORE

86.6% Sensibilidad | 100% Sensibilidad | 100% Sensibilidad
100% Especificidad | 98% Especificidad | 98% Especificidad

Diagnostico de SVA

Diagnostico de laboratorio

% Identificacién de Anticuerpos especificos
< iELISA < Inmuno histoquimica
« CELISA « Aislamiento viral
< Sero Neutralizacién < RT-PCRy rRT-PCR
« IFI-IPx en células infectadas

Secuenciacion

Dendograma de secuencias de VP1 que identifican la cepa canadiense en relacion
con las recientemente publicadas de Brasil como derivadas de un ancestro
compartido con la norteamericana original del 2001

El prototipo de virus de Seneca SVV-001 tiene idénticos 87.6-98.5% de los
nucledtidosy 95-99.4% de los aminoacidos comparado con otras cepas
Norteamericanas de SVA

Recomendaciones

1. Diagnostico Diferencial de Fiebre Aftosa
2. Control de transporte y en matadero
3. Bioseguridad

Number of surveyed premises with biosecurity plans and components of biosecurity that plan includes
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Reporte de Diagndéstico

One swine serum was tested for the presence of antibodies against Foot-and-mouth
disease (FMD) by VIAA and 3ABC ELISA, to vesicular stomatitis (VS, serotypes New
Jersey and Indiana-1) by ELISA, to Vesicular Exanthema of Swine (VES) by IFA, and to
Swine Vesicular Disease (SVD) by ELISA. Test results were all negative.

Vesicular swab, pharyngeal swab, epithelial tag and probang of pig #1 were tested for
the presence of nucleic acid to FMDV, SVDV, VESV and VSV (serotypes NJ and Ind1) by

real time RT-PCR. Test results were all negative.

Virus Isolation for vesicular swab, pharyngeal swab, epithelial tag and probang of pig
#1samples were positive for cytopathic effect. Positive VI samples were tested by
Antigen ELISA (Ag ELISA) for the presence of VSV, and for the presence of nucleicacid
from FMD, VSV (nj and Ind1 serotypes), VESV, and SVDV viruses by rRTPCR. All tests
results were NEGATIVE

Vesicular swab, pharyngeal swab, epithelial tag positive VI samples were tested for the
presence of nucleic acid for Seneca Valley Virus (SVV) by RT-PCR. Test Results were
POSITIVE.
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Reporte Histopatoldgico

Histopathology Report

Date: 12/16/2009 Species: Swine
Accession #: 09-034037-8
Pathology #: 095072 Age: 3 weeks
LIMS #: 1203597 Sex: Female
Animal ID #: pig 1

Description: Formalin fixed tissues were submitted for histopathology.
Tonsil: Mild lympho-plasmacytic tonsillitis.
Kidney: Mild multifocal ympho-plasmacytic interstitial nephritis.
Lung, liver, spleen: No significant microscopic lesions.
Microscopic Diagnosis: No significant microscopic lesions

Comments: Mild interstitial nephritis and tonsillitis are common incidental
findings of no clinical significance. These lesions are likely unrelated to the clinical
signs of skin vesicular lesions described in this particular case. Skin lesions were
not submitted for histopathology.

Reporte de Secuenciacion

Sequencing Report from the Seneca Valley Virus RT-PCR amplification fragment:

Presence of Seneca Valley Virus genome in pool of vesicular swab, pharyngeal swab,
epithelial tag samples was_confirmed.

The purified 1 Kb PCR fragment previously obtained by PCR for SVV showed specific
matching for the eight SVV sequencing primers contained within the predicted amplified
region of the SVV genome.

BLAST results of the obtained consensus sequence show 97% nucleotide identity with
the SVV 131395 strain (EU271758 Acc#) reported from feral swine in October 2001.

Lecturas de interes/refer.bibliograficas

«  Amass, S.F. DVM, PhD, DABVP, et al. (2004). Idiopathic vesicular disease in a swine herd in Indiana. Journal of Swine Health and Production,
12(4), 192-196.

«  Hales, LM, etal. Complete genome sequence analysis of Seneca Valley Virus-001, 2 novel oncolytic picornavirus. (2008). Journal of General
Virology, 89, 1265-1275.

«  Knowles, N.1, etal. Epidemiology of Seneca Valley Virus: Identification and Characterization of Isolates from Pigs in the United States. Poster.

«  Marshal, D.T.(2012). Three Vesicular Disease Incidents In Commercial Swine [Powerpoint Sides).

Pasma, T, Davidson, S., &Shaw, 5.L. (2008). Cross-Canada Disease Report: Idiopathic vesicular disease in swine in Manitoba. Canadian Veterinary
Journal, 49, 84-85

«  singh, K, corner, s, Clark, 5.G., Scherba, G., & Fredrickson, R. (2012). Seneca Valley Virus and Vesicular Lesions in a Pig with Idiopathic Vesicular
Disease. | Vet Sci Technol, 3(6).

«  Snelson, H.,etal.(2012). Proceedings from Committee on Transmissible Diseases of Swine: Report. Gressonboro, NC.

« Willcocks M.M., etal. (2011). Structural Features of the Seneca Valley Virus Internal Ribosome Entry Site (IRES) Element: a Picornavirus with a
Pestivirus-Like IRES. Journal of Virology, 85(9), 4452-4461).

«  Yang M., van Bruggen, R., Xu, W. (2011). Generation and diagnostic application of monoclonal antibodies against Seneca Valley virus. Journal of
Veterinary Diagnostic Investigation, 20(2), 1-9. http://pubmed.org

. [ OLpdf].
«  Brachtetal. Reaktime R assay y virus in 2016.
inpress

« Knowles, N.J. 2005). A pan-picornavirus RT-PCR: identification of novel picornavirus species. EUROPIC 2005: XillthMeeting of the European
Study Group on the Molecular Biology of Picornaviruses, Lunteren, The Netherlands, 23-29th May 2005. Abstract AQG.

+  Knowles, N.J. and Hallenbeck, P.L. (2005). A new picornavirus is most closely related to cardioviruses. EUROPIC 2005: XillthMeeting of the
European Study Group on the Molecular Biology of Picornaviruses, Lunteren, The Netherlands, 23-29th May 2005. Abstract A14.

Ejemplo
Caso Diagnostico
2016

Historia Clinica

* En Octubre del 2016, dos tandas de cerdos, 330
animales en total, llegados al matadero
procedentes de un Unico productor.

« Aproximadamente el 5% de los cerdos
presentaban lesiones cutaneas vesiculares.

* No se describieron lesiones en mucosas, ni boca
ni lengua.
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§ CentroPanameriano e Febre A
% ) Covoramercane

§ CentroPanameriano e Febre A
% ) Covormamercane

Diagnostico diferencial

« Fiebre Aftosa (FMD)
« Enfermedad Vesicular del cerdo (SVD)
« Virus Seneca A (SVA)

3 e e v

Muestras para diagnostico
recibidas

[ | cedor | Cerdo2 | Cerdo3 ]
Y

Fluido de vesicula N N
Tejido epitelial Y N Y
Hisopado vesicular Y Y N
Hisopado nasal Y Y Y
Suero N N N

%) ) Comorimmeramce et s
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Resultados de laboratorio

Hisopados/epitelio/fluido vesicular:
¢ rRT-PCR contra FMD en muestras originales- Negativo
¢ Aislamiento viral:
— Cerdo 1 positivo
— Cerdo 2 negativo
— Cerdo 3 positivo
¢ rRT-PCR contra FMD en aislamientos- Negativo
¢ SVD PCR en aislamientos- Negativo
¢ SVA PCR en aislamiento- Positivo

Diagnostico Final

Seneca Valley A virus

Historia Clinica

* Cerdos traidos al matadero en 2/2016.

« El veterinario observa que el 50-60% de los
animales cojeaban y tenian lesiones podales, y el
10% lesiones en jeta.

e 70 de los 118 cerdos estaban afectados.

» No se vieron vesiculas intactas.

« Las lesiones podales en rodete coronario estaban
abiertas, con piel muerta y posible necrosis.

« El origen vesicular de las lesiones era puramente
conjetural.

11
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Diagnostico diferencial

* FMD
* VSV
* SVD
« Seneca Valley A virus

* Note: VES no se considera ya como un riesgo

significante por lo que el diagnéstico solo se realiza
cuando todo lo demas es negativo

Muestras para diagnostico

recibidas
¢ Prioridad 2
¢ Muestras tomadas de 5 animales
e Suero

e Sangre completa (EDTA y Heparin)

« Hisopados y tejido epitelial de las lesiones
podales y de jeta

Resultados de Laboratorio

Serum:
FMD 3ABC ELISA- negative

Resultados de Laboratorio

Swabs:

* VSV rRT-PCR- Negative

* VI- Positive

* FMD rRT-PCR using VI isolate- Negative

¢ VSV rRT-PCR using VI isolate- Negative

¢ SVD rRT-PCR using Vl isolate- Negative

¢ SVA virus rRT-PCR using VI isolate- Positive

Diagnéstico Final

« |diopathic vesicular disease caused by Seneca
Valley A virus.

12
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Senecavirus A

Senecavirus A

- Diagnostico clinico (FORM-IN)

Mucosa vermelha ulcerada com tecido de
granulagdo na base do focinho em matrizes paridas;

Lesdes vesiculares na borda superior do focinho e
patas em matrizes paridas (1 a 3 %);

Temperatura: 38 a 40,5 °C;

Claudicagao;

Lesdes no coxim palmar e plantar, e na muralha do
casco (com descolamento do casco) em matrizes,
terminagdo e leitdes;

Senecavirus A

Diagndstico clinico (FORM-IN)

- Diarreia aquosa em leitées de 1 a 4 dias com alta
mortalidade (15 a 20 %);

- LesOes em leitdes: em alguns rebanhos;

- Diminuigdo na ingestdo de alimentos;.

- Duragdo dos sinais clinicos: 2 semanas

- Aumento e edema de linfonodos, estdmago vazio,
ascite, edema do mesocdlon.

Senecavirus A

Senecavirus A
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Senecavirus A

¥

Senecavirus A




Senecavirus A

Ndmero de amostras processadas

2015 2016 2007

mPCR B Sequenciamento
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Senecavirus A

Suspeitas de doenga vesicular / ano e detecgdes

22

178

7

48
38
18
.
10 78
I Sam B2 apliitore (1120100

2013 201 2015 2016

Suspeitas WAV EP mPC mPP WEC mSV EBVDV HmIBR

2007

Senecavirus A

 Diagnéstico laboratorial

- Amostras recebidas: epitélio, suabe, liquido
vesicular e soro;

- Isolamento de virus: PK-15 ?, NCI-H1299
(carcinoma pulmonar); SK-6, IBRS-2;

- PCR: Foi detectado o virus em linfonodos, liquido

peritoneal, liquido vesicular, tonsila, pulmao e epitélio

(24,5 %)

Senecavirus A

Fonte: JCM Accepted Manuscript Posted Online 30 March 2016
1. Clin. Microbiol. doi:10.1128/JCM.03390-15

Senecavirus A
Diagndstico laboratorial

- Diagndstico soroldgico
- Virus
- Células;
- Reagdo cruzada IV

Senecavirus A
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Seneca Virus

* Recebimento das amostras
— Quadro de doenga vesicular

— Protocolo padrdo de diagnéstico diferencial para
doenca vesicular

* Extragdo do RNA pelo método do Trizol

* Extragdo do DNA por extratores automaticos

* Bateria de PCRs convencionais e em tempo real para
diagndstico de vérias doengas

Organizacion
Panamericana

Seneca Virus Seneca Virus
* PCRsem Tempo Real: * PCRs Convencionais:
Precipitagdo —* —> RNA - Fmv - S”V
— c“\/ _ Vw
| %
— OfQopox - Vv
— — ~ pagoox —VSIV v
l - S\”epox
Lavagem —» — DNA - F“
— Beta-actina \/

Seneca Virus Seneca Virus

Palma, palma, néo priemos cGnico!

Qué no panda el ctinico!

Ll
1
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Seneca Virus Seneca Virus
= =] e B
. 3 :
DNA
|
Solubilizagdo Ligagdo Lavagem Eluigdo DNA
das bandas
Seneca Virus Seneca Virus
1
e Apds o sequenciamento e o diagndstico da
infeccdo pelo Seneca Valley Virus (SVV), foram
desenhados iniciadores especificos para este
virus, com base nas sequéncias disponiveis no
GenBank.
Seneca Virus Seneca Virus
e Convencionais: e Tempo Real:
—PCRSVV 215 ! —PCRSVV 78
¢ Regido: 3D . ¢ Regido: 3D
¢ Amplicon: 215 pb -ssssew ‘
— PCRSVV 464: !
* Regido: 3D -
* Amplicon: 464 pb ,-“..-




Seneca Virus
e Tempo Real:

—PCRSVV 138
* Regido: 3D

05/06/2017

Seneca Virus

* Testes com outras matrizes:
— Soro
 Viremia curta, de 3-10 dias p.i.
— Swabs (literatura)

 Virus detectdvel até 28 dias p.i. em secregdes orais e
nasais

* Fragilidade da amostra

Seneca Virus

Soro

TewrYrPYRPRPRSTTesseves

Seneca Virus

Seneca Virus

¢ Evidéncias moleculares:
— Origem comum

— Virus presente antes de 2015?
* Relatosem 2014

— Ndo é possivel apontar uma
porta de entrada, ou ponto
inicial de disseminagdo
« Transito de animais?
¢ Sémen?

* Moscas?

Seneca Virus




Seneca Virus

* Perspectivas:

—Sequenciamento total do genoma utilizando
técnicas de sequenciamento de nova geragao

—Tese em andamento: “Caracterizagdo do
Senecavirus A e de outros virus em amostras de
suinos provenientes dos surtos de doencas
vesiculares ocorridos no Brasil utilizando técnicas
independentes de isolamento”

05/06/2017

Seneca Virus

* Perspectivas:

— Estabelecimento do uso da PCR digital para
diagnésticos

Seneca Virus

Seneca Virus

* Vantagens:
— Quantificagdo absoluta
— Precisdo entre réplicas incomparavel
— Exatiddo (muito maior que em qPCR)
— Aumento da relagdo sinal-ruido
— Elevada resisténcia a inibidores de PCR

Seneca Virus

e Padronizagdo

Uso de sonda com duplo Quencher!!

Hilln

Seneca Virus

e Qutras informacgGes trazidas pela ddPCR
— Ndmero de eventos (gotas) positivos
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www.paho.org/panaftosa
Seneca Virus

e Qutras informacgdes trazidas pela ddPCR
— Concentragdo (Cdpias por pl)

mateus i icul gov.br

3
mateuslaguardia@gmail.com

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA

Centroparamercano de e Afosa
) s S i venara
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ICTV
Virus Taxonomy: 2016

Varios géneros desta
familia estéo
envolvidosem lesdes
cutaneas em humanos

B —

Instituto Biol6égico

dia/més/ano
EDVIGES MARISTELA P1TUCO
Pesquisador Cientifico
INSTITUTO BIOLOGICO
pituco@biologico.sp.gov.br

CLASSIFICACAO
Familia Subfamilia Género Virus
Vaccinia

- i Variola bovina (Cowpoxvirus)
Orthopoxvirus Variola virus (VARV-smallpox)
Variola dos macacos
Ectima contagioso (Orf) (ov, cap, humanos)
- Parapoxvirus«E Estomatite papular bovina (bov, humanos)
Pseudovariolabovina (bov, humanos)
. X Varfola caprina
[~ Capripoxvirus—— Variola ovina
Doenca nodular cutanea
Variola aviaria
Variola dos pombos
Variola dos perus i .
Qutros poxvirus espécie-especificos
que infectam aves silv. e de cativ.
[~ Suipoxvirus — Variola suina

Chordopoxvirinae =~ Avipoxvirus

Poxviridae

— Leporipoxvirus— Mixoma

Entomopoxvirinae Poxvirus de insetos

Género Orthopox e Parapox

Causam doenga exantematica, popularmente conhecida por variola
bovina, caracterizada pelo aparecimento de lesdes cutaneas nos tetos,
Uberes das vacas e no muflo e mucosa oral dos bezerros lactentes.

«Cowpoxvirus= variolabovinapropriamente dito

Varios isolados brasileiros foram
caracterizados (fenotipica e geneticamente)

¢ Vaccinia virus
* Virus da pseudovariola Bovina
e Virus da estomatite papular bovina

e Orfvirus (cosTA, 2008 )

Estados onde amostras de

VACV foram isoladas

TESE DE DOUTORADO
Orientadora: Profa.
Ema Geessien Kroon




VARIOLA BOVINA

AR

Cowpoxvirus Virus da Estomatite Papular
(Orthopoxvirus) Bovina

Virus da pseudovariola
(Parapoxvirus)

(n6dulo dos ordenhadores)

Vaccinia
virus

(Orthopoxvirus)

Orthopox e Parapoxvirus

Importancia
» Saude publica (zoonose) — acidentalmente infectam as pessoas
principalmente pelo contato direto com as lesées dos animais

» Econdmica- Prejuizos cadeia do leite

Z.LP. Lobato'; G.S. Trindade"; M.CM. Frois'; EB.T. Ribeiro'; G.R.C. Dias'; B.M. Teixeira'; F.A. Lima'; G.M.F. Almeida'; E.G.

Kroon'! Outbreak of exantemal disease caused by Vaccinia virusin human and cattle in Zona da Mata region, Minas Gerais.

Vacinacao - Reagdes suaves

http://www. cde gov/mmwr/preview/mmwrhtml/r5010a1. htm

A vacina produzidacom virus vaccinia,induziaimunidade duradoura
contrao virus davariola

ECTIMA
CONTAGIOSO

l

ORFVIRUS

(Parapoxvirus)

N

Acomete ovinos e

. Pode acometer pessoas
caprinos

Os Orthopoxvirus apresentam reacao
imunolégica cruzada - apds infeccdo elou
imunizacdo com qualquer virus desse género

ocorre uma resposta protetora frente aos
demais.

Distribuicao geografica

TABLE 1. Host range and g { gonora and ombars of fro sublamily Chordopasvirinag
Other naturally
Genus and species Reseneir host Gaographic distribution infaciad hosts
Orihopondrus
Camolpax virus Camols Alrica, Asia 5]
P virnus Fosdarts Ewrope, westem Asia Cals, cows, 200 animals,
husnans®
Ectromolia virus Fodarts Euops ra
Morkaypo virus Sauimals Wasteem ard contral Africa Monkays, humans™?
Flacconn porvins Raccoaons Eastesn USA Ml
Shunk poxvinus Skunks Wastemn USA ra
Tatera posvins Gerbils Wastem Africa M
Unasin Gishu vires Urikncram Eastern Alrca Horses
mplaccinia vinus Urikneram Worldwide Hurmans ™ rabbits, cows,
river buffaioes {Bubak
Variola virus Humars 'S Woridwicls (erachcated) M
Wolapan virus Voles Wastem USA ra
Parapowdns
Auschyk virs Camels Alrca, Asia
ing papular slomatifis virus  Catlo Worldwicke Humans ™
O virus Sheep Woridwice Other numinares, humans{m
Papudocowpos virus Canle Workdwide Humans®
Fad der pomvirus Rasd doar New Zealand ]
Seal parapauvins Seals

Humans®™




Orthopoxvirus

Familia Poxviridae

Subfamilia Chordopoxvirinae
Género Orthopoxvirus

DNA fita dupla linear, envelopado

© o o o

Envelopado
o Replicagdo no citoplasma da célula
0 S&o grandes e complexos 300 a 400 nm

Orthop em i i em
negativo (A), em microscopia cryo-eletrénica (B) e em corte ultrafino (C)
Fonte: http://www.ibt.tamushsc.edu/faculty/pics /Vaccinia%20 AFM-EM. jpg

Parapoxvirus

e Familia: Poxviridae;

* Subfamilia: Chordopoxvirinae.
= Género: Parapoxvirus

* Virus DNA de fita dupla;

* Envelopado

= S&ao grandes e complexos 300 a 400 nm

HISTORICO VARIOLA BOVINA

Variola foi pela primeira vez assim designada no ano 570 D.C por
Bishop Marius de Avenches, na Suica. A palavra deriva do latim,
varius ou varus que significa bexigas.

O cowpox € tdo antigo no mundo quanto o smallpox (variola
virus). Historicamente o termo cowpox foi aplicado
indiscriminadamente para toda doenca em vacas com lesdes
pustulares locais ou generalizadas e exantema na pele e mucosa
de Ubere e tetos.

JENNER (1798) relatou o virus cowpox como meio para prevenir
smallpox. Desafiou com virus da variola, pacientes previamente
inoculados com o cowpox, e verificou que estavam imunes.

HISTORICO VARIOLA BOVINA

Aplicagao (por escarificagao) da primeira vacina
contra variola em 1796. Edward Jenner (1749-1823)

-g

Extragéo de material infeccioso
para inoculagdo em individuos
sadios (vesicula do teto de vaca
provavelmente  infectada com
cowpovirus).

A campanha contra a variola a partir 1966,
coordenada pela OMS, obteve sucesso apos
massiva vacinagéo com vacina viva produzida com
virus vaccinia. O ultimo caso de infecgdo natural
ocorreu em 1977. Em 19802 OMS fez o anincio

oficial da enadicagéo Mundial da doenga. e

VACCINIA VIRUS

Agente utilizado na formulacdo da vacina para erradicar a variola, a
doencamais mortal desde o inicio da civilizagéo

Possivelmente derivado do cowpox ap6s sucessivas passagens em ovo
embrionado e em coelhos (produto de recombinagéo genética);

Campanha global iniciada na década de 1960, foi um sucesso sendo o
Gltimo caso ocorrido em 1977 naSom lia.

Atualmente  cowpoxvirus e vaccinia virus podem ser claramente
distinguidos com métodos diagnésticos disponiveis, contudo a origem
e histérianaturaldo VACV aindageramuitadiscussao

HISTORICO VARIOLA BOVINA

* O vaccinia virus foi eficiente para protecdo - virus estavel,
permitiu producédo de vacina baixo custo, baixa patogenicidade,
resposta rapida e protecdo imunolégica duradoura. Além disso
a erradicagdo foi facilitada pois ndo havia reservatério do
smallpox.

« Em 1980 a variola foi declarada erradicada pela OMS, apdés um
intensivo programa de vacinacdo usando diferentes estirpes de
virus vaccinia.

* Atualmente é a espécie viral mais estudada entre os poxvirus e
tem sido utilizado como o protétipo para elucidar muitos
aspectos relacionados a biologia, resposta imune, patogénese,
evasdo do hospedeiro e filogenia do OPXV. Apesar disso a
origem e reservatério permanecem incertas.




HISTORICO VACCINIA VIRUS NO BRASIL

*1804 Vacina chegou ao Brasil

*Até 1950 ndo houve campanha nacional de vacinagao - apenas
durante surtos

*1966 - Intensificagdo do programa global de vacinacéo —foi utilizado
cercade 4 diferentes cepas vacinais durante a campanha

*1960 - Isolamento do vaccinia virus em roedores na Amazonia

*Nos anos 60 e 70 pesquisadores do Adolfo Lutz isolaram de
camundongos.

*Em 1971 cessou a campanha de vacinagao.

HISTORICO VACCINIA VIRUS NO BRASIL

A partir da década de 90 estirpes de vaccinia virus foram isoladas de
bovinos.

Acreditou-se que surtos de VACV estivessem relacionados a uma
adaptacao do VACV vacinal a algum hos pedeiro selvagem ainda nao
identificado, reemergindo esporadicamente.

Entretanto estudos sugerem que a origem e a histéria natural do
VACV é distinta dos virus vacinais usados no Brasil.

A hip6tese mais aceita é a persisténcia desse virus em reservatérios
naturais e dependendo das condigdes biolégicas e geograficas sado
transmitidas para animais e humanos.

Variola humana (smallpox), variolabovinae

correlagdo com uso da vacina no Brasil

1500 — Descobrimento do Brasil e inicio da colonizagéo;
1563 — 1° surto de smallpox no Brasil;
1804 — Vacina para o smallpox “brago a brago” chega no Brasil;
1887 — Vacina animal chega ao Brasil vinda de Chambon-Paris;
1960 — Intensificagdo campanha global pela WHO—
apo6s isolamento de duas estirpes vaccinia em 1966;
1993 — Isolamento do poxvirus em camundongos;
1999 — Isolamento do ARAV no LVB/Instituto Biolégico (publicagdo 2003);
2001 — Isolamento estirpes vaccinia GP1V e GP2V
2003 - Isolamento PSTV

Trindade et al., 2007

COWPOXVIRUS

EVIDENCIAS TRANSMISSAO POR ROEDORES
e Surto em felinos alimentados com ratos

infectados, inquéritos sorolégicos comprovam
essa transmissao

« Gatos domésticos infectados ap6s cagar ratos

COWPOXVIRUS

= Reservatérios naturais: roedores
= Grande variedade de hospedeiros

< Ratos

= Gatos

= Gerbils

= Felinos

- Elefantes

* Rinocerontes

< Vacas

« Humanos

COWPOX - SINAIS CLINICOS NO

HOMEM

= Transmissdo por roedor

Tom F.W. Wolfs*_, Jaap A, Wagenaart, Hubert G.M. Niesterst, and Albert D.M.E. Osterhaus. Rat-to-Human Transmission of Cowpox Infection.
http ://wwwhc.cac. o/ eid/artick/8/ 12/02-0089_articke




VACCINIA VIRUS

Reservatérios naturais ainda desconhecidos, embora
alguns estudos sugerem que os roedores podem
representar o reservatério natural de VACV

Descrita em:
= Humanos
= Vacas
- Bufalos
* Suinos

« Coelhos

VACCINIA BOVINA NO BRASIL

* Surtos peridédicos em rebanhos leiteiros

= Mais investigacdes sdo necessarias para
esclarecer reservatoérios e transmisséo do
virus

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

— Variola bovina:
 Europa

- Asia

— Vaccinia bovina
= Mundial
< Em consequéncia a vacinagdo de pessoas até a
década de 80 com virus vivo originario de lesdes
de vacas?

TRANSMISSAO VACCINIA VIRUS

Bovinos
Contato direto
Equipamentos de ordenha mecanica
Fomites

Excrementos roedores

Transmissao vaccinia virus

Modelo hipotético do ciclo de transmissdo dos vaccinia.
As linhas representam dados experimentalmente comprovados, enquanto as linhas pontilhadas
representam_proposicoes _que ainda_estao sendo investigadas _(ABRAHAO . 2010).

TRANSMISSAO VACCINIA VIRUS

Homem

Contato direto com as lesGes de tetos e Uberes das vacas
acometidas

LesGes em teto e Gbere
Foto Marina GeaPeres Tese dautarado— UNESP Botucatu,
2016,




Transmissdo vaccinia virus

entre propriedades

Principais fatores de risco:
«Introdugéo de bovinos infectados
« Excrementos de animais silvestres possiveis reservatorios
«Ordenhadores
« Condicdes higiénico-sanitarias inadequadas
- Propriedades néo tecnificadas - ordenha manual

- Rebanhos leiteiros - maioria

Manifestacao clinica

Animais
Eritema sypapulas swesiculas #» pustulas mulceras
crostas - tetos (maioria) e Ubere.
Curso clinico por voltade 15 dias e as lesdes regridem
espontaneamente.
Sensibilidade ao toque
Mastites
Quedana producao leite

Lesdes similares no focinho e boca de bezerros

LESOES CAUSADAS POR POXVIRUS

Esquema ilustrativo de uma les&o por poxvirus no decorrer do tempo
Fonte: Patologia Veterinaria- McGavin, et al. (2009).

Manifestagdo clinica vaccinia

virus em vacas

Vesiculas, Ulceras e crostas em tetos de vacas

(COSTA, 2008 )

Manifestacao clinica vaccinia virus

em vacas

Infeccdes oportunistas - Mastites

Lesbes VACV em tetos vacas. Plstulas hemorragicas e ulceradas.
Azevedo, J.Metal 2015. DOI 10.1099/mmcr.0.000009

Manifestacao clinica vaccinia

virus em vacas

Eritema cutaneo muflo e mucosa nasal de bezerro
Foto: Marina Gea Peres Tese doutorado —UNESP Boticatu, 2016.




VACCINIA BOVINA

Sintomas em humanos

Em humanos, a infecgéo é caracterizada pela presenca de lesdes
ulcerativas e pustulares principalmente nas maéos, podendo
acometer antebracos e face, além de febre, dor, mal-estar e
linfoadenopatia (LOBATO et al., 2005).

Lesdes em mao e antebrago de ordenhador
Foto: Marina Gea Peres Tese doutorado —UNESP Botucatu, 2016.

(MADUREIRA, 2009)

PSEUDOVARIOLA BOVINA

Parapoxvirus
Aimunidade ndo é duradoura = casos reincidentes na propriedade

Doenca cronica nos rebanhos — Ha relatos de vacas infectadas
naturalmente e experimentalmente, sem apresentar sinais clinicos (IKETANI et
al.2002)

Foto: Dr SAMIR ARBACHE (dermatologista
S&o José dos Campos

LESAO CUTANEA PACIENTE

SUSPEITO INFECCAO ORF VIRUS

* Hipertermia, lesdes cutaneas nas maos, bragos e rosto; podendo
ocorrer infec¢do secundéaria. Frequentemente acompanhada por
adenopatia axilar, principalmente em individuos com deficiéncia
imunolégica.

* As lesdes assemelham-se as de vacinagdo primaria por vaccinia
virus.

Fonte: Arquivo do Laboratério de Viroses de Bovideos — Instituto Biolégico

Exame histopatoldgico

Les&o de pele humana - vesicula— degeneragdo balonosa causada por orf virus.
Coloragéo HE. As setas indicam inclusdo eosinofilica citoplasmatica

Eonte: Awuivg do Laboratdrio de Anatomia Patglégica - Institut Biolggico

Lesbes verrucosas

PSEUDOVARIOLA BOVINA X BVDV

Parapoxvirus associado ao BVDV caso em bovino ocorrido Para 2016

Aves.PA etal

ECTIMA CONTAGIOSO - ORF VIRUS

Ovinos
(parapoxvirus)




Ectima contagioso

FERREIRA, B.L.S. et al. Associacdo da
ocorréncia do ectima contagioso (ORF
virus) em ovinos com os cuidadores
desses animais. Arq. Bras. Med. Vet

Fotos: Bruna Lapenna Zootec. [online]. 2016, vol.68, n.6,
Sanches Ferreira pp.1523-1530. 1SS| 1678-
4162.  http://dx.doi.org/10.1590/1678-

4162-8578.

Pseudovariola Bovina

Bovino com lesédo na gengiva
Fonte INDEA —MT (Décio Santelo)

Bovino com lesdo na lingua
Fonte INDEA —MT (Serafim Martines)

Ectima contagioso

Cordeiros sdo mais afetados (auséncia de imunidade).
LesBes ao redor da boca e narinas. LesBes nos tetos em
fémeas lactantes

Lesdes por ORF virus (ectima contagioso)
Fotos: Bruna Lapenna Sanches Ferreira

Estomatite Papular Bovina

Fonte: INDEA —MT (José Candido de Souza)

LESAO EM TETO DE VAC

Lesdes causadas pelo virus da pseudovariola bovina
Fonte: INDEA

LesGes em tetos vacas

Fotos BalaroRJ




Lesdo em equinos

Fonte INDEA— MT (Leone)

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Humanos:
— Vaccinia
— Cowpox
— Pseudocowpox
— Ectima contagioso
— Herpes
— Esporotricose
— Carbunculo
— Abcesso por Staphylococcus
— Inoculacao vacinal

— Granuloma por corpo estranho

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Bovinos:

Vaccinia

Cowpox

Pseudocowpox

Ectima contagioso

Mamilite Herpética bovina (BoHV-2)
Ulceragdes causadas por intoxicacoes

Abcessos causados por bactérias
(ex.Staphylococcus) em teto e Ubere

DIAGNOSTICO

BASEIA-SE NA ANALISE CONJUNTADE:

« Informacgdes epidemioldgicas
* Sinais clinicos

« Exame laboratorial

INFORMA GOES EPIDEMIOLOGICAS

* Restrito a uma area?

= Manejo dos animais

* Lesd&o localizada ou generalizada.
e Espécies acometidas.

» Casos reincidentes?

* Pessoas envolvidas?

COLHEITA DE MATERIAL




Meios e materiais para colheita

Liquido das vesiculas, fragmento das lesdes e crostas

Fonte: Arquivo do Laboratério de Viroses de Bovideos - Instituto Biologico

Estomatite Papular Bovina

Fonte: IDAF- Acre (Mario Cesar Souza de Araujo)

COLHEITA DE MATERIAL

v BIOPSIA- punch® estéril
descartavel (6 mm);

v Meio de transporte - seguir
recomendado pelo

programa do pais
Foto: Bruna Lapenna Sanches Ferreira

v Resfriado a 4°C;

v Encaminhar ao laboratério

Punch de Biépsia 6mm

AMOSTRAS

Epitélio Bovino

Biopsia para deteccdo direta do virus

Um fragmento conservar sob
refrigeracdo e outro em
formol

Acompanhada de Formulario de colheita de amostras (FORM LAB)

Fonte: Argquivo do Laboratério de Viroses de Bovideos  Instituto Biolégico

Epitélio e soro

10



EMBALAGEM

ANALISE LABORATORIAL

Gerar resultados tecnicamente validos

Adogdo de normas e padrdes de referéncia:

eCalibragdo de equipamentos e utilizagdo de materiais
de referéncia certificados

*Pessoal qualificado

*Reconhecimento internacional das analises

CREDENCIAMENTO MAPA

Seguranga ecebimento e
Confidencialidad

Integridade

Andlise

Ambiente adequado
Equipamentos Controle .
calibrados .~ intralaboratorial
Reagentes, itensde  SMLEEEY de resultados RSN
ensaio e padrdes interlaboratorial
rastreados

Ensaios de
Metodologias oficiais proficiéncia
fvellideEles Auditorias

arantia da qualidade Confiabilidade dos,

Analistas capacitados resultados

ACREDITAGCAO INMETRO

INSTITUTOBIOLOGICO

Adogdo de normas e padrdes de referéncia

Calibragdo de equipamentos, reagentes e pessoal qualificado
Gerar resultados tecnicamente vélidos

Reconhecimento internacional das anélises

e o o o

TESTES DIAGNOSTICOS

Isoiamenta

VN

Micrascapia
wiatrbinica

Histopatolégico

{ PCRoonv

PCRem
tempo real

As amostras positivas no PCR para o virus parapox
devem ser sequenciadas discriminar (pseudovariola,
estomatite papular ou ectima contagioso).

11



Procedimento para analise

Processamento das amostras
Deteccéo direta do agente

Isolamento

Microscopia .
Viral

Eletronica .
Andlise

Molecular

ISOLAMENTO EM CULTIVO CELULAR

VACV Replica no citoplasma

Linhagem celular Vero controle
Vero - ECP

MICROSCOPIAELETRONICA

Proteinas  tubulares

organizadas de forma -mm

cruzada na superficie

Proteinas  tubulares

dispostas de forma -

irregular na superficie

ICTV (2014

ISOLAMENTO EM CULTIVO CELULAR

Os virus da pseudovariola, estomatite papular bovina
e do ectima contagioso sdo de dificil isolamento em
cultivo celular.

Cowpox e vaccinia replicam-se facimente em muitas
linhagens celulares ex VERO (células de macaco) e
BHK (células Hamster).

VACCINIA VIRUS

ISOLAMENTO EM CULTIVO CELULAR

Célula VEROcom ECP- Vacciniavirus

CélulaVEROsem ECP

Fonte: Arquivo do Laboratério de Viroses de Bovideos — Instituto Biolégico

Virusda pseudovariola
Isolamento em células MDBK

Isolamento do virus da pseudovariola em
MDBK- Efeito citopatico (ECP) caracteristico
(aumento 20X)

células MDBK sem ECP
controle

Fonte: Arquivo_do Laborat6rio de Viroses de Bovideos = Instituto Biologico
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Ectima contagioso- orf virus

Isolamento em cultivo de células SFT

Isolamento do orf virus (ectima contagioso em células SFT-
Efeito citopatico caracteristico (ECP)

Fonte: Arquivo do Laboratério de Viroses de Bovideos  Instituto Biolégico

Andlise in vitro isolados vaccinia

equenas pacas
ledondas, sem cometas
hssociados

Comparacao da morfologia em placas de isolado brasileiro com a colecao
de virusdo CDC

Isolamento em ovo embrionado

Diferencial Orthopoxvirus e Parapoxvirus

Todos os Orthopoxvirus apresentam
lesBes caracteristicas en membrana
corioalantéide.

Membrana cério-aantdide infectada por Orthopoxvirus

Fonte: Nagasse-Sugahara , et al., 20
http://www.scielo. br/sdelo. ;hp7p|d ‘S0036-4 -6652004000600004&Script=sci_arttext

Trindade et al 2016. Viruses 2016, 8, 328; doi:10.3390/v8120328 Natural vaccinia virus infecgd@o em humanos

ANALISE MOLECULAR

Iniciadores utilizados nas reagbes de semi-nested PCR para
Parapoxvirus

-

c GTC CACGAT GAG CAG CT
594 pb

(% ampitcacio)
PPP4. CG AGT CCG AGA AGA ATA CG 3 - Inoshima;
Parapoxvirus
P Morooka;
PPP-3 5' TAC GTG GGA AGC GCC TCG CT 3 P Sentsui (2000)

PPP-4 5' GCG AGT CCGAGA AGA ATACG3 | (amplicasio)
EACP 2 5' CTA GAC TTTGTT TTCTG 3" L -
Orthopoxvirus
HA 80F 5' TAC GTG GGA AGC GCC TCG CT 3 (2007)
846 pb

ANALISE MOLECULAR
s a o i estruturais. 25 cb genoma db Vaccinia virus Aregido
central do genoma aitamente e coaficam
essencias. As regoes termirais invertidas (ITFS) cadificam néo-es

protein: s, #50 apreeaniam diplicacts o
Genoma. Nas extremidacies S50 0L & aias as aba temminals. Fonte: AGpIado (& SWITH e MO ADDEN,

VACCINIA VIRUS

Gene A56R

58 @y
162 Kpb u 164 Kpb

Foward 16.1877pb Reverse 16.2060pb

Representacao do genoma. dos poxvirus (fonte: Flores, 2012)
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Semi-Nested PCR

Dois ciclos de amplificacdo do gene HA orthopoxvirus

Tamanho
Amp~I|f|c Iniciador Sequéncia d‘? Referéncia
acao amplicon
(pb)
1° EACP1f 5-ATGACACGATTGCCAATAC-3’ 950 pb ROPP et
EACP2r 5-CTAGACTTTGTTTTCTG-3’ al., 1995
20 EACP2r 5-CTAGACTTTGTTTTCTG-3' 850 pb DAMASO et
al., 2000
HABOF f 5-GGTGATGATGCAACTATATC-3’
Vaccinia PCR quantitativa
Sistema SYBR® Green
Iniciador Sequéncia Referéncia

HAgenérico  |Forward: 5 CAT CAT CTG GAATTG TCACTA CTA AA3'
Reverse: 5' ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC 3' TRINDADE et
al., 2008

‘_—191 Kpb / 263 geNes  mm——

- —
Regido Consevada ITR
Gene AS6R
5 3
162.000 pb 64.000 pb
Foward 16.1877 pb Reverse 16.2060 pb

PCR Semi-Nested

(orthopoxvirus)

Legenda: Linhas 1 a12 e 15 amostras isoladas; Linha 13 controle positivo
(ARAV) e linha 14 controle negativo.

Fonte: Okuda, L.H. - LVB/IB — Bse Doutorado

Parapoxvirus Semi Nested PCR

592pb

Gene B2L

250pb

Tipificagdo das positivas por sequenciamento

VACCINIA - PCR EM

TEMPO REAL

Vaccinia virus (ARAV)

10© 107 10 10° 1010

Diluicao | vedia do | Copias de
do DNA DNA/uL

Padrao c

10 19,88 1.7X10°8
107 24,69 1.7X10¢
10 28,13 1.7x10°
109 31,61 1.7X102
1020 35,74 1.7x10*

Diluigdes seriadas na base 10 de ARA/ realizada com o sistema SYBR
Green. Valores dareacéo: Erro =0.0333; Eficiéncia = 1.789; Slope=-3.958

Fonte: LVB/IB — Dissertagio Thais Garcia da Silva

TIPIFICACAO DE PARAPOXVIRUS

— PCR em tempo real

‘The primers and probe seguences of Parapoxvituses fenenic and specific gPCR

assays.
Orf wirus specific assay (ORFVIGR)
Forward priret CACTIOCAGCACATC ATCTTCA
Reverse primer GOOCACCAGTAGCTCA
[robe CTCOATCACGCOC OCCT
Peeudncowpos witls specific assay PPV J6R)
PForward prirmer CCOACTACAT CCOGAACA
Reverse primer COCACGCOCTTGCT
[robe CTCACCCAC AACATCTTCOT CARCTAC
Bowine papulac storatitis win s specific assay { BESV R
PForward prirmer CACATCATCTTGATC TTCTOGTACT
Reverse primer TCGGCATCAT CCTCAMCTAC
Frobe ATCATCOOGCCCTGOATCAC
Parapoxwirus generic assay (FPAFYJER)
Forward prirmer COOCCTCTCCTCCTTE
Reverse primer CAGCATCAMCCT CTCCT ACATA
Frobe CCACCAMGCTGCE CAG CAT

Notes. the olizo sequences are in 5t ¥ direction: all probes ace labeled of FAN at
Srand BHOL at ¥

qPCR assays for the detection of orf virus, pseudocowpoxiirus and bovine papular stomatitis virus
Zhao etal 2013 http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2013.08.0
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RELACOES FILOGENETICAS DETERMINADAS COM

SEQUENCIAS DO GENE B2L QUE CODIFICA PROTEINA EW.
DO PARAPOXVIRUS. Tipificag&o de parapoxviroses

MT
Pseudovariola
Goias
MT
Goias
Goias Estomatite
MT papular
Goias Estomatite
papular
Tocantins
Pseudovariola
Ectima contagioso
Fonte: LVB/IB
P 4GOS 20 - hapor PR 5
o RELACAO FILOGENETICA DETERMINADA
oot 5 COM  SEQUENCIAS DO  GENE
S HEMAGLUTININA  (HA) QUE CODIFICA

el PROTEINA A56R DO ORTHOPOXVIRUS
5 (VACCINIA) - BRASIL

871007214 i
71607557 macnen
946002 Gurirei>

Para o sequenciamento foram
selecionadas amostras de lesGes
cuténeas de bovinos

T e tvarcmire

Brasilian VACV group 1 e 2 — possivelmentg

evolucdo de acordo com a origem

Sugerindo _
que eventos
multifatoriai

s podem a

diversidade

genética

presente

entre as

cepas

existentes

ARVORE FILOGENETICA VACCINIA VIRUS
Trindade et al 2016. Viruses 2016, 8, 328; doi:10.3390/v8120328 Natural vaccinia virus infeccdo em humanos

RELA(;C)ES FILOGENETICAS  DETERMINADAS  COM
SEQUENCIAS DO GENE HEMAGLUTONINA  (HA) QUE

CODIFICA PROTEINA AS6R DO ORTHOPOXVIRUS (VACCINIA
VIRUS) E DO GENE B2L DO PARAPOX

Orthopoxvirus
(Vaccinia)

Parapoxvirus
(Pseudoe
Estomatite
papular)

Arvore filogenética arvore foi construida pelo método de maxima parsimonia com 1000 replicatas,
utilizando programa Mega 6.0, baseado no modelo Tamura 3 — parametros. As amostras identificadas

no LVB/IB estao destacadas com l0sangos azuis Eontes LR/

Diversidade
entre isolados
de Vaccinia
virus no Brasil

ARVORE FILOGENETICA VACCINIA
VIRUS

(Orthopoxvirus)

(Trindade etal., 2007)

ORF VIRUS (ECTIMA CONTAGIOSO)—LVB/I1B

Em destaque (losangos) amastras analisadasno LVB/ 1B
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PCR e sequenciamento genético

Epidemiologia molecular permite investigar a
origem e a histéria natural dos virus

Bi6épsia do plano nasolabial ovino

Lesdes causadas por ORF virus diferentes
fases

Vesicula localizada no estrato espinhoso de epiderme
Degeneragao balonosa (seta brance) e inclusio (seta branca). Ainda observam-se algumas inclusoes
intracitoplasmatica eosinofilica (seta azul) nos e s s m CEEs €
CEERLEES) (e WG CELIE0 queratinocito do estrato espinhoso superfical (seta
da epiderme (Coloragéo hematoxilina eosina,

azul) (coloragao hematoxilina eosina, aumento 630x).
aumento 630x).

Deteccéo de anticorpos

Virus neutralizagao

Utiliza-se virus isolados no Brasil

e\accinia virus: ARAV — isolado brasileiro

*Orfvirus: ATCC VR-1548
*Virus da pseudovariola: ATCC VR- 634

SAUDE PUBLICA

— Se tornou preocupacéo

— Populacao susceptivel (hamais de 30 anos

cessoua vacinagao contra variola)
— Atinge principalmente a populacao
rural

Biépsia do plano nasolabial ovino

Lesdes causadas por ORF virus diferentes
fases

Pustula localizada no estrato espinhoso da epiderme.  Crosta formada por tecido necrosado intensamente
Intenso infiltrado neotrofilico (coloragdo hematoxilina infiltrado  por neutréfilos e exsudato (coloragdo
eosina, aumento 400x) hematoxilina eosina, aumento 400x).

Vacinas recombinantes

Vaccinia virus - Vetor viral recombinante

* Durante a décadade 1980, VACV foi utilizado na construgdo de
vetores de expressao e vacinas recombinantes.

Vacinas recombinantes para cancer e doencas infecciosas
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Vacinas recombinantes

Na ultima década, os receios da reintroducédo
de \variola, reemergéncia de poxvirus
zoonodticos tém motivado pesquisas de
poxvirus e desenvolvimento de vacinas e
antivirais
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Poxvirus

@ 5

Parapoxvirus
Deteccao clinica (FORM-IN)

Mais acometidos: < 24 meses;

Epitélio lingual com lesdo circular com bordas
elevadas na regido inferior da lingua;

LesGes na face ventral da lingua com 0,5-3 cm
de diametro e formatoirregular;

LesGes cicatriciais (tecido fibroso) na face
ventral da lingua, circular;

LesBes Unicas ou multiplas;

Parapoxvirus
Deteccao clinica (FORM-IN)

- Vesicula integra embaixo da lingua e gengiva;

- Vesiculas rompidas com formato arredondado
e bordas definidas;

- Mucosa oral e palato duro;

- >419C em alguns animais;

- Estresse (transporte, desnutricdo);
- Curso: 10 dias.

@ 5

Parapoxvirus
Deteccao clinica (FORM-IN)

LesBes ulcerativas em focinho, labios, gengivas
€ casco;

LesGes arredondadas na parte caudo-lateral da
lingua;

Feridas circulares no espaco interdigital e na
parte superior da pata;

Lingua descamando;

Sialorréia, apatia, pelos arrepiados, dbito.

Parapoxvirus
Deteccao clinica (FORM-IN)

- Ectima contagioso: crostas ao redor da boca e
orelhas.




Parapoxvirus
Detecc¢dao clinica
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Parapoxvirus
Deteccdao clinica

Parapoxvirus
Deteccgdao clinica

Parapoxvirus
Deteccdao clinica

Parapoxvirus
Deteccgao clinica

Parapoxvirus
Deteccdao clinica




Parapoxvirus
Detecc¢dao clinica
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Parapoxvirus
Deteccdao clinica

Ectima contagioso
Deteccgdao clinica

Ectima contagioso
Deteccdao clinica

Ectima contagioso
Deteccgao clinica

Ectima contagioso
Deteccdao clinica




Parapoxvirus

Numero de amostras processadas

2015 2016 2017

mPCR M Sequenciamento
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Parapoxvirus

Suspeitas de doenca vesicular / ano e detecgdes

22

178

7

48
s0 38
19 18
.
10 78
I i I Sam B2 apliitore (1120100

2012 2013 201 2015 2016 2007

Suspeitas EAV EP mPC mPP WEC mSV EBVDV HmIBR

Parapoxvirus

Diagnéstico laboratorial

Amostras recebidas: epitélio, suabe, liquido
vesicular e soro;

Isolamento de virus:

Hela, VERO, cultivos primarios de rim e
testiculo ovino e bovino, fibroblastos de
galinhas e patos. Células de testiculo de
cordeiros (primario) — a partir da 42. Passagem

(Virusdisease. 2015 Jun; 26(1-2): SZ—SS.)

) panvToss " Ssud Pivica vesrnara

Parapoxvirus

 Diagnéstico laboratorial

— Estomatite papular: BT, cultivo de rim de fetos
bovinos

— Pseudocowpox: cultivos primarios de células de
testiculo bovino.

Parapoxvirus

Diagndstico laboratorial

InfecgGes simples ou multiplas;
BVDV / Parapox

IBR / LA / Pseudocowpox virus / Bovine papular
stomatitis virus

IBR / Bovine papular stomatitis virus

Em bovinos, bufalos e ovinos (Ectima
contagioso).

) FanuToss " Ssud ivica vesrnara

Parapoxvirus

e Ectima contagioso — Amostra recebida




Parapoxvirus

e Ectima contagioso — Amostra recebida

05/06/2017

1.
2.
3.
4.
5.
6.

Orthopoxvirus

Vaccinia virus — Variola bovina

Crostas e soro

Gado de leite

LesGes nas mdos dos ordenhadores
Ocorréncia prévia na regidao

LesGes nas tetas e em bezerros no focinho

Auséncia de lesdes orais e podais em animais adultos

Auséncia de lesdes orais e podais em equideos

Vaccinia virus — Variola bovina

DIAGNOSTICO CLINICO

Ulceras nos tetos e Uberes das vacas em lactagdo;
Cicatrizagdo em diferentes estagios;

Ulceras na boca e focinho dos bezerros;

Diametro variavel;

Ordenhadores com feridas nas maos e febre alta.

Vaccinia virus
Diagndstico clinico

Vaccinia virus
Diagndstico clinico

Vaccinia virus
Diagndstico clinico




Vaccinia virus
Diagndstico clinico
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Vaccinia virus
Diagndstico clinico

Vaccinia virus
Diagndstico clinico

Vaccinia virus
Diagndstico clinico

Vaccinia virus
Diagndstico clinico

Vaccinia virus
Diagndstico clinico
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2@

Vaccinia virus
Diagndstico laboratorial

Ntmero de amostras processadas portipo de ensaio

300 285

Vaccinia

misolamento WPCR ® Neutralizagio M Focos

@ o

Vaccinia virus — Variola bovina

Diagnostico laboratorial

Isolamento de virus: VERO
PCR
Neutralizagdo viral — estd em fase de verificagdo de
desempenho:
- Placa de 24 pogos;
- 400 pL de células (500.000 cél/mL);
- 24 horas incubagdo;
- Ponto de corte 20 ou 40 (250 pL) + 12 a 41 UFP cepa
WR (250 pL) durante 1 hora a 379C;

L

Vaccinia virus — Variola bovina

Diagnostico laboratorial

- 400 pL >>> células;

- Incubar por 48 horas;

- CV+CG;

- Descartar o meio;

- Fixar com PBS com formol 10 % - 30 min.;
- Descartar;

- Corar com cristal violeta a 1 % - 30 min.;
- Lavar com PBS / secar

- Contagem da UFP;

- Soro reagente quando houver + 50 % de redugdo UFP
quando comparado com o CV.

Vaccinia virus — Variola bovina

2@

Vaccinia virus — Variola bovina

@

Vaccinia virus — Variola bovina

Diagnéstico laboratorial

- PCR: InfecgBes simples ou associadas com Parapoxvirus




Vaccinia virus — Variola bovina

Centroparamercano de e Afosa
) s S i venara

05/06/2017

Centroparamercano de e Afosa
W) 5T S i venara

www.paho.org/panaftosa

marcelo.camargos@agricultura.gov.br
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Poxvirus

Poxvirus

— Diagndstico diferencial de Febre Aftosa
* Orthopoxvirus e Parapoxvirus
— Vaccinia virus (VACV)
— Estomatite Papular (BSPV)
— Pseucowpox (PCPV)
— Orf Virus (ORFV)

Poxvirus

Precipitagdo —*

|

— —_—

l

Lavagem —

— RNA

— DNA

Poxvirus

Orthopoxvirus
— PCR em tempo real
— Regido amplificada: Hemaglutinina

Poxvirus

* Parapoxvirus
— PCR em temporeal
— Regido amplificada: J6R (RNA polimerase)

Poxvirus

Parapoxvirus

— Subtipos pesquisados:

« Estomatite Papular (BPSV)
— Semi-nested PCR
— Regido amplificada: ORF73 (Proteina hipotética)




Poxvirus

e Parapoxvirus
— Subtipos pesquisados:
¢ Pseudocowpox (PCPV)

— Semi-nested PCR
— Regido amplificada: ORF129 (Anquirina)

05/06/2017

Poxvirus

* Parapoxvirus
— Subtipos pesquisados:
¢ Orf Virus (ORFV)

— PCR em Tempo Real
— Regido amplificada: J6R (RNA polimerase)

Poxvirus

* Casos curiosos
— Coinfecgdo
* Ndo é raro encontrar, principalmente regides endémicas,
animais infectados por dois ou mais virus desta familia
— BPSV/PCPV
— BPSV/VACV
— PCPV/VACV

Poxvirus

* Casos curiosos:
— Coinfecgdo
* 2016, confirmado por sequenciamento

Poxvirus
e Entre 2015 e 2016:

— 35 focos positivos para

Poxvirus
« VACV, ORFV, BPSV e/ou -
PCPV —
— Confirmados por -
sequenciamento

Estomatite Papular PSEUdOFOWDOX
(duplicata) (duplicata)
e - & -4 - -——-
& .\
g
Apenas um virus
W@ 0 . q
U] * BPSV/PCPV
. g € BpPsv/vacy
PCPV/VACV
o
@ * BPSV/PCPV/VACV
M o
L o
o
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Poxvirus
¢ Casos Curiosos

— 2016, confirmado por sequenciamento

ame
LDOV-2018-298.08(22.41 [22401

1 | [l LDOV-2018:39 08 Unkrown 2120
Ciommpmg  [10521053 2

CiPampng  Uniowam 2100
BB BES BB BES [C=——

Poxvirus
¢ Casos curiosos

— Infec¢do de um bubalino por PCPV em 2016

Poxvirus
¢ Casos curiosos
— Coinfecgdo
Poxvirus

— Tipificacdo

EX ey
1 amfum 2040 2040 ES;:;:JT:TE Pseudo;owpox
: - :u-n-a 1528 1528 (duplicata) (duplicata)

Poxvirus

e Casos curiosos

— Segundo caso, também em 2016, agora em SP

Poxvirus
e Trabalhos recentes de pesquisa desenvolvidos
no LANAGRO-MG envolvendo os Poxvirus

— “Padronizacdo e validagdo de método PCR em

tempo real para o diagndstico diferencial de Pseudo
cowpox em bovinos” — Mestrado Erika Passos

mateus.nascimento@agricultura.gov.br
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POXVIRUS

DIAGNOSTICO

EPITELIO
Glicerina bufferada FORMALDEHIDOAL10%
Fiebre Aftosa HISTOPATOLOGIA

Estomatitis Vesicular

Requisito: > 1 gramo de muestra

Epitelio de la mucosa oral: en el estrato
corneo multiples pustulas, en el estrato
espinoso hay hiperplasia moderada de los
queratinocitos asociada con acantolisis,
degeneracién hidrépica, nucleos
picndticos y en algunas células hay
cuerpos de inclusion  eosinofilicos
intracitoplasmaticos.

Dx definitivo: Dermatitis proliferativa y
erosiva severa con cuerpos de inclusién
intracitoplasmicos eosinofilicos
epidérmicos y microabscesos
intraepidérmicos por sobre infeccion
bacteriana. Se sugiere investigar como
primer diferencial al parapoxvirus que
causa el Ectima contagioso.

JAHNIER CAICEDO MVZ, Esp, MSc.
Patologia anatémica ICA-LNDV

Direccién de Vigilancia y Andlisis del Riesgo en Salud Publica
Grupo Funcional Zoonosis
Equipo de Gestién del Riesgo y Respuesta Inmediata
Instituto Nacional de Salud
Colombia

Brote de lesiones en piel en labios,
orejas, manos, antebrazos y brazos
ordefiadores Valparaiso, Caqueta 2014

Investigacién de campo realizada por el
ICAY la UMATA evidencia lesiones en
glandula mamaria en bovinos

En el ICA se descarto carbunco, EV y
FA

Se detectaron 24
casos procedentes
de 16 veredas

Fuente: IPS Fabio Jaramillo Londofio, 2012-2013
INS
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» Se realizaron reuniones con el ICA para
identificar la afectacién en animales.

» Se solicité apoyo al laboratorio de virologia
del INS para establecer e diagnéstico.

* Se consider6 como diagndsticos probables
pseudoviruela (nédulo del ordefador),
estomatitis  vesicular, ectima contagioso,

Ort.

RESULTADOS

Se obtuvieron muestras de sangre
y de la lesion.

Se identificaron anticuerpos IgG e
IgM para Orthopoxvirus (3) se
aislé Vaccinia virus.

- .

« En un paciente se encontraron — - - . :
anticuerpos I9G anti " s .
Orthopoxvirus, se atribuy6 S

infeccién a Pseudocowpox virus.

Fotografias laboratorio de virologia-
INS

INS - CDC

Consultoria CDC 2015.

ICA aporta muestras de epitelios con resultado negativo a FAy
EV.

Se detecto Poxvirus en algunas muestras del departamento de
caldas.

ICA acompafio a profesionales del CDC e INS a los predios en
donde se donde se detecto Poxvirus.

CDC deja el protocolo y una pequefia cantidad de reactivos para
PCR.

DIFICULTADES DIAGNOSTICO

¢ No controles

¢ No hay presupuesto suficiente para adquisicién
de reactivos.

* No cuenta con personal suficiente ( 7

profesionales que no son de dedicaciéon
exclusiva para vesiculares)

www.paho.org/panaftosa

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA
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LINGUA AZUL NO MUNDO

Doenga emergente causada por > que 27 sorotipos de BTV

Primeira descricdo da enfermidade - Africa do Sul

1876 “Epizootia catarral das ovelhas"

Etiologia desconhecida - Nome proposto de lingua azul — acometimento

1902 . N H
vasos sanguineos - hemorragia e cianose

1940 Descrigdo da infecgdo na india

Primeira descrigdo nos USA ( sorotipos BTV- 1, 2, 3, 5, 6, 10, 11, 13, 14,

{88 17, 19 e 22)

BTV-10 Sul Europa (Morroco, Espanha, Portugal-17.900 ovinos mortos em

{0 4 meses (75% mortalidade)

1979 BTV-4 na Grécia

Novos sorotipos (BTV-2 e BTV-7) na Austrélia. Ja haviam sido detectados

2555 BTV-1, 3, 7, 9, 15, 16, 20, 21 e 23).
Primeiros surtos no norte da Europa causando sérios prejuizos a
pecuaria (25% mortalidade em ovelhas - mais de um milhdo de
2006

ovelhas mortas pela doenga). Desde 1998, pelo menos 13 sorotipos

do VLA foram detectados na Europa.

LINGUA AZUL NO MUNDO OIE 2016

WAHDOEG 2016

Resolved (outbraak cluster - domiestic)

[63] Resoled (both) &r‘
-

[&] Resolved twild) . . b
[€3] Resolved (domestic) 1

[[A] Continuing iwildy -
[€3] Continuing-idomestic]

[ Pricfiformation

hitp: int/wahis_: hpiDi 2disease_type_t _id_t
ed_disease_name id id_aquatic=-

999&selected_start_day=1&selected_start_month=1&selected_start_year=2016&selected_end_day=1&selected_end_month=12&selected_
end_year=2016&submit2=0K

DISTRIBUICAO GLOBAL DE BTV

Evento sobre linguaazul em Roma 2014

LINGUA AZUL NO BRASIL

BTV-4, de bovino brasileiro, exportado para EUA,
1980 sem manifestagcdo clinica, isolado durante a
quarentena naquele pais (GROOCOCK;
CAMPBELL, 1982)
2001 BTV-12 no Parand, primeiro surto em ovinos e
caprinos (Clavijo et al., 2002)
2009 BTV-12 Rio Grande do Sul: surto em ovinos
2012 BTV-4 Minas g_er_ais:_ surto em ovinos
(Rosa 2014 pag. 58 Anais Simpdsio BTV, Roma).
2013 e BTV-4 e BTV-10 Rio de Janeiro: surto em ovinos.
2014
BTV-1, 4 e 17 Rio Grande do Sul: surto em ovinos -
2014 Taxa mortalidade 28,89%.
Genome Announc. 2016 Sep-Oct; 4(5): e01161-16.Published online 2016 Oct 27. doi: 10.1128/genomeA.01161-16
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LINGUA AZUL NO BRASIL Lingua azul no Brasil

Detectado em sangue e sémen de Bovinos os
sorotipos BTV-4, 8, 10 e 16, contudo nenhum
animal manifestou sinais clinicos de lingua azul
(Gasparini 2014 Anais Simpésio BTV, Roma).

2014

Foram notificados ao MAPA casos de BTV em
cervideos (espécie Mazama nana) ocorridos no Reflgio
2015 Biolégico Bela Vista, Itaipu Binacional, Foz do Iguagu,
causados pelos sorotipos BTV-3, 14 e 18.

Foram notificados ao MAPA casos de BTV em
cervideos (espécie Mazama nana) ocorridos no Reflgio
2016 Biolégico Bela Vista, Itaipu Binacional, Foz do Iguagu,
causados pelos sorotipos BTV-19 e BTV-22. Veterinaria aliana2015,51 (4), 253-262.doi: 10.12834Vetl 6002892.1

Accepled: 21.07.2015] Available on line: 31.12.2015
Orbiviruses isolation and identification in South America (1980-2014). 1 Groocock and Campbell
1982, 2 Clavijo et al. 2002, 3 Gorsch et al. 2002, 4 Attoui et al. 2009, 5 Antoniassi et al. 2010, 6
Favero et al. 2013, 7 Legisa et al. 2013, 8 Balaro et al. 2014, 9 Gasparini et al. unpublished data, 10

Guimardes etal._unpublished data, 11 Rosaet al. unpublished data, 12 Viarouge etal. 2014,

{ BTV SURTO EM OVELHAS Lingua azul no Brasil
RI10 GRANDE DO SUL (2014 E 2015)

\

Mix infecgdes
— Mesmo
animal

[ Muiltiplos sorotipos }
presentes na

mesma
propriedade

(4" International Conference on BTV — Nov 2014, .
Deniz, Matos et al. Vettal. 2016 , Matos et al Taxa mortalidade

Genome Announc. 2016. 28,89%. Anélise

(Peter Mertens) genoma completo
(Matos et al, 2016)

Linha do tempo com a relagéo dos principais fatos relacionados 4 ocorréncia e aos isolamentos do BTV no Brasil. Groocok; Campbell (1982); 2Moreira et al. (1980);

“Cunhaet al. (1982); *Abreu et al. (1982); Cunhaet . (1967); *Cunhaet al. (1988); "Clavijo et al. (2002); *Costa (2000); *Melo et al. (2000), °Lobéto et al. (2001);

1silva (20022); 12Silva (20020); 1SAntoniassi et a. (2010); “Nogueira (2007); 15A ves (2008); *5Venditt (2009); 'Balaro et a. (2014); “*Guimerdes et a. (Dados ndo
publicados); 1*OIE(2016).

LINGUA AZUL NO BRASIL
Portanto......

Bovinos — sem manifestagdo clinica, pesquisas evidenciaram os

sorotipos BTV-4, BTV-8, BTV-10 e BTV-16, em amostras de sémen e Focos da doen(;a ocorrem tipicamente quando
sangue (GASPARINIet al., 2014). . L. ~ . . L,
Ovinos - foram detectados os sorotipos BTV-1, BTV-4, BTV-8, ovinos suscetivels sao IntrOdUZI dOS em area

BTV-10 e BTV-17, isoladas a partir de amostras clinicas de endémica ou quando insetos carregam o virus
diferentes focos da doenca ocorridos no Brasil (MATOS et al., 2016;
ROSA et al., 2014; BALARO et al., 2014; LIMA 2013; 2013; ROSA et de uma regiéo endémica para éreas adjacentes
al., 2012). ~ s
) o , iy : contendo populagbes suscetiveis.
Cervideos - O Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento

- MAPA, notificou a OIE sobre a ocorréncia dos sorotipos BTV-3,
BTV-14,BTV-18,BTV-19e BTV-22do VLA no Estado do Parana.
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Doencas de notificagdo obrigatéria - OIE

Imediata: sorotipo identificado pela primeira vez

Relatério semestral ou anual: sorotipos endémicos

“Enfermidades infecciosas cujas consequéncias
socioecondmicas podem ser graves e de importancia sobre

o comércio internacional de animais e seus subprodutos™.

BLUETONGUE VIRUS (BTV)

Terrestrial Animal Health Code (2016)

CAPITULO 8.3

2016 ©OIE - Terrestrial Animal Health
Code

IMPACTO ECONOMICO DA LA

Restri¢des impostas por paises importadores
= Movimentacdo de animais — necessidade de

certificacdo que os animais séo livres de BTV

Perdas diretas nos rebanhos afetados (menor
produtividade, morte de animais, implementacao

de medidas controle)

Dificuldade de controle e erradicagdo uma vez

introduzida em pais com clima propicio ao vetor

A epidemiologia da LA é mundialmente classificada em trés zonas de
infecgéo:
(i) Zonaendémica - em que ainfecgdo € comum e geralmente subclinica,
com a presencade diferentes sorotipos;
(i) Zonaepidémica - em que a doenca ocorre em intervalos regulares,
influenciados pelas condigdescliméticas, favorecendo a disseminacéo do vetor;
(i) zonaincursiva - em que a doenga ocorre esporadicamente, pois as
condiges climéticas n&o favorecem a reprodugéo do vetor, sendo que 0s surtos
que ocorrem nesta zona estdo associados ao carreamento do vetor infectado por
meio do vento e subsequente reproducéo durante o verdo, desaparecendo no
outono e inverno (OSBURN, 2004; ROY , 2008).

Global distribution of the 27 Bluetongue virus serotypes
Bluetonguevirus serotype
Geographic (I = virus serotypeisolated: S = serological evidence, (detection of neutralising antibodies)
area
1l2|afals|e|7|e|ofw|n|r2|{nB|wls|s|w|s|o|lo|a|lz|sn|u|s|zs|z
Africa [ U[C|efefefe{efefefe e e e e el oo e
Middle
e |']! L] L I|s|s|i|1]s s|s I
Pakistan + s|i|s s|i|s|s|s s|s s
India
Australia [ 1]1]1] |1 | | | 1| 1 |
Souith East
Asaand |1 |1|1[1 Hrfrfr|s s{1|s|s|s]|1I
Indonesia
China |1 [1[1]1 | 1|
USA
Central
ssouth [ E{E{E{e{e|efefefefe e fe sitfr1|1
America
Europe |1 |1 |11 e
Peter Mertens
DISTRIBUICAO MUNDIAL
40° N
°
35" S
1990
(Mellor et al., 2012)
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DISTRIBUICAO MUNDIAL

2012

(Mellor et al., 2012)

DISTRIBUICAO GLOBAL DE BTV

Alteragdes Climaticas

Regides tropicais e desde 2004 extenséo para o norte da Europa

Novas espécies de vetor e comportamento

Propagacéao em longas distancias

Hibernacéo (ovos vetor) infectado com virus da lingua azul em regides temperadas

Estudos de epidemiologia molecular tém
demonstrado que a recente emergéncia de LA, no
continente europeu, coincide com mudangas
climaticas, que aparentemente acarretaram no
aumento tanto da distribuicdo quanto no tamanho
das populagdes dos insetos vetores da regido (ROY,
2008).

Na América do Sul, os Unicos paises que possuem o
BTV isolado e identificado por RT-gPCR e
sequenciamento de porgBes do genoma sdo: Brasil
(BTV-4, -12, -3, -14, -18, -19 e -22), Argentina (BTV-4) e
mais recentemente Guiana Francesa (BTV-2, -13 e -17)
(CLAVIJO et al.,, 2002; ANTONIASSI et al., 2010;
LEGISA et al., 2013; BALARO e al., 2014;
VIAROUGE et al., 2014; OIE, 2016).

Definigdo de lingua azul

Doenga infecciosa, podendo ser contagiosa (MAAN
et al, 2016), de etiologia viral, transmitida
principalmente por vetor do género Culicoides sp

MAAN, S: MAAN, N. S; BELAGANAHALLI, M. N POTGIETER, C. A; KUMAR, V.; BATRA, K WRIGHT, I. M.;
KIRKLAND, P. D.; MERTENS, P. P. C. Development and Evaluation of Real Time RT-PCR Assays for Detection and Typing
of Bluetongue Virus. PLOSONE, DOI : 10.1371, jornal.pone.0163014, September, 2016.

Lingua azul

Virus da Lingua Azul
Nao envelopado

Icosaédrico

Fonte:
http:/fwwictvdb. rothamsted.ac.uk/images
1 Queensunivsd2_c.jpg

Familia Reoviridae
Género Orbivirus
Genoma viral (18 x 102 kDa)

10 segmentos de RNA fita dupla - favorece re-
arranjos

Sete proteinas estruturais (VP1 a VP7)

Trés ndo estruturais (NS1 a NS3)
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Virus dalingua azul

Segmento 4

Segmento 1 Segmento 8

o w1 10 Segmento 5

o VFZ 10 Se

. Segmento 6 PG
egmento 3 o= t}:o [ vPea)|
S e 2 e

mento

9
0

Segmento 7
Se;mento‘m

Representacdo esquemética dos 10 segmentos de RNA lineares (Seg-1 a Seg-10) em ordem

decrescente de seus resp eseaspr

Caracteristicas dos segmentos genémicos e das
proteinas do BTV (Mertens et dl. (2008) e aualizada)
i = LEEae

s (o) Tloaar
protdna (0a)

Seg-1 3054 VPL 149 Interior da | Polimerase
particula  viral
(core)

Seg-2 2926 VP2 1 Capsideo Proteina de
externo acoplamento,

determinacdio  de
sorotiposeepitopos

- 2172 VP3 103 Capsideointerno | Estrutural
Seg-3
- 2011 VP4 764 Interior da | Enzima que adiciona o
Seg-4
particula  vira | cap
(core)
- 1770 NSL 644 Tibulo Movimento
Seg-5
intracelular
Seq-6 1639 VPS5 591 Capsideo externo | Penetragao viral
- 1156 VP7 385 Capsideo Proteina de
Seg-7
intermediario acoplamento a célula
de inseto e
determinagao de
sorogrupo
X 1123 N2 409 Nao estrutural | Selecéo de RNA
Seg-8
- 1046 VP6 357 Interior da | Helicase
Seg-9

particula ~ vira
(core)

Seg-10 822 NS3INS3a 256 Néo estrutural | Auxilio no egresso das

Lingua azul

Mutacdes pontuais nos diferentes segmentos génicos do VLA
podem alterar a viruléncia.

Exemplo: BTV-4 praticamente ndo causa lesdo entre os ruminantes
das Américas, em contraste as cepas do mesmo sorotipo no Sul da
Africa induziram 100% de mortalidade em ovinos experimentalmente
inoculados (SINGER et al., 2001).

O BTV-8 ndo causa doenga em bovinos na maioria dos paises onde a
lingua azul é endémica, entretanto na Europa esse sorotipo produz
manifestagdo clinica, incluindo problemas reprodutivos em bovinos e
ovinos .

ICTV 22 existing Orbivirus
species

Virus Taxonomy: 2016 Release
EC 48, Budapest, Hungary, August
2016

Email ratification 2017 (MSL #31)

+ 12 unassigned viruses

Bluetongue virus (BTV) (26 serotypes)

Epizootic hemorrhagic disease virus (EHDV) (7
serotypes)

African horse sickness virus (AHSV) (9
serotypes)

Phylogenetic tree, constructed using complete amino acid sequences of the
cell attachment protein (VP2 of the Culicoides-borne viruses, VP3 of the
-~ . - . N

D4 ol Laland il ko,

Lingua azul

— Mundialmente descritos 29 sorotipos
- BTV-1aBTV-27 — ICTV
« 02 novos sorotipos (BTV-28 e 29) — Detectados em 2015
na India
« Sorologicamente distintos
« Pode haver reagédo cruzada entre sorotipos
« Ha protecédo cruzada com estirpes heterélogas?
« Qual influéncia na epidemiologia da doenga?

BTV-27 detectado em cabras na Franca em 2014 - H&a
evidéncias de transmissdo horizontal -  altas
concentragOes de virus foi detectado na secre¢éo nasal.




Comparison of Seg-2 sequences for 27 BTV types

(Peter Mertens)

T
{ORSAMITI19-AJSB5140 0o p 111/07-AJ585128

8 > o SRSAIIT05-A585126 9
3RSATITI23-AJ585142, “oRsaos Asgsis €= 25
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= 6RSANI06-AKE5127 100 100
1
L1RSArrrr/1 35132 @1
100
SRSAIT03-AJ585124 —
16 20RSArIr/20-AJ585141
= 16RSAI/16-A5851 e — 4
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—— 27 Serotypes worldwide , 11 types in Europe since 1998
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RELAGAO SOROLOGICA ENTRE OS TIPOS DE BTV

© o
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27 SOROTIPOS DE BTV

14 sorogrupos
BTV-1

BTV-4

BTV-8

Neighbour-joining tree, showing relationships in Seg-2 between reference and field strains of BTV-1w, 4w, 8w and 16w

from Oman. doi: 10.1371/journal.pone.0032601.
Separagao em diferentes topotipos — Sugere que emergiram diferentes tipos de BTV, que se propagaram
il essas dil éti

para diferentes continentes e ao longo do tempo

Lingua azul

Transmisséao:

Culicoides sp.
pélvora, mosquito-do-mangue

> de 1500 espécies descritas
< de 30 espécies identificadas competentes

|

Nome Popular: maruim, mosquito-

Mosquitos do género Culicoides spp.,
identificados na América Central e América do Sul
competentes para transmissao (C.insignis e C. pusillus ).

Wirth & Dyce, 1985; Saenz & Greiner, 1994,
BORKENT & WIRTH, 1997.

TRANSMISSAO

Espécies de vetores culicéides — Europa, Africae USA




Toleranciaadessecagéo extrema dos ovos de C. sonorensis — evidéncias
da eclosédo quando reidratados- perpetuacéo da infeccdo em climas
temperados

% ovos eclodidos

McDermott and Mullens
J Med Entomol (2014) 51 (6): 1151-1158
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Pouco se conhece sobre a biologia de culicoides

Presentes em areas quentes, Umidas e alagadas, que sé@o
ricas em matéria organica e abundante em hospedeiros
dos quais os insetos podem se alimentar. O periodo de
atividade do vetor concentra-se ao entardecer e
amanhecer (MELLOR et al., 2000)

Culicoidesimicola.
Fonte: Rijt et al. (2008).

O ciclo de vida desses insetos tem a duragéo de duas a seis
semanas. Fases: ovo, quatro estagioslarvais, pupa e adulto.

As fémeas s alimentam de sangue 03 a 04 dias antes da

postura dos ovos.
Os machos por apresentarem aparelho bucal ndo apto a sugar

sangue, sua alimentagdo é baseada em sucos vegetais, ndo
sendo atraidos por animais (BIRLEY, BOORMAN, 1982;
MELLOR et a.,2000; LYSYK, DANYK, 2007; VERONES! et
al., 2009).

No inseto o virus se replica no trato digestorio e
em Orgdos alvo secund&rios, incluindo as
glandulas salivares.

O intervalo entre a ingest&o e a transmissdo do
virus é chamado de periodo de incubacdo
extrinseco (EIP) e sua duracdo depende da
temperatura, levando de 04 a 22 dias em temp

de 25°C (WELLBY et a., 1996).

Lingua azul

| Fatores Ambientais:

Elevados indices de temperatura e umidade aumentam a
multiplicag&o do vetor:

diminui tempo de eclos@o dos ovos ;
diminui tempo de desenvolvimento das larvas;

Aumenta populag&o do vetor, propiciando o aumento da atividade
(voo e repasto sanguineo) dos insetos
VIRU

-

VETOR «————» HOSPEDEIRO ( BAYLIS, 2000).

Llllgua adaUul = CICUITU UC Viua
dos vetores Culicoides.

Fonte: Adaptado de Nature Reviews - Microbiology (2005)
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Outras formas de transmissao
da lingua azul

Via sémen — Ocorre devido a presencga do virus no sémen de touros
em periodo virémico, (sémen contaminado com sangue).

Via transplacentaria - depende do sorotipo, cepa do virus e estado
imune da mae.
Ovinos - acontece no primeiro trimestre;

Bovinos - primeiro e segundo trimestre da gestacéo, com taxa de
transmisséo variando de 15 a 20% (DARPEL et al., 2009).

Na&o ha registro no Brasil dessa forma de transmisséo, apesar da insisténcia
em detectar o virus em fetos abortados.

Contéagio (secregdes) ???

FATORES DE RISCO

Dependentes do Hospedeiro

— Espécie, raga, idade, condicdo da
imunidade e salde do animal infectado.

Dependentes do Virus
— Sorotipo, dose

Dependentes do Ambiente
— Temperatura, Estacdo do Ano, Umidade,
Vetor

PATOGENIA

Replicagdo viral primaria ocorre no tecido
linfoide e células endoteliais dos capilares e
pequenos vasos, causando hipoxia, edema, e
hemorragia.

HOSPEDEIROS

Lingua azul

OVINOS

LesBes graves: em alguns paises morbidade e
mortalidade (20-50%) - No Brasil surtos esporadicos.

Ovelhas lanadas da raga Merino Ovelhas de corte da Dorper & White
Fonte: m.bripg Dorper

1, dorper. html

(COSTAet al., 2006),

INFECCAO EM OVINOS

= LA pode se apresentar como uma doenga severa

Mortalidade de 20-50%

= Sinais clinicos

— Vesiculas, eroséo, ulceragao, crostas na boca e labios.

Febre 41-42°C

Dispneia

Hiperemia em varios 6rgéos

Corrimento nasal mucopurulento ou sanguinolento

Edema da lingua, focinho, labios e mucosa oral

Cianose da mucosa oral (originou o nome) e nasal

Diarreia (hemorragica)

Hemorragia na porgdo coronaria dos cascos é comum e esta
associada a degeneracdo muscular, levando a claudicacéo
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Lingua azul ovinos .
Lingua azul

Les&o em ovinos (Lacaune) - petéquias, escoriacdes, erosdes, Ulceras e
necrose do tecido bucal - foco de linguaazul ocorrido em 2013 no Rio de
Janeiro Fotos cedidas por Balaro.

Edema de face e hiperemiaem ovino (Lacaune) - foco de lingua azul
ocorrido em 2013 no Rio de Janeiro.Fotos cedidas por Balaro.

Raca que se adaptou na Serra RJ (temperaturaamena)— producéao queijo
Conforto animal: temperaturaambiente em torno de 23 a 25°C

Lingua azul SINAIS CLINICOS

Lesdoem ovinos— Escoriagdes no labio
hiperemia e escoriacdes

no labio superior - 8 dias §uper|9r—9d|as apos ; 3
ap6s infecgdo por BTV-4 infecgéo por BTV-4 Fotos gentilmente cedidas pelo
Dr. M. Spedicato (1ZSAM)

Conjuntivite

Inflamagéo do
rodete coronéario

Fonte: IAH, 2006

Inflamagé&o da mucosal

nasal e edema Cianose da lingua
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Depresséao e
Apatia

Hiperemiae Inflamagao
da mucosa gengival

Lingua azul - BoviNos E cAPRINOS

Lesbes: em alguns paises morbidade e mortalidade (5%
bovinos e menos de 1% em caprinos) — No Brasil
raras descricbes de manifestacdo clinica em
decorréncia de infecgéo pelo virus da lingua azul nestas
espécies.

Bovinos de corte da raca Nelore Caprinos da raga Boer

Fonte:http:/www.infoescola.com/zootecnia/abate Fonte:http://informedt.com. brfinforme-
~de-bovinos/ economico/

Lingua azul - BoviNos E cAPRINOS

Bovinos atuam como reservatérios da LA (GORCHS &
LAGER, 2001);

Recente epizootia pelo VLA-8 na Europa, foi observado muitas
lesGes de pele e mucosas. Também ocorreram problemas
reprodutivos: abortamento, nascimento de bezerros com defeitos
congénitos (artrogripose - rigidez articular) (WILSON et al., 2009);

Fonte: Klewer (2007)

BOVINOS — SINAIS CLINICOS

Europa

Area focal, com extensa
hemorragia e ulceragdo
associada na superficie
ventral da lingua.

Areas com hemorragia Extensa area hemorragica
e exsutado seroso

ihebeefsit bi

Lingua azul em bovinos

No Brasil séo raros os registros de manifestacéo clinica nesta
espécie. Infeccéo geralmente é assintomaética e detectada pela
presenca do virus no sangue ou de anticorpos no soro dos animais.

Europa:
descritos casos de infeccdo no inicio da prenhez, provocando morte
embriondria e reabsorgdo, aborto ou produzindo efeitos teratogénicos
nascimento  de bezerros com hidrocefalia, microcefalia, cegueira e
deformacdes da mandibula (BTV-8).

Também evidenciado em bovinos edema de face, Glceras na mucosa oral e
nasal, ulceracdes em tetos, diarreia cronica.

Desprendimento do epitélio do

BOVINOS - SINAIS CLINICOS

EUROPA

Lesdes ulcerativas nos

tetos. Edema

10
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INFECCAO EM BOVINOS

* < de 1% apresentam manifestacéo clinica
- Viremia prolongada e por uma doenca branda ou
inaparente
— Viremia pode chegar a 100 dias
— Sinais clinicos
= Edema de face
« Ulceras na mucosa oral e nasal
« Ulceracdes em tetos
= Abortamento e méa formag&o congénita - hidrocefalia, microcefalia,
cegueira e deformagoes da mandibula
- Diarréiacronica

= Crescimento excessivo dos cascos

Lingua azul

CERVIDEOS
Lesdes graves: — morbidade (90-100%) e mortalidade
(80-90%0)

Cervideo dama(Mazama americana)
- Veado Mateiro —~América do Sul -
Pantanal

Cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) —América do Sul.

Fonte:hitp://amandoanimais.blogspot.com.br/2010_12 01

Lingua azul

2015 e 2016 - no Egtado do Parana, como parte de
um proj eto de pesquisa sobre doengas dos cervideosna
reerva ecolégica da empresa ltaipu Binacional,
veados (Mazama nana) apresentaram sinais clinicos

sugestivosde BTV seguidode morte.

As amogras foram tesadas por isolamento viral,
RT—qPCR e segquenciamento, sendo identificados, pela
primeira vez, os sorotiposBTV-3, -14, -18, -19 e-22 no
territériobrasileiro(OI E, 2016).

Infeccdo de ruminantes - Viremia prolongada (n&o
persistente), associa¢do do virus com eritrécito

Estudos demonstraram que o RNA viral pode ser detectado em sangue de ruminantes

infectados por até 220 dias (BONNEAU, 2002; BHATTACHARYA et al., 2010).

RESPOSTA IMUNE

A resposta imune em ruminantes é detectada por volta de
7 a 14 dias ap6s infecgdo e geralmente persiste por toda a

vida do animal.

DIAGNOSTICO

Sinais Clinicos
Estudo Epidemiolégico

Laboratorial
Baseado principalmente em métodos moleculares
e de isolamento viral (OIE, 2015)
Isolamento do virus em ovos embrionados
Isolamento do virus em culturas celulares
ELISA
Imunodifusdo em agar gel (IDGA)
PCR
Virusneutralizagédo

11
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Material para analise
Sémen
= Diagnéstico diferencial de fundamental importancia
* As lesGes ulcerativas de mucosa e pele e nas regides Sangue com EDTA Processamento das amostras
interdigitais em ovinos e bovinos podem ser confundidas E> (Lavagem das hemécias, maceragao
9 P dos tecidos) (OIE, 2015)
— Febre aftosa
— Febre catarral maligna ge
— Dermatite pustular contagiosa
— Variola bovina e pseudovariola | Identificagéo das amostras
— Ectima contagioso Ol'g aos (b aco, positivas “nested’RT-PCR  (OIE,
. 2013), e RT-qPCR
— Doenga da fronteira Linfonodos, etc)
— Podridao das patas ﬂ
— Actinobacilose - -
— Mamilite herpética bovina Sequenciamento parcial ou

completo do virus para tipificagéo

Virus esté presente principalmente na Material para deteccéo direta do BTV
membrana eritrocitaria

Sémen

Sanguecom EDTA
- eleicdo

Métodos para deteccao direta do
Deteccéao direta do agente BTV e de anticorpos

* O BTV pode ser detectado nos eritrécitos, nos quais ele

ndo se replica, mas persiste em invaginacdes da Direto: Isolamento em ovo = Qd?m?GjO

membrana celular, permanecendo protegido do sistema ireto: embrionado de galinha e

imune (WHETTER et al., 1989). Wentificagio por métodos BHK-21

mo]ecu\ares

« A deteccdo de RNA viral até 220 dias ap6s a infecgéo é

muito semelhante a vida dos eritrécitos nos ruminantes Deteccéo anticorpos:

: IDGA

e Virus encontra-se associado as células sanguineas ELISA

(principalmente mondcitos, linfécitos e eritrécitos)

Virusneutralizagdo
(OIE, 2015)

12



DETECGAO DIRETA DO BTV POR METODOS MOLECULARES

“nested”RT-PCR PCR em tempo real

Para a detecgdo do BTV em amostras clinicas (sangue
e tecidos) e culturas de células infectadas, a RT-PCR e
gPCR com primers especificos para anelamento na
ORF NS, ou primers universais desenhados para
regides altamente conservadas da ORF-S7, tém sido
utilizadas.

05/06/2017

DETECGAO DIRETA DO BTV POR METODOS MOLECULARES
PCR em tempo real

“nested”’RT-PCR

“nested”RT-PCR
Limiar de deteccédo do teste BTV-4= 102 copias de RNA/uL

PCR em tempo real (RT-qPCR)

v'Limiar de deteccéo do teste = 10° copias de RNA/pL

PCR em tempo real (RT-qPCR)

Arvore filagenética obtida com o auxilio do Programa MEGA 6., utilizando o método de Neighbor-Joining, do alinhamento miltiplo de sequéncias de
aminoéci dos da prateina VP2 dos difer entes sorotipos de BTV (1a 27). Foram destacados, no reténgulo azul, os isdados de BTV-4 frovenientes do Brasil
(dados néo publicados), Itdia e Africa do Sul, o5 quais formam um grupo consistente com valor de bootsrap de 100% . A barra refere-se ao nimero de
substituigges por sitio

13



Sequenciamento de Nova Geragéo
NGS
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ISOLAMENTO VIRAL EM OVOS EMBRIONADOS DE

&

Ovosincubados atemp.
de 33,5°Cmonitorados

GALINHA (OEG)
lAmostras de sangue| -
e tecidos

por 7 dias
4 ovosinoculados pela
mesmaamostrae
monitorados durante 7
dias
Morte no Morte no Morte no Morte no
30 dia 3 dia dia 6°dla
. J
“Pool” das
amostras —

analisadas para
identificagdo BTV

ISOLAMENTO VIRAL

Ap6s o isolamento em OEG o isolado serdinoculado em culturade células
BHK-21

Amostras positivas no
PCR s&o inoculadas

* Adaptagéo virusem BHK-21

|:> Célula BHK-21, controle
negativo, 20x.
4
morte em até 7 dias ap6s
inoculagédo
OEG 11° dia - inocula-se

Incubadora 32,5 - 33,5°C Maceragéo visceras e

Amostras armazenadas em Trés passagens
temperatura -80 °C Efeito citopético do VLA, amostra positiva,

Sensibilidade via intravenosa OEG

Aproximadamente 1000 vezes maior quando
comparada com a via de inoculagio através do saco

vitelinico.

LESOES EMBRIAO

Embri@o de galinha infectado com BTV - edema
e hemorragia

i X Embrices mortos no 6° dia apds a inoculagio. Da esquer da para a direita, o
Embrido morto no 5° dia apés a primeiro embrido foi inoculado com meio MEM (controle negativo),
i A ar i undo emb 20,
. . " inoculado com amostra positiva para o VLA, aresenta aspecto hemor ragico
vermelho-cereja  devido &  INeNSA  generaiizado, wisivel retardo no desenvolvimento embrionério, teratogenia de
hemorragia associada a edema em  membro inferior dreio e falha no fechamento das cavdades abdominal e
covidade a sticn (otas) torcica, com exposica das viscer as abiominais (setas).

LESOES EMBRIAO

Embrio e galinhainoculado com amostra positiva do VLA, morto ao 4°cia apés a
inoculagéo. Di A associadoa

(setas). Nao abdominal etoracia.

visceral (setas).

14



LESOES EMBRIAO

O virus pode ser isolado em vérios tipos de linhagens

celulares:

Mamiferos [BHK-21 (Baby hamser kidney cdl), VERO
(African green monkey kidney), CPAE (Calf Pulmonary Artery
Endothelial Cell)]

Insetos (KC — derivada de Culicoides sonorensis, e C6/B6 de
Aedesalbopictus) (WECHSLER et al.,1989; MECHAM , 2006).

05/06/2017

Células BHK

As amostras isoladas em OEG s&o adaptadas em
BHK para formagéo do banco viral LVB/IB

Monocamada célula BHK-21,

N Efeito citopatico do VLA, amostra positiva, com 3
controle negativo, 20x

dias apés a infecao na monocamada de célula BHK-
21, 20x  Foi observado amedondamento celular,
formagao de sincicios, agrupamento de células, morte
e lise celular. Meenambigal et al., (2006).

As amostras positivas, que tiveram ECP entre 0 3° e 5° dia apds a inoculagéo, foram submetidas a
titulagdo viral, sendo constatados titulos virais que variaram de 10-25 a 10 35 TCID50/mL.

Passagem em células VERO

Ap6s isolamento em OEG o BTV foi adaptado em
VERO

b

Controle celular com monocamada de célula VERO (a) e ECP em monocamada celular
inoculada com BTV-2 (b) observadas em microscopio de luz invertido (aumento 10x).
Observa-se arredondamento celular, formagdo de sincicios, agrupamento de células,
mortee lise celular.

Células de insetos (KC)

Monocamadade células KC cells (100X).

IMUNODIAGNOSTICO - DETECGAO DE ANTICORPOS
ANTI-BTV

IDGA - identificaanticorpos contraos 27 sorotipos de BTV + doenca
hemorréagicaepizo6tica- EHD (Reagéo cruzada)
Detectaanticor posanti-VP7 (antigeno comum ao grupo)

= Placa de ELISA-CFS (pesquisa de anticorpos anti-BTV)

Amostras de soro testes  Testede ELISA — identificaanticorpos
contraos 27 sorotipos

15
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Virusneutralizacgédo - tipificagdo sorolégica

Métodos de diagnéstico recomendados Manual OIE (capitulo 2.1.3, Maio

. 2016,
Soro teste frente ao sorotipo BTV-4 )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
kv kv kv kv
A 110 St |S- ta.  tg. | tg. | tg. |tg
kv kv kv kv
B 1:20 1:10  1:10 | 1:0 | 1:10 [1:10
kv kv kv kv
1:100 1:100 1:100 1:100
C 140 1:100
kv kv kv kv
D 1:80 1:1000 1:1000 | 1:1000 | 1:1000 | 1:1000
E 1:160 ke ke ke ke
F 1:320 ke ke | ke | ke
G 1:640 ke ke ke ke
H 1:1280 ke ke ke ke

Esquema da Placa 1 de controle, com 100 TCIDo (4.,
(s+es).

(kv), contr

Prevaléncia LA em ovinos
regiao Aracgatuba-SP (2007)

Prevaléncia de rebanhos bovinos reagentes ao BTV-4 - SP

Frequéncia de ovinos reagentes ao BTV em relagdo aos

métodos empregados. A concordancia entre os resultados
foi de 87.8%

Teste Animais testados  Reagentes %
IDGA 1002 651 65,0
ELISA 1002 743 74,2

NOGUERA, AdrianaHelmeiser de Campose al, DETECGAO DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA LINGUA AZUL EM OVINOS NA REGIAO

DE ARACATUBA - SAOPAULO, BRASIL. Ciéncia Animal Brasileira [S1], v. 10, n. 4, p. 1271-1276, dez 2009, ISSN 1809-6891 Disponivel et
<ttps:/Jwiwir evistas ufq br vetlar 78216041 2007,

. Veterinaria ltaliana 2016, 52 (3-4), 319-323. doi: 10.12834/Vetlt 570.2721.1
Estudo realizado em 2011

ELISA teste - Prevaléncia da lingua azul em

Virusneutralizagdo BTV-4 - Prevaléncia de rebanhos bovinos - SP
rebanhos bovinos no estado de S&o Paulo.

Resultados:
A - . Estudo realizado em 2011
* Método ELISA competitivo (ELISA CFS) detecta os 27 sorotipos 86% (1483/1716) rebanhos foramreagentes BTV-4
« 12.500 soros bovinos, 1.716 rebanhos

14% 233/1716 rebanhos eram reagentes outro sorotipo

IDGA - identifica
anticorpos contra os 27
sorotipos de BTV +
doencga hemorrégica
epizodtica - EHD (Reagédo
cruzada)
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Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Metodologia— Virusneutralizagdo — Leitura
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Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-1

v

0,3% (5/1.598) de amostras com titulos de Ac igual ou superior a 1:80

Estrela do Norte (circuito 1), Porangaba (circuito 6), Santo André, Pirapora do
Bom Jesus e Mairipor3 (circuito 7)

2,1% (33/1.598) com titulos de Ac 1:40

Circuito 1, 2, 3,4, 5,6

v

v Vv

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-2

> 0,5% (8/1.598) de amostras com titulos de Ac igual ou superior a 1:80

» Presidente Epitacio (circuito 1), Maced6nia (circuito 2), Quata, Sdo Pedro
do Turvo (circuito 3) Jardindpolis, Sdo Carlos, Araraquara (circuito 4), Buri
(circuito 6);

> 1,9% (30/1.598) com titulo de Ac 1:40

» 7 circuitos

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-3

v

No municipio de Santa Cruz do Rio Pardo (circuito 3), identificou-se o BTV-3
em uma unica amostra 0,06% (1/1.598) com titulo de Ac (1:1.280);

1,2 % (19/1.598) com titulo Ac 1:40;

» 7 circuitos

v

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-4

v

0,6% (10/1.598) das amostras com titulos de Ac iguais ou superiores a
1:80

» 2,2% (34/1.598) com titulo 1:40
» 6% (96/1.598) com titulos 1:20
> 7 circuitos

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
Discrepanciade resultados- BTV-4

» VN realizada no IB/SP - 86% (1.483/1.716)
» VN realizada no IZSAM/IT — 8,7% (140/1.598)

» Nogueira et al., (2014) confirmam a alta prevaléncia de Ac
contra BTV-4 em bovinos do Estado de Séo Paulo.
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Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-9

\4

0,1% (2/1.598) com titulo de Ac 1:80

Monte Aprazivel e Trés Fronteiras (circuito 2)
» 0,6 % (9/1.598) com titulos de Ac 1:40

» Circuitos 2, 5,6

/v
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Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-12

> 0,06 % (1/1.598) amostra com titulo de Ac 1:80 no municipio de Charqueada
(circuito 5)

> 0,4 % (6/1.598) amostras com titulo de Ac de 1:40

» Circuitos 1,2, 3,4,6

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-17

» 0,18% (3/1.598) amostras com titulos de Ac 1:80, 1:160, 1:160
» Auriflama, Terra Roxa e Colémbia (circuito 2)

» 1,3% (21/1.598) das amostras com titulos de Ac 1:40

> Circuitos 1, 2, 3, 6

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-19

» 0,1% (3/1.598) de amostras com titulos de Ac 1:80, pertencentes aos
municipios de Emiliandpolis, Presidente Venceslau e Teodoro Sampaio
(circuito 1).

» 0,37%(6/1.598) de amostras com titulos de Ac 1:40

» Circuitos 1,2

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-21

> 0,3% (6/1.598) de amostras com titulos Ac iguais ou superiores a 1:80

» Brauna, Ouro Verde e Jodo Ramalho (circuito 1), Mesépolis (circuito 2),
Echapora e Santa Cruz do Rio Pardo (circuito 3)

> 0,6% (11/1.598) de amostras com titulos de Ac 1:40

» Circuitos 1,2,3,4,6,7

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-22

Escala 1:5.000
|

> 0,3% (5/1.598) de amostras com titulos iguais ou superiores a 1:80,
pertencentes aos municipios de Novo Horizonte, Jales (circuito 2), laras,
Itaporanga (circuito 3) e Charqueada (circuitos 5)

» 0,6% (11/1.598) com titulo de Ac 1:40

» Circuitos 1,2, 3
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Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV-26

» 0,9 % (15/1.598) amostras com titulos de Ac iguais ou superiores a 1:80

» 3,5% (56/1.598) de amostras com titulos de 1:40
> 7 circuitos

Escala 1:5.000

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais
BTV -6, -8, -10, -11, -14, -15, -16, -18 inconclusivos

Prevaléncia e caracterizagdo espacial de sorotipos do virus da
linguaazul em bovinos, Sdo Paulo, Brasil, 2011

Resultados parciais

Prevaléncia da lingua azul em bovinos -
mesorregido norte central do Parana

. Analisados 633 soros, todos reagentes pelo

método ELISA competitivo (ELISA CFS).

e Viruneutralizagdo frente ao BTV-4, 64,61%

(409/633) reagentes (NEGRI FILHO, et al 2015-
Endesa 2015).

» Clima umido e quente favoravel a proliferagéo

dos vetores.

Pesquisa de Anticorpos — Touros

Resultados das analises dos soros dos touros, colhidos em diferentes periodos,
em diferentes Centros de coleta e processamento de sémen, para detecgdo de
anticorpos contra o virus da Lingua Azul utilizando a técnica de IDGA, 2006-08,
S&o Paulo, SP

% de Reagentes para LA

Més/Ano Colheita
(Reagentes/Total touros examinados)

Margo 2006 67,2 (131/195)
Setembro 2006 85,6 (89/104)
Margo 2007 99,0 (95/96)
Setembro 2007 83,2 (84/101)
Margo 2008 88,7 (86/97)
Setembro de 2008 85,4 (100/117)

Pesquisa de Antigeno - Sémen de touros

Distribuicdo do niumero de amostras de sémen bovino testadas para lingua azul
pela técnica de nested RT-PCR, de acordo com as Centrais de Inseminagdo
Artificial, no periodo de 2007-08, S&do Paulo, SP

N© Touros N° Partidas Resultado nested RT-PCR

Central analisados Analisadas Positivo Negativo
A 139 365 1 364
B 1 1 0 1
[} 160 1467 0 1467
D 51 250 0 250
E 20 48 0 48
F 29 94 0 94
G 4 44 0 44
Total 404 2269 1 2268
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FUTURO

« Possiveis efeitos de recombinagéo viral e rearranjos (genétipoe
condicdes ambientais)influenciando o fenétipode BTV -
aumentar viruléncia

DESAFIOS PARA O FUTURO

EPIDEMIOLOGIA

« Identificar vetores competentes Avaliar o impacto das alterag6es climaticas na distribuicdo global do
BTV
* Mecanismode sobrevivénciada larvado inseto contaminado
(hibernag&o e outras condigdes) Influénciaprovocadapelo homem - efeito das estirpes de vacinaviva
atenuada

« Estabelecer o mecanismo preciso envolvendo transmisséo
transplacental e disseminag&o pelo sémen ESTRATEGIAS DE CONTROLE

¢ Riscos de transmisséo pelo embrido produzidoin vivo e in vitro Prevenir propagagao:

« Desenvolvervacinas seguras e com eficaciamais duradoura

« Controledo vetor é viavel? Conhecer a biologiados culicoides
(estimular pesquisas).

« Avaliarimpacto dainfecgdo pelo BTV naproducgéao animal no
Brasil

« Identificar sorotiposde BTV existentes no Brasil e seus efeitos
nas varias espécies (estimular pesquisas).

« Confirmara possivel transmisséo horizontal dos sorotipos de
BTV-25,26 e 27

“Algo s6 é impossivel até que alguém duvide e acabe provando o contrario”

Albert Einstein

OBRIGADA www.paho.org/panaftosa

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA
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Lengua Azul
* La experiencia de Chile es de afios de un
programa de vigilancia en zonas de riesgo

¢ Entrenamiento a personal de terreno para
identificacién de signos clinicos en Fiebre
Aftosay Diferenciales.

¢ Vigilancia activa y pasiva
¢ OIE, definicidn, Chile es Libre

D e e

Lengua Azul
Diagnésticos Disponibles:
Seroldgico:
¢ ELISA Competencia IDvet (Tiempo reducido)

D e S,

D e e,

ELISA Competencia INGENASA

D e S,




MRD

Lengua Azul

Diagnésticos Molecular:
Kits Comercial VetMax PCR Tiempo Real
Convencional, protocolo OIE




Lengua Azul
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Situacion en Argentina

2005 a 2012 —» Presenciade infeccidon

2012 — Actualidad ——s Presente enuna o mas zonas

L)

Sin reporte de enfermedad clinica

Aislamiento ——Serotipo 4

Vector — s Culicoide Insigni ( Genero Culex)

DIAGNOSTICO

Inmunodifusién
SEROLOGICO
ELISA

Exportacién/Importacidn

|

800 Ovinos, caprinosy bovinos

L)

VIGILANCIA

Activa

!

Investigaciones Seroldgicas

l

2014 —52800 bovinos

VIGILANCIA

Fauna Silvestre

!

Ciervos, antilopes, suinos y tapires

!

2008- 2016 —> 800 sueros
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Prevencéao e ((

Vigilancia da

Encefalopatia

Espongiforme
Bovina
(PNEEB)

Doengas de pele e
mucosas Sindrome neurolégica
Febre Catarral Maligna Lo
9 Agente etiolégico FCM
(FCM)
v Distribuicdo geografica mundial v Familia Herpesviridae

A n A v Subfamilia Gammaherpesvirinae
v'Diagnosticada no Brasil desde 1924 7
v Género Macavirus
v'Afeta muitas espécies (Bovideos, Cervideos, suideos, girafa, biséo e
antilope) v Laténcia

v Core é um filamento linear de DNA dupla fita
v Capsideo icosaédrico

v'Doenga viral aguda ou crénica com grande variabilidade de sinais A ) . , .
v Envelope viral é uma bicamada lipidica com 11 glicoproteinas

clinicos devido aos diversos érgaos que podem ser afetados. inseridas gB, gC, gD, gE, gG, gH,gl, gL e gM dentre outras
v' Tamanho do genoma 125 a 295 kpb
v'Pode causar infecgBes latentes e fatais; v Pode codificar 70 a 200 proteinas

v'Agente infeta células linfoides




Febre Catarral Maligna

Grupo de agentes etiol6gicos antigénica e geneticamente relacionados, causando
infeccdes assintomaticas nos reservatérios. Ao infectar outras espécies,
entretanto, os virus do género Macavirus podem causar doenga fatal.

Género Macavirus (09 espécies virais)

« Ovine gammaherpesvirus 2 (OvHV-2)

« Alcelaphine gammaherpesvirus 1 (AIHV-1)

« Alcelaphine gammaherpesvirus 2 (AIHV-2)

« Caprine gammaherpesvirus 2 (CpHV-2)

« Hippotragine gammaherpesvirus 1 (HiHV-1)

* Bovine gammaherpesvirus 6 (BoHV-6)

« Suid gammaherpesvirus 3, 4 e 5 (SuHV-3,4 e 5), known as porcine
lymphotropic viruses)
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Ovine gammaherpesvirus 2

(OVHV-2)

* Febre catarral maligna ovino-associada (FCM-OA) —reservatério é o ovino

Em bovinos causa principalmente opacidade bilateral de cérnea e neuropatia

Em rebanhos endémicos a transmissdo entre ovinos pode ocorrer via leite e
secregdes naso-oculares no primeiro ano de vida

https://talkictvonline.org/taxonomy/

Bovine gammaherpesvirus 6 (BoHV-6)

Infecta células linfoides de ruminantes domésticos e selvagens. O BoHV-6,
anteriormente conhecido como virus linfotrépico bovino, foi isolado pela primeira
vez nos EUA a partir de leucécitos de bovinos com linfossarcoma e
subsequentemente relatado na Europa e Canada.

Jia etal. Journal of General
Virology (2014)
DOI 10.1099/0ir.0.066951-0

Bovine herpesvirus 6 in buffaloes
Para-Brasil

Bovine herpesvirus 6 in buffaloes (Bubalus bulalis) from the Amazon region, Brazil
Trop Anim Health Prod, 2014 DOI 10.1007/5s11250-014-0733-z

Caprine gammaherpesvirus 2

(CpHV-2)
-> endémico em cabras (causa febre catarral maligna em algumas

espécies de cervideos (deer) que convivem com cabras




Alcelaphine gammaherpesvirus 1
(AIHV-1)

e FCM gnu-associada (FCM-GA) = Isolado em 1960 - gnus (Connochaetes

taurinus e Connochaetes gnu, subfamilia Alcelaphine).

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Wildebeest

Hippotragine gammaherpesvirus 1
(HiHV-1)

*-> isolado de palanca-vermelha (Hippotragus equinus).
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Alcelaphine gammaherpesvirus 2
(AIHV-2)

* > isolado de bubalu—antilope africano (Alcelaphus buselaphus) e topi

(Damaliscus lunatus)

s lunatus.htm

Fonte: http:// s_equinus.htm

Isolamento viral

A maioria dos virus do género
Macavirus nao se multiplicam em
cultura de tecidos ou ocorre
lentamente. Ha isolamento
documentado apenas para o
Alcelaphine  gammaherpesvirus 1
(AIHV-1).

Suid gammaherpesvirus
3,4e5

Porcine lymphotropic herpesviruses (PLHV-1, PLHV-2 e PLHV-3).

DEFINICAO FCM

AIHV-1 e OvHV-2 causam infecgdes subclinicas no reservatério
gnus e ovinos, respectivamente, mas em bovinos e outros
ruminantes causam febre catarral maligna, uma doenca
sisttmica frequentemente fatal (doenca linfoproliferativa)
caracterizada por acimulo de linfécitos em uma variedade de
6rgaos.

® Febre alta, depresséo, corrimento nasal e ocular, opacidade da
coérnea, ceratoconjuntivite, erosdes e ulceracdes nas

mucosas de diversos 6rgéos e na pele.
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Epidemiologia FCM

Epidemiologia FCM

AlHV-1e
OvHV-2

& Pituco, E. M. (2017). Malignant Catarrhal

SN Martins, M., de Castro, A. M., Lima, M. D. S., da SC Pinto, V., da Sila, T. G., Del Fawa, C.

EPIDEMIOLOGIA FCM

Epidemiologia FCM

= Na&o esta totalmente esclarecida (poucos trabalhos detecgéo
= A FCM pode ocorrer de forma )
< Reservatérios naturais gnus e ovinos: virus é excretado pelas

— Esporadica: 60% dos episddios: 1 - 3 bovinos

— Surtos: 40% das ocorréncias secregdes naso-oculares

Bovinos acometidos também ha liberagéo de virus pelas

secregdes nasais
e Surtos em bovinos, muitos animais acometidos,

ocorrem principalmente na primavera e verao

Transmissdo FCM Transmissdo FCM

< Estresse predispde a
reativacao viral
= Contato

« Fomites
= Materiais
contaminados.

Reservatorio - infecgdolatente

inda nd@o ha evidencias
Ginvestigar)

Fotografias Caio Deppes (CDA —SP) - Convivio ovinos bovinos —
atendimento em 2007




TRANSMISSAO FCM

= Ha relatos de casos de infeccgédo transplacentaria pelo
virus da FCM em bovinos e bisdes (possibilidade de
manutencédo do virus em animais que nascem

infectados).

« Cervideos também desenvolvem a doenga e podem
tornar-se reservatorios (latentemente infectados e
em situagdes adversas manifestam a doenca e

liberam virus infectando outros susceptiveis.

MANIFESTACAO CLINICA FCM

Dependendo do padrao clinico - intensidade e durag¢do dos sinais
clinicosa FCM tem sido classificada nas formas:
v'hiperaguda,

v'“cabeca-e-olho”,

v digestiva,

v'respiratoria

v neurolégica (SNC),

v'dérmica,

v leve ou branda.

MANIFESTACAO CLINICA

FCM

Periodo de incubacdo > 3 a 10 semanas —
podendo se estender até 200 dias.

Casos fatais curso da doenca > trés a sete
dias e raramente prolonga-se por mais de 14
dias.
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Manifestacéo clinica

Forma “cabecga-e-olho” - Sindrome classica da FCM

v'Aparecimento subito de sinais:
v'Cavidade oral (erosdes e ulceragdes)
v'Oculares (opacidade de cérnea)

v'Febre

Manifestacéo clinica FCM

Forma Hiperaguda:

v'febre alta,

v'dispneia,

v'gastrenterite hemorragica aguda,
v'rpida perda de peso,

v'podendo ocorrer morte subita,

v'curso clinico da doencga 3 a 7 dias.

Manifestacéo clinica FCM

CAVIDADE ORAL (nesta fase pode confundir com doenga vesicular)
v'Hiperemia,

v'Areas de necrose no focinho e erosio do epitélio bucal

vUlceras e erosdes focais ou difusas no palato duro, gengiva,

almofada dental, comissuras labiais, ldbios e superficie dorsal da
lingua,

v'Nessa fase hd intensasalivagdo.

Necrose na lingua

Eros6esno plano nasolabial
DrClaudioDepes

Ulceras na boca

Salivagdointensa
Fonte: MACEDO et al, 2007
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Manifestacédo clinica FCM

Manifestacéo clinica FCM

OCULARES

¥/Secregdo ocular serosa ou seromucosa,

v'A opacidade de cérnea é caracteristica,

Fonte: GALIZA et al, 2007.

FCM corrimento ocular em bovino -
foco Guapiara-SP
Foto: arquivo LVB/IB

Ulcera na narina

Foto: arquivo LVB/IB

Manifestacéao clinica respiratéria FCM

Manifestacéo clinica FCM

RESPIRATORIA

v'Descarga nasal

v Dispneia e estertor

v'Congestdo e necrose cavidade nasal

Y0 plano nasolabial de bovino pode apresentar ulceragdes

recobertas por crostas resultantes do ressecamento de exsudato e
tecido necrosado

Febre catarral maligna em bovinos no Rio Grande do Sul. Sinais
clinicos. Corrimento nasal muco-purulento em ambas as
narinas.

Fonte: m/mesh_info.php2term=Fe

Rech,etal,pes Vet Bras vol Rigdi

LESOES APARELHO DIGESTIVO

Manifestacéo clinica FCM

Aparelho Digestivo

v'Diarreia fétida, profusa, muitas vezes hemorréagica,
v'Perda de peso,

v'Comum em cervideos
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FCM (hipertrofia de érgdos linfoides)

Manifestacéo clinica FCM

Neuroldgica (SNC)
v'Fraqueza,

v'Letargia,
v’ Incoordenacio,
v Ataxia,

v'Agressividade,

v’ Convulsdes .

http://www.cfsph.iastate edu/Disease Info/Image DB/ imagesMCF.htm

Manifestacéo clinica FCM Manifestacéo clinica FCM

Leve ou branda

v'Febre transitéria,

v'Erosdes discretas nas mucosas oral e nasal,
v'Secregdo nasal,

v'Diarreia com muco,

Podendo seguir-se por:

v’ Completa recuperagéo,

v'FCM crénica (pode recrudescer).

Fotos ~ Bovino acometido por febre catarral maligna. A) Dectbito esternal e descarga nasal mucopurulenta. B) Opacidade
de cornea. C) Mltiplas lesdes erosivas e ulcerativas associadas 4 dermatite crostosa no focinho. D) Mucosa oral
hiperémica e com erosbes lineares multifocais (Peixoto, TC. etal 2015)

MATERIAL PARA DETECCAO DIRETA

DO VIRUS CAUSADOR DA FCM

Manifestacéao clinica FCM

Coleta de amostras para diagndéstico ante mortem

Ha liberacéo de virus pelas secre¢des nasal e ocular de bovinos
acometidos.

Suabes de Rayon - Nzo deve ser
utilizado suabe de algoddo, pois o
mesmo interfere nas metodologias
moleculares.

Bfalo acometido por febre catarral maligna. Mostrando

Bovino acometido por febre catarral maligna. Miltiplas lceras na
lingua (Headley et al 2012)

descarga nasal mucopurulente (Costa et al 2009)




MATERIAL PARA DETECCAO DIRETA

DO VIRUS CAUSADOR DA FCM

Coleta de amostras para diagnoéstico ante mortem

As amostras coletadas de diferentes sitios das vias
respiratdrias ou qualquer outra localizagdo anatémica
devem ser acondicionadas individualmente, em
recipientes estéreis e imersas em meio de transporte
viral ou solugdo salina tamponada (PBS pH 7.2)
suplementadas com antibidticos.

ATERIAL PARA EXAME ANATOMO-

PATOLOGICO

Coleta de amostras para diagndstico post mortem (EM FORMOL)

Principalmente a rede  admirdvel
carotidea e porcéo do intestino com placas
de Peyer.

Vasculite necrosante e fibrindide generalizada sdo
as lesdes histoldgicas caracteristicas da FCM
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MATERIAL PARA DETECCAO DIRETA

DO VIRUS CAUSADOR DA FCM

Coleta de amostras para diagndstico post mortem (Conservar refrigerado)

Linfonodos

Fragmento da cérnea

Fragmento de orgdo

Colocar amostras em recipientes separados e devidamente identificados.

Exame Laboratorial FCM

Forma ovino associada

Pesquisa
direta

Pesquisa
indireta

lesdes - histopatologia
isolamento viral (OvHV-2) nunca
isolado

Imunofluorescéncia
Imunoperoxidase

PCR
qualitativo e gPCR

MATERIAL- exames FCM

Ante-mortem:
1. Sangue total (anticoagulante EDTA); - ELEIGAO
2. Suabe nasal.

3. Suabe de lesdes

Post-mortem:
1. Para andlise histolégica, (conservar em formaldeido tamponado);
A. Rede admiravel carotidea (Rete mirabile carotidea)- ELEICAO
B. Porg&o do intestino com placas de Peyer - ELEICAO
C. Outros fragmentos de tecidos, SNC, rim, figado, pulméao, olho, bago,
coracgéo, linfonodos, medula, adrenal, glandula salivar, qualquer area
da pele ou trato alimentar com lesdes macroscopicas.

2. Para analise molecular (conservar refrigerado ou congelado):
A. Rede admiravel carotidea ou qualquer parte do SNC, rim, figado,
pulmao, olho, coragéo, linfonodos, medula, adrenal, glandula salivar,
qualquer area da pele ou trato alimentar com lesdes macroscopicas.

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for

Terrestrial Animals 2014
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Fotomicrografia de cértex cerebral - moderado manguito

Fotomicrografia da rete mirabile carotidea - moderado
perivascular mononuclear na substancia cinzenta - HE, aumento

infiltrado inflamatério mononuclear na tdnica adventicia - HE,

aumento 200X) 200X)
DETECCAO DIRETA DO AGENTE
Sequéncia dos primers, sonda de hidrélise e izagdo da regido de hil &0 e tamanho do
L &o dos i baseado na é do GenBank (n. acesso DO198083.1). Regiéo do
genoma ORF75.
Nome Método Sequéncia Regido de hibridagéo Fragmento
PCR - método de escolha FCM 556 5-GTCTGGGGTATATGAATCCAGATGGCTCTCSS. 121536 pb- 121507 pb
- - L - 422pb
— sangue total, secregdes e suspensédo de 6rgéos
FCM 755 PCR qualitativa | 5-AAGATAAGCACCAGTTATGCATCTGATAAA-3. 121115 pb- 121144 pb
— tecidos emblocados em parafina
FCM 555 5-TICTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCTTC S, 121301 pb- 121328 pb 238 pb
OF-OVHV- 2 5-TGGTAGGAGCAGGCTACCGT3' 121348 pb-121367 pb
OR-OVHV-2 aPCR 5-ATCATGCTGACCCCTIGCAG3 121478 pb- 121459 pb 131pb
FAMITAMRA 5 9
Pveraia 5-TCCACGCCGTCCGCACTGTAAGA-3' 121390pb- 121412pb
PCR qua
Localizagao do
Nome Autor Sequéncia
Genoma
121536pb-
FCM556 | BAXTER etal, 1993 5-GTCTGGGGTATATGAATCCAGATGGCTCTC-3'
121507pb
= A 121415 o
¥ Regido-ORFZ5:d0 genomavdoRuidVeRsmxrcodifica uma protging do
tegumento viral altamente conservada . 121301pb-
M 555 T BAXTER etal, 1993 5-TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCTTC-3 12132800
Nome Autor Sequéncia Egcggf‘igr::
FCM ! , 121536pb-
556 5-GTCTGGGGTATATGAAT CCAGATGGCTCTC-3 121507pb
Fom | BREESta 5-AAGATAAGCACCAGTTATGCATCTGATAAAS' e
755 121144 pb Agarose gel indicating the detection limit of standard virusdilutionin bovine CNS.
oM 121301pb- Avaliagdo da sensibilidade analitica da PCR qualitativa. Teste de dilui¢des
555 I CEEEE N EEE eSS EEENES 121328pb seriadas da solugdo estoque do purificado de DNA do virus *OvHV-2 (FCM)
iniciando 107 cépias / pL




gqPCR OVvHV-2
Sistema
SYBRGreen

Standard curve SYBRGreen system,
dilutions in extracts of CNS of cattle
negative to OVHV-2. (A) Serial
dilutions100-105DNA copies/ L. (B)
Specificity of the reaction: efficacy =

1, slope = -3.310. (C) Melting
curve generated in theSYBRGreen
system, dilutions in extracts of CNS of
cattle negative to OVHV-2 with peak at
Tm 86C.

Phylogram of the nuclectide sequences obtained in
the current study aligned with OVHV-2 sequences
available in GenBank. The tree was built by the
neighbor-joining algorithm using the Kimura 2
evolutionary model with 1000 bootstrap replicates.

Evidence that the OvHV-2 diagnosed in
Brazilian cattle was genetically similar to that
found in other countries
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Standard curve TagMan system, dilutions in extracts of CNS of cattle negative to OVHV-2.
(A) Serial dilutions 100-105numbers of DNA copies/ L. (B) Specific values of the reaction:
efficacy = 1.994; slope = -3.336

Table 2 - Sample identification for year collecting, age animals {in months), rumber of dead or sick animals inthe herd,

quantification cyde - Gg, DNA copies per tissue gram by qPCR, results of qualitative PR, results of histology and
country/state where the sample came from.

Sample Year Age Numberof deador  Cuantification  DNA copies per  Qualiiative  Histology  County/staze
identification (months)  sick animalsherc  cyele(Cq) tissue gram PCR

79507 2007 6 v 164 s POS  Assig/sP
G355/00 2009 36 2/350 268 s POS  NE/EE

GE§/00 2009 48 3/530 46 S FOS  NI/EE

G251/09 2009 3 NE 265 S P05  lagoa D'OUrc/’PE
il 2009 36 V150 309 s NEG  Martindpoliz/SP
36412 01 3 N 97 s POS  Socorro/SP
1157012 01 4 NE 352 NEG NEG  Cagapava/SP
24521/12 2012 18 14100 304 S NEG  Ribelrao “reto/SP
20428/13 201 38 NE 241 S P05 Bufar/AC
5587/13 001 48 N 352 NEG NEG  Franca/sP
14/13 01 M /19 325 s NEG  Restinga/SP
7953/13 01 48 5/350 333 s NEG  Irapua/sp
0113 201 N 1243105 336 S NEG  Quelroz/SP
012413 201 48 1397 289 S P05 Monngasa/SP
#013/13 01 5 14154 335 s NEG  ItaguaqwES
25605/13 01 48 14350 357 s FOS  Silva Jardim/R]
2062/14 04 36 3144 350 10x10* NEG NEG  ltirapina/SP

* NI not infored,

DIAGNO
FEBRE C

Deteccéo OvHV-2

Como esperado o nimero de positivos foi maior na gPCR
(5.9%, 17/290) quando comparado com a PCR
convencional (4.8%— 14/290).

Dissertacdo - Maira de Souza Nunes Martins

Paper DOI: 10.1016/j.bjm.2016.10.021

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

- BVD-MD
— Muito semelhante

— No entanto, as lesdes vasculares na MD sdo menos

difusas

Lembrando arterite fibrinéide com intenso infiltrado
mononuclear da média e da adventicia nos vasos da

rete mirabile carotidea 2 achado tipico da FCM

10



Medidas preventivas

= separar criagdes de ovinos e
bovinos
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www.paho.org/panaftosa

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA

RELATO CASO 2007

Defesa Agropecuaria

« Bovino suspeito de “Febre Catarral Maligna”
* Municipio de Candido Mota/SP

= Inicialmente foi suspeito de doenca vesicular,
enviado Lanagro/MG para diferencial.

Relato de caso

PROPRIEDADE
Rebanho: 21 animais

Vizinhos: ndo houve relato de problema semelhante
Nenhuma outra espécie aparentemente acometida
Havia criagdo suinos em pocilga continua ao pasto dos
bovinos (Suid gammaherpesvirus 3, 4 e 5, casos
relatados na Escandinavia)

Posteriomente no decorrer da investigacéo foi revelado
que na origem do animal doente havia criacdo mista
ovino com bovino

11
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Relato de caso Evolugéao do quadro

- Animal: Bovino mestigo 27/08/07 31/08/07
 Aptidao: Leiteira

- ldade: 7 anos — Corrimento ocular
Sialorreia

lesBes erosiva-ulcerativas

= Vacinado contra Febre Aftosa e Clostridiose — Inapeténcia

. . . — Depressao
= Notificagéo pelo proprietario 26/08/07
) . — Foi constatado lesbes
= Atendimento pelo Servico de Defesa DE SP: 27/08/07 SresvEEETEVES [
cavidade bucal, com

desprendimento de epitélio,

SEM VESICULAS

— Sem lesbes nos cascos ou
ubere

05/09/07

03/09/07 @05/09/07
. Ao exame necroscoépico:

— Depresséo A
Decubito lateral ~ -

_ Ataxia - - observaram-se erosdes e Ulceras na mucosa oral e

ialorreia intensa i i . T : i
— Tremores musculares = tronco e Secregdo mucopurulenta nas gengiva, narinas e espacos interdigitais, hiperemia
cabeca cavidades nasais conjuntival, da mucosa das fossas nasais e da banda
. . Desidratacéo e caquexia L

— Sialorreia e coronéria dos cascos

— Corrimento ocular bilateral Animal submetido & eutanasia |infadenomega|ia
in extremis

— Opacidade dacérnea Lesdes hemorragicas (Abomaso, vesicula biliar e

bexiga)
Linfonodos com pus (rimen e reticulo)
Cérvix e vagina com petéquias

— Desidratagédo
— Inapeténcia

— Temp. corpérea: 38° C

Duragdo dos sinais clinicos até a eutanasia in extremis: 10 dias

MATERIAL PARA ANALISE

= Enviado ao Instituto Biolégico
— Fixado em Formol 10%b:

= Tronco encefalico, parte do cerebelo, parte do
cortex cerebral e rede admiravel carotidea

— Congelado:

« Vesicula biliar, parte do cértex cerebral, cerebelo,
rim, abomaso, bexiga e soro sanguineo.

Fotos: Dr. Claudio Regis Depes - diretor do Escritério_de Defesa Agropecudria_de Assis

12



EXAME HISTOPATOLOGICO

-

c o
Lesions and histopathological changes typical in MCF in different tissues from sample 798/07. (A) Rete nirabile carotidea with moderate
mononuclear inflammatory irfiftration in tunica advertitia. (HE, increase 200X). (B) Cerebral cortex with moderate mononuclear perivascular
cuff in the grey substance (HE, increase 200X). (C) Thelamus with intense mononuclear perivascular cuf in the neuropil (HE, increase 100X).
(D) Kidney. Cortical renal with intense mononuclear inflammetory infitration in the media and adventital tunica and hyalinization in the
tunica meda (HE, increasing 100X).
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RESULTADO EXAME HISTOPATOLOGIC

— Dra. Claudia Del Fava/LAP/I1B
— Diagnéstico: FEBRE CATARRAL MALIGNA

— O LVB/IB passou a realizar exames por PCR para
detectar o virus em amostras de animais ante e pos
mortem

13



FCM

* Chile No realiza un plan de Vigilancia Activa de
FCM.

* La vigilancia se enfoca a una Vigilancia Pasiva
basada en las denuncias de Enfermedades
Diferenciales de Fiebre Aftosa.

¢ Requisito de Exportacion, Seroneutralizacion

* Chile por lo tanto tiene implementado un
Diagndstico basado en Aspectos Moleculares.

Organizacion
Panamerican:




+ la PCRmultiplex en tiempo real descrita en este estudio representa un método répido, confiabley diferencial
para

para la identificacién de cinco MCFV lo cual es de:
el diagnéstico de MCF

+  capazde detectar y diferenciar simultdneamente los virus en muestras clinicas con alta sensibilidad (97,2%) y
especificidad (100%).

+ PCRmiiltiple en tiempo real que utiliz6 un par d
especificamente para OVHV-2, CpHV-2, MCFV-WTD, MCFV-ibexy AIHV-1 para s entificacion de estos
patégenos MCFV en muestras clinicas usando una sola reaccién.

+  Muestras: Sang EDTA, Linfoné Bazo, También puede ser: Rifién, Pulmén e Intestino...... Refrigeradas

i {ation of Malignant Catarrhal Fey inClini 009,
Jand 2009 Aug; 47 (8):2586-2589.

" Paneicanod e Aosa

www.paho.org/panaftosa
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Fiebre Catarral Maligna

* Experiencia en US

— Deteccion clinica y derivacion de los casos
¢ Diagndstico
— Fotos de casos clinicos

— Tipo de muestras

— Problemas/soluciones

— Técnicas molecular, seroldgicas y patologicas

@ G

Fiebre Catarral Maligna Fiebre Catarral Maligna
* Experiencia en US
— Deteccién clinica y derivacién de los casos * OHV-2 es endémica en US

* AHV-1 es esporadica en zooldgicos

* MCF es NO REPORTABLE, excepto para casos de
diagndstico diferencial

¢ NVSL (Ames) hace el Diagnéstico y FADDL hace
solo casos bovinos, para diferencial de
vesiculares, y animales exéticos

0@ o

) C

Fiebre Catarral Maligna 2008 MCF/AHV-1 en Texas

1. Investigacion epidemioldgica
2. Trazado de ventas

* Hay registros de AHV-1 en zooldgicos de US que 3. Selocalizaron 130 vacas en:
« lllinois,
datan de los afios 1970s - Arkansas,
s Alabama,
e En Abril 17, 2008, el laboratorio de USDA-NVSL * Georgia,
. , * Louisiana,
de lowa, confirmé un caso de AHV-1 MCF « Mississippi,
¢ and Texas
— una vaca lechera 4. Eltransito de animales entre
. Estados no se vio afectado
- comprada recientemente 5. Seindemnizo por perdidas
E I ho h b, ~ Comerciales en precio de carne
— Enelrancho habia nues 6. Se puso en cuarentena el

— La vaca murié con signos clinicos de MCF Eencho

USDAAPHIS. c John Malignant Catarrhal
118, 2008. " t_cath_fever.shtm

ML




Fiebre Catarral Maligna

¢ Diagnéstico
— Fotos de casos clinicos
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Caso Diagnostico de 2016

+ Unica vaca afectada entre 250.

« Ningunade las 42 ovejas o 6 cabras con sintomas.
« Vaca Holstein (400 Kg) con erupcién cutanea
* Mas de 14 dias con sintomas

* Raépidapérdidade peso

« Descargaocular purulenta

« Lesiones orales, vulvay ubres

« Salivacion excesiva

* Responde al tratamiento

con penicilina, pero los sintomas

reapareceny no responde a un

segundo tratamiento con antibiéticos

Diagnostico Diferencial

« FMD
e VSV
* BPS
« BT and EHD
 MCF

Muestras (Prioridad 3)

e Suero

« Hisopados nasales, orales, de ojo, vagina
y ubres

« Costras y epitelio de lesiones
« Fluido vesicular
e Sangre complete (Heparina y EDTA)




Pruebas de Laboratorio
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Suero: Hisopados:

FMD 3ABC ELISA negativo Aislamiento viral- negativo
VSV NJ Ab ELISA negativo MCF AHV 1-2 rPCR- negativo
VSV IND1 Ab ELISA negativo MCF OHV 2 rPCR- Positivo
BT ELISA negativo

EHD AGID negativo

MCF IP negativo

Recomendacién
Separar ovejas y cabras de las vacas.

Incluso corderos muy sanos y jovenes
son portadores del OHV2.

Fiebre Catarral Maligna

e Diagnéstico
— Fotos de casos clinicos
— Tipo de muestras
— Problemas/soluciones
— Técnicas molecular, seroldgicas y patologicas

Fiebre Catarral Maligna

¢ Diagnéstico

— Procedimientos

Procedimientos

¢ Aviso al Veterinario Oficial de la region

¢ Visita en la granja

¢ Observacion y diagnéstico clinico

¢ Aviso al Veterinario APHIS

* Coordinacion entre el Veterinario APHIS a FADDL
¢ Asignacion de caso FAD y prioridad

¢ Toma de muestras y envio FedEx o UPS

¢ Algoritmo de muestras para vesiculares

¢ Reporte de resultados en LIMS

Fiebre Catarral Maligna

¢ Diagnéstico

— Tipo de muestras

Tipo de Muestras

Suero
® Formalinatamponada 10% Sangre completa
* Congelados PBLMs
* Refrigerados Nédulos linfaticos
Pulmén
e Invivo Bazo
» Necropsia Higado
Rifon
Conjuntiva
Lesiones en mucosas y/o piel
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Fiebre Catarral Maligna Tecnicas de Diagnostico

Deteccionde Anticuerpos Deteccionde Antigenos
VNT IHQ (IFA/IPT)
| Blotting Aislamiento Viral*
* Diagnostico ELISAy CELISA PCR
CF

Debido a la prolifica presencia de anticuerpos y la falta de diferenciacién
— Técnicas molecu |ar, se rolégicas y pat()k')gicas entre los diferentes miembros del grupo de MCF la serologia no es un
método muy recomendado para diagndstico

Histopatologia (IFA/IPT) PCR

LR AR Polymerase Chain Reaction for the Detection of

Nucleic Acids for the Malignant Catarrhal Fever AHV-

Seccion de tejido o camara de células infectadas

«  Suero problema diluido 1:20 y 1:100 1 Virus and OHV-2 Virus
* Secubre la seccién de tejido con las diluciones de
suero
* Seincuba en cdmara himeda a 37°C durante 30- * BPSOP1501.01
35 minutos
’ Ei!ﬁi&!?ﬁ it beoroima & 1 oS FvmED) Real-time Polymerase Chain Reaction for the
urante 20-30 minutos H H H H
+ Seincuba con el substrato AEC (SK-4200, vector) Detection of Nucleic Acids for the Malignant Catarrhal
ClEEs W Fever AHV-1 &2 and OHV-2 Viruses

* Selava y seca para observar al microscopio

* SOP-DS-0060

CONTROLES Extraccion del DNA

— Positivos de amplificacion: * Protocolo BPFMB1501 (SOP-DS-0031/SOP-DS-
* AHV-1: DNA extraido de sobrenadante de cultivo celular, 0048)
tejido de 6rganos o PBLs de animal experimentalmente
infectado con AHV-1 — Bufer de lisis celular
* OHV-2 : DNA extraido de tejido de érganos o PBLs de — Proteinasa K

animal experimentalmente infectado con OHV-2 — Solucién de precipitacién de proteinas

— Positivos de extraccién: — Tratamiento con Isopropanol de la fase acuosa

 Actina : DNA procedente de tejido de érganos o PBLs de donde queda el DNA suspendido

un animal no infectado con MCF L, .,
— Precipitaciény re suspension del DNA en 0.1 ml

— Negativo: .
8 volumen final

* Agua en vez de DNA




Polymerase Chain Reaction for the
Detection of Nucleic Acids for the
Malignant Catarrhal Fever AHV-1 Virus
and OHV-2 Virus

¢ BPSOP1501.01

PC

¢ Master mix (45 ul/rx) a cada tubo

Py

e Cerrar los tubos y llevarlos a la zona de DNA
¢ Anadir 5 ul de cada muestra de DNA
e Cerrary correr el programa para PCR

Sostenido a 95C for 9 minutos
40 ciclos:
94C por 25 segundos
60C por 25 segundos
73C por 45 segundos
Sostenido a 73C for 3 minutos.

Real-time Polymerase Chain Reaction for
the Detection of Nucleic Acids for the
Malignant Catarrhal Fever AHV-1 &2 and
OHV-2 Viruses

* SOP-DS-0060

05/06/2017

ol e

Cebadores/Primers

[Katz fs1 | 5-TCG TCAGTA AACAGCCIG CTG GTG
[Katz fs2_ | 5-GGT ACAGAC AAGTCT CTT CCC.

o 51 1 [srorrccremacn AchcaTeeaTee |
[T e T
T TN A N
[su 1 [soerccreraormoreree |

[ ssz[v-cacconnceTerererote |
[om-2 (s [sarcmrccaoarescrores |
T G T A—
[om-zss1 [sconaaroscrercccme |
T S a E G —
[Actin: [ s-ccacacascacieiemee |
[Acin 2 —[5-AcracctoTocTAcTco ]

Resultados
Producto Producto
primerareaccion  segundareaccion
(bp) (bp)
Actina 357 NA
Katz/AHV-1 487 172
Hsu/AHV-1 1,069 627
OHV-2 347 243
]
Cebadores/Primers

% o

I I S

MCF-mF CACACCCAACTGGAGTATGAC
MCF-mR ATGTTGTAGTGGGGCCAGTC
OHV-2p ATGTGCGCTTCGACCCTC FAM
AHV-1p TCGGTGGGTGACATTCAATA Cy3
AHV-2p CACGGTAAACAGCATCCACTAT cYs

IA BlackFQ
BHQ

BHQ
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PCR

* Master mix (23 ul/rx) a cada tubo (Smart cycler 11)

Resultados

e Cerrar los tubos y llevarlos a la zona de DNA
e Afadir 2 ul de cada muestra de DNA

* Cerrary correr el programa para PCR « Actina tiene que ser positiva

m Em mm Bl * Toda muestra que cruce el limite de positividad

¢ Los controles positivos deben cruzar el limite
de positividad antes del ciclo 32ct

a3ul

Sostenido a 50C durante 2 minutes . .

T | = e e antes del ciclo 40 ct es considerada
45 ciclos:

MCF Fw primer 20um 4000M  0.5ul 95C durante 15 segundos

MCF Rv primer 20um 4000M  0.5ul 60C durante 30 segundos

AHV-1Cy3 probe  5uM 2000M 1

AHV-2 Cy5 probe  5uM 8000M 4

OHV-2 FAM probe  5uM 2000M  0.2ul

Final volume 23ul

Referencias e FADDL-DSS Team

* Kate Schumann

Baxter, SIF, Pow |, Bridgen A, Reid HW (1993) * Harrison Bergeron
PCR detection of the sheep-associated agent of malignant catarrhal fever. Arch Virol 132:145-159. +  Heather Petrowski

Hsu D, Shih LM, Zee YC (1990) « AlexaBracht
Nucleotide sequence of a 3.5 kilobase fragment of malignant catarrhal fever virus strain WC11. Arch Virol 113: 53-60.
* Andrew Fabian

Hsu D, Shih LM, Castro AE, Zee YC (1990)

Adiagnostic method to detect alcelaphine herpesvirus-1 of malignant catarrhal fever using the polymerase chain reaction.
Arch Virol 114: 259-263.

* Marylou Berninger

* Karissa Lemire

Katz J, Seal B, Ridpath J (1991)

Molecular diagnosis of alcelaphine herpesvirus (malignant catarrhal fever) infections by nested amplification of viral DNA * Fawzi Mohamed
9

in bovine buffy coat specimens. J Vet Diagn Invest 3: 193-198. «  Gregory Mayr
Suarez DL, Van der Maaten MJ, Whetstone CA (1995) * Consuelo Carrillo

Improved early and long-term detection of bovine lentivirus by a nested polymerase chain reaction test in experimentally

infected calves. Am J Vet Res 56(5): 579-586. . Karyn Havas
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RINOTRAQUEITI INFECCIOSA BOVINA (IBR)
DIARREA VIRAL BOVINA (BVD)






de Fietie Altose

DVB - IBR

ETIOLOGIA

Familia
Flaviviridae

. . ( Cepa no Citopatogenica (NCP)
[ Cenaciopaioanica (CR) } LPI ( Persistentementeinfectados)

)

INFECCION TRANSPLACENTARIA

v v
*Muertefetal

*Repeticion del celo *Aborto

*Mortinato
*Ternerosdébiles
*Hipoplasia cerebelar
*Malformaciones

Animales PI

/3

*Animales sanos  *Debilidad

«Portador *Muerte Desarrollo de Ac
contrael virus
Enfermedad de las mucosas (CP) Aborto

@ s mesesia 2 afios

IBR-VPI-BPI

* Enfermedad especifica de los bévidos (Eventualmente Caprinos, Porcinos, Ciervos,
Animales silvestres)
* Presentacion
— Presente en todo el mundo
— Formarespiratoria (IBR) = inflamacién del tracto respiratorio superior y conjuntiva ocular
— Formagenital (VPI-BPI) - inflamacion del tracto genital de machoy hembra
— Formaabortiva
— Formaencefélica

Herpes virus bovino tipo 1

Familia Herpesviridae

Simetria cibica
DNA.

Latencia




DVB - IBR

Problemas:

Vacunas: DVB ( mas de 300 en DVB, diferente proteccio paraly
para ll, Algunas no protegen transmision transplacentaria).

Vacunas IBR: DIVA, delecién gE
- Diagndstico
Valor de la Serologia??

Diagnédstico Directo..... Muestras

DIAGNOSTICO DVB

e Clinico
¢ Aislamiento viral

— Cultivos celulares

* Cultivos no infectados con el virus
— IPMA

—IFD

— Viroldgico cepas no citopatogénicas

DIAGNOSTICO DVB

e Deteccién
— Antigenos virales en células o tejidos
* IFD
— RT-PCR

 Serologia
—SN
—IFI

— ELISA Antigeno y anticuerpos

DIAGNOSTICO IBR

¢ Clinico
¢ Aislamiento
— Células MDBK
— Células RFB
* Deteccion
—IFD
 Serologia
— SN
— ELISA
— Seroconversion o alza diagndstica

ELISA-DVB

PCR - DVB (Hannover)




PCR - DVB

ELISA - IBR

ELISA - IBR

PCR - IBR (OIE)




PCR IBR

Paranericano d Febe Afosa
A Saud i Vernara

2. Wolf G. The perfect BVDV diagnosis? En actas del: Symposium on Diagnosis of BVDV in Ear Notch Samples. Stendal, Alemania.

3. van Maanen C. Deventer Validation Report-Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) Antigen Detecting ELISAs. Deventer, Holanda.
Servicio de Sanidad Animal, 2001.

4. IDEXX Laboratories. Bovine Viral Diarrhea Virus Antigen Serum/Plus Test Kit Validation Data Report. Westbrook, Maine. 2005.
Disponible en los archivos de IDEXX Laboratories, Inc.

Ridpath JF. 2003. BVDV genotypes and biotypes: practical implications for diagnosis and control. Biologicals31, 127-131.
Ridpath JF, SR Bolin, E) Dubovi. 1994. Segregation of bovine viral diarrhea virus into genotypes. Virology205, 66-74.

Ridpath JF, JD Neill, M Frey, JG Landgra. 2000. P! dlinical of type 2 BVDV from North
America. Vet Microbiol 77, 145-155.

Vilceks, § Belk. 1996. Genetic identification of pestivirus strain Frijters as a border disease virus from pigs. J Virol Methods 60, 103-
108.

Vilceks, Al Herring, PF Nettleton, JP Lowings, DJ Paton. 1994. Pestivirusesisolated from pigs, cattle and sheep can be allocated into
at least three genogroups using polymerase chain reaction and restriction endonuclease analysis. Arch Virol 136, 309-323.
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Diarréia Bovina a Virus

Diarréia Bovina a Virus
Diagnostico clinico
Bezerro de 8 meses;
Apatia, emagrecimento progressivo;

Erosdes/ulceracdes na mucosa oral (ldbios e
lingua)/nasal. Formato circular, 0,5-1 cm de
didmetro com aspecto sanguinolento;

Diarréia de cor escura;
40,7 °C;
Sialorréia

Diarréia Bovina a Virus

Ntmero de amostras processadas portipo de ensaio
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Diarréia bovina a virus
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Diarréia Bovina a Virus
Diagndstico laboratorial

Amostras: sangue total, soro, suabe, sémen, fragmentos

de orelha, baco, figado, pulmao, rins, linfonodos, timo etc.

Qualidade insumos (células, SFB);
Isolamento: protocolos variados;
Tecidos;

- Swabs = agitar, centrifugar, coletar o sobrenadante, filtrar,
inocular.

- Sangue total = dgua + PBS, centrifugar, ressuspender o
precipitado, inocular.

- Sémen = diluir em SFB, centrifugar (optativo) e inocular;
- Soro = em microplacas.
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Diarréia Bovina a Virus Diarréia Bovina a Virus
Diagndstico laboratorial

Diagndstico laboratorial

- ELISA para antigenos
- ldexx E™s
- Mabs na placa;
- Soro, plasma, sangue total e fragmentos orelha;

- Apenas os fragmentos tem de ser lisados;
- Custo

Diarréia Bovina a Virus
Diagndstico laboratorial

- Diagndstico soroldgico
- Elisa Idexx (bovinos);
- Neutralizagdo viral . , . . .
~ Ponto de corte 8, Rinotraqueite infecciosa bovina
- 30-300 TCID, Singer;
- 15.000 cél. MDBK / pogo
- 72296 horas de incubagdo

Rinotraqueite infecciosa bovina Rinotraqueite infecciosa bovina
Suspeitas de doenca vesicular / ano e deteccdes
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Rinotraqueite infecciosa bovina
Diagndstico laboratorial

- Isolamento de virus
- Amostras: suabe nasal ou genital, lavado prepucial,

fragmentos mucosa respiratoria, tonsila, pulmao,
linfonodos, feto abortado.

- Soroldgico (ELISA / NV)
- Ponto de corte 2;
- 30-300 TCID, ED6;
- Incubagdo virus x soro 24 horas em estufa;
- 30.000 cél. MDBK / pogo
- 72296 horas de incubagdo

. Centroparamericano de e Afosa
L

NAFTOSA - Saud Pibica Vetrnara
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IBR

* Endémica no Brasil
* Diagndstico diferencial de Febre Aftosa
* Dificuldade:

— Animais com infecgdo latente

— Virus reativa em casos de estresse

IBR

¢ Achados no Brasil:

“All samples from MT were
positive  for  parapoxvirus
(Pseudocowpox  virus and
Bovine papular stomatitis

virus). In addition, 3 samples
were positive for Bluetongue

virus, and 5 samples were
positive for Bovine
herpesvirus 1.

Among these samples, 1 was

| positive for all of these 3
agents”

BVD

* Diagndstico diferencial de Febre Aftosa e Peste
Suina Classica

e Contaminacdo de cultivos celulares

— Possiveis problemas com vacinas

Dificuldades no diagndstico: 3 subtipos com

significativas diferencas entre si

— Dificuldade em encontrar apenas um par de
iniciadores para todos os subtipos

e

BVD

¢ Solucdo: regido extremamente conservada
— Regido amplificada: 5" UTR
— Amplifica também outros Pestivirus

— Necessita, em caso de positividade, de outras
rodadas de PCR para confirmagdo e identificagdo do
subtipo

BVD

¢ PCRs para tipificacdo
— Nested:

¢ Externa: 5’ UTR, 1013 pb

¢ Interna:
— BVDV-1:501 pb
— BVDV-2:829 pb
— BVDV-3:210 pb

« Dificuldade: Auséncia de BVDV-3 para padronizagdo
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BVD BVD

* PCRs para tipificagao
— PCR Convencional:
¢ Regido amplificada: 5" UTR
* N&o é capaz de amplificar o BVDV-3

www.paho.org/panaftosa
BVD

* Detecgdo de BVDV:
— Em linhagens celulares:
« 88 testadas, 21 positivas (23,9%)
— Em Soro Fetal Bovino:
« 13 amostras testadas, 2 positivas (15,4%)
— Em Tripsina:
¢ 10 amostras testadas, 0 positivas

* Em uma amostra havia contaminagdo por PCV-1

mateus.nascimento@agricultura.gov.br
et atcsa

Twitter/panaftosa_inf Facebook/kmcPANAFTOSA







INFRAESTRUCTURA DE LABORATORIOS
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DISCUSION DE PLENARIO

Infraestructura de laboratorios para
diagnéstico diferencial de Fiebre Aftosa

Experiencias en la Regién

Infraestructura de laboratorios para diagnéstico
diferencial

Bioseguridad (biosafety) del laboratorio es el conjunto de procedimientos y su
ejecucién, con el fin de minimizar el riesgo asociado a la manipulacién, uso y
propagacion de microorganismos patogenos o toxinas. Involucra normas,
procedimientos, equipos de seguridad, disefio, instalaciones adecuadas de contencién
(actividades internas).

Bioproteccion (biosecurity) o del laboratorio, conjunto de medidas y procedimientos
de seguridad y personal destinados a impedir la perdida, uso indebido, acceso no
autorizado o liberacién intencionada no autorizada de los agentes patégenos o de
toxinas.

Biocontencion: asociada con los factores fisicos y constructivos asociados al disefio y
al edificio que alberga estas actividades.

Riesgos bioldgicos: posible exposiciéon a microorganismos o sus productos (ej.
toxinas) que puedan dar lugar a enfermedades, motivada por la actividad
laboral.

Grupos de riesgos de microrganismos: 1, 2, 3, 4

Nivelesde Bioseguridad de Laboratorios : NSB 1, NSB2, NSB 3, NSB4

No hay una equivalencia entre estos grupos de riesgo y los niveles de seguridad
biolégica. Debe basarse en una Evaluacién de Riesgo.

Las evaluaciones del riesgo de laboratorio sirven para determinar las medidas
de bioseguridad y bioproteccién especificas que seran necesarias para contener
y trabajar de manera segura con agentes y toxinas bioldgicos especificos en un
laboratorio o instalacién que albergue animales.

“El sistema de clasificacion en estos niveles de bioseguridad se ha cuestionado porque no
se emplean normas ni definiciones internacionalmente vdlidas y, por lo tanto, la
comparacion entre laboratorios con los sistemas de clasificacion numéricos propios de
cada pais no puede ser equivalente ni representativa.” (Manual terrestre OIE Capitulo 1.1.4,
2015).

Infraestructura de laboratorios para diagnéstico
diferencial

La practica habitual de vincular un agente biolégico a un nivel

especifico de biocontencién deriva de la identificacion de los agentes

y toxinas biolégicos como peligros bioldgicos y de la clasificacion de

cada agente patégeno en uno de los cuatro grupos de riesgo en

funcion de la probabilidad de que cause enfermedad en un individuo,
oenuna idad.
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ASPECTOS A TENER EN CUENTA AL EVALUAR EL
RIESGO BIOLOGICO Y AL IMPLEMENTAR LAS

MEDIDAS DE CONTROL

PARAGUAY

EL LABORATORIO DEL SENACSA CUENTA CON UN AREA DE NIVEL DE BIOSEGURIDAD

NSB3A - NB4OIE
(NIVEL DE SEGURIDAD BIOLOGICA 3 AGRICULTURA —
NIVEL DE BIOSEGURIDAD 4 ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL)

LABORATORIO DE BIOSEGURIDAD
NSB3A - NB4 OIE

- Fue proyectado siguiendo los Estandares de Seguridad
Biologica de la OIE y considerando los requerimientos
establecidos en legislaciones nacionales, regionales e
internacionales.

Trabajo conjunto: SENACSA - ACONASA - ARP
Asesoramiento técnico del Centro Panamericano de Fiebre

Aftosa (PANAFTOSA) y la Organizacion Panamericana de
Salud/ (OMS/OPS), desde su disefio hasta la habilitacion.

Laboratorio NSB3A — NB4OIE

SUPERFICIE:
» Superficie Total : 576,63m2
» Construida : 484,46 m2
» Inaugurada : Diciembre 2011
» Habilitada : Octubre 2012
Servicios técni itoreo, I imi : TERCERIZADO

AREA BIOCONTENIDA

v Vestuarios

v Recepcion de Muestras

v Equipos de Fronteras (Passtrough, Autoclave
y Airlock)

v Laboratorio de Control de Calidad de Vacuna
de Fiebre Aftosa

v Laboratorio de Diagnéstico de Fiebre Aftosa
v" Laboratorio de Diagnéstico de Enfermedades
Exoéticas

v’ Sala de Frio

v’ Sala de Centrifugado.

v’ Sala de Microscopia.

v’ Salidas de Emergencia.
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CONTROL BIOMETRICO

SALA DE MONITOREO

DUCHAS

PASILLO INTERIOR




PASSTROUGH
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Autoclave de Frontera

AIRLOCK

Area CONTROL DE CALIDAD

LAB, DIAGNOSTICOF. A,

LAB. DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES EXOTICAS- ZOONOTICAS




PLANTADE TRATAMIENTO DE EFLUENTES
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UTA - CHILLER

PLANTA DE TRATAMIENTO DE EFLUENTES

SISTEMA DE INYECCIGN

SISTEIMA DE EXTRACCION

AREA TECNICA EXTERIOR Y DE APOYQ

v Control y Monitoreo

v Unidad de Tratamiento de Aire (UTA) y Chiller
v Hall de acceso y Area de recepcion

v’ Transformadores y Grupo Electrégeno

v Area de tableros y UPS

v’ Sala de compresores (Aire comprimido)

v’ Caldera




UTA - CHILLER
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