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RESUMO

Ectima contagioso (EC) ou orf € uma doenca infecto-contagiosa da pele causada pelo virus do
ectima contagioso (ECV) ou ORFV, que acomete principalmente ovinos e caprinos, e
ocasionalmente o homem. Protdtipo do género Parapoxvirus da familia Poxviridae, esta
amplamente disseminado em todo mundo, inclusive no Brasil, especialmente na Regido
Nordeste, onde a caprinovinocultura é amplamente praticada para a producdo de pele, carne e
leite. Em Pernambuco, a doenca ocorre de forma endémica e pode ser confundida com
enfermidades vesiculares, como a Febre Aftosa (FA), havendo a necessidade de diferenciacéo,
sobretudo como suporte as acGes do Programa Nacional de Erradicacdo da Febre Aftosa
(PNEFA). Uma grande limitagdo no controle da doenca € a dificuldade de replicacdo do virus em
cultivo celular, visando sua manipulacdo biotecnoldgica para a producéo de vacinas. O objetivo
deste trabalho é isolar e avaliar o comportamento de amostras de ECV em cultura primaria de
células de cornea fetal caprina, além de estabelecer um diagnostico molecular eficiente para
amostras de campo e avaliar o perfil filogenético das amostras de campo estudadas. Amostras de
crostas de 22 ovinos e de sete caprinos que apresentavam sinais clinicos de EC, originarios dos
Estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe e Paraiba, foram inoculadas em monocamadas de células
epiteliais de cdrnea de feto caprino, durante sete passagens consecutivas, a intervalos semanais.
Para realizacdo do diagnostico molecular foi utilizado para amplificacdo de um fragmento de
235pb do gene do envelope B2L o par de primers, PPP-3 e PPP-4 denominados pan-
parapoxvirus. Observou-se em todas as passagens, a partir de 24 horas pos-infeccdo, efeito
citopatico (ECP) caracterizado pelo arredondamento celular, fusdo com formacdo de pequenos
sincicios, vacuolizagdo e corplsculos de inclusdo citoplasmatica, com intensidade de 25% a
100% de desprendimento da camada celular, que variou de acordo com a amostra viral. Conclui-
se que as culturas de células priméarias de cdrnea fetal caprina mostraram-se altamente
permissiveis a replicacdo do ECV e que as amostras virais isoladas mostraram-se adaptadas ao
cultivo utilizado, com pequena variagdo entre as amostras virais, e que, a identificacdo viral
através da PCR é um método aplicavel ao diagndéstico diferencial de enfermidades vesiculares,
sobretudo como suporte as a¢cdes do PNEFA, no qual caprinos e ovinos séo considerados animais
sentinelas. A analise filogenética mostrou que as sequéncias de ORFV do Nordeste do Brasil

estdo altamente relacionadas entre si, com seqiiéncias idénticas acima de 99%. Além de



XVii

apresentarem mais de 80% de identidade com sequéncias de outros isolados de ORFV em todo

mundo.

Termos para indexacéo: orf, parapoxvirus, ectima contagioso, PCR
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ABSTRACT

Contagious ecthyma is a severe and proliferative viral disease affecting ovine and caprine
species, and eventually men, caused by the contagious ecthyma virus (ECV) of the Parapoxvirus
genus. The disease is spread worldwide, including in Brazil, where in the state of Pernambuco,
due to its endemicity, can be mistaken by other vesicular diseases such as the Foot and mouth
Disease, which requires its diagnostic differentiation. Meanwhile, the control of the infection in
endemic regions is limited due to the difficulties in replicating the virus in cell cultures, for the
development of vaccines. The purpose of this work is to evaluate the behavior of ECV samples in
primary cultures of fetal caprine cornea cells, and also to establish an efficient molecular
diagnostic method for field samples, and to analyze the phylogenetic profile of the virus samples
studied. Crust samples from twenty-two sheep and seven goats from the states of Pernambuco,
Bahia, Sergipe and Paraiba presenting the clinical symptoms of EC were inoculated in cell
monolayers, during seven consecutive passages at weekly intervals. During all passages, starting
at 24 hours post-infection was observed a cytopathic effect (CE) characterized by cell rounding,
cell fusion with the formation of small syncytia, cytoplasmic inclusion and vacuolization. The
intensity of cell detachment from the layers ranged from 25% to 100% which varied according to
the viral sample. We concluded that the primary cultures of the fetal caprine cornea cell appeared
highly permissible to replication of ECV and the isolated samples of ECV seemed to adapt to the
utilized culture with a slight variation among samples, and the identification by PCR showed to
be an applicable method to the differential diagnosis of vesicular diseases, especially to support
the actions of PNEFA, where goats and sheep are considered sentinel animals. The phylogenetic
analysis showed that ORFV sequences from the northeastern of Brazil are highly correlated
showing identical sequences up to 99%. In addition, they present more than 80% sequence
identity with other isolates of ORFV worldwide.

Keywords: orf, Parapoxvirus, contagious ecthyma, PCR
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1. INTRODUCAO

A caprinovinocultura é uma atividade econdmica explorada em todos os continentes. No
entanto, somente em alguns paises essa atividade apresenta expressdo econdémica, sendo, na
maioria dos casos, desenvolvida de forma empirica e extensiva, com baixa produtividade e
rentabilidade reduzida (NOGUEIRA FILHO E ALVES, 2002).

Como consequiéncia da maior demanda de produtos de origem animal, e 0 aumento da
capacidade zootécnica dos rebanhos, introduziu-se animais de racas européias e africanas e com
estes, novos agentes infecciosos, o que gerou novos elementos na cadeia epidemioldgica das
doengas e permitiu algumas mudangas no comportamento de endemias, como 0 ectima
contagioso (EC) (MAZUR, 1989).

A doenca também é conhecida como dermatite pustular contagiosa de ovinos e caprinos,
dermatite labial infecciosa, estomatite pustular infecciosa ou boqueira. A enfermidade acomete
ovinos, caprinos, outros pequenos ruminantes, e pode ser transmitida para humanos através do
contato direto com animais infectados, principalmente para criadores, tratadores e veterinarios
(ROBINSON & BALASSU, 1981, NANDI et al., 2011).

O virus do ectima contagioso (ECV), também conhecido como orf virus (ORFV) é o
agente etiolégico do ectima contagioso (EC) dos ovinos e caprinos, e pertence ao género
Parapoxivirus, da familia Poxviridae, caracterizado pelo tropismo por células epiteliais e pela
alta resisténcia as condi¢Ges ambientais, geralmente adversas para a maioria dos virus, como o
ressecamento (PASTORET e BROCHIER, 1990).

O ECV esta estreitamente relacionado aos virus da estomatite papular bovina,
pseudocowpox e parapoxvirus que infectam cervideos (HAIG & MERCER, 1998). A penetracédo
do virus se da por meio de abrasdes ou escarificagdes da pele, uma vez que a sua replicacéo
ocorre nos gueratindcitos basais (McKEEVER et al., 1988). O primeiro sinal clinico em animais
acometidos pelo virus é o aumento da espessura da pele na area de invasdo do virus, com
formacdo posterior de papulas, vesiculas, pulstulas e crostas. Lesdes caracteristicas séo
observadas na face, principalmente nos labios, porém em casos mais severos podem ser vistos no
Ubere, tetas, membros, orelhas, mucosas, cauda e coroa do casco. O periodo de incubagcdo em
ovinos e caprinos varia de 24 a 72 horas. Cursando a enfermidade em 3 a 4 semanas, com
desaparecimento das crostas e regeneracdo do tecido epitelial (ROBINSON e BALASSU, 1981;
BUTTNER e RZIHA, 2002).
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As lesBes desenvolvidas na primeira infec¢do sdo severas, de carater proliferativo e que
tendem a se resolver espontaneamente dentro de seis semanas (HAIG & MERCER, 1998). Em
casos de re-infeccdes, as lesGes sdo evidentes, mas menos severas do que na infec¢do primaria, e
regridem em um periodo mais curto. Apos a primeira infeccdo, a doenca parece ocorrer
periodicamente nesses rebanhos, provavelmente devido ao longo tempo de sobrevivéncia do
virus em crostas e nas pastagens (ROBINSON & BALASSU, 1981), e a imunidade, que é de
curta duracao (HAIG & MERCER, 1998).

O genoma do ECV consiste de uma molécula de DNA linear de fita dupla com
aproximadamente 138 Kb que contém presumidamente 131 genes (DELHON et al., 2004). Os
Parapoxvirus apresentam forma ovdide e a relagdo de guanina e citosina no genoma viral é alta,
cerca de 64% (DELHON et al., 2004). O seu genoma esta relacionado ao genoma de outros
poxvirus e inclui uma regido central, que contém genes essencialmente conservados em posicéo,
espaco e orientacdo, e uma regido terminal, que é variavel e codifica os fatores que influenciam a
viruléncia, a patogénese e a mudanca de hospedeiro (NANDI et al., 2011).

Uma das caracteristicas importantes do ECV é a sua capacidade de re-infectar e replicar
repetidas vezes no seu hospedeiro (HAIG et al.,1996). Alguns fatores podem estar envolvidos
neste evento, como o fato da infecgdo ser aguda e aparentemente restrita aos queratindcitos da
epiderme, permitindo ao virus uma replicagdo inicial anterior ao recrutamento dos mecanismos
efetores da imunidade antiviral. A infeccdo viral pode ndo estimular uma resposta protetora; e o
virus pode ter desenvolvido mecanismos para subverter ou interferir com componentes do
sistema imune. Dessa forma, a capacidade do ECV de re-infectar o mesmo hospedeiro, embora
produzindo lesdes menos intensas quando comparadas a infeccdo primaria, pode estar

relacionada a esses mecanismos (HAIG et al., 1996a).
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O Ectima contagioso € considerado uma enfermidade benigna, entretanto, pode tornar-se
grave, quando ocorre comprometimento com outros orgdos, além da pele, causando grandes
perdas ao rebanho. A morbidade em animais jovens ou de rebanhos indenes pode ser alta,
chegando a 100%, com a mortalidade geralmente baixa, mas que em certos casos, pode se elevar,
como no caso de animais jovens, devido a infec¢des secundarias e manejo deficiente associados a
infeccdo por cepas de alta viruléncia (ROBINSON e BALASSU, 1981; BUTTNER e RZIHA,
2002).

No Brasil o EC foi descrito pela primeira vez em S&o Paulo (GUIMARAES, 1939) e
posteriormente em Pernambuco (TORRES, 1943) onde foi considerado um dos principais
problemas sanitarios da exploragdo caprina, e em seguida no Rio Grande do Sul (GUERREIRO,
1954). Posteriormente, amostras do ECV foram isoladas de ovinos no Ceard (ARITA et al.,
1986), e, na ultima década, de caprinos em Minas Gerais, Rio de Janeiro (MAZUR e
MACHADO, 1990) e de caprinos e ovinos em Pernambuco (OLIVEIRA et al., 1998;
SANTANA et al., 2008). Surtos de doenca epidérmica sugerindo a infeccdo por EC tém sido
observados em muitos rebanhos de ovinos e caprinos em diferentes areas geograficas do Brasil
(MAZUR et al., 2000), merecendo atencdo a Regido Nordeste, onde a maioria dos rebanhos vem
sendo explorada em sistemas extensivo ou semi-extensivo, relacionados a subsisténcia, com
manejo alimentar e higiénico-sanitario inadequados, que propiciam o aparecimento de muitas
enfermidades como o EC, considerada uma das doengas de maior freqiiéncia (BANDEIRA,
2005; ALENCAR, 2008).

Apesar do desenvolvimento da ovinocaprinocultura brasileira, do carater endémico da
enfermidade e da sua importancia, poucos trabalhos de pesquisa tém sido realizados com relagéo
ao virus EC, que possam subsidiar o controle da enfermidade, que se fundamenta,
principalmente, na vacinacdo dos animais em areas endémicas (TORRES, 1943; ROBINSON e
BALASSU, 1981; KILELU, 1992; PINTO JUNIOR, 2007). Como ndo existem vacinas
inativadas contra EC que sejam eficientes, a vacinagdo deve ser feita com virus vivo. Por isto, sO
é recomendada em criagOes endémicas, pois o uso da vacina implica obrigatoriamente na
introducdo do virus no rebanho (PINTO JUNIOR, 2007).

Dentre 0s entraves tecnologicos para a produgdo de vacinas, destaca-se a dificuldade de

replicacdo do virus em cultivo celular. Estudos in vitro utilizando amostras de ECV tém sido
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realizados utilizando-se células de cultivo primério de testiculo caprino (MAZUR e MACHADO,
1990, HOSAMANI et al., 2007), de rim caprino (OLIVEIRA et al., 1998), queratindcitos de
tecido do prepucio de cordeiros (SCAGLIARINI et al., 2005), células de linhagem continua
MDBK (OLIVEIRA et al., 1998), células de cornea fetal caprina (SANTANA et al. 2008),
fibroblasto de embrido de pinto (MERCANTE et al., 2008) e células Vero (VIKOREN et al.,
2008). Dentre essas linhagens podemos destacar a de células de cornea fetal caprina que
apresentou permissividade a replicacdo continua do virus EC (SANTANA et al., 2008).

Por outro lado, em certos casos, 0 EC ¢ uma doenca que pode ser confundida com as
enfermidades vesiculares, havendo assim a necessidade de sua diferenciacdo, sobretudo como
suporte as acbes do Programa Nacional de Erradicacdo da Febre Aftosa do Ministério da
Agricultura , Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), no qual os caprinos e ovinos sdo considerados
animais sentinelas. Para tal, € necessario dispor de um teste rapido e eficiente que a identifique.
Embora estudos iniciais tenham demonstrado a utilidade da PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) como teste de diagnostico (TORFASON E GUANADOTTIR, 2002; GALLINA et
al., 2006), ainda ndo ha estudos sobre sua utilizacdo envolvendo amostras brasileiras, que podem
ser geneticamente diferentes das ja estudadas, conforme previamente descrito em um estudo com
andlise de restricdo (MAZUR et al., 2000) e filogenética (ABRAHAO et al., 2009). Portanto, o
desenvolvimento de um método de diagndstico molecular rapido podera atender as necessidades
para identificacdo precisa do agente etioldgico e diferenciacdo frente a outros agentes.

Dessa forma, objetivou-se com este trabalho aperfeicoar as técnicas de diagndstico e de
cultivo in vitro do virus EC, bem como identificar o agente etioldgico pela PCR e qPCR, além de

avaliar o perfil filogenético das amostras de virus isoladas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

Os ORF virus pertencentes ao género Parapoxiirus da familia Poxviridae possuem
genoma constituido por uma fita dupla de DNA linear com aproximadamente 138 Kb (MOSS,
2001; DELHON et al., 2004) contetdo médio de G+C de 64% que contém presumidamente 131
genes, e replicam-se no citoplasma de células de hospedeiros vertebrados e invertebrados
(DELLHON et al., 2004). Os membros desta familia de virus sdo classificados em duas
subfamilias, Chordopoxvirinae e Entomopoxvirinae, em funcdo da sua capacidade de replicacéo
em células de hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os poxvirus da subfamilia
Chordopoxvirinae se encontram classificados em oito géneros: Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Capripoxvirus, Suipoxvirus, Leporipoxvirus, Avipoxvirus, Yatapoxvirus e Molluscipoxvirus
(Tabela 1), genética e antigenicamente relacionados, apresentando morfologia similar, e restricao
de hospedeiros (MOSS, 2001). Cada género, exceto o Molluscipoxvirus, inclui espécies que
causam doencgas em animais domésticos e de laboratorio. Existem poxvirus que até o momento
ndo foram formalmente classificados. De fato, novos poxvirus estdo sendo descobertos
constantemente, incluindo virus isolados de lagartos, rds, cervos, cangurus, entre outros
(MURPHY et al., 1999).

No género Parapoxvirus o virus de ectima contagioso ou ORF virus, € um dos principais
representantes deste género. O ECV é envelopado apresentando-se com morfologia ovoide e
diametro entre 140-170 x 200-300 nm (PASTORET e BROCHIER, 1990) (Figura 1).

Figura 1 — Micrografia eletrdnica de uma particula de ORF virus com tamanho de 100nm, ressaltando sua
morfologia ovéide caracteristica (CHAN et al., 2007).



Tabela 1 — Aspectos taxonémicos, hospedeiros e distribuicdo geografica dos oito géneros da

familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae (Adaptado de Fernandes, 2004)

Género Espécie, abreviacdo e nomes Hospedeiros Distribuicao
alternativos geografica
Orthopoxivirus
Camelopox virus (CMPV) Camelos Africa e Asia

Cowpox virus (CPXV)

Ectromelia iirus (ECTV)
Mousepox virus

Monkeypox virus (MPXV)

Raccoonpox virus (RCNV)
Skunkpox virus (SKPV)
Taterapox virus
Uasin Gishu disease virus
(UGDV)

Buffalopox virus (BPVX)
Rabbitpox virus (RPXV)

Vaccinia virus (VACV)
Cantagalo virus (CTGV)
Variola virus (VARYV)

Volepox virus (VPXV)
Parapoxvirus
Bovine papulas stomatitis
virus (BPSV)

Orf virus (ORF),
Contagious pustular
dermatitis virus, Contagious
ecthyma virus
Pseudocowpox virus (PCPV),
Milker’s nodule virus,
Paravaccinia virus
Sealpox virus
Auzduk disease virus, Camel
contagious ecthyma virus

Roedores, felinos,
bovinos, animais
de zooldgico e
humanos

Camundongos
Roedores,
primatas,
humanos
Guaxinins
Gambas

Gerbils
Equinos

Bufalos, bovinos,
humanos
Coelhos
Humanos,

coelhos, bovinos,

bufalos, suinos
Bovinos,
humanos
Humanos

Ratos silvestres

Bovinos,
humanos

Ovinos, caprinos,

bovinos, cervos,
humanos

Bovinos,
humanos

Focas, humanos

Camelos

Europa e Asia
Ocidental

Europa

Africa Central e
Ocidental
Leste dos EUA
Oeste dos EUA
Africa Ocidental
Africa Central

india
EUA e Holanda
Mundial
Brasil
Mundial
(erradicada)

Oeste dos EUA

Mundial

Mundial

Mundial

Mundial

Africa e Asia
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Tabela 1 cont.— Aspectos taxondmicos, hospedeiros e distribuicdo geografica dos oito géneros
da familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae (Adaptado de Fernandes, 2004)

Género Espécie, abreviacdo e nomes Hospedeiros Distribuicdo
alternativos geograéfica
Capripoxvirus
Sheeppox virus (SPPV) Ovinos Africa e Asia
Goatpox virus (GTPV) Caprinos Africa e Asia
Lumpy skin disease virus Bovinos Africa
(LSDV)
Suipoxvirus
Swinepox virus (SWPV) Suinos Mundial
Avipoxvirus
Fowlpox virus (FWPV) Aves, humanos Mundial
Leporipoxvirus
Myxoma virus (MY XV) Leporinos América do Sul
Hare fibroma virus (FIBV) Lebres Europa
Shope fibroma virus (SFV), Coelhos EUA e Holanda

Rabbit fibroma virus
Yatapoxvirus

Tanapox virus (TANV) Roedores, Africa Central e
humanos Oriental
Yaba monkey tumor virus Primatas, Africa Ocidental
(YMTV) humanos
Molluscipoxvirus
Molluscum contagious virus Humanos Mundial
(MOCV)

O ECV apresenta tropismo por células epiteliais sendo, normalmente, adquirido por
abrasdes nas porcdes deslanadas na pele (ROBINSON e BALASSU, 1981).

O genoma dos poxvirus, incluindo o do ECV, é organizado em uma regido central
conservada, flanqueada por regides terminais variaveis (MOSS, 2001; DELHON et al., 2004;
MERCER et al., 2006). A regido central do genoma contém genes homdélogos e conservados
entre os poxvirus (ORFV009 a ORFV111), e os produtos desses genes participam de mecanismos
béasicos de replicacéo, estrutura e morfogénese (MOSS, 2001; DELHON et al., 2004; MERCER
et al., 2006). Em contrapartida, as regides terminais variaveis do genoma (ORF001 a ORFV008 e
ORFV112 a ORFV134) representam aproximadamente 20% do genoma e codificam produtos
potencialmente envolvidos na patogenia e no sistema imune do hospedeiro (NANDI et al., 2011).

E geneticamente relacionado ao Parapoxvirus causador da Estomatite Papular Bovina e do
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No6dulo dos Ordenhadores em bovinos e humanos, respectivamente (DELHON et al., 2004), €
imunologicamente distinto do virus da vaccinia, e semelhante ao agente causador da
pseudovariola, e antigenicamente semelhante ao virus da variola caprina (ROBINSON e
MERCER, 1988). A cepa que apresenta um maior numero de informacdes de sua biologia
molecular € a NZ2, uma cepa isolada na Nova Zeldndia. Estudos de biologia molecular
concluiram que ocorre predominancia de guanina e citosina no DNA viral, de 64%, e que 0 seu
genoma apresenta um tamanho que varia de 139 a 160 quilopares de base (kpb), sendo
estreitamente relacionado ao genoma de outros poxvirus (DELHON et al., 2004).

A heterogeneidade do genoma entre espécies de Parapoxvirus e até entre cepas de uma
mesma espécie ja foi demonstrado, e estudos recentes para analise do genoma e identificacdo de
seus genes, construcdo de mutantes bem como para a geracao de virus EC recombinante tém sido
realizados. O conhecimento acerca do genoma do virus EC e a identificacdo dos genes de
viruléncia devem facilitar a selecdo de componentes virais indutores de reacGes imunes, que néo
sofram influéncia das proteinas virais de neutralizacdo e que sejam necessarios para a protecao
vacinal (BUTTNER e RZIHA, 2002).

Diversos genes codificam proteinas envolvidas no mecanismo de evasdo do sistema
imune do hospedeiro, como a proteina de resisténcia ao interferon (OVINFR), o fator inibidor do
crescimento de macréfagos (GIF), o fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF-E), a
proteina de ligacdo a heparina e citocinas, e a proteina ortdloga a interleucina-10 de mamiferos
(VIL-10), sdo encontrados na regido terminal do genoma viral ( DELHON et al., 2004).

Genes da regido terminal do genoma também codificam fatores com papel importante na
interacdo entre o virus e seus hospedeiros, determinando o espectro de hospedeiros e modulando
resposta do hospedeiro para infecgcdo, porém ndo essencial para o crescimento em cultivo celular
(CHAN et al., 2007).

O gene B2L reside no fragmento BamHI B da cepa NZ2 e codifica uma proteina do
envelope viral de 42 kDa. O tamanho do gene B2L compreende 1206 pb. O gene B2L esta
localizado na regido 011 sendo conservado em cepas diferentes. Esse gene tem sido 0 mais usado
para deteccdo do ECV pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (CHAN et al., 2007).

Os poxvirus constituem-se em uma excecao entre os virus DNA, uma vez que 0 processo
replicativo ocorre no citoplasma das células infectadas (MOSS, 2001). Os poxvirus codificam

todas as enzimas necessarias para a transcricédo e replicagdo do genoma viral, e empacotam nos
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virions as enzimas essenciais para a producdo e modificagdo dos RNAs mensageiros (mMRNA)
para a sintese de suas proteinas no inicio do ciclo replicativo (CANAL, 2007).

2.2 Epidemiologia

O EC ocorre em caprinos e ovinos, estando mundialmente distribuido, em qualquer regido
onde se criem essas espécies, determinando queda na producdo e perda econémica. Ocorre
comumente em animais com trés a seis meses de idade, embora animais com 10 a 12 dias de
idade e adultos possam ser gravemente acometidos (RADOSTITS et al., 2002). Pode
acidentalmente infectar humanos, bovinos e ruminantes selvagens e, raramente 0s cées
(ESPOSITO e FENNER, 2001). O ECV é relativamente termo-estavel, sendo completamente
inativado a 60°C por trinta minutos (ROBINSON e BALASSU, 1981), a 37°C por sete dias e
pela radiacdo ultravioleta (LOSOS, 1986). O congelamento ndo reduz o titulo viral, entretanto,
temperaturas entre 0,5 e 36°C, por uma semana, reduzem sua infectividade. O ECV em solo
sombrio retém infectividade por varios anos (NANDI et al., 2011).

Os surtos podem ocorrer em caprinos e ovinos, com taxas de morbidade que se
aproximam de 100% e mortalidade de 5 a 15% (HOUSAWI et al., 1991). As mortes quando
ocorrem sdo devido a extensdo das lesbes no trato respiratorio, podendo alcancar 15% se 0s
animais acometidos ndo receberem as medidas de manejo higiénico-sanitarias adequadas, ou se
ocorrerem infeccBes secundarias e miiases cutaneas. As lesdes primarias em animais ou
humanos causam maior morbidade do que as lesdes adquiridas pela re-infeccdo (ESPOSITO e
FENNER, 2001). Os animais recuperados permanecem com imunidade solida por dois a trés
anos, porém 0s anticorpos passivos nao protegem as crias, pois 0s animais recém-nascidos de
maées imunes sdo susceptiveis ao ECV (ROBINSON e BALASSU, 1981).

A disseminacdo em um rebanho é muito rapida e ocorre pelo contato com outros animais
acometidos ou por objetos inanimados, como aplicadores de brincos e emasculadores, resultando
em lesbes nas caudas (RADOSTITS et al., 2002), ou por exposi¢cdo a cochos contaminados
(MURPHY et al., 1999). Admite-se que a infec¢do natural e experimental, pelo ECV se da pela
invasdo do virus através da pele lesionada, escarificada por plantas e/ou espinhos. O virus é
eliminado pelos exsudatos das pustulas e vesiculas e pelas crostas ja secas. O virus pode

permanecer virulento nos pastos e estdbulos durante anos, devido a sua capacidade de
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conservacao nas crostas, especialmente durante o periodo seco; infeccdo natural do ECV entre
ovinos e caprinos pode ocorrer, mas a transmissdo experimental entre estas espécies pode nao
obter sucesso (RADOSTITS et al., 2002; NANDI et al., 2011).

Os ovinos sdo susceptiveis a re-infeccdo e a infeccdes cronicas. Estas caracteristicas
somadas a resisténcia viral, explicam como o ECV, uma vez introduzido em um rebanho, torna-
se dificil de ser erradicado (MURPHY et al., 1999). A persisténcia do virus nos rebanhos é
prépria e em grande parte relacionada ao carater infeccioso persistente de virions em crostas de
feridas que caem sobre a pastagem e o solo (FENNER et al., 1988).

A estimativa da soroprevaléncia da infec¢do pelo ECV nos rebanhos é prejudicada pelo
fato do virus induzir baixos niveis de anticorpos neutralizantes, ndo sendo de facil deteccdo em
testes de soroneutralizacdo ( HAIG & MERCER, 1998). Por esse motivo, a prevaléncia tem sido
estimada com base em relatos da ocorréncia da doenca em rebanhos (RIBINSON e BALASSU,
1981).

2.3 Patogenia e Imunidade

A lesdo da pele é essencial para o estabelecimento da infeccdo pelo ECV e para o
desenvolvimento de lesBes tipicas (ROBINSON e BALASSU, 1981). Ap6s o desafio viral da
pele com abrasdes moderadas, o virus ndo se estabelece na epiderme lesada, replicando-se nas
células da camada epidérmica basal derivada das paredes dos foliculos pilosos. A infeccéo
dissemina-se lateral e uniformemente a partir da nova epiderme, inicialmente no estrato
espinhoso mais externo e, subsequentemente, por toda a profundidade da epiderme. A reacéo
cutanea consiste em resposta celular com necrose e esfalecimento da epiderme acometida bem
como o estrato papilar subjacente da derme. Esta resposta cutdnea consiste em reacdo de
hipersensibilidade tipo tardio e influxo de células inflamatérias envolvendo neutrdéfilo, baséfilos,
e possivelmente, mastdcitos. Células dendriticas de classe Il também estdo envolvidas e parecem
formar a base de um mecanismo de defesa dérmica local altamente integrada. As lesdes

envolvem todos os estagios de macula, papula, vesicula, pastula, formacdo de crosta e cura. As
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plstulas desenvolvem-se em poucos dias e rompem-se, resultando em Ulceras, e,
subsequentemente, na formacdo de crosta espessa, que € eliminada em trés a quatro semanas, nao
deixando cicatriz (McKEEVER et al., 1988).

Os locais mais comuns de infeccdo sdo ao redor da boca e narinas (HAIG et al., 1997).
LesGes caracteristicas sdo frequentemente observadas na face, porém em casos mais severos,
outras partes do corpo podem apresentar lesdes como: Ubere, tetos, membros, orelhas, mucosas,
cauda e coroa do casco (BOUGHTON e HARDY, 1932; COATES e HOFF, 1990; HOUSAWI e
ABU ELZEIN, 1991).

As lestes de re-infec¢do progridem pelos mesmos estagios clinicos, mas geralmente ndo
sdo proliferativas, sdo menores e se resolvem mais rapidamente, usualmente em duas a trés
semanas, 0 que € indicativo do envolvimento de uma resposta imune especifica no controle da
replicacdo viral. A resposta imune especifica € capaz de conter a replicacdo viral, mas ndo é
eficaz por um periodo critico de alguns dias pds-reinfeccdo durante o qual o virus pode se
replicar e se disseminar no ambiente (HAIG et al.,1997).

Os ovinos desenvolvem uma resposta imune celular, gragas as células T CD4" hepper €
humoral, com formacao de anticorpos anti-ECV especificos, apos a infeccdo (HAIG et al., 19963,
1996b; LLOYD et al., 2000), porém esta imunidade é curta e a re-infeccdo pode ocorrer, com
sinais clinicos discretos e que desapareceram rapidamente (HAIG e MERCER, 1998). Segundo
Haig et al. (1997), o que deve ser esperado apos a infec¢do € uma resposta inflamatoria e imune
anti-viral, que comeca pela ativacao celular mediante a liberacdo de citocinas, como por exemplo
citocinas mRNA.

A resposta imune a re-infeccdo foi estudada em alguns animais por Haig et al. (1996b),
visando estabelecer a dindmica local in vivo das células envolvidas no processo, anticorpos e
citocinas, a partir da drenagem linfatica aferente e eferente de nddulos linfaticos, localizados
préximos das lesbes da pele; foi observado que a linfa aferente de ovinos adultos contém células
T CD4", T CD8", células B e 5 a 15% de células apresentadoras de antigeno; a linfa eferente
contém mais de 98% de linfécitos, a maioria dos quais sdo células T CD4" e células B, as células
T CD8" participam com aproximadamente 10 a 20%, dos quais mais de 90% s&o derivados do
sangue, e 10% restantes de linfocitos eferentes sdo derivados da linfa aferente (HAIG et al.,

1997). Segundo Bujdoso et al. (1989) o primeiro pico da resposta imune, em casos de re-
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infeccdo, seria contra um antigeno de memaria do ECV, e o segundo, em reposta a replicacdo
viral na pele, que ocorre entre trés e nove dias pos-infecgéo.

Ha varias raz0es possiveis pelas quais o0 virus EC pode re-infectar repetidamente ovinos e
se replicar. Primeiramente, a infeccdo € aguda e aparentemente restrita aos queratinocitos da
epiderme in vivo. Segundo, a infeccdo viral pode ndo estimular uma resposta protetora adequada.
Finalmente, o virus EC pode ter desenvolvido mecanismos para subverter ou interferir com 0s
componentes da resposta imune protetora, como foi demonstrado para outros poxvirus (HAIG,
2001).

2.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos iniciais de ectima contagioso incluem papulas, vesiculas, puUstulas
cuténeas e crostas, sendo o periodo de incubacdo, de trés a oito dias ou aproximadamente uma
semana (BARRAVIEIRA, 2005). Formam-se rapidamente crostas amarronzadas a pretas,
espessas, mais evidentes nas comissuras labiais. As lesdes podem se espalhar para a cavidade
oral, focinho, orelhas, péalpebras, tetos e patas. Pode ocorrer mastite em decorréncia do
comprometimento do sistema de defesa do Ubere. Tipicamente as lesdes se curam em 14 a 21
dias, porém podem persistir em animais imunodeprimidos. Cordeiros lactentes podem disseminar
a infeccdo ao Ubere de ovelhas suscetiveis. Em cordeiros, as lesdes orais podem ser graves o
suficiente para causar anorexia, perda de peso, desidratacdo e desnutricdo, levando a importantes
perdas econdémicas (ZAMRI-SAAD, KARIM, AJEELI, 1992). As lesdes que atingem a banda
coronaria podem provocar claudicacdo, ao passo que as lesbes do Ubere podem resultar em
mastite. Raramente h4 o comprometimento dos sistemas respiratdrio e gastrointestinal. Nesses
casos podem ocorrer pneumonia e diarréia. E comum a instalacdo de infeccdo bacteriana
secundaria (PUGH, 2005), ou por fungos, como por exemplo, o Fusobacterium necrophorum;
podendo haver também invasdo sistémica se estendendo para o trato alimentar e traquéia
ocasionando gastroenterite e broncopneumonia (RADOSTITS et al., 2002; NANDI et al., 2011).

As lesBes orais envolvem a lingua, gengivas, coxim dentario ou uma combinagdo desses
locais, em alguns casos extensas lesdes dolorosas e proliferativas ocorrem nas margens gengivais
dos dentes incisivos e no interior da boca (RADOSTITS et al., 2002).
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Na forma podal, que aparece simultdnea ou independentemente da forma labial, séo
observadas lesdes cutaneas similares na borda da falange média dos cascos, a altura da
articulacdo do boleto e no espaco interdigital. As partes distais das extremidades ficam quentes e
dolorosas, e as vesiculas e crostas sofrem infec¢Bes bacterianas secundarias, transformando-se em
panaricios e pododermatite necrotica (BARRAVIERA, 2005).

Na forma genital aparecem pustulas, erosdes e crostas na face interna das coxas, e
especialmente na época da lactacdo pode aparecer mamite gangrenosa. As lesGes podem afetar
também a pele da regido inguinal, vulva, anus e prepucio, membros e cauda (NOBREGA et al.,
2008). As lesBes no Ubere podem resultar no abandono da prole e lesdes nos cascos podem causar
claudicacéo transitoria (NANDI et al., 2011).

Em ovinos pode ser observada uma forma maligna da doenca, que se inicia com um
episédio agudo, manifestado por vesiculas bucais e extensdo dessas lesdes para o trato
gastrointestinal, seguidas por lesbes granulomatosas e desprendimento dos cascos. Nos carneiros
as lesbes do escroto podem ser acompanhadas por acimulo de liquido no saco escrotal. Nos casos
benignos, as crostas secam e caem, e a recuperacdo fica completa em cerca de trés semanas
(RADOSTISTS et al., 2002).

Em caprinos da raca Boer a infec¢do € manifestada de forma mais severa com dermatite
proliferativa multifocal acompanhada de pneumonia cronica, artrite e moderada para severa
linfadenopatia (NANDI et al., 2011).

A infeccdo experimental de um caprino, com um més de idade e sem raca definida (SRD),
sem historico de EC, foi realizada por Oliveira et al. (1998) para a observacdo da evolucdo das
lesbes macroscopicas da enfermidade, e foi observado que 48 horas apés a inoculagéo (p.i.), o
animal desenvolveu lesbes difusas na area da inoculagcdo, como edema, multiplos pontos
arredondados, salientes e avermelhados, além do espessamento da pele. As lesdes progrediram
dando origem a vesiculas no quarto dia pos-inoculacdo, que apresentavam, na superficie, pontos
esbranquicados. As pustulas foram observadas no quinto dia p.i. (pés-infec¢do), aumentaram de
tamanho e romperam-se entre 0 nono e o 11° dia p.i., dando origem a exsudacdo serosa e
emaciagdo da regido. No 16° dia p.i., o inicio da formacdo das crostas foi observado
simultaneamente com o surgimento de novas pustulas. No 23° dia p.i., lesGes pustulares e crostas
foram observadas na comissura labial. No 35° dia p.i., constatou-se a regressdao das lesdes na

regido de inoculacéo e regeneracdo do tecido epitelial.



35

2.5 Diagnostico e Progndstico

O diagnostico de EC é baseado na histdria do paciente e nos sinais clinicos que 0 mesmo
apresenta, sendo confirmado pelos exames laboratoriais (RADOSTITS et al., 2002).

A identificacdo de uma infecgdo ativa é realizada pela deteccéo de virions caracteristicos
no material da leséo, utilizando a microscopia eletrénica, onde as particulas virais caracteristicas
de parapoxvirus apresentam forma de amora (SHATZMAYR et al., 2006). Pode ser realizado
ainda, o isolamento viral em cultivo celular, imunofluorescéncia direta e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Os testes soroldgicos empregados sdo: imunodifusdo em gel de agar (IDGA),
soroneutralizacdo, fixacdo de complemento, inibicdo da hemaglutinacdo, imunoflorescéncia
indireta e ensaios imunoenzimaticos (ELISA e western blotting) (FERNANDES, 2004).

A dificuldade de cultivo celular permissivel a replicacdo continua do virus EC tem levado
a comercializagdo no Brasil de vacina obtida a partir da suspensdo de crostas de animais
infectados, que apresenta sério risco de disseminacdo de outras doencas, principalmente virais, ja
gue a vacina nao € inativada (PINTO JUNIOR, 2007).

Diversas técnicas moleculares tem sido usadas para caracterizacdo de parapoxvirus,
Inoshima et al. (2000), relata protocolo de PCR para diagnostico de infeccdo por parapoxvirus;
os primers foram desenhados baseados na sequéncia do gene B2L do ORFV da cepa NZ2 que
apresenta um maior numero de informacGes de sua biologia molecular, cepa isolada na Nova
Zelandia (DELHON et al., 2004). A Reacdo em Cadeia da Polimerase é reconhecida como um
método de diagnostico molecular estavel, rapido e sensivel para a deteccdo de acidos nucléicos e
pode ser utilizada mesmo quando a disponibilidade de amostra e pequena. A PCR identifica
animais verdadeiramente infectados e ndo apenas soropositivos (NITSCHE et al., 2006).

A PCR reproduz laboratorialmente o processo de replicacdo natural de DNA, o que
somente & possivel devido a descoberta do Thermus aquaticus, uma espécie de bactéria que
sobrevive em altas temperaturas em termas naturais. Desta bactéria extrai-se uma DNA
polimerase a Taq DNA polimerase, capaz de resistir aos agressivos ciclos térmicos usados
durante a realizacdo da PCR (ANDRADE, 1993).

O progndstico geralmente é favoravel, a doenca é benigna e espontaneamente curavel,

entretanto, ha casos graves em que o prognostico é reservado (RADOSTITS, 2002).
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Na maior parte dos surtos de EC, os casos sdo moderados e ndo denotam preocupacédo
real, entretanto, casos graves podem também ser confundidos com a lingua azul, a dermatose
ulcerativa, dermatite micotica, febre aftosa, eczema facial, dermatite proliferativa ou com a
variola ovina (BHANUPRAKASH et al., 2006), sendo necessaria a realizacdo do diagndstico
diferencial.

A PCR convencional utiliza como modelo fragmentos de DNA representados pelos
primers PPP1/PPP4. Esses primers amplificam um fragmento interno do gene do envelope B2L,
resultando em um produto de 594 pares de bases. Outro fragmento de DNA que pode ser
utilizado é o primer PPP3, que é utilizado em conjunto com o PPP4, resultando em produto
amplificado com 235 pares de bases (GALLINA et al., 2006). O gene B2L é um fragmento da
cepa NZ2 e codifica uma proteina do envelope viral (SULLIVAN et al., 1994).

A PCR em tempo real (QPCR) é uma tecnologia baseada em fluorescéncia, realizada em
um sistema fechado, na qual a amplificagdo e a detec¢do de DNA ocorrem em um Gnico tubo ou
poco, o qual permanece fechado durante todo o processo, minimizando o risco de contaminagé&o.
(BANKOWSKI e ANDERSON, 2004).

A PCR convencional ocorre em 3 fases: deshaturacdo, anelamento ou hibridizacdo e
extensdo. Na desnaturacdo ocorre a separacdo da fita dupla do DNA em duas fitas Unicas,
promovida por elevacdo da temperatura. No anelamento ou hibridizac&o, se da a demarcacgdo das
extremidades do DNA de interesse nas duas fitas resultantes da fase anterior. A polimerase
necessita de um fragmento de DNA previamente ligado na regido escolhida com antecedéncia,
iniciador ou primer. Primers sdo pequenos fragmentos de DNA de fita simples sintetizados in
vitro a partir de uma sequéncia de oligonucleotideos previamente conhecida. Somente havera
amplificacdo de DNA se houver hibridizacdo do primer com um segmento do DNA da amostra, 0
que confere especificidade a reagdo. A extensdo é iniciada quando o primer ja se encontra ligado
aos segmentos complementares. A polimerase liga os nucleotideos entre si, completando a fita
simples e transformando-a em dupla, promovendo sua extensdo. Atualmente este procedimento é
totalmente automatizado em um aparelho denominado termociclador, programado para ajustar
tempo, temperatura e numero de ciclos especificos para o objetivo que se pretende alcancar
(ANDRADE, 1993).

A reacdo de gPCR, PCR quantitativa ou PCR em Tempo Real € realizada em

termociclador em tempo real trabalhando através de dois sistemas de detec¢do de sequéncias: o
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sitema TagMan® (também conhecido como “ensaio para nuclease 5’ fluorescente™), que utiliza
sonda fluorescente; e o sitema do corante Sybr Breen |, que utiliza o corante Sybr Green I,
possuindo ligacdo altamente especifica ao DNA de dupla fita, e utliza o corante ROX como
referéncia passiva. Os produtos da gPCR puderam ser detectados com a analise da curva de
dissocia¢do ou “melting”, realizada posteriormente ap6s a corrida da PCR (BANKOWSKI e
ANDERSON, 2004). Vérios protocolos para otimizacdo da qPCR poderdo ser utilizados até a
obtenc&o de resultados capazes de diagnosticar ECV em les6es de origem animal.

O desenvolvimento de uma PCR como método de diagnostico molecular para detec¢do do
virus EC atende a demanda por um teste rapido e sensivel para diagnoéstico da doenca
(GALLINA et al., 2006).

2.6 Diagnostico diferencial

Na Febre Aftosa (FA), sua transmissibilidade é extremamente alta entre os animais, como
bovinos, caprinos, ovinos, suinos e outros biungulados selvagens. Os sinais clinicos sao
precedidos por apatia, febre, e anorexia. As lesdes vesiculares podem ser observadas na cavidade
oral, lingua, narinas, bandas corondrias e tetas; salivacdo excessiva e descarga nasal sdo
observadas, sua principal via de transmissdo é através de aerossois, ao contrario do EC que sua
transmissdao se da exclusivamente através do contato direto ou indireto por fomites e,
principalmente, por pastagens contaminadas (RIEDER & BRUM, 2007).

Nos casos de lingua azul ocorre elevada taxa de mortalidade, reacdo sistémica grave, e as
leses ocorrem no focinho, na coroa dos cascos e de forma extensa na mucosa bucal, sendo mais
comum nos adultos do que nos cordeiros lactentes. Como € transmitida por vetores (insetos
hemat6fagos), a taxa de morbidade é menor do que a observada nos casos de EC
(BHANUPRAKASH et al., 2006). A dermatite micética geralmente ocorre na pele lanosa; o
eczema facial € distinguido do EC pela presenca de dermatite difusa bem como edema grave e
lesdo das orelhas. As lesdes da dermatite proliferativa, também conhecida como podriddo do pé
em formato de morango, ocorrem apenas nas partes inferiores dos membros; ja nos casos de
variola ovina, embora o quadro clinico se apresente bastante semelhante aos causados pelo ECV,
as crostas formadas séo tipicas, duras, ocorrendo comprometimento sistémico, acompanhado de
alta taxa de mortalidade (RADOSTITS et al., 2002).
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2.7 Tratamento e controle

O tratamento é paliativo, pois ndo ha drogas especificas (SCAGLIARINI, 2006), a
excisdo das crostas pode acelerar o processo de resolugdo (SHELLEY e SHELLEY, 1983). Nos
casos de lesdes muito graves deve ser realizada a administragdo oral de fluidos e nutrientes. A
aplicacdo de substancias adstringentes pode acelerar a recuperacdo, e nos casos em que houver
complicacdo secundaria, recomenda-se tratamento com antibiético de amplo espectro (PUGH,
2005).

Diante de um surto deve-se implementar medidas de controle imediatas, com isolamento
dos animais enfermos. Entretanto, essas medidas, isoladamente, podem ndo ser efetivas na
prevencdo do EC por causa do curto periodo de incubacdo e a capacidade de sobrevivéncia do
virus no ambiente (PUGH, 2005). A vacinac¢do é recomendada apenas em regides endémicas, nos
animais susceptiveis (BERRIER, 2001).

Por ser uma zoonose altamente contagiosa, € fundamental, que pessoas que trabalhem

com animais infectados adotem medidas higiénicas durante o manejo dos animais (PUGH, 2005).

2.8 Imunoterapia

A vacina contra EC utiliza microorganismos completamente virulentos (Tabela 2) sendo
que esta vacina ndo previne a doenca, diminuindo a gravidade e a duracdo da mesma, estando
indicada na imunizag&o ativa de ovinos e caprinos, para prevenir ou minimizar a gravidade de um
surto (PINTO JUNIOR, 2007).

Ha disponibilidade de vacinas comerciais que requerem a aplicacdo na superficie do
epitélio escarificado, da axila, virilha, regido interna da coxa (exceto em ovelhas lactantes),
porcdo ventral da cauda ou da orelha, e devem ser utilizadas de acordo com a recomendacéo do
fabricante, pois a dose adequada é fundamental para aperfeicoar a imunizacdo. As vacinas sao
preparacdes de virus vivo, provenientes diretamente de crostas virulentas ou, de virus replicado
em cultura celular (NETTLETON et al., 1996). Apds a vacinagdo, ocorre uma reagdo local em
cerca de 1 a 3 dias, sendo necessarias duas a trés semanas para se obter uma resposta imunolégica
adequada (LUGINBUHL e ANDERSON, 1914). A imunidade se instala ao longo de trés
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semanas e pode persistir por até dois anos. Essas vacinas ndo sdo recomendadas para rebanhos
livres da doenga porque o virus vacinal permanece viavel no ambiente por longo periodo
(BERRIER, 2001).

Analises filogenéticas indicam que ovelhas e cabras possuem cepas virais de ectima
contagioso agrupadas em diferentes ramificacdes na arvore genética, razdo pela qual é provavel
que vacinas preparadas com cepas virais de ectima contagioso isoladas de ovelhas ndo protegem
efetivamente cabras. Estudo realizado recentemente revelou que cepas virais de ectima
contagioso isoladas de cabras sdo mais heterogéneas que cepas virais de ovelhas, indicando a
necessidade no preparo de vacinas com cepas virais isoladas de cabras para administragdo em
cabras (MUSSER et al., 2008).

A producdo da primeira vacina viva atenuada em cultivo celular realizada por Mayr
(1981) foi um importante passo para a obtencdo de geracdo de vacinas melhores definidas e
seguras (BUTTNER e RZIHA, 2002). Outras vacinas tém sido desenvolvidas através de cultivo
celular (NETTLETON et al., 1996).

As vacinas devem ser aplicadas com cuidado para evitar a contaminacdo de propriedades
ndo infectadas e os animais vacinados devem ser isolados do lote ndo protegido, até a queda das
crostas (AIELLO, 1998). Os animais vacinados desenvolvem lesdes de aproximadamente 2 mm
(BUDDLE et al., 1984) caracteristicas da infecgdo pelo virus EC. Inicialmente é observado um
intenso eritema ao longo das linhas de escarificacdo, seguido pelo desenvolvimento de vesiculas,
pustulas e crostas (NETTLETON et al., 1996). Ha variacdo entre os cordeiros e cabritos
vacinados, mas geralmente, o eritema e mais evidente entre 2 e 8 dias ap0s a vacinacao, vesiculas
e pustulas apos 9 a 14 dias e as crostas sdo mais proeminentes entre 15 e 24 dias (NETTLETON
et al., 1996).

Em rebanhos onde a doenca se manifesta de forma endémica, a vacinagdo de animais com
dois ou trés dias de idade pode minimizar a gravidade do surto, que em cordeiros podem esta
associados a realizagdo da caudectomia (PUGH, 2005). Em adic¢&o, populacdo de animais que sdo
protegidos pela vacinagdo minimizaria o risco de transmissdo do ECV para o homem
(BUTTNER e RZIHA, 2002).
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Tabela 2 — Esquema de vacinagédo para o0 ectima contagioso em caprinos e ovinos

Categoria animal Condicdes

Esquema de vacinagao Periodo

Cordeiros e Cabritos; Rebanhos onde ja
Matrizes (terco final da surgiu a doenca; ou
gestacdo) naqueles em que
ocorreu introducdo
de novos animais;
ou quando do envio
de animais a

exposicéo

Autovacina, dose Unica Semestralmente
repetindo-se nas matrizes

na proxima pari¢do

Fonte: PINTO JUNIOR (2007) adaptado de Silva et al. (2001).

A vacinacdo das matrizes deve ser realizada no terco final da gestacdo, embora ndo ocorra

uma boa transferéncia de anticorpos pela placenta, e as mées vacinadas transmitem imunidade a

suas crias via colostro. Por ser a imunidade passiva de curta duracdo, € necessario vacinar 0s
cordeiros e cabritos nos primeiros dias de vida (LUGINBUHL e ANDERSON, 2008).
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ISOLAMENTO E AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DO VIRUS DO ECTIMA
CONTAGIOSO EM LINHAGEM DE CELULAS DE CORNEA FETAL CAPRINA (CorFC) E
IDENTIFICACAO PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Rosana Léo de Santana, Michele Moreira Martins de Oliveira?, Sérgio Alves do Nascimento®,
Rita de Céssia Carvalho Maia®*, Roberto Soares de Castro®

RESUMO - Ectima contagioso (EC) é uma virose aguda e proliferativa de ovinos e caprinos
causada pelo virus do ectima contagioso (ECV), do género Parapoxvirus. O controle da infeccéo
em regides endémicas é realizado através de vacinacdo, no entanto ocorrem limitagdes na
producdo de vacinas devido a dificuldade de replicacdo do virus em cultura celular. Este trabalho
foi conduzido com o objetivo de isolar e avaliar o comportamento de amostras de ECV em uma
linhagem de células de cdrnea fetal caprina (CorFC) naturalmente imortalizada. Amostras de
crostas de vinte e dois ovinos e de sete caprinos que apresentavam sinais clinicos de EC,
originarios dos Estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe e Paraiba, foram isoladas em
monocamadas de células CorFC e identificadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando primers para amplificacdo de um fragmento de 235 pb do gene B2L do envelope do
ECV. Onze amostras foram submetidas a sete passagens consecutivas, a intervalos semanais.
Observou-se em todas as passagens, a partir de 24 horas pés-infeccdo, efeito citopatico (ECP)
caracterizado por arredondamento celular, fusdo com formacao sincicial, inclusao citoplasmatica
e vacuolizacdo. Deste modo, concluiu-se que as culturas de células CorFC mostraram-se
altamente permissiveis a replicacdo do ECV, com pequena variacdo entre as amostras virais. A
PCR indicou ser um método eficiente para confirmacdo da infeccdo por ECV em amostras

clinicas.

Termos para Indexacgdo: Parapoxvirus, efeito citopatico, PCR, ectima contagioso.
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ISOLATION AND EVALUATION OF CONTAGIOUS ECTHYMA VIRUS IN LINEAGE
FETAL CAPRINE CORNEA CELL (CorFC) AND VIRAL IDENTIFICATION BY THE
POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

ABSTRACT - Contagious Ecthyma (CE) is an acute viral infection that proliferates among sheep
and goats and is caused by the contagious ecthyma virus (ECV), the Parapoxvirus genus. The
control of the infection in endemic regions is performed with vaccines, however there are
limitations in the vaccine production due to the difficulties in replicating the virus in cell cultures.
This work was conducted so as to isolate and evaluate the behavior of ECV samples in fetal goat
cell line cornea (CorFC) naturally immortalized. Crust samples from 22 sheep and seven goats
presenting the clinical symptoms of EC from the states of Pernambuco, Bahia, Sergipe and
Paraiba, were inoculated in CorFC monolayers and identified by polymerase chain reaction
(PCR) using primers for amplification of a fragment of 235 bp of gene B2L envelope ECV.
Eleven samples were submitted to seven consecutive passes, at weekly intervals. Cytopathic
effect (CPE) was observed in all passages, after 24 hours post-infection, characterized by cell
rounding, syncytial fusion with training, inclusion and cytoplasmic vacuolization. Thus, CorFC
cell cultures proved highly permissible to ECV replication with small variation among viral
samples. The PCR technique can be an efficient method used for confirmation of ECV infection

in clinical samples.

Index terms: Parapoxvirus, cytopathic effect, PCR, contagious ecthyma.
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INTRODUCAO

O Ectima contagioso (EC) foi descrito pela primeira vez em ovinos por Steeb, em 1787, e
em caprinos em 1879 (BARRAVIEIRA, 2005). E causado por um virus da familia Poxviridae,
género Parapoxivirus, caracterizado pelo tropismo por células epiteliais e pela alta resisténcia as
condi¢cBes ambientais, geralmente adversas para a maioria dos virus, como 0 ressecamento
(PASTORET e BROCHIER, 1990).

A penetracdo do virus ocorre por meio de lesdes cutaneas. O primeiro sintoma observado
em animais acometidos pelo virus é o aumento da espessura da pele na area de invasdo do virus,
com a formacdo posterior de papulas, vesiculas, plstulas e crostas. LesGes caracteristicas sao
observadas na face, principalmente nos labios, porém em casos mais severos podem ser vistos no
Ubere, tetos, membros, orelhas, mucosas, cauda e coroa do casco. O periodo de incubagdo em
ovinos e caprinos € de dois a trés dias. Cursando a enfermidade em trés a quatro semanas, com
desaparecimento das crostas e regeneracdo do tecido epitelial (ROBINSON e BALASSU, 1981,
NANDI, et al., 2011)

O Ectima contagioso é considerado uma enfermidade benigna. Entretanto, pode tornar-se
grave, quando ocorre envolvimento de outros érgdos, além da pele, determinando grandes perdas
ao rebanho. A morbidade em animais jovens ou de rebanhos indenes pode ser alta, chegando a
100%, com mortalidade geralmente baixa, podendo elevar-se em animais jovens, devido a
infeccbes secundarias e manejo deficiente, associados a infeccdo por cepas de alta viruléncia
(ROBINSON e BALASSU, 1981; NANDI et al., 2011).

Apesar do desenvolvimento da ovinocaprinocultura brasileira, do carater endémico da
enfermidade e da sua importancia, poucos trabalhos de pesquisa tém sido realizados com relacéo
ao virus EC, que possam subsidiar o controle da enfermidade, que se fundamenta,
principalmente, na vacinacdo dos animais em areas endémicas (TORRES, 1943; ROBINSON e
BALASSU, 1981; PINTO JUNIOR, 2007; NANDI et al., 2011). Como n#o existem vacinas
inativadas contra EC que sejam eficientes, a vacinagdo deve ser feita com virus vivo. Por isto, sO
é recomendada em criacfes endémicas, pois 0 uso da vacina implica obrigatoriamente na
introduc&o do virus no rebanho (PINTO JUNIOR, 2007).
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Dentre os entraves tecnoldgicos para a produgdo de vacinas, destaca-se a dificuldade de
replicacdo do virus em cultivo celular. Estudos in vitro utilizando amostras de ECV tém sido
realizados utilizando-se células de cultivo primario de testiculo caprino (MAZUR e MACHADO,
1990, HOSAMANI et al., 2007), de rim caprino (OLIVEIRA et al., 1998), queratindcitos de
tecido do prepucio de cordeiros (SCAGLIARINI et al., 2005), células de linhagem continua
MDBK (OLIVEIRA et al., 1998), fibroblasto de embrido de pinto (MERCANTE et al., 2008) e
células Vero (VIKOREN et al.,, 2008). Nesses estudos tem sido relatada a dificuldade de
replicacdo do virus, pois nenhum dos modelos aplicados mostrou-se permissivel a replicacao
continua de ECV.

Baseado no exposto, este trabalho foi conduzido com o objetivo de isolar e avaliar o
comportamento de amostras de ECV em uma linhagem de células de cornea fetal caprina
(CorFC) naturalmente imortalizada, bem como identificar o agente etioldgico pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

MATERIAL E METODOS

Origem das Amostras

Foram utilizadas crostas coletadas de vinte e dois ovinos e sete caprinos com
sintomatologia clinica sugestiva de EC, originarios dos Estados de Pernambuco, Bahia, Sergipe e
Paraiba. Os animais apresentavam les6es distribuidas principalmente nas areas desprovidas de
pélos, como face, labios, cavidade bucal, narinas e orelhas, com intensidade variada, chegando a
quadros graves (Tabela 1). As crostas foram acondicionadas em tubos de 1,5 mL estéreis e
enviadas resfriadas, em caixas isotérmicas, ao laboratorio de viroses (LAVIAN-UFRPE), onde

foram conservadas a —20°C até o inicio do processo para isolamento viral.

Cultivo celular

As monocamadas de células de cornea fetal caprina (CorFC) (NASCIMENTO, 2012)
foram cultivadas em garrafas plasticas de 25 cm? em meio essencial minimo de Eagle (MEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibidticos (penicilina e estreptomicina) e
antifungico (anfotericina B), incubados a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, até total confluéncia

da monocamada celular, quando eram feitas novas passagens por tripsinizagéo.
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Isolamento e Passagens em Monocamada Celular

As crostas foram maceradas com areia estéril, utilizando-se graal e pistilo, re-suspensas
em solucdo tampdo salina (PBS) pH 7,6, estéril, formando uma suspenséo, que foi clarificada por
centrifugacdo 3.000g, por 20 minutos, em temperatura de 25° a 27C°. O sobrenadante coletado foi
tratado com 200UI/mL de penicilina G potéssica, 2mg/mL de sulfato de estreptomicina e 2
mg/mL de anfotericina B3 e mantido em tubos de 15 mL (Corning) a 4°C por 24 horas.
Monocamadas semiconfluentes de CorFC, cultivadas em garrafas de cultivo celular de 25cm? de
area, foram inoculadas com 1mL dessa suspensdo e incubadas durante 1 hora. Apds esse periodo,
o indculo foi removido e a camada celular lavada duas vezes com MEM. Em seguida, procedeu-
se com a adicdo de 5 mL de MEM suplementado com 2% de SFB e incubagdo a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO,. Paralelamente, foi inoculado apenas MEM suplementado com 2% SFB,
seguindo o mesmo procedimento, sendo estas garrafas consideradas controle.

A cada 24 horas, as garrafas foram avaliadas para observacao detalhada da monocamada
celular, em microscépio de luz invertida e verificacdo da formacdo de efeito citopatico (ECP),
cuja intensidade foi avaliada em rela¢do as monocamadas controles, e registrada de acordo com a
seguinte classificacdo: + (até 25% de ECP); ++ (entre 25% e 50% de ECP); +++ (entre 50% e
75% de ECP); ++++ (75% a 100% de ECP) (OLIVEIRA et al., 1998). Todas as garrafas, que
apresentaram ou ndo ECP, foram congeladas a -20°C, no oitavo dia poés-inoculacéo (p.i.). Para
avaliar o comportamento dos isolados do ECV em cultivo de CorFC, onze amostras foram
submetidas a sete passagens, cujo indculo consistiu da suspensdo viral obtida por trés ciclos de
congelamento e descongelamento das garrafas de cultivo, realizadas com intervalo de oito dias,
conforme protocolo descrito por OLIVEIRA et al. (1998).

Identificacéo do ECV por PCR

Extracdo de DNA

Cerca de 25 mg das crostas dos animais afetados foram trituradas e re-suspensas em
solugdo tampdo salina (PBS) pH 7,6 na presenca de antibidticos (penicilina 200U/ml,
estreptomicina 2mg/ml), as culturas de células CorFC inoculadas com as amostras de campo, na
primeira passagem, foram congeladas, descongeladas e usadas diretamente para extracdo do
DNA. Os DNAs das amostras de crostas e das passadas em cultivo celular foram extraidos e

purificados usando o Kit QlAamp MinElute Virus Spin (Qiagen®, Alemanha), conforme
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instrucGes do fabricante. Apds as extracfes os DNAs foram armazenados a -20°C para utiliza¢do
nas PCRs.

Oligonucleotideos iniciadores (Primers)

O par de primers, PPP-3 e PPP-4 denominados pan-parapoxvirus, descritos por Inoshima
et al. (2000) foi utilizado neste estudo para amplificacdo de um fragmento de 235pb do gene do
envelope B2L, da cepa NZ2. As sequéncias dos primers PPP-3 e PPP-4 sdo: 5’-gcg agt cc gaga

aga ata cg-3’ e 5’-tac gtg gga agc gcc tcg ct-3°, respectivamente.

PCR convencional

Para a reacdo de PCR convencional foram utilizados 112 ng do DNA extraido, 10 pmol de
cada primer (PPP-3 e PPP-4) e 0 Top Tag Master Mix Kit (Qiagen®, Alemanha), segundo
recomendacdes do fabricante. As condi¢cdes de ciclagem consistiram em incubacdo inicial de
94°C por 3 min, seguida de 30 ciclos: desnaturagdo 94°C por 30 segundos, anelamento 60°C por
30 segundos, extensdo 72°C por 1 min, 72°C por 10 min, com etapa final de 4°C. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (LGC Biotecnologia, SP,BR),
corados com Blue Green loading dye | (LGC Biotecnologia, SP, BR) em tampdo TAE 1x, sob
voltagem constante (80V) durante 50 min. Foi utilizado marcador molecular de 100pb DNA
ladder (LGC Biotecnologia, SP,BR). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) através do
Sistema de Captura de Imagem/L-P1X-HE (Loccus-biotecnologia, Brasil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células CorFC inoculadas com as 29 amostras de crostas obtidas de animais
clinicamente afetados apresentaram ECP caracterizado pelo arredondamento celular, fusdo com
formagdo de pequenos sincicios, vacuolizagdo e corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
(Figura 1). Além das amostras serem originadas de casos clinicos sugestivos de EC, tais
alteracOes celulares sdo compativeis com as descricbes de ECP causado pelos virus da familia
Poxviridae (ROBINSON e BALASSU, 1981). Além disso, todas as amostras foram positivas a
PCR realizadas para amplificagédo do gene B2L do ECV, o que confirma que os isolados sdo o
ECV.

Dentre 0s entraves tecnologicos para a produgdo de vacinas, destaca-se a dificuldade de
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replicacdo do virus em cultivo celular. Estudos in vitro utilizando amostras de ECV tém sido
realizados, utilizando-se células de cultivo priméario de testiculo caprino (MAZUR e
MACHADO, 1990, HOSAMANI et al., 2007), de rim caprino (OLIVEIRA et al., 1998),
queratinécitos de prepucio de cordeiros (SCAGLIARINI et al., 2005), bem como células de
linhagem continua MDBK (OLIVEIRA et al., 1998) e Vero (VIKOREN et al., 2008). Nesses
estudos tem sido relatada a dificuldade de replicacdo do virus, pois nenhum dos modelos
aplicados mostrou-se permissivel a replicacdo continua de ECV. A auséncia de cultivo celular
permissivel a replicacdo continuada de EC tem levado a comercializacdo no Brasil de vacina
obtida a partir de suspensdo de crostas de animais infectados, que apresenta sério risco de
disseminacdo de outras doengas, principalmente virais, ja que ndo é inativada (PINTO JUNIOR,
2007). O sucesso na replicacdo do ECV nas células CorFC podera resolver este problema.

As 11 amostras passadas seriadamente induziram o ECP, com 25% a 100% de
desprendimento da camada celular, que variou, de acordo com a amostra viral. As amostras
BrPB1.02, BrBA1.01 e BrBA1.02 apresentaram ECP mais intenso que as demais em todas as
passagens realizadas (Tabela 2). A amostra BrPB1.02 foi obtida de um ovino do estado da
Paraiba, que apresentava sinais clinicos severos de EC, e as amostras BrBA1.01 e BrBA1.02 de
caprinos do estado da Bahia (Tabela 1). As demais, todas de ovinos de distintos rebanhos
apresentaram ECP com intensidades variaveis entre as passagens (Tabela 2). Esses achados
sugerem variacao entre as amostras, porém deve-se destacar que as passagens foram executadas
com volumes fixos dos inoculos. Assim, diferencas de comportamento entre as amostras podem
ocorrer devido a diferentes titulos iniciais dos indculos. Por outro lado, ndo é possivel estabelecer
relacdo entre intensidade de ECP e viruléncia, 0 que sé podera ser elucidada apos inoculagédo de
animais susceptiveis. De acordo com Oliveira et al. (1998), as alteraces celulares de menor
intensidade foram observadas em amostras de ovinos e ndo de caprinos, o que ndo foi confirmado
neste estudo, pois a maioria das amostras foi oriunda de ovinos, exceto BrSE1.01 e BrSE1.02, e
apresentaram ECP méximo as 192 horas p.i. na primeira passagem, semelhantes as amostras
caprinas.

O comportamento das amostras de ECV foi diferente dos achados de Oliveira et al. (1998)
que, utilizando amostras de caprinos de Pernambuco e células de linhagem MDBK e de cultivo
primario de rim fetal caprino, conseguiram a replicacdo viral apenas na primeira e segunda

passagens. A intensidade da replicacdo viral em todas as passagens no presente estudo pode ser
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um indicativo de adaptacdo das amostras virais as células CorFC, sistema de cultivo ainda n&o
testado para replicacdo de ECV. A escolha deste sistema ocorreu por serem as células de cornea
de facil cultivo, pelos bons resultados na replicacdo de outros virus, como o da artrite-encefalite
caprina (CAEV) (OLIVEIRA et al., 2007) e por ser o ECV epiteliotropico (ROBINSON e
BALASSU, 1981). Adicionalmente, é conhecido que o epitélio da cdérnea ndo € irrigado
diretamente pela corrente sanguinea (BURKITT et al., 1994), o que o torna menos accessivel aos
agentes virais. Com isto, mesmo sendo de natureza epitelial como outras células susceptiveis a
infeccdo pelo ECV, essas células poderiam conter receptores menos favoraveis a infeccao viral
por ndo terem sido submetidas a forte pressdo de selecdo na interagéo virus-hospedeiro. Do ponto
de vista evolutivo, o contrario também é verdadeiro. Nesse caso, as células de cdrnea seriam mais
permissiveis a infeccdo por ECV, o que poderia explicar, em parte, a melhor replicabilidade em
culturas de células de cdrnea, quando em comparacdo com os resultados obtidos em outros
estudos, que relataram o insucesso ou sucesso parcial na replicagdo in vitro de ECV em outras
células (MAZUR e MACHADO, 1990; OLIVEIRA et al., 1998; SCAGLIARINI et al., 2005;
HOSAMANI et al., 2007; VIKOREN et al., 2008).

Em algumas amostras foi observada que na terceira, quarta e quinta passagens, ocorreram
formagdes de ECP de menor intensidade. Segundo Webster (1958) e Pyer (1990), isto pode
ocorrer apés adaptacdo do ECV as culturas celulares chegando, as vezes, a ndo ser mais
observado formagdo de ECP, temporariamente, e que volta a ser observado com passagens
sucessivas, provavelmente para selecdo de amostras virais de maior poder infeccioso para a
populacdo celular exposta. Por outro lado, as variacdes observadas entre as amostras de ECV em
cultivo celular, dependem tambem do nivel de adaptagdo do virus ao soro utilizado na
suplementacdo do meio de cultura. E possivel que as diferencas entre amostras tendam a
desaparecer com passagens sucessivas (HUSSAIN e BURGER, 1988; MAZUR e MACHADO,
1990).

CONCLUSOES

As culturas de células CorFC mostraram-se altamente permissiveis a replicacdo do ECV, com
pequena variagdo entre as amostras virais.

A PCR indicou ser um método eficiente para confirmacdo da infeccdo por ECV em amostras

clinicas.
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Tabela 1 - Amostras de crostas colhidas para isolamento do virus ectima contagioso (ECV) de
acordo com a origem, espécie e localizacao das lesGes

Estado Municipios Amostras Espécie Localizagdo das
lesdes
Paraiba Soledade BrPB 1.01 Ovina Face
BrPB 1.02 Ovina Face
BrPB 1.03 Ovina Face
BrPB 1.04 Ovina Face
Sergipe Poco Verde BrSE 1.01 Ovina Boca
BrSE 1.02 Ovina Boca
BrSE 1.03 Ovina Boca
Itaporanga BrSE 2.01 Ovina Boca
BrSE 2.02 Ovina Boca
Bahia Heliépolis BrBA 1.01 Caprina Boca
BrBA 1.02 Caprina Boca
Pernambuco  Floresta BrPE 1.01 Caprina Boca
BrPE 1.02 Caprina Boca/orelha
BrPE 1.03 Ovina Boca/orelha
BrPE 1.04 Ovina Boca
BrPE 1.05 Ovina Boca/orelha/olhos
Recife BrPE 2.01 Ovina Boca/orelha/olhos
BrPE 2.02 Ovina Boca
BrPE 2.03 Caprina Focinho/orelha
BrPE 2.04 Caprina Boca/orelha/olhos
BrPE 2.05 Caprina Boca/orelha/dorso
BrPE 2.06 Ovina Boca/orelha
BrPE 2.07 Ovina Boca/orelha/olhos
BrPE 2.08 Ovina Focinho
BrPE 2.09 Ovina Focinho/orelha
Sertania BrPE 3.01 Ovina Focinho/orelha
BrPE 3.02 Ovina Canfro/orelha
Petrolina BrPE 4 Ovina Focinho

Ilha de Itamaracéa BrPE 5 Ovina Focinho
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Tabela 2 - Intensidade do efeito citopatico (ECP) causado pelas amostras do virus ectima
contagioso (ECV), de acordo com a passagem em linhagem de células de cornea fetal caprina

(CorFC) naturalmente imortalizada, no oitavo dia pos-inoculacéo (p.i.)

Passagem (semana)

Amostra P 5 = 2 = 5 -
BrPB1.02 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
BrPB 1.03 ++++ ++++ ++ ++ +++ ++++ +++
BrPB 1.01 ++++ ++++ +++ ++ +++ ++++ ++++
BrPB 1.04 +++ ++++ +++ ++++ ++++ +++ +++
BrSE 2.01 ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ +++
BrSE 2.02 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++
BrSE 1.01 ++ ++++ +++ ++ ++++ ++++ +++
BrSE 1.02 + ++++ ++++ ++++ + +++ ++++
BrSE 1.03 ++++ +++ +++ +4+++ 4+ 4+ +4+
BrBA 1.01 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
BrBA 1.02 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

ECP até 25% (+); entre 25% e 50% (++); entre 50% e 75% (+++); e entre 75% e 100% (++++).
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Figura 1. Cultivo primario de células de cornea fetal caprina (CorFC) observadas em microscopico Optico de luz
invertida: a) monocamada ndo infectada corada pelo método de Giemsa no aumento de 40, e em b) inclusdo
intracitoplasmatica causada pela replicagcdo do ECV no citoplasma celular, aumento de 600X.

600pb

Figura 2. Gel de Agarose representando resultados da PCR de in6culos. (A) Linha M (marcador de peso molecular-
Invitrogen); linhas 1, 2 e 3 amostras Sergipe:BrSE1.01, BrSE1.02, BrSE1.03; linhas 4 e 5: amostras Bahia:
BrBA1.01, BrBA1.02 e linha 6: controle negativo. (B) Linha M (marcador de peso molecular- Invitrogen); linhas 7
e 8 amostras Sergipe : BrSE2.01, BrSE2.02; linhas 9, 10, 11 e 12 amostras Paraiba: BrPB1.01, BrPB1.02, BrPB1.03,
BrPB1.04; linha 13: controle negativo.
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Figura 3.Gel de Agarose representando resultados da PCR tradicional de sobrenadante de
cultivo de células cérnea fetal caprina. (A) Linha M (marcador de peso molecular- Invitrogen);
linhas: 1-BrSE1.01, 2-BrSE1.02, 3-BrSE1.03, 4-BrBA1l.01, 5-BrBA1.02, 6-BrSE2.01, 7-
BrSE2.02, 8-BrPE1.06 e 9-BrPE1.07 (B), Linha M (marcador de peso molecular- Invitrogen);
Linhas 10-BrPB1.03,11-BrPB1.04, 12-BrPB1.02, 13-BrPB1.01, 14-BrPE1.01,15-BrPE3.01,16-
BrPE3.02, 17-controle negativo. (C) e (D), Linha M (marcador de peso molecular — Invitrogen),
linhas 18-BrPE4, 19-BrPE-2.01, 20-BrPE2.02, 21-BrPE2.03, 22-BrPE2.04, 23-BrPE2.05, 24-
BrPE1.05, 25-controle negativo. 26-BrPE1.02, 27-BrPE1.08, 28-BrPE2.07, 29-BrPE2.08, 30-
BrPES5, 31-BrPE2.06, 32-BrPE2.09, 33- controle negativo.
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PADRONIZACAO DE UMA REA(}AO EM CADEIA DA POLIMERASE EM
TEMPO REAL (qPCR) PARA DIAGNOSTICO DE ECTIMA CONTAGIOSO

Rosana Léo de Santanat, Telissa Kassar2, Ana Lisa Gomes?, Rita de Cassia Carvalho Maia®,
Antonio Carlos FreitasS, Roberto Soares de Castro®

RESUMO - O virus do ectima contagioso (ECV), também conhecido como orf virus (ORFV), é
0 agente etiologico do ectima contagioso (EC) dos ovinos e caprinos, e pertence ao género
Parapoxvirus, da familia Poxviridae. Em certos casos, o EC pode ser confundido com
enfermidades vesiculares, havendo assim, a necessidade de sua diferenciac¢do, sobretudo porque,
segundo as normas do Programa Nacional de Erradicagdo da Febre Aftosa (PNEFA), os caprinos
e ovinos ndo sdo vacinados contra a Febre Aftosa (FA), atuando como animais sentinelas.
Embora estudos iniciais tenham demonstrado a utilidade da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) como teste diagnostico, ainda ndo ha estudos sobre sua utilizacdo envolvendo amostras de
campo brasileiras, que podem ser geneticamente diferentes das j& estudadas. Baseado no exposto,
este trabalho foi conduzido com o objetivo de padronizar uma PCR em tempo real (QPCR)
utilizando o corante SYBR Green | para diagndstico molecular de EC diretamente a partir de
DNA extraido de lesdes do animal afetado ou de cultivo celular inoculado com amostras de
campo. Os produtos da qPCR foram detectados com a analise da curva de dissociagdo que
mostrou um pico a 88°C, indicativo de que as amostras positivas tém apenas um produto de
amplificacdo especifico. Todas as amostras de DNA testadas (crostas de 29 animais e seus
respectivos cultivos celulares) foram positivas na gPCR. A qPCR foi capaz de detectar o DNA
até, no minimo, a dilui¢do de 10.000 vezes, correspondendo a 0,056ng do DNA. Acredita-se que
com as adicionais validagcbes a gqPCR relatada neste trabalho poderd ser empregada para o
diagnostico diferencial nas ac¢fes de vigilancia sanitaria do PNEFA.

Termos para Indexagdo: Parapoxvirus, gPCR, ectima contagioso
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STANDARDIZATION OF A POLYMERASE CHAIN REACTION IN REAL
TIME (qPCR) FOR DIAGNOSIS OF CONTAGIOUS ECHTYMA

ABSTRACT - The virus of contagious ecthyma (CEV), also known as orf virus (ORFV) is the
etiological agent of contagious ecthyma (CE) in sheep and goat and belongs to the Parapoxvirus
genus, family Poxviridae. In some cases, CE can be confused with vesicular diseases so there is
need for differentiation especially because, according to the standards of the National Program
for the Eradication of FMD (PNEFA), goats and sheep are not vaccinated against Foot and
Mouth Disease (FMD), acting as sentinel animals. Although initial studies have demonstrated
the usefulness of the polymerase chain reaction (PCR) as a diagnostic test, there are no studies
involving its use on Brazilian field samples, which may be genetically distinct from previously
studied samples, as described in a study of restriction sites analysis of Brazilian CE samples.
Based on this, the work was conducted with the goal of standardizing a PCR (qPCR) test using
SYBR Green | dye for molecular diagnosis of EC in DNA extracted from lesions of affected
animal or cell culture inoculated in field samples. The products were detected with gPCR
dissociation curve analysis which showed a peak at 88 ° C indicating that positive samples have
only one specific amplification product. All DNA samples tested (29 animals crusts and their cell
cultures) were positive in the qPCR. The gPCR was able to detect the DNA of at least 10,000
times dilution corresponding to 0.056 ng of DNA. It is believed that with the additional qPCR
validations reported in this study, it can be used for differential diagnosis in the health
surveillance of PNEFA.

Index Terms: Parapoxvirus, qPCR, contagious ecthyma
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INTRODUCAO

Ectima contagioso (EC), também conhecido como ORF, é uma virose aguda que acomete
caprinos e ovinos, amplamente disseminada em todo mundo, inclusive no Brasil, onde foi
descrito pela primeira vez em S3o Paulo (GUIMARAES, 1939) e, posteriormente, em
Pernambuco (TORRES, 1943) e Rio Grande do Sul (GUERREIRO, 1954). Tem sido descrito no
Ceard (ARITA et al., 1986), Minas Gerais, Rio de Janeiro (MAZUR e MACHADO, 1990), Rio
Grande do Sul (SALLES et al., 1992), Sdo Paulo (LANGONI et al., 1995; CARTROXO et al.,
2002), Pernambuco (OLIVEIRA et al., 1998) e Mato Grosso (ABRAHAO et al., 2009). A doenca
pode ainda afetar o homem, sendo considerada uma doenca de interesse a salde publica
(BARRAVIEIRA et al., 2005; NANDI et. al., 2011).

O virus do ectima contagioso (ECV) pertence a familia Poxviridae, género Parapoxivirus,
estreitamente relacionado aos virus da estomatite papular bovina, pseudocowpox virus e
parapoxvirus da corca vermelha na Nova Zelandia (PVNZ) (NANDI et al., 2011). O virus €
epiteliotrépico e altamente resistente as condicdes ambientais, geralmente adversas para a
maioria dos virus, como o ressecamento (PASTORET e BROCHIER, 1990).

A cepa mais estudada sob o ponto de vista molecular é a NZ2, isolada na Nova Zelandia.
O genoma apresenta de 139 a 160 quilopares de base (kpb) e é estreitamente relacionado ao
genoma de outros poxvirus (DELHON et al., 2004). A organizacdo do genoma do ECV exibe o
padrdo geral de outros poxvirus, consistindo de uma regido central, que contém genes essenciais
e conservados, e terminais, que contém genes geralmente relacionados a viruléncia e a
patogénese (NANDI et al., 2011). O gene B2L é conservado, compreende cerca de 1.206 pb,
codifica uma proteina do envelope viral de 42 kDa e esta situado na regido central do genoma,
sendo o mais usado para deteccdo de ECV pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
amostras clinicas, devido sua alta conservacao entre as espécies (INOSHIMA et al., 2000).

A PCR é reconhecida como um método de diagndstico molecular estavel, rapido e
sensivel para a deteccdo de &cidos nucleicos e pode ser utilizada mesmo quando a disponibilidade
de amostra é pequena. A PCR identifica animais verdadeiramente infectados e ndo apenas
soropositivos (NITSCHE et al., 2006). Ensaios de diluigdo seriada e de placa ja foram bastante
utilizadas para quantificar o virus. Porém sdo demorados e trabalhosos e, geralmente, ndo podem
ser usados para amostras de campo de ECV que ndo se adaptaram ao crescimento in vitro.

Portanto, a PCR convencional baseada na amplificacdo de parte do gene B2L (SULLIVAN et al.,
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1994) foi desenvolvida para detectar as espécies de parapoxvirus conhecidas e, em conjunto com
o0 sequenciamento de DNA, podem ser utilizadas para diferenciagdo das espécies (INOSHIMA et
al., 2000). Diferentes protocolos de PCR convencional foram desenvolvidos para diagnostico
rapido de infeccBes por ECV (TORFASON et al., 2002; ABRAHAO ete al., 2009, INOSHIMA
et al., 2000). Atualmente, além dos usos da PCR convencional, a PCR em tempo real (QPCR)
tem-se revelado precisa e eficiente para quantificagdo de DNA, permitindo estabelecer sua
correlagdo com o titulo viral, inclusive do ECV, mesmo de amostras de campo que ndo se
repliquem in vitro (GALLINA et al., 2006). As qPCRs desenvolvidas para detec¢cdo do DNA do
ECV usam sondas especifica para regido mais interna do gene B2L (NITSCHE A. et al., 2006;
GALLINA et al., 2006; BANKOWSKI et al.,, 2004). Embora estudos iniciais tenham
demonstrado sua utilidade como teste de diagnéstico, ainda ndo ha estudos sobre sua utilizacéo
envolvendo amostras brasileiras, que podem ser geneticamente diferentes das ja estudadas,
conforme previamente descrito em um estudo com analise de restricao.

Baseado no exposto, este trabalho foi conduzido com o objetivo de padronizar uma gPCR
utilizando o corante SYBR Green | para diagnéstico molecular de EC em amostras clinicas e

isoladas em culturas de células.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizadas amostras de DNA extraidas de crostas de 22 ovinos e de sete caprinos
com sintomatologia clinica de EC, originarios dos Estados de Pernambuco, Paraiba, Bahia e
Sergipe, bem como de cultivos de células CorFC inoculadas com essas amostras. A quantidade
de DNA nas amostras foi determinada por espectrofotometria, de acordo com as instrugcdes do

fabricante (Qubit Fluorometrer; Life Tecnologies, USA).
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Para a realizacdo da gPCR foram utilizados os primers PPP-3 (5’-gcg agt cc gaga aga ata
cg-3’) e PPP-4 (5’-tac gtg gga agc gcc tcg ct-3’), denominados pan-parapoxvirus, descritos por

Inoshima et al. (2000), que amplificam um fragmento de 235 pb do gene B2L do ECV.
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A reacdo qPCR foi realizada no termociclador em tempo real- Line-Gene k (Hangzhou
Bioer Technology Co.,Ltd — China) utilizando o corante SYBR Green |, inespecifico que se liga
a qualquer DNA dupla fita (e ROX como referéncia passiva). Os produtos da gPCR foram
detectados com a analise da curva de dissociacdo, realizada posteriormente a corrida da PCR,
aumentando a temperatura lentamente 60-95 °C (0,5 °C/s) e através da medicao da fluorescéncia
de forma continua. A Line- gene K-software FQD-48 foi utilizada para a analise e interpretacédo
dos resultados. A reacdo incluiu 2 L do DNA extraido, primers PPP3 —PPP4 (10 pmols de
cada), 12,5 L Quantifast SYBR Green Master Mix (Qiagen, Alemanha), d4gua adicionada para
um volume final de 25 L.

Foram testadas algumas condi¢cdes de ciclagem, onde diferentes temperaturas de
anelamento, numero de ciclos e tempo de extensdo foram modificados. Ap6s experimentacao, 0s
melhores resultados foram obtidos com a PCR realizada nas seguintes condigdes de ciclagem:
uma etapa de desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de amplificacdo (95
°C por 10 e 60 °C por 30 s). Controles sem o DNA alvo (no template control -NTC) foram
incluidos em cada PCR, para detectar resultados falso-positivos devido a contaminacdo. Todos 0s

ensaios foram realizados em duplicatas.

Sensibilidade e especificidade analiticas da qPCR

A sensibilidade analitica da gPCR foi determinada com base em uma curva de deteccdo,
onde foram realizadas dilui¢fes seriadas (1:10, 1:100, 1:1.000, e 1:10.000) em duplicata, a partir
de uma concentracdo inicial do DNA de 560 ng a partir da amostra BrSE1.01 considerada como
controle positivo. A especificidade analitica foi avaliada com base no seqlienciamento do
fragmento de DNA de 235 pb correspondente ao gene B2L do ECV de 26 amostras utilizando
ABI 3100 (Applied Biosystems, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi proposto aperfeicoar uma qPCR para diagnosticar ECV diretamente a partir de DNA
extraido de lesbes do animal afetado ou de cultivo celular inoculado com amostras de campo. Os
produtos da qPCR foram detectados com a analise da curva de dissocia¢cdo. Uma vez que foi
usado SYBR Green | como corante intercalante de DNA, a andlise da curva de dissociacéo é
essencial para determinar a especificidade dos resultados. A presenca de pico a 88°C no grafico
mostra que as amostras positivas tem apenas um produto de amplificacdo especifico (figura 2), e
controles negativos nao tem nenhum produto.

Todas as amostras de DNA testadas (crostas de 29 animais e seus respectivos cultivos
celulares) foram positivas na g°PCR, com base na curva de dissociacdo. Na Figura 2A observa-se
0 resultado obtido para a curva de dissociacdo das amostras dos Estados de Sergipe, Bahia e
Paraiba; Estado de Pernambuco (Figura 2B e 2C), onde observa-se o pico gerado entre as
temperaturas de 88°C resultado da amplificacdo de produto especifico para ECV e controle
negativo (NTC) sem amplificagdo de produtos. Essas amostras foram testadas previamente
utilizando-se uma PCR convencional adaptada de Inoshima et al. (2000) e apresentaram resultado
positivo.

Existem alguns estudos utilizando a gPCR para a detec¢cdo de ECV e Parapoxvirus
(Gallina et al., 2006; Nitsche et al., 2006) utlizando sondas especificas para o virus. Nossos
resultados sdo os primeiros a utilizar o corante SYBR Green | ao invés de sondas. O SYBR
Green | é a alternativa mais viavel para o diagnostico de amostras de campo em larga escala,
sendo por isso, 0 produto selecionado para realizacdo do presente estudo, o que torna o
diagnostico por gPCR economicamente viavel. Adicionalmente, a gQPCR oferece varias vantagens
em relacdo a PCR tradicional, por se tratar de um sistema fechado, no qual a amplificacdo de
DNA é realizada e detectada em um Gnico tubo que permanece fechados durante a execugdo de
todo o processo, evitando processamento pés-amplificagdo, como a eletroforese em gel,
diminuindo o risco de contaminacdo (GOMES et al., 2006).

A figura 1 apresenta a curva de sensibilidade analitica da gPCR, onde foram realizadas
diluicbes seriadas do DNA de uma amostra. A qPCR foi capaz de detectar o DNA até, no
minimo, a diluicdo de 10.000 vezes, correspondendo a 0,056ng do DNA. A andlise das

sequéncias demonstrou similaridade de 93% com a sequéncia de referéncia AY386263.1 e de
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99% entre si, 0 que confirma a alta especificidade analitica da qPCR. Para se validar um teste
diagndstico, além da sensibilidade e da especificidade analiticas, deve-se determinar a
sensibilidade e a especificidade diagndsticas, com base em testes de um namero significativo de
animais da populacdo onde o teste sera aplicado (OIE Terrestrial Manual, 2010). A gqPCR
apresentou resultado positivo em todas as amostras processadas a partir das crostas de animais
clinicamente afetados, o que sugere ser um teste altamente sensivel. Para definitiva validagdo da
gPCR é necessario testar maior niumero de amostras de animais afetados e de animais de
rebanhos livres de EC.

Para o diagnostico de parapoxvirus exames sorologicos ou moleculares podem ser
utilizados. Existem limitacGes nos testes soroldgicos, pois se trata de uma doenca geralmente de
evolucdo aguda e devido ao fato de que membros do género parapoxvirus sao intimamente
relacionados antigenicamente e, muitas vezes, estes ensaios soroldgicos nao sdo eficazes para
deteccdo de qual agente etioldgico estd causando a dermatite nos animais (NANDI et al., 2011).

Segundo as normas do PNEFA (Brasil, 2007) caprinos e ovinos ndo devem ser vacinados
contra a Febre Aftosa, permanecendo como animais sentinela. Essa condicdo é essencial para a
realizacdo dos inquéritos soroldgicos durante os processos de certificacdo pela OIE, bem como
para deteccdo de circulacdo viral nos casos de introdugdo do virus da Febre Aftosa em uma
determinada regido. Nesses casos deve-se dispor de um teste rapido e direto de diagndstico, que
possa ser empregado em certa escala, como a qPCR. EC é uma doenca que pode ser confundida
com as enfermidades vesiculares, como a Febre Aftosa. Acredita-se que com as adicionais
validacOes a qPCR relatada neste trabalho podera ser empregada para o diagnoéstico diferencial

nas acOes de vigilancia sanitaria do PNEFA.

CONCLUSOES

O aperfeicoamento da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real para
fins de diagndstico de campo indicou ser um método eficiente para confirmacédo de infecc¢do por
ECV em amostras clinicas, demonstrando a presenca de cepas de ECV circulando nos Estados de
PE, SE, BA e PB. E que nossos atuais resultados séo pioneiros em utilizar o corante Sybr Green |
ao invés de sondas especificas, proporcionando teste diagndstico menos oneroso para 0S
laboratdrios veterinarios, uma vez que o corante Sybr Green | apresenta um custo cerca de trés
vezes menor que o das sondas especificas, viabilizando assim o uso desta técnica para fins

diagnosticos.
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Figura 1. Curva de sensibilidade (ou detecgdo) utilizando dilui¢6es seriadas (1:10, 1:100, 1:1000,
1:10.000) com concentracéo inicial do ECV de 560 ng da amostra BrSE1.0, em duplicata.
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Figura 2. Curva de dissociacdo. (A) Amostras positivas com produto de amplificacéo especifico
para ECV dos Estados de Sergipe (BrSE1.01, BrSE1.02, BrSE1.03, BrSE2.01, BrSE2.02);
Paraiba (BrPB 1.01, BrPB1.02, BrPB 1.03, BrPB 1.04) e Bahia (BrBA 1.01, BrBA 1.02) e
controle negativo. (B) Amostras positivas com produtos de amplificacdo especifico para ECV do
Estado de Pernambuco (BrPE1.01, BrPE3.01, BrPE3.02, BrPE4, BrPE2.01, BrPE2.02, BrPE2.03,
BrPE2.04, BrPE2.05, BrPE2.06) e controle negativo. (C) Amostras positivas com produtos de
amplificacdo especifico para ECV do Estado de Pernambuco (BrPE2.12, BrPE2.13, BrPE2.14,
BrPE1.02, BrPE2.10, BrPE2.11, BrPE2.07, BrPE2.08, BrPE2.09, BrPE5) e controle negativo.
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RESUMO

ORF virus (ORFV), é o protdtipo do género Parapoxvirus, responsavel pelo ectima
contagioso em ovinos e caprinos. A enfermidade tem relevante impacto econémico para o setor
pecudria, onde é considerada uma das mais importantes enfermidades virais de ovinos e caprinos.
Para melhor compreender a epidemiologia do ectima contagioso, neste estudo foi realizada uma
analise filogenética de 26 cepas de ORFV, obtidas de animais de diferentes estados do Nordeste
brasileiro (Paraiba - PB, Pernambuco - PE, Sergipe - SE e Bahia - BA) clinicamente afetados por
ORFV. Amplicons do gene B2L de ORF foram submetidos ao sequenciamento. Apds
alinhamento e edicdo, 193 pb foram analisadas utilizando o método de neighbor-joining com
aplicacdo de conferéncias de valores de 1.000. As seqiiéncias isoladas em SE, PB, BA e PE
encontram-se divididas em dois grupos com grau de identidade de 64%. Baseado na sequencia do
gene B2L analisada foi observado um padrdo de agrupamento filogenético independente da
espécie de hospedeiro, origem geografica e tempo de isolamento.

Palavras-chave: Parapoxvirus, ORFV, Filogenia.
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ABSTRACT

ORF virus (ORFV) is a prototype of the Parapoxvirus genus responsible for contagious
ecthyma (CE) in sheep and goats. The disease has a significant economic impact in the livestock
sector and is considered one of the most important viral diseases of sheep and goats. To better
understand CE epidemiology, in this study we demonstrated a phylogenetic analysis of ORFV
strains. 26 samples of lesions from CE affected animals were analyzed. Animals were from
Brazilian Northeast states (PB, PE, SE and BA). The molecular targets (gene B2L) were
amplified and subjected to sequencing. After alignment and editing, 193 bp were analyzed using
neighbor-joining method with application of the 1000 bootstrap replicates. Sequences, isolated in
SE, PB, BA and PE, are divided into two clusters with an identity degree of 64%. Based on the
sequence of B2L gene analyzed, a pattern of phylogenetic grouping was observed independent of
host species, geographic origin and isolation time.

Keywords: Parapoxvirus, ORFV, Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

Orf virus (ORFV) é um DNA virus linear pertencente ao género Parapoxvirus da
subfamilia Chordopoxvirinae e Familia Poxviridae, apresenta virions envelopado com forma
ovoide e pode ser claramente distinguidos por microscopia eletrénica de Orthopoxvirus por causa
da sua estrutura de superficie regular (Nitsche et al., 2006). O genoma do ORFV ¢ de
aproximadamente 135 kb de comprimento e na regiéo central do genoma contém genes altamente
conservados e essenciais para replicacdo viral e morfogénese do virus.

A enfermidade causada pelo ORFV, ectima contagioso, tem relevante impacto econémico
para o setor pecudria, particularmente nos paises em desenvolvimento, onde é considerada como
uma das mais importantes enfermidades virais de ovinos e caprinos em criagdes com precaria
infra-estrutura. A taxa de mortalidade é geralmente inferior a 1%, mas complicacGes secundarias
pode aumentar este valor para cerca de 20-50%. ORFV afeta principalmente pequenos
ruminantes. Como pode afetar o homem tem sido considerada uma doenca de interesse a saude
publica (BARRAVIEIRA et al., 2005; NANDI et. al., 2011).

ORFV ¢ epiteliotropico, replica-se nos queratindcitos afetando principalmente a pele
desprovida de pelos dos labios, em volta das narinas, tetos e mucosa oral, progredindo de eritema
para pustula e crosta (HOSAMANI et al., 2006; NANDI et. al., 2011) . As lesbes ulcerativas
podem ser confundidas com a Febre Aftosa (FA), particularmente em ovinos. Os métodos de
diagndstico empregados sdo a microscopia eletrénica, histopatologia, Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), PCR em tempo real quantitativo (QPCR) e ELISA (NANDI, 2011). No
entanto, ndo ha um teste universal padrdo e nenhum é capaz de distinguir entre as cepas vacinais
do virus e do virus selvagem. A analise filogenética é uma ferramenta valiosa que pode auxiliar
no diagnostico e diferenciacdo de parapoxvirus que estdo intimamente relacionados
antigenicamente (NITSCHE A. et al, 2006;. HOSAMANI M. et al, 2009;. ABRAHAO J. et al,
2009).

No presente estudo foi realizada uma analise filogenética de sequéncias de amostras de
ORFV isoladas dos Estados de Pernambuco, Paraiba, Bahia e Sergipe, Nordeste do Brasil. A

arvore filogenética mostrou que essas sequéncias representam dois grupos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de DNA extraidas de crostas de 19 ovinos e de sete caprinos
com sintomatologia clinica de EC, originarios dos Estados de Pernambuco (BrPE 1.01, BrPE
1.02, BrPE 2.01, BrPE 2.02, BrPE 2.03, BrPE 2.04, BrPE 2.05, BrPE 2.06, BrPE 2.07, BrPE
2.08, BrPE 2.09, BrPE 3.01, BrPE 3.02, BrPE 4 BrPE 5) Paraiba (BrPB 1.01, BrPB 1.02, BrPB
1.03, BrPB 1.04) Bahia (BrBA 1.01, BrBA 1.02) e Sergipe (BrSE 1.01, BrSE 1.02, BrSE 1.03,
BrSE 2.01, BrSE 2.02). As amostras foram coletadas entre os anos de 2007 a 2011 e identificadas
por PCR e qPCR.

As sequéncias de parte do gene B2L de ORFV foram obtidas por PCR realizada usando
primers PPP-3 e PPP-4 (INOSHIMA et al.,, 2000). Os produtos de PCR (235 pb) foram
purificados utilizando QIAquick PCR Purification Kit Protocol (Qiagen, Alemanha), seguindo as

instrucdes do manual.

2.2 Sequenciamento e estudo filogenético

Os produtos de amplificacdo por PCR purificados foram sequenciados utilizando ABI
3100 (Applied Biosystems, EUA). Apos alinhamento e edi¢do, 193 pb foram analisadas
utilizando método de neighbor-joining com aplicacdo de conferéncias de valores de 1.000,
usando 0 modelo de Tamura-3 (TAMURA et al., 2007) parametros implementados por MEGA 5
(Arizona, EUA). A essas sequéncias coletadas foram acrescentadas sequéncias do GenBank (de
diferentes localizagcdes geograficas do mundo assim como de cronologia variadas) cujo estudo
filogenético ja havia sido feito (VENKATESAN et al., 2011; ABRAHAO et al., 2009). O estudo
foi desenvolvido considerando as 26 sequéncias e incluido 27 sequéncias do GenBank (nimero
de acesso: GU139356.1, DQ263303.1, DQ263304.1, DQ263305.1 DQ263306.1, EU935106.1,
EU327506.1, DQ904351.1, GQ328006.1, AY278208.1, AY424971.1, AY278209.1,
AY424970.1, OVUO06671, AY386264.1, AY424969.1, AY424972.1, AY424973.1, AY386265.1,
AY386263.1, DQ263305.1, FJ808074.1, FJ665818.1, FJ665819.1, EU327506.1, GQ328006.1,
JN61810.1).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram testadas 26 amostras de lesdes de infeccBes por ORFV de
quatro estados do nordeste brasileiros. Nas duas situacfes de analise filogenética realizadas
(apenas com as 26 sequéncias estudadas e seqiienciadas no laboratério ou com mais 27
sequéncia do GenBank) foi observado que as seqliéncias estudadas encontram-se divididas em
dois grupos com grau de identidade de 64% (Figura 1). Ndo foi possivel observar uma
distribuicdo nesses dois grupos baseadas na cronologia (uma vez que as sequiéncias analisadas
sdo do periodo de 2007 a 2011) ou na localizagéo geografica.

Ao se analisar a distribuicdo das amostras observa-se que houve predominancia das
sequéncias da PB em um ramo, todas de um mesmo rebanho, assim como as seqiiéncias do
estado de SE. As duas sequéncias da BA, de um mesmo rebanho, ficaram cada uma em um ramo
da arvore assim como as de PE. Duas sequéncias isoladas no estado de MG, dentre as seqliéncias
do GenBank incluidas, também se posicionaram separadamente. Apesar da diferenca na data de
coleta das amostras, assim como a localizacdo geografica, as sequéncias se posicionaram de
forma aleatdria ndo sendo possivel identificar um critério, cronologia ou geografica, que possa
explicar a estrutura da arvore filogenética consensus gerada. Dessa forma, pode-se concluir,
baseado no estudo filogenético realizado, que ORFV tem uma circulacdo considerada livre e
endémica entre os estados analisados no Brasil.
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Figura 1: Andlise filogenética de 53 sequéncias de ORF virus. Método de andlise

neighbor-joining, com verificacdo de valores com teste boostrap 1.000 vezes. Foram analisadas
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193 pb do gene B2L do virus. S0 26 sequéncias identificadas no laboratério, nomeadas de
acordo com o pais Brasil, estado da coleta da amostra (PB - Paraiba, PE - Pernambuco, SE -
Sergipe, BA - Bahia), nimero do rebanho seguido da amostra e entre parénteses o0 ano de coleta.
As sequéncias do GenBank estdo identificadas com o nimero de acesso e entre parénteses a data
do isolamento. Em algumas situacgdes essa informagdo néo pode ser identificada, recebendo "No
annotaded"- NA.

O presente estudo foi realizado com amostras de DNA extraido diretamente de achados
clinicos, o que minimiza o risco de serem analisados apenas 0s gendtipos de alta frequéncia. Fato
que ocorre quando a analise € feita a partir de cultivo celular, uma vez que a dindmica das
quasispécies sofre a selecdo através de fitness viral e a seqliéncia viral de melhor desempenho é a
resultante (DOMINGO e HOLLAND, 1992). Dessa forma, o estudo baseado em amostras
clinica é bastante representativo do gendtipo viral circulante.

Foi observado um polimorfismo G/A na posicdo 124 entre todas as sequiéncias analisadas
(Figura 2). Na tentativa de identificar possivel influéncia do polimorfismo na modelagem da
arvore, foi analisada separadamente a influéncia do mesmo. No entanto, mais uma vez, ndo
possivel classificar os dois grupos baseado nesse argumento. E importante observar que dentre as
26 sequiéncias analisadas, apenas 1 gera fator de confuséo na classificagcdo quando o foco foi o
polimorfismo (BrBA1.01), sugerindo que um maior nimero de sequéncias poderia esclarecer

melhor qual a relevancia desse polimorfismo na classificacdo assim como na estrutura do virus.



83

DNA Sequences
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Figura 2: Alinhamento utilizando o Clustalw (MEGAS) de 57 seqiiéncia do gene B2L do ORF
virus, destacando o polimorfismo na posicdo 124 G/A referente a sequéncias de 193 pb do gene
analisados.
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5. Conclusdo

No presente artigo concluiu-se que amostras de ORFV isoladas em quatro estados do
nordeste brasileiro (Paraiba, Pernambuco, Sergipe e Bahia) circulam livremente entre as divisas.
Baseado no gene B2L foi observado um padrdo de agrupamento filogenético independente da
espécie de hospedeiro, origem geografica e tempo de isolamento. Uma visdo mais ampla, tendo
por base mais regides gendémicas de ORFV é importante para a compreensao da epidemiologia do
virus de circulacdo, e a evolucdo no sentido de ampliar o nosso conhecimento na biologia do
ORFV.
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