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RESUMO

A familia Poxviridae compreende os maiores e mais complexos virus animais,
capazes de infectar hospedeiros vertebrados e invertebrados; ela esta
subdividida em duas grandes subfamilias Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae, que infectam hospedeiros vertebrados e invertebrados,
respectivamente. Apenas os membros da subfamilia Chordopoxvirinae séo
capazes de infectar hospedeiros vertebrados. Os Orthopoxvirus (OPV) e
Parapoxvirus (PPV), géneros desta subfamilia, tém sido associados com surtos
exantematicos em todo o mundo. Algumas espécies desses géneros sao
capazes de infectar humanos e animais domésticos, causando sérias perdas
econbmicas e impacto na saude publica. Para detectar e monitorar
epidemiologicamente tais poxvirus sao requeridos meétodos rapidos, eficientes
e com alta especificidade. Neste trabalho é descrito o desenvolvimento de uma
PCR nested — multiplex; este método detecta simultaneamente espécies de
OPV e PPV diretamente de lesdes exantematicas sem a prévia extracdo do
DNA viral ou isolamento do virus. A PCR nested — multiplex para OPV/PPV foi
desenvolvida baseada na avaliacdo e combinacdo de sets de primers
publicados, e foi aplicado para a deteccdo dos patdgenos alvo. O método
mostrou alta sensibilidade, e a especificidade foi confirmada com o
sequenciamento do amplificado. Amostras de lesGes exantematicas coletadas
durante surtos de vaccinia bovina (VB) e ectima contagioso (EC) foram
submetidas a PCR nested — multiplex para OPV/PPV confirmando sua
aplicabilidade. Estes resultados sugerem que a PCR multiplex apresentada
prevé uma alta robustez e alta sensibilidade do método para detectar OPV e
PPV diretamente de amostras clinicas. O método pode ser usado para
identificacdo e monitoracdo viral, especialmente em areas onde ha co-
circulacao de OPV e PPV.



ABSTRACT

The Poxviridae family contains the largest and most complex animal viruses
capable of infecting vertebrate and invertebrate hosts, it is divided into two wide
subfamilies Chordopoxvirinae and Entomopoxvirinae that infect vertebrate and
invertebrate hosts, respectively. Only members of the Chordopoxvirinae
subfamily are capable of infecting vertebrate host. The Orthopoxvirus (OPV)
and Parapoxvirus (PPV), genera of this subfamily, have been associated with
exanthema outbreaks worldwide. Some species of these genera are capable of
infecting humans and domestic animals, causing serious economic losses and
public health impact. Fast and efficient methods with high specificity are
required to detect and epidemiologically monitor such poxviruses. At the
present work is described the development of a multiplex nested PCR which
detects both types of PPV and OPV rashes injuries directly, without prior viral
DNA extraction or virus isolation. Based on the evaluation and combination of
sets of published primers the multiplex nested PCR for OPV / PPV was
developed and applied to the detection of target pathogens. The method
showed high sensitivity and sequencing of the amplified confirmed the
specificity. The multiplex nested PCR for OPV / PPV were used for analysis of
rash injuries samples collected during outbreaks of bovine vaccinia (BV) and
contagious ecthyma (CE), confirming its applicability. These results suggest that
the presented multiplex PCR provides a high robustness and high sensitivity
method for detecting OPV and PPV directly from clinical specimens. The
method can be used for virus identification and monitoring, especially in areas

where there is PPV and OPV at the same time.



1. INTRODUCAO

1.1. Familia Poxviridae: Classificacdo

A familia Poxviridae esta subdividida em duas grandes subfamilias:
Entomopoxvirinae e Chordopoxvirinae que infectam invertebrados e
vertebrados, respectivamente (HUGHES, IRAUSQUIN, FRIEDMAN, 2010). As
subfamilias estdo, por sua vez, subdivididas em géneros, diferenciados pela
presenca de antigenos comuns especificos (ICTV, 2012). Apenas 0os membros
da subfamilia Chordopoxvirinae s&do capazes de infectar hospedeiros
vertebrados sendo que quatro dos seus onze géneros contém espécies que
causam doencas em seres humanos (Tabelal). (ESSBAUER, PFEFFER,
MEYER, 2009).

Tabela 1: Classificagdo dos Chordopoxvirus.

FAMILIA Poxviridae; subfamilia Chordopoxvirinae

GENERO PROTOTIPO
Avipoxvirus Fowlpox virus
Capripoxvirus Sheeppox virus
Cervidpoxvirus Mule deerpox virus
Crocodylidpoxvirus Nile crocodilepox virus
Leporipoxvirus Myxoma virus
Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus
Orthopoxvirus Vaccinia virus
Parapoxvirus Orf virus

Suipoxvirus Swinepox virus
Unassigned Squirrelpox virus
Yatapoxvirus Tanapox virus

Fonte: International Commitee on Taxonomy of Viruses, 2012

Muitos destes Chordopoxvirus podem causar infeccbes graves em espécies

animais domésticos e selvagens, incluindo ovinos, caprinos, bovinos,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.058.1.02.001.htm

crocodilos, jacarés, aves, perus e avestruzes. Consequentemente, esses
agentes podem ter efeitos devastadores na producdo animal, resultando em

consideraveis perdas econdmicas (EMERSON et al., 2009).

Os géneros da familia Poxviridae capazes de infectar humanos incluem
membros dos géneros Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Yatapoxvirus e
Molluscipoxvirus, mas outros virus da familia podem causar doencas em

animais domésticos e silvestres (revisado por DAMON, 2007).

1.2. Estrutura da Particula e do Genoma

As particulas virais dos poxvirus sédo geralmente ovoides, em forma de tijolo,
ou pleomorficas, medindo 140-260 nm de diametro, ou 220-450 nm de
diametro, sendo possivel sua visualizacdo por microscopia de luz (ESSBAUER,
PFEFFER, MEYER, 2009). O cerne, em forma de halter (FIGURA 1B), envolve
0 material genético, enzimas e fatores de transcricdo de genes precoces. Uma
membrana lipidica, contendo tubulos de superficie arranjados irregularmente
(FIGURA 1A), envolve o cerne e dois corpusculos laterais, cuja funcdo e
composicdo quimica ainda sao pouco definidas (FIGURA 1C) (revisado por
DAMON, 2007).
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Figura 1. Morfologia e estrutura dos poxvirus. (A) Eletromicrografia em
contraste negativo de Variola virus. (B) Eletromicrografia de secc¢éo longitudinal
de VACV. (C) Representacdo esquemdtica de um poxvirus. Fontes: ICTV,
2012; FENNER, 1989 — modificado.

Os poxvirus possuem como genoma uma molécula de DNA de fita dupla que
varia de 130-230 kpb. Todos poxvirus analisados tém repeticbes terminais
invertidas (ITRs), que consistem de seqUéncias idénticas, mas opostamente
orientadas nas duas extremidades do genoma. (MOSS, 2013). As ITRs séo
sequéncias de fundamental importancia para a particula viral, pois codificam
varios genes responsaveis pelas interacdes virus-hospedeiro e pelos

mecanismos de patogénese (revisado por FERREIRA, 2008).



A porcéo central do genoma dos poxvirus é altamente conservada, neste local
contém a maioria dos genes envolvidos em fungdes essenciais, tais como a
transcricdo, replicacdo de DNA e a montagem do virus. Em contraste, 0os genes
encontrados nas extremidades do genoma séo, geralmente, especificos da
espécie e codificam fatores de viruléncia que modulam o sistema imune do
hospedeiro (BAHAR et al, 2011). A auséncia de infec¢des latentes e a néo-
integracdo no genoma do hospedeiro justificam a importancia de genes que
protejam o0s poxvirus do sistema imune durante uma infecGado (pamon, 2007
HUGHES & FRIEDMAN, 2005).

A molécula de DNA dupla-fita é conectada em suas por¢des terminais por
sequéncias nucleotidicas de fitas simples em A + T (al¢gas), contendo
aproximadamente 100 bases. As extremidades do genoma do Vaccinia virus
(VACV) estdo representadas na FIGURA 2. As ITRs sdo variaveis de
comprimento devido as delecdes, repeticdes, e transposi¢oes. (MOSS, 2001,
ICTV, 2013).
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FIGURA 2: Representacdo esquematica das caracteristicas estruturais e
funcionais do genoma dos virus do género Orthopoxvirus. A molécula de
DNA dupla-fita € conectada, nas suas extremidades, por algcas ricas em
adenina e timina, formando uma cadeia nucleotidica covalentemente fechada.
As repeticbes terminais invertidas (ITRs) sdo seqUéncias idénticas,
opostamente orientadas e estdo localizadas nas duas extremidades do
genoma. (Fonte: DAMON, 2007- modificado).

1.3. Multiplicagéo Viral

O ciclo de multiplicagdo dos poxvirus é complexo devido a existéncia de varias
formas infecciosas e possui uma peculiaridade dentre os virus de DNA de
animais: ocorre inteiramente no citoplasma da célula hospedeira (FIGURA 3).
(DAMON, 2007).



Particulas de varios géneros dos poxvirus sdo morfologicamente semelhantes e
as principais proteinas virais sdo consideradas conservadas em termos de
estrutura e funcionamento (McFADDEN, 2005).

O ciclo tem inicio com a adsor¢do viral na membrana da célula hospedeira,
todavia, pouco se conhece acerca dos ligantes virais e receptores celulares
envolvidos no processo (MOSS, 2005). H& dois tipos de particulas infecciosas:
virus maduros (MVs) e virus extracelulares (EVs). Particulas EV possuem duas
membranas e, portanto, exigem um mecanismo de penetracdo celular
diferente, uma vez que é requerida a disrrupcdo da membrana mais externa
(SCHMIDT et al, 2011). A particula MV pode penetrar na célula através da
fusdo direta entre sua membrana com a membrana da célula (CARTER et al.,
2005) ou alternativamente a fusdo de membranas, MV e EV podem penetrar
ap0s a internalizacdo endocitica, que necessita da acidificacdo dos
compartimentos de endocitose. Apds essa fase a membrana interna do EV, ou
a membrana do MV, é exposta e pode entdo submeter-se a fusdo com a
membrana do macropinossomo, resultando na libertacdo virus para o citosol
(SCHMIDT et al, 2011). Assim, embora as formas MV e EV possam interagir
com diferentes proteinas na superficie da célula (VANDERPLASSCHEN et al.,
1998), as vias de penetracdo convergem para a etapa de fusdo do MV com a
membrana da célula (TURNER et al., 2007). De fato, os MV e EV diferem nas
suas glicoproteinas de superficie, mas acredita-se que o0s determinantes
celulares para a ligagdo do virus sejam ubiqguamente expressos, tais como as
glicosaminoglicanas e os componentes da matriz extracelular (McFADDEN,
2005). Recentemente, foi demonstrado que dez proteinas de membrana do
MV, conservadas entre 0s poxvirus, sejam requeridas para 0s processos de
fusdo/penetracéo, que culmina com a liberacéo do cerne viral no citoplasma ou
desnudamento primario (McFADDEN, 2005; SENKENVICH et al.,, 2005;
BROWN et al., 2006; TOWNSLEY, et al., 2006).

Apds a adsorcdo, a particula viral se funde com a membrana plasmatica,
liberando o cerne no citoplasma celular. A proteina A28 ¢é altamente
conservada entre 0s poxvirus, e parece estar envolvida no processo de fusdo
(SENKEVICH et al., 2003). O cerne viral é transportado sobre os microtibulos

para locais proximos ao nucleo, onde € iniciada a sintese da classe precoce



dos mRNA virais. Todas as proteinas necessarias para a sintese e maturacéo
dos RNAs sao empacotadas dentro do cerne viral junto com 0 genoma, como a
RNA polimerase, fatores de transcricdo, enzimas de metilagdo e “capping”
(revisado por MOSS, 2006). Os mRNA precoces sao transcritos ainda dentro
do cerne e, em seguida, transportados sobre microtubulos e organizados em
estruturas granulares discretas em associacdo com fatores de tradugcéo do
hospedeiro e poli-ribossomos. Subsequentemente, proteinas virais precoces
medeiam o desnudamento do cerne para liberar o genoma de DNA viral no
citoplasma, processo denominado desnudamento secundéario (revisado por

SMITH et al., 2003; BROYLES, 2003).

A montagem das particulas virais comega com a formacdo de membranas na
forma de luas crescentes (RODRIGUEZ et al., 2006) que originam aos virus
imaturos (IVs), particulas esféricas constituidas de membranas que envolvem
uma estrutura eletrodensa. Os IVs sdo compostos por proteinas do cerne viral,
enquanto que as membranas que os envolvem contém as proteinas do MV. Os
IVs entédo, englobam o genoma e formam os MVs (revisado por WARD, 2005;
RODRIGUEZ et al., 2006), cuja maioria permanece dentro da célula até a lise.
Entretanto, uma pequena fracdo de MVs deixa as fabricas, de maneira
dependente de microtubulos, e estas particulas tornam-se envolvidas por uma
camada dupla de membranas, derivadas dos endossomos ou da rede de trans-
Golgi, para formar os virus envelopados (EVs). Estes, entdo, movem-se ao
longo dos microtibulos para a superficie da célula, onde o envelope mais
externo se funde com a membrana plasmatica, expondo as particulas virais
envelopadas na superficie da mesma (revisado por WARD, 2005; SCHEPIS et
al., 2006). Alguns destes sdo retidos na superficie da célula para formar os
virus envelopados célula-associado (CEVs) (uma variedade de EV), enquanto
outros se dissociam da célula e se disseminam sistemicamente (revisado por
SMITH et al., 2003; HUSAIN & MOSS, 2005).
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FIGURA 3: Diagrama do ciclo de multiplicagcdo dos poxvirus. Fonte:
McFADDEN, 2005 - modificado.



1.4. Orthopoxvirus (OPXV)

Existem dez espécies de OPXV, que infectam um variado espectro de
hospedeiros, com uma ampla distribuicdo geografica. Dentre essas espécies,
quatro tém sido associadas a infec¢cdes em seres humanos. A primeira delas é o
Variola virus (VARV), agente etiologico da variola humana, uma doenca
considerada erradicada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). As outras
trés sdo espécies zoonobticas, incluindo o Monkeypox virus (MPXV), Cowpox
virus (CPXV) e Vaccinia virus (VACV). Essas espécies estdo associadas a
surtos na Africa, Europa, América do Sul e Asia (HOSAMANI et al., 2006; Zhang
et al. , 2010; ABRAHAO et al., 2010).

O Variola virus (VARYV) foi a causa de grandes pandemias ao longo da histéria.
Somente no Brasil foram registradas, oficialmente, mais de 18.000 vitimas
fatais no periodo de 1962 a 1971. O ultimo caso endémico de variola humana
no mundo ocorreu na Somalia, em 1977 (). Em 1980, a OMS declarou a
erradicacdo da variola e a campanha de vacinacdo cessou em 1982
(http://www.ccs.saude.gov.br/revolta/ltempo.html). A auséncia de outras
espécies de hospedeiros como reservatorios facilitou a erradicagdo da doenca
(revisado por MMWR 2001). Os principais sinais clinicos associados a variola
sdo a formacao de pustulas dolorosas confluentes por toda superficie corporal,
com maior numero de lesdes nos membros e na face (FIGURA 4), além de
estado febril agudo e prostracdo. De 5 a 10% dos pacientes a doenca progride
rapidamente de forma maligna, provocando a morte em aproximadamente 6
dias (revisado por ABRAHAO, 2006).


http://www.ccs.saude.gov.br/revolta/ltempo.html

4B

Figura 4: Les0es tipicas de variola na face (4A) e membros inferiores (4B).
Fontes: McFADDEN, 2005; GEDDES, 2006 — modificado.

As inUmeras epidemias da variola tiveram um grande impacto na histéria da
saude humana; e a descoberta e a promo¢do da vacinacdo contra a variola
proposta por Edward Jenner foi um marco significativo no desenvolvimento da
ciéncia médica ocidental (HUGHES et al., 2010).

O Monkeypox virus (MPXV) tem uma epidemiologia mais complexa; dois
subtipos geneticamente distintos desse virus foram descritos com parametros
clinicos e epidemioldgicos. Alguns roedores endémicos da Africa Central e

Ocidental representam o0s reservatorios naturais deste virus, enquanto o



homem e outros primatas constituem seus hospedeiros acidentais
(McFADDEN, 2005). A primeira identificacdo de infec¢@o por esse virus foi feita
em 1970 na Africa Central e Ocidental. O MPXV foi introduzido nos Estados
Unidos em 2003 através de um lote de animais silvestres capturados no oeste
africano na cidade de Gana (bawmon, 2007. Além disso, 37 casos de infeccdo em
humanos foram confirmados e relatados recentemente nos Estados Unidos.
MPXYV foi isolado inicialmente a partir primatas ndo-humanos na Dinamarca, e
mais tarde foi associado com a doenga humana (revisado por EMERSON et al.,
2009).

O Cowpox virus (CPXV) é um virus encontrado na Europa e Asia.Nos Gltimos
anos, € crescente o numero de casos notificados de infeccdo humana por
CPXV, associada principalmente aos gatos (CORAS, 2005). Os felinos
parecem exercer um importante papel de hospedeiro intermediario,
transmitindo CPXV de roedores para os seres humanos, animais domésticos
(cdes e cavalos), e para animais habitantes de zooldgicos (elefantes,
rinocerontes, antas, edentatas e alguns carnivoros) (MARENNIKOVA, 1977,
BAXBY, 1979; MEYER, 1998; PELKONEN, 2003). O primeiro caso de
transmissdo direta de CPXV de um roedor para um hospedeiro humano foi
descrito em 2002, na Holanda, quando uma adolescente entrou em contato
com um rato peridomiciliar e apresentou lesées com nodulos ulcerados na face,
como ilustrado na FIGURA 5 (WOLFS, 2002).



Figura 5: Les0@es faciais causadas por infeccdo de Cowpox virus apos

contato com roedor peridomiciliar - Fonte: WOLFS, 2002.

O Vaccinia virus (VACV), durante décadas, foi utilizado para a imunizacédo de
seres humanos durante a campanha de erradicacéo da variola. A sua origem e
hospedeiros naturais permanecem desconhecidos. Sabe-se que o VACV é
uma linhagem independente de OPXV, ndo sendo derivado recentemente do
VARV ou do CPXV. Uma das hipéteses levantadas para se explicar a origem
desses virus € que eles seriam derivados de um OPXV raro ou mesmo ja
extinto, que em algum momento foi introduzido como amostra vacinal, dando
origem aos VACYV hoje conhecidos (revisado por FERREIRA, 2008).

Hoje, o VACV € usado em muitos laboratérios como um vetor para a producéo
de vacinas recombinantes capazes de expressar proteinas, tais como a
glicoproteina do virus da raiva ou de uma nova vacina contra a tuberculose
(revisado por ESSBAUER, PFEFFER, MEYER, 2009).

O termo vaccinia bovina é, muitas vezes, utlizado popularmente para
descrever uma doenca exantemética causada pelo VACV no Brasil,

caracterizada pelo aparecimento de lesbes cutaneas em vacas e ordenhadores



(LOBATO et al., 2005). O Buffalopox virus (BPXV), uma subespécie de VACV,
foi pela primeira vez isolado em 1967 no Norte da india e ainda esta associado
a surtos esporadicos em bufalos asiaticos (Bubalus bubalis) no Paquistéo,
india, Bangladesh, Russia, Indonésia, Egito e Italia. A doenca é caracterizada
por graves lesbes locais que afetam o Ubere e tetos de bufalos, levando a
mastite e comprometendo assim a produtividade de leite (40-70% de reducgéao)
e, portanto, tendo um impacto sobre a industria de laticinios (ESSBAUER;
PFEFFER; MEYER, 2009).

1.5. Parapoxvirus (PPV)

Infec¢des por Parapoxvirus (PPV) sdo comuns em todo o mundo em animais
como ovinos, caprinos e bovinos. Infec¢cdes humanas causadas por esses virus
sdo mais frequentes em profissionais que mantém contato direto com animais
infectados, embora em alguns casos a transmissao possa ocorrer por fomites.
O International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) reconhece as
seguintes espécies como membros do género PPV: Orf virus (ORFV), virus da
Estomatite Papular Bovina (BPSV), Pseudocowpoxvirus (PCPV), e
Parapoxvirus de cervos da Nova Zelandia (PVNZ). BPSV e PCPV séo capazes
de infectar bovinos, enquanto o ORFV causa infec¢cdes em ovinos e caprinos.

BPSV, PCPV e ORF sao considerados virus zoonoticos (pavon, 2007).

A inclusdo de ORFV, PCPV, BPSV na classificacdo dos virus do género PPV
foi determinada por ensaios biolégicos (HUCK, 1966), por sorologia
(ROSENBUSCH e REED, 1983), por métodos de hibridizacdo de DNA e
padrao de restricdo dos genomas virais (GASSMAN et al., 1985; MAZUR et al.,
2000).

Os PPV induzem a formacéo de lesdes pustulares ao redor da boca e narinas
dos animais infectados. As leses podem também desenvolver-se na pele ou
mucosa de outras partes do corpo, como por exemplo, ombros, Ubere e
mucosa oral (VIKZREN et al., 2008).



Orf virus (ORFV), o protétipo do género PPV, é o agente etioldégico do ectima
contagioso, uma dermatite exantemdtica grave que acomete animais
domeésticos e pequenos ruminantes. Surtos de ectima contagioso em ovinos e
caprinos ja foram notificados na Noruega, Estados Unidos, China, Brasil,
Oriente Médio, Nova Zelandia, dentre outras localidades (ABRAHAO et al.,
2009; ZHANG et al., 2010).

No Brasil, os surtos de ectima contagioso sao notificados em todas as regioes
geograficas, especialmente nas regides Sul e Nordeste, onde ha o maior
namero de rebanhos de ovinos e caprinos (ABRAHAO et al, 2012)

O Pseudocowpox (PCPV) faz parte do género PPV. Infeccbes humanas com
PCPV sao geralmente chamadas de n6édulo do ordenhador, enquanto a doenca
no gado leiteiro é conhecida como pseudocowpox (ABRAHAO et al., 2010).

Embora pouco estudadas, co-infec¢cdes e co-circulacdo envolvendo OPVs e
PPVs ja foram descritas (FIGURA 6), podendo exercer um papel importante na
epidemiologia e patogénese dos virus pertencentes aos dois géneros
(ABRAHAO et al., 2010).

Figura 6: Lesdes causadas por uma coinfec¢cdoenvolvendo VACV e PCPV.
(A) Lesao exantematica no dedo de um paciente, adquirida apds contato com
gado que apresentava coinfeccao: VACV/PCPV. (B) Lesédo ulcerativa na teta
de uma vaca que apresentava coinfecgdo: VACV/PCPV. Fonte: ABRAHAO et
al., 2010.



1.6. Ocorréncia de Orthopoxvirus e Parapoxvirus no Brasil

No Brasil, varios poxvirus foram isolados desde o ano de 1960 e caracterizados
como amostras de VACV (DRUMOND et al., 2008). Desde 1999, varios surtos
de VACV afetando o gado leiteiro e trabalhadores rurais foram notificados no
sudeste do Brasil. Esta doenca conhecida como vaccinia bovina (VB), causa
perdas econbmicas e impactos nos servicos de saude publica nas regides
afetadas do Brasil (ABRAHAO et al., 2009)

As lesbes (FIGURA 7) causadas pelo VACV apresentam-se nas formas
proliferativas, ulceradas ou em crostas. Quando o VACV atinge a pele,
observa-se o desenvolvimento de eritema cutaneo caracteristico, que se inicia
com o aparecimento de pequenas manchas, as quais evoluem para vesiculas,

pustulas, Ulceras e crostas que terminam por cicatrizar (LOBATO et al., 2005).



FIGURA 7: Exemplo de lesGes causadas por Vaccinia virus durante surtos
de VB no Brasil. (A) Lesdes ulcerativas em tetas de vacas, e (B) no focinho de
um bezerro. (C) e (D) lesdes nas maos de ordenhadores. Fonte: Madureira
(2009) — modificado.

Pouco se sabe sobre a ocorréncia e a ecologia do VACV no Brasil, uma vez
gue a maioria dos casos ndo sao notificados. Os primeiros isolados verdadeiros
de VACV zoondticas, nomeados de Aracatuba e virus Cantagalo, foram obtidos
simultaneamente, em 1999, a partir de vacas doentes localizadas em regides
distintas no sudeste do Brasil. Posteriormente, varios casos deste tipo de
infeccdo (bovina e humana) foram associados com surtos semelhantes em
todo o pais. Como consequiéncia, de 1999 a 2010, varios outros isolados VACV
foram obtidos de vacas infectadas ou seres humanos doentes, de muitas
regibes diferentes em um padrdo centrifugo. Estes novos isolados de VACV
incluem os virus Passatempo, Guarani P1 e P2 Guarani virus, Muriaé e virus
Serro. Outro VACV, chamado Mariana virus, foi isolado a partir de um roedor
peridoméstico capturado durante um surto que foi investigado em 2005. Estes
virus foram caracterizados por técnicas bioldgicas e moleculares (TRINDADE



et al., 2003; FONSECA et al.,, 2011). A FIGURA 8 mostra os locais onde a

circulacdo de VACYV jé foi descrita no Brasil.
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Figura 8: Estados brasileiros em que a circulacdo de VACYV ja foi descrita.
Fonte: KROON, et al., 2011 — modificado.

Notificagbes sobre pessoas e animais com 0s sinais e sintomas caracteristicos
da VB foram feitas em vérias cidades do estado de Minas Gerais durante os
altimos anos. O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), juntamente com a
Escola de Veterinaria da UFMG, a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e o
Laboratério de Virus da UFMG tém feito um levantamento das propriedades
rurais da regido e vém alertando médicos e profissionais da saude acerca das

caracteristicas e procedimentos clinicos da doenca. Baseado em resultados de



testes de soroneutralizacdo e diagnostico viral por PCR foram confirmados
surtos de VB causados por VACV em diversas propriedades rurais mineiras
(dados néo publicados) (LEITE et al., 2005; TRINDADE et al., 2007; LOBATO
et al, 2005).

O estado de Minas Gerais € 0 maior produtor de leite do Brasil, com um
rebanho de mais de 3,26 milhdes de vacas leiteiras. Cerca de 70% do rebanho
esta localizado em areas sob o risco de VB, e grande parte das amostras de
VACV isoladas durante os surtos sdo derivadas desse estado. Além dos
aspectos econdmicos envolvidos na questdo, a VB € uma zoonose emergente
que requer atencdo dos 6rgaos de saude publica (LEITE et al., 2005; LOBATO
et al, 2005).

Existem poucos dados epidemiolégicos sobre o PCPV no Brasil, e na grande
maioria das notificacdes de surtos o diagndstico foi baseado em sinais clinicos.
Em 2010, Abrahéo et al. descreveu um caso humano de coinfeccao de PCPV e
VACV. Apesar dos dados moleculares néo terem indicado a provavel origem
deste PCPV o relato de caso reforcou que o PCPV circula ativamente no Brasil
(ABRAHAO et al., 2010). Outro PPV que circula no territério nacional é o ORFV
causando surtos em ovinos e caprinos. Notificagdes de ectima contagioso (EC)
foram registradas em varios estados, incluindo Mato Grosso, Pernambuco,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, dentre outros (ABRAHAO et al., 2010;
MAZUR et al., 2000)

1.7. Testes de diagnosticos para Orthopoxvirus e Parapoxvirus

O diagnostico das infecgdes OPV envolvem técnicas clinicas, soroldgicas,
microscopicas e moleculares. OPV zoondticos tem o potencial para causar
vesiculas pustulares locais ou disseminadas e a infeccdo provoca uma forte
resposta imune humoral. Devido a esta resposta, anticorpos anti-OPV podem
ser detectados por ELISA, imuno-fluorescéncia ou testes de soroneutralizacdo

varios dias apos a infecgo inicial (ABRAHAO et al., 2010).



Outra forma de visualizar e identificar os virus dos géneros OPV ¢ através da
microscopia de forca atbmica (AFM) a qual permite a discriminacdo de virus
com base no tamanho e forma em um processo que nao exige marcacao,
fixacdo ou de outras preparacdes sintéticas. Esta técnica tem sido usada com
sucesso para diagnosticar varias infec¢des virais. A estrutura intracelular VACV
(WR), o prototipo da familia poxvirus, ja foi visualizado por AFM in situ
(TRINDADE et al., 2007).

Para a deteccdo e caracterizacdo molecular dos VACV circulantes no Brasil
vém sendo empregada a reacdo em cadeia da polimerase, associada a
andlises filogenéticas e perfis de restricdo. Varios genes vém sendo utilizados
para este fim, como o gene do fator de crescimento de Vaccinia virus (vgf), o
gene da timidina quinase (tk), gene do corpusculo de inclusdo do tipo-aciddfilo
(ati), entre outros. A PCR permite a detec¢cdo do DNA dos poxvirus a partir de
células cultivadas in vitro e MCA previamente infectadas, assim como
diretamente de material clinico, como crostas coletados durante surtos de
variola bovina (TRINDADE et al., 2003).

Ja existe uma lista de protocolos de PCR em tempo real utilizados para
identificar PPV e OPV disponiveis atualmente, embora nenhum deles permita a
identificacdo simultanea de virus dos dois géneros. Diante dos emergentes
poxvirus zoondticos em todo o mundo e a possibilidade da volta do virus da
variola, varios ensaios de PCRs em tempo real para espécies de OPV tém sido
publicados. Alguns ensaios sao genéricos e alguns especificos, desenvolvidos,
principalmente, para a detec¢do do virus da variola e outras OPV zoon6ticos
como MPXV, CPVX e VACV (TRINDADE et al., 2008).

Nos ultimos anos, varios surtos de ORFV, PCPV e BSPV ocorreram em todo o
mundo. Embora o diagndstico clinico e microscopia eletrénica sejam utilizados
para identificacdo viral, s6 PCR e analise gendbmica podem distinguir as
espécies PPV. O principal gene utilizado na PCR e em analise filogenéticas
para identificacdo de PPV é o b2l, uma glicoproteina presente na membrana do
virus (INOSHIMA et al., 2000).



Clinicamente, as lesbes causadas por espécies zoonoticas de OPV e PPV séo
muito semelhantes, especialmente em seres humanos e bovinos, entdo, faz-se
necessario a padronizacdo de meétodos diagnésticos diferenciais, rapidos e
eficientes capazes de diagnosticar uma possivel coinfeccdo por virus desses

géneros.



2. JUSTIFICATIVA

Uma deliberacdo importante, que seria considerada impossivel por muitos
especialistas, ocorreu em maio de 1980. A Assembléia Mundial da Saude,
organizada pela Organizacdo Mundial de Saude em Génova, declarou que a
variola humana havia sido erradicada. O fim de uma doenca extremamente
letal foi comemorado por muitos médicos, politicos e cientistas, na expectativa
de que as futuras geracdes estariam agora livres da dor, morte, mutilacdo que
a variola havia imposto no passado (Reflections on the eradication of smallpox,
2010). Porém, com a consolidacdo da possibilidade de utilizagcdo do Variola
virus como arma bioldgica, sobretudo apdés os ataques terroristas de 11 de
setembro de 2001, é grande a preocupacao dos 6rgdos de Seguranca e Saude
Publica acerca do uso do Variola virus como arma biologica (BREMAN &
HENDERSON, 2002).

Um numero crescente de amostras de VACV vem sendo isoladas durante surtos
de vaccinia bovina (VB) no Brasil, sobretudo em Minas Gerais, o maior produtor
de leite do pais. A doenca causa lesGes ulcerativas no gado leiteiro e em
ordenhadores, podendo causar uma série de sintomas e sinais clinicos. Durante
0 episédio da doenca, o gado apresenta queda na producdo de leite, e o
ordenhador normalmente € afastado do servico por alguns dias, acarretando
grandes perdas econdmicas. A VB também constitui um problema social, pois
as pequenas propriedades sao as mais atingidas pela doenca, sobretudo as que
praticam a ordenha de subsisténcia e que o leite representa um dos pilares da
alimentacdo familiar (revisado por Abrahao, 2006). Além disso, € crescente o
namero de doencas exantematicas causadas por PPV nas é&reas rurais
brasileiras com sinais clinicos muito semelhantes aos observados durante os

surtos de VB.

O aumento da co-circulacédo ativa destes virus (dos géneros Orthopoxvirus e
Parapoxvirus) na populacdo, permitindo o estabelecimento destas zoonoses,
pode levar a um aumento na sua viruléncia e na sua capacidade de transmissao
(McFADDEN, 2005).



Desta forma, considerando todos os impactos causados pela circulacdo dos
poxvirus em todo o mundo, especialmente no Brasil, e a escassez de dados
sobre aspectos importantes da biologia desses virus, a busca por ferramentas
moleculares que viabilizem e facilitem os estudos sobre os poxvirus se torna
imprescindivel. Com isso, a padronizacdo de uma técnica sensivel e especifica
como o método da PCR capaz de detectar simultaneamente a presenca de
espécies virais dos géneros, Orthopoxvirus e Parapoxvirus, em diferentes

espécimes clinicos torna-se necessario.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Padronizar e desenvolver uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) capaz
de detectar simultaneamente a presenca de Orthopoxvirus e Parapoxvirus em
espécimes clinicos bovinos, caprinos, ovinos e humanos, sem extragdo prévia
de DNA.

3.2. Objetivos Especificos

e Padronizar uma PCR do tipo nested-multiplex para a deteccdo de
Orthopoxvirus e Parapoxvirus utilizando iniciadores capazes de amplificar os
genes conservados vgf (OPV) e b2l (PPV).

e Testar a sensibilidade e especificidade da PCR na detecgéo de DNA viral em

espécimes clinicos;

e Testar a aplicabilidade da PCR na deteccdo de DNA viral em espécimes
clinicos coletados em surtos de vaccinia bovina e ectima contagioso no

Brasil.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Células Vero

As células Vero, de linhagem continua de células epiteliais derivadas de rim de
macaco verde africano (Cercopthecus aeothiops) foram obtidas na passagem
126 da “American Type Culture Collection” (ATCC). Essas células foram
crescidas em meio minimo de Eagle (MEM) suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB), na presenca dos antibioticos penicilina (200.000U/mL),
gentamicina (50mg/L) e fungizona (2.5mg/L), e incubadas a 37°C em ambiente
de 5% de CO.. As células foram utilizadas para a determinacao dos titulos dos

estoques das amostras virais utilizadas.

4.2.Virus

4.2.1. Origem das amostras

As amostras brasileiras de virus que causam vaccinia bovina (VB) e ectima

contagioso (EC) utilizadas neste estudo estao descritas na tabela abaixo:



Tabela 2: Amostras brasileiras utilizadas no estudo

N° de
Amostra Origem:

Amostras Origem S Estado/ Ano
Virus Guarani P1 Minas Gerais,

(GP1V) Bovinos 1 2005
Virus Guarani P2 Minas Gerais,

(GP2V) Bovinos 1 2005
Minas Gerais,

Virus Serro (SV)  Bovinos e Humanos 11 2005
Virus Passatempo Minas Gerais,

(PSTV) Bovino 1 2003
Virus Mariana Minas Gerais,

(MARV) Bovinos e Humanos 13 2005
Virus Resplendor Minas Gerais,

(RPLV) Bovinos e Humanos 5 2005
Virus Jequeri Minas Gerais,

(JQRV) Bovinos e Humanos 8 2005
Mato Grosso,

ORF - MTO05 Ovino 5 2005
Virus Linhares Espirito Santo,

(LINV) Bovinos e Humanos 4 2008
Virus Paraguacu Minas Gerais,

(PGRV) Humanos 8 2008
Virus Argirita Minas Gerais,

(ARGV) Humanos 4 2008
Minas Gerais,

ORF - A Caprinos 1 1990
Minas Gerais,

ORF - NE1 Caprinos 1 1993
Minas Gerais,

ORF - NE2 Caprinos 1 1993



As amostras virais GP1V, GP2V e SV foram coletadas em surtos no Estado de

Minas Gerais no ano de 2005 e cedidas pela Dra. Giliane Trindade, UFMG.

A amostra PSTV foi cedida pela Dra. Juliana Leite, FIOCRUZ-RJ, enquanto as
amostras MARV, RPLV, JQRV, ORF — MTO05, LINV, PRGV e ARGV foram
cedidas pela Dra. Erna Kroon, UFMG.

As amostras ORF — A, ORF — NE1 e ORF — NE2 foram cordialmente cedidas
pelo Dr. Carlos Mazur, UFRJ.

Além das amostras brasileiras, foi utilizada a amostra Vaccinia virus Western
Reserve (WR), gentilmente cedida pelo Dr. C. Jungwirth (Universitat Wirzburg,

Alemanha).

4.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

4.3.1. Padronizacdo de uma PCR nested multiplex para a deteccdo de

Orthopoxvirus e Parapoxvirus.

Baseado em estudos que enfatizam o potencial da PCR nested como
ferramenta molecular para a amplificacdo de seqléncias nucleotidicas
especificas, sobretudo em espécimes clinicos com alto teor de
inibidores(PEREIRA, 2001; INOSHIMA et al., 2000), uma reacao deste tipo foi
padronizada para a deteccdo de espécies virais dos géneros Orthopoxvirus
(OPV) e Parapoxvirus (PPV). Para isso, foram usados diferentes iniciadores
especificos para a amplificacdo dos virus dos géneros OPV e PPV. Foram
utilizados iniciadores para os genes do corpusculo de iniciacdo do tipo acidéfilo
(ati), para o gene da timidina (tk) e para o gene do fator de crescimento viral
(vgf); todas para a amplificacdo de sequéncias de OPV. As sequéncias e a
esquematizacdo das reacOes feitas com estes iniciadores estdo apresentadas

nos diagramas abaixo:



Género Orthopoxvirus:
Gene: ati
12 etapa: atiF1: 5 GAACTTAATAAGTGTTTCGATA 3’
atiR: 5 CAGTAACGTCGGACGATGGAGG 3
22 etapa: atiF2: 5 GAGGAAGTTAAGAGATTGCGTC &

atiR: 5 CAGTAACGTCGGACGATGGAGG 3

tiFl atilfL
a | — <=
200ph
atiF? el <= 1R
350ph
Gene: tk

12 etapa: tkF1: 5' TTATTTGAAGTATTCGTTGTATTC 3

tkR: 5" ATTCAACAATGTCTGGAAAGAACTG 3

22 etapa: tkF2: 5' CTATTGATAGATTACGACGTGCTA 3

tkR: 5" ATTCAACAATGTCTGGAAAGAACTG 3

tF1 kR
| — <—=
S30ph
tkF?2 . : tkR

174ph



Gene: vgf

12 etapa: vgfF: 5 CGCTGCTATGATAATCAGATCATT 3
vgfR: 5 GATATGGTTGTGCCATAATTTTTAT 3

22 etapa: vgfF2: 5 ACACGGTGACTGTATCCA 3

vgfR2: 5 CTAATACAAGCATAATAC 3’

vefFl vefR1

330ph

vefF? 170pb vefR2

As reacOes para deteccdo de virus do género PPV foram padronizadas
somente com iniciadores que amplificam o gene b2l, uma vez que analises
prévias feitas no Laboratério de Virus da Universidade Federal de Minas Gerais
demonstraram que o0 gene b2l € o mais conservado entre as espécies virais
deste género. Foram testados dois sets de primers para b2l, conforme os
diagramas abaixo:



Género Parapoxvirus

Gene: b2l (iniciadores pppl, 3 e 4)

12 etapa: pppl: 5 GTCGTCCACGATGAGCAG 3
ppp4: 5 TACGTGGGAAGCGCCTCGCT 3
22 etapa: ppp3: 5 GCGAGTCCGAGAAGAATACG &

ppp4: 5 TACGTGGGAAGCGCCTCGCT 3

pppl prp4
_— E—

S92ph
3
PPP | — 3 .
190ph

ppp4

Gene: b2l (iniciadores ovb2l e pppl/4)
12 etapa: ovb2IF1: 5 TCCCTGAAGCCCTATTATTTTTGT &
ovb2IR1: 5 GCTTGCGGGCGTTCGGACCTTC &

22 etapa: pppl: 5 GTCGTCCACGATGAGCAG &

ppp4: 5 TACGTGGGAAGCGCCTCGCT 3’

ovh2IF1 =3 < ovh2IR1

1200ph

PPP] ey G 114
S92ph

Nessas reacfes foram utilizados 1,6mM de MgCl,, 0,4mM dos nucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2U de Taqg DNA polimerase (Promega), 2,0uL de



Tampao 10X de Taq polimerase, 500ng de BSA (albumina sérica bovina) e
2,0uL de amostra clinica. Os mesmos reagentes foram utilizados na reacéo de
22 etapa. Em cada andlise houve a variacdo da concentracdo e o tipo de
iniciadores. Todas as PCRs foram processadas no aparelho Perkin Elmer
Cetus (Perkin, USA), modelo N 801-150.

Os fragmentos amplificados foram fracionados eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida (PAGE) 8%, sob voltagem de 100V e corados pela prata. A
selecdo da melhor combinacao de condi¢cdes da PCR nested - multiplex foi feita
baseada na intensidade da banda correspondente ao fragmento especifico

desejado.

4.4. Teste de Sensibilidade da PCR nested — multiplex

Para a realizagdo do teste de sensibilidade os genes de interesse foram
clonados no plasmideo pGEM-T e posteriormente extraidos com o kit Minipreps
Plasmid Extration Kit, Promega — USA. Ap0s a extracdo o material foi
quantificado no aparelho Nanogrop 1000 (Uniscience, Brasil). O processo foi
realizado previamente no Laboratério de Virus da Universidade Federal de
Minas Gerais. Ap6s a quantificacdo foram feitas aliquotas dos plasmideos em
diferentes concentracdes, no volume de 2,0 pyL: 50ng, 25ng, 10ng, 5ng, 2ng e
1ng. Este material foi submetido a PCR nested — multiplex sob as melhores
condicdes selecionadas. A sensibilidade da PCR nested — multiplex foi definida
pela deteccdo de DNA viral na reacdo na qual foi utilizada a menor
concentracdo de DNA como amostra. Os fragmentos amplificados foram
fracionados eletroforeticamente em gel de poliacrilamida (PAGE) 8%, sob

voltagem de 100V e corados pela prata.

4.5. Teste Aplicabilidade e especificidade da técnica



Amostras de liquido vesicular e crostas provenientes de bovinos e coletados
durante surtos de vaccinia bovina (VB) e ectima contagioso (EC) foram cedidas
ao Laboratério de Virus da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e
utilizadas para avaliar a técnica proposta. As amostras foram refrigeradas e
transportadas para o laboratério sendo entdo armazenadas a -70 °C até a data
do processo de amplificacdo pela PCR. Para a realizacdo dos testes as
amostras foram descongeladas e entdo maceradas em PBS. O macerado foi
aliguotado em microtubulos de 1,5 mL e armazenados a — 20 °C. A cada teste
realizado aliquotas foram descongeladas e centrifugadas por 1 minuto a 5000
g. Apos a centrifugacdo 1 pL do sobrenadante foi coletado e utilizado como
amostra na PCR nested — multiplex.

Foram analisadas 65 amostras clinicas, descritos na TABELA 2, item 4.2.1.,
sendo 56 coletadas durante surtos de VB, dentre estas 36 amostras bovinas e
20 de humanos; e 8 amostras coletadas durante surtos de EC, dentre estas, 3
de caprinos e 5 de ovinos.

Com a finalidade de confirmar a especificidade da PCR nested — multiplex
outras amostras de infec¢Bes exantematicas foram submetidas a este método:
crosta bovinas causadas por Herpes virus bovino, gentilmente cedidas pela
Dra. Z. Lobato da UFMG e uma amostra de Sthaphylococcus aureus, isolada
de uma paciente acometida por infeccdo hospitalar no estado de Santa
Catarina foi cedida pela Dra. L. Parucker, da Universidade Federal de Santa

Catarina.



5. RESULTADOS

5.1. Reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

5.1.1. Padronizacdo da PCR nested — multiplex

Varias condi¢cbes foram avaliadas na padronizacdo da PCR nested — multiplex.
Foram testados os sets de primers ati+ovb2l/ppp, para identificagcdo de OPV e
PPV, respectivamente porém apds o fracionamento dos fragmentos por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 8% e a coloracdo de prata foi
possivel observar a ocorréncia de fragmentos de tamanho ndo esperado,
provavelmente em decorréncia da amplificacdo inespecifica de fragmentos
gendmicos de ambos o0s virus. A combinacdo dos sets de primers
tk+ovb2l/ppp, para identificagdo de OPV e PPV, também néo foi bem sucedida,
pois a diferenca de temperatura dos primers durante a etapa de pareamento
nao propiciou a amplificacdo dos fragmentos desejados. A melhor amplificacao
obtida foi com a utilizagdo dos iniciadores vgfF1l/ vgfR1 e vgfF2/ vgfR2 para
OPV e ovb2IF1/ ovb2IR1 e ppp-1/ ppp-4 para PPV, onde os fragmentos
amplificados puderam ser visualizados e posteriormente confirmados com
sequenciamento. Os sets de primers escolhidos estdo disponiveis na TABELA
abaixo. ReacgbOes envolvendo tk, assim como qualquer outra combinacéo,

apresentaram problemas na sensibilidade e/ou especificidade.



Tabela 3: Relacdo dos iniciadores de OPV/PPV utilizados na padronizacao

da PCR nested-multiplex.

Géner Gene Sequéncias de primers
0 (5°-3’)

Referéncia

OoPV vgf 12 etapa vgfF:
CGCTGCTATGATAATCA
GATCATT

vofR:
GATATGGTTGTGCCATA
ATTTTTAT

22 etapa vgfF2:
ACACGGTGACTGTATCC
A
nested

vgfR2:
CTAATACAAGCATAATAC

PPV b2l 12 etapa OVB2LF1:
TCCCTGAAGCCCTATTA
TTTTTGT
OVB2LR1:
GCTTGCGGGCGTTCGG
ACCTTC

22 etapa PPP-1:
GTCGTCCACGATGAGCA
G
nested

PPP-4;
TACGTGGGAAGCGCCTC
GCT

Fonseca et al, 1998

O presente estudo

Hosamani et al., 2006

Inoshima et al., 2000

Baseado na intensidade e especificidade dos fragmentos obtidos nos testes de

padronizacdo representado na FIGURA 9, as seguintes condi¢cdes foram

selecionadas para execucdo das PCR nested — multiplex para a amplificacéo

do gene vgf e b2l: 12 Reacao: 95°C por 9 minutos; 30 ciclos de desnaturacéo

de 94°C por 1 minuto; pareamentode 45°C por 1 minuto e uma extensao de



72°C por 1 minuto; seguido de uma extensao final de 72°C por 10 minutos. O
volume de 2pL desta 12 reacao foi utilizado, sem diluigdo, como amostra na 22

reacdo, sob as mesmas condi¢fes térmicas.

Nas canaletas 1, 2 e 3 foram adicionadas as amostras de crostas e vesiculas
de OPV oriundas de surtos de vaccinia bovina (VB) amplificadas pelo gene vgf
a qual apresenta uma banda de 170 pb; nas canaletas 4, 5 e 6 estéo
representadas amostras de crostas de PPV coletadas de surtos de ectima
contagioso (EC) amplificados pelo gene b2l apresentando uma banda de 592
pb. A canaleta 7 apresenta o controle negativo, onde nao foi observada
amplificacédo. As canaletas 8 e 9 representam uma simulacao de coinfeccao por
OPV e PPV adicionando em um mesmo recipiente amostras de crostas de
ambas as espécies (VACV e ORFV)sendo, entdo, submetida a PCR nested —
multiplex; foram observadas bandas de 170 pb e 592 pb através da

amplificacdo dos genes vgf e b2l, respectivamente .

L. 'S 2 3 4 5 6 7 8 9

_ e BN ..

L

170bp

Figura 9: Padronizagcdo da PCR nested — multiplex para a deteccéo de
OPV/PPV. As amostras utilizadas foram coletadas em surtos de VB e EC. Nas
canaletas 1, 2 e 3 foram adicionadas as amostras de crostas e vesiculas de
OPV oriundas de surtos de vaccinia bovina (VB) amplificadas pelo gene vgf a
gual apresenta uma banda de 170 pb; nas canaletas 4, 5 e 6 estdo
representadas amostras de crostas de PPV coletadas de surtos de ectima
contagioso amplificados pelo gene b2l apresentando uma banda de 592 pb. A

canaleta 7 apresenta o controle negativo, onde nao foi observada amplificagéo.



As canaletas 8 e 9 representam uma simulacéo de coinfeccao por OPV e PPV.

As amostras foram fracionadas a 100V em PAGE 8% e coradas pela prata.

5.2. Testes de sensibilidade e especificidade da PCR

As figuras 10A e 10B demonstram a sensibilidade da PCR nested — multiplex
através de testes utilizando plasmideos pGEM-T clonados com os genes vgf ou
b2l. As concentracdes utilizadas para o teste de sensibilidade da PCR nested-
multiplex para os genes vgf e b2l foram de 50ng, 25ng, 10ng, 5ng, 2ng e 1ng;
as amostras foram fracionadas a 100V em PAGE 8% e coradas pela prata. A
PCR nested — multiplex foi capaz de amplificar os genes vgf ou b2l até mesmo
nas reacgdes nas quais foi utilizado como amostra 1ng do fragmento génico

clonado.



10A

vgf(ng)
L 5 25 10 5 2 1 NC

— 170bp

2 1 NC

- —— 592bp

Figura 10: Teste de sensibilidade da PCR nested — multiplex. Fragmentos
de vgf e b2l obtidos através da clonagem em p-GEMT foram submetidos a PCR
nested — multiplex em diferentes concentracdes. A 12 canaleta esta
representada com padrao de tamanho molecular de 1Kb. As canaletas de 2 a 7
estdo mostrando as diluicdes de 50ng a 1ng. A ultima canaleta representa o
controle negativo. As amostras foram fracionadas a 100V em PAGE 8% e

coradas pela prata.

A avaliacdo da especificidade da PCR nested — multiplex foi realizada com
amostras clinicas contendo herpes virus bovino e Sthaphylococcus aureus.
Estas reacbes ao serem fracionadas a 100V em PAGE 8% e coradas pela

prata ndo apresentaram amplificacéo dos fragmentos especificos esperados.



5.3. PCR nested — multiplex PCR para a detec¢cdo de Orthopoxvirus e
Parapoxvirus em espécimes clinicos coletados de surtos ocorridos no

Brasil

Foram utilizadas 65 amostras clinicas coletadas em surtos de vaccnia bovina e
ectima contagioso para testar a aplicabilidade da PCR nested — multiplex.
Todas estas amostras foram previamente testadas por métodos moleculares e
foram confirmadas as infec¢des por VACV nos surtos de VB e por ORFV nos
surtos de EC. Dentre as amostras clinicas obtidas de surtos de BV, a PCR
nested — multiplex foi capaz de detectar DNA viral de OPV em 53 crostas ou
vesiculas, apresentando uma positividade de 93,9%. Nas analises envolvendo
amostras clinicas de PPV a multiplex foi capaz de detectar DNA viral em 100%
das amostras. A TABELA 3 sumariza os testes de aplicabilidade da PCR
nested — multiplex OPV/ PPV.



Tabela 4: Resultado da PCR nested — multiplex utilizando amostras

clinicas.

Estado/ Ano N° de Amostras N° de Resultado Referéncia

amostras amostras

analisadas positivas

Minas 11 Crosta e 10 OoPV Trindade et al,
Gerais, 2005 lesdes 2007
/esiculares

Minas 13 Crosta e 11 OoPV dados ndo
Gerais, 2005 lesdes publicados
/esiculares

Minas 5 Crosta e 5 OoPV dados ndo
Gerais, 2005 o .
lesdes publicados
/esiculares

Minas 8 Crosta 8 OoPV dados ndo

Gerais, 2008 publicados

Minas 1 Crosta 1 PPV Mazur e
Gerais, 1990 Machado, 1990




Mato 5 Crosta 5 PPV Abrahao et al,
Grosso,
2005 2009




6. CONCLUSOES

A elaboracdo da PCR nested — multiplex foi baseado em aspectos importantes
e em estudos realizados no Brasil e em outros paises onde a infeccdo por
Orthopoxvirus e Parapoxvirus vem aumentando a cada dia, além da

possibilidade de coinfeccao por essas espécies.

Um ndmero crescente de amostras de VACV vem sendo isoladas durante
surtos de vaccinia bovina (VB) no Brasil, sobretudo em Minas Gerais, o maior
produtor de leite do pais. Durante o episddio da doenca, o gado apresenta
queda na producéo de leite, e o ordenhador normalmente é afastado do servico
por alguns dias, acarretando grandes perdas econdmicas. A VB também
constitui um problema de salude publica ja os aspectos clinicos da doenca séo
confundidos com doencas causadas por fungos e bactérias além de ser uma
preocupacao social, pois as pequenas propriedades sao as mais atingidas pela
doenca, sobretudo as que praticam a ordenha de subsisténcia e que o leite

representa um dos pilares da alimentacao familiar.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma metodologia utilizada em
laboratérios de diagnostico e pesquisa, pois, em poucas horas, sdo obtidas
milhares de cépias da sequéncia alvo, que podem entdo ser detectadas e
identificadas. O emprego de uma desnaturacao inicial de 9 minutos, a 95°C,
além de separar as dupla-hélices das fitas de DNA presentes na solucéo,
causa também o rompimento das membranas e do cerne viral, expondo o
genoma do virus a acado da enzima Taqg polimerase. Esse procedimento
eliminou a necessidade de extracdo prévia de DNA dos espécimes clinicos, o
gue tornaria 0 processo mais laborioso, e poderia reduzir a quantidade de
genomas virais disponiveis. A grande maioria dos protocolos de PCR
atualmente descritos para a deteccdo de DNA de microorganismos a partir de
espécimes clinicos realizam previamente a extracdo de &cidos nucléicos, para
evitar a acdo de inibidores da PCR (KUIPER et al, 2006, CUMMINGS et al,
2004; SAVONA et al, 2006).



A técnica proposta neste estudo € capaz de detectar simultaneamente OPV e
PPV com alta especificidade através da analise dos fragmentos resolvidos em
géis de poliacrilamida 8% e corados em prata. A sensibilidade da PCR nested —
multiplex também é alta sendo possivel detectar até 1 ng de DNA viral seja de
OPV ou PPV através da amplificacdo dos genes vgf e b2l, respectivamente. A
deteccdo de espécies de ambos os géneros trds para os laboratorios uma
economia de tempo e custos do processo quando comparados a PCR

tradicional, onde a deteccéo desses patégenos se da separadamente.
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