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RESUMO

A pseudovariola bovina é uma zoonose causada pelo virus da pseudovariola
bovina (PCPV), pertencente ao género Parapoxvirinae, familia Poxviridae. A
pseudovariola bovina acomete principalmente vacas, na regido dos tetos e
Uberes, podendo também atingir bezerros lactantes. Em humanos é uma
doenca de carater ocupacional, sendo também conhecida como “doenga do
ordenhador”, com a ocorréncia de lesdes principalmente em dedos e maos de
trabalhadores que lidam diretamente com a ordenha de animais infectados.
As lesfes Iniciam-se com o0 aparecimento de manchas avermelhadas,
formacgéo de papulas, com possibilidade de ulceracdo e formacgéo de crostas
em epitélio infectado. Geralmente os sintomas desaparecem em algumas
semanas, porém podem tornar-se persistentes em individuos
imunocomprometidos. O PCPV tém sido detectado em diversos surtos
espalhados por todas as regides do pais. Além do dano a saude humana, um
surto da doenca em rebanhos, pode levar a grandes perdas econdmicas, com
0 possivel descarte do leite e carne de animais infectados. O diagndstico
pode ser realizado por microscopia eletrdnica, métodos soroldgicos ou
moleculares. Devido a sua relevancia sanitaria e econdmica, o diagnostico
oficial da pseudovariola bovina no Brasil € realizado pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Este diagndstico também faz
parte da triagem de amostras suspeitas para febre aftosa, que constitui
barreira sanitaria de elevada importancia econémica para o pais. Atualmente,
essa deteccdo do PCPV é realizada por métodos moleculares baseados em
PCRs convencionais. O presente estudo objetiva desenvolver e validar uma
técnica para diagnostico da pseudovariola bovina utilizando-se uma PCR
quantitativa (QPCR), que forneca respostas rapidas quanto a deteccdo do
agente em amostras suspeitas, com alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade, dentre outros requisitos de validagdo. A metodologia
desenvolvida foi testada frente a amostras sabidamente negativas e amostras
positivas para avaliagdo da especificidade e da sensibilidade,
respectivamente. O limite de deteccdo do teste foi avaliado a partir de
diluicBes sucessivas do virus de referéncia isolado e de um plasmideo padréo
contendo a sequéncia alvo de interesse. Também foi verificada a
repetibilidade do teste para uma mesmo analista sob as mesmas condi¢oes,
assim como a reprodutibilidade do teste frente a variacdo de analistas ou
componentes da reacdo. O método foi capaz de detectar até 1000 copias/pL
do PCPV em amostras e apresentou uma especificidade de 100%, e
sensibilidade de cerca de 80 %. A repetibilidade e reprodutibilidade do teste
foram adequadas de acordo os parametros estatisticos pré-estabelecidos em
manuais de validacdo oficiais. Portanto, a gPCR desenvolvida, mostrou-se
adequada ao uso na rotina diagnéstica de acordo com as normativas
nacionais e internacionais relacionas a garantia da qualidade e validacéo de
um método de ensaio.

Palavras chave: pseudovariola bovina; parapoxvirus, PCPV; gPCR



ABSTRACT

The pseudocowpox is a zoonosis caused by the pseudocowpox virus (PCPV),
classified within the genus Poxvirinae, Poxviridae family. The pseudocowpox
affects mainly cows, also reaching suckling calves. In humans, it is a
predominantly occupational disease, also known as "milkers s nodule ", with
occurrence of lesions mainly in fingers and hands of workers who deal directly
with milking of infected animals. The lesions begin with appearance of redness
spots, formation of papules, with possibility of ulceration and formation of
crusts in infected epithelium. They are usually self-limited resolving within a
few weeks but may become persistent in immunocompromised individuals.
PCPV has been detected in several outbreaks throughout the country. In
addition to public health damage, an outbreak of the disease in herds can lead
to large economic losses, with possible disposal of milk and meat of infected
animals. The diagnosis can be performed by electron microscopy, serological
methods and by molecular biology techniques. Due to its sanitary and
economic relevance, the official diagnosis of pseudocowpox in Brazil is carried
out by the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA). This
diagnosis is also part of the screening of suspicious samples for foot-and-
mouth disease, which constitutes a sanitary barrier of great economic
importance forBrazil. Currently, detection of PCPV is performed by
conventional PCR methods. This study aims to develop and validate a
technique for the diagnosis of pseudocowpox using quantitative PCR (qPCR),
which provides rapid responses regarding detection of the agent in suspect
samples, with high sensitivity, specificity and reproducibility, among other
validation requirements. The method developed was tested with known
negative samples for the specificity assessment and runned against a panel of
positive samples for sensitivity assessment. The limit of detection was
evaluated from successive dilutions of the isolated reference virus and the
standard plasmid containing the target DNA sequence. The repeatability of the
test was also evaluated for the same analyst under the same conditions, as
well as the reproducibility comparing the variance between different analysts
or components of the gPCR. The method was able to detect up to 1000 copies
/ uL of PCPV in samples and had a specificity of 100% as well as a sensitivity
of about 80%. The repeatability and reproducibility of the test were adequate
according to the statistical parameters pre-established in official validation
manuals. Therefore, the development of gPCR was satisfactory, showing itself
adequate to the use in the diagnostic routine according to the national and
international regulations related to the quality assurance and validation of a
test method.

Palavras chave: pseudocowpox; parapoxvirus, PCPV ; gPCR
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1.0 Introducéo
1.1 Pseudovariola bovina

1.1.1 Classificacao

A zoonose pseudovariola bovina é causada por um virus classificado
taxonomicamente dentro do género Parapoxvirus (PPV). O género
Parapoxvirus pertence a familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae
(ICTV, 2019). A familia Poxviridae compreende um grupo de virus de
estrutura complexa, alto peso molecular e genoma composto de DNA de fita
dupla, sendo classificados dentro da mesma familia por suas similaridades
genOmicas, estruturais e antigénicas. Frequentemente, os Poxvirus sao
espécie - especificos e os humanos sdo hospedeiros acidentais. Algumas
espécies podem infectar tanto humanos quanto animais, levando a zoonoses
de alto impacto clinico e econdmico, como por exemplo, a pseudovariola
bovina, também conhecida em humanos como “doenga do ordenhador”.

A subfamilia Chordopoxvirinae compreende o0s virus capazes de
infectar vertebrados, sendo quatro as familias capazes de infectarem
humanos: Orthopoxvirus, Moluscipoxvirus ,Yatapoxvirus e Parapoxvirus. A
classificacdo taxondmica da familia encontra-se na Tabela 1. Dentro do
género Parapoxvirus, estdo classificadas quatro espécies, sendo trés de
maior potencial zoonético. Sdo elas: o virus da estomatite papular bovina
(BSPV); o orf virus (ORFV), causador da doenga conhecida como ectima
contagioso; e o virus da pseudovariola bovina (PCPV). Outras espécies,
ainda nao classificadas oficialmente no género, incluem um parapoxvirus de
foca e um parapoxvirus de camelos (ectima contagioso de camelos ou
doenca de Ausdyk). (Thomas et al. 2003).

10
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Tabela 1 — Classificacao taxondmica da Familia Poxviridae

Género Avipoxvirus

10 espécies

Género Capripoxvirus 3 espécies
Género Centapoxvirus 1 espécie
Género Cervidpoxvirus 1 espécie
Género Crocodylidpoxvirus 1 espécie
Género Leporipoxvirus 4 espécies
Género Molluscipoxvirus 1 espécie
Género Orthopoxvirus 10 espécies
Género Suipoxvirus 1 espécie
Género Yatapoxvirus 2 espécies
Género Parapoxvirus 4 espécies

Espécie: Virus da estomatite papular bovina

Espécie: Orfvirus

Espécie: Parapoxvirus do cervo vermelho da Nova Zelandia

Adaptado de International Comitee on Taxonomy of Viruses, 2019

1.1.2 Estrutura e genoma

Os Parapoxvirus possuem uma morfologia Unica dentre os Poxvirus,

como demonstrado por imagens de microscopia eletrénica de transmissao

(MET) (Figura 1). Enquanto as particulas virais dos demais virus da Familia

possuem forma de tijolo ou pleiomérficas, as particulas dos Parapoxvirus séo

arredondadas, em formato ovoéide.

O envelope externo do virus consiste em duas camadas. A externa €

mais espessa e contém tubulos superficiais e/ou filamentos curtos de

subunidades de proteina enroladas em forma helicoidal ou globular,

11
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tipicamente com um canal oco que atravessa o centro de cada tubulo. A
camada interna mais fina € uma bicamada lipidica.

Os virions dos membros do género Parapoxvirus sdo cobertos com
longos tubulos superficiais rosqueados, que, devido a sobreposicdo nas
superficies apical e basal, aparecem dispostos em forma cruzada, semelhante
a um novelo de la. O cerne, em caracteristico formato de “M”, dos
Parapoxvirus, contém o material genético, enzimas e fatores de transcricdo
de genes precoces. A particula contém ainda dois corpusculos laterais de
funcdo desconhecida (Figura 1) (Helena et al. 2017) (Cyrklaff et al. 2005).

O nucleocapsideo consiste no DNA de fita dupla (dsDNA) revestido
por pelo menos 4 diferentes tipos de proteinas, mantendo o DNA em um
estado super-helicoidal. Uma RNA polimerase dependente de DNA esta
também presente no nucleo.

O genoma do PCPV contém aproximadamente 145 mil pares de
bases (kpb). Nao contém introns e apresenta 134 regifes abertas de leitura
(ORFs), 0 que representa um consideravel nimero de genes para um virus de
tal tamanho. As extremidades do genoma sao repeticdes palindrémicas em
tandem. (Carter et al, 2005) (Hautaniemi et al. 2010).

12
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Figura 1 - Estrutura comparativa entre os Orthopoxvirus e Parapoxvirus

(A) Virions do virus vaccinia em microscopia eletrdnica, mostrando tubulos
superficiais caracteristicos de virus membros de todos 0s géneros, exceto o
género Parapoxvirus. (B) Virions do PCPV, mostrando tubulos superficiais
caracteristicos dos virus membros do género Parapoxvirus. (C, a esquerda).
Diagrama esquematico da estrutura do género Orthopoxvirus (e todos os
outros géneros de poxvirus vertebrados, exceto o género Parapoxvirus),
mostrando corpos centrais e laterais biconcavos. (C, direita). Diagrama
esquematico, género Parapoxvirus. Parte dos dois diagramas mostra a
estrutura da superficie de um virion sem envelope, a outra parte mostra uma
secao transversal através do centro de um virion envelopado.

Adaptado de ( Burrell et al. 2016)

Ao mesmo tempo em que o genoma dos PPV é o menor dentre os
Poxvirus, estes possuem a maior porcentagem de guanina + citosina (G+C)

dentre os virus da familia. O PCPV apresenta uma porcentagem de 65% de

13
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G+C. Entretanto, pontos de acentuado desvio dessa média sdo observados
em regides terminais do genoma, em um padrao tao distinto e uniforme que
forma uma assinatura deste virus. Em contraste, representantes de outros
géneros de poxvirus com alto conteddo G+C, incluindo o virus do molusco
contagioso (MOCV), exibem contetdos G + C mais uniformes através de seus
genomas. (Hautaniemi et al. 2011) (Buttner; Rziha 2002) (Gunther et al. 2017)

Apesar de possuir um dos menores genomas dentre 0S poxvirus, 0s
PPV compartilham cerca de 70% dos genes relacionados a viruléncia em
comparacdo aos mais patogénicos virus da familia. Surpreendentemente,
andlises filogenéticas demonstram uma maior similaridade do genoma do
PCPV com o ORFV (que infecta predominantemente caprinos) em
comparagdo com o BSPV, outro Parapoxvirus que infecta bovinos, como
mostrado na Figura 2. Até cerca de 10 anos, apenas os genomas do ORFV e
do BSPV haviam sido sequenciados de forma completa (Delhon et al. (2004).
Hautaniemi et al. (2010) sequenciou pela primeira vez uma estirpe de

referéncia do PCPV (VR634), obtida a partir de uma lesdo em méao humana.

14
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Figura 2 - Anélise filogenética realizada a partir de estirpes de referéncia
das espécies membro do género Parapoxvirus

Retirado de Hautaniemi et al. (2010)

O genoma do PCPV possui estrutura linear, sendo que, em sua
regido central, altamente conservada (aproximadamente 88 genes), sao
codificadas proteinas estruturais e fatores essenciais para a transcricdo e
replicacdo viral. A maioria destes genes sdo homologos a outros membros da
subfamilia Chordopoxvirinae, como o Vaccinia virus (VACV). Por outro lado,
as regibes terminais invertidas (ITR) do genoma codificam proteinas
relacionadas a viruléncia e evasdo do sistema imune pelo virus (Figura 3).
Sendo que algumas destas proteinas s&o Unicas para 0s Parapoxvirus,
conferindo-os uma alta capacidade de interferir na inflamag&o, imunidade
inata e imunidade adaptativa do hospedeiro. As regides terminais também
codificam proteinas ndo essenciais ndo compartilhadas com outros Poxvirus,
mas que parecem estar envolvidas com inibicdo da apoptose e otimizacdo da
replicacéo viral (Mercer et al .2007) ( Friederichs et al. 2014).

Os genes da regido terminal sdo descritos como especialmente
susceptiveis a mutacdes frente a diversas passagem do virus em cultura de
células, em comparacdo com outros virus. Esta regido também tem sido
descrita como de facil insercdo de sequéncias de DNA no genoma, e isto,
somado ao fato de que o virus causa apenas lesdes locais, e a capacidade

15



1 imunogénica do virus, tém tornado os PPV em geral bons candidatos a uso
2 como vetores recombinantes para vacinagdo contra outras doengas virais e

3  terapia contra o cancer (Rittner et al.2018) (Fischer et al. 2003).

Regido variavel:
proteinas
relacionadasa
evasdo e viruléncia

Regido varidvel esquerda Regido varidvel direita
Algas Algas
terminais terminais
(= Regido central .
conservada: proteinas
Repetio;ﬁes terminais estrutu rais’ fatores de Repetigﬁes terminais

invertidas (ITRs) transcrigdo invertidas (ITRs)

Figura 3- Representacdo esquematica do genoma do virus da
pseudovaridla bovina

Adaptado a partir de (Babkin; Babkina 2015) e (Gunther et al. 2017)

1.1.3 Replicagéo viral

Diferentemente da maioria dos virus dsDNA, os Poxvirus replicam-se
inteiramente no citoplasma das células hospedeiras. Para tal peculiaridade,
possuem uma enzima denominada RNA polimerase DNA dependente. Esses
virus possuem duas formas infectantes. Estas duas formas correspondem as

particulas virais maduras intracelulares (IMV) e as particulas envelopadas

O 00 N o v b

extracelulares (EEV). As EEV possuem um envelope lipidico adicional,
10 adquirido da célula hospedeira e que dao a esta forma certas caracteristicas
11  Unicas em relacdo ao IMV, tais como maior resisténcia a neutralizacdo por
12 anticorpos e a agéo do sistema complemento (Bennet et al 2015).

13 Assim como acontece para outros virus, a infeccdo dos Poxvirus
14  inicia-se com a adsorcao da particula viral a superficie celular. Porém, os
15  Poxvirus diferem da maioria dos virus por ndo possuirem um ligante Unico
16  especifico de interacdo com receptores celulares. Desta forma, a
17  possibilidade de utilizacdo de diferentes receptores, bem como a existéncia
18 de duas formas infectivas com morfologias distintas tornam dificil o

19 entendimento do processo de ligacdo dos poxvirus as ceélulas hospedeiras.

16
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Sendo assim, hoje se sabe que as formas IMV e EEV ligam-se a diferentes
receptores, isto devido a presenca de diferentes proteinas em suas
superficies. (Moss 2012).

A particula de IMV possui apenas uma membrana lipidica, sendo
assim, um comum processo de fusdo de membranas é capaz de explicar sua
formacao e penetracdo. J& o EEV possui uma segunda membrana, acredita-
se que seu envelope mais externo seja rompido em uma reacado nao-
fusogénica dependente da ligacdo com polidnions presentes na superficie
celular. Tal dissolucédo permitiria a liberacdo de uma forma IMV na superficie
celular, que penetraria por fusao no citoplasma (Moss 2006).

Independentemente do modo exato de entrada do virus na célula, o
resultado final do processo é a liberacdo do cerne viral, contendo o genoma
do virus e enzimas associadas no citoplasma. ApoOs este processo, o0 cerne é
degradado, o que é denominado de desnudamento secundario. Apdés o
desnudamento do cerne, o DNA se associa com a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso, formando um sitio de replicacdo para onde proteinas
precoces envolvidas na sintese de DNA sao recrutadas (Mcfadden 2005).

A replicacdo do DNA viral dos Poxvirus (Figura 4) ocorre entre 2 e 3
horas apés infeccdo, dependendo da espécie do virus, multiplicidade de
infeccdo e do tipo de célula hospedeira. Ela ocorre exclusivamente no
citoplasma em regifes granulares, eletrodensas denominadas virossomas.
Acredita-se que os virossomas sejam derivados de membranas e organelas
celulares. Sendo assim, este processo parece ser independente do nucleo
celular e a maioria das proteinas necessérias a replicacdo do DNA viral é
codificada pelo virus. A replicacdo do DNA viral inicia-se com um corte em um
sitio especifico no DNA em uma ou ambas as regides das ITR do genoma.
Este processo resulta na geracdo de aproximadamente 10.000 coépias do
genoma viral por célula, porém, destas apenas a metade serd empacotada
nas particulas virais durante a morfogénese (Moss, 2013).

A morfogénese ou montagem inicia-se a partir de 5 a 6 horas apos a
infeccdo. Durante a morfogénese pode-se observar a formacédo de diversas
estruturas: virus crescentes, virus imaturos (IVs), virus maduro intracelular
(IMV), virus envelopado intracelular (IEV), virus extracelular associado a
célula (CEV) e finalmente o virus envelopado extracelular (EEV). Neste
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processo a primeira estrutura visivel sdo estruturas constituidas de proteinas
virais e lipideos do hospedeiro. Essas estruturas contém espiculas ligadas em
sua superficie convexa e se estendem para formar virions imaturos esféricos
(IV). Embora as particulas dos IV contenham o genoma viral, elas ndo séo
infecciosas. Os IVs maturam-se em IMVs através de varias clivagens das
proteinas do capsideo viral, o que promove condensacdo do cerne viral e
garante a forma caracteristica ovéide dos PPV, da forma IMV (Bennet et al
2015) (Moss 2012).

A particula IMV representa a maioria da progénie infecciosa de cada
célula, porém so séo liberadas da célula em caso de lise. Devido a sua alta
resisténcia no ambiente, estas particulas virais desempenham um papel
importante na transmissdo entre hospedeiros susceptiveis. Ao alcancar a
membrana celular, a membrana mais externa dos IEVs se funde com esta,
expondo no meio extracelular os virus envelopados. As particulas que
permanecem na superficie celular sdo chamadas CEVs e, quando liberados
no meio extracelular, sdo denominados EEVs. A membrana lipidica adicional
dos EEVs torna as particulas virais envelopadas menos sensiveis a acdo do
complemento e de anticorpos. Devido & maior resisténcia a eliminacéo pelo
sistema imune, os EEV’s sdo importantes para a disseminacdo do virus
dentro do hospedeiro ao permitirem disseminacdo do virus para células
distantes. (Liu et al. 2018) (Moss 2013).
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1.1.4 Transmissao, sinais clinicos e patogenia

Os Parapoxvirus infectam majoritariamente ovinos, caprinos e bovinos,
adicionados ao seu potencial zoonético. Porém ja foram relatadas infeccbes em
camelos (Abubakr et al. 2007), cervos (Hautaniemi et al. 2011) e focas
(Gunther et al. 2017, Mercer et al 2007). No caso da pseudovariola bovina,
doenca em questdo no presente trabalho, o virus infecta predominantemente
vacas, causando lesbes principalmente na regido do teto e Ubere. As lesbes
também podem ocorrer lesGes na regido bucal, principalmente de bezerros que
realizam a lactacdo em vacas infectadas, assim como estes bezerros podem
auxiliar no espalhamento da infecgéo para outras vacas, dentro de um mesmo
rebanho. A disseminacdo dentro do rebanho costuma ser lenta e a
porcentagem de animais infectados simultaneamente dentro de um mesmo
rebanho varia consideravelmente. Os Poxvirus sao resistentes em condi¢des
ambientais, o que favorece a disseminacdo por animais que utilizam a mesma
pastagem. A livre circulacdo entre bovinos de algumas propriedades, o manejo
conjunto de animais diferentes e a manipulacdo concomitante de animais
doentes e sadios séo fatores de risco que podem facilitar a disseminagéo do
agente (Roess et al. 2013, Cargnelutti et al. 2014).

Héa possiveis relatos de transmissdes indiretas por outras formas, como
a partir dos equipamentos utilizados para retirada do leite, moscas e fomites
(Black et al. 2014) Em relacdo a possiveis outras formas de transmissao,
Rehfeld et al.( 2018) detectaram a presenca de Orthopoxvirus (OPV) e PPV no
leite de vacas doentes.

Tratando-se de outras espécies que ndo 0s bovinos tradicionalmente
infectados pelo PCPV, Black et al. (2014) detectaram a presenca de PCPV no
pénis de touros Angus. Laguardia-Nascimento et al. (2017) identificaram a
presenca do PCPV em bufalos (Bubalus bubalis) no Brasil, inclusive com
possibilidade de transmissao inter-espécie entre bovinos e este animal. Ainda,
Fairley et al. (2013) comprovaram uma infeccéo persistente por PCPV no
epitélio e patas de gatos.

Lesdes nos tetos e Uberes das vacas geralmente se iniciam como
pequenas e avermelhadas manchas que rapidamente evoluem para lesdes

com aspecto de sarna ou formacdo de pequenas vesiculas. A lesédo é
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geralmente autolimitada e se resolve em cerca de duas semanas. Porém
pode persistir por meses e deixar o teto com aparéncia de crosta e/ou com
presenca de multiplas lesées. (Friederichs et al. 2014) (Yaegashi et al. 2013).

A doenca do ordenhador, assim denominada ao acometer humanos,
€ predominantemente ocupacional, atingindo individuos que trabalham com
ordenha de rebanhos infectados, principalmente na regidao das méos e dedos.
A ordenha manual e inadequados métodos de desinfeccdo ao se realizar tal
procedimento contribuem para a disseminacdo do virus (Abrahdo et al.,
2010). Os trabalhadores rurais que contraem estas lesdes também podem
ajudar na infeccdo de mais animais no rebanho (Abrah&o et al. 2009).
Individuos que ndo trabalham diretamente com estes animais, mas que
eventualmente podem visitar um criadouro, por exemplo, também podem se
infectar ao manusear pele ou carne infectada (Friederichs et al. 2014).
Trabalhadores que manipulam constantemente a carne infectada também
podem desenvolver a doenca. A transmissdo entre humanos ainda né&o foi
identificada (Barravieira 2014).

A infeccdo em humanos geralmente ocorre através de cortes ou
arranhfes e geralmente se mantém no local de entrada do virus, seja no
epitélio ou na mucosa oral, geralmente com proliferacdo do virus em
gueratindcitos. Existem relatos de lesées no epitélio de outras regides, como
pernas e genitais, provavelmente de forma secundéria devido inicialmente a
presenca de infeccdo nas maos. Ocorre hipertrofia e proliferacdo de células
epidermais, frequentemente associadas a um alto influxo de leucdcitos
(predominancia de mononucleares) e aumento nos niveis do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). A histopatologia mostra
hiperceratose, paraqueratose e acantose da epiderme, que geralmente
apresenta vesiculas multiloculares, reticulares, degeneracéo de células em
forma de baldo. Os corpos de inclusdo eosinofilicos no citoplasma das células
epidérmicas vacuoladas sao caracteristicos, mas ndo observados em todos
os estagios da doenca. A figura 5 exemplifica as lesGes caracteristicas em
bovinos e humanos, além dos achados histopatolégicos caracteristicos em
tecido humano. Sintomas sistémicos como cansaco, mal-estar e
linfoadenopatia sdo raros, e quando ocorrem, estao relacionados a individuos

imunocomprometidos. LesBes secundarias ou reincidéncias ocorrem em 8% a
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12% dos casos (Black; Walburger 2014) (Abrahéo et al. 2010) (Bennet et al
2015) (Buttner; Rziha 2002) (Barravieira 2014).

Em humanos, apés um periodo de incubacgéo que varia de 3 a 5 dias,
as lesdes iniciam-se com o aparecimento de manchas eritematosas que
evoluem para a formagao de papulas, geralmente em “formato de alvo” (dias
7 a 14). Lesdes nodulares geralmente aparecem de 14 a 21 dias.
Diferentemente das lesdes causadas por outros Parapoxvirus, como ORFV ou
BSPV, ulceracdes purulentas sédo raras. A regeneracdo completa do tecido
ocorre de quatro a seis semanas e € caracterizada inicialmente por um
papiloma regenerativo até a presenca de tecido epitelial normal. Lesdes
maiores e  granulomatosas podem aparecer em individuos
imunocomprometidos, podendo ser necessaria a remocao cirurgica do tecido
lesado. A manutencdo da lesdo, inclusive com aparecimento de material
purulento, pode ocorrer em caso de coinfeccdo com bactérias, como
Sthapylococcus aureus. O tratamento com antivirais tépicos como cidofovir
nao parece acelerar o tempo de regeneracdo da lesédo (Schatzmayr et al.
2000) (Abrahéo et al. 2010)( Rucker et al. 1968). (Groves et al. 1991).

Figura 5 - LesBGes causadas pelo virus da pseudovariola bovina

(A) Lesao causada pelo PCPV em tetos de vacas. (B) Detalhe da lesédo em
dedo humano, evidenciando o centroeritematoso. (C) Achado histopatologico
caracteristico, com infiltrado leucocitario e as particulas virais localizadas na
camada cornea.

Adaptado de ( Barravieira 2014) e (Claudia et al. 2017)

Em termos de patogenia, mais especificamente em relacdo as

condi¢cbes que propiciam o aparecimento e persisténcia das lesdes causadas

22



[

O 00 N o v B~ W N

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

29
30

pelo virus da pseudovariola bovina, os genes das regides terminais dos PPV
contribuem significativamente para uma relagdo microrganismo hospedeiro
favoravel ao virus. O genoma do PCPV codifica diversas proteinas com
potencial patogénico na doenca, como uma proteina ligadora de quimiocinas
(CPB), uma proteina homologa ao fator estimulador de colbnias de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) uma proteina homologa a interleucina
10 (IL-10) e uma proteina homologa ao fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF). (Hautaniemi et al. 2011) (Ueda et al. 2003) (Ouyang et al.
2014) (Hautaniemi et al. 2010) (Nagarajan et al. 2015) .

A capacidade desse grupo de reinfectar seus hospedeiros, mesmo
gue uma resposta de memoria mediada por células seja induzida durante a
infeccdo primaria, pode estar relacionado ao seu nicho epiteliotropico e aos
imunomoduladores que produzem. Neste ambiente altamente localizado, os
imunomoduladores secretados apenas interferem com a resposta imune local
e, portanto, em regra, ndo comprometem o sistema imune do hospedeiro
sistemicamente. A descoberta de um gene similar ao fator de crescimento
endotelial vascular pode explicar a natureza altamente vascular de lesdes
causadas pelo PCPV. Assim como uma proteina homoéloga a uma citocina
antiinflamatéria (IL-10) e um inibidor da acdo de quimiocinas (CPB) pode
explicar a persisténcia das lesdes. Existem muitos genes de Parapoxvirus que
ndo codificam polipeptidios com correspondéncias significativas em bancos
de dados, separando este género da maioria dos outros Poxvirus de
mamiferos. Estes genes parecem estar envolvidos na inibicdo da apoptose,
manipulando a progressdo do ciclo celular e degradagdo de proteinas
celulares que podem estar envolvidas na resposta ao estresse oxidativo,
permitindo assim que o virus subverta mecanismos antivirais intracelulares e
melhore a disponibilidade de moléculas necesséarias para replicacdo viral
(Ouyang et al. 2014) (Mercer,et al 2007).

1.1.5 Epidemiologia

Os dados epidemiolégicos quanto a distribuicdo do PCPV no Brasil

sao esparsos, nao existindo ainda um trabalho que sistematize e caracterize
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de forma completa a distribuicdo do virus pelo pais. Os dados existentes sao
provenientes de relatos de lesBes por veterinarios locais, publicacdes na
literatura de casos isolados em diferentes regibes do pais e também
proveniente de dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), a partir do diagnostico molecular oficial da pseudovariola bovina,
realizado em laboratorio oficial da rede do MAPA.

O mais abrangente levantamento epidemioldgico dos casos de PCPV
no Brasil foi realizado por (Laguardia Nascimento et al. 2017), juntamente
com a distribuicdo de casos positivos de outros Poxvirus como BSPV e VACV
(isolados ou em coinfecgcdo). Foi feito um levantamento de resultados
positivos diagnosticados a partir de testes oficiais realizados pelo MAPA nos
anos de 2015 e 2016, demonstrando que o virus esta disseminado por todas
as regides do pais.

Alves et al. (2016) descrevem uma coinfecgdo entre PCPV e o virus
da diarreia bovina (BVDV) na regido da Amazodnia. Cargnelutti et al. (2014)
reportaram a presenca de animais positivos para PCPV e BSPV em rebanhos
em Rondoénia, no norte do pais. O mesmo grupo detectou a presenca de
PCPV em bezerros de engorda no sul do pais (Cargnelutti et al. 2015).
Laguardia-nascimento et al. (2016) detectaram animais positivos para PCPV
nos estados de Roraima, Amazonas e Mato Grosso. Neste mesmo estudo, a
analise filogenética demonstrou que estes virus detectados em diferentes
estados estavam agrupados entre si, assim como com outros virus
sequenciados a partir de amostras anteriores, como por exemplo, um virus
obtido a partir de amostra coletada no estado de Minas Gerais.

Por todo o mundo também ja& foram detectados casos de
pseudovariola bovina, como por exemplo, em Bangladesh, Finlandia, Estados
Unidos, India e Turquia (Orguzoglu et al. 2014) (Lederman et al. 2014) (
Nagarajan et al. 2015). No Japao, até 2017, apenas o BSPV havia sido
isolado em amostras clinicas, até que Ohtani et al. (2017) detectaram o PCPV
em amostras vesiculares de Ubere e lingua de bovinos. Analises filogenéticas
dentre virus isolados em todo o mundo demonstram uma relativa similaridade
entre as sequéncias obtidas, ao passo que evidencia uma diferenciacao entre
amostras dos outros virus do género Parapoxvirus — ORFV e BSPV
(Orguzoglu et al. 2014).
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Abrahdo et al. (2010) descreveram pela primeira vez no pais a
deteccdo de um caso de coinfeccdo em humanos de PCPV e VACV, a partir
do swab da crosta de leséo presente na méao do paciente. Schatzmayr et al.
(2000) reportaram um caso de lesbBes caracteristicas em seis pacientes
humanos apés surto de PPV no estado do Rio de Janeiro. Os virus foram
identificados por microscopia eletrénica apos cultura em células. Outros casos
da pseudovariola bovina em humanos foram descritos por MacNeil et al.
(2010) ; Rogers et al. (1989) e Batalla et al. (2013), dentre outros.
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Figura 6 - Compilado de casos reportados envolvendo infec¢cdes por
PCPV no Brasil

Gotas azuis representam casos de PCPV isolados. Quadrados alaranjados
casos de coinfeccdo PCPV/BSPV. Xis roxos casos de coinfeccdo PCV/VACV.
Losangos amarelos representam tripla infeccdo PCPV/BSPV/ORFV. Estrelas
verdes representam casos comprovados de infec¢cado por PCPV em humano

Adaptado de (Laguardia Nascimento et al. 2017).
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1.6 Impacto econémico

A industria de gado no Brasil € uma atividade econémica que ocupa
ampla faixa territorial e continua expandindo-se. O Brasil possui a segunda
maior quantidade de cabecas de gado no mundo, ultrapassado apenas pela
india (Lobato et al. 2014) (Laguardia Nascimento et al. 2017).

A deteccao do virus da pseudovariola bovina tém sido cada vez mais
frequente em diagndsticos oficiais do MAPA, indicando-se que esta doenca é
uma potencial ameaca econémica e sanitaria (Laguardia-Nascimento et al.
2017). A importancia econ6mica do PCPV tem sido cada vez mais
reconhecida devido as perdas potenciais que podem ser causadas aos donos
de propriedades devido a surtos e também devido ao seu potencial zoonético
(Ohtani et al. 2017).

As lesdes provenientes da infeccao pelo PCPV sao confundiveis com
outras doencas, como febre aftosa e estomatite vesicular. Propriedades com
animais suspeitos para essas doencas estdo sujeitas a regras estritas
relativas ao transito de animais e produtos derivados de animais, 0 que pode
causar perdas econdmicas consideraveis. Doencas vesiculares de bovinos
possuem grande importancia no territério brasileiro em decorréncia do
Programa Nacional de Erradicacdo da Febre Aftosa, uma vez que a deteccéo
deste virus ocasiona embargos econfmicos impostos por paises
importadores de produtos de origem agricola (Cargnelutti et al. 2014)
(Laguardia-Nascimento et al. (2017). Por isso, o conhecimento e rapido
diagnéstico dessas enfermidades é fundamental, com o objetivo de se evitar
interdicdbes e/ou embargos comerciais desnecessarios e dispendiosos e,
também, com a finalidade de se estabelecer programas adequados de

controle e prevencgao para essas doencgas

1.1.7 Diagnaostico

Devido ao seu tamanho e sua peculiar morfologia ovoide, a
microscopia eletronica ainda se configura como um facil método diferencial de
identificagdo dos PPV, porém além de ser laboriosa e nem todos os

laboratorios terem o0s recursos para tal, ela € incapaz de diferenciar as

26



O 00 N o v b W N R

N N N N N N NN P R B R R R B p R R
N o 1A WN B O O 0N OO U D W N L O

28
29
30
31

espécies dentro do género Parapoxvirus. Ademais, se fazem necessarias alta
carga viral e morfologia do virus intacta (Nitsche et al. 2006).

Além da microscopia eletrdnica, o virus também pode ser identificado
por ELISA, western blot e imunofluorescéncia (Schatzmayr et al. (2000).
Embora os métodos sorologicos possam ser de grande valia no diagnostico,
ndo necessariamente irdo diferenciar uma infeccdo aguda de um individuo ja
recuperado. Assim como € demonstrado que os titulos de anticorpos contra
os PPV podem cair ja alguns meses ap0s a infeccéo (Abrahéo et al. 2009).

Em fase aguda da leséo, lketani et al. (2002) foram capazes de
detectar o DNA de PPV no soro do paciente, porém, como dito, os titulos ndo
sdo persistentes, podendo cair rapidamente, sendo ideal que o diagnostico
seja realizado diretamente a partir do material das lesdes.

Em relacdo a métodos moleculares, Inoshima et al. (2000) foram os
primeiros a desenvolver uma reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
convencional para detectar de forma inespecifica os membros do género
Parapoxvirus. Também ja séo descritos na literatura nested-PCRs capazes de
detectar PPV em geral, juntamente com outros géneros de Poxvirus, como 0s
Orthopoxvirus (OPV) ( Abrah&o et al. 2009).

Existem algumas PCRs multiplex convencionais que detectam
especificamente PCPV ou BSPV, juntamente com outras doencas vesiculares
(Cargnelutti et al. 2017). Nitsche et al. (2006) e Das et al. (2017)
desenvolveram PCRs quantitativas (QPCR) para deteccdo dos virus
pertencentes ao género Parapoxvirus de forma inespecifica. Atualmente, o
diagnéstico oficial de pseudovariola bovina do MAPA, realizado no
Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA/MG), é feito através de
PCR convencional ou nested—-PCR. Também é utilizado uma gqPCR para

diagnéstico de Papapoxvirus (Hui et al 2013)

1.2 PCR- Reagdo em cadeia da polimerase

A PCR foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983. Mullis desenvolveu um
processo através do qual o DNA poderia ser multiplicado artificialmente através
de ciclos repetidos de duplicagdo cuja reagdo seria catalisada pela DNA
polimerase. Trata-se de um método rapido e eficiente para amplificacdo de
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sequéncias especificas de DNA, sendo altamente reconhecida como um
método estavel, rapido e sensivel para detecgdo de acidos nucléicos, embora
ndo possa confirmar a presenca da particula viral completa (Nascimento et al.
2014, Saiki et al. 1985).

A reacdo da PCR envolve trés fases: a fase de desnaturacéo pelo calor,
a fase de anelamento e a fase de extensdo. Na primeira fase ocorre a
separacdo da dupla hélice de DNA por aquecimento a uma temperatura
elevada (94°C-96°C), originando duas cadeias separadas. Durante a fase de
anelamento (50°C-60°C) ocorre a ligacdo do par de iniciadores com as duas
fitas de DNA separadas, com elevada especificidade. O par de iniciadores liga-
se exatamente a sequéncia complementar de DNA, indicando os pontos iniciais
e finais da nova cépia de DNA que sera sintetizada na fase seguinte. Durante a
fase de extensdo do DNA a temperatura € elevada até ao intervalo 72°C a
76°C, que coincide com a temperatura a que a DNA polimerase tem o seu
méaximo de atividade. A enzima reconhece os sitios onde os iniciadores se
recombinaram com o DNA alvo e liga-se a eles. A enzima sintetiza a cadeia
complementar utilizando os nucleotideos trifosfatados (dNTP®s) que estédo
livres e em excesso na solucéo da reacdo. No fim de um ciclo de PCR obtém-
se duas novas cadeias de DNA para cada alvo da dupla cadeia. Assim, duas
novas cadeias sdo sintetizadas a partir da cadeia molde em cada ciclo
completo da técnica de PCR, fazendo com que se dé um crescimento
exponencial, havendo ao fim de “n” ciclos, 2n vezes mais copias do que havia
no inicio. O produto final € denominado amplicon (Van Pelt-Verkuil et al 2008) .

O produto da PCR é normalmente visualizado a partir da eletroforese em
gel.,através de radiagéo ultravioleta e s6 é possivel devido a adicdo de um
composto fluorescente apropriado que, ao interagir com o DNA, se torna
fluorescente (Van Pelt-Verkuil et al 2008).

1.2.2.qPCR- Reagao em cadeia da polimerase quantitativa

A eficiéncia de amplificacdo de DNA pela técnica da PCR convencional
€ dependente de diversos fatores, como a presenca de inibidores, a

quantidade de DNA, o estado de degradagdo do DNA, entre outros. Assim, a
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necessidade de verificar simultaneamente a quantidade e qualidade do DNA
amplificado levou ao desenvolvimento de uma variante da técnica da PCR
convencional: a PCR em tempo real, possibilitando a quantificagcdo em tempo
real do DNA amplificado, em cada ciclo de amplificacdo. Neste método, as
fases de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo sao totalmente
automatizadas, ocorrendo em simultaneo e em tempo real. Desta forma, cada
ciclo de amplificacdo possui uma etapa a menos, jA que 0s processos de
anelamento e extensdo ocorrem simultaneamente (Nascimento et al. 2014).

O procedimento da qPCR segue o principio geral da PCR
convencional. Assim, apresenta as trés fases caracteristicas da PCR: a fase
de crescimento exponencial, fase de crescimento linear e fase estacionéaria. A
primeira fase € bastante especifica e precisa. Na fase de crescimento linear
0s produtos da reacdo sao consumidos e iniciam o processo de degradacéo.
A fase estacionaria corresponde ao final da analise devido ao elevado nivel
de degradacdo dos produtos da PCR. Os compostos fluorescentes
adicionados ao DNA geram um sinal de fluorescéncia que €é diretamente
proporcional a quantidade de produto amplificado. A eficiéncia (E) da
amplificacdo é fundamental para o sucesso da técnica. Esta deve variar
idealmente entre os 90% e 100% (Kubista et al. 2006).

A interpretacdo dos resultados obtidos pelos equipamentos envolve o
conhecimento de trés conceitos: baseline, ponto Cq e threshold. A baseline
corresponde ao limiar minimo de deteccao de fluorescéncia do instrumento
sendo considerado o “ruido de fundo® do equipamento. O ponto Cq,
denominado na literatura como cycle of quantification/qualification,
corresponde ao numero de ciclos necessérios para que a fluorescéncia da
reacao seja detectavel a partir de um determinado ponto. Trata-se de um
ponto a partir do qual a fluorescéncia detectada ultrapassa o limiar da fase
exponencial, conhecido também na literatura como threshold, definido, na
maioria das vezes, automatica e arbitrariamente pelo software do
equipamento em funcao da baseline. O valor minimo de Cq € dependente da
guantidade de moléculas presente no inicio do processo de amplificacdo, o
gue significa que um menor numero de moléculas inicialmente representa um

maior numero de ciclos requeridos para gerar um aumento exponencial do
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sinal da fluorescéncia que seja significativamente superior a baseline (Kubista
et al. 2006).

A tecnologia SYBR® Green baseia-se em um conjunto de moléculas
com a capacidade de se ligar de forma covalente a dupla cadeia de DNA e
que quando excitadas emitem uma fluorescéncia verde que € medida e
convertida numa quantidade de DNA. No inicio do processo a fluorescéncia é
reduzida, visto que as moléculas SYBR® Green livres ndo estéo ligadas ao
DNA de dupla cadeia e como tal, o sinal produzido é minimo. Ao longo do
processo, apO0s a deteccdo dos iniciadores, quantidades crescentes dos
fluorocromos ligam-se a dupla cadeia de DNA pré-sintetizada pela enzima
Tag DNA polimerase. No fim da fase de extensdo de cada ciclo, a
fluorescéncia € monitorizada e quantificada e, consequentemente, o DNA
amplificado é determinado (Kubista et al. 2006) (Nascimento et al. 2014).

A tecnologia TagMan® utiliza-se de sondas fluorogénicas especificas
para determinado DNA alvo. A deteccdo e monitorizacdo da atividade
exonucleotidica 5%-3" daTaq DNA polimerase é fundamental nesta tecnologia,
sendo utilizados para tal, dois iniciadores especificos de uma determinada
sequéncia de DNA e uma sonda Tagman® homdéloga a regido do fragmento
de DNA entre os primers. A sonda apresenta na extremidade 3" uma molécula
gue aceita a energia da molécula reporter e a dissipa na forma de luz ou
calor, designada na literatura como quencher e na extremidade 5" um
fluorocromo reporter. A proximidade fisica da molécula reporter e do quencher
no principio da andlise suprime a deteccdo da fluorescéncia. Ao longo da
reacdo, as sondas ligam-se a sequéncia alvo com a qual apresentam uma
total complementaridade. Posteriormente, as sondas TagMan® hibridizam e
sao detectadas pela enzima Taq DNA polimerase que a hidrolisa pela sua
atividade exonucleotidica 5"-3. Este processo conduz a separacdo do
guencher da molécula reporter, durante a extensdo resultando em um
aumento exponencial da intensidade de fluorescéncia até um ponto onde
pode ser detectado. E possivel entdo estabelecer uma relagdo inversa entre o
namero de moléculas de DNA iniciais na reacao e o valor de Cq, que é a base
para os céalculos na PCR quantitativa (Nascimento et al. 2014) (Van Pelt-
Verkuil et al 2008).
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1.3 Validacéo de métodos para diagndéstico laboratorial

Os métodos de ensaio para fins diagndsticos necessitam de completa
validacdo laboratorial, a qual deve ser subsidiada a partir de processos de
verificacdo de desempenho do método. Os ensaios de validacdo do método
sdo considerados como importante etapa da consolidacdo e adequacgao da
técnica. Em termos de garantia da qualidade, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define validagdo como sendo “o ato
documentado que atesta que qualquer procedimento, processo,equipamento,
material , operacéo ou sistema realmente conduza aos resultados esperados”.

Um ensaio validado € avaliado continuamente para assegurar a
adequacao através dos resultados dos controles internos na execucdo de
cada ensaio. Ensaios aplicados aos individuos ou populacdes possuem
muitas finalidades, tais como: documentar se um pais ou regido encontra-se
livre de uma doenca, evitando a propagacdo da doenca através do comércio;
erradicacdo de uma infeccdo em uma regido ou pais, confirmando os casos
clinicos e estimando a prevaléncia da infec¢éo,facilitando a analise de riscos
e identificacdo de individuos infectados para implementacdo de medidas de
controle (OIE , 2012) .

Para direcionar as etapas e processos de validacdo de um método
laboratorial, existem os denominados 6rgdos de acreditacdo, 0s quais
determinam 0s requisitos necessarios a validacdo de um método. No Brasil,
existem dois 0Orgdos credenciadores para verificar a competéncia de
laboratorios de ensaios: a ANVISA e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial ( INMETRO).

A principal normativa que estabelece as diretrizes de atuacdo e
validacdo para laboratorios que executa métodos de ensaio é a “ABNT NBR
ISO/IEC 17025 — Requisitos Gerais para a competéncia de laboratérios de
ensaio e calibracdo”. Esta norma preconiza n&o apenas 0S processos
necessarios a validagdo de um método, como requisitos gerais para o
laboratorio como um tudo, por exemplo, calibracdo de equipamentos utilizados
no método, registros de dados e qualificacdo e treinamento de pessoal para

execucao do método.
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1.3.1 Requisitos de validacao

Uma das propriedades fundamentais dos testes diagndsticos € a
validade de seus resultados, que pode ser mensurada mediante a sua
sensibilidade e especificidade, categorizando corretamente os individuos
doentes como positivos e o0s sadios como negativos. A especificidade
analitica é a habilidade de um método analitico de determinar somente o
analito que ele se propde examinar. Ainda, também a habilidade do método
analitico em obter resultados negativos em concordancia com os resultados
negativos obtidos pelo método de referéncia. A partir da analise da
especificidade diagnostica deve-se garantir que o método € capaz de
distinguir a espécie de outros componentes ou agentes que possam levar a
resultados falsos positivos. Ja a sensibilidade de um teste & definida pela
capacidade de determinado método detectar individuos verdadeiramente
doentes, ou seja, a parte das amostras de animais infectados que no ensaio
deverédo ser positivas. O limite de deteccéo pode ser definido como a menor
qguantidade ou grau que se pode detectar do analito em uma determinada
reacdo. Para ensaios de deteccdo direta, o limite de deteccdo pode ser
expresso como o0 numero de copias do genoma, unidades formadoras de
colonias, dose infecciosa, unidade formadora por placa, etc (Lalkhen;
McCluskey 2008).

A repetitividade € a capacidade de um método fornecer indicacdes
rigorosamente semelhantes para aplicacdes repetidas do mesmo analito sob
as mesmas condicdes de medicdo. Tais condicbes envolvem: mesmo
analista, mesmo equipamento, mesmo laboratério, etc. A reprodutibilidade é a
mais préxima concordancia entre os resultados do mesmo analito, onde as
medicdes séo feitas, sob condi¢Oes diferentes, como por exemplo: analista,
equipamento ou reagentes. A precisao intermediaria, também denominada de
reprodutibilidade interna, refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no
mesmo laboratorio, mas definindo exatamente quais as condi¢des especificas

a se variar (Fonseca Jr et al ,2013).
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2.0 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (JQPCR) capaz de detectar a presenca do virus da pseudovariola bovina
em amostras clinicas animais e humanas e em amostras para diagndstico

oficial da doenca no pais.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma gPCR que seja altamente eficaz, rapida e pratica na
deteccdo de material genético do virus da pseudovariola bovina.

e Validar a qPCR a partir de critérios de validacdo analitica como
sensibilidade, especificidade, repetibilidade e reprodutibilidade, dentre
outros.

e Estabelecer um novo método para diagnostico de pseudovariola bovina
no Brasil, a ser utilizado nos laboratérios da Rede Nacional de

Laboratérios Agropecuarios, pertencentes ao MAPA.

33



o o0 A W N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

3.0 Material e métodos

3.1 Local

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular do
Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria de Minas Gerais (LFDA-MG),
pertencente a rede de laboratérios do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Todos o0s equipamentos, reagentes e demais
insumos utilizados neste trabalho pertencem ao Laboratério, que contém

todos os requisitos necessarios para realizagdo do projeto.

3.2 Amostras

As amostras utilizadas foram provenientes do banco de amostras do
Laboratério de Biologia Molecular do LFDA/MG. Estas amostras foram
coletadas e utilizadas para diagnostico oficial de doencas infecciosas animais
no Brasil e posteriormente utilizadas em pesquisa e validacdo de métodos
moleculares de diagndstico. A estirpe de referéncia utilizada (ATCC VR634), a
de mesma sequéncia utilizada para desenho dos oligonucleotideos, foi
gentilmente cedida pelo Instituto Biol6gico (Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&ao Paulo). A titulacdo viral foi realizada pelo
Laboratério de Diagnéstico de Doencas Virais, do LFDA-MG, sendo o titulo
inicial de 10* doses infecciosas em 50 % de cultura de tecidos por 50
microlitros (10* TCIDso/50uL). A amostra obtida a partir de lavado de swab de
lesdo de crosta humana foi gentilmente cedida pelo Professora Giliane
Trindade, do Departamento de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG.

3.3 Equipamentos

As micropipetas, termocicladores, cabines de seguranca biologica e
demais equipamentos utilizados s&o devidamente calibrados e/ou verificados
conforme periodicidade preconizada pela ISO/IEC 17025/2017, normativa do
INMETRO que estabelece as Diretrizes Gerais para Competéncia de

Laboratorios de Ensaio e Calibracao.
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3.4 Extracdo de DNA das amostras bioldgicas

A extracdo de DNA das amostras foi realizada por método de coluna de
silica utilizando-se o kit DNeasy® Blood & Tissue Kit, da Qiagen®, conforme

instrugdes do fabricante.

3.5 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Regides génicas conservadas do virus foram escolhidas como alvo para
amplificagdo na gPCR a partir de literatura constando o sequenciamento
completo do virus (Hautaniemi et al. 2010). A estirpe de referéncia utilizada foi
a PCPV_VR634, depositada no GenBank (NCBI) com numero de acesso
NC _013804. A sequéncia escolhida para a construcao dos iniciadores foi uma
pertencente a ORF80 do PCPV, responséavel por codificar uma proteina do
nucleocapsideo viral (Hautaniemi et al. 2010). Apdés a construcdo dos
iniciadores e sonda de hibridizacdo, todos os oligonucleotideos foram
analisados no programa OligoAnalyser3.1 (IDT, USA) para verificagcdo das
estruturas secundarias e de possiveis dimeros formados. A especificidade in
silico dos iniciadores foi testada no programa PrimerBlast (NCBI). O amplicon

obtido na reacdo possui 150 pares de bases.
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Tabela 2 - - Relagé&o de iniciadores e sonda utilizada para padronizagcao
da gPCR

Posicdo Temperatura

Iniciadores Sequéncia no de melting

genoma (Tm)

PCPV.ORF80.150.F GATGGTATCCTTGGTGCTAGATC  91859- 54,7°C
91881

PCPV.ORF80.150.R AGACCCAGTTTGTACCACAATC 92008- 54,9°C

91987
PCPV.ORF80.150.S CGCACGCGCTTGCTGGT 91958- 61,7 °C
Fluoréforo : HEX 91937

Quencher : lowaBlack
R : reverse ; F: forward ; S:sonda

3.6 Padronizacédo dos reagentes e curva de temperatura

Para a determinacdo da concentracdo ideal dos oligonucleotideos
iniciadores, cloreto de magnésio (MgCl,) e demais componentes do Master
mix , foram realizados ajustes nas quantidades de reagentes, a fim de se
verificar a proporcéo de cada um com o melhor desempenho.

O volume final da reacao foi padronizado em 25 pL, sendo 22 uL de
mix mais 3 yL da amostra. Para todas as etapas de validacdo descrita em
diante, foi utilizada a seguinte composicao para o mix: 1 yL de cada iniciador
na concentracdo de 10 pmol/uL ; 0.5 pL da sonda a 10 pmol/uL ; 12,5 pyL do
mastermix QuantiTect Probe PCR Kit® (Qiagen®) ; 2 uL de MgCl, a 25mM e
5 uL de agua DECP estéril para completar o volume para 25 pL.

Para todas as reagOes foi utilizado o termociclador Biorad CFX96™
Real-Time System. Foi utilizado o seguinte ciclo de temperatura:
desnaturacao inicial de 95 °C por 15 min, mais 45 ciclos de 95 °C por 15s
para desnaturagéo e 60 °C por 60s para anelamento e extensao.
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3.7 Critérios de validacéao

Os parametros para a validacéo utilizados neste trabalho, assim como
as condicdes de instalacdo e equipamentos descritas acima, seguem as
diretrizes e etapas constantes no Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals 2010 (OIE, 2018) e no Manual de Verificacdo de
Desempenho de Métodos para Diagndstico Molecular de Doencas Infecciosas

na Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios (Brasil, 2013).

3.7.1 Controles

Todos os controles cabiveis a cada experimento foram utilizados s nas
reacoes, de acordo com a definicAo dada pelo Manual de Verificagdo de
Desempenho de Métodos para Diagnostico Molecular de Doencgas Infecciosas
na Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios (Brasil, 2013):

Controle positivo: Amostra que sabidamente contém o agente etioldgico a ser
identificado pela qPCR. O objetivo de se utilizar esta amostra € garantir que
todos os procedimentos culminem na amplificacdo do agente infeccioso alvo no
grupo de ensaio

Controle negativo: Matriz adicionada de todos os componentes que a
acompanham, exceto o agente infeccioso a ser diagnosticado. O propdsito €
verificar se ocorreram reacdes inespecificas com a matriz.

Controle de extracdo: Durante o processo de extracdo de amostras clinicas, foi
utilizado um tubo com agua ou tampao para controle. O propdésito € verificar se
ocorreram contaminagdes na etapa de extracao.

Controle branco da reacdo: Tubo de reacdo para PCR apenas com os
reagentes utilizados, sem amostra. O propoésito € verificar se ocorreram

contaminagdes nos reagentes.

3.7.2 Especificidade diagnodstica

Realizaram-se as reacfes de gPCR com amostras de teto e lingua
bovinas (n total = 92) sabidamente negativas para o agente PCPV, para

verificar-se a capacidade do teste a ser validado em indicar o resultado

37



O 00 N o v b

10
11
12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

negativo em amostras realmente negativas e também verificar indiretamente a
influéncia do DNA do hospedeiro nas amostras a partir de eventuais reagdes

cruzadas com o genoma de uma espécie hospedeira.

3.7.3 Especificidade analitica

Foram utilizadas amostras, provenientes do banco de dados do
Laboratério de Biologia Molecular do LFDA-MG, comprovadamente positivas
para outros agentes com similaridade genémica com o PCPV, porém negativas
para este agente, a fim de atestar a capacidade do teste de indicar resultados
realmente negativos. Para tal finalidade, foram utilizadas amostras unicamente
positivas para outros virus da Familia Poxvirus - ORFV, BSPV e Vaccinia virus
(VACV). Nesta etapa também foi utilizada uma amostra positiva para VACV
proveniente de lavado de swab de crosta de lesdo em mé&o humana.

Também foram testadas amostras positivas para virus cujas lesdes
causadas apresentam similaridade clinica com as lesdes causadas pelo PCPV
em animais ou humanos — virus da lingua azul (BTV), diferentes subtipos do
virus da estomatite vesicular (VSV): Nova Jersey, Indiana e Cocal. Além de
amostra usada como controle positivo para o virus da febre aftosa (FMDV) e

amostra positiva para Staphylococcus aureus.

3.7.4 Sensibilidade diagnoéstica

A gPCR em validacdo foi testada frente a um painel de amostras
positivas para a espécie PCPV ou para o género PPV (posteriormente
sequenciadas para confirmacdo da espécie) de acordo com métodos
moleculares tradicionais ou gPCR inespecifica para PPV, anteriormente citada,
selecionadas de acordo com o histérico e banco de dados proveniente de
analises de diagnéstico oficiais realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular
do LFDA-MG. Tal etapa foi realizada a fim de se verificar a capacidade do teste
em atestar reais resultados positivo.

Os calculos e andlises estatisticas para avaliacdo do método, em

relacdo aos itens 3.72; 3.7.3 e 3.7.4 incluem caélculo do indice de
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1 especificidade, de sensibilidade e do indice Kappa de Cohen (Brennan;
2 Prediger 1981), com intervalo de confian¢ca de 95%. O indice foi calculado de
3 acordo com as tabelas e formulas expostas abaixo:

Tabela 3 - esquema padréo de resultados das amostras controle e
resultados do teste a ser validado

Amostras Controle
(positivas ou negativas em outros
ensaios)
CP CN TOTAL
gPCR + TP FP TP+FP
- FN TN FN+TN
TOTAL TP+FN FP+TN n=
TP+TN+FN+FP

CP= controle positivo; CN= controle negativo; TP= nimero de resultados positivos pelo gPCR e
CP; TN= numero de resultados negativos pelo qPCR e CN; FN= numero de resultados

positivos pelo CP e negativos pelo qPCR; FP= nimero de resultados negativos pelo CN e
positivos pelo gPCR

TP+TN

n

Coincidéncia observada =

Coincidéncia esperada - (TP + FN)x (TP + FP)+ (FP + TN )x (FN + TN')

HXxn

O indice Kappa de Cohen é obtido por

_ Coincidéncia observada - Coincidéncia esperada
1 - Coincidéncia esperada

K
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Tabela 4 - Qualificac&o das forcas de coincidéncias pelo indice de Kappa
de Cohen (Brennan Prediger 1981)

indice de Kappa de Cohen Forca de coincidéncia
0 Pobre

0,01-0,020 Leve

0,21-0,40 Aceitavel

0,41-0,60 Moderada

0,61-0,80 Consideravel

0,81-1,00 Quase perfeita

Tabela 5 - Especificacdes sobre o teste quanto a sensibilidade e
especificidade

indice Bom teste Teste deve ser

reavaliado

Especificidade > 0,95

Sensibilidade >0,80 Quando pelo
Erro tipo | pFP= 1- | <0,05 menos um dos

especificidade indices de bom
Erro tipo Il pFN = 1- | <0,20 teste ndo e

sensibilidade cumprido

pFP + pFN < 0,25 | <0,25

3.7.5 Limite de deteccéao e eficiéncia da reacéo

A determinacdo do limite de deteccdo (LD) de DNA especifico pela
gPCR foi realizada tanto utilizando-se plasmideo padréo (CPS 19) que possui
a regido de interesse quanto o virus de referéncia.

A concentragéo inicial do plasmideo foi de 50 ng/uL. Foram realizadas
sete diluicbes em série ( escala de base 10) do plasmideo concentrado, sendo
a concentracdo inicial para a construcéo da curva a diluicdo em 10 vezes em
relacdo a inicial, a qual corresponde a diluicdo de uso na prética do laboratorio.
Sendo assim, foi verificado o limite de deteccdo a partir das seguintes
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concentracdes, em triplicata: de 5 x 10 ? ng/uL a 5 x 10 ® ng/uL, ou 5 x 10 ®°
pg/uL. O LD foi determinado pela ultima diluicdo na qual as amostras
apresentaram resultado positivo em todas as replicatas. O LD foi expresso em
namero de copias/ uL, considerando-se a concentracdo em nanogramas da
diluicdo limite e o fato de que o plasmideo possui aproximadamente 4500 pares
de bases. Para confirmagéo do resultado, a diluicdo na qual foi obtido o LD foi
repetida em sete replicatas. Além disso, também foram repetidas uma diluicdo
abaixo e uma diluicdo acima do LD obtido, em sete replicatas para confirmacéo
dos resultados. Para verificar a possivel influéncia da matriz de amostras
bovinas, para as ultimas trés diluicbes em que houve resposta positiva, 0o
plasmideo padréo foi contaminado com 50 ng de DNA bovino (epitélio), e foram
analisados em replicata a fim de constatar se o0 DNA do hospedeiro teria
influéncia no LD.

Para o virus de referéncia, também foi obtida uma curva a partir de nove
diluicbes em escala de dez a partir do virus concentrado, que possuia titulo
inicial de 10* TCIDso/50uL, desta forma, o menor titulo testada foi 10°
TCIDso/50uL. O LD foi determinado a partir da menor diluicdo em que ainda

houve deteccéo nas trés replicatas.

3.7.6 Repetibilidade e reprodutibilidade

A verificacdo de desempenho do teste foi também avaliada a partir dos
parametros de repetibilidade e reprodutibilidade. A repetibilidade foi avaliada a
partir do grau de concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de
um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medicao. Ela
€ expressa quantitativamente, em funcdo das caracteristicas da dispersdo dos
resultados. As condicdes de repetibilidade incluem:

- mesmo procedimento de medicao;

- mesmo material,

- mesmo laboratorio;

- mesmo analista;

- mesmo instrumento de medicdo (equipamento), utilizado nas mesmas
condigoes;

- as medicOes devem ser realizadas em intervalos de tempos pequenos.
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Foram selecionadas sete amostras de uma mesma matriz (teto bovino),
que dentre elas foram contaminadas com diferentes concentragcbes do
plasmideo padrédo (0,5 ng/uL; 0,05 ng/uL; 0,005 ng/uL). Estas amostras foram
fracionadas em trés séries de sete amostras cada. Os DNAs das amostras
foram extraidos de acordo com os procedimentos acima descritos e foram
realizadas trés séries de reacfes com o teste a ser validado. Estas trés séries
foram realizadas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento (Biorad CFX
96™ Real Time System), e em um intervalo de tempo maximo de trés dias.

A reprodutibilidade intralaboratorial € o grau de concordancia entre os
resultados das medi¢cbes de um mesmo mensurando, em condi¢des variadas
para 0 mesmo método de ensaio. Neste caso foi realizada verificacdo de
reprodutibilidade entre analistas. As trés séries de amostras foram testadas por
dois diferentes analistas seguindo-se 0s mesmos critérios de igualdade de
condi¢cbes acima descritos. A figura 7 mostra o esquema de execucao do teste
de reprodutibilidade entre analistas.
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Figura 7 - Esquema de amostragem para verificacdo de desempenho entre
dois analistas para a técnica de gPCR para deteccéo do virus da
pseudovariola bovina.

O conjunto de 3 “X” representa uma parcela experimental em triplicata.

Também foram realizados testes de reprodutibilidade variando-se as
condicbes de reagentes do mix, utlizando-se diferentes kits comercias,
diferentes do QuantiTect Probe PCR Kit® (Qiagen®), empregado nas demais
etapas da validacdo, exatamente com as mesmas amostras e condi¢cdes
descritas para avaliacdo de reprodutibilidade entre analistas. Como cada kit
comercial contém uma diferente composicdo e proporcdo de reagentes,
também foi necessario empregar cada ciclo de temperatura de acordo com o
indicado pelo fabricante. Para o kit Applied Biosystems™ TagMan™ Fast
Advanced Master Mix foi utilizado o seguinte ciclo: 50 ° C por 2 minutos, 95 °C

por 20 segundos e mais 45 ciclos de 95 °C para 5 segundos e 60 ° C por 30
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segundos. Para o kit TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix, da Applied
Biosystems ®, foi aplicado o seguinte ciclo: 50° C por 5 minutos, 95°C por 20
segundos e mais 45 ciclos de 95°C para 5 segundos e 60° C por 30 segundos.

Os valores de Cq obtidos foram lancados na planilha “Verificacdo de
Métodos Moleculares “, documento utilizado para a verificacdo dos céalculos de
repetibilidade e reprodutibilidade dos métodos moleculares desenvolvidos no
LFDA-MG, de acordo com o preconizado pelo Manual de Verificacdo de
Desempenho de Métodos para Diagndstico Molecular de Doencas Infecciosas
na Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios (Brasil, 2013 ) De acordo
com os valores informados, € emitido o resultado de declaracdo de
conformidade do método, quanto a repetibilidade e reprodutibilidade, ou a
indicacdo de necessidade de adequacéo e repeticdo das medidas.

A andlise estatistica da variancia dos dados foi realizada pelo
teste One-way ANOVA e com intervalo de confianca de 95 %, para verificar-se
a incerteza expandida e combinada das medidas. Foram verificadas a
adequacao do sistema de medidas e aceitabilidade do erro de medidas para
repetibilidade e reprodutibilidade. A partir do teste F com 5 % de probabilidade,
sdo avaliadas as fontes de contribuicdo para a variancia das medidas que
afetam a reprodutibilidade do teste, como variagcdo entre kits e analistas ou
entre parcelas experimentais. “Os dados sao inseridos na planilha validada
“Verificacdo de Desempenho de Métodos Moleculares”, conforme indicado
pelo” Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos para Diagndstico
Molecular de Doengas Infecciosas na Rede Nacional de Laboratérios
Agropecuarios (Brasil, 2013)". O resumo com as conclusdes e critérios

avaliados encontra-se na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resumo das conclusdes de verificacdo de desempenho para
repetibilidade e reprodutibilidade

TABELA DE CRITERIOS DE VERIFICACAO DE DESEMPENHO

Aceitabilidade | repé < 5% O sistema de medidas esta adequado
e adequacao |repré=25% O sistema de medidas ndo esta
do sistema de adequado para este experimento
medidas erro da medida < | O sistema de medidas é aceitavél
30%
erro da medida > | O experimento deve ser reconduzido
30% para se reduzir a medida de
variabilidade, o0s motivos dessa
variabilidade devem ser pré-avaliadas
IC (95%) Incerteza Padrao | Cumprir critérios de aceitabilidade e
Combinada-u adequacao do sistema de medidas
IC (95%) Incerteza Padrao | Cumprir critérios de aceitabilidade e
Expandida- U adequacao do sistema de medidas

Zona de confianca para um valor
especifico de mensurando

Valores dentro dos limites de critério
do teste

Decisdo sobre a | Fontes de |Teste F ao nivel de 5% de
hipotese de |variagéo probabilidade
igualdade entre Resultado Concluséo
Dia ou Significante Verificar 0s
equipamento ou motivos da
amostras de signicancia para
mesma origem se concluir
inadequacado do
método
Nao significante Aceitar o método
Analista ou | Significante Verificar 0s
equipamento motivos da

signicancia para
se concluir a
inadequacao do
método

N&ao significante Aceitar o método

Parcelas
experimentais

Aceita 0 método-
a significancia é
devida a alta
variabilidade

entre as parcelas

Significante

Nao Significante Aceita 0 método

45



[

v b W N

4.0 Resultados

4.1 Limite de deteccdao

O limite de deteccéao foi realizado com uma amostra do virus isolado, em

nove diluicdes a partir da inicial, concentracdo de 10 * TCIDso/50uL.

Ocorreu a deteccdo nas trés replicatas até a quinta diluicdo do virus, ou

seja, até a concentracdo de 10™ TCIDs/50uL. A curva apresentou R?igual a

0,99 e eficiéncia de 106 %.

RFU (10%3)

Amplification

Figura 8 -

Cycles

Limite de detecgdo em amostra de virus isolado da
pseudovariola bovina
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Tabela 7 - Valores de Cq encontrados para cada titulo de virus no teste
de limite de deteccéao

Titulo do virus Valor médio de Cq
10 ° TCIDso/50ul 25,64

10 2 TCIDso/50ul 28,44

10! TCIDso/50uL 31,97

10 ° TCIDso/50uL 35,15

10 * TCIDs/50ulL 38,22

10 ? TCIDsg/50uL 41,45 (2 replicatas)
10 3 TCIDs/50ulL N&o detectado

Houve deteccéo, para o plasmideo padrdo, nas trés replicatas, até a

concentracdo de 5 x 10 ®° ng/uL, equivalente ao plasmideo diluido 10

vezes. Convertendo-se para numero de copias, o limite de deteccdo do

teste é de 1000 cépias por microlitro (10 ® cépias /uL). A curva apresentou
uma eficiéncia de 107 %, R*~ 0,99 e slope = -3.151.

Para as trés ultimas diluicbes em que houve deteccdo nas trés
replicatas, foi realizada uma curva de deteccdo com o plasmideo
contaminado com DNA do hospedeiro (bovino), verificou-se que nao
ocorreu uma reducdo no limite de deteccdo do teste nestas condicoes.
Sendo, porém, neste caso, o0 Cq médio para cada diluicdo cerca de uma

unidade maior, em comparacdo ao plasmideo puro. Os valores de Cq

meédios para cada ponto das curvas estao representados na Tabela 8.
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Figura 9 - Limite de deteccéo para o plasmideo padrédo contendo a

Cycles

sequéncia alvo
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Tabela 8 - Valores de Cq encontrados para cada concentragéo do
plasmideo no teste de limite de detec¢éo

Concentracao do

plasmideo

Valor médio de Cq

Valor médio de Cq
(com DNA do

hospedeiro)

5 x 10  ng/uL
5 x 10 ng/uL
5x 10 ng/uL
5 x 10 ™ ng/uL
5 x 10 ® ng/uL
5x 10 ng/uL
5 x 10 ® ng/uL

23,63

27,02

30,27

33,63

36,08

39,78 — 2 replicatas
N&o detectado

4.2 Sensibilidade e especificidade

31,49
34,97
38,21
N&o detectado
N&o detectado

Em relacdo a especifidade do teste, ndo houveram reacfes positivas

contra o DNA de tecidos bovinos néo infectados (lingua e teto), assim como

reacdes positivas contra outros agentes

infecciosos presentes em

amostras, totalizando uma especifidade de 100 % para a qPCR.
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Tabela 9 - Amostras utilizadas nos testes de especificidade analitica e

diagnostica

Agente infeccioso

presenta na amostra

N° de amostras

Resultado na gPCR
para PCPV

ORFV- ORF

(ectima contagioso)

Virus

BSPV — Virus da
estomatite papular
bovina

VACV- Vaccinia virus
BTV- Virus da lingua
azul
VSV-
estomatite vesicular
FmDV- Virus da Febre
Aftosa

Virus da

Staphylococcus Aureus
Amostras bovinas néo
contaminadas (teto e
lingua)

Especificidade Total

96

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

100 %

Para avaliacdo da sensibilidade do teste, a qPCR em validacdo foi

testada frente a amostras atestadas como positivas como citado na

metodologia. Levando-se em conta também os valores de Cqg da rotina

considerados suspeitos ou fraco positivos, o teste obteve sensibilidade de

aproximadamente 81,8 %. Considerando-se apenas amostras com Cq

abaixo de 38,0, a sensibilidade alcancada foi de 63,6 %.
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Tabela 10 — Relagé&o e descrigcdo de amostras anteriormente positivas
utilizadas para avaliagao de sensibilidade

Ano de anélise Localidade Espécie Valor de Cg na

oficial no hospedeira gPCR em

LFDA/MG validacao

2018 Castro-PR Bovino 25,23

2016 Uberlandia-MG Bovino 34,42

2016 Araguari-MG Bovino 36,91

2016 Barra do Turvo- Bufalo (Bubalus 36,55
SP bubalis)

2017 Pedro Teixeira- Bovino N&o detectado
MG

2017 Santa Rita do Bovino N&o detectado
Jacutinga

2016 Iracema-RO Bovino 39,10

2016 Brasil Novo- PA Bovino 39,57

2016 Juiz de Fora-MG  Bovino 34,66

2017 Jacutinga-MG Bovino 37,57

Abrahdo et al. Resplendor-MG Humano 36,96

(2010)

A partir da analise dos indices de sensibilidade e especificidade, o teste
cumpriu todos 0s requisitos constantes no Manual de Verificacdo de
Desempenho de Métodos para Diagnostico Molecular de Doencgas Infecciosas
na Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios (Brasil, 2013), como exposto
abaixo. Calculando-se o indice de Kappa conforme as formulas e tabela de
referéncia descrita na metodologia, encontra-se uma forca de coincidéncia do
nivel quase perfeita (0,89), considerando a sensibilidade 82 % e especificidade
de 100 %.
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Tabela 11 - Resultados pareados das amostras controle e gPCR

Amostras Controle
(positivas ou negativas em outros
ensaios)
CP CN TOTAL
gPCR + 9 0 9
- 2 96 98
TOTAL 11 96 107

Tabela 12 - Sintese dos resultados de sensibilidade e especificidade da
gPCR para PCPV

indice Resultado Concluséo
Especificidade 1,0
Sensibilidade 0,82
Erro tipo | pFP=1especificidade | 0,0 Cumpre todos os
Erro tipo Il pFN = 1- | 0,18 requisitos
sensibilidade (Tabela 5)
pFP + pFN < 0,25 0,18

4.3 Repetibilidade e reprodutibilidade

Para a verificacdo de desempenho através dos testes de repetibilidade e
reprodutibilidade, a porcentagem de repetibilidade e a porcentagem do erro de
medida encontraram-se dentro dos parametros aceitaveis. Nao foi encontrada
interferéncia significante em relacdo ao teste realizado por dois diferentes
analistas, assim como ndo houve diferenca significante no desempenho do
teste utilizando-se diferentes kits comerciais para a composi¢cao dos mixes. O
compilado dos resultados encontra-se nas tabelas abaixo, as quais
representam a reproducdo das conclusbes apresentadas na supracitada

“Verificacdo de Desempenho de Métodos Moleculares”.
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Tabela 13 — Verificacdo de desempenho do teste entre analistas

TABELA DE CRITERIOS DE VERIFICACAO DE DESEMPENHO

Aceitabilidade
e adequacao

repé =1,60

O sistema de medidas esta adequado

do sistema de | erro da medida =

O sistema de medidas é aceitavél

medidas 6,79

IC (95%) Incerteza Padrdao |0,31<u <042
Combinada-u

IC (95%) Incerteza Padrdao |0,61<U =<0,83
Expandida- U

Zona de confiangca para um valor
especifico de mensurando

29,39 =30 =30,83

Decisédo sobre a | Fontes de
hipotese de |variagcéo
igualdade entre

Teste F ao nivel de 5% de

probabilidade

Resultado Concluséao

Isolados virais

N&o significante Aceita 0 método

Analistas

Nao significante Aceita 0 método

Parcelas
experimentais

Aceita 0 método-
a significancia é
devida a alta
variabilidade

entre as parcelas

Significante

Conclusao: a avaliacdo de desempenho apresentou um sistema de medidas
adequado e aceitdvel com relacdo a repetibilidade e reprodutibilidade. Os
valores obtidos para o Cq e zona do limite de confianca estdo dentro dos limites
do critério do teste demonstrando que o método apresentou um bom

desempenho.
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Tabela 14 - Verificagcdo de desempenho do teste entre o mix QuantiTect
Probe PCR Kit® (Qiagen®) e o0 mix Applied Biosystems™ TagMan™ Fast
Advanced Master Mix

TABELA DE CRITERIOS DE VERIFICACAO DE DESEMPENHO

Aceitabilidade
e adequacao

repé =1,14

O sistema de medidas esta adequado

do sistema de |erro da medida =

O sistema de medidas é aceitavel

medidas 15,18

IC (95%) Incerteza Padrdao |0,54<u =<0,81
Combinada-u

IC (95%) Incerteza Padrdo |1,09<U =<1,63
Expandida- U

Zona de confiangca para um valor
especifico de mensurando

29,91 <30 <31,63

Decisdo sobre a | Fontes de
hipotese de |variagao
igualdade entre

Teste F ao nivel de 5% de
probabilidade
Resultado Concluséao

Isolados virais

Nao significante Aceita 0 método

Mixs

N&o significante Aceitar o método

Parcelas
experimentais

Aceita 0 método-
a significancia é
devida a alta
variabilidade

entre as parcelas

Significante

Concluséo: a avaliacdo de desempenho apresentou um sistema de medidas
adequado e aceitavel com relacdo a repetibilidade e reprodutibilidade. Os
valores obtidos para o Cq e zona do limite de confianca estdo dentro dos limites

do critério do teste demonstrando
desempenho.

gue o método apresentou um bom
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Tabela 15 - Verificagcdo de desempenho do teste entre o mix QuantiTect
Probe PCR Kit® (Qiagen®) e o0 mix TagMan® Fast Virus 1-Step Master

Mix

TABELA DE CRITERIOS DE VERIFICACAO DE DESEMPENHO

Aceitabilidade
e adequacao

repé =1,46

O sistema de medidas esta adequado

do sistema de |erro da medida =

O sistema de medidas é aceitavel

medidas 15,49

IC (95%) Incerteza Padrdao |0,30<u =0,40
Combinada-u

IC (95%) Incerteza Padrdao |0,59<U =<0,80
Expandida- U

Zona de confiangca para um valor
especifico de mensurando

29,41 <30 <31,80

Decisdo sobre a | Fontes de
hipotese de |variagao
igualdade entre

Teste F ao nivel de 5% de
probabilidade
Resultado Concluséao

Isolados virais

Nao significante Aceita 0 método

Mixs

N&o significante Aceitar o método

Parcelas
experimentais

Aceita 0 método-
a significancia é
devida a alta
variabilidade

entre as parcelas

Significante

Conclusao: a avaliacdo de desempenho apresentou um sistema de medidas
adequado e aceitavel com relacdo a repetibilidade e reprodutibilidade. Os
valores obtidos para o Cq e zona do limite de confianca estdo dentro dos limites

do critério do teste demonstrando
desempenho.

gue o método apresentou um bom
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5. 0 Discusséao

A validacdo de metodologias de diagnostico laboratorial € um requisito
dos 6rgéaos de acreditacdo, como o INMETRO, e dos 6rgaos oficiais nacionais
e internacionais, como o MAPA, o MS, a OMS, e a OIE. Ela deve ser feita
seguindo todas as diretrizes existentes e subsidiada por processos de
verificacdo de desempenho, para que se possa estatisticamente comprovar
que o resultado diagnostico apresentado € confiavel e reprodutivel. Todo o
desenvolvimento e validacdo da metodologia deste trabalho seguiram as
etapas obrigatorias, constantes no Manual de Verificacdo de Desempenho de
Métodos para Diagndéstico Molecular de Doencas Infecciosas na Rede
Nacional de Laboratérios Agropecuarios (Brasil, 2013), para a utilizacdo deste
método como molecular diagndstico oficial em amostras recebidas pelo
MAPA. Porém, antes de se discutir os resultados encontrados dentro dos
critérios de validacdo, deve-se ponderar questdes quanto ao desenho dos
oligonucleotideos e quanto a etapa de desenvolvimento do teste, em relagéo
a composicao do mix de reacao.

A escolha da regido do genoma do virus a qual serd o alvo dos
iniciadores utilizados no método molecular € a primeira e fundamental etapa
no desenvolvimento de uma técnica de gPCR. A maioria dos trabalhos que
reportam desenvolvimento de técnicas de PCR para deteccdo do género
Parapoxvirus, ou trabalhos que reportam a deteccdo das espécies deste
género no campo, utilizam como alvo o gene responsavel por codificar a
proteina B2L (ortdlogo do gene F13L do virus vaccinia, que codifica a proteina
de envelope p37K), componente do envelope viral de todas as espécies do
género PPV (Inoshima et al. 2000) (Abrahdo et al. 2009) ( Laguardia-
Nascimento et al. 2017). Hui et al. (2013) desenvolveram reacdes de qPCR
especificas para PCPV, BSPV e ORFV. Tais iniciadores ja foram testados no
nosso laboratério, com ocorréncia de significantes reacfes falso-positivas
inter-espécies dentre os virus. Portanto fez-se necessario a escolha de uma
nova regiao do genoma como alvo.

Hautaniemi et al. (2010) foram os primeiros a realizar o
sequenciamento completo da estirpe de referéncia (VR634) utilizada neste

estudo. Ainda, compararam o0 genoma completo sequenciado com o0 genoma
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de um virus da pseudovariola bovina isolado a partir de um animal doente e
compararam o grau de simililaridade de cada ORF do virus sequenciado com
a ORF correlata do genoma das outras espécies do género (BSPV e ORFV),
a partir de sequencias completas disponiveis na literatura e em bancos de
genomas. Desta forma foi possivel selecionar uma regido do genoma que
possuisse uma similaridade relativa dentre as duas estirpes sequenciadas do
PCPV, indicando uma regido altamente conservada; ao mesmo tempo que
fosse uma regido com boa relativa porcentagem de diferenciacdo de sua
sequéncia em comparacdo as outras espécies do género, evitando-se
reacoes cruzadas. A regiao selecionada foi a open reading frame 80 (ORF80),
que codifica uma proteina do nucleocapsideo viral de funcdo nao
completamente conhecida. De acordo com Delhon e colaboradores (2004),
essa regido pode estar envolvida na montagem da particula viral. Aléem de
estar envolvida em funcdo essencial para a replicagdo viral, esta proteina esta
na regido central do genoma do virus, a qual € menos susceptivel a
mutacdes, fator esse positivo em relacdo a conservacdo do genoma dentre
diferentes amostras.

Quanto aos testes para composicdo do mix de reacdo ideal para
prosseguimento da validacdo da metodologia, algumas variagbes na
proporcdo dos componentes da reacdo foram realizadas por tentativa e erro
utilizando-se o controle positivo a fim de obter-se o0 mix com melhor eficiéncia
da reacdo. A quantidade de iniciadores (10 pmol/uL) e sonda (5 pmol/uL) é
semelhante a diversas outras reacdes de gPCR utilizadas no nosso
laboratério para diagnostico viral. A diferenca que se destaca € uma relativa
alta quantidade de cloreto de magnésio utilizada por reagdo em comparacao a
outras gPCR, sendo 2 uL de MgCl, a concentracdo de 25 uM. Todavia, a alta
quantidade de MgCl, necessaria no mix & completamente esperada e
compreensivel. Ja que os Poxvirus possuem uma elevada quantidade dos
nucleotideos guanina e citosina (G+C), sendo ainda que, o PCPV possui a
maior porcentagem de G+C dentro do género PPV (Hautaniemi et al. 2011)
(Buttner; Rziha 2002). Sabe-se que o ion magnésio auxilia a atividade da
enzima DNA polimerase e é especialmente importante para aumentar a

eficiéncia de PCRs com amplicons ricos em G+C (Obradovic et al. 2013).
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Para a avaliacdo e discussdo de todos os processos de validacao
realizados neste trabalho € fundamental destacar que o Manual de
Verificagdo de Desempenho de Métodos para Diagndstico Molecular de
Doencas Infecciosas na Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios
(MAPA, 2013 ) envolve parametros e calculos estatisticos para metodologias
com obijetivo final qualitativo. Ou seja, mesmo que a qPCR seja um método
capaz de quantificar o DNA presente na amostra, o resultado de interesse em
guestao para o diagndstico da pseudovariola bovina é apenas a ocorréncia de
resultados positivos ou negativos,Mesmo assim, a metodologia foi capaz de
detectar a presenca do DNA alvo apés sucessivas diluicdes em escala de
base 10 do plasmideo padrdo ou do virus. Ocorreu deteccdo nas trés
replicatas em até 10° copias /uL ou em uma concentracéo viral de 10 *
TCIDso/50uL, em ambos os casos em um Cq de aproximadamente 38. Estes
foram definidos como o limite de detec¢do porque o manual preconiza tal
limite como a diluicdo em que ainda hé reagéo nas trés replicatas. Porém isso
nao significa categoricamente que a reacdo de qPCR ¢é capaz de detectar a
presenca do virus ou particulas virais até estritamente estas concentracdes
ou estes valores de Cq, ja que nas diluicdes seguintes ainda houve reacao
positiva em duas replicatas.

Em termos apenas de numero de diluicdes, foi possivel detec¢cdo em
mais diluicbes do plasmideo do que do virus isolado, porém este dado por si
s6 ndo representa algum problema ou relevancia pois o plasmideo padréo e o
virus ndo sao controles positivos completamente comparaveis. O plasmideo
foi produzido especificamente para expressar a exata sequéncia de
nucleotideos capazes de se ligar aos iniciadores e sonda, sem a presenca de
quaisquer interferentes ou possiveis delecdes. O isolado viral, apesar de ser
uma estirpe padrdo, pode sofrer alteracbes em sua sequéncia gendmica
devido a passagens sucessivas em cultura de células (como ocorrido
previamente a obtencdo da amostra pelo LFDA-MG) ou mesmo apresentar
variabilidade em relag&o a outras estirpes circulantes. Hautaniemi et al. (2011)
afirmaram que o PCPV pode sofrer delecbes e outras alteracbes em seu
genoma apods apenas sete passagens em culturas de células.

Quando acrescido de uma quantidade pré-determinada de DNA do

hospedeiro bovino, ndo ocorreu reducdo do limite de detecgdo, porém, houve
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aumento nos Cqgs para cada diluicdo, ocorréncia que ja era esperada. A
interferéncia devido a presenca de elementos na matriz € amplamente
descrita na literatura, com possibilidade do aumento no valor de Cq para se
detectar a mesma quantidade de coOpias em uma amostra ou mesmo a
geracdo de resultados falso negativos (Bansal et al. 2016) (Schulten et al.,
1997).

A eficiéncia da amplificagdo da PCR também é um parametro para
avaliar a qualidade do ensaio corresponde a taxa na qual um amplicon é
gerado. Se um amplicon de gPCR dobrar em quantidade durante a fase
exponencial da amplificagdo, sua eficiéncia serd 100%. Para métodos
moleculares em quem o objetivo final é atestar positivo ou negativo, a
eficiéncia ideal gira em torno de 90 % a 110 % ( Nascimento et al. 2014),
portanto a metodologia apresentou uma capacidade dentro dos parametros
estabelecidos.

Além disso, as curvas apresentaram boa precisdo entre as replicatas e
uma regressao linear dentre as diferentes concentracdes dentro do esperado,
com um diferenca de aproximadamente trés unidades de Ct entre cada diluicédo
na escala de 10, tanto para o virus padrdo quanto para o plasmideo. As
replicatas ajudam na identificacdo dos problemas de precisdo. As replicatas
apresentaram um baixo desvio padrdo. O ideal € um desvio padrdo Cqg > 0,5.
Alguns experimentos podem tolerar pequenas variagcbes das réplicas sem
interferir no resultado. Para avaliar a curva padrdo o valor do R? deve ser
préximo de um. Valores de R? < 0,99 podem indicar problemas de preciséo e
interferir na eficiéncia do ensaio (Kubista et al. 2006).

Um dos parametros fundamentais na avaliacdo de testes diagndsticos é
a mensuracdo de sua especificidade e sensibilidade. Resumidamente, a
sensibilidade é a capacidade do teste em detectar o agente em amostras no
qual ele de fato esta presente, enquanto a especificidade é a capacidade do
método de ndo detectar o agente quando o mesmo nao esta presente. Sendo
assim, o método diagnostico é avaliado por sua qualidade em categorizar
corretamente os individuos doentes como positivos e individuos sadios como
negativos (Lalkhen; McCluskey 2008).

A avaliagdo da especificidade do teste a ser validado incluiu amostras
negativas do hospedeiro bovino para se certificar que o teste ndo sera capaz
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de gerar reacdes positivas inespecificas em individuos sadios. Também foi
fundamental avaliarem-se amostras positivas para outros agentes virais e
bacterianos, seja pela similaridade gendmica com o PCPV ou similaridade das
lesbes causadas em individuos doentes. N&o houve reacdo positiva em
nenhuma das amostras testadas. Existe uma alta similaridade do genoma do
PCPV para com o genoma das outras espécies do mesmo género: BSPV e
ORFV. Sendo que, a similaridade entre PCPV e ORFV é ainda maior, mesmo
sendo a principal espécie hospedeira diferente entre esses virus. Portanto, as
reacoes falso positivo inter-espécies nesta reacdo representaria
particularmente um alto risco, como ocorrido com o0s iniciadores utilizados por
Hui et al. (2013).

Além de ambos estarem classificados dentro da mesma familia, as
lesbes causadas pelo VACV e pelo PCPV sao visualmente indistinguiveis,
justificando-se, portanto, a utilizacdo de amostras positivas para VACV no teste
de especificidade. Outras doencgas vesiculares como as causadas pelo virus da
estomatite vesicular e pelo virus da febre aftosa também podem ser
confundidas com lesBes causadas pelo PCPV em bovinos. A ndo ocorréncia de
reacbes cruzadas com o virus da febre aftosa é particularmente importante
porque o teste a ser validado neste estudo fara parte da triagem de amostras
suspeitas para febre aftosa. Devido a similaridade de lesdes epiteliais em
bovinos e humanos, amostras positivas para bactérias como Staphylococcus
aureus foram utilizadas, também por se saber que lesdes causadas por virus
no epitélio tornam o tecido mais susceptivel a lesbes secundarias bacterianas,
devido as atividades imunomoduladoras do virus no microambiente tecidual
infectado (Abrah&o et al. 2010) (Cargnelutti et al. 2015) Barravieira (2014).

Para determinacdo da sensibilidade do teste foram utilizadas amostras
anteriormente dadas como positivas em analises oficiais a partir de
metodologias convencionais. A reacgédo validade foi capaz de detectar a
presenca do agente em amostras de bovinos e também em uma amostra
proveniente de lavado de crosta de lesdo humana. Foram consideradas como
positivas, para o calculo da sensibilidade, também amostras classificadas como
fracas positivas ou suspeitas. Para tal foram considerados alguns aspectos
relacionados a pratica do teste, como o fato de que a finalidade do mesmo é
qualitativa, sendo do interesse para sua realizacdo do diagnostico oficial
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apenas a resposta de positivo ou negativo e considerando que todos as
avaliacbes de diagnéstico serdo realizadas com a presenca de controles
positivos e negativos. De acordo com Bustin; Nolan (2004), os valores de Cq
ndo podem ser avaliados de forma absoluta e fixa dentre todas as qPCR para
diferentes agentes e/ou controles. De acordo com 0s autores, para casos em
que ocorre amplificacdo do controle negativo com alto valores de Cq, as
amostras com Cq acima de cerca de 35 devem ser desconsideradas. Porém
em reacOes de 45 ciclos, como neste caso, com controles negativos nao
apresentando nenhuma reacdo, amostras com Cq entre 37-39 podem ser
consideradas. Destacando-se que estes controles negativos referem-se tanto a
amostras negativas como em pogos que contém apenas 0 mix sem nenhuma
amostra, para se poder certificar que qualquer reacédo ocorrida ndo seja devido
a formacdo de dimeros de iniciadores. Além disso, no teste de limite de
deteccdo, em que foram utilizadas amostras sabidamente contendo o agente
alvo e ausentes de contaminacdo, foi possivel detectar o DNA em amostras
com Cq entre 38 e 39.

Bem como, para a discussédo acerca da sensibilidade e valores de Ct,
devem ser ponderadas outras questdes referentes a pratica de diagndstico
oficial no contexto do Laboratério de Biologia Molecular do LFDA-MG. O
diagnéstico de pseudovariola bovina a ser realizado por este método, apesar
da relevancia em si desta zoonose, tera importancia prioritariamente devido a
sua presenca na triagem de amostras suspeitas para o virus da febre aftosa,
altamente relevante economicamente e para a saude animal. Portanto, mesmo
quando da verificagdo em amostra suspeita de reacdo positiva para PCPV,
serdo realizados PCRs para todas as outras doencas vesiculares
semelhantes, diminuindo ainda mais o risco de reais falso positivos em
amostras coletadas de animais sabidamente doentes.

Os Unicos seglUenciamentos completos do genoma do PCPV
correspondem a estirpe de referéncia (VR634), obtida a partir de um isolado de
lesdo em mao humana ( Alemanha), e também uma estirpe isolada a partir de
lesdo em cervo vermelho na Finlandia (Hautaniemi et al. 2010) (Friedman-Kien
et al. 1963). Portanto, ndo existem estirpes em circulacdo no Brasil totalmente
sequenciadas. Desta forma, por mais que os iniciadores tenham como alvo

regides relativamente conservadas, podem ocorrer delecbes e demais
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diferencas entre os genomas das estirpes circulantes brasileiras com as
estirpes referéncia obtidas em pacientes europeus. O que poderia justificar
inclusive a ndo deteccdo em algumas amostras.

Segundo Buzard et al. (2012), existem limitacbes em estudos
comparativos de técnicas que avaliam apenas alternancia de equipamentos e
reagentes, uma vez que nem sempre € possivel seguir todas as
recomendacgOes de ambos os fabricantes. Por este motivo, gPCRs, para fins
diagnésticos, precisam ser avaliadas sob métodos estatisticos em que se
observem tanto a repetitividade quanto a reprodutibilidade, isto é, a
correspondéncia dos resultados de uma mesma amostra em diferentes
rodadas e com trés replicatas a cada amostra Segundo (Bustin; Nolan 2004),
realizar a corrida em triplicata e repetir o experimento trés vezes favorece a
analise estatistica significativa dos resultados.

A avaliacdo da repetibilidade do teste por um mesmo analista, em
diferentes rodadas experimentais com as mesmas amostras, demonstrou que
o método é capaz de fornecer respostas precisas quanto aos valores de Cq e
gue as medidas possuem um grau de concordancia dentro das mesmas
condi¢cdes. A verificagdo de desempenho entre analistas mostrou que o
método é reprodutivel e que ndo existem erros sistematicos em relacdo a
execucdo do ensaio por um analista especifico, o que poderia comprometer
toda a validacdo da metodologia. Estas analises de desempenho, a partir dos
valores de Cqg encontrados, também forneceram como descrito na tabela 12,
a incerteza do método, o que mostra a faixa confiavel da medida dentro de
um valor de Cg encontrado.

A sensibilidade e eficiéncia de qPCR pode ser alterada quando da
utilizacao de diferentes mix de reagentes ou equipamentos, razao pela qual é
necessario otimizar a técnica em funcdo destas variacbes e adotar
procedimentos avaliativos seguros para a validacdo dos ensaios. A
composicdo dos mix de reagentes pode sofrer alteragcbes na composicédo de
tampdes ou concentracdo de cations, sobretudo Mg+°. Também a presenca
de inibidores presentes nas amostras tem influéncia de maneira diferente
sobre cada mix( Stephens et al. 2010) (Ribeiro et al. 2016). Por conseguinte,
a avaliagcdo de reprodutibilidade do teste entre diferentes mix auxilia na
comprovacdo e validacdo de que o método de diagndstico € funcional sob
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diferentes condicbes e pode ser reproduzido por outros laboratdrios ou em
outras condigbes em que 0 mix inicialmente utilizado na validacdo nao esteja
disponivel. A porcentagem do erro de medida e a repetibilidade dentre os mix
foram significativamente mais baixos que 6 maximo permitido, assim como
nao houve contribuicdo significante da variagcdo dos mix para a variancia total
das medidas realizadas na diferentes rodadas.

A robustez de um método determina a for¢ca que este apresenta em face
de variagcdes na metodologia. Quanto maior for a robustez de um meétodo,
maior sera a confianca desse quanto a sua precisdo. Apesar de nao se ter
avaliado diretamente a robustez do ensaio pds determinagdo inicial da
composicdo do mix da reacdo, por exemplo, com pequenas variagbes no
volume de amostra ou de mix, pode-se afirmar que essa mais ampla
verificacdo de desempenho do método com diferentes mixes aferiu
indiretamente a robustez para este aspecto. Ao passo que cada mix comercial
possui uma diferente propor¢céo de reagentes, demonstrando-se que o0 ensaio €
capaz de responder a variagcdo de concentracdes de alguns componentes da
reacao sem gue ocorra diferenca significativa nos resultados. Além disso, como
explicitado acima, até se chegar a composicao ideal da reacao foram testadas
variagfes na quantidade de iniciadores e cloreto de magnésio, por exemplo.
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6.0 Concluséo

1 — A gPCR foi capaz de detectar 10 2 cépias /uL da regi&o alvo do PCPV ,
com a curva de deteccdo apresentando valores de linearidade e eficiéncia
dentro dos parametros aceitveis, sendo capaz de detectar o agente viral

mesmo em baixas quantidades em amostras clinicas.

2- O método apresentou sensibilidade de 81,8 % e especificidade 100 %,
demonstrando ser capaz de fornecer respostas exatas e confidveis quanto a
presenca ou auséncia do PCPV em individuos.

3- O meétodo também apresentou 6timo desempenho quanto a sua
repetibilidade e reprodutibilidade, mostrando-se adequado ao uso na rotina
diagndstica a partir de sua validacdo de acordo com as normativas nacionais

e internacionais relacionas a garantia da qualidade de um método de ensaio.
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