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RESUMO
Os ortopoxvirus (OPXV) compreendem diversos virus emergentes de grande importancia para
a medicina humana e veterinaria, como o vaccinia virus (VACV). A circulacdo zoondtica do
VACYV foi relatada pela primeira vez no Sudeste do Brasil em 1999, desde entdo, a infeccéo
por VACV tem sido associada a diversos surtos de doenga exantematica em zonas rurais
brasileiras, afetando principalmente o gado leiteiro e os seus ordenhadores, em que a regido
sudeste é o epicentro dos surtos de vaccinia bovina (VB). Os surtos de VACV geram impactos
substanciais na saude publica e nas economias locais das regides afetadas. Apesar da
importancia do VACV no contexto epidemiolégico brasileiro, pouco se sabe sobre sua origem,
circulacdo e manutencdo no ambiente. O primeiro capitulo desse trabalho realiza a
caracterizacdo biolégica e molecular de novas amostras de VACV brasileiros (VACV-BR)
isoladas a partir de amostras clinicas de humanos suspeitos de infeccdo por OPXV e descreve
o perfil soroldgico dessas populacbes afetadas pela VB no estado de Minas Gerais durante as
duas ultimas décadas. Foram isolados um total de cinco novas amostras de VACV-BR
caracterizados como pertencentes ao Grupo |, que apresentam uma delecéo de 18 nucleotideos
no gene A56R que codifica a hemaglutinina viral. O perfil sorologico de vinte pacientes
demonstrou positividade global de 80% em altos titulos de anticorpos neutralizantes. No
segundo capitulo foi estabelecido o perfil demografico, perfil clinico e fatores de risco
associados a infeccdo por OPXV em pacientes residentes de diversos municipios de Minas
Gerais. Os resultados obtidos reforcam o carater ocupacional da VB, em que homens residentes
de areas rurais que trabalham diretamente com bovinos apresentam maior chance de exposicédo
ao VACV. Além disso, foi realizado um levantamento epidemioldgico da ocorréncia e
distribuicdo do VACV em Minas Gerais, descrevendo a evolucao da distribuicdo e nimeros de
casos de VB no estado durante as Ultimas décadas, utilizando bancos de dados obtidos a partir
da colaboracdo com a Secretaria de Satde do Estado de Minas Gerais (SES), Fundacéo Ezequiel
Dias (FUNED) e Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), além de dados obtidos na literatura
cientifica. Estes dados demonstram o aumento da area de ocorréncia e do nimero de casos nas
ultimas décadas, principalmente em regides importantes na producdo de leite no estado.
Também é descrita a atuacdo do LV como laboratério de referéncia em estudos de
caracterizacdo e diagnostico de OPXV no Brasil. A combinacdo desses resultados contribui
com o conhecimento acerca de variantes de VACYV circulantes, descreve riscos associados a

infeccbes por OPXV no Brasil, e 0 aumento do numero de casos e distribuicdo desse virus.

Palavras-chave: ortopoxvirus; vaccinia virus; zoonoses; vigilancia; doenca ocupacional.



ABSTRACT
The orthopoxviruses (OPXV) comprise several emerging viruses of great importance to human
and veterinary medicine, such as vaccinia virus (VACV). Zoonotic circulation of VACV was
first reported in southeastern Brazil in 1999, since then, VACV infection has been associated
with several outbreaks of exanthematous disease in rural areas of Brazil, mainly affecting dairy
cattle and their milkers, in which the southeastern region is the epicenter of bovine vaccinia
(VB) outbreaks. VACV outbreaks generate substantial impacts on public health and local
economies in the affected regions. Despite the importance of VACV in the Brazilian
epidemiological context, little is known about its origin, circulation and maintenance in the
environment. The first chapter of this work performs the biological and molecular
characterization of new Brazilian VACV samples (VACV-BR) isolated from clinical samples
of humans suspected of OPXV infection and describes the serological profile of these
populations affected by BV in the state of Minas Gerais. A total of five new samples of VACV-
BR characterized as belonging to Group | were isolated, which present an 18-nucleotide
deletion in the A56R gene encoding the viral hemagglutinin. The serological profile of the
twenty patients showed overall positivity of 80% at high titers. The second chapter established
the demographic profile, clinical profile and risk factors associated with OPXV infection in
patients residing in several municipalities of Minas Gerais. The results obtained reinforce the
occupational nature of BV, in which men residing in rural areas who work directly with cattle
have a greater chance of exposure to BV. Furthermore, an epidemiological survey of the
occurrence and distribution of VACV in Minas Gerais was carried out, describing the evolution
of the distribution and numbers of cases of BV in the state during the last decades, using
databases obtained from the partnership with the Secretaria de Saude do Estado de Minas Gerais
(SES), Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) and Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA), in
addition to data obtained from the scientific literature. These data demonstrate the increase in
the area of occurrence and the number of cases in recent decades, especially in important
regions of milk production in the state. The performance of the LV as a reference laboratory in
studies of characterization and diagnosis of OPXV in Brazil is also described. The combination
of these results contributes to the knowledge about circulating VACV variants, describes risks
associated with OPXV infections in Brazil and the increase in the number of cases and

distribution of this virus.

Keywords: orthopoxviruses; vaccinia virus; zoonosis; surveillance; occupational disease.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — InfecgOes causadas por OPXV em diferentes hoSPedeiros ..........cccceveverervrennas 16
Figura 2 — Distribuicdo geografica e gama de hospedeiros de OPXV atuais.............cccccveue.e 17
Figura 3 — Classificacdo taxondmica dos OPXV ........cccceiiiiiiiiiiiieie e se e 18
Figura 4 — Representagdo esquematica de uma particula de um POXVirus ..........ccccoeerevvrienes 19
Figura 5 — Modelo esquematico do genoma doS POXVITUS .........ccoveerererieenenieneee e 20
Figura 6 — Sintenia d0S POXVITUS ........ceiieieiieieeie e sieeeesteeste e e sreeste e sreesaeeseesreesreaneesraeeens 20
Figura 7 — Modelo esquematico do ciclo de multiplicacdo dos poOXVirus ...........ccccevevveivennnne 22
Figura 8 — Modelo esquemaético do curso da infecgdo de alguns OPXV .......cccoccevveivinienne 24
Figura 9 — INfeCGA0 PEI0 VARV ... 25
Figura 10 — Infec¢des causadas pelo CPXV em diferentes hospedeiros...........ccocecvvevveivnennene 27
Figura 11 — Distribuicdo global dos casos de infec¢do por MPXV.........cccccovvvevveveiiieinennns 28
Figura 12 — Deteccéo do VACV em diferentes hOSPEdeIroS. ........cocvivrerieieerieneneniesiesienieas 30
Figura 13 — Les0es causadas pela infecGao de VACYV .......cocoeiiiiiiiiiiinicee e 31
Figura 14 — Infeccdo por VACYV M NUMANO.........cccciiiiiiiciecie e 32
Figura 15 — Estados com deteccdo de VACV N0 Brasil...........cccovvevviiiiicciecic e 34
Figura 16 — Arvore Filogenética de alguns VACV ........ccc.coeevceeeeeeeeeeeeeeeeesee e 35
Figura 17 — Perfil de placas e curva de multiplicacdo de VACV ........ccccviiiiiieicnciiiens 36
Figura 18 — Placa de PRNT para detecgdo de anti-OPXV ........ccccciirininiiiine e 47
Figura 19 — Placa de PRNT para titulacao de anti-OPXV ........c.cccoviiiieiieie i 49

Figura 20 — Graficos de amplificacdo de gPCR para diagndstico molecular de OPXV das
LTS = o 1] T =TSSR 51

Figura 21 — Gréficos de amplificacdo de gPCR para caracterizacdo molecular dos isolados de

WALV ..ttt bbb e b bRk E R bk et R bttt ber et 53
Figura 22 — Feno6tipo de placas dos isolados de VACV ........cooiiiciiciicieciece e 54
Figura 23 — Microscopia optica de placas de lise de isolados de VACV ........cccccoevvenvinnnns 54
Figura 24 — Distribuicéo da detec¢do de OPXV em Minas GEerais .........ccccoererenereniesiennnns 66

Figura 25 — Mapa do desenvolvimento da pecudria leiteira no estado de Minas Gerais ....... 70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Iniciadores utilizados para deteccdo e caracterizacdo de OPXV .........cccccvevvvenene. 45
Tabela 2 — Resultado dos ensaios de PRNT para detecgcdo de anti-OPXV ..........ccccccvevvvenenn. 48
Tabela 3 — Resultado dos ensaios de PRNT para titulagéo de anti-OPXV ..........cccccocvvvnnnnne. 50
Tabela 4 — Resultado da tentativa de isolamento Viral ... 52
Tabela 5 — Caracterizacdo demogréafica da populacéo analisada ............cc.ccoeveevviieiveiieennenn, 63
Tabela 6 — Fatores de risco e eXpOoSICA0 80 VACYV .....cocvciiiieiieie e 64

Tabela 7 — Sinais clinicos relacionados a infecg@o pelo VACV .......cccoviiiiiiiieieinen, 65



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ug — Microgramas
ul — Microlitro
ARAV — Aracatuba virus
CO2 — Diotxido de carbono
BAV — BeAn58058 virus
CEV — Virus com envelope associado a célula
CMLV — Camelpox virus
CPXV — Cowpox virus
CTGV — Cantagalo virus
DNA — Acido desoxirribonucleico
ECTV — Ectromelia virus
EV — Virus envelopados
EEV — Virus envelopados extracelulares
FUNED — Fundacéo Ezequiel Dias
GP1V — Guarani P1 virus
GP2V — Guarani P2 virus
ICTV — Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy
of Viruses)
IMA — Instituto Mineiro de Agropecuaria
ITR — Repeticdo terminal invertida
Kbp — Quilo pares de Base
LV — Laboratério de Virus
MEM — Meio minimo essencial
mg — Miligrama
mL — Mililitro
MPXV — Monkeypox virus
MV — Virus maduros
MRNA — RNA mensageiro
nm — Nandmetro
WHO — Organiza¢do Mundial da Saude
OPXV — Ortopoxvirus
pb — Pares de base

PBS — Tampado salina fosfato



PCR — Reagéo em cadeia da polimerase

pH — Potencial hidrogenidnico

PIB — Produto interno bruto

PRNT — Teste de neutralizacdo por reducéo de placas
PSTV — Passatempo virus

gPCR — Reacéo em cadeia da polimerase em tempo real
RNA — Acido ribonucleico

RPXV — Rabbitpox virus

S2V — Serro 2 virus

SES — Secretaria de Estado de Salude

SFB — Soro Fetal Bovino

SPAnv — SPAnN 232 virus

UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais

UFP — Unidades formadoras de placa

UN — Unidades neutralizantes

VACV — Vaccinia virus

VACV-BR — Vaccinia virus brasileiro

VACV-WR — Amostra Western Reserve

VARV — Variola virus

VB — Vaccinia bovina

VBH — Belo Horizonte virus



SUMARIO

L INTRODUGAD . ......oiieceeeeeeeee ettt sttt ettt ettt en sttt en s 16
1.1 OP XV e R et E et ne e e 16
1.1.1 ClassifiCagao taXONOMICA ......cueiveeiureieiieste e e e e e st e te e reeste e sre e reeseesreesreaneesraeneeas 17
1.1.2 EStrutura da PartiCUlA...........ccoveiieiiiie et 18
L.1.3 GBNOMA. ... ittt 19
1.1.4 Ciclo de MUITIPIICAGAD ........eiviiieiiieiieiei e 21
1.0.5 PAEOGENESE ...tttk bbbttt b bbbttt b bbbt nne s 23
L2 VARV et e b e h et b et e et b et be e naee e 25
1.3 CP XV ettt b bbb et b e bt b e be e te e naee e 26
LA MPXV bbb nneas 27
LS VACV ettt e bbbt b et b e bt h e b e et e te e naee e 29
1.5.1 VaCCINIA DOVING ...c.eouiiiieiie ettt bbb 30
1.5.2 VACV 1501ad0S N0 Brasil..........ccooiiiiiiiiiiiice e 33
1.5.3 Diversidade doS VACYV Drasileiros ..........ccccoiiiieiiiiiiieineese e 34
1.6 DIagNOStICO 08 OPXV ...ttt ettt ettt sreestesneesraeae s 37
2. JUSTIFICATIV A ettt ettt b e 39

3. CAPITULO | — DETECCAO, ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE VACV EM

AMOSTRAS CLINICAS E PERFIL SOROLOGICO DE INDIVIDUOS AFETADOS........41
3L ODJELIVOS. ...ttt bbbttt bbbt 41
3. 1.1 ODJELIVO GEIAL ...ttt bbb 41
3.1.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ....c.viiviiiieiieiieie ettt 41
I |V 1= (oo (o] [0 o - H PSS U TP 41
3.2.1 Descricao das amostras DIOIOGICAS .........cceiiiiiiiieieie s 41
3.2.2 CElUIaS VEI0 € BSC-40 ..ottt bbbt 42
3.2.3 VITUS CONIOIE ...t ettt 42
3.2.4 S0I0S CONEIOIES ...ttt r e 42

3.2.5 Ensaios de SOroNeULIaliZAGH0 .........ccueiverreriiiiiiiieeee e 43



3.2.6 EXIragao 08 DINA ...ttt 43

3.2.7 ENSAI0S IMOIBCUIAIES ...t 44
3.2.8 1S01AMENTO VITAl ... 45
3.2.9 MUIIPIICAGAD VITAL......cuiiiiiiiiiieieee bbb 46
3.2.10 Ensaio de fenOtipo de PIACA.........coeiierieiiiriee e 46
BB RESUITATOS. ...t 47
3.3.1 Deteccao de anticorpos NEULIaliZantes...........ccveiveieerieiiesie e 47
3.3.2 Titulacéo de anticorpos NEULIAHZANTES ..........ccecveieeiiiiierie e 49
3.3.3 DiagnOstiCo MOIBCUIAT .........ccveiiiiieie et 50
3.3.41S01aMENTO VIFA ... 51
3.3.5 Caracterizacdo molecular dos iSOlad0S..........cceiveiieiiiieiece e 52
3.3.6 Ensaios de fenotipo de PIACa ........cccvveieiiiiice e 53
3L DISCUSSED ...tttk b bbb bt b et e e et b bbbt b e s bbbt b bbbt 55

4. CAPITULO Il — CIRCULACAO DE VACV EM MINAS GERAIS: VIGILANCIA

EPIDEMIOLOGICA NO EPICENTRO DOS SURTOS DE VB......oovvieeceeeceeeeeeeeernsnnins 59
4.1 ODJELIVOS. ...ttt bbb e bbbttt bbbt 59
4.1.1 ODJELIVO GEIAl .....oovieiicic ettt ettt et nae e re e 59
4.1.2 ObjetivOs ESPECITICOS .....viiiiiiecii it 59
1Y/ =1 0o (o] [o o T USSP 60
4.2.1 DAd0S 0a SES ..ot e 60
4.2.2DA00S O IIMA ... s 60
4.2.3 DAC00S HOS U0 LV ...t 60
4.2.4 Levantamento bibliografiCo..........ccov i 61
4.2.5 FIChas 0 NOTITICAGAD ........eiuiiiiiiiiieie et 61
4.2.6 MAPAS € TECUISOS VISUAIS .....eveeueeiierieieteste st st sieese ettt sttt sttt b et sb et sbesbe e enes 61
4.3 RESUITATOS. ... .o bbbttt bbb 61

4.3.1 Caracterizagdo DemOGrafiCa.........ccoiviriiiieiiee e 61



4.3.2 Fatores de risco de eXpoSiCAO0 & OPXV ...t 63

4.3.3 Perfil CHINICO ..o bbb 64
4.3.4 Circulagdo de OPXV emM MINAS GEeIAIS.........ccueuiieieiieiiiiie et 65
4.3.5 Catalogacao do diagndstico realizado pelo LV .......cccoevviiieiiiiciisieese e 66
4.4 DISCUSSED .....veveeeeenteee skttt t ettt et bbbt bt bttt e h bt bbbt bt e st e b e b et e b bbb e b s 67
5. CONCLUSOES .....coutuuimuiisrisetssse st 72
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coovevieeeieieeeteeeeteeieseseeie s sesasss s, 73
T ANEXOS ...ttt bt e Rt E e et bR n e r e e e 84
T LANEXO A 84

A AN 113 (o = TR 96



16

1 INTRODUCAO
1.1 OPXV

Os ortopoxvirus (OPXV) sdo virus emergentes de grande importdncia no cenario
epidemioldgico global, compreendem diversos patégenos conhecidos por causar surtos de
doencas exantematicas em uma extensa gama de hospedeiros (Figura 1) (FENNER, 1989;
DAMON, 2013; MOSS, 2013; WHO, 2023).

Figura 1 — InfeccOes causadas por OPXV em diferentes hospedeiros

Fotos de lesbes exantematicas caracteristicas causadas pela VARV em humano (A) pelo ECTV em murino (B),
pelo CPXV em camelo (C). Fonte: Mcffaden, 2005.

Dentre os virus de maior importancia historica, destacam-se, o variola virus (VARV),
conhecido como o patégeno humano mais letal de todos os tempos, o vaccinia virus (VACV),
que foi utilizado como virus vacinal contra a variola e que circula endemicamente no Brasil, 0
cowpox virus (CPXV), que circula ha séculos em diversos paises da Europa e Asia; e 0
monkeypox virus (MPXV), que recentemente emergiu em regides fora da Africa, causando
diversos surtos no mundo, incluindo no Brasil. (FENNER, 1989; DAMON, 2013; MOSS, 2013;
WHO, 2023).

Os OPXV compartilham diversas caracteristicas genéticas comuns, que se traduzem em
um alto grau de semelhanca antigénica. A reatividade imunoldgica cruzada, faz com que a
infeccdo por uma espécie de OPXV possa conferir protegdo substancial contra a infec¢do de
outras espécies. Diante disso, a vacina que utilizava o VACV como virus vacinal na campanha
de erradicacdo da variola era capaz de conferir imunidade substancial contra doencas causadas
por VARV, MPXV ou CPXV (STANFORD et al., 2007; PETERSEN et al., 2019). Em 1980,
as vacinac@es contra a variola foram descontinuadas a nivel mundial e, desde ent&o, a populacao
mundial tem enfrentado um risco cada vez maior de infe¢o por OPXV. E importante destacar
que a vacinacdo foi descontinuada em diferentes épocas em diferentes paises, no Brasil, as
vacinas foram interrompidas no ano de 1978 (HOCHMAN, 2009; CDC, 2021; HENDERSON,
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2021). O aumento no nimero de individuos suscetiveis ndo vacinados no mundo, ampliou a
frequéncia e distribuicdo geogréafica de casos de diversos OPXV ao redor do mundo (Figura 2)
(SILVA et al., 2021; WHO 2023).

Figura 2 — Distribuicdo geogréafica e gama de hospedeiros de OPXV atuais
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(vermelho) e a circulagdo do CPXV na Europa e na Asia (amarelo. Fonte: Modificado de Silva et al., 2021,
atualizado a partir de dados da WHO, 2023.

1.1.1 Classificacdo taxonémica

Os OPXV sdo classificados na familia Poxviridae, na subfamilia Chordopoxvirinae, que
retine virus que infectam vertebrados, e no género Orthopoxvirus, que inclui 0s principais virus
de relevancia para a saude publica (Figura 3) (MOSS, 2013; ICTV, 2021).
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Figura 3 — Classificagdo taxonémica dos OPXV
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Esquema da classificacdo taxondmica de algum OPXYV de importancia em sadde publica. Fonte: Elaborado pelos
autores, 2023.

1.1.2 Estrutura da particula

As particulas virais dos poxvirus sdo maiores que a maioria dos virus de animais, com
dimensGes aproximadas de 360 nm de comprimento por 250 nm de largura. S&o particulas
pleomorfas, de formato oval ou semelhante a um tijolo, e possuem uma camada externa
constituida por uma bicamada de membrana lipidica. A estrutura interna do virion é bastante
complexa, consistindo no genoma de DNA de fita dupla, que esta localizado no interior do
nucleocapsideo, que possui um cerne em forma de haltere, corpusculos laterais ancorados entre
as duas concavidades e a membrana externa (Figura 4) (CYRKLAFF et al., 2005; MOSS, 2013;
VORA et al., 2015).
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Figura 4 — Representacdo esquematica de uma particula de um poxvirus
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llustragdo de uma particula de um poxvirus, indicando as dimensdes aproximadas e diversas estruturas. Fonte:

Elaborado pelos autores, 2018.

Durante a morfogénese dos poxvirus ocorre a formacéo de multiplas formas virais, que
diferem umas das outras por sua membrana externa e proteinas de superficie, sendo estes, 0s
virus maduros (MV) e os virus envelopados (EV). Os MV possuem uma Unica membrana
lipoprotéica derivada da modificacdo de membranas do reticulo endoplasmatico com proteinas
virais, sdo as formas infectantes mais abundantes, que s6 sdo liberadas a partir da lise celular.
Os EV sdo formados tardiamente na morfogénese viral, em que alguns MV séo circundados por
uma membrana lipidica adicional, possivelmente derivada do Golgi, e séo liberados por
exocitose (MOSS, 2006; MOSS, 2013; SCHMIDT et al., 2012).

1.1.3 Genoma

Os poxvirus possuem genomas de DNA linear de fita dupla que variam de 130 mil a
300 mil pares de bases. Nas duas extremidades do genoma dos poxvirus estdo contidas as
repeticdes terminais invertidas (ITR), que consistem em sequéncias idénticas, mas orientadas
de forma oposta. As ITR incluem um loop em forma de grampo rico em A + T, responsaveis
por conectar as duas fitas de DNA. As alcgas terminais ITR sdo importantes para a formacao de
concatameros durante a replicacdo do DNA (Figura 5) (SMITH & MCFADDEN, 2002; MOSS,
2013).
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Figura 5 — Modelo esquematico do genoma dos poxvirus
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Esquema do genoma dos poxvirus, destacando a regido central (verde) e as regifes terminais (laranja), com
indicacdo das regibes terminais invertidas (roxo). Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

A organizagdo geral do genoma dos poxvirus é mantida em todos os membros da
familia. A regido central do genoma é altamente conservada, codifica genes relacionados a
replicacdo do genoma, sintese de proteinas estruturais e montagem dos virions. Essa regido
codifica aproximadamente 100 genes, dos quais, aproximadamente 30% sdo compartilhados
por todos 0s membros da familia. Em contraste, os genes codificados por regides terminais sao
bem mais variados entre os diferentes géneros e espécies, muitos desses genes codificam
proteinas associadas ao espectro de hospedeiros, viruléncia e imunomodulacdo (Figura 6)
(MCLYSAGHT et al., 2003; GUBSER et al., 2004; MOSS, 2013).

Figura 6 — Sintenia dos poxvirus
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llustracdo da sintenia algumas espécies de poxvirus (preto), com a indicacdo de genes conservados entre 0s
poxvirus (vermelho), entre as espécies de cordopoxvirus (azul) e entre as espécies de OPXV (amarelo). Fonte:
McLysaght et al., 2003.

A caracterizacdo molecular dos poxvirus é em grande parte sustentada pelos estudos

realizados nos OPXV, que sdo extensivamente mais estudados do que virus agrupados em
outros géneros (MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013). Isso se observa pelo nimero de sequéncias
de genomas completo depositadas nos bancos de dados do NCBI, com 2.193 genomas
depositados dos quais 1.743 s&o de OPXV. A partir do ano de 2022 observa-se um aumento
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significativo no nimero de genomas depositados, principalmente pela emergéncia do MPXV
para fora da Africa, detentor de 82% dos genomas depositados dos OPXV. Contudo, com 0
avanco tecnoldgico dos métodos de sequenciamento, montagem e analise de genomas, diversos
virus incluidos em outros géneros da familia Poxviridae vém sendo -caracterizados
molecularmente (CARULEI et al. 2017; GUNTHER et al. 2017; TU et al. 2017; SARKER et
al. 2018; AGUEDA-PINTO et al. 2019).

1.1.4 Ciclo de multiplicagéo

Os MV dos poxvirus sdo as formas virais mais abundantes, sdo principalmente
relacionados a disseminacdo da infeccdo entre diferentes hospedeiros, pois sao liberados no
meio ambiente junto as células das lesdes. Os EV sdo mais resistentes as acdes de anticorpos
neutralizantes, sdo responsaveis principalmente pela disseminacéo viral entre as células de um
mesmo hospedeiro (MOSS, 2016).

Diferentes estruturas de membrana fazem com que os MV e EV de poxvirus ndo
compartilhem epitopos virais comuns, 0 que acarreta na utilizacdo de diferentes ligantes pora
cada forma viral. E importante notar que modos de fixag&o redundantes evoluiram nesses virus,
0 que pode contribuir para a capacidade dos poxvirus de infectar diversos tipos celulares.
Gracas a utilizacdo de multiplos fatores de fixacdo redundantes e o tropismo é geralmente
determinado por etapas apés a penetracao viral (SCHMIDT et al., 2012; MOSS, 2016).

A penetragdo dos poxvirus na célula pode ocorrer de duas formas: pela fuséo direta da
membrana viral com a membrana plasmatica da célula, o que permite a liberacdo do
nucleocapsideo no citoplasma celular; e pela via endossomal, através da macropinocitose
dependente de pH &cido, que desencadeia uma cascata de sinalizacdo que resulta em rearranjos
de e fusdo da membrana viral com a membrana do endossomo , resultando na deposi¢do do
nucleocapsideo no citosol (BENGALI et al., 2012; SCHMIDT et al., 2012; LIU et al., 2014;
MOSS, 2016).

Ap0s a penetracdo, o nucleocapsideo viral é transportado em microttbulos para a regido
mais interior do citoplasma e se acumulam na regido perinuclear da célula onde comeca a
transcricdo dos mRNAs pela RNA polimerase dependente de DNA viral. Aproximadamente
metade dos genes codificados pelos poxvirus sdo transcritos no inicio da infeccéo. As proteinas
traduzidas destes mRNAs iniciais servem para a replicacio do DNA e fatores de
imunomodulacao da célula hospedeira. Os genes intermediarios, que estdo em menor nimero,

codificam principalmente proteinas regulatorias que induzem a transcri¢ao de genes tardios. Os
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genes tardios codificam a maioria das proteinas estruturais do virus que compdem novas
particulas virais e também as enzimas que sdo empacotadas nos virions formados (BROYLES,
2003; MCFADDEN, 2005; ROBERTS & SMITH, 2008; YANG ET AL., 2011; MOSS, 2013;).
As primeiras estruturas observadas na progénie viral sdo estruturas lipidicas e proteicas
chamadas de crescente virais, que irdo formar uma estrutura esférica que envolve 0s
componentes do nucleocapsideo, chamada de virus imaturo (1V). O DNA viral é empacotado
nos 1V, e da origem ao virus maduro intracelular (IMV). A maioria da progénie permanece
como IMV e sdo liberados através da lise celular. No entanto, alguns IMV sdo transportados da
fabrica viral, através de microtubulos, e sdo envolvidos por uma membrana celular adicional,
derivada dos endossomos iniciais ou via complexo de Golgi para formar o virus envelopado
intracelular (IEV). Os IEV serdo entdo transportados para a membrana da célula e liberadas por
fusdo de membrana, onde os IEV perdem a sua membrana mais externa e sao liberados
formando os virus envelopados extracelulares (EEV) ou permanecem retidas na superficie
celular formando os virus com envelope associado a célula (CEV) (Figura 7) (SMITH et al.,
2002; MCFADDEN, 2005; ROBERTS & SMITH, 2008; MOSS, 2013; LIU et al., 2014).

Figura 7 — Modelo esquematico do ciclo de multiplicacdo dos poxvirus
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Esquema do processo de multiplicacdo dos poxvirus destacando as multiplas formas virais. Fonte: Modificado de
Mcfadden, 2005.

1.1.5 Patogénese

A patogénese resultante das infec¢bes por poxvirus € influenciada pelo tropismo viral e
pelas respostas imunoldgicas e inflamatérias do hospedeiro. O tropismo é frequentemente
relacionado as propriedades especificas do género e dos genes codificados pela regido variavel
do genoma (DAMON, 2013; MCFADDEN, 2005).

Os poxvirus capazes de infectar vertebrados sao classificados na subfamilia
Chordopoxvirinae e compartilham varias caracteristicas biolégicas em comum. As infeccdes
por esses virus ocorrem principalmente por via percutanea, com o virus entrando no organismo
através de lesGes na pele do hospedeiro, como observado na infeccdo causada pelo VACV. No
entanto, alguns virus utilizam outras vias de entrada: 0 VARV, por exemplo, entra pelo trato
respiratorio, enquanto o ectromélia virus (ECTV) penetra pelo trato gastrointestinal (FENNER
etal., 1988; ESTEBAN & BULLER, 2005; MCFADDEN, 2005).

O tipo de infecgdo resultante depende da espécie do virus, da via de entrada e do
hospedeiro. Alguns virus podem apresentar diferentes patogenias em diferentes espécies de
hospedeiros, como CPXV, em que o padrdo de lesdes é capaz de se manifestar de forma
sisttmica em felinos, e de forma localizada em humanos e bovinos (Figura 8) (FENNER et al.,
1988; BULLER & PALUMBO, 1991; DAMON, 2013; MCFADDEN, 2005).



Figura 8 — Modelo esquematico do curso da infec¢do de alguns OPXV
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1.2 VARV

O VARV é provavelmente o patdgeno humano mais antigo e mortal de que se tem
registro (FENNER et al., 1988). Evidéncias arqueoldgicas indicam que o VARV ja circulava
entre populagdes humanas ha pelo menos 3 mil anos. Embora o nimero exato de mortes néo
seja conhecido, estima-se que, ao longo da historia, centenas de milhdes de pessoas morreram
devido a variola, com cerca de 400 milhdes de mortes apenas no século XX (FENNER et al.,
1988; CDC, 2021; HENDERSON, 2021; THEVES et al., 2021). A taxa de letalidade para a
variola era de 30%, porém no final do século 19, uma forma menos letal de variola foi
documentada na Africa e nas Américas, apresentando taxa de letalidade de 1%, devido a isso,
as diferentes formas da variola foram denominadas variola major e variola minor,
respectivamente (FENNER et al., 1988; MEYER et al., 2020; REYNOLDS et al., 2018). A

Figura 9 demonstra um quadro infeccioso pelo VARV.

Figura 9 — Infeccéo pelo VARV

Fotos de infeccdo causadas pelo VARV em paciente humano, evidenciando as erup¢des causadas ap6s 9 dias de
infeccdo. Fonte: Modificado de Fenner et al., 1988.

No final do século XVIII, Edward Jenner demonstrou que um agente infeccioso
causador de lesdes na pele e nas mucosas de vacas e seus cuidadores poderia ser usado para
prevenir a infeccdo por variola. Dessa forma, Jenner desenvolveu metodologias que,

provavelmente, utilizavam os virus CPXV e VACV como estratégia para prevenir a variola no
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século XI1X. Essa abordagem levou a criagdo do termo "vacinacdo" (DAMON, 2013; FENNER
etal., 1988; MEYER et al., 2020).

Em 1958, a décima segunda Assembleia Mundial da Satde adotou uma resolucédo para
alcancar a erradicacdo da variola, que se baseava apenas na vacinagdo em massa de pelo menos
80% da populacdo. Porém, diversos casos de variola ainda ocorriam em locais densamente
povoados, portanto em 1967 o programa foi intensificado, com a adogdo de medidas de
isolamento para interromper a cadeia de transmissdo do virus. Com isso, em apenas uma década
a variola foi erradicada, com o ultimo caso natural acontecido na Somalia em 1977. Por fim,
em 1980 a Organizagdo Mundial de Saude, declarou oficialmente a erradicacdo da variola no
planeta (FENNER et al., 1988; THEVES et al., 2016; MEYER et al., 2020; WHO, 2023).

O sucesso da erradicacdo da variola dependeu de esforcos globais em diagnostico,
vigilancia e vacinacédo. Fatores como a baixa variabilidade genética entre as cepas do VARV, a
imunidade duradoura conferida pela vacina, o fato de ser um patdgeno exclusivamente humano
(sem reservatorio silvestre) e a auséncia de infeccGes latentes foram essenciais para 0 sucesso
do programa (MEYER et al., 2020).

1.3 CPXV

O CPXV ¢ o agente etiologico da variola bovina. O CPXV ¢ distribuido na Europa,
oeste da ex-URSS e areas adjacentes do Norte e centro da Asia, sendo patogénico em humanos,
em animais domésticos, mantidos em zooldgicos, e potencialmente em vida selvagem
(CHANTREY etal., 1999; VOROU et al., 2008; DAMON, 2013).

Apesar do nome sugestivo, 0s reservatdrios naturais do CPXV sdo roedores silvestres,
com a maior soroprevaléncia relatada em ratos-do-mato (Clethrionomys glareolus) e
camundongos da madeira (Apodemus sylvaticus), endémicos do continente Europeu
(CARSLAKE et al., 2006). Infecgbes em espécies exoéticas mantidas em cativeiro em
zoolodgicos europeus ja foram relatadas. Animais suscetiveis a infecgdo por CPXV incluem
chitas, lebes, tamanduas, rinocerontes, elefantes e ocapi (BAXBY et al., 1979; DAMON, 2013;
STAGEGAARD etal., 2017).

O numero de infec¢bes por CPXV em humanos vem aumentando expressivamente nas
ultimas décadas. Isso deve-se, principalmente, pelo crescimento de populagdes ndo vacinadas,
suscetiveis a infeccBes por OPXV. A infeccdo em humanos ocorre, principalmente, por meio

de hospedeiros intermediarios, notadamente por gatos e outros animais domésticos, comumente
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infectados com o CPXV por meio do contato com roedores (Figura 10) (PELKONEN et al.,
2003; SCARFF 2012; BECKER et al., 2009).

Figura 10 — Infecgdes causadas pelo CPXV em diferentes hospedeiros

Fotos demostrando uma Infecgdo em gato doméstico (A), Infec¢do em humano (B) e Infeccio em Guepardo (C).
Fonte: Modificado de Becker et al., 2009; Scarff, 2012; Stagegaard et al., 2017.

1.4 MPXV

O MPXV foi isolado e identificado pela primeira vez em 1958, quando macacos
enviados de Cingapura para um centro de pesquisa na Dinamarca adoeceram. No entanto, o
primeiro caso humano confirmado foi em 1970, quando o virus foi isolado de uma crianga com
suspeita de variola na Republica Democratica do Congo. Embora o virus tenha sido pela
primeira vez em macacos em cativeiro, os dados disponiveis sugerem que diversos roedores
silvestres, sdo o0s verdadeiros reservatérios naturais do virus. (LADNY et al., 1972;
SKLENOVSKA & VAN RANST, 2018; MOORE & ZAHRA, 2021; CURAUDEAU et al.,
2023).

Durante aproximadamente 50 anos apds sua descoberta, o0 MPXV permaneceu
endémico em paises africanos. Duas linhagens de MPXV circulam na Africa, a linhagem
Central e a linhagem da Africa Ocidental (MAULDIN et al., 2020; WHO, 2022). Porém, em
2022, diversos casos de infeccdo por MPXV vém sendo reportados em paises fora da Africa,
principalmente nas Ameéricas e Europa. Nos surtos atuais, 0 MPXV ja foi detectado em 110
paises dos quais 103 ndo haviam reportado casos de MPXV anteriormente. Mais de 86.000
casos e 112 mortes ja foram confirmadas no mundo até a data de 29 de marco de 2023. O Brasil
é 0 segundo pais com o0 maior numero de casos, com aproximadamente 11.000 infectados e 15
mortes confirmadas até a data de 29 de mar¢o de 2023 (Figura 11) (WHO, 2022; CDC, 2023).
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Figura 11 — Distribuic&o global dos casos de infec¢do por MPXV
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Distribui¢cdo do nimero de casos confirmados por MPXV na atual emergéncia de 2023 de janeiro de 2022 a marco

de 2023. O mapa indica maior circulagdo nas Américas e na Europa. Fonte: Modificado de WHO, 2023.

Em humanos, a doenca clinica resulta de exposicbes respiratérias, percutaneas ou
permucosas. No surto em andamento grande parte dos casos sdo através da exposicdo sexual, e
afetando amplamente redes de homens que fazem sexo com homens, mas nao exclusivamente.
Os sintomas classicos observados em regiGes endémicas duram de 2 a 4 semanas € a
apresentacdo clinica da variola dos macacos é semelhante a da variola, em termos de inicio dos
sintomas, tempo de ocorréncia da erupcao e distribuicdo da erupcdo, mas geralmente menos
grave que a variola em termos de taxa de complicacOes, taxa de letalidade e niveis de
escarificacdo. Os casos graves ocorrem mais comumente entre criangas e estao relacionados a
extensdo da exposicdo ao virus, estado de saude do paciente e natureza das complicagdes.
(DAMON, 2013; PETERSEN et al., 2019; CDC 2023; WHO 2023).

Campanhas de vigilancia realizadas na Africa entre 2005 e 2007 demonstraram que a
incidéncia de casos humanos aumentou 20 vezes nos anos ap6s o fim das campanhas de
vacinacdo contra a variola. Em 2010, apenas 24,5% da populagdo do Congo tinha evidéncia da
cicatriz de vacinacgdo contra a variola. Porém até o inicio do século XXI o MPXV continuou
sendo uma ameaca a saude publica global ignorada e s recebeu atencdo internacional quando
os primeiros casos fora da Africa foram registrados. (SKLENOVSKA & VAN RANST, 2018;
PETERSEN et al., 2019; MOORE & ZAHRA, 2021; CDC 2023; WHO 2023).
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1.5 VACV

O VACYV ¢ um dos virus animais mais bem estudados devido a sua importancia vacinal.
O VACYV apresenta menor viruléncia quando comparado com o CPXV, portanto, o VACYV foi
utilizado como virus vacinal na campanha mundial de erradicacdo da variola. Com 0 sucesso
da campanha e pelos efeitos colaterais causados pela vacina, as vacinagdes foram suspensas em
1980, apos a erradicacdo da variola (FENNER et al., 1988; MOSS, 2013; OLIVEIRA et al.,
2017).

As amostras vacinais de VACV mais utilizadas pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO) na campanha de vacinacdo contra a variola foram as amostras Lister (Inglaterra) e e
New York City Board of Health (EUA). No Brasil, foram utilizadas amostras derivadas da
amostra Lister (Inglaterra), produzida pelo instituto Butantd (Sao Paulo), e vacinas relacionadas
as amostras 10C, produzida pelo Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). A origem da
linhagem do 10C nédo é bem estabelecida, algumas evidéncias sugerem que a origem dessa
amostra é derivada da amostra Beaugency que possivelmente constituiu as primeiras amostras
vacinais importadas para o Brasil em 1887 do Instituto Chambon (Franca) (FENNER et al.,
1988; TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008; MEDAGLIA et al., 2015).

O VACYV é considerado um virus zoon6tico e endémico na América do Sul, sendo a sua
circulacdo descrita em diversos paises, como o Uruguai, Argentina, Coldmbia e Brasil
(DAMASO et al., 2000; FRANCO-LUIZ et al., 2014, 2016; TRINDADE et al., 2003; USME-
CIRO et al., 2017). A circulagdo do VACYV zoonético foi relatada pela primeira vez no Sudeste
do Brasil em 1999 e desde entdo causa diversos surtos de doenca exantematica em areas rurais
brasileiras, afetando principalmente o gado leiteiro e seus ordenhadores. Desde sua emergéncia,
amostras de VACV vém sendo constantemente isoladas e caracterizadas no Brasil,
principalmente relacionadas a surtos de doenga exantematica em bovinos e humanos.
(DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2017; SILVA et al., 2021)

Além da circulagdo em bovinos e humanos, evidéncias da circulagdo de VACV foram
identificados em diversos animais, tais como cées, gatos, bufalos, cavalos, porcos, capivaras,
roedores silvestres e urbanos, gambas, quatis, tatus, coelhos e primatas ndo humanos (Figura
12) (ABRAHAO et al., 2009b; TRINDADE, et al., 2009; PERES et al., 2013, 2016; COSTA
etal., 2017; DUTRA etal., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; LIMA et al., 2019; MARTINS DA
COSTA etal., 2020; SILVA et al., 2021).
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Figura 12 — Deteccdo do VACV em diferentes hospedeiros
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Linha do tempo indicando a detec¢do da circulagdo do VACV no Brasil em diferentes hospedeiros de animais

silvestres e domésticos, Fonte: Lima et al., 2019.

Além da circulacdo nas Américas, diversos surtos de doenca exantematica foram
causados por linhagens de VACV ao redor do mundo. O Buffalopox virus (BPXV), € uma
linhagem de VACV que circula na Asia e Africa. Diversos surtos de infeccdo causadas pelo
BPXV foram descritos na India, Paquistio, Egito, Nepal e Bangladesh. O BPXV causa uma
infeccdo viral zoondtica reemergente que afeta principalmente bafalos, mas também bovinos e
humanos. Além disso, outra linhagem de VACYV, chamada Rabbitpox virus (RPXV), foi
associada a infeccbes em coelhos domésticos na Holanda e nos Estados Unidos (OLIVEIRA et
al., 2017; ELTOM et al., 2020; SILVA et al., 2021).

1.5.1 Vaccinia bovina

A vaccinia bovina (VB) é uma zoonose viral emergente, causada pelo VACV. A VB
afeta principalmente as vacas leiteiras e os trabalhadores rurais que possuem contato direto com
esses animais. A VB é caracterizada por lesbes exantematicas nas tetas e uberes de vacas
afetadas. Em vacas naturalmente infectadas, as lesdes aparecem como papulas vermelhas
localizadas principalmente na pele das tetas e do Ubere. As papulas progridem para vesiculas e
as vesiculas tornam-se pustulas umbilicadas rodeadas por tecido inflamatoério. Essas pustulas
evoluem para Ulceras até que ocorra a cicatrizagcdo completa da ferida. O curso da infecgéo do
estagio das lesOes até a cura completa leva aproximadamente de 2 a 4 semanas. As lesdes sao
comumente acompanhadas de mastite que podem evoluir para a perda definitiva das glandulas

mamarias, reduzindo a producéo de leite e gerando impactos econdmicos substanciais. Quando
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a infeccdo ocorre durante o periodo de lactagdo das vacas, 0s bezerros tornam-se infectados
durante a amamentacéo, apresentam lesdes na mucosa oral e focinho (Figura 13) (TRINDADE
et al., 2003, 2016; LEITE et al., 2005; LOBATO et al. 2005; FONSECA et al., 2011; KROON
etal., 2011).

Figura 13 — Lesdes causadas pela infecgdo de VACV

LesGes ulcerativas nas tetas das vacas (1 e 2), mastite causada por infeccdo bacteriana secundaria (3), lesdo no

focinho e mucosa oral de bezerros (4 e 5), lesGes na mdo de um ordenhador (6). Fonte: Leite et al., 2005.

Comumente, os trabalhadores rurais contraem a infecgdo pelo contato direto com as
vacas infectadas durante a ordenha, portanto, a VB se caracteriza como uma zoonose
ocupacional. Em humanos, a infec¢do esta geralmente relacionada & uma doenga de evolucéo
benigna. O periodo de incubacdo do virus dura de 1 a 7 dias, e aproximadamente 12 dias apos
0 aparecimento inicial das lesdes, elas se transformaram em Ulceras necroticas e dolorosas. A
progressdo da doenca € normalmente acompanhada por sintomas semelhantes aos da gripe
sistémica, incluindo cefaleia, mialgia, febre e linfadenopatia. O tempo de cicatrizag&o total leva
aproximadamente 21 dias. (LEITE et al.,, 2005; SILVA-FERNANDES et al., 2009;
TRINDADE et al., 2009; FONSECA et al., 2011; KROON et al., 2011)

Os sinais clinicos da infeccdo por VACV consistem nas lesdes caracteristicas que
ocorrem no sitio primério da infec¢do, comumente encontrado nas maos dos ordenhadores que
tiveram contato com vacas infectadas (Figura 14) (TRINDADE et al., 2009; KROON et al.,
2011;). No entanto, ha relatos da presenca de lesBes caracteristicas a infeccdo por VACV em
diferentes areas do corpo, como no rosto, olhos, mucosas e genitais, provavelmente devido a
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autoinoculacdo do paciente (SCHATZMAYR et al.,2009). A infeccdo por VACV em pacientes
imunocomprometidos pode progredir a casos graves com diversas complicacdes clinicas
(LAITON-DONATO et al., 2020).

Figura 14 — Infecgéo por VACV em humano

Fotos de infecdo pelo VACV em méo de ordenhador. Papula inicial na base do dedo médio (A e C), lesGes com

crosta no polegar e indicador (B e D) e Linfangite periférica no braco esquerdo (E). Fonte Trindade et al., 2009.
A via classica de transmissdo do VACV se da pelo contato direito entre humanos e o
gado leiteiro, porém, alguns levantam hipoteses de que o leite e seus derivados sdo fontes em
potencial de exposicao e/ou transmissdo do VACV (OLIVEIRA et al., 2017). Particulas virais
de VACV ja foram detectadas e isoladas em amostras de leite durante surtos no estado de Minas
Gerais (ABRAHAO et al., 2009c; OLIVEIRA, et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que
apos infeccdo experimental em leite cru e queijo, as particulas virais de VACV permaneciam
viaveis, mesmo apos tratamento térmico com altas e baixas temperaturas (OLIVEIRA et al.,
2010). Também foi avaliado se o processo de maturacdo, aplicado em queijos para reduzir a
contaminacdo e modificar suas caracteristicas fisicas e quimicas, seria capaz de inativar as
particulas virais de VACV. No entanto, as particulas virais persistiram durante e apds o
processo de maturacdo e foram isoladas ap6s 60 dias de maturacéo. Além disso, DNA de VACV
foi detectado no leite de vacas leiteiras sintomaticas e assintomaticas, incluindo propriedades
onde surtos de VB ndo foram relatados (REHFELD et al., 2017). Também foi demonstrado
uma alta soroprevaléncia em rebanhos leiteiros em diversos municipios de Minas Gerais,
indicando uma exposi¢do ao VACV em todos os rebanhos analisados (BORGES et al., 2017).
Recentemente, foi demonstrado que queijos artesanais comercializados em grandes centros
urbanos continham DNA de VACV (OLIVEIRA etal., 2017). Apesar de ndo haver confirmacao
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da infeccdo natural por VACV através do consumo de leite e queijo, um estudo demonstrou a
infeccdo por VACV através de leite contaminado em modelo murino. Foi observado
disseminacéo viral sistémica e detec¢do do genoma nas fezes e mucosa oral dos animais. Apesar
da infeccdo, nenhum sinal clinico foi observado nos animais experimentais (REHFELD et al.,
2015).

1.5.2 VACV lsolados no Brasil

As primeiras amostras de VACV isolados no Brasil (VACV-BR) datam da década de
1960, quando amostras clinicas foram coletadas por agéncias de pesquisa nacionais e
internacionais com objetivo de ampliar a compreensédo sobre as zoonoses virais circulantes no
pais. Contudo, a caracterizacdo dos isolados como uma linhagem de VACV s6 aconteceu anos
apos o isolamento inicial, sendo esses, o virus SPAn 232 (SPAnNv), isolado a partir de roedores
sentinelas no municipio de Cotia (Sdo Paulo) e o virus BeAn58058 (BAV), isolado de um
roedor silvestre da floresta de Utinga em Belém (Pard) (WOODAL 1967; ESPOSITO et al.,
1980; UEDA et al., 1995; FONSECA et al., 1998, 2002; AFONSO et al., 2017). Apenas em
1993 outro isolado foi obtido no Brasil, o Belo Horizonte virus (VBH), isolado a partir de um
surto de doenca exantematica, que acometeu camundongos laboratoriais trazidos da
Universidade de Campinas a UFMG, em Belo Horizonte (Minas Gerais), em que 0s animais
apresentavam lesdes caracteristicas de infeccdo por OPXV, e posteriormente caracterizados
como um VACV (TRINDADE et al., 2004).

A partir do final da década de 1990, a circulacdo natural do VACV foi associada a
diversos surtos de VB no pais, principalmente associados a infec¢bes em bovinos e humanos.
O primeiro VACYV isolado durante surtos de doenca exantematica no Brasil foi o Cantagalo
virus (CTGV), no municipio de Cantagalo (Rio de Janeiro) em 1999 (DAMASO et al., 2000).
No mesmo ano, um surto de doenca exantematica em bovinos ocorreu na cidade de Aracatuba
(S&o Paulo) do qual foi isolado o Aragatuba virus (ARAV) (TRINDADE et al., 2003). Durante
um surto de VB na cidade de Guarani (Minas Gerais) em 2001, foram isolados, a partir de duas
propriedades rurais, dois virus molecularmente distintos, Guarani P1 (GP1V) e Guarani P2
(GP2V) (TRINDADE et al., 2006). Em 2003 um isolado foi obtido na cidade de Passa tempo
(Minas Gerais) em que, através de analises moleculares demonstraram uma delecdo de 18
nucleotideos no gene A56R, compartilnados com os isolados anteriores CTGV e ARAV
(LEITE etal., 2005). Desde entdo diversos novos surtos isolados de VACV vem sendo descritos
em diversos estados e regides do Brasil (Figura 15) (MEGID et al., 2008; MEDAGLIA et al.,
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2009; BRUM et al., 2010; ASSIS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015;
TRINDADE et al. 2016).

Figura 15 — Estados com deteccéo de VACV no Brasil
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Estados brasileiros com detecgdo confirmada de VACV de Grupo | e Grupo Il. Fonte: Modificado de Oliveira et
al., 2013, atualizado a partir de dados de Oliveira et al., 2015.
Além do isolamento de diferentes linhagens de VACV, a ocorréncia de cocirulacéo de

coinfeccdo vem sendo descrita no Brasil. O primeiro caso descrito de coinfec¢do ocorreu em
Pelotas (Rio Grande do Sul), em que duas amostras foram isoladas de um mesmo hospedeiro,
denominados Pelotas virus 1 (PV1) e Pelotas virus 2 (PV2) (CAMPOS et al. 2011). Além desse,
outros casos de coinfeccdo vém sendo descritos na literatura (OLIVEIRA et al., 2015; LIMA
etal., 2018).

1.5.3 Diversidade dos VACYV brasileiros

A partir do isolamento do GP1V e GP2V em 2001, a variacdo genética presente nos
VACYV brasileiros (VACV-BR) ficou mais evidenciada e através de andlises filogenéticas foi
estabelecido a existéncia de dois grupos filogenéticos distintos circulantes no Brasil. Assim, foi
possivel agrupar os VACV-BR em dois clados, Grupo | (ARAV, CTGV, GP2V e PSTV) e
Grupo Il (GP1V, VBH, BeAn58058 e SPAN323) (Figura 15). Os virus do Grupo | se

caracterizam por uma delecéo de 18 nucleotideos no gene A56R, responsavel por codificar a



35

hemaglutinina viral, j& os virus do Grupo Il ndo possuem essa dele¢cdo (TRINDADE et al.,
2007; DRUMOND et al., 2008).

Além das diferencas genéticas de ambos 0s grupos, alguns fatores biologicos também
sdo diferentes. A viruléncia desse virus € significativamente diferente em modelo murino, em
que linhagens do Grupo Il sdo consideravelmente mais virulentas. A infecc¢do por linhagens do
Grupo Il causa morbidade grave, com sinais clinicos como pelo eri¢ado, dorso arqueado e perda
de peso em camundongos infectados, enquanto infeccdo por linhagens do Grupo | ndo gera
nenhum sinal clinico aparente (FERREIRA et al., 2008; CAMPOS et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2015 CALIXTO et al., 2017).

Figura 16 — Arvore Filogenética de alguns VACV
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Analise filogenética baseada no gene A56R do OPXV, indicando a presenca de dois grupos monofiléticos, os
VACYV de Grupo | (vermelho) e de Grupo Il (azul). Fonte: Oliveira et al., 2017.

A diferenciacdo bioldgica do VACV-BR de Grupo | e Grupo Il também se observa no
perfil de replicacéo dos virus e consequentemente na formacéo de placas de lise em culturas de
células (Figura 16). Os virus do Grupo | induzem a formagdo de placas de lise
consideravelmente menores quando comparadas as placas formadas por virus do Grupo Il
(ABRAHAO et al., 2009b; CAMPOS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; TRINDADE et
al.,2016; CALIXTO etal., 2017; LIMA et al., 2018).

Figura 17 — Perfil de placas e curva de multiplicacdo de VACV
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Fendtipo de placas de lise em monocamada celular (A) e curva de crescimento (B) em Unidades Formadoras de
Placa (UFP) do PV1 e PV2. Fonte: Modificado de Campos et al., 2011.

A origem das linhagens de VACV-BR ainda ndo foi completamente elucidada. Algumas
hipdteses relacionam a origem desse virus a partir do escape de uma amostra vacinal ancestral
da linhagem 10C, que também apresenta a delecdo de 18 nucleotideos no gene A56R
(DAMASO et al., 2000; MEDAGLIA et al. 2015). Contudo, analises filogenéticas posteriores
do gene A56R e outros como B5R, B8R, B19R, C6L, C7L, C23L, E3L, K1L, K2L e K3L dos
VACV-BR, indicam a existéncia de dois grupos filogenéticos e que podem ter mais de uma
origem e ndo ligadas diretamente a linhagens vacinais, sugerindo a existéncia de linhagens
selvagens mais antigas (TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008; ABRAHAO et al.,
2012; ASSIS etal., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015; TRINDADE et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2017).
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1.6 Diagndstico de OPXV

O diagnéstico conclusivo da VB e de outras ortopoxviroses € apenas possivel por
metodologias laboratoriais, uma vez que as lesfes e os sinais clinicos presentes em animais e
humanos sdo facilmente confundidos com outras doengas vesiculares de bovinos, como a febre
aftosa, estomatite vesicular, pseudovariola, mamilite herpética, até mesmo algumas infeccGes
bacterianas secundarias podem confundir o diagndstico da VB (ABRAHAO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2017).

O diagnostico laboratorial poder ser molecular, através de técnicas de PCR e gPCR;
soroldgico, através da deteccdo de anticorpos neutralizantes; através do isolamento viral em
cultivo celular ou em fibroblastos de embrido de galinha; e também por microscopia eletrdnica,
capaz de promover a visualizacdo das particulas virais (KROON et al., 2016).

A deteccdo molecular é de extrema importancia no diagnostico da VB, pois ela permite
a deteccdo de infecgdes agudas causadas pelo VACV e permite a caracterizagdo viral através
da identificacdo de mutacdes em diversos genes utilizados no diagnostico, como 0s genes
A56R, C11R e E9L (DRUMOND et al., 2007; LI et al., 2008; TRINDADE et al., 2008;
ABRAHAO et al., 2010; ASSIS et al., 2012; KROON et al., 2016). O material genético do
VACYV pode ser detectado a partir de diversos tipos de amostras clinicas, de animais e humanos.
Para a deteccdo de DNA e isolamento de OPXV, é utilizado preferencialmente amostras
coletadas diretamente das lesGes, pois apresentam particulas virais em altos titulos. Amostras
de sangue, soro e outros materiais clinicos também podem ser utilizados para deteccdo de
OPXV, porém com taxa de sucesso inferior. Além disso, o material genético de VACV ja foi
identificado em alimentos, derivados do leite, e também em fezes de animais silvestres
(ABRAHAO et al., 2009a; ABRAHAO et al., 2010; RIVETTI et al., 2013).

Na deteccdo soroldgica, através da identificacdo de anticorpos neutralizantes anti-
OPXV, é possivel estimar infecgdes passadas, porém ndo € possivel diferenciar o tipo de
OPXV, devido a reatividade imunoldgica cruzada presente em virus desse género. Essa
caracteristica se deve a semelhanga de proteinas estruturais altamente conservadas no genoma
dos OPXV. Dessa forma 0s anticorpos capazes de neutralizar a infec¢do por VACV também
podem neutralizar a infeccdo por VARV, MPXV e CPXV, por exemplo (STANFORD et al.,
2007; JACOBS et al., 2009; KROON et al., 2016; PETERSEN et al., 2019).

O isolamento viral é de extrema importancia, como ferramenta de diagnostico, em que
é possivel a recuperacgdo da particula viral envolvida na infecc¢éo. O isolamento viral também é

importante como ferramenta de pesquisa, pois € possivel realizar diversos outros estudos em
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laboratorios especializados, que permite elucidar as relagdes do virus com seus hospedeiros e a
caracterizagdo biologica do virus isolado. Esse tipo de diagnostico é restrito a laboratério de
pesquisa, pois sdo necessarios diversos equipamentos e insumos de alto custo, e profissionais
especializados (ABRAHAO et al., 2009b; OLIVEIRA et al., 2009; KROON et al., 2016;
TRINDADE et al., 2016).

Apesar da importancia de metodologias laboratoriais para o diagndstico preciso de
infeccdes por OPXV e o0 aumento significativo do nimero de casos e surtos em todas as regides
do Brasil, poucos laboratdrios nacionais possuem capacidade de diagndstico de ortopoxviroses,
apenas quatro estados da federacdo possuem um laboratorio de referéncia (DOMINGOS et al.,
2020). Além da caréncia estrutural, Oliveira e colaboradores (2017) demonstraram que
profissionais de salde de uma regido endémica de VB, demonstraram falta de conhecimento
generalizado acerca da doenca, quase metade dos profissionais ndo conheciam a existéncia da
VB, e a maior parte ndo conhecia o agente etioldgico, sintomas, vias de transmissdo e outros
fatores importantes. Isso demonstra que a vigilancia epidemioldgica de OPXV ¢é escassa,
caracterizando o VACV como um patogeno fortemente negligenciado no Brasil, favorecendo a
circulacdo do virus e dificultando a obtencdo de conhecimento da biologia e epidemiologia

desses virus, 0 que pode gerar impactos substanciais na satde publica.
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2. JUSTIFICATIVA

Os OPXV sdo virus emergentes de grande importancia para a medicina humana e
veterinaria, incluindo o VACV, que causa surtos VB na América do Sul. Desde o final da
década de 1990 o VACV vem sendo associado a varios surtos exantematicos descritos em areas
rurais brasileiras, afetando principalmente gado leiteiro e seus ordenhadores.

Nos animais a VB se caracteriza pelo desenvolvimento de lesdes dolorosas nas tetas e
Uberes dos animais, comumente associados a infec¢des bacterianas secundarias, contribuindo
para o agravamento do quadro clinico dos animais, diminuindo significativamente a producéo
de leite e aumentando os custos veterinarios, afetando as economias locais e pequenos
produtores.

A VB, uma zoonose ocupacional, também representa um problema de salde publica
humana, acometendo diversos trabalhadores rurais que possuem contato direto com os animais
infectados durante a ordenha. Nos humanos, além das lesGes caracteristicas no sitio primario
de infeccdo, geralmente a VB causa sintomas sistémicos, implicando no afastamento dos
trabalhadores e até mesmo hospitalizacdo. Em pacientes imunocomprometidos a VB pode
evoluir para quadros graves, levando o paciente a internacdo por longos periodos de tempo,
além de diversas outras complicacdes clinicas.

A VB é considerada uma doenca negligenciada no Brasil, portanto, o diagnostico é
muitas vezes impreciso, pela falta de conhecimento dos profissionais de salde e o tratamento
médico aplicado € inapropriado. Além disso, 0 VACV é um virus de carater zoonético, portanto
a erradicacdo se torna praticamente impossivel, devido a existéncia de animais reservatorios em
ambiente silvestre.

Por causa da diminuicdo da imunidade global contra OPXV e transmissao zoonotica do
VACV, cada vez mais é relatado casos de VB no Brasil, mesmo em pacientes que receberam a
vacina antivariolica, que teoricamente deveriam estar protegidos contra essa infeccédo, logo, o
entendimento real das areas de circulacdo, fatores de risco e impactos da circulagdo do VACV
séo valiosos.

Poucos estudos visando a caracterizacao bioldgica e molecular de OPXV circulantes no
Brasil foram conduzidos nos ultimos anos, portanto, a caracterizacdo de novos isolados de
VACV-BR sdo importantes para demostrar a atual circulagdo do virus no pais e descrever quais
as caracteristicas biologicas e genéticas desses virus.

A partir do isolamento e caracterizagéo de novas amostras de VACV-BR, mapeamento

das areas de circulacdo e fatores de risco associados a infeccéo, os resultados obtidos no
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presente trabalho, podem contribuir para diversas aplica¢des préaticas, em vigilancia e combate
aos surtos do VACV em regides e populages de maior risco ao aparecimento de surtos de VB

e outros OPXV no pais.
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3. CAPITULO | — DETECCAO, ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE VACV
EM AMOSTRAS CLINICAS E PERFIL SOROLOGICO DE INDIVIDUOS
AFETADOS

3.1 Objetivos
3.1.1 Objetivo Geral

Realizar ensaios soroldgicos, moleculares, isolamento e caracterizacdo viral a partir de amostras
clinicas de pacientes suspeitos de infeccdo por OPXV de Minas Gerais coletadas de 2017 a
2021.

3.1.2 Objetivos Especificos

e Detectar e quantificar anticorpos neutralizantes contra OPXV (anti-OPXV) em amostras
de soros humanos por meio do teste de soroneutraliza¢éo por reducédo de placa (PRNT).

e Detectar a presenca de DNA de VACV em amostras clinicas humanas utilizando a
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).

e Isolar o VACV de amostras clinicas humanas em celulas Vero.

e Caracterizar os isolados de VACV-BR dos Grupos | e 1l por gPCR.

e Caracterizar os isolados de VACV-BR dos Grupos | e Il através do fen6tipo da placa de

lise em células BSC-40.
3.2 Metodologia
3.2.1 Descricao das amostras bioldgicas

Neste estudo, foram analisadas 30 amostras clinicas de 27 pacientes suspeitos de
infeccdo por OPXV, coletadas entre 2017 e 2021, em 10 municipios do estado de Minas Gerais.
De trés individuos, foram coletadas amostras de crosta de lesdo e soro: um de Iturama (2019) e
dois de Joanésia (2021). De 20 individuos, foram coletadas apenas amostras de soro: um de
Paracatu (2017), quatro de Salto da Divisa (2018), uma de Prados (2019), oito de Joanesia
(2021), quatro de Papagaios (2021), um de Juiz de Fora (2021) e um de Uberaba (2021). Além
disso, de quatro individuos, foram coletadas exclusivamente amostras de crostas de lesdo: trés
de Teofilo Otoni (2018) e um de Araguai (2019).
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Estes materiais clinicos foram encaminhados ao Laboratério de Virus da UFMG (LV), para a
realizacdo de diagnosticos moleculares e soroldgicos de OPXV, para fins de esclarecimento de
caso junto a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), vigilancia epidemioldgica dos municipios,
Secretaria de Estado de Saude De Minas Gerais (SES). Cada amostra foi acompanhada de uma
Ficha de Notificacdo e Investigacdo correspondente. As amostras foram armazenadas em
freezer -70°C ou freezer -20°C. As amostras clinicas e demais dados foram coletados e enviados
a FUNED sob autorizagédo ética 62702222.6.0000.9507. O patrimdnio bioldgico e genético
gerado nesse estudo foi depositado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob os numeros A7TBAA6B e A19E6BB.

3.2.2 Células Vero e BSC-40

As células Vero e BSC-40 (American Type Culture Collection, EUA), utilizadas durante
0 projeto, sdo linhagens continuas derivadas de células epiteliais de rim de macaco verde
africano (Cercopthecus aeothiops). As células foram cultivadas em meio minimo de Eagle
(MEM) (Gibco, EUA), com acréscimo de 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil). Para
inibir o possivel crescimento de bactérias e fungos, eram adicionados antimicrobianos
(penicilina a 100 U/mL, estreptomicina a 100 pg/mL e anfetericina B a 2 ug/mL) nos estoques
de MEM. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. As
células Vero foram utilizadas para o isolamento viral, producao de estoques de virus e titulacdo
viral. As células BSC-40 foram utilizadas para os testes de soroneutralizacdo, purificacdo e

fendtipo de placa.
3.2.3 Virus controle

Para os testes de soroneutralizacdo e controle positivo para as analises moleculares foi
utilizado o DNA extraido ou isolado da amostra Western Reserve (VACV-WR) (New York
City Board of Health, EUA) em titulos conhecidos, que faz parte da colecéo de virus do LV.

3.2.4 Soros controles

Como soros controle negativo foram utilizados um pool de soros humanos pertencentes

a colecdo de soros do LV previamente testados por ensaios de soroneutralizacao.
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3.2.5 Ensaios de soroneutralizagdo

Para a deteccédo de anti-OPXV foi utilizado o teste de PRNT, desenvolvido segundo os
protocolos de Newman e colaboradores (2003) e Kroon e colaboradores (2016).

Inicialmente, os soros foram separados em duplicata na diluicdo de 1:40, em volume
final de 400uL por aliquota. Essa diluicdo é feita em meio MEM sem adi¢do de SFB e
adicionado de igual volume de MEM contendo 100 a 150 unidades formadoras de placas (UFP)
do VACV-WR. Antes da diluicdo, as proteinas do sistema do complemento foram desnaturadas
através da incubacdo do soro a 56°C por 30 minutos em banho maria. Para o controle do virus,
0 mesmo processo foi adotado, utilizando um soro negativo ou SFB. As solugdes de soro e virus
foram homogeneizadas e incubadas por 16 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Essas
solugdes foram inoculadas em placas de seis po¢cos com monocamadas de BSC-40 entre 90 e
100% de confluéncia e levadas para adsorcdo, em que, as placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2 e homogeneizadas a cada 15 minutos por 1 hora. Apos a adsorcao,
2mL de MEM com 2% de SFB foi adicionado a cada um dos pocos e as placas foram incubadas
por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Decorridas 48 horas de incubacdo, as placas
foram fixadas com solucgdo de formaldeido 3,7% e coradas com solucéo de cristal violeta a 1%.
As placas de lise viral foram visualizadas e contadas. A partir da média do nimero de placas de
lise de cada amostra, foram consideradas positivas as amostras que apresentaram redu¢do maior
ou igual a 50% daquela encontrada no controle de virus.

Para a titulacdo, as amostras de soros positivas foram separadas em duplicada e diluidas
serialmente na razdo de dois, iniciando-se pela diluicdo de 1:40 até a diluicdo de 1:640 em
volume final de 400uL. O restante do teste ocorreu conforme mencionado anteriormente. O
valor do titulo de anticorpos por amostra foi calculado com base na maior diluicdo que

apresentou positividade, dado por Unidades neutralizantes por mililitro (UN/mL).
3.2.6 Extragcdo de DNA

A extracdo de DNA viral das amostras de soro e crosta foram realizadas utilizando o
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Suica), seguindo as orientagdes do fabricante. O
processo de lise tecidual das crostas s lesdes foi realizado através de trituracdo em triturador de
esferas (BioSpec, Brasil) usando trés esferas por microtubo por 2 minutos. O material resultante

foi suspendido em tampao conforme a orientacdo do fabricante.
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3.2.7 Ensaios Moleculares

Para a deteccdo e caracterizacdo molecular de OPXV, em cada amostra biologica, foram
realizadas cinco gPCR com alvos em diferentes genes conhecidos de OPXV. Foram utilizadas
diversas combinacbes de pares de iniciadores (Tabela 2). Além de aumentar a chance de
deteccdo, a combinacdo dos resultados permite a diferenciacdo molecular de algumas linhagens
de VACV. Foram utilizados um par de iniciadores, descritos por Abrah&o e colaboradores
(2010) e Kroon e colaboradores (2016), capazes de amplificar fragmentos do gene C11R, que
codifica o fator de crescimento viral, conservado e duplicado na maioria dos genomas de
OPXV. Em adicéo, foram utilizados os iniciadores descritos por Li e colaboradores (2006),
capazes amplificar fragmentos do gene E9L, que codifica a DNA polimerase dos OPXV. Do
mesmo modo, foi utilizado a metodologia descrita por Trindade e colaboradores (2008),
composta por trés reacdes distintas que podem ser realizadas sob as mesmas condicdes. As trés
reacOes amplificam diferentes fragmentos do gene A56R que codifica a hemaglutinina viral. A
primeira reacdo foi projetada para amplificar todas as linhagens de VACV descritas e alguns
outros OPXV incluindo CPXV, MPXV e ECTV; A segunda reacdo foi projetada para
amplificar todas as linhagens ndo vacinais de VACV; A terceira reacdo foi projetada para
amplificar as linhagens de VACV que ndo apresentam a delecdo de 18 nucleotideos no gene
A56R (Grupo II). Portanto, a combinacdo das trés reacdes propostas pelo protocolo é capaz de
amplificar e distinguir amostras de diferentes espécies de VACV-BR e de alguns outros OPXV.
A Primeira reacdo foi empregada para o diagnostico molecular, enquanto a segunda e terceira
foram utilizados para a caracterizagdo molecular dos isolados.

Todas as reacdes foram realizadas em placas de 48 pocos (Applied Biosystems, EUA)
no equipamento StepOne (Applied Biosystems, EUA). Para a deteccdo dos fragmentos
amplificados dos genes A56R e C11R, foi utilizado o0 SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, EUA) como marcador de fluorescéncia. Para a detecgdo do gene EIL, foi utilizado
0 TagMan® Universal PCR Master mix (Applied Biosystems, EUA) para a marcacdo da

fluorescéncia.
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Tabela 1 — Iniciadores utilizados para deteccéo e caracterizacdo de OPXV

Reacéo Iniciadores Sequéncia Aplicagdo Especificidade

5-CGC TACA ACA GAT
VGF Forward ATT CCA GCT ATC AG- Diagnéstico
gPCR 1 3 Molecular de OPXV
5-AGC GTG GAT ACA OPXV

VEFReverse  Grc Acc GTG TAAY

E9L Forward 5-TCA ACT GAA AAG

GCC ATC TA TGA-3' Diagnéstico
gPCR 2 5-GAG TAT AGA GCA Molecular de OPXV
E9L Reverse CTA TTT CTA AAT CCC OPXV
A-3'

5'-CAT CAT CTG GAA

HA-generic o
Forward TTG TCA CT.A CTA AA- Diagnéstico
gqPCR 3 3 Molecular de OPXV
HA-generic 5'-ACG GCC GAC AAT OPXV
Reverse ATA ATT AAT GC-3

HA-BVV 5-ACC GAT GAT GCG

Forward GAT CTT TA-3 Caracterizagao \/\ /a0
gPCR 4 ) Molecular de .
HA-generic 5'-ACG GCC GAC AAT VACV vacinals
Reverse ATA ATT AAT GC-3'

HA BVV-nDEL 5'-GCG GAT CTT TAT

. Caracterizagdo
Forward GAT ACG TAC AAT G-3 VACV
gPCR 5 Molecular de CV do Grupo

HA-generic  5-ACG GCC GAC AAT VACY 2

Reverse ATA ATT AAT GC-3'
Fonte: LI etal., 2006, TRINDADE et al., 2008 e KROON et al., 2016.

3.2.8 Isolamento Viral

Para as amostras positivas na triagem por gPCR, foram realizadas diversas tentativas de
isolamento de particulas virais em células Vero como descrito por Kroon e colaboradores
(2016), com modificagdes. As amostras foram devidamente processadas em volume final de
400puL. As diluigdes foram inoculadas em monocamadas de células Vero com 90% a 95% de
confluéncia, em placas de 6 pogos. Cada placa continha um pogo inoculado com 400uL de

MEM para o controle de célula. O meio da placa foi descartado e lavado 2x com PBS antes da
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inoculagdo. As placas inoculadas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 1
hora para adsorcdo, com homogeneizacdo a cada 15 minutos. Apos a adsor¢do, cada pogo
recebeu 5mL de meio MEM suplementado com 2% de soro fetal bovino e incubadas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO2 por 72 horas ou até o aparecimento de efeito citopatico (ECP). A
cada 24hrs as placas eram visualizadas em microscopio invertido para observar o aparecimento
do ECP. Caso houvesse o aparecimento de ECP durante as primeiras 96 horas, as células e o
sobrenadante eram coletados e armazenados em freezer -70°C. Caso o ECP néo fosse observado
apos 96 horas, 4,5mL do sobrenadante era descartado, as células coletadas e submetidas a 3
ciclos de congelamento e descongelamento para a liberacdo dos virus das células. Apos esse
procedimento, as células lisadas e o sobrenadante eram novamente inoculados em placas de 6

pOCOS por até mais 2 passagens.
3.2.9 Multiplicagéo viral

Os estoques de virus isolados foram obtidos com a multiplicacdo em células Vero
cultivadas a 37°C, em atmosfera 5% de CO2. Monocamadas de células Vero com 90% a 95%
de confluéncia, cultivadas em garrafas de cultura celular de 175 cm2. As células foram lavadas
duas vezes com PBS e infectadas com 400 mL da solucéo obtida no isolamento. Apos 1 hora
de adsorcdo, a 37°C, foram acrescentados 25 mL de MEM suplementado com 1% SFB.
Novamente, as células foram incubadas a 37°C e monitoradas diariamente ao microscopio
Optico até a deteccdo de 80-90% de ECP na monocamada celular. As desprendidas das garrafas
com auxilio de um raspador. A suspensdo obtida foi centrifugada durante 10 minutos a 2500 x

g. O meio de cultura e o sedimento foram coletados e armazenados a — 70°C.
3.2.10 Ensaio de fendtipo de placa

Os ensaios de fenotipo de placa foram aplicados aos virus isolados. Cada isolado foi
diluido na razdo de 10 (10 até 10"°) em volume final de 400uL. As suspensdes virais foram
inoculadas em camadas de célula BSC-40 com confluéncia de 90% a 95% em placas de 6 pogos.
Um dos pogos de cada placa foi utilizado para o controle de qualidade das células, portanto ndo
foi inoculado com o virus. As placas inoculadas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO2 por 1 hora para adsor¢cdo, com homogeneizagédo a cada 15 minutos. Apos a adsorcéo,
cada pogo recebeu 2mL de meio MEM semissdlido suplementado com 1% de SFB e incubadas

por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Decorridas 48 horas de incubacdo, as placas
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foram fixadas com solugdo de formaldeido 3,7% e coradas com solucéo de cristal violeta a 1%.

As placas fixadas foram fotografadas e analisadas.
3.3 Resultados
3.3.1 Deteccdo de anticorpos neutralizantes

Para a deteccdo de anti-OPXV em soros humanos, a técnica de PRNT foi aplicada
(Figura 18) (Tabela 2). Dos 20 soros analisados, 16 apresentaram soropositividade nas analises
de diagndstico. Os controles de virus apresentaram média de 100 UFP. A reducdo do numero
de placas das amostras positivas, diluidas 40 vezes, variou de 76% a 98% de reducdo em relacédo

ao controle.

Figura 18 — Placa de PRNT para detecgdo de anti-OPXV

C

Soro Positivo Controle Negativo

Ex. Soro Negativo Soro Positivo Controle Positivo

Resultado de um ensaio de PRNT para deteccdo de anti-OPXV. Soro negativo (A). Soro positivo (B). Controle

negativo (C). Controle positivo (D). Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.



Tabela 2 — Resultado dos ensaios de PRNT para deteccdo de anti-OPXV
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Amostra Local Reducéo de placa PRNT positivo
Soro 1 Paracatu 98% Sim
Soro 2 Salto da Divisa 85% Sim
Soro 3 Salto da Divisa 28% Nao
Soro 4 Salto da Divisa 98% Sim
Soro 5 Salto da Divisa 98% Sim
Soro 6 Salto da Divisa 0% Néao
Soro 7 Papagaios 96% Sim
Soro 8 Papagaios 96% Sim
Soro 9 Papagaios 96% Sim
Soro 10 Papagaios 94% Sim
Soro 11 Iturama 0% Né&o
Soro 12 Joanésia 92% Sim
Soro 13 Joanésia 95% Sim
Soro 14 Joanésia 80% Sim
Soro 15 Joanésia 92% Sim
Soro 16 Joanésia 90% Sim
Soro 17 Joanésia 96% Sim
Soro 18 Joanésia 8% Néao
Soro 19 Joanésia 96% Sim
Soro 20 Joanésia 95% Sim

PRNT positivo: Reducdo maior ou igual a 50% do total de placas no controle. Fonte: Elaborado pelos autores,

2023.
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3.3.2 Titulagdo de anticorpos neutralizantes

Para a determinacdo dos titulos de anti-OPXV, 0s soros humanos positivos foram
diluidos em razéo de 2 (1:20 a 1:640) e submetidos a PRNT (Figura 19) (Tabela 3). Os controles
de virus apresentaram média de 100 PFU.

Figura 19 — Placa de PRNT para titulagdo de anti-OPXV

Controle Negativo

1:40 1:80 1:160 Controle Positivo

Resultado de um ensaio de PRNT para titulagdo de anti-OPXV, indicando as diferentes diluicdes para cada pogo
(A, B e C). Controle negativo (D). Controle positivo (E). Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.
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Tabela 3 — Resultado dos ensaios de PRNT para titulacdo de anti-OPXV

Amostra Local Titulos (UN/mL)
Soro 1 Paracatu 800
Soro 2 Salto da Divisa 50
Soro 4 Salto da Divisa 100
Soro 5 Salto da Divisa 800
Soro 7 Papagaios 100
Soro 8 Papagaios 100
Soro 9 Papagaios 50
Soro 10 Papagaios 800
Soro 12 Joanésia 800
Soro 13 Joanésia 100
Soro 14 Joanésia 50
Soro 15 Joanésia 100
Soro 16 Joanésia 50
Soro 17 Joanésia 400
Soro 19 Joanésia 200
Soro 20 Joanésia 800

Un/mL: Unidades neutralizantes por mililitro. Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

3.3.3 Diagnostico molecular

Para o diagnostico molecular de OPXV em amostras clinicas humanas foram realizadas
trés gPCR com alvos nos genes A56R, C11R e E9L. As trés reacdes sdo capazes de detectar
DNA de diversos OPXV, incluindo o VACV. Todas as sete amostras de crosta apresentaram
amplificagdo especifica para os trés genes analisados (Figura 20). Nao houveram amplificaces

nas amostras de soro.
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Figura 20 — Gréficos de amplificagdo de gPCR para diagndstico molecular de OPXV das amostras

clinicas
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Gréficos dos resultados de qPCR (A, B e C), com indicacdo de cada alvo molecular utilizado (A56R, VGF e E9L),
curvas de amplificacdo do controle positivo (seta vermelha), curvas de amplificacdo obtida pelas amostras

positivas (seta verde) e Indicacdo do controle negativo (seta amarela). Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.
3.3.4 Isolamento viral

As amostras clinicas humanas positivas para OPXV em gPCR foram submetidas a
tentativa de isolamento em células Vero por até trés passagens cegas. A presenca de ECP tipico
de infeccdo por VACV foi monitorada a cada 24 horas apds a infecgdo. Das 7 amostras
submetidas ao isolamento, 4 amostras de crostas apresentaram ECP na primeira passagem e 1
amostra na segunda passagem. Duas das amostras de crosta ndo apresentaram ECP em nenhum

momento do experimento (Tabela 4).
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Amostra Municipio ECP Passagem Coleta Isolado
Crosta 1 Iturama Sim 1 24H Virus 1
Crosta 2 Aracuai Sim 1 48H Virus 2
Crosta 3 Teofilo Otoni Sim 1 24H Virus 3
Crosta 4 Teofilo Otoni Sim 1 24H Virus 4
Crosta 5 Tedfilo Otoni Néo - - Néo

Crosta 6 Joanésia Sim 2 48H Virus 5
Crosta 7 Joanésia Néo - - Néo

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

3.3.5 Caracterizacdo molecular dos isolados

Os isolados obtidos foram submetidos a duas reacbes de qPCR para a caracterizacdo

molecular baseados em diferenciacbes do gene A56R como descrito por Trindade e

colaboradores (2008). A primeira reagdo amplifica fragmentos do gene A56R de todos os

VACV-BR conhecidos e algumas amostras laboratoriais como 0 VACV-WR usado no controle.

Todos os isolados foram positivos para VACV-BR na reacdo. A segunda reacdo amplifica

fragmentos do gene A56R dos VACYV incluidos no Grupo Il que ndo possuem a delecédo de 18

nucleotideos no gene. O VACV-WR representa um VACV de Grupo Il. Nenhum dos isolados

foi positivo na analise, indicando o isolamento de, apenas, VACV-BR de Grupo | (Figura 21).
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Figura 21 — Gréficos de amplificagdo de gPCR para caracterizagdo molecular dos isolados de VACV
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Gréficos dos resultados de gPCR (A e B), com indicacdo de cada alvo molecular utilizado (A56R-BVV e A56R-
nDEL), curvas de amplificacdo do controle positivo (seta vermelha), curvas de amplificagéo obtida pelas amostras

positivas (seta verde) e Indicacdo do controle negativo (seta amarela). Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

3.3.6 Ensaios de fendtipo de placa

Para a caracterizacdo bioldgica inicial, os isolados foram submetidos ao ensaio de
fenotipo de placa, dado que, estudos anteriores demonstraram que o tamanho das placas de lise
é caracteristica bioldgica diferencial entre VACV-BR pertencentes ao Grupo | e Grupo I, que
geram placas de lise menores e maiores, respectivamente. Os resultados obtidos demonstram a
formacdo de placas de lise menores em comparacdo com o controle positivo, VACV-WR,

demonstrando o isolamento de linhagens pertencentes ao Grupo | dos VACV-BR (Figura 22)
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Figura 22 — Fenétipo de placas dos isolados de VACV

Virus 1 Virus 2 Virus 3

Virus 4 Virus 5 VACV-WR |

Resultado da técnica de Fendtipo de placa dos isolados, caracterizados como Grupo | e do VACV-WR,
caracterizado como Grupo Il. Resultados obtidos em monocamada de células BSC-40. Fonte: Elaborado pelos
autores, 2023.

Em microscopia 6ptica, a morfologia das placas de lise formadas pelo VACV-WR é distinta a

de todos os isolados. Além da diferenca de tamanho observado pelas placas, as placas formadas
pelo VACV-WR apresentam aspecto mais arredondado e bordas mais uniformes do que nos

isolados (Figura 23).

Figura 23 — Microscopia dptica de placas de lise de isolados de VACV
SN RS,

Micrografia de placas de lise produzidas pelo Virus 1 (Grupo 1) e VACV-WR (Grupo Il) em microscopia éptica
em aumento de 4x e 10x. Resultados obtidos em monocamada de células BSC-40. Fonte: Elaborado pelos autores,

2023.
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3.4 Discussao

Os OPXV Figuram entre 0s virus animais mais importantes na medicina humana e
veterinaria. Dentre eles, 0 VACV € o virus mais estudado do género, devido sua utilizagdo como
virus vacinal na campanha mundial de erradicacdo da variola que ocorreu de 1958 a 1980
(FENNER et al., 1988). A maior parte do conhecimento acerca do VACV vem de estudos
realizados com amostras vacinais e laboratoriais, tanto em estudos de caracterizacdo e
manipulacdo biotecnoldgica, como na producdo de vetores vacinais mais seguros (MOSS,
2013). Estudos acerca de amostras selvagens de VACV sdao muito mais escassos, gerando
dificuldades no estabelecimento das relacbes filogenéticas, diversidade viral, gama de
hospedeiros e ciclo epidemiolégico do VACV.

Desde o final da campanha de vacinacdo contra a variola em 1980, observa-se um
aumento expressivo nos nimeros de surtos de doenca exantematica causadas por diversas
espécies de OPVX ao redor do mundo. No Brasil, a partir de 1999, diversos casos e surtos de
VB vém sendo descritos no pais, afetando principalmente o gado leiteiro e seus ordenhadores,
gerando diversos prejuizos econdmicos e em saude publica. Diversos estudos demonstraram a
circulacdo de VACV em todas as regibes do Brasil através de evidéncias soroldgicas,
moleculares ou de isolamento viral.

No presente estudo, 20 amostras de soros humanos, oriundas de residentes de areas
rurais de 5 municipios de Minas Gerais, foram submetidas ao diagndstico molecular e
soroldgico. Nenhum soro, foi positivo em gPCR. Dos 20 soros submetidos a PRNT, 16
apresentaram soropositividade para anticorpos neutralizantes Anti-OPXV utilizando o VACV-
WR como controle. Os soros positivos foram titulados e demonstraram altos titulos. Todos 0s
individuos soropositivos residem em area rural, e a maioria sdo pessoas que, de alguma forma,
participam de atividades relacionadas & producdo de leite e derivados no pais. E importante
destacar a soropositividade de um nucleo familiar composto por 4 pessoas (Pai, mae e 2 filhas)
da cidade de Papagaios (Minas Gerais), em que todos 0S membros apresentaram
soropositividade, e apenas o pai trabalha com bovinos, contudo, sua esposa e filhas de 6 e 9
anos de idade também foram positivas em PRNT. Demonstrando indicios de possivel infeccédo
familiar por OPXV, assim como demonstrado por Costa e colaboradores (2015) a partir de
evidéncias moleculares. Este achado também pode indicar a possibilidade de exposicéo por vias
alternativas, como exposicdo a alimentos contaminados, ou dejetos de animais infectados.

Nenhum individuo da familia possui idade correspondente a vacinacdo anti variolica.
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Diversas amostras de VACV-BR foram isoladas durante surtos que ocorreram no pais,
contudo lacunas importantes no entendimento da biologia e reais impactos gerados pela
circulacdo do VACV no Brasil permanecem obscuras. Durante os primeiros isolamentos de
VACV-BR as caracteristicas biologicas e moleculares dos isolados eram compartilhadas,
indicando a circulacdo de uma linhagem unica de VACV no Brasil. Trindade e colaboradores
(2006) demonstraram a existéncia de diferentes linhagens de VACV-BR através do isolamento
de dois virus distintos durante um mesmo surto. Os dois isolados apresentaram diferencas
moleculares no gene A56R, em que um dos isolados possuia uma delecéo de 18 nucleotideos
no gene, indicando a existéncia de duas linhagens distintas de VACV-BR circulando no Brasil.
Nos anos subsequentes, diversos novos isolados e marcadores moleculares foram descritos para
VACV-BR, que demonstraram uma diversidade genética ainda maior entre 0S grupos
circulantes no pais. A maioria consideravel dos isolados brasileiros caracterizados pertencem
aos VACV-BR de Grupo I. Oliveira e colaboradores (2018) isolaram 48 clones virais de 5
estados brasileiros e demonstraram que 92% dos isolados se agrupavam junto aos VACV-BR
do Grupo 1. Além da diferenca genética dos dois grupos, fatores bioldgicos distintos também
sdo observados, como a diferenca de tamanho das placas de lise em monocamada celular de
células BSC-40 em que virus do Grupo Il formam placas de lise maiores em compara¢cdo com
0s VACV do Grupo I (CAMPOS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; LIMA et al., 2018).
Diferencas no perfil clinico da doenca em modelo murino também é observado, camundongos
infectados por VACV de Grupo | ndo apresentam sinais clinicos aparentes, enquanto diversos
sinais sdo observados em infec¢do causada por virus do Grupo 1.

Neste estudo, foram isoladas 5 amostras distintas de VACV-BR a partir de 7 amostras
clinicas humanas positivas em qPCR para OPXV. As amostras foram obtidas de 5 individuos
adultos suspeitos de infec¢do por OPXV que residem em éarea rural de 4 municipios mineiros:
2 de Teofilo Otoni coletados em 2018; 1 de Araguai coletado em 2019; 1 de Iturama coletado
em 2019; 1 de Joanésia coletado em 2021. Os 5 individuos exercem profissdes que possuem
contato direto com bovinos, corroborando o carater ocupacional da VB. Duas das trés amostras
de crosta de lesdo de Te6filo Otoni, submetidas ao isolamento, foram coletadas a partir de dois
irm&os que trabalham em fazendas distintas, refor¢ando os possiveis riscos de infeccao familiar
por VACV em areas rurais brasileiras.

A caracterizacdo molecular dos isolados através de gPCR para 0 gene A56R, descrito
por Trindade e colaboradores (2008), demonstrou que todos os isolados pertencem ao Grupo |
dos VACV-BR. Os padrdes bioldgicos dos isolados também indicam o isolamento de VACV-

BR do Grupo I, apresentando placas menores e com bordas menos definidas do que as
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produzidas pelo VACV-WR em monocamada de células BSC-40. Nenhuma evidéncia de
coinfecgéo foi observada.

A razdo pela qual VACV-BR de Grupo I sdo isolados em taxas muito superiores aos de
Grupo 1l, permanece uma incognita. Diversas hipoteses sdo levantadas para explicar esse
fendmeno, uma possivel hipotese é que os virus do Grupo | sdo realmente mais abundantes na
natureza. Um dos fatores para isso, poderia ser a viruléncia de ambos 0s grupos, que causa um
quadro infeccioso muito mais grave, demonstrada em murino, podendo interferir na cadeira de
transmissdo para humanos e bovinos, principalmente na perspectiva de hospedeiros murinos
intermediérios. Outra hipo6tese pode ser um viés laboratorial, em que, de algum modo, as
técnicas de isolamento utilizadas favorecem a deteccdo e isolamento de VACV-BR de Grupo
I, pois ndo ha diferencas aparentes na morfologia da placa de lise de cada um dos grupos em
células Vero nem em membrana corioalantide de ovos de galinha embrionados, muito
comumente utilizados em isolamentos no Brasil.

A origem dos VACV-BR permanece desconhecida, diferentes ideias da origem e
distribuicdo de cada linhagem de VACV-BR sdo propagadas na literatura cientifica. Uma
hipbtese da origem dos VACV-BR de Grupo | é o escape vacinal, em gque a linfa de Beaugency,
da Franca, que foi importada ao Brasil no ano de 1887, é ancestral comum de todas a linhagens
de VACV-BR, incluindo as amostras selvagens e a amostra vacinal 10C, amplamente
distribuida no Brasil durante a campanha de erradicacdo contra a variola até o final da década
de 1978. Contudo, ndo resta nenhuma amostra original da linfa de Beaugency para que analises
comparativas sejam feitas com amostras atuais, tanto amostras vacinais como a IOC e amostras
selvagens (MEDAGLIA et al., 2015; DAMASO et al. 2018). Algumas analises filogenéticas de
diversos genes canfnicos para a caracterizacdo de VACV ndo corroboram com este
agrupamento (TRINDADE et al., 2007; ABRAHAO et al., 2012; ASSIS et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015; TRINDADE et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2017). Um trabalho feito por Usme-Ciro e colaboradores (2017), demonstrou que amostras de
VACYV isolados na colémbia se agrupam juntamente aos VACV-BR de Grupo | e indica que
esses virus se forma um grupo independente que se separou a muito tempo dos VACV-BR,
indicando a possivel circulacdo de linhagens selvagens antes dos surtos ocorridos a partir de
1999 no Brasil.

A origem do VACV-BR pertencente ao Grupo Il é ainda mais obscura. Os padrdes
genéticos destes virus estdo relacionados a diversas amostras laboratoriais como 0 VACV-WR.
Alguns estudos relacionam a origem dos VACV-BR de Grupo Il a um possivel escape de

amostras laboratoriais, como proposto por Afonso e colaboradores (2012) ao caracterizar
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amostras do Cotia Virus, previamente relacionado aos VACV-BR de Grupo Il, ao sugerir a
hipétese de contaminacdo por amostras laboratoriais de VACV possivelmente relacionados ao
VACV-WR. Contudo, analises do genoma dos virus do Grupo Il, demonstram que, apesar das
semelhancas ao VACV-WR e Lister, os isolados brasileiros apresentam diferencas significavas
para caracteriza-los como virus distintos, como demonstrado por Leite e colaboradores (2007)
e Trindade e colaboradores (2008), em que algumas linhagens, como o virus GP1V e VBH,
apresentam delecdes significativas no gene A26L que ndo sdo encontradas em amostras
laboratoriais, sugerindo uma origem independente desses virus. Tais diferencas também séo
ressaltadas nos trabalhos de Fonseca e colaboradores (1998 e 2002) e Trindade e colaboradores
(2004), em que os mapas de digestdo gendmica de diferentes virus isolados no Brasil
apresentam diferencas entre eles e com o VACV-WR. Hipdteses divergentes sobre a origem
dos VACV-BR sdo apresentadas na literatura cientifica, portanto, novas analises do genoma
completo de diversos OPXV precisam ser realizadas para que a origem e historia evolutiva
desses virus seja devidamente caracterizada.

O principal achado desse capitulo, é a obtencdo de 5 novos isolados de VACV-BR
pertencentes ao Grupo | isoladas de amostras humanas no estado de Minas Gerais. A obtencédo
dos isolados permitira a obtencdo de clones que serdo utilizados para contribuir com o
entendimento da origem e de fatores bioldgicos e genéticos acerca dos VACV que atualmente
circulam em Minas Gerais e no Brasil. Além disso, nenhuma detec¢do ou isolamento de OPXV
nos 4 municipios dos isolados havia sido publicado em banco de dados oficiais ou na literatura
cientifica, contribuindo com a amplia¢do do conhecimento sobre as areas de risco e circulacdo

mais recentes de VACV em Minas Gerais.
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4. CAPITULO Il — CIRCULACAO DE VACV EM MINAS GERAIS: VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA NO EPICENTRO DOS SURTOS DE VB

4.1 Objetivos
4.1.1 Objetivo Geral

Realizar estudo retrospectivo da circulacdo de VACV em Minas Gerais através de dado
secundarios e caracterizar grupo populacional afetado pela VB no periodo de 2000 a 2021.

4.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar levantamento de notificagdes e casos por OPXV em Minas Gerais de bancos
de dados da SES, IMA e bibliografia;

e Descrever o perfil socioeconémico, aspectos clinicos e fatores de risco associados a
infeccdo pelo VACV em populacdes de Minas Gerais;

e Descrever a area de ocorréncia da circulacdo de OPXV em Minas Gerais;

e Realizar levantamento do diagnostico de OPXV realizado pelo LV no Brasil.
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4.2 Metodologia
4.2.1 Dados da SES

Neste trabalho utilizamos informacdes disponibilizadas pelo banco de dados da SES. O
banco de dados apresenta notificagdes da ocorréncia de casos e surtos de doencas definidas
como “Infecgdes virais caracterizadas por lesdes da pele ¢ das membranas mucosas, causadas
por ortopoxvirus” no estado de Minas Gerais. As notificagdes fazem parte do banco de dados
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN) do Ministério da Saide. No Brasil,
essas infeccbes ndo fazem parte da lista nacional de notificacdo compulséria de doengas,
agravos e eventos de salde pablica. No estado de Minas Gerais a notificacdo € obrigatoria, mas
ndo fazem parte da lista de doencas de notificacdo imediata.

Os dados apresentam notificagdes de casos individuais de humanos no estado. Estes
contém informacdes de cada caso individual, como local da ocorréncia, data e diagndstico.
também héa informacGes sobre idade, género e outros aspectos socioecondmicos. Além dos
casos individuais, também ha informacdes sobre surtos que ocorreram em Minas Gerais,
descrevendo-o nimero de casos reportados, data de ocorréncia e informacdes geograficas das
regides em que ocorreram os surtos. As notificacfes estdo distribuidas entre os anos de 2005 e

2021. Os dados sdo preenchidos de acordo com o Dicionario de dados do SINAN.
4.2.2 Dados do IMA

Para a andlises da circulado do VACV, foi utilizado um banco de dados disponibilizado
pelo Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA), 6rgdo de defesa animal do estado, que contém
notificagdes de casos de bovinos em Minas Gerais de 2005 a 2017, oferecendo informagdes

sobre o local e a data de cada ocorréncia.
4.2.3 Dados dos do LV

Para a construcéo do banco de dados do LV um levantamento foi realizado a partir de
registros em pastas e documentos arquivados no laboratério. Estes contém informacdes sobre
amostras clinicas recebidas pelo laboratério para a realizacdo de diagndstico de OPXV durante
0 periodo de 2008 e 2021. Estdo contidos dados de diversos estados e espécies. Foram
considerados apenas 0s registros que incluem os testes, resultados, tipo de amostra, espécie de

origem, local e data de coleta.
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4.2.4 Levantamento bibliografico

Para o complemento das analises da circulacdo do VACV no estado, foi realizado um
levantamento bibliografico. Foram incluidos no levantamento artigos que descrevem a detec¢édo
soroldgica, molecular ou o isolamento de OPXV no estado. Foram considerados nas anélises
apenas registros que continham o municipio especifico, data de coleta da amostra e 0

diagnostico realizado.
4.2.5 Fichas de notificacédo

Para determinar o perfil socioeconémico, clinico e potenciais fatores de risco associados
a infeccdo por OPXV em humanos, também foram analisadas fichas de notificacdo e
investigagdo enviadas a FUNED em parceria com a SES. Os dados das fichas sdo provenientes
de trabalhadores e moradores de zonas rurais do Estado. Cada ficha epidemioldgica inclui-
informac@es pessoais como idade e género, assim como local de residéncia e ocupacédo. Além
disso, estdo anexados questionarios epidemioldgicos, respondidos pelos pacientes, que incluem
informagdes dos sintomas clinicos, contato com animais e histdrico vacinal. todas as analises

forma aprovadas pelo comité de ética.
4.2.6 Mapas e recursos visuais

Para a criacdo dos mapas da ocorréncia e distribuicdo de casos de OPXV no estado e
outros recursos visuais, foi utilizado o software QGIS versdo 3.28. Para a demarcacdo dos
territorios foram utilizadas as malhas territoriais do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica de 2021.

4.3 Resultados

4.3.1 Caracterizagdo Demografica

Para a caracterizacdo populacional dos pacientes de casos suspeitos e confirmados de
infeccdo por OPXV em Minas Gerais, foram utilizadas informagdes do banco de dados da SES
em conjunto com dados das fichas epidemioldgicas encaminhadas pela FUNED. Foram
incluidos 73 participantes nas analises. Alguns critérios analisados ndo foram registrados para

todos os participantes. Os dados foram coletados do ano de 2010 até o ano de 2021. Nas analises
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referentes a vacinagdo, o ano de nascimento dos pacientes foi utilizado para o cut off de idade
do recebimento da vacina antivariolica que ocorreu até 1978 no Brasil.

Dos pacientes analisados, aproximadamente 75% & composto por homens e 25% de
mulheres. A idade dos participantes varia de 1 a 72 anos, a mediana da idade é de 29 anos.
Aproximadamente 70% da populacdo analisada ndo apresentava idade correspondente a
vacinacdo antivariélica no momento da coleta. Mais de 80% da populagdo estava em idade
produtiva, dos 15 aos 65 anos de idade, caracteristica de doengas ocupacionais. E importante
destacar que o contingente populacional de 27,40% é composto por criancas e adolescentes em
idade escolar.

A maior parte da populacdo se declara como pardos (49,09%), seguido de brancos
(45,45%) e pretos (5,45%). Em relacdo a zona habitacional, 70,31% dos participantes

declararam residir em areas rurais e 29,54% em areas urbanas (Tabela 5).
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Tabela 5 — Caracterizacdo demografica da populacéo analisada

CARACTERISTICA FREQUENCIA (%)

Género (n=73)

Feminino 19 26,03
Masculino 54 73,97

Idade declarada (n=73)
0 a 10 anos 10 13,70
11 a 20 anos 10 13,70
21 a 30 anos 20 27,40
31 a 40 anos 14 19,18
41 a 50 anos 12 16,44
51 anos ou mais 7 9,58

Idade Vacinal (n=73)

Sim 23 31,51
Néo 50 68,49

Etnia Declarada (n= 55)
Branca 25 45,45
Parda 27 49,09
Preta 3 5,45

Zona Habitacional (n= 64)

Rural 45 70,31
Urbana 19 29,69

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

4.3.2 Fatores de risco de exposicdo a OPXV

Alguns fatores comportamentais e sociais que podem aumentar o risco de exposicao a
OPXV foram coletados durante a obtencé@o dos dados epidemioldgicos. Todos os participantes
gue responderam as perguntas, afirmam ter tido contato com bovinos e aproximadamente 80%
possui contato com animais domésticos. Apenas um participante (6,25%) afirma ter tido contato
com roedores e nenhum afirma ter tido contato com animais silvestres.

Dois tercos dos participantes afirmam que a infecgdo por OPXV estd diretamente
relacionada & ocupacéo dos individuos, mas apenas 50% declaram afastamento do trabalho. E
importante destacar que 27,78% dos pacientes declararam a ocorréncia da infecgdo em outros

membros da familia (Tabela 6).
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Tabela 6 — Fatores de risco e exposi¢cdo ao VACV

Caracteristica Frequéncia (%)

Contato com Bovinos (n = 18)

Sim 18 100

Néo 0 0
Contato com animais domésticos (n= 16)

Sim 13 81,25

Néo 3 18,75
Contato com animais silvestres (n= 16)

Sim 0 0

Néo 16 100

Contato com roedores (n=16)

Sim 1 6,25

Néo 15 93,75
Doenca relacionada ao trabalho (n= 45)

Sim 30 66,67

Néo 15 33,33

Afastamento do trabalho (n = 16)
Sim 8 50
Néo 8 50

Infeccdo Familiar (n=18)
Sim 5 27,78

Né&o 13 72,22
Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

4.3.3 Perfil clinico

O perfil clinico dos pacientes foi determinado a partir dos relatos obtidos nas fichas
epidemioldgicas. Os participantes foram solicitados a responderem a ocorréncia de sintomas
clinicos relacionados a infec¢do por OPXV.

Mais da metade (61,11%) dos pacientes declaram a ocorréncia de febre durante a
infeccdo, e 44,44% dos participantes relatam a presenca de edema e pustulas no local da
infeccdo. Cinco individuos (27,78%) declaram a presenca de vesiculas, quatro (22,22%) a

presenca de crostas e dois (11,11%) a ocorréncia de linfadenopatia (Tabela 8).
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Tabela 7 — Sinais clinicos relacionados a infecgdo pelo VACV

CARACTERISTICA FREQUENCIA (%)

Febre (n = 18)
Sim 11 61,11
Néo 7 38,89
Edema local (n=18)
Sim 8 44,44
Né&o 10 55,56
Vesicula (n=18)
Sim 5 27,78
Né&o 13 72,22
Pustula (n= 18)
Sim 8 44,44
Né&o 10 55,56
Crosta (n=18)
Sim 4 22,22
Né&o 14 77,78
Linfadenopatia (n=18)
Sim 2 11,11

Néo 16 88,89
Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

Além dos sintomas tradicionais, quatro (22,22%) participantes declararam a ocorréncia
de prurido nas lesGes, além de uma (5,56%) ocorréncia de dor na garganta e uma (5,56%)

ocorréncia de nédulo na axila.
4.3.4 Circulacdo de OPXV em Minas Gerais

Para determinar as regides e municipios de circulacdo de OPXV em Minas Gerais, um
levantamento retrospectivo de dados da literatura cientifica, SES e IMA foi empregado.

Foram considerados os dados que descreviam o municipio de ocorréncia, anos de
ocorréncia, espécie analisada e o critério de deteccdo. Foram identificados em 149 municipios
de Minas Gerais apresentaram evidéncias da circulagdo de OPXV diante aos dados e critérios
utilizados (Anexo A). A evolucao temporal da deteccdo de OPXV indica aumento na area de

circulacdo do VACYV no estado (Figura 24).
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Figura 24 — Distribuicéo da deteccdo de OPXV em Minas Gerais

Critério do diagndstico
ocorrido no muncipio:

- Clinico

Laboratorial (Sorolégico
ou Molecular)

- Isolamento Viral

Mapas da distribuicdo de casos de deteccdo de OPXV nos municipios de Minas Gerais indicando o critério de
diagnéstico e a evolucao temporal da detec¢do. Mapa indicativo da detecgdo de OPXV dos anos 2000 a 2005 (A).
Mapa indicativo da deteccdo de OPXV dos anos 2006 a 2010 (B). Mapa indicativo da deteccdo de OPXV dos anos
2011 a 2015 (C). Mapa indicativo da detec¢do de OPXV dos anos 2016 a 2021 (D). Mapa indicativo da regido de

Minas Gerais no Brasil (E). Fonte: Elaborado pelos autores. 2023.

4.3.5 Catalogacdo do diagnostico realizado pelo LV

O LV é referéncia nacional no diagnostico e pesquisa de OPXV no Brasil, durante décadas o
laboratdrio realizou diversos diagndsticos laboratoriais, soroldgicos e moleculares para a
deteccdo de OPXV em amostras de diferentes espécies. Diante disso, um levantamento de
diagnosticos a nivel nacional foi realizado. O banco de dados levantado possui o resultado do
diagnostico de diferentes amostras a partir do ano de 2008 com descri¢des do resultado e critério
utilizado, além da origem geogréafica, da espécie e tipo de cada amostra analisada. Os dados
demonstram a participagdo do LV no diagnostico de OPXV em pelo menos 5 estados da

federacdo e 55 municipios (Anexo B).
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4.4 Discussao

A VB, causada pelo VACV, € endémica em varias regides rurais brasileiras e caracteriza
como uma doenca ocupacional, pois afeta principalmente o gado leiteiro e seus ordenhadores.
Além disso, casos de infecdo familiar ja foram descritos na literatura, e evidéncias disso foram
demonstradas no capitulo 1. O VACV ¢é considerado um patégeno negligenciado, no Brasil a
VB ndo faz parte da lista de doencas de notificagdo compulséria do Sistema Unico de Satde
(SUS) (MINISTERIO DA SAUDE 2023). Portanto, os casos de infeccdo por VACV sdo
substancialmente subnotificados, dificultando as anélises acerca da epidemiologia dos virus no
Brasil.

O caréter ocupacional da VB ¢é reforcado diversas vezes pelos resultados obtidos neste
trabalho, mais de 80% dos pacientes estavam em idade produtiva no momento da coleta, e trinta
pessoas (66,67%) declararam a associacdo da infec¢do por OPXV ao ambiente de trabalho.
Aproximadamente 70% dos individuos sdo do sexo masculino, o que era esperado, ja que maior
parte dos produtores rurais sdo homens, portanto, individuos do sexo masculino sdo mais
expostos a infe¢oes pelo VACV (IBGE 2017). Mais de 70% dos participantes residem em areas
rurais, em que boa parte estdo inseridas em regides de grande desenvolvimento de pecuaria
leiteira (OVIEDO-PASTRANA et al., 2014)

A principal via de transmissdo do VACV em humanos é pelo contato direto das pessoas
com animais infectados, comumente pelo contato das maos dos ordenhadores nas lesdes dos
tetos e Uberes das vacas durante o processo da ordenha manual (LEITE et al., 2005;
TRINDADE et al., 2009; FONSECA et al., 2011; KROON et al., 2011). Dos 18 participantes
gue responderam a pesquisa sobre contato com animais, todos declararam ter tido contato direto
com bovinos, reforcando o papel fundamental desses animais na cadeia de transmissao. Nessas
regides deveriamos ter maior vigilancia e disseminac¢do do conhecimento, principalmente em
regibes com alto desenvolvimento de pecuaria leiteira (BORGES et al., 2017). Em adicéo, é
importante destacar que treze pessoas (81,25%) declaram contato com animais doméstico e
uma pessoa (6,25%) declarou contato com roedores, 0 que pode sinalizar para outras potenciais
vias de infeccdo do VACYV, ja que o virus vém sendo cada vez mais detectados em diferentes
animais no Brasil (OLIVEIRA et al., 2017; LIMA et al., 2019). Diversos estudos ja
demonstraram a circulacdo de VACV em animais domeésticos, como cées, gatos e porcos,
através de evidéncias sorologicas e moleculares, porém, nenhum relato de desenvolvimento de
lesBes caracteristicas de infeccdo por OPXV foi observado nesses animais (PERES et al., 2013,
2016; COSTA et al., 2017; BORGES et al.,, 2018). A atuacdo desses animais no ciclo
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epidemiologico de VACV no Brasil ndo é totalmente compreendida, porém, o contato com
animais domésticos € um fator de exposicdo a ser considerado. Importante destacar a
importancia dos gatos domeésticos na transmissdo do CPXV na Europa (VOROU et al., 2008;
BECKER et al., 2009; KIERNAN et al., 2021). Outro fator de exposicdo a ser considerado é o
contato com os roedores, esses demonstram grande potencial no ciclo epidemioldgico do
VACYV no Brasil, em que a circulagdo do virus ja foi detectada em diversos géneros e espécies
de roedores. Esse grupo de animais é extremamente diverso, amplamente distribuido em todo
0 pais, e podem atuar como potenciais hospedeiros e reservatorios de diversas zoonoses e
transporta-las entre os ambientes silvestre, rural e urbano (ABRAHAO et al., 2009b).

Vinte e trés pacientes (31,5%), no momento da coleta, possuiam idade suficiente para
0 recebimento da vacina contra a variola, que aconteceu até 1975 no pais, contudo, a garantia
do recebimento da vacina ndo pode ser inferida, a presenca da marca vacinal ou a
autodeclaragéo de vacinacdo ndo fazem parte dos dados analisados. Este recorte populacional
demonstra que a maior parte da populacdo que trabalha ou vive em &reas de risco a infeccéo
pelo VACV esta suscetivel a infeccdes por OPXV. No contexto atual, também é importante
destacar que na pandemia atual de MPXV, o Brasil € 0 segundo pais com o maior nimero de
infeccdes, com mais de dez mil casos confirmados (CDC 2023; WHO 2023). Isso alerta para
um risco do estabelecimento do MPXV como uma zoonose endémica do pais, ja que o Brasil
apresenta diversidade bioldgica e caracteristicas climaticas correspondentes as das florestas
tropicais africanas em que 0 MPXV é naturalmente endémico (CURAUDEAU et al., 2023).
Portanto, diante da possibilidade de duas espécies de OPXV terem seus nichos ecologicos
sobrepostos. E importante que trabalhos e estudos destinados a vigilancia epidemioldgica de
OPXV sejam devidamente financiados e executados, para que os impactos do possivel
estabelecimento do MPXV no Brasil sejam minimizados.

A VB ¢é uma doenca zoonotica e emergente causada pelo VACV. Em humanos e
bovinos, o curso clinico da doenca é caracterizado pelo aparecimento de les6es ulcerativas na
pele e mucosas (FONSECA et al., 2011; KROON et al., 2011). As lesGes sdo normalmente
encontradas no local primario da infeccdo, principalmente ndo méos e bracos de ordenhadores,
todavia, casos de infeccdo em regiBes ndo caracteristicas ja foram descritos. Em humanos
imunocompetentes, a evolugdo da doenca € benigna e tem curso aproximado de 21 dias,
acompanhada de diversos sintomas sistémicos similares aos da gripe comum, como febre e
mialgia durante o quadro infeccioso. Apesar da evolugédo benigna da doenga, a VB causa uma
alta morbidade, o que propicia a propagacao do virus através do contato direto entre pessoas,

principalmente entre familiares, gerando quadros de infecgfes em outros individuos. Sinaliza-
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se para o risco de infeccdo familiares que podem resultar em complica¢Ges graves em pessoas
imunocomprometidas (LAITON-DONATO et al., 2020).

O conhecimento da populacdo em geral, acerca dos OPXV e das doencas relacionadas
¢ bastante escasso, pouca ou nenhuma informacdo acerca do agente causador e formas de
transmissao da VB. Diversos profissionais de saude que trabalham em areas endémicas para o
VACV ndo possuem o0s conhecimentos necessarios acerca da VB para a realizacdo do manejo
correto dos pacientes (OLIVEIRA et al., 2017; DOMINGOS et al., 2020). Os sintomas e sinais
clinicos causados pelo VACV sdo bastante similares aos de outras doencas causadoras de lesdes
cutaneas, como febre aftosa, em bovinos. A combinacgéo da falta de conhecimento generalizado
acerca da VB e a ndo especificidade de diversos sinais clinicos, impossibilita a realizacdo de
um diagnostico clinico preciso, sendo necessaria a confirmacao laboratorial da infeccdo. A
partir disso, é possivel inferir que a falta de investimento e capacitacdo de profissionais gera
uma grande perda na obtencdo de conhecimento acerca do ciclo epidemioldgico do VACV e
possiveis aplicacdes no manejo clinico.

A partir do final da década de 1990, diversos surtos de doenca exantematica, afetando bovinos
e humanos vem sendo descritos e associados a infeccdo pelo VACV. Durante as Gltimas
décadas, a circulacdo do VACYV foi descrita em todas as regifes do Brasil, em que a regido
sudeste se caracteriza como o epicentro dos surtos de VB, sendo Minas Gerais 0 estado mais
afetado (OLIVEIRA et al., 2017). Isso se deve ao fato de que a regido sudeste apresenta
nmeros expressivos na pecuaria do Brasil, sendo o seu rebanho bovino o terceiro maior do
pais. Além disso, Minas Gerais se destaca por conter o maior rebanho leiteiro do Pais, com 3,1
milhdes de cabecas, produzindo cerca de 30% da producéo brasileira total (IBGE, 2022).

Com o aumento expressivo de casos e surtos causados pelo VACV em todo o pais, muito
trabalhos que detectam a circulacdo de OPXV no Brasil foram produzidos por diversos grupos
de pesquisa, durante as Ultimas duas décadas, além das notificagdes de casos e surtos, coletados
pelos 6rgdos competentes de saude em cada unidade da federagdo. A compilacdo dos dados
realizados neste trabalho, demonstra a evolugéo do nimero de casos e municipios afetados pela
VB, em que, observa-se uma clara sobreposi¢do das areas de circulacdo do VACV apresentadas
neste trabalho, com as maiores bacias leiteiras do estado de Minas Gerais (Figura 25)
(OVIEDO-PASTRANA et al., 2014). Destacam-se as regides do Triangulo Mineiro, Central,
Oeste, Zona da Mata, Vale do Rio Doce e Vale do Mucuri como as mais afetadas pelo OPXV.



70

Figura 25 — Mapa do desenvolvimento da pecudria leiteira no estado de Minas Gerais
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Fonte: Oviedo-Pastrana et al., 2014.

O diagndstico conclusivo de infecgdes por OPXV em geral, sO € possivel através da utilizacéo
de métodos laboratoriais, de detec¢do direta ou indireta. A realizagdo de diagnostico clinico é
altamente imprecisa, vale salientar que para a construcdo do banco de dados das areas de
circulacdo do VACYV no estado, foram utilizados dados cedidos pela SES, em que a informacao
acerca do diagnostico era descrita como “diagndstico clinico para variola bovina”, isso salienta
para uma possivel inconsisténcia dos dados apresentados. Apesar disso, como descrito
anteriormente, as regides afetadas séo altamente sobreponiveis as regides produtoras de leite do
estado, o que faz total sentido, ja que a VB afeta principalmente os leiteiros e seus tratadores.

Mediante a necessidade da ampliagdo dos estudos acerca da ecologia, epidemiologia e outros
aspectos a respeito das OPXV no Brasil, destaca-se a atuacdo do LV, em que diversas vezes
contribuiu com o diagnostico e caracterizacdo de OPXV em diversas regides do Brasil, através
de parcerias com instituigdes publicas de salde e de pesquisa nacionais e internacionais, assim,
se apresenta como um laboratério de referéncia de estudos de OPXV no pais, e salienta a

necessidade da ampliacdo das parcerias do setor publico ligados a saude em realizar o
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intercambio de informacBes e pesquisas com as instituicbes publicas de pesquisa ligados a

vigilancia de zoonoses emergentes.
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5. CONCLUSOES

1. Pela Técnica de PRNT, foram detectadas evidéncias de circulacdo de VACV em
dezesseis pacientes humanos residentes em quatro municipios de Minas Gerais, em que trés
desses (Joanésia, Papagaios e Salto da Divisa) ndo haviam evidéncias de deteccdo de OPXV
anteriormente.

2. Foram isoladas cinco novas amostras de VACV circulantes em humanos de quatro
municipios de Minas Gerais, em que trés desses (Araguai, Joanésia e Teofilo Otoni) ndo haviam
evidéncias de detecgédo ou isolamento de OPXV anteriormente. A caracterizagdo molecular do
gene A56R indica o isolamento de 5 amostras de VACV-BR pertencentes ao grupo I,
suportadas pelo fendtipo de placa caracteristico dos virus desse grupo.

3. Os resultados referentes aos fatores de risco associados as infeccdes por OPXV,
reforcaram o carater ocupacional da VVB. Demonstrando que pessoas residentes de areas rurais
que trabalham diretamente com bovinos apresentam maior risco de exposi¢do ao VACV. O
Trabalho também indica evidéncias de possiveis infeccdes familiares. Pouco sobre o perfil
clinico real de infec¢cdes por VACV em humanos pdde ser determinado.

4. A compilacéo dos dados de circulagdo de OPXV em Minas Gerais reforga o estado
como epicentro da ocorréncia de surtos e infecgdes de VB no pais, demonstrando a evolucéao
da deteccdo e distribuicdo ao longo das Ultimas décadas. Destaca-se a maior ocorréncia dos
casos em regides sobrepostas as bacias leiteiras do estado, reforcando novamente o carater
ocupacional da doenca.

5. Foi demonstrado a capacidade e competéncia de diagndstico e contribuicdo em analises
de vigilancia epidemioldgica de OPXV no Brasil realizados pelo LV, reforcando a importancia

da associacdo dos 6rgaos publicos de satde com laboratorios de referéncia.
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7 ANEXOS
7.1 Anexo A
Municipio Ano Fonte
Muriaé 2000 TRINDADE et al., 2007
Astolfo Dutra 2001 SES
Guarani 2001 TRINDADE et al., 2006
Piau 2001 SES
Piau 2001 SES
Tabuleiro 2001 SES
Passatempo 2003 LEITEetal., 2005
Bambui 2005 IMA
Bambui 2005 IMA
Bambui 2005 IMA
Bambui 2005 ABRAHAO et al., 2009
Iguatama 2005 IMA
Jequeri 2005 IMA
Juiz de Fora 2005 IMA
Manhumirim 2005 IMA
Mariana 2005 IMA
Mariana 2005 ABRAHAO et al., 2009
Medeiros 2005 IMA
Mercés 2005 IMA
Nova Era 2005 IMA
Nova Era 2005 IMA
Paraguacu 2005 ABRAHAO et al., 2009
Patrocinio do Muriaé 2005 IMA
Resplendor 2005 ASIS etal., 2012
Rio Pomba 2005 IMA
Sabindpolis 2005 IMA
Santo Antonio do Itambé 2005 IMA
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Santo Antbnio do Iltambé 2005 IMA

Santo Antonio do Itambé 2005 IMA
Serro 2005 IMA
Serro 2005 IMA
Serro 2005 IMA

Serro 2005 TRINDADE et al., 2016
Acaiaca 2006 IMA
Antonio Prado de Minas 2006 IMA
Bambui 2006 IMA
Bambui 2006 IMA
Carlos Chagas 2006 IMA
Conceicdo do Mato Dentro 2006 IMA
Corrego Danta 2006 IMA
Corrego Danta 2006 IMA
Dom Silvério 2006 IMA
Guaraciaba 2006 IMA
Iguatama 2006 IMA
Iguatama 2006 IMA
Iguatama 2006 IMA
Itambacuri 2006 IMA
Itapagipe 2006 IMA
Jequeri 2006 IMA
Malacacheta 2006 IMA
Mariana 2006 IMA
Mariana 2006 IMA
Mariana 2006 IMA
Mariana 2006 IMA
Mariana 2006 IMA
Mariana 2006 IMA
Mariana 2006 IMA

Martins Soares 2006 IMA



Medeiros
Medeiros
Medeiros
Mercés
Pratinha
Rio Vermelho
Santo Anténio do Itambé
Séo Jodo Evangelista
Serro
Tiros
Formiga
Itajuba
Itamarandiba
Mariana
Nanuque
Paulistas
Pimenta
Pirangucu
Sabindpolis
Wenceslau Braz
Wenceslau Braz
Além Paraiba
Argirita
Argirita
Argirita
Argirita
Argirita
Argirita
Argirita
Argirita
Argirita

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008

IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SILVA et al., 2008
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
IMA
IMA
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Carlos Chagas
Coromandel
Estrela do Sul
Gongcalves
Luislandia
Mariana
Monte Carmelo
Paraguagu
Paraguagu
Paraisopolis
Porteirinha
Pratinha
Recreio
Sapucai-Mirim
Sapucai-Mirim
Serro
Serro
Serro
Andradas
Andradas
Areado
Areado
Areado
Areado
Argirita
Argirita
Argirita
Carmo do Paranaiba
Conquista
Doresopolis

Doresopolis

2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

IMA
IMA
IMA
IMA
IMA

ABRAHAO et al., 2009
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
IMA
IMA
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
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Doresépolis
Doresopolis
Doresépolis
Grupiara
Jodo Pinheiro
Jodo Pinheiro
Lagoa Formosa
Matias Barbosa
Paraisopolis
Passos
Patos de Minas
Piumhi
Sabindpolis
Santa Rita de Jacutinga
Serra dos Aimorés
Tapira
Tapira
Tiros
Abadia dos Dourados
Bandeira
Caranaiba
Carangola
Carmo do Paranaiba
Curvelo
Desterro do Melo
Doresopolis
Felicio dos Santos
Frutal
Ibia
Ibia

Itamarandiba

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010

IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
IMA
BORGES et al., 2017
IMA
BORGES et al., 2017
IMA
ABRAHAO et al., 2015
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
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Itapagipe
Itapagipe
Jordania
Jordania
Lagoa Formosa
Luz
Luz
Luz
Luz
Materlandia
Medeiros
Monte Carmelo
Patos de Minas
Patos de Minas
Patos de Minas
Patrocinio
Pedrindpolis
Pedrindpolis
Pedrindpolis
Pedrindpolis
Pedrindpolis
Pedrindpolis
Pedrindpolis
Pedrinopolis
Rio Doce
Rio Vermelho
Sacramento
Sacramento
Séo Geraldo do Baixio
S&o Geraldo do Baixio

S&o0 José do Jacuri

2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010

SES
IMA
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA

89



S&o Roqgue de Minas

Serro
Tapira
Tiros
Tombos
Uberaba
Vargem Bonita
Vargem Bonita
Vargem Bonita
Vargem Bonita
Vargem Bonita
Vargem Bonita
Verissimo
Verissimo
Verissimo
Acucena
Acgucena

Almenara

Alvorada de Minas

Areado
Aricanduva
Bandeira
Belo Vale
Bonfim
Bonfim
Bonfim
Bonfim
Bonfim
Brumadinho
Gréo Mogol
Guapé

2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011

IMA
BORGES et al., 2017
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
IMA
SES
SES
IMA
IMA
SES
IMA
SES
SES
SES
SES
SES
IMA
IMA
IMA

90



Guarda-mor
Manhuagu
Maravilhas

Marliéria
Piedade do Rio Grande
Prata
Sabara
Santa Margarida
Santana de Pirapama
S&o Roqgue de Minas
S&o Roque de Minas
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Tapira
Uberaba
Vargem Bonita
Belo Horizonte
Belo Horizonte
Botelhos

Cabo Verde

2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2012

IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
MIRANDA et al., 2017
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
ASIS et al., 2012
REHFELD et al., 2018
IMA
IMA
IMA
COSTA etal., 2017
DUTRA et al., 2017
SES
SES
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Rio Pomba
Serro
Serro

Verissimo

Belo Horizonte

Conceicédo da Barra de Minas

Ibertioga
Ibia
Mariana
Santa Luzia
Bom Jesus do Galho
Carmésia
Italina
Pingo-D'agua
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Santa Rita de Ibitipoca
Séo Gongalo do Para
Séo Pedro dos Ferros
Verissimo
Abadia dos Dourados
Bom Despacho

Carangola

2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015

MIRANDA et al., 2017
COSTA etal., 2015
MIRANDA et al., 2017
SES
COSTA etal., 2018
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
LIMA etal., 2018
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Douradoguara
Igaratinga
Ladainha
Ladainha

Mariana
Pedra do Anta
Santa Rita de Minas
S&o Miguel do Anta
Vermelho Novo
Araguari
Belo Horizonte
Carneirinho
Carneirinho

Paracatu

Santa Rita de Jacutinga

Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Santa Rita de Minas
Francisco Sa
Salto da Divisa
Salto da Divisa
Salto da Divisa

Salto da Divisa

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2018
2018
2018
2018
2018

IMA
IMA
IMA
IMA
IMA
SES
SES
IMA
IMA
IMA
SES
IMA
IMA
SES
IMA
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
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Salto da Divisa
Salto da Divisa
Teofilo Otoni
Teofilo Otoni
Teofilo Otoni

Aracuai

Conceicéo da Barra de Minas

Conceicdo da Barra de Minas

Itamarandiba
Itamarandiba
Iturama
Novo Cruzeiro
Prados
Prados
Coronel Murta
Itaipé
Itaipé
Unido de Minas
Acgucena
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Joanésia
Juiz de Fora

Papagaios

2018
2018
2018
2018
2018
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2020
2020
2020
2020
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
ABREU et al., 2022
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
SES
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Papagaios

Papagaios

Papagaios
Uberaba

Unai

2021
2021
2021
2021
2021

SES

SES

SES

SES
ABREU et al., 2022
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7.2 Anexo B
Estado Ano Municipio Espécie Amostra Quantidade Teste Positivo (%)
Soro 31 PCR 17 54,83
Bovino
Crosta 6 PCR 1 16,67
31 ELISA 24 7741
Soro
Bovino 4 PCR 0 0
Mundo Novo Crosta 2 PCR 2 100
Soro 1 PCR 0 0
Humano
Raspado 2 PCR 2 100
Anagé Bovino Soro 17 PCR 1 5,88
Soro 21 PCR 12 57,14
Jacobina Bovino
Crosta 3 PCR 2 66,67
2011 Soro 9 PCR 4 44 44
Salvador Bovino  Crosta 7 PCR 3 42,86
Swab 1 PCR 0 0
Bahia
ELISA 6 85,71
Soro 7
Feira de Santana/ . PCR 0 0
Bovino
Copula do Alto Alegre/ Crosta 6 PCR 2 33,33
Baixa Grande Swab 3 PCR 2 66,67
Humano  Swab 1 PCR 1 100
Piritiba/ Serrolandia/ ELISA- 23 100
Soro 23
Miguel Calmon/ Varzea Bovino PCR 6 26,09
do Pogo/ Ipira Swab 9 PCR 9 100
ELISA 2 66,67
Salvador Bovino Soro 3
PCR 0 0
2012 ELISA 2 100
Soro 2
Eunépolis Bovino PCR 0 0
Crosta 1 PCR 1 100



2013

Ipirad

Ipird/ Euclides da Cunha

Itarantim

Santa Luz

Caatiba

Pintados

Pindobacu

Lagoa Real

Pé de serra/ Eunapolis/
Itapetinga/ Itorord/

Amarjosa

Itambé/ Eunédpolis

Itambé

Caatiba

Harentim

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Humano
Bovino
Bovino

Humano

Soro

Soro

Crosta

Soro

Crosta

Soro

Crosta

Soro

Soro

Crosta

Soro

Soro

Crosta

Soro

Crosta

Soro
Crosta
Soro
Soro
Soro

Soro

13

13

14

11

ELISA
PCR
ELISA
PCR
PCR
ELISA
PCR
PCR
ELISA
PCR
PCR
ELISA
PCR
ELISA
PCR
PCR
ELISA
PCR
ELISA
PCR
PCR

PCR

PCR

PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR

97

100

69,23

53,85

100

100

50
100

100

66,67

61,54

33,33

71,43

55,56

100

100

45,45
80

60



Itambé/ Santo Amaro

2014 Itiuba

2008 -

Cachoeira do

2009 Itapemirim

Ecoporanga

Baixo Guandu

Cachoeira do
2010 o
Itapemirim

Espirito Anchieta

Santo o
Pinheiros

Ecoporanga

2011
Séo Roqgue do Canad

Sdo José do Calcado

Barra Sdo Francisco/
2012 Itaguagu/ Rio Bananal/
Sao Gabriel da Palha

Goias 2011 Vila Propicio

Bovino

Equideo

Humano

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Soro

Crosta

Liquido
Vesicular

Soro

Soro

Soro

Crosta

Soro

Soro
Soro

Crosta

Soro

Soro

Soro
Soro

Crosta

Soro

Soro

Crosta

Soro

Crosta

Soro

10

15

15

PCR
PCR

PCR

PCR
PCR
PRNT
ELISA
PCR

ELISA

ELISA
PCR
PCR

PCR

ELISA
PCR
PCR
PCR
PCR

ELISA
PCR
PCR
PCR

ELISA
PCR
PCR

ELISA
PCR

10

15

10

98

33,33
100

100

100
100

100

100
50
100

50

100
100

100
50
50

66,67
16,67
100
83,33
25



2012

Maranhdo 2009

2008

2009
Minas

Gerais
2011

2012

2015

Buriti Alegre/ Sao Jodo

da Carauna

Jatai

Piracanjuba/ Teresina

Nova Veneza

Jaupaci/ Fazenda Nova

Jordania

Acailéndia

Argirita

Lagoa da Prata

Cantagalo

Carangola

Carangola

Crosta
Soro
Bovino
Crosta
Soro

Bovino
Crosta

Soro
Bovino
Crosta
Bovino  Crosta
Soro
Bovino
Crosta
Soro

Bovino
Crosta

Soro
Bovino
Crosta

Soro
Bovino  Ljquido
Vesicular
Soro
Humano
Swab
Soro
Bovino
Crosta
Soro

Humano
Swab

Soro

Bovino
Swab

Sangue

Humano  Swab

10
12
10

PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
ELISA
PCR
PCR
PCR
ELISA
PCR
PCR
PCR
PCR

ELISA

PCR

ELISA

PCR

ELISA
PCR
ELISA
PCR
PCR
PCR
ELISA
PCR
PCR
PCR
PCR

99

70
50
90
60
100
85,71
14,29

50
100

20

100

100

50

50
75
100
100

50

50
50
50
100



2017 Paracatu

Salto da Divisa

2018
Teofilo Otoni
Iturama
2019
Aracuai
Papagaios
2021
Joanésia

Santana do Deserto

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Soro

Soro

Crosta

Soro

Crosta
Swab

Crosta

Soro

Soro

Pele
Secrecao

Soro

PRNT
PRNT
PCR
PCR
PRNT
PCR
PCR
PCR
PCR
PRNT
PCR
PRNT
PCR
PCR
PCR
PRNT

100

100
75

100
100

100
100
100
100
100

88,89

100
100
100




