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RESUMO  

 

Vírus pertencentes ao gênero Orthopoxvirus são epiteliotrópicos e conhecidos 

por causar importantes doenças como a varíola, que causou milhões de mortes 

em todo o mundo. No Brasil o Vaccinia virus causa uma doença denominada 

Vaccínia bovina, que atinge principalmente o gado de leite e ordenhadores. A 

doença causa danos econômicos, sociais e para a saúde pública e, apesar de 

indícios da circulação do vírus já terem sido identificados em diversos 

mamíferos, pouco se sabe a respeito de seu hospedeiro natural. Estudos 

prévios demonstram a importância dos roedores na cadeia de transmissão do 

VACV, o que é reforçado pelo isolamento do vírus BeAn58058 de um roedor 

naturalmente infectado na década de 60. Com o intuito de avaliar a circulação 

do VACV em roedores e outros pequenos mamíferos, quatro coleções de 

animais de Minas Gerais foram estudadas no presente trabalho (Sabará, Serro, 

Rio Pomba e urbanos). Os animais coletados tiveram amostras de soro e/ou 

fígado testadas para a presença de DNA de OPVs por qPCR e o soro 

submetido ao ensaio de neutralização por redução de placa (PRNT). Os soros 

de roedores foram adicionalmente testados em um ensaio de ELISA. Os 

resultados das técnicas combinadas demonstraram uma positividade de 17,2% 

para Sabará, 27,2% para o Serro e 11,4% para Rio Pomba. Com relação aos 

animais urbanos, foi demonstrado que duas amostras provenientes de 

Contagem foram positivas. Foi possível detectar animais positivos em todas as 

áreas de captura e vírus pertencentes aos grupos I e II de VACV brasileiros. Os 

resultados obtidos reforçam a importância da participação dos roedores na 

cadeia de transmissão do VACV no Brasil e também inserem marsupiais como 

possíveis vínculos entre o ambiente silvestre e o peridomicilio, onde pode 

ocorrer a infecção de bovinos e o início de surtos de VB. Estudos adicionais 

são importantes para o melhor entendimento da importância da detecção do 

VACV em ambientes urbanos, uma vez que nenhum caso de VB foi reportado 

nestes locais. 

Palavras-chave: Orthopoxvirus, Vaccinia virus, Vaccínia bovina, roedores, 

marsupiais.  
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ABSTRACT 

 

Vaccinia virus causes in Brazil a disease named Bovine vaccine and it affects 

mainly milking cows and cow handlers. This disease causes many economic, 

social and public health losses. Virus circulation clues have been obtained from 

many different mammals, but little is known about its natural host. Previous 

studies have shown that rodents are important on VACV chain transmission, 

fact reinforced by BeAn58058 virus isolation from a naturally infected rodent in 

the 60ths. In order to better evaluate VACV circulation in rodents and other 

small mammals, four animals collections from Minas Gerais state were studied 

in the present work (Sabará, Serro and Rio Pomba). Animals had their samples 

of serum and/or liver tested for OPV DNA presence and serum was also 

submitted to plaque reduction neutralizing test (PRNT). Rodents serum was 

additionally tested by ELISA for detection of IgG anti-OPV antibodies. 

Combined techniques resulted in a positivity of 17,2% for Sabará, 27,2% for 

Serro and 11,4% for Rio Pomba. Two animals from Contagem were positive for 

the urban animal’s collection. It was possible to detect positive samples in every 

tested area and it was also possible to detect viruses belonging to group I and II 

of Brazilian VACVs. The results reinforce the importance of rodents participation 

in VACV transmission chain in Brazil and they insert marsupials as possible 

links between the sylvatic environment and peridomicile, place where bovines 

can be infected and BV outbreaks can start. Further studies are necessary for 

better understanding the impact of VACV detection in urban environments, 

since any case of BV has ever been detected in these places. 

 

Key words: Orthopoxvirus, Vaccinia virus, Bovine vaccine, rodents, marsupials. 
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I. INTRODUÇÃO 

1.1 Poxvírus   

1.1.1 Classificação 

A família Poxviridae é composta por vírus com características distintivas que 

incluem: genoma de DNA dupla fita linear com grampos nas extremidades, sítio 

de replicação citoplasmático e partícula grande e complexa, que carrega 

enzimas capazes de promover a síntese de mRNA. Essa família compreende 

duas subfamílias, Entomopoxvirinae que infecta insetos e Chordopoxvirinae 

que infecta vertebrados (Tabela 1). Os gêneros contidos nessas subfamílias 

apresentam genoma, morfologia e espectro de hospedeiros similares. Apesar 

de a maioria das espécies estar inserida em algum gênero, existem duas 

espécies sem gênero determinado em Entomopoxvirinae e uma em 

Chordopoxvirinae (Tabela 1) (ICTV, 2014; Moss, 2007). 

Tabela 1: Classificação da família Poxviridae (ICTV, 2014). 

Subfamília Gênero Protótipo 
Número de 
espécies 

Chordopoxvirinae 
 

Avipoxvirus Fowlpox virus 10 

Capripoxvirus Sheeppox virus 3 

Cervidpoxvirus Mule deerpox virus 1 

Crocodylidpoxvirus Nile crocodilepox virus 1 

Leporipoxvirus Myxoma virus 4 

Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus 1 

Orthopoxvirus Vaccinia virus 10 

Parapoxvirus Orf virus 4 

Suipoxvirus Swinepox virus 1 

Yatapoxvirus Yaba monkey tumor virus 2 

Gênero não determinado Squirrelpox virus  

Alphaentomopoxvirus Melolontha melolontha entomopoxvirus 7 

Entomopoxvirinae 
 

Betaentomopoxvirus Amsacta moorei entomopoxvirus ‘L’ 13 

Gammaentomopoxvirus Chironomus luridus entomopoxvirus 6 

Gênero não determinado 

Diachasmimorpha entomopoxivurs 

 

Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus ‘O’ 

 

1.1.2 Partícula viral e genoma 

Experimentos de crioeletromicroscopia realizados com o Vaccinia virus 

revelaram que as partículas possuem morfologia de tijolo, ovóide ou 
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pleomórfica (Figura 1B). Suas dimensões são de aproximadamente 350-370 X 

250 X 270nm (Cyrklaff, 2005) e os principais componentes da partícula viral 

são: proteínas, lipídeos e DNA (Moss, 2007). Nos vírions maduros 

intracelulares (IMVs), é possível observar uma membrana lipídica com 

projeções de proteínas em sua porção externa (Figura 1C) e porção interna 

lisa, além de dois corpos laterais que se encaixam nas concavidades do cerne 

complexo. O cerne tem morfologia de haltere e é formado por uma dupla 

camada, sendo a interna consistente com uma camada lipídica com poros e a 

externa descontínua, indicando a possível presença de uma camada paliçadica 

entre as duas. Existe uma região densa com aspecto fibroso localizada mais 

proximamente à camada interna do cerne, provavelmente representando as 

nucleoproteínas virais com compactação ordenada e o DNA viral (Figura 1 A). 

É importante ressaltar que a partícula viral carrega fatores de transcrição 

precoces e uma RNA polimerase DNA dependente (Moss, 2007; Cyrklaff, 

2005).  

 

Figura 1: Morfologia e composição da partícula dos poxvírus. A: Partícula de Vaccinia 

virus. A porção esquerda representa uma tomografia por seções do vírus e a da direita um 

desenho esquemático, evidenciando a membrana do cerne, corpúsculo lateral, DNA viral e a 

membrana externa (Cyrklaff, 2007 com modificações). B: Partícula de Vaccinia virus 

visualizada por microscopia de força atômica (Trindade, 2007c). C: Partícula de Orthopoxvirus 

corada negativamente e visualizada por microscopia eletrônica. Seta aponta túbulos irregulares 

na superfície do vírus (Catroxo, 2009). 
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Os poxvírus apresentam genomas com tamanhos que variam de 134 Kb a 300 

Kb e estes apresentam repetições terminais invertidas, que são sequências 

semelhantes, mas com disposição contrária. Conectando as duas fitas de DNA 

existem sequências de DNA fita simples, de cerca de 100 pares de bases e 

ricas em A + T (Figura 2), que são importantes para a formação de 

concatâmeros durante a replicação do DNA (Moss, 2007).  

Análises do genoma dos cordopoxvírus indicam que a porção central é 

conservada, apresentando genes que codificam proteínas envolvidas na 

síntese de RNA e DNA, processamento de proteínas, montagem da partícula 

viral e proteínas estruturais. As porções laterais, entretanto não apresentam tal 

nível de conservação e geralmente codificam fatores envolvidos na virulência, 

espectro de hospedeiros e proteção contra a resposta imunológica do 

hospedeiro (Figura 2) (Gubser, 2004).  

 

Figura 2: Representação esquemática do genoma de poxvírus (Adaptado de Smith & 

McFadden 2002). 

1.1.3 Ciclo de multiplicação 

Poxvírus possuem diferentes partículas infecciosas, que apresentam capsídeo 

formado por proteínas, contendo o DNA viral e diversos fatores e enzimas 

necessários para a transcrição de genes virais precoces (Moss, 2006; Moss, 
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2012). A partícula denominada vírus maduro intracelular (IMV) possui apenas 

uma membrana revestindo o capsídeo, é a forma mais abundante do vírus e é 

possivelmente responsável pela transmissão do vírus entre hospedeiros 

(Schimidt, 2012; Moss, 2012). O IMV pode adquirir uma membrana adicional 

através da passagem pelas membranas modificadas pela adição de, pelo 

menos 6 proteínas, no complexo de Golgi ou endossomos (Smith, 2002; Moss, 

2006;  Moss, 2012). Essa partícula, ainda no interior da célula, é denominada 

vírus envelopado intracelular (IEV) e está associada à disseminação do vírus 

entre células de um mesmo hospedeiro (Moss, 2006; Schimidt, 2012; Moss, 

2012). IEVs são movimentados para a periferia celular através de microtúbulos 

e são exocitados, podendo deixar a célula, dando origem aos vírus 

envelopados extracelulares (EEVs) ou permanecerem aderidos à célula em 

protusões formadas por actina, formando vírus envelopados associados à 

célula (CEVs). CEVs são predominantes em relação aos EEVs (Moss, 2006; 

Schimidt, 2012; Moss, 2012). 

Não existem receptores celulares bem definidos para a adesão/adsorção de 

VACV e aqueles sugeridos são ubíquos e variados, dessa forma o tropismo 

desses vírus não é definido pela presença de receptores específicos na célula 

e sim por eventos posteriores à penetração (Moss, 2006; Schimidt, 2012; Moss, 

2012). 

Após a adesão das partículas virais à célula, ocorre a penetração e alguns 

mecanismos são propostos para este processo (Figura 3). Acredita-se que 

tanto EEVs quanto IMVs utilizem a macropinocitose, através da qual ocorre 

sinalização celular, rearranjo de actina e formação de blebs na membrana da 

célula que levam ao engolfamento das partículas virais (Moss, 2012). Estudos 

mostram que, após contato com a superfície celular, o cerne previamente em 

formato de haltere sofre uma expansão, com perda do arranjo ordenado de 

proteínas de sua superfície, apresentando então morfologia ovóide. Além disso, 

o DNA se torna relaxado e preenche toda a cavidade do cerne, podendo ser 

este um prerequisito para sua liberação no citoplasma (Cyrklaff, 2007). 

Para que o vírus continue seu ciclo de multiplicação, é preciso que seu 

capsídeo seja liberado no citoplasma, o que pode ocorrer por fusão da 
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membrana viral com a membrana da vesícula em que ele está contido (Moss, 

2006).  

A penetração pode ocorrer também através da fusão da membrana viral com a 

membrana celular, liberando o capsídeo no citoplasma. Nesse processo a 

membrana externa do EEV seria perdida antes da fusão (Moss, 2006).  

Após a adsorção, penetração e liberação dos cernes no citoplasma, os 

mesmos são transportados para a região mais interior do citoplasma através de 

microtúbulos, se acumulando na região perinuclear da célula (Figura 3). Os 

cernes virais sofrem ativação e ocorre o início da transcrição de genes 

precoces pela RNA polimerase viral. As proteínas sintetizadas durante essa 

fase são responsáveis pela replicação do genoma (que envolve formação e 

resolução de concatâmeros) e evasão da resposta imune do hospedeiro, além 

de auxiliarem na desencapsidação secundária da partícula (Smith, 2003; Moss, 

2007; Roberts, 2008). Com o início da replicação do genoma, inicia-se também 

a transcrição de genes intermediários, que dão origem a fatores responsáveis 

pela transcrição de genes tardios. Os genes tardios, por sua vez, codificam 

proteínas estruturais do vírus e enzimas e fatores necessários para a 

transcrição dos genes precoces, que são empacotados na partícula viral 

(Roberts, 2008). Na amostra Western Reserve (WR) de VACV, existem 118 

genes precoces, 53 intermediários e 38 tardios (Moss, 2012).  

Após a expressão dos genes tardios, tem-se início a montagem da partícula 

viral (Moss, 2012),  que ocorre em locais no citoplasma chamados de fábricas 

virais, onde não se observa a presença de organelas celulares (Smith, 2002). O 

DNA viral é empacotado no cerne e as proteínas do capsídeo sofrem 

proteólise, dando origem ao vírion maduro intracelular (Roberts, 2008).  

Em períodos tardios da infecção, alguns IMVs são capazes de brotar através 

da membrana citoplasmática (Smith, 2012). IMVs podem também adquirir uma 

membrana adicional, dando origem a IEVs, que são transportados para a 

periferia da célula através de microtúbulos (Arawaka, 2007; Roberts, 2008). As 

partículas virais que se mantêm aderidas à célula (CEVs) são propulsionadas 

para células adjacentes através da polimerização da actina, que forma uma 
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cauda que leva o vírus para outras células. Os EEVs deixam a célula por 

exocitose (Roberts, 2008).  

 

Figura 3: Representação do ciclo de multiplicação de poxvírus. A adsorção é, seguida da 

transcrição de mRNAs precoces e tradução de proteínas precoces até a primeira hora de 

infecção. Depois disso, ocorre o desnudamento do cerne com transcrição e replicação do 

genoma por volta de três horas após a adsorção e transcrição e tradução de mRNAs 

intermediários e tardios até a sexta hora de infecção. Os eventos seguintes ocorrem até 

quarenta e oito horas de infecção, culminando na liberação da progênie viral (McFadden, 2005 

adaptado por Grupo de Transdução de Sinais). 
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Existe um mecanismo de repulsão que evita que células sejam super 

infectadas com EEVs/CEVs e dessa forma, a propagação do vírus em um 

hospedeiro é acelerada. Uma vez infectando a célula, o vírus produz proteínas 

que impedem que novas partículas virais penetrem nessa célula, levando 

também à formação de caudas de actina que levam o vírus para novas células, 

que caso não estejam expressando tais proteínas virais, poderão ser infectadas 

(Doucel, 2010). 

1.1.4 Patogênese  
 

Os poxvírus, em especial os ortopoxvírus são vírus epiteliotrópicos associados 

à produção de um exantema caracterítistico (Figura 4). Vírus como o que causa 

a varíola murina, o Ectromelia virus e o Variola virus que causava a varíola 

humana, geram infecções generalizadas, enquanto outros causam apenas 

doença localizada, como é o caso do Molluscum contagiosum virus. Entretanto, 

alguns vírus podem apresentar diferentes patogenias em hospedeiros distintos, 

como é o caso do Cowpox virus, que em humanos e bovinos manifesta-se 

geralmente de forma mais localizada e causam infecção sistêmica em felinos 

(Buller, 1991).  

 

Figura 4: Lesões causadas por diferentes Orthopoxvirus. A: lesões causadas por Variola 

virus. B: Lesões causadas por Ectromelia virus. C: Lesões causadas por Camelpox virus 

(McFadden, 2005). 

 

Os vírus têm acesso a camadas epidermais e dermais da pele através de 

microabrasões, podendo ocorrer também a injeção mecânica por vetores 

artrópodes, como é o caso de Myxoma virus. Além disso, a infecção pode ser 

iniciada através do trato respiratório (Variola virus, por exemplo) ou trato 

gastrointestinal (Ectromelia virus) (Buller, 1991).  
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O modelo geral de patogênese para OPVs foi estabelecido através de 

infecções experimentais de roedores com Ectromelia virus (Figura 5). O vírus 

se multiplica no sítio de inoculação, que geralmente ocorre por abrasão da pele 

ou contato com fômites, e em seguida, em linfonodos regionais. Ocorre então a 

viremia primária, podendo o vírus estar livre na corrente sanguínea ou 

associado a células. O vírus se multiplica em órgãos como baço e fígado e 

inicia-se então a viremia secundária, depois da qual a multiplicação viral é 

observada em órgãos como pele, pulmões, rins e intestino, levando ao 

aparecimento de lesões características na pele (Fenner, 1988). Durante a 

infecção, anticorpos começam a ser detectados a partir do 7o dia e no 14o dia 

atingem seu pico, o que é associado com a queda no potencial de transmissão 

do vírus pelo animal (Buller, 1991).  

 

A produção de lesão exantemática é variável de acordo com o modelo 

utilizado, por exemplo, em determinadas linhagens de camundongos Balb/c a 

morte do animal pode ser causada por necrose do fígado e baço antes mesmo 

que tais lesões sejam formadas e da produção de anticorpos. Em outras 

linhagens, como C57BL, o animal não vai a óbito e não são observados 

exantemas (Fenner, 1988).  
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Figura 5: Modelo esquemático do curso da infecção pelos vírus Ectromelia virus, 

Vaccinia virus e Variola virus (Fenner, 1988, com modificações). 
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1.2. Orthopoxvirus  

O gênero Orthopoxvirus contêm vírus capazes de infectar humanos, causando 

doença autolimitada em pessoas imunocompetentes, além de um amplo 

espectro de hospedeiros animais (Frey, 2004). Dentre eles existem aqueles 

com hospedeiros únicos como o Variola virus que infecta somente o homem e 

Ectromelia virus que infecta apenas roederes. Por outro lado, vírus como 

Monkeypox virus, Cowpox virus e Vaccinia virus são capazes de infectar 

múltiplos hospedeiros como o homem e outros animais (McFadden, 2005; 

Moss, 2007; Shchelkunov, 2013).  

Dentre os ortopoxvírus conhecidos, o Variola virus possui grande relevância, 

uma vez que a varíola é a doença infecciosa que causou mais mortes no 

mundo (Figura 6A) (McFadden, 2005) até a sua erradicação declarada pela 

Organização Mundial de Saúde, no ano de 1980. Devido ao grande impacto da 

doença, metodologias de vacinação foram introduzidas por Edward Jenner 

ainda no século XVIII, utilizando o Cowpox virus como agente vacinal, mas 

posteriormente, algum evento desconhecido levou à substituição do mesmo 

pelo Vaccinia virus (Fenner, 1988). Devido à disseminação mundial da varíola, 

a Organização Mundial de Saúde promoveu a maior campanha de vacinação já 

realizada (Figura 6B). Múltiplos programas garantiram que a vacina chegasse 

até países mais pobres até que a doença fosse de fato erradicada (Fenner, 

1993).  

Uma vez que efeitos adversos da vacinação eram frequentemente observados, 

após a erradicação da Varíola, as campanhas foram descontinuadas e 

atualmente o vírus é encontrado somente em estoques congelados nos 

Estados Unidos e Rússia (Fenner, 1988). A erradicação da doença foi possível 

devido à proteção imunológica cruzada oferecida pelos OPVs utilizados como 

vacina (Fenner, 1988), além da ausência de reservatório silvestre, facilidade de 

diagnóstico e ausência de casos assintomáticos (Belongia, 2004). 
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Figura 6: Infecção pelo Variola virus e processo de vacinação. A: criança com lesões 

causadas pelo Variola virus (CDC/James Hicks). B: Bebê recebendo vacina contra a varíola 

(Marion Kaplan/Alamy). 

Além do VARV, outros OPVs têm recebido atenção por sua emergência em 

diferentes partes do mundo. Após a suspensão das campanhas de vacinação 

contra a varíola, desenvolveu-se um grande contigente populacional não imune 

contra OPVs e isso pode contribuir para a infecção de mais pessoas e, 

consequentemente, para a maior detecção do agente viral. Dentre esses vírus 

emergentes destacam-se o Monkeypox virus, Cowpox virus e Vaccinia virus, 

que são OPVs zoonóticos detectados em diferentes regiões do mundo 

(Essbauer, 2010). 

A doença causada pelo Monkeypox virus em humanos é muito semelhante à 

varíola, porém é mais branda e com o sintoma diferencial de linfoadenopatia 

(Giulio, 2004). Surtos de doença causada por este vírus foram relatados 

inicialmente em populações de macacos mantidos em cativeiro e, desde o ano 

de 1970, casos em humanos foram diagnosticados em áreas da África central e 

ocidental (Arita, 1976). Em 2003, foi registrado um surto da doença em 

humanos nos Estados Unidos e posteriormente, descobriu-se que o vírus havia 

sido introduzido através da importação de roedores infectados provenientes da 

África (Reed, 2004). Campanhas de vigilância realizadas na África indicam que 

casos humanos da doença aumentaram cerca de 20 vezes nos 30 anos que se 

seguiram ao fim das campanhas de vacinação contra a varíola (Rimoin, 2010) 

e cerca de 11% dos casos em pessoas não vacinadas são fatais (Jezec, 1988; 

McCollum, 2013). 



 

12 
 

Estudos filogenéticos indicam a existência de dois clados distintos de MPXV, 

classificados como África ocidental/EUA e Congo Basin. O primeiro, 

responsável pelas infecções nos EUA, é associado à doença mais amena, com 

redução na viremia e ausência de transmissão entre humanos e o segundo a 

doença mais grave (Likos, 2005). Acredita-se que reservatórios do MPXV 

sejam animais silvestres, e apesar de esses resevatórios serem 

desconhecidos, é provável a participação de roedores (McFadden, 2005; 

Reynolds, 2010). Até o momento, o único isolamento de MPXV em animal 

silvestre naturalmente infectado foi realizado em esquilos da espécie 

Funisciurus anerythrus, entretanto, existem diversos indícios da infecção em 

outros roedores (revisado por Parker, 2013). 

O Cowpox virus geralmente causa uma doença auto-limitada em humanos, 

mas a presença de condições debilitantes, como imunodeficiência, pode 

resultar em morte (Essbauer, 2010). Casos da doença já foram relatados na 

Europa, Ásia e África (Egito). Além disso, apesar de o vírus ter sido 

inicialmente associado às vacas de leite e ordenhadores, ele tem sido isolado 

de diversos animais (Essbauer, 2010; Amer, 2001; Vorou, 2008) como gatos, 

roedores e diversos animais de cativeiro ou de criação, como por exemplo, 

lhamas, elefantes, primatas, jaguatirica e mangustos (Figura 7) (Kurth, 2008; 

Cardeti, 2011; Hemmer, 2010; revisado por Girling, 2010).  

 

 

Figura 7: Lesões causadas por Cowpox virus. A: Lesões observadas na face de jovem 

infectado após contato com rato infectado com CPXV (Wolfs, 2002). B: Lesões no focinho e 

cabeça de gato infectado com CPXV (Reynolds, 2008). C: Lesões ao redor do olho de elefante 

infectado (Kurth, 2008). D: Lesões na orelha de lhama infectada (Cardeti, 2011). 
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Roedores apresentando ou não sinais clínicos são os reservatórios do CPXV 

(Revisado por Becker, 2009) e estudos sorológicos nesses animais 

demonstraram que a presença de anticorpos anti-CPXV aumenta no final do 

verão e começo do outono, período em que populações de roedores crescem 

na Europa (Chantey, 1999). Dentre as espécies de roedores das quais o vírus 

já foi isolado estão: Microtus agrestis, Rattus norvegicus, Rhombomys opimus 

e Meriones lybicus, indicando que o vírus pode apresentar múltiplos 

reservatórios (Essbauer, 2010). 

Casos de doença causada por CPXV em humanos são frequentemente 

notificados em ambientes urbanos indicando que, apesar de o vírus possuir 

reservatório silvestre, ele se adaptou a esse novo ambiente (Ducournau, 2013; 

Glatz, 2010). Neste contexo, a infecção de gatos é de grande relevância e tem 

sido reportada como importante fonte de infecção atual para humanos, uma 

vez que estes animais podem predar roedores infectados, se infectarem e 

transmitirem o vírus para os seres humanos (Zijlstra, 2009). Outro fator 

importante é a manutenção de roedores como pets, uma vez que estes animais 

são os reservatórios do vírus na natureza (Becker, 2009; Campe, 2009). 

Através de sequenciamento de genes específicos e ensaios de restrição 

enzimática, foi demonstrado que existe uma heterogeneidade genética entre 

amostras de CPVX que se correlaciona com a distribuição geográfica dos 

mesmos. Acredita-se que a variabilidade genética observada nessas amostras 

seja fruto de diferentes pressões seletivas encontradas em hospedeiros 

roedores distintos (Hansen, 2009; Okeke, 2014). Além disso, análises 

genéticas de vírus isolados em infecções de indivíduos correlacionados durante 

um surto, indicaram a co-circulação de duas amostras distintas de CPXV, o que 

pode ser um indício da presença de diferentes amostras em roedores de uma 

área próxima ou ainda que outro animal também possa atuar como fonte de 

infecção (Ducournau, 2013). 

O VACV é o protótipo do gênero Orthopoxvirus e também da família Poxviridae 

(ICTV, 2014) e durante décadas foi utilizado como vírus vacinal em campanhas 

de vacinação contra a varíola. Atualmente, devido ao risco da utilização do 

Variola virus ou outros ortopoxvírus como armas biológicas, somente militares 
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e alguns profissionais da saúde nos Estados Unidos recebem vacinação com o 

VACV. Estudos mostram que pode haver a infecção de familiares e outras 

pessoas próximas através do contato direto com o local de aplicação da vacina 

ou através de fômites. Em pessoas com doenças prévias como dermatite 

atópica, eczema ou imunocomprometimento, a infecção pelo VACV pode 

causar eczema vaccinatum, uma condição grave (Marcinak, 2007; Garde, 

2004; Vora, 2008).  

Diversas pesquisas são realizadas com o intuito de produzir compostos anti-

OPVs e vacinas mais seguras com o VACV. O vírus Ankara, uma linhagem de 

VACV modificada por passagens repetidas em fibroblastos de galinha, é 

bastante promissor por não causar efeitos adversos (Essbauer, 2010). Além 

disso, estudos têm sido realizados com o objetivo de desenvolver por 

engenharia genética vírus que exibam forte tropismo por células cancerígenas 

e que consigam controlar o desenvolvimento de tumores (Revisado por 

McFadden, 2005).  

Com relação à ocorrência natural do VACV, diversos surtos de doença 

exantemática causada por linhagens do vírus são reportados em búfalos na 

Índia (Buffalopox virus) e em vacas leiteiras no Brasil, sendo que em ambos 

locais o homem é comumente infectado (Damaso, 2000; Trindade, 2003; Leite, 

2005; Abrahão, 2009a; Gurav, 2011). Casos esporádicos e surtos de infecção 

por Buffalopox virus também foram relatados no Paquistão, Bangladesh, 

Rússia, Indonésia, Egito e Itália (revisado por Zafar, 2007).  

Recentemente, foi identicado um novo OPV zoonótico na Georgia (Europa), 

nomeado de Akhmeta virus. A infecção foi detectada em pacientes que lidavam 

com vacas leiteiras que apresentavam lesões exantemáticas em seus tetos. 

Apesar de não terem sido encontrados indícios de infecção recente (através da 

detecção de DNA viral e isolamento), observou-se a presença de anticorpos 

anti-OPV em humanos, vacas, roedores e mussaranhos da região próxima de 

onde os casos índices foram registrados. Pouco se sabe a respeito da 

circulação desse novo vírus, mas sua descoberta indica a relevância da 

emergência de novos ortopoxvírus e da necessidade de vigilância com relação 

aos mesmos (Vora, 2015). 
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1.3.Vaccinia virus 

1.3.1 Sintomatologia clínica, curso da infecção e eliminação viral 

A doença causada pelo Vaccinia virus no Brasil afeta principlamente o gado de 

leite e humanos (revisado por Kroon, 2011) e leva a formação de lesões 

ulcerativas. Em vacas lactantes, a doença recebe o nome de Vaccínia bovina 

(VB) ou Varíola bovina, que é caracterizada pelo surgimento de lesões no 

úbere (Figura 8A) e tetos (Figura 8B), enquanto que os bezerros, que se 

infectam através do contato durante a amamentação, apresentam lesões na 

mucosa oral (Figura 8C) e focinho (Figura 8D) (Leite, 2005). Após o 

aparecimento de lesões eritrematosas, surgem vesículas, que se desenvolvem 

em pápulas e pústulas, que dão origem a úlceras, que por sua vez supuram, 

levando à formação de crostas. A cura ocorre espontaneamente e a doença 

normalmente tem um curso de 3 a 4 semanas (Trindade, 2003; Trindade, 2006; 

Leite, 2005; Lobato, 2005). É comum a ocorrência de infecções secundárias 

nos locais das lesões e a mastite é de grande relevância para o gado de leite 

(Lobato, 2005; Damaso, 2000). Búfalos infectados pelo Buffalopox virus, que é 

a linhagem de VACV circulante na Índia, apresentam manifestações clínicas 

semelhantes àquelas observadas durante a VB em vacas, entretanto, as lesões 

nos búfalos podem ser disseminadas (Gurav, 2011). 

Análises da eliminação do vírus nas fezes desses animais demonstram que, 

mesmo após a cura das lesões, ainda são eliminadas partículas virais viáveis e 

dessa forma, a infecção não pode ser considerada resolvida. Quanto ao 

tropismo viral, observou-se, através de ensaios de imunoestoquímica, que 

órgãos linfoides, com relevância para placas de Peyer no íleo, são alvos 

importantes para o vírus, que também é encontrado no fígado e nos rins. Foi 

proposto que o vírus poderia se disseminar para órgãos linfóides através da 

infecção de linfócitos e macrófagos e que, no íleo, a infecção de células 

epiteliais e células caliciformes poderiam transportar o vírus ao lúmen do 

intestino, explicando assim a presença do mesmo nas fezes (Rivetti, 2013). 
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Figura 8: Lesões causadas por VACV no gado. A e B: Lesões nos tetos de vacas lactantes. 

C: Lesões na mucosa oral de bezerros. D: Lesões no focinho de bezerros (A e C: Leite, 2005 

com adaptações; B e D: Assis, 2013 com modificações). 

Adicionalmente a esses estudos, Abrahão e colaboradores (2009d) 

demonstraram a presença de DNA e partículas virais viáveis no leite, podendo 

ser essa uma forma alternativa de eliminação do vírus ou uma contaminação a 

partir de fragmentação de crostas das lesões nos tetos durante a ordenha. A 

primeira hipótese é corroborada por um estudo que detectou a presença de 

DNA viral em leite retirado com auxílio de sonda em vacas experimentalmente 

infectadas (DeOliveira, 2015). 

Em humanos, a doença geralmente ocorre em ordenhadores que entram em 

contato com lesões de bovinos infectados durante a realização da ordenha 

manual, sendo assim, ela é considerada uma zoonose ocupacional (Trindade, 

2003). As lesões são comumente observadas nas mãos e braços e apresentam 

padrão de evolução semelhante àquele descrito para bovinos (Figura 10 A, B, 

C, D), com linfoadenopatia (Figura 10 E), febre e eventuais infecções 
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secundárias, sendo de 4 semanas o curso aproximado da doença (Trindade, 

2004; Trindade, 2006; Trindade, 2009; Lobato, 2005; Silva-Fernandes, 2005). 

Humanos infectados com Buffalopox virus (BPXV) também apresentam os 

mesmos sinais clínicos e curso da infecção descritos para VACV no Brasil. A 

detecção de lesões na mucosa oral de crianças infectadas com BPXV que não 

apresentavam contato com animais domésticos ou silvestres é sugestiva de 

que o consumo de leite cru pode ser uma rota alternativa de disseminação do 

vírus (Gurav, 2011). 

 

Figura 9: Sinais clínicos da doença causada por VACV em humanos. A: Pápula inicial. B: 

Evolução das lesões. C e D: Ampliação das lesões mostradas em A e B. E: Linfagite no braço 

esquerdo do paciente (Trindade, 2009). 

Estudos in vivo em que amostras de Vaccinia virus foram inoculadas em 

camundongos via intranasal, revelaram que a utilização de amostras 

consideradas virulentas, como VACV-Western reserve (WR) levaram 100% dos 

animais a óbito no sexto dia após a infecção e os principais sinais clínicos 

apresentados foram piloereção, arqueamento dorsal e perda de peso, podendo 

haver balanopostite e alopecia periocular. Nos animais inoculados com a 

amostra não virulenta Guarani propriedade 2 (GP2), apesar de não serem 
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observados sinais clínicos, ocorre a produção de anticorpos e DNA viral é 

recuperado em fezes durante todo o curso da infecção, indicando seu caráter 

persistente. Além disso, DNA viral é recuperado na urina de animais infectados 

tanto com VACV-WR quanto com VACV-GP2 durante a fase aguda da doença 

(até o 7o d.p.i.), partículas infecciosas também são esporadicamente 

detectadas. Em amostras de saliva, somente DNA viral pôde ser detectado e 

apenas em animais infectados com a linhagem WR (Ferreira, 2008). A titulação 

viral dos órgãos dos animais infectados com amostras virulentas revelou a 

presença do vírus na traquéia, pulmões, coração, fígado, baço e cérebro, 

indicando a propagação sistêmica do vírus.  

Através da utilização de via de inoculação intradérmica das amostras de VACV 

BeAn 58058, WR e Araçatuba em camundongos Balb/C, observou-se a 

formação de lesões exantemáticas típicas de poxvírus, iniciando-se com o 

inxaço no local (dia 2 p.i.), aparecimento de vesículas com lesões ulcerativas 

(dia 4 p.i.), evolução para pústulas com presença de pus (dias 13-17 p.i.), 

formação de crostas (dia 18 p.i.) e cicatrização completa após o vigésimo dia 

(Ferreira, 2008 c). Em animais experimentaltmente infectados com o Belo 

Horizonte virus (VBH), uma amostra de VACV isolada de camundongos, foi 

observado o aparecimento de lesões na pele, com evolução para erupções 

cutâneas generalizadas e morte subsequente (Trindade, 2004).  

Uma vez que foi proposto que partículas virais são eliminadas no leite de vacas 

infectadas com o VACV, foram realizados experimentos de inoculação de leite 

experimentalmente contaminado com a amostra não virulenta GP2 em 

camundongos Balb/c. Apesar de nenhum dos animais ter apresentado sinais 

clínicos, foi possível detectar DNA viral em swabs orais em períodos 

intermitentes, além de fezes, sangue, pulmões, coração, língua, rins, fígado e 

baço. Anticorpos neutralizantes foram detectados em 50% dos animais a partir 

do 20o dia após a infecção, com títulos variando de 1:80 a 1:160. Esses 

resultados são indícios de uma infecção sistêmica e possivelmente persistente, 

já que o DNA viral foi detectado até o 30o d.p.i. Além disso, a hipótese de que o 

leite contaminado possa ser uma rota alternativa de infecção é reforçada 

(Rehfeld, 2015). 
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1.3.2 Histórico do Vaccinia virus no Brasil e espectro de 

hospedeiros 

Os primeiros VACVs brasileiros foram isolados nas décadas de 1950 e 1960, 

sendo o BeAn58058 proveniente de um roedor naturalmente infectado do 

gênero Orizomys (gênero agora subdivido em diversas espécies) capturado na 

Floresta Amazônica no estado do Pará (daFonseca, 1998) e o segundo, o vírus 

SPAn232, detectado em um camundongo sentinela na floresta de Cotia em 

São Paulo (Ueda, 1978; daFonseca, 2002). 

Após este período, somente com o início da notificação de surtos de Vaccínia 

Bovina em 1999, as pesquisas com o VACV se fortaleceram e indícios da 

circulação do vírus se tornaram cada vez mais presentes (Damaso, 2000). No 

inicio da década de 2000, os vírus Cantagalo e Araçatuba foram isolados a 

partir de amostras de bovinos e humanos infectados apresentando lesões 

exantemáticas características, nos estados de Rio de Janeiro e São Paulo, 

ambos na região sudeste do Brasil (Damaso, 2000; Trindade, 2003). Apesar de 

o sudeste brasileiro representar o epicentro com diversos surtos de VB 

reportados (Leite, 2005; Lobato, 2005; Trindade, 2006; Donatele, 2007; Megid, 

2008; Abrahão, 2009a; Schatzmayr, 2011; Assis, 2012a), observa-se uma 

irradiação e indícios da circulação do vírus já foram demonstrados em todas as 

regiões do país (Figura 10). 

Em 2009 foi reportado um surto de VB afetando o gado leiteiro e humanos no 

Tocantins (Medaglia, 2009) e outro em 2010 no estado do Pará (Assis, 2013), 

ambos na região norte do Brasil. Além disso, diversos surtos foram detectados 

em um estudo longitudinal em fazendas do Mato Grosso (região próxima à 

Floresta Amazônica) e Rondônia, sendo a dispersão do vírus atribuída ao 

transporte de gado e à movimentação dos ordenhadores (Quixabeira-Santos, 

2011). Também na região norte do país, um estudo sorológico demonstrou a 

presença de anticorpos anti-OPV em moradores de uma região rural da 

Amazônia, na qual não existem relatos de surtos de VB (Mota, 2010).   

Com relação às regiões Central, Nordeste e Sul, surtos de VB foram 

identificados mais de uma vez no estado de Goiás, com o vírus infectando 

gado e homem (Nagasse-Sugahara, 2004; Sant’Ana, 2013); um surto em 
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bovinos e humanos já foi reportado no Maranhão (Oliveira, 2013) e os vírus 

Pelotas 1 e Pelotas 2 foram isolados de uma lesão de cavalo no Rio Grande do 

Sul (Brum, 2010; Campos, 2010). 

Figura 10: Circulação de Vaccina virus no Brasil (Oliveira 2013, com modificações). 

Além dos casos de infecção pelo VACV detectados em bovinos, humanos e 

cavalos, outros animais são implicados na cadeia de transmissão do vírus no 

Brasil. Dentre eles estão búfalos (Assis, 2012 b), macacos (Cebus apella e 

Allouata caraya) (Abrahão, 2010), animais domésticos (Peres, 2013), roedores 

(Abrahão, 2009a; Schatzmayr, 2011; Peres, 2016) incluindo capivaras 

(Hydrochoerus hydrochaeris) (Barbosa, 2014) e cutia (Desyprocta sp.) e outros 

pequenos mamíferos como quati (Nasua nasua) (Abrahão, 2010).  

Estudos que avaliaram a presença de anticorpos anti-OPV em animais 

inseridos ou não em contexto de surto de VB revelaram resultados 

contrastantes. Abrahão e colaboradores (2009a) demonstraram a presença do 

mesmo vírus (Mariana virus) no gado, humanos e roedores (Mus musculus) 

durante um surto de VB, mas não encontraram indícios de infecção em animais 
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domésticos como cães, gatos e porcos. Além disso, Schatzmayr e 

colaboradores (2011) detectaram soroprevalência de 77,9% em humanos, 

49,2% no gado leiteiro e 17,9% em roedores silvestres. Peres e colaboradores 

(2013) por sua vez detectaram baixa soroprevalência de anticorpos anti-OPV 

em pequenos roedores, sendo que cães, suínos e gatos apresentaram maior 

representatividade. Em um segundo estudo do grupo foi demonstrada a 

presença de DNA viral em gambás (Didelphis albiventris) e cães (Peres, 2016). 

Somando-se às detecções já descritas, o vírus Belo Horizonte foi isolado 

durante um surto de doença exantemática em camundongos Swiss de um 

biotério na Universidade Federal de Minas Gerais (Diniz, 2001; Trindade, 

2004). 

A origem do VACV no Brasil é um tema controverso e passível de muita 

investigação. Duas teorias são propostas: a primeira sugere que amostras 

vacinais utilizadas durante campanhas de erradicação da varíola teriam 

escapado para a natureza e se diferenciado ao longo do tempo em 

hospedeiros desconhecidos (Damaso, 2000). Já a segunda propõe que esses 

vírus já possuíam uma circulação natural em reservatórios desconhecidos 

(Trindade, 2007a; Drumond, 2008).  

A comparação do genoma completo de clones vacinais (VACV-IOC) com 

amostras provenientes de surtos de VB revelou que estes se agrupam com 

Horsepox virus, mas os clones vacinais apresentam maior similaridade com o 

mesmo do que as amostras de campo. Além disso, as amostras de campo 

possuem maior perda genética quando comparadas com grupo irmão Dryvax. 

Com estes dados, Medaglia e colaboradores (2015) propuseram que as 

amostras brasileiras teriam se originado a partir da amostra vacinal IOC e co-

evoluido com as mesmas durante o tempo. Entretanto, com a análise 

filogenética de diversos genes de amostras brasileiras e linhagens vacinais 

utilizadas no Brasil, foi observada a presença de substituições e marcadores 

próprios de cada vírus, indicando a possível existência de origens múltiplas 

para os vírus aqui isolados e que os mesmos estiveram sujeitos a diferentes 

pressões seletivas para adaptação à diferentes hospedeiros. 

Interessantemente, quando esses vírus são agrupados em uma árvore 

filogenética, os vírus brasileiros tendem a formar um clado distinto daquele 
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formado por linhagens vacinais, enfraquecendo, mas não excluindo 

completamente a possibilidade de sua origem vacinal (Drumond, 2007). 

A partir da análise filogenética dos genes A56R, E3L e B19R foi criada uma 

divisão de linhagens de VACV em dois grupos (figura 11), o grupo 1 contém os 

vírus Araçatuba, Cantagalo, Guarani P2, Passatempo e outras amostras 

brasileiras e o grupo 2, os vírus Guarani P1, Belo Horizonte, BeAn 58058, 

SPAn323 e também a amostra protótipo VACV/WR (Trindade, 2007b), essa 

divisão também foi corroborada também pela análise das sequências dos 

genes C6L, C7L, K1L, K2L, K3L e B5R (Drumond, 2007). O grupo 1 

caracteriza-se pela presença de uma deleção de 18 nucleotídeos no gene 

A56R, que codifica a hemaglutinina viral, enquanto representantes do grupo 2 

não a possuem (Trindade, 2007b). Foi demonstrado também que existe uma 

deleção no gene que codifica a proteína de ligação a quimiocina CC (C23L) em 

linhagens do grupo 1, mas não do grupo 2 (Assis, 2012). Leite e colaboradores 

(2007) mostraram ainda que o gene A26L que codifica a proteína do 

corpúsculo de inclusão do tipo A é polimórfico entre amostras brasileiras, sendo 

presente em SPAn232, deletado em alguns vírus como VBH, BeAn e GP1 e 

com dois blocos de deleções de 12 e 21 pares de bases em outros (ARAV, 

GP2V, MURV e PSTV).  
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Figura 11: Árvore filogenética de isolados brasileiros de VACV, linhagens vacinais e 

outros OPVs (Trindade, 2007b). 

Ensaios biológicos de inoculação intranasal de isolados brasileiros e controles 

como WR e LST-But, corroboram os estudos filogenéticos e dividem as 

amostras brasileiras de VACV em dois grupos. O grupo classificado como 1 

através de estudos filogenéticos, apresenta vírus pouco virulentos, que causam 

infecções subclínicas em modelo murino. Já os vírus do segundo grupo, são 

virulentos nesse tipo de modelo, causando sinais clínicos como piloereção, 

perda de peso e arqueamento dorsal, além de alta morbidade (Ferreira, 

2008b). Campos e colaboradores (2011) também mostraram que o fenótipo de 

placa é diferente entre uma linhagem do grupo 1 e outra do grupo 2 isoladas de 

um mesmo equíno, sendo as placas do primeiro grupo menores.  

Outro estudo demostrou ainda que vírus de placas pequenas e grandes podem 

ser isolados de uma mesma amostra de lesão, e análises subsequentes 
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desses clones purificados corroboraram que aqueles pertencentes ao grupo 2 

eram virulentos em modelo animal, apresentavam multiplicação mais rápida e 

formavam cometas, enquanto que aqueles do grupo 1 eram avirulentos e se 

multiplicavam menos. Interessantemente, para alguns clones foi demonstrada a 

presença de marcadores moleculares de ambos os grupos, como por exemplo, 

os genes A56R e C23L característicos do grupo 2 e A26L do grupo 1. Tais 

dados indicam que existe uma grande diversidade de amostras circulantes e 

que pode haver recombinação entre as mesmas, podende ser este um 

indicativo das origens múltiplas dessas amostras (Oliveira, 2015). 

1.3.3 Roedores e Vaccinia virus 

A detecção do VACV, seu DNA ou de anticorpos anti-OPV em roedores no 

Brasil, apesar de pouco explorada (dados resumidos na tabela 2), é de grande 

importância para o estudo da cadeia de transmissão do vírus no país. Dentre 

os vírus isolados a partir de animais naturalmente infectados, 3 são 

classificados no grupo 2 de VACVs brasileiros (BeAn58058, Span 232 e VBH) 

(daFonseca, 1998; daFonseca2002; Trindade, 2004) e um no grupo 1 (Mariana 

virus) (Abrahão, 2009), revelando uma diversidade de agentes circulantes. 

Além disso, os roedores infectados ou portadores de anticorpos anti-OPV são 

provenientes das áreas sudeste (daFonseca, 2002; Abrahão, 2009; 

Schatzmayr, 2001; Peres, 2013), norte (daFonseca, 1998) e possivelmente sul 

(Trindade, 2004), revelando também como essa infecção ocorre por todo o 

país.  
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Tabela 2: Detecção de OPV em pequenos roedores no Brasil 

Espécie Ano Ocorrência Tipo de detecção Local Referência 

Oryzomys sp. 1963 Natural Isolamento 

Floresta 

Amazônica - 

Pará 

daFonseca, 

1998 

Mus musculus 1965 Sentinela Isolamento 

Floresta de 

Cotia - São 

Paulo 

Ueda, 1978 

Mus musculus - Swiss 2001 
Natural em 

biotério 

Isolamento, 

amplificação de 

DNA e teste de 

neutralização com 

soro anti-OPV 

Biotério da 

UFMG - Belo 

Horizonte, 

MG (animais 

provenientes 

de Curitiba) 

Diniz, 2001; 

Trindade 

2004 

Mus musculus 2009 
Natural - 

surto de VB 

 

Isolamento, 

amplificação e 

sequenciamento 

de DNA, PRNT 

Mariana, 

Minas Gerais 

Abrahão, 

2009a 

Oligoryzomys nigripes, 

Akodon cursor, 

Nectomys squamipes, 

Euryorysomys russatus 

 

 

2001 

- 

2011 

 

 

Natural – 

períodos 

com surto 

de VB 

PRNT 

Áreas rurais 

do estado do 

Rio de 

Janeiro 

Schatzmayr, 

2011 

 

Oligoryzomys nigripes, 

Oligoryzomys flavensces, 

Sooretamys angouya 

2010 

Natural - 

sem surto 

de VB no 

momento 

da coleta 

Ensaios 

sorológicos: PRNT 

e neutralização 

viral 

 

Áreas rurais 

do estado de 

São Paulo 

 

Peres, 2013 

 

Estudos em modelo murino revelaram que Mus musculus infectados via 

intranasal com VACV eliminam o vírus nas fezes e partículas virais podem ser 

manter viáveis por períodos de até 20 dias, em condições que mimetizam 

aquelas do período de maior relato de surtos de BV na região sudeste do 

Brasil, que é a estação seca (meses de junho e julho), sendo que o DNA viral 

pode ser encontrado em até 60 dias. Neste contexto é importante relatar que 

camundongos expostos às fezes de outros camundongos infectados tornaram-

se também infectados (sem apresentarem sinais clínicos de doença), dando 

continuidade a um ciclo de transmissões. Dessa forma, este pode ser um 

veículo através do qual a transmissão do vírus ocorre no Brasil. Uma vez 
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protegido de danos ambientais nas fezes, o vírus poderia infectar outros 

roedores, humanos e bovinos através da contaminação de alimentos ou 

mesmo a aspiração das fezes (Abrahão, 2009b; Ferreira, 2008; Abrahão, 

2009a). Além disso, estudos mostraram que camundongos podem se infectar 

quando expostos a fezes de bovino infectado com VACV, sugerindo um 

possível mecanismo através do qual a sua infecção poderia ocorrer durante os 

surtos de VB (D’Anunciação, 2012). 

Abrahão e colaboradores relataram uma relação direta da presença de 

excrementos de roedores com a identificação de surtos de BV (Abrahão, 

2009b). Levando em consideração dados citados acima, foi proposto um 

modelo hipotético de transmissão no qual o roedor é capaz de se infectar tanto 

com o vírus proveniente do ambiente silvestre como aquele proveniente de 

surtos em ambientes rurais, atuando como uma ponte para a transmissão do 

vírus entre esses dois ambientes (Figura 12) (Abrahão, 2009a). 

 

Figura 12: Adaptação do modelo hipotético proposto por Abrahão e colaboradores para 

a participação de roedores no ciclo de transmissão do VACV (Abrahão, 2009a com 

modificações). 

Neste modelo, as linhas cheias representam mecanismos já demonstrados, 

enquanto linhas tracejadas representam mecanismos de transmissão não 

comprovados cientificamente. É proposto que roedores peridomésticos seriam 

capazes de se infectar através do contato com possíveis reservatórios 

silvestres e levar o vírus para fazendas, nas quais poderia infectar humanos e 

bovinos. Além disso, um roedor peridoméstico não infectado, poderia adquirir o 
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vírus nas fazendas durante surtos de BV e levar o vírus para o ambiente 

silvestre, podendo assim infectar outros animais e dar continuaidade a um ciclo 

silvestre da doença (Abrahão, 2009a). 

1.4. Ecologia de pequenos mamíferos 

O termo “pequenos mamíferos” é utilizado para definir mamíferos não voadores 

com menos de 1kg, mas é comumente adotado como referência para roedores 

e marsupiais. Esses animais correspondem a quase metade dos mamíferos 

identificados no mundo (Bennett, 1996). Os hábitos alimentares são diversos, 

podendo ser onívoros e frugívoros. Muitos se alimentam de insetos, frutos, 

sementes e pode haver necrofagia. Além disso, pode existir um padrão sazonal 

na alimentação, que varia de acordo com a disponibilidade de recursos. O 

consumo de restos de matéria orgânica e lixo por eles é comum em ambientes 

urbanos (Ramos, 2007).  

De acordo com a Lista Anotada dos Mamíferos do Brasil (Paglia, 2012), no 

Brasil existem 9 famílias, 74 gêneros e 234 espécies de roedores, 

correspondendo a 34,7% dos mamíferos encontrados no país. O maior número 

de espécies é observado na Mata Atlântica, seguida pela Floresta Amazônia e 

Cerrado. Alguns gêneros e espécies de roedores são representados na figura 

13.  
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Figura 13: Exemplares de alguns roedores encontrados no Brasil. A: Akodon montenses. 

B: Calomys expulsus. C: Juliomys pictipes. D: Cerradomys subflavus. E: Necromys lasiurus. F: 

Nectomys squamipes. G: Oecomys sp. H: Oligoryzomys microtis. I:  Oxymycterus judex 

(Bonvicino, 2008). 

Os roedores brasileiros apresentam extensa gama de adaptações fisiológicas 

envolvendo alimentação, período de maior atividade, período de reprodução e 

modo de locomoção. As áreas de vida e frequências de movimentação são 

relativamente semelhantes e a capacidade de se adaptar a ambientes 

antropizados é variável entre as espécies.  
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Tabela 3:  Características de alguns roedores encontrados no Brasil relevantes para o trabalho. 

CE: Cerrado. CA: Caatinga. Pt:: Pantanal. Pp: Pampas. MA: Mata Atlântica. Am: Amazônia

Espécie/ 
gênero 

Ocorrência Reprodução 
Hábitos 

alimentares 
Atividade Locomoção 

Frequência de 
movimentação 

Área de vida Observações Referências 

Akodon cursor MA, Ca, Ce Todo o ano 
Onívoro - 
insetívoro 

Noturno Terrestre 0 a 30 metros 0,12 – 0,68 ha 
Adaptados a ambientes 

fragmentados 
Geise, 2011;  Rossi, 2011;  

Paglia, 2012 

Oxymycterus 
Am, MA, Ce, 

Ca, Pp 
Todo o ano 

Onívoro - 
Insetivoro 

Noturno 
Semi - 

fossorial 
46,56 a 
60,37 m 

0,58 ha 
(machos) e 0,88 

ha (fêmeas) 

Considerados 
especialistas 

Pedreira, 1998; Paise, 2006;  
Paglia, 2012 

Nectomys 
squamipes 

MA, Ce 
Final da 
estação 
chuvosa 

Onívoro Noturno 
Semi - 

aquático 
20,4 a 90,4 m 0,3 – 1,6 ha 

Adapta-se a ambientes 
diversos 

Ernest, 1986;  Rossi, 2011;  
Paglia, 2012 

Necromys 
lasiurus 

Todos os 
biomas 

brasileiros 
Todo o ano 

Frugívoro - 
onívoro 

Diurno Terrestre 
27,4 – 31,3 m 

(machos) e 10,2 – 
23,1 m (fêmeas) 

0,2 – 0,52 ha Generalistas 
Becker, 2007;  Pires, 2009;  
Rossi, 2011;  Paglia, 2012 

Oligoryzomys 
Todos os 
biomas 

brasileiros 
Todo o ano 

Frugívoro - 
granívoro 

Noturno Terrestre 
18,04 m (fêmeas) e 
31,81 m (machos) 
para O. nigripes 

0,9 – 4,13 ha 
para O. nigripes 

Podem estar associados 
a ambientes antropizados 

Pütker, 2006;  Boiani, 2008;  
Braga, 2009;  Miranda, 2009;  

Rossi, 2011;  Paglia, 2012 

Cerradomys 
subflavus 

MA, Ce 

Maior captura 
de jovens no 

fim da estação 
chuvosa 

Frugívoro - 
granívoro 

- Terrestre - - 
Generalistas e 

associados a ambientes 
antropizados 

Vieira, 1997; Bergallo, 2005;  
Percequillo, 2008;  Paglia, 

2012; Bonvicino, 2014; 

Oecomys 
catherinae 

MA, Ce, Ca  
Frugívoro - 
granívoro 

- Arborícola - - - Paglia, 2012 

Calomys 
Ce, Ca, MA, 

Pp, Pt 

Picos no início 
das estações 

seca e chuvosa 

Frugívoro - 
granívoro 

Noturno Terrestre 
Cerca de 30 m em 

ambientes 
antropizados 

- 
Podem estar associados 
a ambientes antropizados 

Melo, 1984;  Póvoa; 2007;  
Sommaro, 2010;  Rossi, 2011;  

Paglia, 2012 

Trinomys MA, Ce, Ca Todo o ano 
Frugívoro - 
granívoro 

Noturno Terrestre 
Menor que 30 m 
para T. iheringi 

0,29 a 1,26 ha 
para T. iheringi 

- 
Brito, 2003;  Percequillo, 2008;  
Cordeiro Júnior, 2006;  Attias, 

2009;  Paglia, 2012 

Juliomys MA - 
Frugivoro – 
predador de 
sementes 

Noturno Arborícola - - 
Pouco conhecimento 

acerca do gênero 

Oliveira, 2002;  Paresque, 
2009;  Rossi, 2011;  Paglia, 

2012;  Fonseca, 2013;  
Cerboncini, 2014 

Guerilinguetus 
ingrami 

MA - 
Frugívoro - 
granívoro 

Diurno Escansorial - Pequena 
Possuem características 
que os permitem ocupar 
florestas fragmentadas 

Ribeiro, 2009;  Mendes, 2011;  
Paglia, 2012 

Mus musculus/ 
Rattus rattus 

Exótico / 
sinantrópico 

Todo o ano Onívoro Noturno Terrestre 

< 30 m para M. 
musculus, 27 m 
(fêmeas) e 38 m 
(machos) de R. 

rattus 

0,22 – 1,78 ha 
para Rattus rattus 

e 0,16 ha para 
Mus musculus 

Vivem em grupos 
familiares 

Ewer, 1971; Mackenzie, 1972;  
Bonvicino, 2014;  Whisson, 

2007;  Stivanin, 2011;  Phifer-
Rixey, 2015 
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Entre marsupiais, é encontrada uma família, 16 gêneros e 55 espécies, sendo 

essas registradas em maior quantidade na Floresta Amazônica, Cerrado e 

Mata Altântica. 

Figura 14: Alguns marsupiais encontrados no Brasil relevantes para o trabalho. 

A:Caluromys philander (Pontes). B: Monodelphis americana 

(http://nelscience.blogspot.com.br/2015/11/genus-monodelphis-grupo-m-americana.html). C: 

Didelphis albiventris (Stumpp,2009) D: Gracilinanus agilis (Stumpp, 2009). E: Marmosops 

parvidens (http://www.mammalogy.org/marmosops-parvidens-1698). F: Didelphis aurita 

(http://www.planet-mammiferes.org/drupal/node/25?indice=Didelphis+aurita) 

Os marsupiais da América do Sul geralmente possuem estações definidas de 

reprodução começando antes do período de chuvas. Esses animais são mais 

ativos durante períodos úmidos e possuem hábitos noturnos, não sociais e 

alimentação do tipo generalista (Revisado por Loretto, 2006).  Os marsupiais 

com relevância para o presente trabalho são encontrados em áreas de Mata 

Atlântica e Cerrado, possuem estações reprodutivas semelhantes e são 

onívoros. É importante ressaltar que as áreas de vida, a movimentação e a 

capacidade de se adaptar a ambientes antropizados são bastante distintas 

(Tabela 4).  
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Tabela 4: Características de espécies/gêneros de marsupiais relevantes para o trabalho. 

Espécie/ 
gênero 

Ocorrência Reprodução 
Hábitos 

alimentares 
Atividade Locomoção 

Frequência de 
movimentação 

Área de vida Observações Referências 

 

Didelphis aurita/ 
Didelphis 
albiventris 

CE, CA, Pt, Pp 
(D. albiventris), 
MA (D. aurita) 

Padrão poliéstrico 
sazonal – estação 

chuvosa 

Frugívoro – 
onívoro 

Noturno Escansorial <1000 m 
2,5 ha                    

(D. albiventris) e    
1,8 ha (D. aurita) 

Sinantrópicos 
associados a 

áreas urbanizadas 

Sunquist, 1987; 
Freitas, 1997; 

Cárceres, 2002; 
Graipel, 2006; 

Sanches, 2009; 
Oliveira, 2010, Paglia, 
2012; Oliveira, 2015 

Gracilnianus 
microtarsus 

CE Estação chuvosa 
Insetívoro - 

onívoro 
Noturno Arborícola 24 m 

0,12 – 0,09 ha 
(fêmeas) e 0,14 – 
0,18 ha (machos) 

São animais 
solitários e podem 
viver de um a dois 

anos 

Stumpp, 2009; Pires, 
2010; Paglia, 2012; 

Smith, 2012 

Marmosopis 
incanus 

MA, CE, CA Estação chuvosa 
Insetívoro - 

onívoro 
Noturno Escansorial 28 m 

0,15 ha (fêmeas) e 
0,27 – 0,4 ha 

(machos) 

Associados a 
ambientes 

antropizados e 
semelparidade 
observada em 

machos 

Zangrandi, 2007; 
Loretto, 2008; Rossi, 
2011; Paglia, 1012 

Monodelphis 
americana 

CE , MA 
Ano todo/ estação 

chuvosa 
Insetívoro - 

onívoro 
Diurno Terrestre 73,14 m 0,044 ha 

Estudos indicam 
que podem ser 

semélparos 

Eisenberg, 1992; 
Macrini, 2004; Solari, 
2010; Rossi, 2011; 

Paglia, 2012 

Caluromys 
philander 

Am, MA, CE, Pt 

Três vezes por 
ano, variando de 

acordo com a 
disponibilidade de 

alimento 

Frugívoro - 
onívoro 

Noturno Arborícola 200 m 3,1 ha 

Encontrados em 
áreas de mata e 

apresentam 
hábitos 

especialistas 

Rossi, 2011; Paglia, 
2012; Jefrey, 2012; 
Nascimento, 2013; 

Macrini, 2014 

CE: Cerrado. CA: Caatinga. Pt:: Pantanal. Pp: Pampas. MA: Mata Atlântica. Am: Amazônia
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Além de roedores e marsupiais, dentre os pequenos mamíferos, encontra-se o 

Sylvilagus brasiliensis (Figura 15), a única espécie da ordem Lagomorpha 

descrita no Brasil. Esses animais são conhecidos popularmente como coelho 

ou tapeti e distribuem-se em todos os biomas do país (Paglia, 2012). Eles são 

pequenos, solitários, herbívoros, terrestres e com hábitos noturnos ou 

crepusculares (Revisado por Langguth, 2003). Geralmente vivem em florestas, 

mas podem se adaptar a bordas e pastagens. Sua prole é pequena (média de 

1,2 filhotes por ninhada) e o período de gestação varia de acordo com o local 

onde são capturados (28 a 44 dias) (Malpica, 2008). 

  

Figura 15: Exemplar de Sylvilagus brasiliensis (http://www.mammalogy.org/sylvilagus-

brasiliensis-666) 

 

1.5. Pequenos mamíferos como fonte de patógenos 

Roedores possuem grande relevância para a saúde pública, uma vez que 

podem transmitir e atuarem como reservatórios de diversos patógenos. Entre 

as doenças associadas a roedores estão a lepitospirose, principalmente em 

ambientes urbanos; peste bulbônica; hantavirose; febres hemorrágicas; doença 

causada por Monkeypox virus, angiostrongilose (Mackenzie 1972, Himsworth 

2012); febre maculosa (Ogrzewalska, 2012), dentre outras. Através da análise 

de dados relacionados à detecção de vírus em roedores, Luis (2013) 

demonstrou que 179 diferentes vírus estão associados a esses animais. Além 

disso, 68 vírus zoonóticos foram documentados em espécies de roedores, 

evidenciando sua importância na emergência de doenças. 

Com o aumento da população em centros urbanos, aumentam as chances de 

contato entre humanos e roedores, elevando os riscos de epidemias das 
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doenças, principalmente em aglomerados mais precários. O mesmo ocorre em 

ambientes rurais e silvestres após modificações do hábitat, levando a 

alterações nas dinâmicas populacionais e propiciando maior contato entre os 

roedores e humanos, animais domésticos e de criação (Revisado por 

Himsworth, 2012; Ministério da Saúde, 2002). 

Devido à proximidade filogenética, a probabilidade de compartilhamento de 

patógenos entre humanos e outros animais é maior com mamíferos e, devido 

ao fato de roedores representarem o maior grupo de mamíferos, eles são 

capazes de abrigar diversos tipos de patógenos humanos. Outros aspectos que 

favorecem a participação de roedores na cadeia de transmissão de patógenos 

zoonóticas são: a rápida taxa de reprodução desses animais e o contato 

próximo que podem estabelecer com humanos. Estudos de captura de 

roedores em locais distintos dos Estados Unidos para busca por vírus 

causadores de febres hemorrágicas indicaram que a presença do vírus está 

negativamente correlacionada com a biodiversidade. Esse fato é explicado pela 

teoria da diluição proposta por Ostfeld, que preconiza que a maior 

biodiversidade de espécies de roedores em uma comunidade diminui a chance 

de contatos entre hospedeiros produtivos e assim, reduz a transmissão do 

mesmo entre os roedores hospedeiros e, consequentemente, para os 

humanos. Essa teoria se aplica principalmente para doenças transmitidas por 

roedores generalistas, que, após modificações antropogênicas conseguem se 

adaptar melhor ao novo ambiente e, por competição, eliminar espécies 

especialistas, aumentando sua densidade populacional e a chance de contato 

e transmissão do patógeno para humanos (Mills, 2006). 
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II. JUSTIFICATIVA 

Os vírus do gênero Orthopoxvirus são responsáveis por causar doenças no 

homem e em animais. Dentre eles, o Variola virus, erradicado através de 

campanhas de vacinação coordenadas pela Organização Mundial da Saúde e 

outros vírus que têm chamado atenção por seu potencial zoonótico e sua 

emergência em localidades distintas. É o caso de Monkeypox virus, que causa 

doença grave em humanos e cujos surtos são frequentemente reportados em 

países da África. O Cowpox virus, que apesar de causar patogenia menos 

grave em humanos, causa doença recorrente em países da Europa e tem 

importante circulação em ambiente urbanos, associada à atividade predatória 

entre roedores e gatos e ao contato dos mesmos com outros animais e com 

humanos. No Brasil o ortopoxvírus circulante é o Vaccinia virus, que afeta 

principalmente o gado de leite e trabalhadores que lidam com esses animais. 

No Brasil, o VACV foi isolado pela primeira vez na década de sessenta e desde 

o final da década de noventa, diversos surtos de vaccínia bovina tem sido 

relatados no país. A doença gera perda econômica, uma vez que a produção 

de leite é reduzida em animais infectados e trabalhadores muitas vezes são 

afastados de suas funções. Além disso, existe um impacto na saúde pública, 

uma vez que esses trabalhadores geralmente procuram tratamento médico e 

muitas vezes recebem medicamentos desnecessários devido à falta de 

conhecimento de clínicos a respeito da doença. É observado também impacto 

social durante surtos, pois é comum a utilização de mão de obra familiar em 

pequenas fazendas de produção de leite. 

O hospedeiro natural do VACV ainda é desconhecido, mas existem evidências 

da participação de roedores na cadeia de transmissão do vírus. No Brasil, 

indícios da presença do vírus já foram obtidos de animais naturalmente 

infectados e em animal sentinela. Além disso, foi demonstrado que roedores 

eliminam partículas virais em suas fezes e são capazes de transmitir o vírus 

para outros roedores e também se infectar através do contato com fezes de 

bovinos infectados e a infecção também pode ocorrer através do leite bovino 

infectado com partículas virais. 
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Visto que no Brasil são encontradas cerca de 230 espécies de roedores e a 

maioria deles é de pequeno porte e que roedores são hospedeiros naturais do 

Cowpox virus e possivelmente de Monkeypox virus, além das informações 

acerca da infecção por VACV nesses animais, é importante estudar a 

circulação desses vírus em roedores brasileiros. Este estudo irá colaborar para 

o melhor entendimento da cadeia de transmissão do vírus e possibilitar a 

prevenção de novos surtos, que geram tantos danos para a economia leiteira e 

populações vulneráveis. 

Uma vez que já foram encontrados indícios de infecção por OPVs em 

marsupiais e que estes animais podem apresentar comportamento 

sinantrópico, a avaliação da circulação de VACV nos mesmos também se faz 

importante.  

Outro aspecto relevante da circulação de VACV é ausência de sua detecção 

em ambientes urbanos. A circulação e presença de doença causada por 

Cowpox virus em centros urbanos também estimulam a pesquisa por VACV 

nesses locais. A busca por esse vírus nesses roedores auxiliará no 

esclarecimento sobre sua presença ou ausência, se ocorre infecção não 

notificada ou se o vírus por motivos diversos não é capaz de infectar outros 

animais, incluindo o homem nesses ambientes.  
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III. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a circulação de Orthopoxvirus em pequenos mamíferos de áreas 

urbanas, rurais e silvestres, do estado de Minas Gerais. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1 Montar coleções de soros e tecidos de pequenos mamíferos de Minas 

Gerais; 

3.2.2 Detectar a presença de DNA de Orthopoxvirus em roedores e outros 

pequenos mamíferos em amostras de fígado e soro; 

3.2.3 Avaliar a presença de DNA de OPVs em diferentes vísceras disponíveis 

de animais com amostras positivas; 

3.2.4 Determinar a espécie viral a partir da amplificação de diferentes alvos e 

sequenciamento; 

3.2.5 Avaliar a presença de anticorpos anti-OPV do tipo IgG em roedores; 

3.2.6 Avaliar a presença de anticorpos neutralizantes anti-OPV em roedores e 

outros pequenos mamíferos. 
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IV. METODOLOGIA 

4.1 Coleções de pequenos mamíferos 

As amostras de pequenos mamíferos utilizadas neste trabalho fazem parte da 

coleção do Laboratório de Vírus. Elas foram coletadas no estado de Minas 

Gerais (Figura 17) e dividas em quatro coleções de acordo com a data e 

metodologia de coleta (Tabela 5). Dentre elas: Sabará, Serro, Rio Pomba e 

Roedores urbanos.  

 

Figura 16: Áreas de coleta de pequenos mamíferos no estado de Minas Gerais (Wikipedia 

com modificações). 
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Tabela 5: Coleções de pequenos mamíferos utilizadas no trabalho. 

Coleção Bioma 
Histórico de 

Vaccínia bovina 
Período de coleta Área de coleta Animais coletados Total 

Amostras 
dispoíveis 

Sabará 
Transição entre Mata 
Atlântica e Cerrado 

Não registrado 

Abril/2011 a 

maio/2012 
(mensalmente) 

Mata 
 

Didelphis albiventris (92), Gracilinanus microtarsus (10), 
Akodon cursor (1), Oligoryzomys sp. (4), Guerlinguetus sp. (1) 

 
176 

 
 

40 amostras de 
fígado e 123 
amostras de 

soro 
Campo Didelphis albiventris (16), Necromys lasiurus (39), Guerlinguetus sp. (1) 

Cerradomys subflavus (11), Sylvilagus brasiliensis (1) 

 
 
 

Serro 

 
 

Transição entre Mata 
Atlântica e Cerrado 

 
 
 

Casos notificados 
desde 2005 

(Trindade, 2009; 
Assis, 2012a) 

 
 
 
 

Setembro/2012 a 
setembro/2013 

(bimensalmente) 

Mata 

 
Marmosops incanus (6), Caluromys philander (1), 

Gracilinanus agilis (1), Didelphis aurita (4), 
Trinomys setosus (10), Oecomys catherinae (1), 

Akodon sp. (1) 

 
49 

21 amostras de 
fígado e 47 
amostras de 

soro 

Campo 

 

Gracilinanus agilis (1), Didelphis aurita (1), 
Cerradomys subflavus (1), Nectomys squamipes (1), 

Calomys tener (2), Calomys expulsos (2) 

Peridomicílio 
 

Didelphis aurita (8), Mus musculus (3), 
Oligoryzomys nigripes (3), Rattus rattus (3) 

 
Rio Pomba 

Mata Atlântica 
Relatos pessoais, 
mas sem registros 

Setembro/2012 a 
setembro/2013 

(bimensalmente) 

Mata 

 
Monodelphis americana (1), Didelphis aurita (6), 

Gracilinanus microtarsus (6), Caluromys philander (1), 
Akodon cursor (7), Juliomys pictipes (2), 

Oligoryzomys nigripes (2), Guerlinguetus ingrami (1) 

 
 
 
 
 
 
 

174 

 
 
 
 
 
 

67 amostras de 
fígado e 160 
amostras de 

soro 
Campo 

 

 

Gracilinanus microtarsus (1), Akodon c.f. mystax (28), 
Akodon cursor (16), Calomys sp. (17), Calomys tener (62), 

Necromys lasiurus (14), Oligoryzomys nigripes (2), 
Nectomys squamipes (1), Oxymycterus sp. (1) 

Peridomicílio Didelphis aurita (3), Oligoryzomys nigripes (3) 

Urbanos 

Sabará, Contagem 
(transição entre Mata 
Atlântica e Cerrado) e 

Ouro Preto (Mata 
Atlântica) 

Não registrado Novembro/2011 
Peridomiícilio (áreas 

antropizadas) 
Mus spp (14) 14 

13 amostras de 
fígado e 10 
amostras de 

soro 
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4.1.2 Sabará 

Sabará faz parte da região metropolitana de Belo Horizonte, capital de Minas 

Gerais (Mapa da diversidade cultural de Sabará) e está inserida em uma zona 

de transição entre bioma de Mata Atlântica e Cerrado. Possui 

aproximadamente 134 mil habitantes (IBGE) e suas principais atividades 

econômicas são a metalurgia, extração de minérios (Senac) e turismo 

(Prefeitura de Sabará). A captura de pequenos mamíferos foi realizada em uma 

área denominada Unidade Fazendinha (19°53'19.30"S 43°50'18.31"O) 

pertencente ao Centro Universitário Metodista Izabela Hendrix, onde funcionou 

uma escola até o ano de 2012. A área possui forte declive e está próxima do 

Rio das Velhas. A vegetação é ombrófila caracterizada pela transição entre 

Mata Atlântica e Cerrado. Os arredores da Unidade Fazendinha possuem 

ocupação humana intensa e dentro da Unidade é observada a presença de 

trilhas utilizadas pelos locais, além de perturbação antropogênica como caça e 

presença de animais domésticos (Ázara, 2013).  

As capturas foram licenciadas pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente - 

IBAMA (n° 2055205/2007 SISBIO) e foram realizadas em parceria com o 

Laboratório de Ecologia Química de Vetores, ICB/UFMG e o Laboratório de 

Biologia da Conservação e Ecologia de Mamíferos ICB/UFMG. Para sua 

realização, três trilhas foram demarcadas na área de estudo (Figura 18). A 

primeira se insere em área de Cerrado (pasto) em local que sofre impacto 

antropogênico intenso, na qual é observada a presença de lixo e animais 

domésticos. As trilhas 2 e 3 (mata) caracterizam-se por vegetação típica de 

Mata Atlântica, sendo que a primeira sofre menos impactos antrópicos e a 

segunda é considerada uma mata com interferência.  
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Figura 17: Trilhas demarcadas para captura de pequenos mamíferos da coleção Sabará. 

A: Vista panorâmica da área de estudo e demarcação das trilhas. B: Trilha 1 (campo) - Área de 

Cerrado com maior impacto antropogênico.  C: Trilha 2 (mata)- Mata Atlântica com menor 

interferência antrópica. D: Trilha 3 (mata) - Área de Mata Atlântica com interferência humana 

(Ázara, 2013). 

Cada trilha foi demarcada em 15 pontos com distância de 20 metros entre eles, 

totalizando 300 metros de trilha. Em cada um dos pontos foram instaladas uma 

armadilha do tipo Sherman (H. B. Sherman Traps, Inc., Tallahassee, FL) de 

8x9x22 cm e uma gaiola Tomahawk® (Tomahawk Live Trap Co., Tomahawk, 

Wisconsin) de 48x15x15 cm alternadamente no chão ou elevadas (1,5 ou 0,5 

metros). Cada armadilha continha como isca um pedaço de abacaxi e um 

chumaço de algodão embebido em óleo de fígado de bacalhau. As coletas 

duraram de abril de 2011 a maio de 2012 e foi realizada uma campanha por 

mês. As armadilhas eram deixadas nas trilhas por 4 noites, na segunda noite 

as iscas eram repostas e em cada manhã as armadilhas eram verificadas para 

a presença de animais. 

Os animais capturados eram anestesiados com solução de xilazina e cetamina 

(5 mg/Kg de Xilazina + 90 mg/Kg de Cetamina) e então pesados, medidos e 

C 
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avaliados com relação às suas características morfológicas. O sangue dos 

animais foi coletado através de punção cardíaca e para a coleta de órgãos foi 

administrada uma sobredose de anestésicos até que o animal viesse a óbito. 

Tanto as vísceras como soro foram armazenadas em freezer a -20oC até seu 

processamento.  

Todas as campanhas foram realizadas por pessoal treinado e seguiram regras 

de biossegurança adequadas para o manuseio de pequenos mamíferos (Mills, 

1995). Para a manipulação dos animais foram utilizadas botas, macacões 

descartáveis, luvas cirúrgicas, luvas de borracha e máscaras com filtro "High 

Efficiency Particulate Air” (HEPA). 

4.1.3 Serro e Rio Pomba 

A cidade do Serro (180° 36´ 21.16” S 43° 23’ 12.89” O) se localiza no Vale do 

Jequitinhonha, região central de Minas Gerais (Prefeitura do Serro) e está 

inserida em uma área de transição entre Mata Atlântica e Cerrado (IBGE). A 

economia da cidade se divide em agricultura familiar, movimentação financeira 

gerada por serviços públicos e fabricação e comercialização de queijo 

(Prefeitura do Serro). Uma vez que a produção de queijo é de grande 

relevância, a criação de gado leiteiro torna-se uma atividade bastante presente 

na cidade. É importante ressaltar que surtos de Vaccínia bovina têm sido 

notificados nas fazendas do município desde 2005 (Trindade, 2009; Assis, 

2012a).  

Como área de estudo foram escolhidas duas fazendas que apresentam como 

principal atividade a produção de leite para a fabricação de queijo. As duas 

propriedades apresentavam áreas de mata, pastagem e construções que 

correspondiam a currais e outras edificações (Figura 19). As capturas foram 

realizadas conforme descrito para Sabará, mas realizadas bimestralmente e 

durante o final de 2012 até o final de 2013. Em cada propriedade foram 

traçados 5 transectos, 2 em área de mata, 2 em campo e o último 

correspondente a áreas de construções (peridomicílio).  
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Figura 18: Áreas de coleta em Rio Pomba e Serro. A: Vista panorâmica do município do 

Serro, onde se inserem as duas propriedades nas quais as capturas aconteceram. B: IFET 

sudeste. Área de estudo situada na cidade de Rio Pomba. C: Área característica de mata. D: 

Área de pastagem (campo). E: Área de curral, considerada peridomicílio. Fonte: Google Earth 

(A e B); Borges, 2014 (C, D, E). 

Rio Pomba (21º 16' 29" S 43º 10' 45" O) é uma cidade localizada na Zona da 

Mata Mineira a cerca de 250 km da capital do estado (Instituto Estrada Real), 

em uma área em que a economia é baseada em mini e pequenas propriedades 

rurais e agroindústrias (IF sudeste). A cidade possui cerca de 18 mil habitantes 

e está inserida em bioma de Mata Atlântica (IBGE). Existem relatos passados 

da ocorrência de Vaccínia bovina em Rio Pomba, entretanto, nos anos 

recentes não se tem notícias da circulação do VACV no município (Relatos 

pessoais). 

A área de coleta de pequenos mamíferos foi delimitada dentro do campus do 

Instituto Federal de Ciência, Educação e Tecnologia do Sudeste de Minas 

(IFET) (Figura 19). O instituto oferece cursos voltados principalmente para a 

agropecuária e, dessa forma, apresenta criações de animais e plantações. 

Foram delimitados 10 transectos, 4 em áreas de pastagens (campo), 4 em 

áreas de mata e 2 nas proximidades de currais e galpões de criação de aves, 

suínos e coelhos. As capturas foram realizadas conforme descrito para Sabará 

no item 4.1.2.  
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As coletas realizadas no Serro e em Rio Pomba foram realizadas em parceria 

com os professores Adriano Paglia (Departamento de Biologia Geral- 

ICB/UFMG), Betânia Paiva Drumond (Universidade Federal de Juiz de Fora) e 

Silvio Leite Monteiro da Silva (Instituto Federal de Ciência, Educação e 

Tecnologia do Sudeste de Minas). 

4.1.4 Roedores urbanos 

A coleta de roedores urbanos foi realizada em parceira com o Dr. Urs Ben 

Müller, do Institute for Genetics, da University of Cologne, Alemanha. Os 

animais foram capturados em Ouro Preto (20°22'44.9"S 43°30'40.9"O) , Sabará 

(19°53'15.0"S 43°49'55.9"O - 19°53'19.4"S 43°50'18.4"O) e Contagem 

(19°53'15.0"S 43°49'56.1"O), áreas urbanas do Estado de Minas Gerais. Ouro 

Preto localiza-se na Serra do Espinhaço e está inserida na zona metalúrgica de 

Minas Gerais (quadrilátero ferrífero) (Site da Prefeitura de Ouro Preto). Possui 

uma população aproximada de 70 mil habitantes (IBGE) e sua economia 

baseia-se em atividades de mineração e metalurgia, sendo o turismo 

proeminente, uma vez que a cidade foi tombada como Patrimônio Histórico da 

Humanidade pela UNESCO (Itamaraty). Contagem faz parte da região 

metropolitana de Belo Horizonte (Prefeitura de Contagem) e apresenta cerca 

de 650 mil moradores (IBGE). É um dos municípios mais populosos de Minas 

Gerais e um importante pólo industrial do Brasil (Prefeitura de Contagem).  

As capturas de roedores foram realizadas em novembro de 2011 em ambientes 

que apresentavam acumulo de lixo ou indícios prévios da presença de 

roedores, como fezes (Figura 20). Foram utilizadas armadilhas do tipo live trap 

e uma colher de pasta de avelã e chocolate como isca. As armadilhas eram 

colocadas aos pares e em quinas e deixadas por um período de duas noites 

sem troca da isca. O manuseio e coleta de amostras dos animais capturados 

foram semelhantes ao descrito no item 4.1.2. 
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Figura 19: Áreas de coletas de pequenos roedores urbanos. A: Contagem. B e C: Sabará. 

D: Ouro Preto. Fonte: Google Earth 

4.2 Sistema celular e vírus 

4.2.1 Células BSC-40 

BSC-40 é uma linhagem celular contínua derivada de células epiteliais de rim 

de macaco verde africano (Cercopthecus aeothiops). A cultura foi obtida da 

American Type Culture Collection (ATCC) (Maryland, EUA). O cultivo foi 

realizado em meio mínimo Eagle (GibcoTM, USA), com acréscimo de 5% de 

soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), glutamina e antimicrobianos – fungizona (2,5 

mg/mL), penicilina (200 U/mL) e gentamicina (50 mg/mL). A cultura foi 

repicadas 3 vezes por semana e mantida em estufa a 37oC e atmosfera de 5% 

de CO2. As células foram utilizadas em Ensaio de Redução de Placa por 

Neutralização (PRNT). 

4.2.2 Vírus 

A amostra Western Reserve (WR) de Vaccinia virus, foi gentilmente cedida 

pelo Dr. C. Jungwirth (Universitat Wurzburg, Alemanha) e a amostra Guarani 

Propriedade 2 (GP2) foi isolada pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Virus 

durante um surto de Vacínia Bovina. Ambas fazem parte da coleção de 
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amostras do Laboratório de Vírus (ICB/UFMG). A amostra WR foi utilizada em 

ensaios de soroneutralização, ELISA e o DNA extraído como controle positivo 

para ensaios de qPCR e PCR convencional. DNA extraído da amostra viral 

GP2 foi utilizado como controle positivo para ensaios de PCR convencional que 

tinham como alvo o gene A26L. 

4.3 Amostras e extração de DNA 

4.3.1 Fígado e demais vísceras 

Amostras de fígado foram utilizadas como alvo para triagem do DNA de OPVs 

por qPCR e amplificação por PCR convencional. Para tanto, o DNA da amostra 

foi extraído com a utilização do PureLink™ Genomic DNA Mini Kit 

(Invitrogen™). Inicialmente, 25 µg da amostra foram congelados com auxílio de 

nitrogênio líquido e então maceradas com graal de porcelana. O material 

resultante foi suspendido em mistura de tampão Pure Link Digestion Buffer e 

proteinase K (1800μl e 20μl, respectivamente). O restante do protocolo foi 

semelhante aquele descrito pelo fabricante. O DNA foi eluído em 50 μl de Pure 

Link Elution Buffer fornecido pelo kit. A quantificação e análise da qualidade do 

DNA foram avaliadas através da utilização do espectofotômetro NanoDrop® 

ND-1000 (Thermo Scientific).  

4.3.2 Soro 

Amostras de soro foram utilizadas diretamente para reações de qPCR para o 

gene C11R após diluição de 1:100 em água ou tampão fosfato salina – PBS 

(NaCl 137 mM; kCl2 7 mM; Na2HPO4 1,4 mM; pH 7,2). Para ensaios de qPCR 

para o alvo A56R e ensaios de PCR convencional, o DNA foi extraído através 

da utilização do PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™) conforme 

descrito pelo fabricante. A verificação da qualidade e quantificação do DNA 

foram realizadas de maneira semelhante àquela descrita no item 4.3.1. 

Diferentemente do restante das coleções, o DNA das amostras de soro da 

coleção de animais urbanos foi extraído antes da delimitação dos protocolos 

utilizados no trabalho e para tanto foi utilizado fenol, clorofórmio e álcool 

isoamílico (PCI) (Sambrook, 1989). A um volume inicial de 300 µl de amostra 

foi adicionado um volume igual de PCI (25:24:1). A solução foi misturada por 
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agitação em vortex, incubada a 37oC por 5 minutos e centrifugada a 17.900 x g 

por 5 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa (contendo o DNA) foi 

transferida para um novo tubo recebeu 10% de seu volume de Acetato de 

Sódio (3M e pH 5,5). Depois disso foi adicionado 2,5 vezes o volume da 

solução de etanol absuluto. As amostras foram homogeneizadas, incubadas 

em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas a 17.900 x g a 4oC. O 

sobrenadante foi descartado por inversão e após secagem a 37oC por cerca de 

20 minutos, o DNA foi ressuspendido em 50 μl de água de injeção. A solução 

resultado foi incubada por 15 minutos em banho maria a 37oC para dissolução 

do pellet formado.  

4.4 Ensaios moleculares 

4.4.1 PCR em tempo real 

Os ensaios de PCR em tempo real foram utilizados com o objetivo de triar as 

amostras para a presença de DNA de OPVs, uma vez que a técnica é sensível 

e adequada para utilização em um grande número de amostras. A qualidade da 

extração de DNA foi avaliada pela amplificação de controle interno, o gene β-

actina de murinos, que também se mostrou eficiente para amplicação do DNA 

de marsupiais. Dois genes de OPV foram testados, C11R que codifica o fator 

de crescimento viral e A56R que codifica a proteína do corpúsculo de inclusão 

do tipo 1. 

Tabela 6: Iniciadores utilizados em ensaios de PCR em tempo real.   

Iniciador Alvo Sequência Tamanho Referência 

β-actina 
MurF/R 

β- actina de 
roedores 

F: 5’ AAATCGTGCGTGACATCAAAGA 3’ 
 

R: 5’ GCCATCTCCTGCTCGAAGTC 3’ 
63 pb 

Laboratório 
de Vírus – 

não 
publicado 

PAF/PAR 
Gene C11R de 

OPVs 

PAF: 
5’ CGCTACAACAGATATTCCAGCTATTCAG 3’ 

PAR: 
5’ AGCGTGGATACAGTCACCGTGTAA 3’ 

80 pb 
Alves, PA – 

não 
publicado 

HA F/R 
Gene A56R de 

OPVs 

F: 5’ AACCACCGATGATGCGGAT 3’ 
 

R: 5’ TGCCACGGCCGACAATATAA 3’ 

158 pb 
(VACVs 
grupo 2) 

ou 140 pb 
(VACV 

grupo 1) 

Oliveira, DB 
– não 

publicado 

Descrição para alvos, sequências, tamanho do fragmento amplificado e referência. 
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4.4.2 Soro 

Uma vez que amostras de soro foram testadas sem extração de DNA, a 

viabilidade da amostra diluída 1:100 em PBS ou água foi inicialmente testada 

pela amplificação do gene β-actina (tabela 3), que é constitutivo para roedores, 

mas que também amplifica amostras de marsupiais e outros pequenos 

mamíferos. Para tanto foi utilizado o master mix SYBR® Green PCR Master 

Mix (Applied biossystems) e a máquina  StepOne™ (Applied biossystems). Dez 

µl de reação constituída de 5 µl de Master Mix, 0,2 µM de cada iniciador (0,2 

µl), 1 µl de amostra e 3,8 μl de água de injeção foram adicionados aos poços 

de cada placa de 48 poços. As amostras foram testadas em duplicata e cada 

placa continha o controle negativo (água de injeção) e o controle positivo (10 

ng de DNA extraído de fígado de camundongo suíço), em duplicata. A ciclagem 

utilizada foi: 94oC por 2 minutos para desnaturação inicial, 40 ciclos de 

desnaturação a 94oC por 15 segundos e pareamento e extensão a 60oC por 1 

minuto. Para construção da curva de desnaturação, a amostra foi aquecida a 

95oC por 15 segundos, resfriada a 60oC por 1 minuto e novamente aquecida a 

95oC por 1 minuto. Para amostras que não apresentaram amplificação em 

nenhuma das replicatas, a diluição de 1:10 foi testada para a amplificação com 

β-actina. 

As amostras foram então testadas com os iniciadores PAF e PAR (Tabela 3) 

que amplificam o gene C11R, codificador do fator de crescimento viral e é 

encontrado em duas cópias no genoma dos ortopoxvírus. Para tanto, 1μl das 

amostras de soro diluídas 1:100 ou 1:10 (de acordo com o perfil de 

amplificação com β-actina) foram utilizadas. O ensaio é semelhante ao descrito 

para β-actina, com variação na concentração de iniciadores utilizados (0,8 μM) 

e o controle positivo utilizado foi 10 ng de DNA extraído de VACV-WR. Foram 

consideradas positivas as amostras que amplificaram nas duas réplicas, que 

não apresentavam variação de mais de 1oC na temperatura de melting quando 

comparadas com o controle positivo ou que amplificaram em uma réplica para 

mais de um alvo de qPCR testado. 

Amostras positivas no teste para C11R que apresentavam uma quantidade 

adequada de soro disponível tiveram o DNA extraído conforme descrito no item 
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4.3.2. O DNA (25ng) foi testado para a reação que amplifica o gene A56R 

(tabela 3). A reação utilizada é a mesma descrita anteriormente, com a 

concentração de 0,2 µM de iniciadores e 10 ng DNA de VACV-WR como 

controle positivo.  

4.4.3 Fígado  

O DNA de amostras de fígado, extraído de acordo com o item 4.3.1 foi utilizado 

para triagem para ortopoxvírus através da amplificação do gene C11R (Tabela 

6). A reação foi utilizada conforme descrito no item 4.4.2. As amostras foram 

testadas em duplicata utilizando 10 e 50 ng do DNA extraído. Essa mesma 

quantidade de DNA foi utilizada para reações que tiveram como alvo o gene 

A56R (tabela 6), também descritas no item 4.4.2. 

4.4.4 Demais vísceras 

Cinco animais positivos na triagem por qPCR ou algum outro teste de PCR 

foram selecionados para determinação do tropismo viral. Para tanto amostras 

disponíveis (baço, intestino grosso, intestino delgado, bexiga, gônada, coração) 

tiveram o DNA extraído conforme descrito no item 4.3.1. O DNA (25 ng) foi 

submetido a ensaios de qPCR para os genes C11R e A56R (Tabela 6) de 

acordo com o descrito no item 4.4.2. 

4.4.5 PCR convencional 

Algumas amostras positivas ou indeterminadas foram selecionadas para 

amplificação por PCR convencional. Para tanto, foram utilizados de 100 a 150 

ng de DNA extraído de amostras de fígado e soro e a enzima GoTaq® Hot 

Start Polymerase (Promega) de acordo com as reações descritas para cada 

iniciador. O produto das reações foi analisado por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.  
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Descrição para alvos, sequências, tamanho do fragmento amplificado e referência. 

A reação do tipo nested que tem como alvo o gene C11R foi realizada com 

algumas modificações com relação à ciclagem descrita por Abrahão (2009c). 

Para as duas reações a ciclagem utilizada foi: para desnaturação inicial e 

ativação da enzima, o mix e amostra foram submetidos à temperatura de 95oC 

por 2 minutos, depois disso foram realizados 40 ciclos de desnaturação a 95oC 

por 45 segundos, pareamento de iniciadores a 45oC por 45 segundos e 

extensão a 72oC por 45 segundos. Depois disso foi realizada uma etapa final 

de extensão a 72oC por 5 minutos. A concentração de iniciadores utilizada foi 

de 0,2 µM e foram utilizados 2 µl do produto da primeira reação como amostra 

para a segunda.  

A ciclagem adotada para a PCR do tipo semi nested que tem como alvo o gene 

A26L foi iniciada por 2 minutos a 95oC e teve 30 ciclos de desnaturação a 95oC 

por 1 minuto, pareamento dos iniciadores a 60oC por 1 minuto e extensão a 

72oC por 1 minuto, com extensão final de 10 minutos a 72oC (Assis FL, não 

publicado). Foram utilizados 0,2 μM de iniciadores e 1 µl da reação inicial como 

molde para a segunda. 

A reação de amplificação do gene C23L é composta pela desnaturação de 2 

minutos a 94oC, 30 ciclos de desnaturação a 94oC por 30 segundos, 

pareamento a 50oC por 30 segundos e extensão a 72oC por 30 segundos. Além 

Iniciador Alvo Sequência Tamanho Referência 

vgfF/ vgfR 
 

vgfF2/ vgfR2 

Gene 
C11R 

de 
OPVs 

vgfF: 
5’ CGCTGCCTATGATAATCAGATCATT 3’ 

vgfR: 
5’ GATATAGTTGTGCCATAATTTTTAT 3’ 

vgf2: 
5’ ACACGGTGACTGTATCCA 3’ 

vgfR2: 
5’ CTAATACAAGCATAATAC 3’ 

Reação 1: 
380 pb 

 
Reação 2: 

180 pb 

Abrahão JS, 
2009c 

ATIiFL1/ATIiFL2 
 

ATIiFL1/ATIiFL3 

Gene 
A26L de 
OPVs 

ATI Ifl1: 
5’ ACCACGTCTACACTCGGCGA 3’ 

ATI Irl2: 
5’ TGCATCGAGAGCGGAGGAGGA 3’ 

ATI Irl3: 
5’ CGATGCCAAGTACATCGACGA 3’ 

Reação 1: 
753 ou 787 pb 

 
Reação 2: 166 

ou 145 pb 

Assis FL, 
não 

publicado 

C23L F/R 
Gene 

23L de 
OPVs 

C23L F: 5’ 
GCCTGTCCGGAGGACAAGGT 3’ 

C23L R: 
5’ ATGTCGCTGTCTTTCTCTTCTTCGC 3’ 

124 pb 
Almeida G, 

não 
publicado 

Tabela 7: Iniciadores utilizados em reações de PCR convencional. 
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disso, é realizada uma etapa adicional de extensão a 72oC por 10 minutos. A 

concentração final dos iniciadores é de 0,2 μM (Almeida G, não publicado).  

4.5 Sequenciamento 

4.5.1 Reação de sequenciamento 

O sequenciamento de amostras selecionadas foi realizado pelo método de 

Sanger em plataforma ABI3130 (Life Technologies). Para tal finalidade foram 

enviados para uma empresa terceirizada de 20 a 30 ng de DNA a cada 100 pb 

de amostra purificada de acordo com os métodos descritos a seguir. Para cada 

reação foram utilizados 10 pmol do iniciador direto ou reverso utilizado na 

reação de PCR e água para completar um volume final de 7,5 μl. O restante da 

reação foi executado pelos responsáveis pelo sequenciamento de acordo com 

as indicações do fabricante. Para cada reação de sequenciamento foram 

recebidos os gráficos de eletroferograma, os dados da corrida e a sequência 

resultante.  

4.5.2 Análise das sequências 

As sequencias obtidas foram analisadas inicialmente através do programa 

Sequence scanner (Applied biosystems) no qual é possível analisar o valor de 

Q de cada base e também o eletroferograma. Para a montagem de contigs foi 

utilizado o programa Asparagin Cenargen (EMBRAPA) e quando a qualidade 

da sequência não foi suportada por este programa, contigs foram montados 

manualmente no progrma MEGA 6.0. Os contigs montados foram comparados 

com sequências de OPVs obtidas do banco de dados do NCBI com a utilização 

do programa MEGA 6.0. 

4.5.3 Sequenciamento de amostras positivas na qPCR 

Amostras positivas na qPCR para o gene A56R  foram amplificadas novamente 

diretamente do poço positivo da placa na qual a reação inicial foi realizada. 

Para tanto foram utilizados os iniciadores HA F/R nas concentrações de 0,2 

µM, 2  μl de tampão 10X, 25mM de MgCl2, 10mM de dNTPs, 3 unidades de 

Taq, 1 µl de amostra e 13,9 μl de água de injeção para completar o volume 

final de 20 µl. A ciclagem utilizada foi: 10 minutos a 95oC para desnaturação 



 

51 
 

inicial, 30 ciclos de desnaturação a 95oC por 1 minuto, pareamento a 60oC por 

1 minuto e extensão a 72oC por 1 minuto e extensão final a 72oC por 10 

minutos. A amplificação das amostras foi avaliada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. As amostras em que houve 

amplificação foram precipitadas com EDTA. Foram adicionados 11,25 µl de 

EDTA (125mM) e 135 μl de etanol absoluto gelado a 45μl. A mistura foi 

centrifugada a 17.900 x g por 25 minutos à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi retirado e foram adicionados 120 µl de etanol 70% gelado ao 

precipitado. A amostra foi então centrifugada a 17.900 x g por 10 minutos, o 

sobrenadante foi removido e a amostra foi deixada à 37oC por 20 minutos para 

a secagem do restante do sobrenadante. O DNA foi eluido em 10 µl de água de 

injeção e as amostras foram deixadas em banho maria por 15 minutos a 37oC. 

As amostras foram quantificadas e sua qualidade analisada pela leitura em 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). As amostras foram sequenciadas de 

acordo com o item 4.5.1 e a análise das sequências de acordo com o item 

4.5.2. 

4.5.4 Sequenciamento de amostras positivas em PCR convencional 

Amostras positivas foram reamplificadas de acordo com o alvo utilizado e as 

condições descritas no item 4.4.2 e o resultado da amplificação foi analisado 

por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% posteriormente corado com nitrato 

de prata. Para as amostras em que foi observada apenas uma banda após a 

reamplificação, foi adotada a metodologia de precipitação com EDTA descrita 

no item 4.5.3 e o sequenciamento foi realizado de acordo com o item 4.5.1.  

Para as amostras que produziram bandas inespecíficas durante a 

reamplificação, 20 μl das amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilmida 8% e coradas com SYBR® Gold nucleic acid gel stain (Thermo 

Fisher Scientific) por 20 minutos de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante. O gel foi analisado em transiluminador de luz azul, as bandas 

específicas foram cortadas com lâmina de bisturi e colocadas em microtubo de 

0,6 mL novo com furo feito com agulha de 0,22 mm em sua base. Para triturar 

o gel, esse tubo foi colocado no interior de um tubo de 1,5 mL e esses tubos 

foram centrifugados por 1 minuto à 17900 x g. Foram adicionados 500 µl de 
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NaCl a 0,3 M e a mistura incubada 12-16 horas a 4oC sob agitação constante. 

A solução foi filtrada em filtro de ponteira para remoção do restante da 

acrilamida através da centrifugação por 5 minutos a 2000 x g à 4oC. Para 

precipitação do DNA, foram adicionados 800 µl de etanol absoluto gelado com 

1 μl de glicogênio 5 µg/mL. A amostra foi homogeneizada 6 vezes por inversão, 

incubada por 30 minutos em freezer -70oC e então centrifugada a 2000 x g por 

30 minutos à 4oC. O sobrenadante foi removido e para secar o etanol restante, 

a amostra foi incubada a 37oC por 15 minutos e então suspendida em 10 µl de 

água de injeção. O DNA resultante foi quantificado e teve sua qualidade 

analisada em espectofotômetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). O 

sequenciamento foi realizado de acordo com o descrito no item 4.5.1. 

4.6 Ensaios sorológicos 

4.6.1 PRNT 

O ensaio de soroneutralização por redução de placa detecta anticorpos 

neutralizantes que são protetores para a infecção (OIE 2008). O protocolo 

utilizado no presente trabalho é uma adaptação daquele proposto por Newman 

(2003). Animais que tinham uma quantidade adequada de soro disponível 

foram testados, sendo tal teste realizado em duplicata. Após desnaturação das 

proteínas do sistema complemento a 56oC por 30 minutos em banho maria, os 

soros foram diluídos 20 vezes em MEM sem adição de soro fetal bovino. O 

mesmo volume de MEM contendo 30 a 300 p.f.u. de VACV-WR foi adicionado 

e a mistura foi incubada a 37oC por 16 horas em atmosfera de 5% de CO2. 

Para o controle de vírus, o mesmo protocolo foi adotado, com substituição dos 

soros testes por soro fetal bovino. As soluções foram inoculadas em placas de 

6 poços contendo células BSC-40 com 90 a 100% de confluência. Cada placa 

continha um poço correspondente ao controle de vírus e outro ao controle de 

células. Para a adsorção viral as placas foram mantidas a 37oC em atmosfera 

de 5% de CO2, sob agitação em intervalos de 10 minutos. Após 1 hora, foram 

adicionados 2 mL de MEM com 2% de SFB a cada poço e as placas incubadas 

por 48 horas a 37oC em atmosfera de 5% de CO2. As células foram fixadas 

com solução de formalina 10% (formaldeído 37%) por 30 minutos e então 

coradas com cristal violeta 1%. 
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As placas de lise foram contadas visualmente e o número de placas gerados 

em cada amostra foi determinado como a média dos poços da duplicata. A 

positividade foi definida com redução de 50% ou mais do número de placas 

observados em cada amostra com relação ao controle de vírus.  

4.6.2 ELISA para pequenos roedores 

O protocolo de ELISA para pequenos roedores detecta anticorpos anti-OPV do 

tipo IgG e foi padronizado por Borges (2013). Para os ensaios foram utilizadas 

placas de 96 poços de fundo reto do tipo Nunc maxisorp (Apogent, USA). Cada 

placa continha dois poços brancos (não recebiam soro), um controle positivo 

em duplicata (Balb/c infectado com os vírus GP1 ou GP1/GP2), dois controles 

negativos em duplicata (Balb/c não infectado), as amostras foram testadas em 

duplicata e a proteína A/G (Pierce, USA) foi utilizada como conjugado. 

As placas foram sensibilizadas com partículas totais do vírus VACV-WR 

diluídas em tampão carbonato (0,01M e pH 9,6) a uma quantidade final de 105 

p.f.u. por poço. As partículas virais foram inativadas em luz UV por 15 minutos 

e as placas foram incubadas a 4oC por aproximadamente 16 horas. Após este 

período os poços foram lavados 3 vezes em tampão PBS-Tween 0,5%. Para o 

bloqueio cada poço recebeu 100 μl de solução de bloqueio (leite desnatado 5% 

em PBS-Tween) e as placas foram incubadas por duas horas a 37oC. Após 3 

lavagens em PBS-Tween foram adicionados os soros diluídos 100 vezes em 

em solução de leite em pó diluído em PBS-Tween a 0,5%. Após incubação por 

1 hora a 37oC as placas foram lavadas 3 vezes, receberam o conjugado diluído 

10000 vezes em solução de leite em PBS-Tween a 0,5% e foram novamente 

incubadas novamente a 37oC por 1 hora. Após 5 lavagens, as placas foram 

reveladas com o substrato 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma-

Aldrich, EUA) de acordo com as instruções do fabricante e a reação foi 

interrompida pela adição de ácido sulfúrico 1M. A leitura foi realizada a 450 nm 

no equipamento Multiskan Spectrum (Thermo Scientific). 

As amostras foram analisadas com relação à variação entre as réplicas e 

quando esta foi maior que 20% a amostra foi testada novamente. O ponto de 

corte foi definido como a média dos controles negativos mais 3 vezes o desvio 
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padrão dos mesmos. Amostras que tiveram leitura 10% acima ou abaixo do 

ponto de corte foram consideradas indeterminadas.  
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V. RESULTADOS 

.5.1 Resultados da triagem viral por qPCR e busca por anticorpos anti-

OPV por PRNT e ELISA para a coleção Sabará 

As amostras que estavam disponíveis da coleção Sabará foram testadas em 

ensaios de qPCR e sorológicos. As amostras de fígado foram testadas na 

qPCR para amplificação dos genes C11R e A56R e as amostras de soro para a 

amplificação do gene C11R. O teste de soroneutralização (PRNT) foi realizado 

em todas as amostras que apresentavam volume adequado e ELISA para as 

amostras de soro de roedores. Dentre as amostras de animais testados (Anexo 

1), 23 foram positivas em pelo menos um teste (Tabela 8). Considerando-se os 

testes realizados em amostras de 126 animais, 22 foram positivas para pelo 

menos um teste realizado, o que corresponde a uma positividade total de 

17,2%. Para os 47 roedores testados a positividade foi de 36,2% e para os 78 

marsupiais testados, de 36,4% (Tabela 8). 

Tabela 8: Amostras de pequenos mamíferos da coleção de Sabará positivas em pelo menos 

um teste (qPCR, PRNT ou ELISA). 

Espécie 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Oligoryzomys sp. IND - - POS - 

Oligoryzomys sp. IND - - * POS 

Necromys lasiurus - - POS  - - 

Necromys lasiurus POS  - POS  POS * 

Necromys lasiurus - - - POS - 

Necromys lasiurus POS  - - - - 

Necromys lasiurus * * IND POS * 

Necromys lasiurus POS  - POS  - - 

Necromys lasiurus * * - - POS 

Necromys lasiurus - - POS  - - 

Necromys lasiurus POS  - POS  POS * 

Necromys lasiurus - - - POS - 

Necromys lasiurus POS  - - - - 

Necromys lasiurus * * IND POS * 

Cerradomys subflavus POS  - POS  - - 

Cerradomys subflavus POS  POS  - - - 

Cerradomys subflavus POS  POS  - - - 
Didelphis albiventris * * - POS * 

Didelphis albiventris * * - POS * 

Didelphis albiventris * * - POS * 

Didelphis albiventris * * - POS * 

Didelphis albiventris * * - POS * 

*:Não testado. -: Negativo. 
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A coleção Sabará é composta por 176 animais capturados, entretanto, havia 

amostras disponíveis para a realização dos três testes (qPCR, ELISA e PRNT) 

para 32 amostras (18,2%), 75 amostras (42,6%) estavam disponíveis para a 

realização de dois testes, 21(11,9%) para um teste e para 48 (27,3%) animais 

capturados não havia amostra disponível para a realização de nenhum teste. 

Das amostras testadas em mais de um teste, sete foram positivas apenas no 

PRNT, seis na qPCR e uma no ELISA. Um animal apresentou amostras 

positivas nos três testes realizados (Figura 21). 

 

Figura 20: Concordância entre os resultados obtidos para os testes de qPCR, PRNT e 

ELISA para a coleção Sabará. Os círculos em amarelo representam resultados positivos e as 

figuras azuis os resultados indeterminados.  

Animais de três espécies/gêneros de roedores (Oligoryzomys sp., Necromys 

lasiurus e Cerradomys subflavus) apresentaram amostras positivas em pelo 

menos um teste realizado. Uma amostra do gênero Guerlinguetus sp. 

apresentou resultados indeterminados no teste de qPCR (Tabela 9).  
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Tabela 9: Espécies de roedores e marsupiais da coleção Sabará testados, positivos e indeterminados nos testes moleculares e sorológicos. 

Espécie Total Mata Pasto 
PCR 

testado 
PCR 

positivo 
PCR ind. 

PRNT 
testado 

PRNT 
positivo 

ELISA 
testado 

ELISA 
positivo 

ELISA 
ind. 

Total [P/T] 

Akodon cursor 1 1 (100%) 0 (0%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0/0 

Oligoryzomys sp. 4 4 (100%) 0 (0%) 4 0 (0%) 4 (100%) 2 1 (50%) 4 1 (25%) 0 (0%) 2/4 (50%) 

Guerlinguetus sp. 2 1 (50%) 1 (50%) 2 0 (0%) 1 (50%) 2 0 (0%) 0 0 0 0/2 (0%) 

Necromys lasiurus 39 0 (0%) 39 (100%) 30 8 (26,6%) 10 (33,3%) 27 5 (18,5%) 21 3 (14,3%) 2 (9,5%) 12/30 (40%) 

Cerradomys 
subflavus 

11 0 (0%) 11 (100%) 11 3 (27,3%) 6 (54,5%) 10 0 (0%) 10 0 (0%) 2 (20%) 3/11 (27,3%) 

Total roedores 57 6 (10,5%) 51 (89,5%) 47 11 (23,4%) 21 (44,7%) 41 6 (14,6%) 35 4 (11,4%) 4 (11,4%) 
17/47 

(36,2%) 

Sylvilagus 
brasiliensis 

1 0 (0%) 1 (100%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) - - - 0/1 (0%) 

            
 

Didelphis 
albiventris 

108 92 (85,2%) 16 (14,8%) 71 0 (0%) 9 (12,7%) 71 5 (7%) - - - 5/71 (7%) 

Gracilinanus 
microtarsus 

10 10 (100%) 0 (0%) 7 0 (0%) 1 (14,3%) 3 0 (%) - - - 0/7 (0%) 

Total marsupiais 118 102 (86,4%) 16 (13,6%) 78 0 (0%) 10 (12,8%) 74 5 (6,7%) - - - 5/78 (6,4%) 

            
 

Total 176 108 (61,4%) 68 (38,6%) 126 11 (8,7%) 31 (24,6%) 116 11 (9,5%) - - - 
22/128 
(17,2%) 

Ind: Indeterminado. P: positivos. T: testados. 
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Com relação aos testes de qPCR, 126 animais tiveram amostras testadas e 

dessas, 11(8,7%) foram positivas em pelo menos um teste e 31(24,6%)  foram 

consideradas indeterminadas. A positividade total para roedores foi de 23,4% e 

nenhum marsupial apresentou amostras positivas nesses testes. Os CTs 

observados para as amostras positivas variaram de 30,79 a 38,55. 

Os ensaios de PRNT foram realizados em amostras de 116 animais, dos quais 

11 (9,5%) foram positivos. O percentual de redução no número de placas virais 

variou de 0 a 77% e a positividade observada foi de 14,6% para roedores e 

6,7% para marsupiais.  

Uma vez que o teste de ELISA foi padronizado para roedores, somente 

amostras de soro provenientes desses animais foram testadas. Dentre os 47 

animais testados, quatro apresentaram amostras de soro positivas, o que 

representa 11,4% dos mesmos e a mesma proporção de 11,4% foi observada 

para amostras indeterminadas.  

 

5.2 Resultados de triagem viral por qPCR e busca por anticorpos anti-OPV 

por PRNT e ELISA para a coleção Serro 

 As amostras de soro dos animais da coleção do Serro foram testadas para a 

amplificação por qPCR para o gene C11R e para ensaios de PRNT. Os soros 

dos roedores foram adicionalmente testados em ensaios de ELISA. As 

amostras de fígado disponíveis foram testadas em ensaios de qPCR para 

amplificação dos genes C11R e A56R (Tabela 10). Animais das 

espécies/gêneros Trinomys setosus, Calomys expulsos, Mus musculus, Rattus 

rattus, Akodon sp. e Nectomys squamipes apresentaram amostras positivas. 
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Tabela 10: Amostras de pequenos mamíferos da coleção Serro positivas em pelo menos um  

teste (qPCR, PRNT ou ELISA). 

Espécie 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Trinomys setosus - - - - POS 

Trinomys setosus - - - - POS 

Trinomys setosus - - POS  - POS 

Trinomys setosus - - IND  - POS 

Trinomys setosus POS  - POS  - POS 

Trinomys setosus * * - - POS 

Trinomys setosus * - - - POS 

Calomys expulsos POS  - POS  POS - 

Mus musculus POS  POS  - - - 

Rattus rattus - - IND  - POS 

Akodon sp. - - - POS IND 

Nectomys squamipes - - - - POS 
*:Não testado. -: Negativo. 

Apesar de 49 animais terem sido coletados (Anexo 2), dois (4,0%) animais não 

apresentavam amostras disponíveis para a realização dos testes de qPCR, 

PRNT e ELISA. Para 25 (41,0%) animais os três testes foram realizados, dois 

testes foram realizados em amostras de 21 (42,8%) animais e amostras de um 

animal (2,0%) foram submetidas apenas a um teste, o que resultou em 47 

animais testados no total.  Nenhum dos animais testados apresentou amostra 

positiva em todos os três testes realizados, entretanto, foi observada 

concordância entre amostras positivas na qPCR e PRNT e na qPCR e ELISA 

(Figura 21). 
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Figura 21: Concordância entre os resultados obtidos para os testes de qPCR, PRNT e 

ELISA da coleção Serro. Os círculos em amarelo representam resultados positivos e as 

figuras azuis os resultados indeterminados. 

Para os testes moleculares por qPCR, 46 animais tiveram amostras testadas, o 

que resultou em uma positividade de 6,5% e na porcentagem de 11,6% 

indeterminados. Dos 25 roedores testados, 3 foram considerados positivos 

(12%) e para os 21 marsupiais testados, a positividade foi de zero porcento. Os 

CTs das amostras variaram de 31,67 a 39,33. 

Os resultados dos ensaios de PRNT foram dados para 46 amostras testadas, 

das quais 2 (4,3%) foram positivas. Roedores apresentaram uma positividade 

de 8% e nenhum marsupial apresentou amostras positivas neste teste. O 

percentual de redução de placas nos testes variou de 0 a 55,8%. 

Os ensaios de ELISA foram realizados em amostras de 25 roedores e, destes, 

oito foram considerados positivos, resultado em positividade de 32%. Além 

disso, três amostras foram consideradas indeterminadas, correpondendo a 

12% dos aimais testados. 
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Tabela 11: Espécies de roedores e marsupiais da coleção Serro testados, positivos e indeterminados nos testes moleculares e sorológicos. 

Espécie Total Mata Pasto Peri. 
PCR 

testado 
PCR 

positivo 
PCR ind 

PRNT 
testado 

PRNT 
positivo 

ELISA 
testado 

ELISA 
positivo 

ELISA 
ind 

Total [P/T] 

Trinomys setosus 10 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 8 2 (25%) 1 (12,5%) 8 0 (0%) 8 7 (87,5%) 1 (12,5%) 7/8 (87,5%) 

Calomys tener 2 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 2 0 (0%) 0 (0%) 2 0 (0%) 2 0 (0%) 0 (0%) 0/2 (0%) 

Calomys expulsos 2 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 2 1 (50%) 0 (0%) 2 1 950%) 2 0 (0%) 0 (0%) 1/2 (50%) 

Oligoryzomys nigripes 3 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) 3 0 (0%) 0 (0%) 3 0 (0%) 3 0 (0%) 0 (0%) 0/3 (0%) 

Mus musculus 3 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) 3 0 (0%) 1 (33,3%) 3 0 (0%) 3 0 (0%) 0 (0%) 1/3 (33,3%) 

Rattus rattus 3 0 (0%) 0 (0%) 3 (100%) 3 0 (0%) 2 (66,7%) 3 0 (0%) 3 1 (33,3%) 0 (0%) 1/3 (33,3%) 

Oecomys catherinae 1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 0/1 (0%) 

Akodon sp. 1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 1 (100%) 1 0 (0%) 1 (100%) 1/1 (100%) 

Cerradomys subflavus 1 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 0/1 (0%) 

Nectomys squamipes 1 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 0 (0%) 1 (100%) 1/1 (100%) 

Total roedores 27 12 (44,4%) 6 (22,2%) 9 (33,3%) 25 3 (12%) 4 (16%) 25 2 (8%) 25 8 (32%) 3 (12%) 13/25 (52%) 

Didelphis aurita 13 4 (30,8%) 1 (7,7%) 8 (61,5%) 12 0 (0%) 0 (0%) 13 0 (0%) - - - 0/13 (0%) 

Marmosops incanus 6 6 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 6 0 (0%) 0 (0%) 6 0 (0%) - - - 0/6 (0%) 

Caluromys philander 1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 (100%) 1 0 (0%) - - - 0/1 (0%) 

Gracilinanus agilis 2 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%) 2 0 (0%) 0 (0%) 2 0 (0%) - - - 0/2 (0%) 

Total marsupiais 22 12 (54,5%) 2 (9%) 8 (36,4%) 21 0 (0%) 1 (4,8%) 22 0 (0%) - - - 0/22 (0%) 

Total 49 24 (49%) 8 (16,3%) 17 (34,7%) 46 3 (6,5%) 5 (11,6%) 46 2 (4,3%) - - - 
13/47 

(27,6%) 
Peri: Peridomicílio. Ind: Indeterminado. P: positivos. T: testados. 
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Uma vez que todos animais da espécie Trinomys setosus foram positivos ou 

indeterminados no ensaio de ELISA, foi realizada uma titulação daqueles 

disponíveis na diluição de 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. O soro controle positivo 

também foi testado como forma de comparação (Tabela 12).  

Tabela 12: Titulação dos soros de Trinomys sp. da coleção Serro em ensaio de ELISA.  

 1:100 1:200 1:400 1:800 

Controle positivo + + - - 

Animal 1 + IND - - 

Animal 2 + IND - - 

Animal 3 + IND - - 

IND: Indeterminado. +: Positivo. -: Negativo. 

 

5.3 Resultados de triagem viral por qPCR e busca por anticorpos anti-OPV 

por PRNT e ELISA para coleção  Rio Pomba 

As capturas em Rio Pomba resultaram na coleta de 175 animais (Anexo 3) e 

destes, 107 tiveram amostras submetidas a algum ensaio, qPCR para triagem 

viral (C11R para amostras de soro e fígado e A56R para amostras de fígado) e 

ensaios sorológicos como PRNT e ELISA (somente roedores). As 

espécies/gêneros Akodon cursor, Akodon c.f. mystax, Calomys tener, 

Necromys lasiurus, Didelphis aurita e Caluromys philander foram considerados 

positivos em pelo menos um dos testes realizados (Tabela 13). 
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Tabela 13: Amostras de pequenos mamíferos da coleção Rio Pomba positivas em pelo menos 

um teste realizado (qPCR, PRNT ou ELISA). 

Espécie 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Akodon cursor * * IND  - POS 

Akodon cursor - - IND  POS POS 

Akodon cursor * * - - POS 

Akodon cursor * * IND  POS IND 

Akodon cursor * * - POS - 

Akodon cursor - - - - POS 

Akodon cursor - - - - POS 

Akodon cursor - - - - POS 

Akodon c.f. mystax - - - POS - 

Akodon c.f. mystax - - IND  POS - 

Calomys tener POS  - * - * 

Calomys tener * * - POS  - 

Calomys tener * * - POS - 

Necromys lasiurus - IND  - POS * 

Necromys lasiurus POS  - - - - 

Necromys lasiurus * * IND  - POS 

Didelphis aurita * * - POS * 

Caluromys philander POS  - POS  - - 
*:Não testado. -: Negativo. 

Dos 175 animais capturados na coleção Sabará, para amostras provenientes 

de 107 animais (61,4%) foi possível realizar os três testes (qPCR, PRNT e 

ELISA), em 45 (25,7%) foram realizados dois testes, em dez (5,7 %) apenas 

um teste e para os 13 (7,4%) restantes não foi possível realizar nenhum teste. 

Dentre essas amostras, cinco foram positivas apenas no PRNT, quatro apenas 

no ELISA, três apenas na qPCR, duas foram indeterminadas no ELISA e na 

qPCR e quatro foram positivas no ELISA e indeterminadas na qPCR (Figura 

23). 
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Figura 22: Concordância entre os resultados obtidos para os testes de qPCR, PRNT e 

ELISA da coleção Rio Pomba. Os círculos em amarelo representam resultados positivos e as 

figuras azuis os resultados indeterminados.  

Os testes de qPCR foram realizados em amostras de 155 animais e destes, 

três (1,9%) foram positivos e 25 (16,1%) indeterminados. Dos 137 roedores 

testados, dois (1,5%) foram positivos além de um (5,5%) dos 18 marsupiais 

testados.  

O percentual de redução no número de placas nos testes de PRNT realizados 

variou de 10 a 95,6%. Dentre as 143 amostras testadas, 27 (18,9%) foram 

consideradas positivas, sendo a positividade observada para roedores e 

marsupiais de 6,2 e 6,3%, respectivamente. 

Apenas soros de roedores foram testados no ELISA e dos 119 em que o teste 

foi realizado, sete (5,9%) apresentaram resultados positivos, sendo outros três 

(15,8%) considerados indeterminados. 
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Tabela 14: Espécies de roedores e marsupiais da coleção Rio Pomba testados, positivos e indeterminados nos testes moleculares e sorológicos. 

 
Total Mata Pasto Peri. 

PCR 
testado 

PCR 
positivo 

PCR ind. 
PRNT 

testado 
PRNT 

positivo 
ELISA 

testado 
ELISA 

positivo 
ELISA 

ind. 
Total [P/T] 

Akodon sp. 51 7 (13,7%) 44 (86,3%) 0 (0%) 43 0 (0%) 7 (16,3%) 41 5 (12,2%) 39 6  (15,4%) 3 (0,7%) 10/45 (22,2%) 

Calomys sp. 79 0 (0%) 79 (100%) 0 (0%) 69 1 (0,1%) 10 (14,5%) 64 2 (0,3%) 61 0 (0%) 0 (0%) 3/69 (4,3%) 

Necromys 
lasiurus 

14 0 (0%) 14 (100%) 0 (0%) 13 1 (0,7%) 6 (4,6%) 11 1 (0,9%) 10 1 (0,1%) 0 (0%) 3/14 (21,4%) 

Oligoryzomys 
nigripes 

7 2 (28,6%) 2 (28,6%) 3 (42,8%) 7 0 (0%) 0 (0%) 6 0 (0%) 6 0 (0%) 0 (0%) 0/7 (0%) 

Juliomys 
pictipes 

2 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 0 (0%) 0 (0%) 2 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 0/2 (0%) 

Guerlinguetus 
ingrami 

1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 (100%) 1 0 (0%) 0 0 (0%) 0 (0%) 0/1 (0%) 

Nectomys 
squamipes 

1 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 0/1 (0%) 

Oxymycterus 
sp. 

1 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 0/1 (0%) 

Total roedores 156 12 (0,7%) 141 (90,3%) 3 (0,2%) 137 2 (1,5%) 25 (18,2%) 127 8 (6,3%) 119 7 (5,9%) 3 (15,8%) 
16/140 
(11,4%) 

Didelphis aurita 9 6 (66,7%) 0 (0%) 3 (33,3%) 9 0 (0%) 1 (11,1%) 8 1 (12,5%) - - - 1/9 (11,1%) 

Gracilinanus 
microtarsus 

8 7 (87,5%) 1 (12,5%) 0 (0%) 7 0 (0%) 0 (0%) 6 0 (0%) - - - 0/7 (0%) 

Monodelphis 
americana 

1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) - - - 0/1 (0%) 

Caluromys 
philander 

1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 1 (100%) 0 (0%) 1 0 (0%) - - - 1/1 (100%) 

Total 
marsupiais 

19 15 (7,9%) 1 (5,3%) 3 (15,8%) 18 1 (5,5%) 1 (5,5%) 16 1 (6,2%) - - - 2/18 (11,1%) 

Total 175 
27 

(15,5%) 
142 (81,1%) 6 (0,4%) 155 3 (1,9%) 25 (16,1%) 143 

27 
(18,9%) 

- - - 
18/158 
(11,4%) 

Peri.: Peridomicilio. Ind: Indeterminado. P: Positivo. T: Testado. 
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5.4 Distribuição das amostras positivas de acordo com o período de 

coleta 

Analizando-se conjuntamente as coleções Sabará, Serro e Rio Pomba, oas 

cleções foram realizadas durante todos os meses do ano e o maior número de 

capturas se deu nos meses secos de junho e agosto. Com relação as amostras 

positivas nos ensaios de qPCR, observou-se as seguintes positividades: 0% 

para janeiro, 0% para fevereiro, 7,1% para março, 7,1% para abril, 5,2% para 

maio, 1,6% para junho, 12,5% para julho, 4,6% para agosto, 8,7% para 

setembro, 0% para outubro, 14,3% para novembro e 5% para dezembro 

(Figura 23). 

 

Figura 23: Distribuição das amostras positivas e testadas em ensaios moleculares de 

acordo com o mês de captura para as coleções de Sabará, Serro e Rio Pomba. 

Com relação aos ensaios sorológicos de PRNT e ELISA, a positividade para 

cada mês foi: janeiro (50%), fevereiro (11,1%), março (11,1%), abril (7,1%), 

maio (11,1%), junho (6,4%), julho (16,0%), agosto (18,6%), setembro (27,3%), 

outubro (3,2%), novembro (20%) e dezembro (0%). 
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Figura 24: Distribuição das amostras positivas em PRNT de acordo com o mês de 

captura para as amostras das coleções de Sabará, Serro e Rio Pomba. 

 

5.5 Distribuição das amostras positivas de acordo com a área de coleta 

As coletas para as coleções Sabará, Serro e Rio Pomba foram realizadas em 

diferentes áreas e em todas elas foram encontradas amostras positivas (Tabela 

15). As positividades para mata e pasto foram semelhantes e a positividade 

para peridomicilio foi mais baixa, assim como o número de animais capturados 

nesse local. Somente para a coleção Serro houve amostras positivas no 

peridomicilio e a maior proporção de animais positivos observadas para as 

coleções foram pasto para Sabará (23,5%), mata para Serro (33,3%) e mata 

para Rio Pomba (22,2%). 

Tabela 15: Positividade por local de captura para cada coleção e para todas as amostras 

testadas. 

 Sabará Serro Rio Pomba Total 

 T P T P T P T P 

Mata 108 6 (5,5%) 24 8 (33,3%) 27 6 (22,2%) 159 20 (12,6%) 

Pasto 68 16 (23,5%) 8 2 (25,0%) 142 12 (8,4%) 218 30 (13,8%) 

Peri. 0 0 17 2 (11,7%) 6 0 (0%) 23 2 (8,7%) 

T: Testado. P: Postivo. Peri.: Peridomicilio. 
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5.6 Comparação entre os resultados obtidos para as coleções Sabará, 

Serro e Rio Pomba 

Uma vez que as coleções Sabará, Serro e Rio Pomba eram compostas por 

números maiores de pequenos mamíferos, é possível realizar uma comparação 

entre os resultados encontrados. Para Sabará foi observada uma positividade 

total de 17,2% e quatro espécies/gêneros de pequenos mamíferos 

apresentaram amostras positivas, entre esses pequenos mamíferos três 

gêneros/espécies eram de roedores e uma de marsupial. Com relação aos 

resultados para a coleção Serro, seis espécies/gêneros de roedores foram 

positivos, o que correspondeu a uma positividade total de 27,6%. Para Rio 

Pomba, a positividade observada foi de 11,4% e quatro espécies/gêneros de 

roedores e duas espécies de marsupiais tiveram amostras consideradas 

positivas. 

Tabela 16: Comparação entre os resultados obtidos para as coleções Sabará, Serro e Rio 

Pomba. 

 Espécies positivas 
qPCR 

P/T 
ELISA 

P/T 
PRNT 

P/T 

Positividade 
total 
P/T 

Sabará 

Oligoryzomys sp., 
Necromys lasiurus, 

Cerradomys subflavus, 
Didelphis albiventris 

11/126  
(8,7%) 

4/35 
(11,4%) 

11/116 
(9,5%) 

22/128 
(17,2%) 

Serro 

Trinomys setosus, 
Calomys expulsos, 

Mus musculus,   
Rattus rattus,  
Akodon sp.,  

Nectomys squamipes 

3/46 
(6,5%) 

8/25 
(32%) 

2/46 
(4,3%) 

13/47 
(27,6%) 

Rio 
Pomba 

Akodon cursor, 
Akodon c.f. mystax 

Calomys tener, 
Necromys lasiurus, 

Didelphis aurita, 
Caluromys philander 

3/155 
(1,9%) 

7/119 
(5,9%) 

27/143 
(18,9%) 

18/158 
(11,4%) 

P: Positivo. T: Testado. 
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5.7 Resultados da coleção de roedores urbanos 

Na coleção de animais urbanos, 11 animais possuíam amostra para algum tipo 

de teste (molecular ou sorológico) (Tabela 16). Todos os animais testados 

foram negativos no ensaio de ELISA e nenhum apresentou quantidade 

suficiente de amostra para ser testada na soroneutralização. Quanto aos 

ensaios de qPCR, 3 amostras foram consideradas indeterminadas, uma 

proveniente de Contagem e as outras duas de Ouro Preto no ensaio de 

amplificação do gene C11R a partir de amostras de soro.  

Tabela 17: Resultados dos ensaios moleculares e sorológicos realizados com amostras 

dos animais da coleção de urbanos.  

Área de 
coleta 

Espécie 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Contagem Mus spp. - IND CT 31,51 - * - 

Contagem Mus spp. - - - * - 

Contagem Mus spp. - - - * - 

Sabará Mus spp. - - - * - 

Contagem Mus spp. - - - * - 

Sabará Mus spp. - - - * * 

Sabará Mus spp. - - - * - 

Sabará Mus spp. - - - * - 

Sabará Mus spp. * * * * * 

Ouro Preto Mus spp. - IND CT 32,35 - * - 

Ouro Preto Mus spp. - - * * * 

Ouro Preto Mus spp. - IND CT35,39 - * - 

Ouro Preto Mus spp. - - * * * 

Ouro Preto Mus spp. - - - * - 
CT: Cycle treshold. *: Não testado. -: Negativo. 

Uma vez que a coleção era composta por poucos animais, todas as amostras 

que apresentavam soro tiveram o DNA extraído e foram testadas em PCR 

convencional para os genes C11R e A26L. Duas amostras foram positivas para 

o gene C11R e um delas também foi positiva para o gene A26L. 

5.8 PCR convencional de amostras positivas ou indeterminadas 

Para confirmação dos resultados de amplificação do gene C11R por qPCR e 

para sequenciamento, algumas amostras positivas ou indeterminadas foram 
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submetidas à amplificação do mesmo alvo em PCR convencional. As amostras 

de soro, testadas sem extração nos ensaios de qPCR, tiveram o DNA extraído 

antes da PCR convencional. Dentre as 12 amostras testadas, três foram 

positivas (Tabela 18). 

Tabela 18: Resultados do teste de PCR convencional que teve como alvo o gene C11R. 

Amostra Matriz Resultado Coleção 

Cerradomys subflavus Soro Positivo 

Sabará 
 

Didelphis albiventris Soro Negativo 

Didelphis albiventris Soro Positivo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Didelphis albiventris Fígado Positivo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Calomys sp Fígado Negativo 

Serro 
Mus musculus Fígado Negativo 

Rattus rattus Fígado Negativo 

Trinomys sp Fígado Negativo 

Didelphis aurita Soro Negativo 

Rio Pomba 
Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Calomys tener Fígado Positivo 

Akodon cursor Fígado Negativo 

 

O segundo teste de PCR convencional realizado teve como alvo o gene A26L, 

três das 12 amostras testadas, 3 foram positivas (Tabela 19). 

Tabela 19: Resultados do teste de PCR convencional que teve como alvo o gene A26L. 

Amostra Matriz Resultado Coleção 

Cerradomys subflavus Soro Positivo 

Sabará 

Didelphis albiventris Soro Positivo 

Cerradomys subflavus Fígado Negativo 

Cerradomys subflavus Fígado Negativo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Mus musculus Fígado Negativo 
Serro 

Trinomys sp Fígado Negativo 

Calomys sp Fígado Negativo 

Rio Pomba 
Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Caluromys philander Soro Negativo 

Necromys lasiurus Fígado Positivo 
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O teste de PCR convencional que teve como alvo o gene C23L foi realizado 

com 6 amostras e um delas foi positiva (Tabela 20). 

Tabela 20: Resultados do teste de PCR convencional que teve como alvo o gene C23L. 

Amostra Matriz Resultado Coleção 

Cerradomys subflavus Soro Positivo 

Sabará 
Necromys lasiurus Fígado Negativo 

Didelphis albiventris Fígado Negativo 

Didelphis albiventris Soro Negativo 

Mus musculus Fígado Negativo Serro 

Necromys lasiurus Soro Negativo Rio Pomba 

 

5.9 Sequenciamento 

5.9.1 Sequenciamento A56R  

As amostras Sabará 1 (Cerradomys subflavus - soro), Sabará 3 (Didelphis 

albiventris - soro), Sabará 69 (Cerradomys subflavus - soro), Sabará 74 

(Cerradomys subflavus - fígado), Sabará 211 (Necromys lasiurus - soro), Serro 

95 (Trinomys setosus - fígado), Serro 151 (Trinomys sp. - gônada), Rio Pomba 

168 (Calomys tener - fígado), Urbano 2 (Mus spp. - fígado), Urbano 3 (Mus spp. 

- bexiga) e Urbano 3 (Mus spp. - soro) foram escolhidas para o 

sequenciamento uma vez que geraram amplificação na qPCR para o gene 

A56R (Figura 25). 
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Figura 25: Alinhamento de sequências de 102 pares de bases obtidas para o gene A56R 

e sequências de outros OPVs. A deleção de 18 nt observada em VACVs do grupo 1 está 

evidenciada e em vermelho são mostrados nucleotídeos não conservados. Em verde estão as 

amostras de Sabará, azul Serro, laranja Rio Pomba e roxo roedores urbanos.      

5.9.2 Sequenciamento de C11R 

As amostras Sabará 64 (Didelphis albiventris - soro) e Sabará 148 (Calomys 

tener - soro) positivas na PCR convencional para o gene C11R foram 

sequenciadas (Figura 26). 
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Figura 26: Alinhamento das sequências de 123 pares de bases obtidas para o gene C11R 

e sequências de outros OPVs. Regiões variáveis estão indicadas em vermelho e as 

sequências obtidas no presente trabalho em verde. 

5.9.3 Sequenciamento A26L 

A amostra 3  (Mus spp.) da coleção do roedores urbanos positiva na PCR 

convencional para o gene A26L foi sequenciada (Figura 27). 

 

 

 

.  
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Figura 27: Alinhamento da sequência de 126 pares de bases do gene A26L obtida de 

amostra positiva da coleção de animais urbanos com amostras de VACV brasileiros, 

vacinais, Cowpox virus e Rabitipox virus. A sequência de U3 está representada em azul. Os 

nucleotídeos variáveis estão representados em vermelho e o retângulo realça a deleção de 21 

pares de base apresentada por amostras brasileiras de VACV. 

 

5.10 Tropismo viral 

Os animais Sabará 3 (Didelphis albiventris), Sabará 211 (Necromys lasiurus), 

Serro 151 (Trinomys setosus), Rio Pomba 139 (Caluromys philander) e Urbano 

3 (Mus spp.) foram selecionados para análises de tropismo viral em órgãos dos 

animais positivos ou indeterminados em ensaios de qPCR. O DNA extraído das 

vísceras disponíveis foi submetido a ensaios de qPCR que tiveram como alvo 

os genes C11R e A56R (Tabela 22). 
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Tabela 21: Teste de tropismo viral por qPCR dos genes C11R e A56R das vísceras de 

animais positivos em ensaios prévios de qPCR.  

 
Didelphis 
albiventris 
(Sabará) 

Necromys 
lasiurus 
(Sabará) 

Trinomys 
setosus 
(Serro) 

Caluromys 
philander 

(Rio Pomba) 

 
Mus spp. 
(Urbanos) 

 C11R A56R C11R A56R C11R A56R C11R A56R C11R A56R 

Coração - - + + + - + - * * 

Baço - - + - + + + - + - 

Intestino + - + + + - + - + + 

Bexiga + - - - - - + - + + 

Pulmão - - - - - - + - + - 

Rim + - * * + - + - + - 

Ovário + - * * * * * * * * 

Testículo * * - - + + + + + - 

Diafragma - - * * * * * * * * 

Medula * * - - * * * * * * 

-: Negativo. +: Positivo. *: Não testado.  
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VI DISCUSSÃO 

Apesar de o Vaccinia virus causar no Brasil uma doença emergente com 

impacto social, na economia e saúde pública, poucos estudos foram realizados 

com intuito de se conhecer melhor a cadeia de transmissão do vírus e seus 

potenciais reservatórios (Abrahão, 2009a; Abrahão, 2010; Schatzmayr, 2011; 

Assis, 2012; Peres, 2013; Barbosa, 2014; Peres, 2016). Até o momento, o 

estudo de captura de pequenos mamíferos e busca por indícios da circulação 

do vírus havia sido realizado principalmente através de testes sorológicos 

(Schatzmayr, 2011; Peres, 2013). Schatzmayr (2011) encontrou uma 

positividade de anticorpos anti-OPV de 17,9% em roedores silvestres 

capturados em locais com ou sem registro de surtos de VB e Peres (2013) 

descreveu uma positividade de 8,7% para roedores silvestres e 8,2% para o 

marsupial Didelphis spp. Um segundo estudo de Peres (2015) utilizou técnicas 

de biologia molecular (PCR nested para o gene A56R) para detecção de DNA 

de OPVs em diversos animais durante um surto de VB e encontrou cães e 

gambás (Didelphis spp.) positivos. Entretanto, neste estudo o número amostral 

foi inexpressivo, tendo apenas dois roedores silvestres testados.  

Através da utilização de PCR em tempo real, a detecção de DNA viral pode ser 

facilitada, uma vez que a técnica apresenta alta sensibilidade (Valesk, 2005). 

Além disso, a utilização de duas matrizes distintas e dois diferentes alvos 

aumenta a chance de detecção do vírus, bem como a amplificação do gene 

C11R, que é conservado entre os OPVs (Abrahão, 2010) e é encontrado em 

duas cópias no genoma do Vaccinia virus. Um estudo semelhante ao realizado 

neste trabalho foi feito para a avaliação da presença do MPXV em roedores 

africanos. A positividade encontrada foi de 4,4% e, contudo 12,7% foram 

consideradas indeterminadas devido à dificuldade em reproduzir o resultado 

positivo. Os pesquisadores relataram que os problemas de reprodutibilidade 

dos resultados podem ser devido à baixa carga viral nos animais estudados 

(Reynolds, 2010). 

Dentre as amostras testadas por qPCR no presente trabalho, foi encontrada 

uma positividade total de 23,4% para roedores e 0% para marsupiais de 
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Sabará, 12% para roedores e 0% para marsupiais do Serro e 1,5% para 

roedores e 5,5% para marsupiais de Rio Pomba. Uma vez que as amostras 

positivas apresentavam CTs bastante tardios (acima de 30), é possível 

especular que a disponibilidade de DNA viral nas amostras era baixa, indicando 

uma replicação basal do vírus nesses animais. Além disso, essa baixa carga de 

DNA pode resultar na amplificação em apenas uma replicata das duas testadas 

e gerar um resultado indeterminado. Algumas amostras consideradas 

indeterminadas foram sequenciadas, demonstrando que estudos adicionais são 

necessários para classificar com segurança as amostras como positivas ou 

negativas. 

Com relação aos testes de soroneutralização, 14,6% dos roedores e 9,5% dos 

marsupiais foram positivos em Sabará, 8,0% dos roedores e nenhum marsupial 

foi positivo no Serro e 6,3% dos roedores e 6,2% dos marsupiais foram 

positivos em Rio Pomba. Esses resultados indicam a circulação prévia de 

VACV, uma vez que este é o OPV circulante no Brasil. Além disso, a 

positividade da amostra indica que o animal foi capaz de produzir anticorpos 

neutralizantes, que são detectados pela técnica, o que pode ser importante 

para o controle da infecção (Chaudhri, 2006). 

Para a técnica de ELISA, somente roedores foram testados, pois não havia 

disponibilidade de soros controles para a padronização do ensaio para 

marsupiais. Em Sabará, foram encontrados 11,4% dos animais positivos e 

11,4% indeterminados; para o Serro, 32,0% foram positivos e 12,0% 

indeterminados; já em Rio Pomba, 5,9% das amostras foram positivas e 15,8% 

indeterminadas. Uma vez que todos os animais da espécie Trinomys setosus 

capturados no Serro foram positivos no ELISA, foi feita a titulação de 3 soros 

que tinham volume adequado, e estes se mostraram positivos na primeira 

diluição e indeterminados na segunda, o que pode indicar um baixo título de 

anticorpos. Para aqueles animais indeterminados no ELISA e positivos nos 

ensaios moleculares ou PRNT é possível especular que o resultado 

indeterminado seja na verdade um positivo, com início da produção de 

anticorpos do tipo IgG (detectados pelo ELISA), que coincide com a queda na 

replicação viral (Buller, 1991).  
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Nas amostras testadas foram encontrados diferentes perfis de resultados, 

algumas eram positivas somente na qPCR, outras na qPCR e PRNT, outras na 

qPCR e ELISA, outras somente em algum dos testes sorológicos e ainda 

aquelas positivas somente nos ensaios moleculares. As amostras positivas 

apenas na qPCR ou na qPCR e PRNT podem representar o início da infecção 

pelo vírus, no qual está havendo replicação do genoma e anticorpos do tipo 

IgM estão sendo produzidos. Depois disso, anticorpos do tipo IgG começam a 

ser produzidos e a replicação viral diminui (PCR negativo e ELISA/PRNT 

positivos). Com o tempo não é mais possível detectar DNA viral e os ensaios 

que detectam anticorpos continuam positivos. Em alguns casos algum dos 

testes não pôde ser realizado, não permitindo a análise completa dessa 

dinâmica. É interessante notar que um animal da coleção de Sabará, capturado 

incialmente no mês de julho teve testes sorológicos negativos, entretanto, 

quando foi recapturado em setembro, apresentava PRNT positivo. Esse animal 

provavelmente entrou em contato com o vírus durante este período e 

desenvolveu uma resposta imune contra o mesmo. 

Através da amplificação e sequenciamento utilizando os genes A56R e A26L, 

foi possível detectar amostras pertencentes ao grupo I e II de VACV brasileiros. 

As duas amostras sequenciadas que pertenciam ao grupo I fazem parte da 

coleção de Sabará. Todas as amostras sequenciadas para as coleções do 

Serro e Rio Pomba pertenciam ao grupo II. Na coleção de animais urbanos, a 

amostra 3 demostrou um perfil duplo, apresentado a deleção de 21 

nucleotídeos no gene A26L, mas com ausência de deleção de 18 nucleotídeos 

no gene A56R. Situação semelhante já foi observada (de Oliveira, 2015), mas 

esse resultado pode ser também fruto da co-circulação de amostras dos grupos 

I e II. Ducournau e colaboradores (2013) também já identificaram a co-

circulação de duas linhagens diferentes de CPXV na França. Os dados obtidos 

aqui reforçam que ambos os grupos de VACV brasileiros estão circulando na 

natureza (Trindade, 2006; Campos, 2010) e apesar da detecção da circulação 

de vírus do grupo II (considerados virulentos em modelo murino), nenhum 

animal apresentou sinal clínico de doença exantemática. A ausência de sinais 

clínicos pode ser mais um indício da replicação basal do vírus nesses 

hospedeiros (Rehfeld, 2015). 
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Uma vez detectada a presença do vírus nas coleções estudadas, foram feitos 

ensaios de qPCR para determinar em quais órgãos dos animais infectados o 

DNA viral poderia ser detectado. Foi testado um animal de cada espécie a 

seguir: Didelphis albiventris, Necromys lasiurus, Trinomys setosus, Caluromys 

philander e Mus spp. Para D. albiventris (grupo I de VACV brasileiros) foi 

detectado DNA viral apenas na bexiga, rim, ovário e intestino. Para os animais 

com vírus classificados como grupo II (N. lasiurus e T. setosus) e para C. 

philander (não teve A56R ou A26L sequenciado) foi possível detectar DNA viral 

também no coração e baço, além de pulmão para C. philander. O animal 3 da 

coleção de urbanos (Mus spp.) que apresentou duplo perfil com relação aos 

grupos I e II, teve DNA detectado em todos os órgãos testados (baço, intestino 

delgado, intestino grosso, pulmão, bexiga, rim e gônada). Os resultados 

indicam, que mesmo quando o vírus circulante é do grupo I (menor replicação) 

ele é capaz de atingir órgãos como intestino e rins, o que propicia a eliminação 

do mesmo e pode facilitar sua dispersão e transmissão para outros animais 

como bovinos e outros roedores e marsupiais. Estudos anteriores já haviam 

demonstrado que indícios da presença do VACV nos órgãos detectados neste 

trabalho podiam ser encontrados tanto após a infecção via intranasal com 

amostras virulentas (Ferreira, 2008), quanto após a infecção com leite 

contaminado com amostra não virulenta do grupo I (Rehfeld, 2015). Além 

disso, o Mariana virus foi isolado de líquido peritoneal e dos testículos 

(Abrahão, 2009a), o que é concordante com amostras de gônadas e ovários 

positivas encontradas no presente trabalho. 

Ao se analisar a estação em que em que os animais com amostras positivas 

foram capturados, tanto para dados moleculares como sorológicos, o número 

de positivos foi maior no inverno, estação seca de Minas Gerais. Trabalhos 

prévios relatam a maior ocorrência de casos de VB nesse período (Lobato, 

2005; Sant’Ana, 2011; Schatzmayr, 2011) e tal fato pode ser decorrente do 

aumento populacional de roedores, o que é comprovado pelo maior número de 

capturas de roedores nas coleções estudadas. Entretanto, o maior número de 

captura nesses meses pode ser uma explicação alternativa para o fato 

observado. 
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Com relação ao local de captura dos animais que apresentaram amostras 

positivas, para Sabará houve detecção tanto nas áreas de mata como naquelas 

de pasto, podendo indicar contato entre os animais circulantes em ambas as 

áreas. As amostras positivas de Rio Pomba são provenientes de animais 

capturados em mata e pasto, mas não no peridomicílio. Para o Serro, onde 

surtos de VB são frequentemente reportados, houve detecção também em 

peridomicílio. Esse fato pode ser um indicativo de que os animais infectados 

tenham contato com os animais domésticos, incluindo bovinos, e com o 

homem, o que poderia favorecer a transmissão do vírus e, consequentemente, 

o aparecimento e detecção de doença. No Serro, a positividade também foi 

maior para roedores nas técnicas de qPCR, o que está de acordo com a maior 

detecção de surtos neste local do que em Rio Pomba (Trindade, 2009; Assis, 

2005; Costa, 2015). 

 A ausência de detecção de casos de VB em Sabará poderia ser explicada pela 

falta de um agente amplificador da infecção, como é o caso da doença em 

bovinos. Além disso, apesar da presença de animais como cavalos nas 

redondezas, esses animais não permanecem por longos períodos na unidade 

de coleta e no geral apenas permeiam a propriedade, reduzindo o contato dos 

mesmos com roedores ou com excretas produzidas por eles.  

As espécies que apresentaram amostras positivas em algum teste da coleção 

de Sabará foram: Cerradomys subflavus, Necromys lasiurus, Didelphis 

albiventris e Oligoryzomys sp. Das espécies testadas no Serro, Trinomys 

setosus, Calomys tener, Nectomys squamipes, Rattus rattus, Mus musculus e 

Akodon sp foram positivas. Já para Rio Pomba, Akodon sp., Calomys tener, 

Didelphis aurita e Caluromys philander foram as espécies com amostras 

positivas. Trabalhos anteriores já haviam detectado indícios da circulação de 

VACV nas espécies de roedores N. squamipes, A. cursor, O. nigripes 

(Schatmayr, 2011; Peres, 2013), M. musculus (Abrahão, 2009a) e no marsupial 

Didelphis spp. (Peres, 2013; Peres, 2015). Com exceção do marsupial C. 

philander, que é considerado especialista, e do roedor Trinomys sp., cujos 

dados não estão disponíveis, os outros roedores que tiveram amostras 

positivas são considerados generalistas quanto ao uso do hábitat e 
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frequentemente podem se adaptar a novos ambientes, incluindo aqueles 

fragmentados e antropizados (Tabelas 3 e 4).  

Assim como demonstrado recentemente por Peres (2015), alguns marsupiais 

foram positivos tanto em técnicas sorológicas como moleculares. Esses 

relatados não fornecem dados sobre a participação dos mesmos na cadeia de 

transmissão do VACV no Brasil. Entretanto, uma vez que esses animais podem 

ter grandes movimentações diárias e se associar tanto a áreas antropizadas 

como a ambientes silvestres (Tabela 4), eles poderiam transportar o vírus de 

um ambiente ao outro e assim contribuir para a cadeia de transmissão do 

VACV. 

Os resultados obtidos reforçam o modelo proposto por Abrahão (2009a), no 

qual roedores, também inserindo aqui os marsupiais, atuariam como pontes 

entre o ambiente silvestre, onde o vírus circula entre hospedeiros naturais e o 

ambiente peridomiciliar, no qual são encontrados os animas domésticos e o 

contato com o ser humano é favorecido. Uma vez que já foi demonstrado que 

roedores são capazes de infectar-se através do consumo de leite contaminado 

e também do contato com fezes de vacas e roedores também contaminadas e 

que os mesmos eliminam partículas virais em suas fezes, esse ciclo pode ser 

fechado, explicando como os roedores se tornariam infectados e como 

transmitiram a infecção para outros animais. Além disso, a presença de DNA 

viral em órgãos como rins, bexiga e gônadas pode indicar formas adicionais de 

transmissão do vírus através da urina e transmissão sexual, mas estudos são 

necessários para comprovar tal hipótese.  

Através dos estudos com roedores urbanos, foi possível detectar indícios da 

circulação do VACV em ambientes urbanos de Minas Gerais. Não é possível 

descrever ainda a importância desses achados para a cadeia de transmissão 

do vírus, uma vez que nenhum caso de VB foi registrado neste ambiente. 

Entretanto, já foram encontrados indícios da presença do vírus em fezes de 

capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) recolhidas na Lagoa da Pampulha em 

Belo Horizonte (Ambrósio, não publicado), e em amostras de cães, gatos e 

quatis (Nasua nasua) também de Belo Horizonte (Costa, não publicado). O 

Cowpox virus, OPV relacionado ao VACV, tem circulação conhecida em 
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ambientes urbanos. Nesses ambientes ele é comumente transmitido de seus 

reservatórios, que são roedores, para gatos e os gatos, por sua vez, 

transmitem o vírus para humanos (Haenssle, 2006; Herder, 2010). Além disso, 

na Europa roedores são frequentemente mantidos como animais domésticos e 

através do contato íntimo, são capazes de transmitir o vírus para humanos 

(Campe, 2009).  

A ausência de detecção de casos de VB em ambientes urbanos pode ser fruto 

da dificuldade de diagnóstico da doença ou mesmo da inexistência de um 

hospedeiro no qual o vírus consiga se multiplicar bem e gerar sinais clínicos 

característicos. Não se sabe se gatos, importantes para a cadeia de 

transmissão do CPXV em ambientes urbanos, ou mesmo outros animais que 

apresentam contato próximo com humanos, seriam capazes de transmitir o 

VACV no Brasil. Estudos adicionais são necessários para melhor 

caracterização da situação do Vaccinia virus nos ambientes urbanos. 
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VII CONCLUSÕES 

7.1 Através dos resultados foi possível demonstrar que o Vaccinia virus circula 

em áreas de mata, campo, pasto, peridomicílio e urbanas. 

7.2 Dados de sequenciamento revelaram a circulação de vírus dos grupos I e II 

e também de uma amostra com perfil misto. 

7.3 O fato de animais serem positivos na qPCR para detecção de DNA viral é 

sugestivo de infecção recente e a positividade para anticorpos do tipo IgG de 

infecção passada. 

7.4 Foram encontradas amostras positivas provenientes de todos os ambientes 

estudados, porém somente no Serro animais positivos foram capturados em 

peridomicílio. Este dado respalda o modelo proposto por Abrahão e 

colaboradores em 2009. 

7.5 O período em que um maior número de amostras foi positivo coincide com 

aquele em que o maior número de surtos de VB são registrados, sugerindo que 

o aumento da população de roedores possa estar envolvido com o 

aparecimento dos casos. 

7.6 O número de vísceras diferentes nas quais foi possível a detecção do DNA 

viral indica infecção sistêmica causada pelo vírus nos animais capturados. 

Contudo, não existem indícios de que esses animais desenvolvam doença 

clássica representada pela presença de lesões típicas de poxvírus.  

7.7 A detecção de marsupiais positivos reforça dados prévios e sugere uma 

possível participação dos mesmos na cadeia de transmissão do VACV.  
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X. ANEXOS 

Anexo 1: Resultados de qPCR, PRNT e ELISA das amostras de pequenos mamíferos da 

coleção Sabará. 

Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Oligoryzomys sp. Mata IND CT 32,76 - - * - 

Oligoryzomys sp. Mata IND CT 36,76 - - POS - 

Oligoryzomys sp. Mata IND CT 30,79 - - * POS 

Oligoryzomys sp. Mata - IND CT 37,14 - - - 

Guerlinguetus sp. Campo * * - - * 

Guerlinguetus sp. Mata IND CT 36,71 - - - * 

Akodon cursor Mata * * * * * 

Necromys lasiurus Campo - - 
POS CT 35,47; 

37 
- - 

Necromys lasiurus Campo - - - - - 

Necromys lasiurus Campo IND CT 35,54 - - - - 

Necromys lasiurus Campo IND CT 31,84 - - - - 

Necromys lasiurus Campo IND CT 33,59 - - - IND 

Necromys lasiurus Campo * * - * * 

Necromys lasiurus Campo POS CT 36,07 - POS CT 37 POS * 

Necromys lasiurus Campo * * - * * 

Necromys lasiurus Campo * * - - * 

Necromys lasiurus Campo * * - * * 

Necromys lasiurus Campo - - - POS - 

Necromys lasiurus Campo 
POS CT 32,23; 

34,97 
- - - - 

Necromys lasiurus Campo IND CT 33,99 - - - - 

Necromys lasiurus Campo * * IND CT 37,27 POS * 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo POS CT 36 - POS CT 33,97 - - 

Necromys lasiurus Campo - - - - - 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo * * - * * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo * * - - * 

Necromys lasiurus Campo * * - - POS 

Necromys lasiurus Campo IND CT 32,57 - * * * 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo * * - - - 

Necromys lasiurus Campo * * - POS - 

Necromys lasiurus Campo * * * - * 

Necromys lasiurus Campo POS CT 31,82 
POS CT 

37,14 
POS CT 32,98 POS POS 

Necromys lasiurus Campo POS CT 33,4 - POS CT 31,96 - POS 

Necromys lasiurus Campo 
POS CT 30,79; 

30,98 
- 

POS CT 34,91; 
37 

- IND 

Necromys lasiurus Campo * * - - - 

Necromys lasiurus Campo IND CT 31,33 - - - - 

Necromys lasiurus Campo * * * * * 

Necromys lasiurus Campo - - INDCT 30,93 - * 

Necromys lasiurus Campo IND CT 36,47 - - - - 

Necromys lasiurus Campo - - POS CT 31,93 - - 

Necromys lasiurus Campo 
POS CT 32,89; 

34,97 
- - - - 

Cerradomys subflavus Campo - - - - IND 

Cerradomys subflavus Campo POS CT 36,25 - POS CT 33,24 - - 

Cerradomys subflavus Campo IND CT 33,78 - * - * 

Cerradomys subflavus Campo IND CT 34,3 - - - - 

Cerradomys subflavus Campo 
POS CT 34,49; 

34,97 
POS CT 

38,55 
- - - 

Cerradomys subflavus Campo IND CT 36,8 - - - - 

Cerradomys subflavus Campo IND CT 33,9 - - - - 

Cerradomys subflavus Campo IND CT 34,64 - - - - 

Cerradomys subflavus Campo POS CT 36,78 
POS CT 

34,14 
- - - 



 

111 
 

Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Cerradomys subflavus Campo IND CT 33,71 - - - - 

Cerradomys subflavus Campo * * - * IND 

Sylvilagus brasiliensis Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * IND CT 35,91 - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - POS * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata IND CT 33,49 - - - * 

Didelphis albiventris Mata - - IND CT 30,67 - * 

Didelphis albiventris Mata IND CT 34,55 - - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - POS * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Didelphis albiventris Mata * * - POS * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * IND CT 32,17 - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * IND CT 36,83 - * 

Didelphis albiventris Mata - IND CT 38 * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * IND CT 33,24 * * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * - * * 

Didelphis albiventris Mata * * - POS * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * IND CT 35,49 - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * * * * 

Didelphis albiventris Mata * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - POS * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * * * * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * * * * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * * * * 

Didelphis albiventris Campo * * * * * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Didelphis albiventris Campo * * - - * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * * * * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * - - * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * - * * 

Gracilinanus microtarsus Mata IND CT 34,04 - * * * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * - * * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * * * * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro  

C11R 
PRNT ELISA 

Gracilinanus microtarsus Mata * * - - * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * - - * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * - * * 

Gracilinanus microtarsus Mata * * * * * 

*:Não testado. -: Negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

116 
 

Anexo 2: Resultados de qPCR, PRNT e ELISA das amostras de pequenos mamíferos da 

coleção Serro. 

Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Trinomys setosus Mata - - - - POS 

Trinomys setosus Mata - - - - POS 

Trinomys setosus Mata - - 
POS CT      

36,45; 39,33 
- POS 

Trinomys setosus Mata - - - - IND 

Trinomys setosus Mata - - IND CT 37 - POS 

Trinomys setosus Mata POS CT 32,78 - POS CT 35,12 - POS 

Trinomys setosus Mata * * - - POS 

Trinomys setosus Mata - - * * * 

Trinomys setosus Mata * - - - POS 

Trinomys setosus Mata * - * * * 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys expulsos Pasto * * - - - 

Calomys expulsos Pasto POS CT 31,67 - POS CT 37 POS - 

Oligoryzomys nigripes Peridomicílio - - - - - 

Oligoryzomys nigripes Peridomicílio - - - - - 

Oligoryzomys nigripes Peridomicílio * * - - - 

Mus musculus Peridomicílio - - - - - 

Mus musculus Peridomicílio POS CT 36,33 POS CT 37 - - - 

Mus musculus Peridomicílio - - IND CT 33,73 - - 

Rattus rattus Peridomicílio - IND CT 39,85 - - - 

Rattus rattus Peridomicílio - - - - - 

Rattus rattus Peridomicílio - - IND CT 36,91 - POS 

Oecomys catherinae Mata * * - - - 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Akodon sp. Mata - - - POS IND 

Cerradomys subflavus Pasto - - - - - 

Nectomys squamipes Pasto - - - - POS 

Didelphis aurita Pasto * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * * - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Marmosops incanus Mata * * - - * 

Marmosops incanus Mata * * - - * 

Marmosops incanus Mata * * - - * 

Marmosops incanus Mata * * - - * 

Marmosops incanus Mata * * - - * 

Marmosops incanus Mata * * - - * 

Caluromys philander Mata IND CT 32,21 - - - * 

Gracilinanus agilis Mata * * - - * 

Gracilinanus agilis Pasto * * - - * 

*:Não testado. -: Negativo. 
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Anexo 3: Resultados de qPCR, PRNT e ELISA das amostras de pequenos mamíferos da 

coleção Rio Pomba. 

Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Akodon cursor Mata IND CT 31,69 - - - - 

Akodon cursor Mata * * IND CT 33,34 - POS 

Akodon cursor Mata * * - - - 

Akodon cursor Mata - - IND CT 32 POS POS 

Akodon cursor Mata * * - - POS 

Akodon cursor Mata - - - - IND 

Akodon cursor Mata * * IND CT 37 POS IND 

Akodon cursor Pasto - - - - IND 

Akodon cursor Pasto * * * * * 

Akodon cursor Pasto * * - POS - 

Akodon cursor Pasto * * * * * 

Akodon cursor Pasto * * - - - 

Akodon cursor Pasto * * - - - 

Akodon cursor Pasto * * - - - 

Akodon cursor Pasto - - - - - 

Akodon cursor Pasto - - - - POS 

Akodon cursor Pasto * * * * * 

Akodon cursor Pasto - - - - - 

Akodon cursor Pasto - - - - POS 

Akodon cursor Pasto * * - - * 

Akodon cursor Pasto - - - - - 

Akodon cursor Pasto - - - - POS 

Akodon cursor Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - POS - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * * - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * * * - * 

Akodon c.f. mystax Pasto * * - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - * 

Akodon c.f. mystax Pasto - - * - * 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * - * - * 

Akodon c.f. mystax Pasto * * - * - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - * - 

Akodon c.f. mystax Pasto * * - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * * - * - 

Akodon c.f. mystax Pasto IND CT 31,61 - - * - 

Akodonc.f. mystax Pasto - - - * - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * * * * * 

Akodon c.f. mystax Pasto - - IND CT 37,14 POS - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto * * - - - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - * 

Akodon c.f. mystax Pasto * * * * * 

Akodon c.f. mystax Pasto * - IND CT 36,91 - - 

Akodon c.f. mystax Pasto - - - - * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto * * - - * 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto 
POS CT 29,72; 

30,59 
- * - * 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto - - * - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto * * IND CT 35,95 - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto * IND CT 36,35 - - * 

Calomys tener Pasto IND CT 30,46 - - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * * * * 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * IND CT 35,18 - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - * - 

Calomys tener Pasto - - * * * 

Calomys tener Pasto * * - * - 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * * * - 

Calomys tener Pasto * * IND CT 33,74 - - 

Calomys tener Pasto * * IND CT 37 * - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - * - 

Calomys tener Pasto * * - POS - 

Calomys tener Pasto * * * * * 

Calomys tener Pasto * * - POS - 

Calomys tener Pasto * * * * * 

Calomys tener Pasto * * - * - 

Calomys tener Pasto * * - - * 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * * * * 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * IND CT 32 - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto - - - - * 

Calomys tener Pasto * * * * * 

Calomys tener Pasto * * * - * 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto - - - - - 

Calomys tener Pasto * * * - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys tener Pasto * * - - - 

Calomys sp. Pasto * * * * * 

Calomys sp. Pasto * * - * * 

Calomys sp Pasto - - - - - 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto * * * - * 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto - - - - - 

Calomys sp Pasto * * IND CT 28,42 - * 

Calomys sp Pasto * * IND CT 35,25 - - 

Calomys sp Pasto * * - - - 

Calomys sp Pasto * * - - * 

Calomys sp Pasto - - * * * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Calomys sp Pasto - - IND CT 32,65 - - 

Necromys lasiurus Pasto * * - - - 

Necromys lasiurus Pasto * * - - - 

Necromys lasiurus Pasto * * - * * 

Necromys lasiurus Pasto * * IND CT 37,14 * - 

Necromys lasiurus Pasto * * - * - 

Necromys lasiurus Pasto - IND CT 37 - POS * 

Necromys lasiurus Pasto 
POS CT 31; 

31,19 
- - - - 

Necromys lasiurus Pasto - - IND CT 36,9 - - 

Necromys lasiurus Pasto * * IND CT 32,81 - POS 

Necromys lasiurus Pasto * * IND CT 34,96 - - 

Necromys lasiurus Pasto IND CT 30,66 - - - - 

Necromys lasiurus Pasto - - - - - 

Necromys lasiurus Pasto * * - - * 

Necromys lasiurus Pasto * * * - * 

Oligoryzomys 

nigripes 
Pasto - - - - - 

Oligoryzomys 

nigripes 
Pasto * * - - - 

Oligoryzomys 

nigripes 
Mata - - - - - 

Oligoryzomys 

nigripes 
Mata - - - - - 

Oligoryzomys 

nigripes 
Peridomicílio - - * * * 

Oligoryzomys 

nigripes 
Peridomicílio - - - - - 

Oligoryzomys 

nigripes 
Peridomicílio - - - - - 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Juliomys pictipes Mata - - - - * 

Juliomys pictipes Mata - - - - - 

Guerlinguetus 

ingrami 
Mata * * IND CT 36,45 - * 

Nectomys 

squamipes 
Pasto - - - - - 

Oxymycterus sp. Pasto - - - - - 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Peridomicílio * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * IND CT 34,49 - * 

Didelphis aurita Mata * * - * * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Didelphis aurita Mata * * - POS * 

Didelphis aurita Mata * * - - * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Pasto * * - - * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * - * * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * - - * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * - - * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * - - * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * - - * 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * - - * 
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Espécie Área 
qPCR Fígado 

C11R 
qPCR Fígado 

A56R 
qPCR Soro 

C11R 
PRNT ELISA 

Gracilinanus 

microtarsus 
Mata * * * * * 

Monodelphis 

americana 
Mata - - - - * 

Caluromys 

philander 
Mata POS CT 31,45 - POS CT 30,26 - - 

*:Não testado. -: Negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


