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RESUMO

Responsavel por perdas econdmicas significativas nos rebanhos afetados, o
Ectima Contagioso € uma enfermidade causada pelo Orf virus pertencente
ao género Parapoxvirus, epiteliotréfico, da familia Poxviridae e subfamilia
Chordopoxvirinae. Pode ser transmitida a humanos que manipulam e
trabalham com ovinos infectados, causando lesdes crostosas e proliferativas
na pele e nas jungbes mucocutaneas, tanto em animais como em humanos.
O estudo evidenciou a difusdo da enfermidade no Estado de S&o Paulo.
Foram amostrados 42 (8,64%) cuidadores de animais e 444 (91,36%) ovinos
(n=486). Dentre estes, 453 (93,21%) ndo apresentaram sinais clinicos,
enquanto que 33 (6,79%) casos suspeitos da doenga (32 ovinos e um
cuidador) que foram biopsiados e realizados os testes histopatoldgicos e de
PCR. Deste total amostrado (n= 486), foram sugestivos para Ectima
Contagioso 6,38% e 0,41% sugestivos para outras lesdes de pele no exame
histopatolégico. No exame de PCR dentre os 486 amostrados, 4,32% foram
positivas, enquanto 2,47% apresentaram resultado negativo. A prevaléncia
de reagentes por virusneutralizagdo foi de 67% nos ovinos e em seus
cuidadores de 76% (p= 0,22). A distribuicdo dos titulos teve diferenga
estatistica significativa entre as espécies com p = 0,0048. Todas as 486
amostras pesquisadas, foram negativas no exame de PCR do sangue. A
prevaléncia de animais com crosta resultou em 7,2% e em seus cuidadores
2,4%. As analises estatisticas foram realizadas com o programa SAS (SAS
Institute, 2011) em nivel de significancia de 0,05.

Concluiu-se teste de virusneutralizagdo no soro entre as espécies foi
significativo estatisticamente (p = 0,048), com isso, sugere-se que quanto

maior a convivéncia dos ovinos com seus cuidadores; a concordancia entre



os métodos diagnédsticos de virusneutralizagdo, PCR e histopatologico sao
importantes associagbes para o diagnostico conclusivo da doenga; a
enfermidade esta difundida no Estado de Sdo Paulo e a distribuicao

geografica nao influenciou a semelhanga genética do virus.

Palavras-chave: Orf virus, diagnésticos, ovinos, humanos, associagao.
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ABSTRACT

Responsible for significant economic losses in affected flocks, the
Contagious Ecthyma is a disease caused by Orf virus belonging to the genus
Parapoxvirus, epitheliotropic, the Poxviridae family and subfamily
Chordopoxvirinae. It could be transmitted to humans who handle and work
with infected sheep, causing crusted lesions and proliferative skin and the
mucocutaneous junction, both in animals and in humans. The study showed
the disease diffusion in S&o Paulo. They sampled 42 (8.64%) Animal
caregivers and 444 (91.36%) sheep (n = 486). Of these, 453 (93.21%)
showed no clinical signs, while 33 (6.79%) suspected cases of the disease
(32 sheep and a caregiver) that were biopsied and performed
histopathological and PCR tests. This all samples (n = 486) were suggestive
of Ecthyma Contagious 6.38% and 0.41% suggestive of other skin lesions on
histopathological examination. In examining PCR among 486 sampled,
4.32% were positive, while 2.47% were negative. The prevalence of reagents
for virus neutralization was 67% in sheep and their caregivers 76% (p =
0.22). The distribution of titles had statistically significant differences between
species with p = 0.0048. All surveyed 486 samples were negative in PCR
test blood. The prevalence of animals with crust resulted in 7.2% and 2.4%
their caregivers. Statistical analyzes were performed with SAS software (SAS
Institute, 2011) at 0.05 significance level.

Virus neutralization test in conclusion serum between species was
statistically significant (p = 0.048), therefore, it is suggested that the higher
the coexistence of sheep with their caregivers; the correlation between the
diagnostic methods of virus neutralization, PCR and histopathology are

important associations for the conclusive diagnosis of the disease; the



disease is widespread in Sao Paulo and the geographical distribution did not

influence the genetic similarity of the virus.

Keywords: Orf virus, diagnostics, sheep, humans, association.



1 - INTRODUGAO

Os ovinos foram a primeira espécie a ser domesticada e desde entdo
acompanha o homem. A ovinocultura € uma das atividades que proporciona
maior fonte de alternativas para subsisténcia, pois fornece pele e 1a para
vestuarios, além de leite e carne para alimentagdo (FERNANDES, 1989).

Ha mais de 150 zoonoses descritas nas diferentes espécies de animais
na Ameérica Latina e Caribe, pela Organizacdo Pan-americana de Saude
(RADOSTITS et al.,, 2012). Nos ovinos, a doenca Ectima Contagioso,
causada pelo Orf virus merece destaque (BARROS, 2007; RADOSTITS et
al., 2012) por causar uma enfermidade zoondtica de caracter ocupacional,
acometendo mais comumente os cuidadores dos ovinos (NOURANI e
MALEKI, 2006). As infeccbes acidentais além de poderem acometer os
humanos (KURODA et al., 1999), também podem infectar bovinos, caninos
(BARROS, 2007), felinos e animais silvestres (AL-SALAM et al., 2008).

Esta mundialmente distribuida (RADOSTITS et al., 2012). O primeiro
caso do Orf virus em ovelhas foi descrito por Steeb em 1787 e em humanos
foi registrado por Newson e Cross em 1934 por Barravieira (2005).

E uma enfermidade viral que causa lesdes crostosas e proliferativas na
pele e nas jungdes mucocutaneas (HAIG e MERCER, 1998; PUGH, 2005). A
doenca ocorre causando atraso de desenvolvimento e graus variados de
dor, além de perdas econdmicas. Embora comum em cordeiros com trés a
seis meses de idade, os animais de 10 a 12 dias de idade (RADOSTITS et
al., 2012) sao mais vulneraveis, ocasionando lesbes inflamatdrias
proliferativas ao redor da boca e das narinas (HAIG, 2006), as quais sao
progressivas e debilitantes, reduzindo a capacidade de alimentagdo dos
animais (HAIG, 2006; FLEMING; MERCER 2007). Quando a infecgédo é
introduzida pela primeira vez no rebanho, os animais adultos também podem
se infectar (BARROS, 2007).

Os surtos em ovinos ocorrem a qualquer tempo, porém sao mais
comuns em condigdes secas nos animais de pasto (RADOSTITS et al.,
2012). A disseminagcdo € muito rapida e ocorre pelo contato com outros

animais acometidos ou por fémites, resultando em um surto (PUGH, 2005;



RADOSTITS, 2012). O virus penetra na pele lesada, evoluindo para papulas,
vesiculas, pustulas e crostas diminuindo a lucratividade do produtor
(ROBINSON e BALASSU, 1981).

Em humanos a infeccdo pelo Orf virus € similar em aparéncia e
proporciona fatores de risco para infecgbes potencialmente fatais como o
antraz cutaneo, tularemia, inoculacéo primaria de tuberculose, cancro sifilitico,
esporotricose, granuloma piogénico, neoplasia (GEERNICK et al., 2001). Desta
forma, tanto a infeccdo pelo Orf virus, como pelo antraz, sdo adquiridas
naturalmente por humanos que tém exposigao junto aos ovinos e cabras (UZEL
et al., 2005). Assim como nos animais, ndo ha tratamento especifico em
humanos para essa enfermidade (RADOSTITS et al., 2012). A relagéo entre a
vacinag¢ao de ovinos e caprinos para Orf virus e a infecgao pelo Orf virus em
humano, subsequente, deve ser considerada em futuras investigagdes de
saude publica (GILRAY et al., 1998).



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Importancia da ovinocultura

Mudancgas significativas para a consolidacdo da cadeia produtiva da
ovinocultura no Brasil vém acontecendo, a comecar pelo despertar da atencao
dos governantes, técnicos e produtores, o que levou ao desenvolvimento de
alguns segmentos, devido a modernizagao e o aumento de pesquisas ligadas a
produgao animal; a melhoria e crescimento organizacional dos produtores; o
aumento da assimilagdo das novas tecnologias; a maior facilidade para
financiamentos, facilitando assim o acesso ao crédito e, o aumento da
demanda por produtos derivados dos ovinos (BEBER et al, 2005).

A ovinocultura € uma atividade econb6mica explorada em todos os
continentes, variando as ragas de acordo com as condi¢gbes climaticas e
territoriais, necessidades de exploragcdo e de mercado. O Brasil tem grande
potencial de mercado, pois, tem bom espacgo territorial, possui uma grande
lacuna a ser preenchida quanto ao consumo interno de carne ovina e tém
atributos  necessarios para também ser um grande exportador.
Aproximadamente 50% da carne ovina consumida oficialmente no pais sao
importadas de outros paises como Uruguai, Argentina e Nova Zelandia
(SIMPLICIO, 2001; ASPACO, 2003; 2004).

2.2 - Etiologia

O Ectima Contagioso € causado pelo Orf virus, um virus DNA, pertencente
ao género Parapoxvirus epiteliotrofico, da familia Poxviridae e pertencente a
subfamilia Chordopoxvirinae (ICTV, 2014). Pode ser transmitido aos humanos
que trabalham com ovinos infectados ou pessoas que manipulam algum
material contaminado pelo virus (RADOSTITS et al.,, 2012; PUGH, 2005;
HOSMARINI et al. 2009). O Parapoxvirus ovino esta em estreita relagdo com
dois outros Parapoxvirus bovinos (ROLLE, et al.,, 2006) de importancia
veterinaria e incluem o virus da pseudovariola e o da estomatite papular bovina

que produzem lesdes cutaneas em bovinos (HAIG, 2006). Dentre os membros



do género Parapoxvirus, o Orf virus €& responsavel pelos problemas mais
graves em animais de interesse econdmico, principalmente em casos
complicados por infecgdes bacterianas secundarias e miiases (BUTTNER e
RZIHA, 2002).

Segundo Santana (2008), sdo os maiores e mais complexos virus
conhecidos. Replicam-se no citoplasma de células de hospedeiros vertebrados
e invertebrados. E um virus envelopado, apresentando-se com morfologia
ovoide. Barravieira (2005) o descreve com diametro entre 140-170x 200-300nm
e com cadeia dupla de DNA de 70,2 a 148,5kb, que se tem demonstrado zona
com uma extensa hibridacdo cruzada entre amostras de diferentes membros
do género, assim como, amplas sequéncias de divergéncias que né&o
coincidem com a reacdo imunologica cruzada observada entre os mesmos.
Sua sequéncia gendmica revela que muitos dos genes que induzem a
viruléncia e imunogenicidade estdo concentrados nas regides terminais
(BARRAVIEIRA, 2005).

As lesdes causadas pelo Orf virus sdo geralmente restritas aos sitios de
entrada do virus, incluindo o epitélio dos labios, narinas e mucosa oral. Apds
penetrar por abrasdes na pele, na jungdo mucocutaneas dos labios ou na
mucosa oral (FLEMING e MERCER, 2007), o virus replica em queratinécitos da
epiderme (HAIG et al., 1999).

2.3 - Genoma do Orf virus

O genoma do Orf virus consiste em uma molécula de DNA linear de fita
dupla com aproximadamente 138 kb e contém presumidamente 131 genes
(DELHON et al., 2004; MERCER et al., 2006) sem extremidades livres e os
Poxvirus sao os maiores virus dos animais. As duas cadeias de DNA que
compdem O genoma sao unidas por loops em hairpin (MOSS, 2007). As
cadeias tém forma retangular ou ovoide, sistema complexo. Semelhante aos
outros Poxvirus, 0 genoma do Orf virus é composto por uma area codificante
central flanqueada por duas regides de sequéncias repetidas invertidas (ITRs),
que sao idénticas, mas opostamente orientadas nas duas extremidades do
genoma (MOSS, 2007; DELHON et al., 2004). As ITRs do genoma dos



Poxvirus incluem: as regides em loop, ricas em A + T e ndo complementares
entre si; uma area de 100pb altamente conservada que contém sequéncias
requeridas para a resolucdo das formas concateméricas de replicacédo do
genoma; variavel numero de sequéncias repetidas em tandem; e até sete
regides abertas de leitura (Orfs) (MOSS, 2007). As ITRs do Orf virus contém
3,9 kb e apenas um gene (Orf virus001) é completamente localizado nas ITRs,
enquanto que o gene Orf virus002 inicia na regido central Unica e termina nas
ITRs (DELHON et al., 2004).

O genoma do Orf virus é organizado em uma regido central conservada,
flanqueada por zonas terminais variaveis (MOSS, 2007), enquanto em outros
Poxvirus ele atinge variagdes de regides terminais (MOSS, 2007; DELHON et
al., 2004; MERCER et al., 2006). A regidao central do genoma contém genes
homologos e conservados entre os Poxvirus (Orf virus009 a Orf virus111), e os
produtos desses genes participam de mecanismos basicos de replicagao,
estrutura e morfogénese (MOSS, 2007). Ja as regides terminais variaveis do
genoma (Orf virus001 a Orf virus008 e Orf virus112 a Orf virus134)
representam aproximadamente 20% dele e codificam produtos parcialmente
envolvidos na patogenia. Estes incluem genes com potencial papel na
determinacao do espectro de hospedeiros (proteinas com sequéncias repetidas
de ankirina: Orf virus008, Orf virus123, Orf virus126, Orf virus128 e Orf
virus129), evasao (Orf virus127) e modulacdo da resposta imune (Orf
virus117), resposta antiapoptoética (Orf virus125) e viruléncia (Orf virus132)
(FLEMING et al., 1997; DEANE et al., 2000; DELHON et al., 2004; MERCER et
al., 2006; WESTPHAL et al., 2007).

O genoma do Orf virus codifica 15 genes localizados principalmente nas
regides terminais variaveis do genoma, que nao possuem homologia com
genes de outra origem celular ou viral. Dentre estes, 13 genes (Orf virus001,
Orf virus005, Orf virus012, Orf virus013, Orf virus024, Orf virus073, Orf
virus113, Orf virus115, Orf virus116, Orf virus119, Orf virus120, Orf virus121 e
Orf virus124) sao também encontrados no genoma de outro membro do género
Parapoxvirus, o virus da estomatite papular bovina, com identidade de
aminodacidos variando de 29% a 64%, enquanto os outros dois genes (Orf

virus002 e Orf virus118) estao presentes no genoma do Orf virus. A fungao
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desses genes unicos dos Parapoxvirus ainda n&o foi determinada (DELHON et
al., 2004).

2.4 - Ciclo replicativo do Orf virus

Os Poxvirus sdo uma excecao entre os virus DNA, pois o processo
replicativo ocorre no citoplasma das células infectadas (MOSS, 2007,
SCHRAMM e LOCKER, 2005). Eles tém sua propria maquinaria de sintese de
RNA e DNA, codificam todas as enzimas necessarias para a transcricdo e
replicagcdo do genoma viral. Os Poxvirus empacotam nos virions as enzimas
essenciais para a produgédo e modificagdo dos RNA mensageiros (RNAm) para
a sintese de suas proteinas no inicio do ciclo replicativo e ainda sao
dependentes de varios fatores auxiliares da célula hospedeira (CANAL, 2007).
A expressao génica dos Poxvirus é caraterizada pela transcrigdo temporal de
trés classes de genes: early, intermediate e late (MOSS, 2007; CANAL, 2007).
A transcricdo de cada classe de genes requer a presenca de fatores de
transcricdo especificos, que sado produzidos pela expressdo dos genes da
classe precedente (CANAL, 2007).

Apos a fusdo do envelope do virion com a membrana plasmatica ou apos
a endocitose, o nucleo viral é liberado no citoplasma e a expressao génica é
iniciada com a transcricdo dos genes da classe early ainda no interior do
nucleo viral (MOSS, 2007). Os RNAm transcritos no interior do nucleo viral séo
liberados no citoplasma para serem traduzidos. A maioria dos genes transcritos
nesta fase participa dos processos de desnudamento e replicagcdo do DNA,
viruléncia, evasao do sistema imune e na transcricdo dos genes das classes
intermediate e late (SCHARAMM e LOCKER, 2005; ASSARSSON et al., 2008).
Mas grande parte dos genes pertencentes as classes intermediate e late
codificam proteinas que sdo empacotadas no virion como componentes do
nucleo ou do envelope viral (ASSARSSON et al., 2008).

A replicagdo do genoma dos Poxvirus ocorre em locais especificos do
citoplasma, denominados viroplasmas ou fabricas virais, que sdo acopladas ao
reticulo endoplasmatico rugoso, e com a progressdao do ciclo tornam-se
dispersas pelo citoplasma (MOSS, 2007; CANAL, 2007; KATSAFANAS e
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MOSS, 2007). Além de servirem como sitio de replicagdo do genoma e
montagem dos virions, os viroplasmas também suportam a transcrigdo de
genes das classes infermediate e late e ainda atuam como local de tradugao de
proteinas virais (KATSAFANAS e MOSS, 2007).

Apos o inicio da replicagao, ocorre uma alteragdo na expressao génica,
quando os produtos dos genes early atuam como fatores de transcricao para
0S genes intermediate e late. Assim, esses sao transcritos e traduzidos
originando as proteinas que participam da morfogénese, assim como os fatores
de transcricdo dos genes early que sdo empacotados com o virion para
atuarem no proximo ciclo de infecgdo (MOSS, 2007; CANAL, 2007).

Replicagdo citoplasmatica: 1 - fixacdo das proteinas virais para
aminoglicosideos por endocitose do virus na célula hospedeira. 2 - fusdo com a
membrana plasmatica para liberar o nucleo no citoplasma da célula. 3 - fase
inicial: genes precoces sao transcritos no citoplasma pelo RNA polimerase
viral. 4 - O nucleo € completamente revestido com a expresséo final, o genoma
viral fica livre no citoplasma. 5 - fase intermediaria: genes intermediarios sao
expressos provocando a replicagdo do DNA gendmico, cerca de 100 minutos
apo6s a infecgdo. 6 - fase tardia: genes tardios sdo expressos a partir de 140
minutos a 48 horas apds a infeccdo. Ocorre a producao de todas as proteinas
estruturais. 7 - Montagem de virus descendentes comeca pelos fatores
citoplasmaticos virais, produzindo uma particula esférica imatura. Esta particula
do virus amadurece em formato de tijolo por virus intracelular maduro. 8 - Os
virus intracelulares maduros podem ser liberados apés a lise celular, ou podem
adquirir uma segunda membrana do complexo de Golgi e germinar como virus
externo envelopado (CANAL, 2007).

2.5 — Patogénese

O virus penetra por meio de abrasdes ou escarificagdes da pele, uma vez
que a sua replicacdo ocorre nos queratinécitos basais. Por isso, a condigao
para a instalacao da infecg¢ao viral ndo é a destruicao da epiderme em si, mas a
replicacao nos queratinécitos associadas ao processo de reparagao da derme

lesada (McKEEVER et al., 1988). Esse mecanismo de infecgdo explica o fato
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de o virus ndo causar lesdes na pele integra, ou apds injegao intradérmica,
intravenosa ou subcutdnea (BOUGHTON e HARDY, 1934).

As lesbes de pele apresentam graus variaveis, podendo ser
imperceptiveis ou graves. A doenga se inicia com a formacédo de papulas,
vesiculas e pustulas, seguidas de crostas. As primeiras lesdes sao observadas
na jungdo mucocutanea oral, frequentemente nas comissuras labiais,
disseminando-se posteriormente para regido periorbital, perinasal e fossas
nasais. Em casos mais graves as lesdes penetram nas gengivas, almofadinha
dental, palato, lingua e es6fago. Estas lesdes podem afetar também a pele da
regido inguinal, vulva e anus, prepucio, membros, orelhas e cauda (BARROS,
2007; RADOSTITS et al., 2012). Em casos graves, causa Ulceras no esodfago e
estdmago, contribuindo para inani¢ao (ROLLE, M. et al; 2006).

Na maioria dos casos, as lesdes sao agudas, restringindo-se a comissura
labial, narinas e tetos dos animais (BOUGHTON e HARDY, 1934; NOBREGA
JUNIOR. et al., 2008). Apesar de essas lesbes serem geralmente
autolimitantes (KESHAN et al., 2010), ja foram descritos casos de infeccéo
cronica em caprinos (de la CONCHA-BERMEJILLO et al., 2003), lesdes
verrucosas atipicas na face e na pele dos membros de ovinos (YERUHAM et
al., 2000), lesdes vesiculares na mucosa oral (McELROY e BASSETT, 2007) e
proliferativas e crostosas na pele da cabega, pescoco e flanco de caprinos
(COATES e HOFF, 1990).

Apds o rompimento das vesiculas, inicia-se a formagédo das crostas. A
recuperacao pode ser rapida, se ndo ocorrerem infeccdes secundarias. As
lesdes no interior da boca dificultam ou podem até impedir que o animal
consiga se alimentar corretamente. Ao ingerir a saliva com o virus, pode
acontecer a disseminacdo da doenga para o estdbmago, intestino e até
pulmdes, podendo o animal vir a ébito. (NOBREGA JUNIOR. et al., 2008).

A maioria dos animais se recupera espontaneamente ou com tratamentos
tépicos, com antissépticos, apdés um curso clinico de uma a seis semanas, ao
passo que, em reinfecgdes, a resolugao € mais rapida (HAIG, 2006; FLEMING,
MERCER, 2007). Nao existem evidéncias de disseminagdo sistémica desse
virus (HAIG; 2006).
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2.6 — Imunopatogenia

Os Poxvirus sao conhecidos por expor varios aspectos das defesas
antivirais dos hospedeiros. Estes virus codificam diversos fatores
imunomodulatérios que agem em diferentes vias de sinalizagao celular, como
regulacédo nas vias de sinalizagdo da célula-alvo. Os Poxvirus incluem uma via
dos interferons, interleucina-1f (IL-1B), IL-18, IL-10, fator de necrose tumorais
(TNF), quemoquinas, serpinas, complemento, semaforinas, apoptose e a via de
sinalizagao do fator de transcrigdo nuclear-kappa B (NF-kB) (ALCAMI, 2003).

A via de sinalizagdo do NF-kB € composta por uma familia de fatores de
transcricdo que participam da regulagdo de diversos processos biologicos,
incluindo a resposta imune inata e inflamatéria, ciclo celular, proliferacéo e
diferenciacao celular e apoptose (LI e VERMA, 2002). A fungdo do NF-kB é
regulada por proteinas inibidoras, conhecidas como inibidores-kappa B (IkB)
(BALDWIN, 1996), que atuam bloqueando a translocag&o nuclear dos NF-kBs
e a sua ligagao ao DNA (SUN e XIAO, 2003). A via do NF-kB pode ser ativada
por uma grande variedade de estimulos, incluindo citocinas inflamatérias,
fatores de crescimento, agentes que causam dano ao DNA celular,
componentes bacterianos e proteinas virais (PAHL, 1999). Um passo
fundamental na ativacdo do NF-kB é a fosforilacdo e degradacdo do IkB,
resultando na liberagdo do NF-kB no citoplasma e sua subsequente
translocacao para o nucleo onde ira ativar transcricdo dos genes-alvo (SUN e
XIAO, 2003).

Os Poxvirus desenvolveram varias estratégias para regular a via do NF-
kB (MOHAMED e McFADDEN, 2009) e inibidores do NF-kB ja foram
identificados em  Poxvirus dos géneros Orthopoxvirus,Leporipoxvirus,
Yatapoxvirus € Molluscipoxvirus, com virus de espécie geralmente codificando
multiplos inibidores (MOHAMED e McFADDEN, 2009). Um exemplo, o virus
vaccinia (VACV), Protétipo da familia Poxviridae, codifica pelo menos sete
inibidores do NF-kB (A52R, A46R, B14, N1L, M2L,1L e E3L) (BOWIE et al,
2000;. DIPERNA et al, 2004; GEDEY et al., 2006; CHEN et al., 2008; MYSKIW
et al., 2009), o que sugere que a inibicdo desta via é importante para o

estabelecimento das infeccbes pelos Poxvirus. Com uma excecdo de um
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homologo do gene E3L do VACV, os Parapoxvirus nao codificam nenhum
inibidor de NF-Kb identificado em outros Poxvirus, sugerindo que estes virus
desenvolveram novas estratégias (proteinas e/ou mecanismos de acgéo) para
modular a via de sinalizagcdo do NF-kB. Diel (2010) relata que a analise da
expressao génica de células primarias de ovino em resposta a infecgdo com o
Orf virus cepa I1A82 ou seis virus mutantes contendo delegdes de genes unicos
dos Parapoxvirus, utilizando-se a técnica de Microarray, permitiu a identificacédo
de trés genes, Orf virus024, Orf virus002 e Orf virus121, que inibem a
transcricdo mediada pelo NF-kB.

A resposta imune da infecgao e reinfecgcao pelo Orf virus tem sido muito
estudada, mas essa interacdo complexa virus-hospedeiro ainda néo é
totalmente conhecida. A imunidade que protege da infecgao € de curta duragéo
e 0 virus consegue reinfectar seus hospedeiros, dificultando assim o
entendimento da resposta no sistema imune (FLEMING e MERCER, 2007).
Buddle e Pulford (1984); McKeever et al. (1988) e Mercer et al. (1994) sugerem
que os anticorpos nao tém papel importante na protecédo contra a infecgdo. Mas
Lloyd et. al (2000) demonstraram uma correlagao entre os niveis de IgG2 e a
resolucado das lesdes, sugerindo que anticorpos do is6topo IgG2 podem ter
papel importante na defesa contra o virus.

Lloyd et al. (2000) realizaram um estudo com a deplecado de linfocitos
CD4" e CD8" em ovinos, observando que existe uma correlagéo entre os titulos
de anticorpos e a resolugao das lesdes, concluindo que os anticorpos conferem
protecao parcial contra a infeccdo pelo Orf virus. Em estudo realizado por
Mercer et al. (1994), relatam que a transferéncia de imunidade passiva nao
protege cordeiros da infecgao.

Segundo Chagas e Verissimo (2008), ap6s a ocorréncia de um surto, o
rebanho fica naturalmente imunizado, por cerca de seis anos, entretanto, esse
resultado se difere do descrito em Radostits et al. (2012) os quais citam que
nos animais recuperados a imunidade permanece por dois a trés anos. Em
alguns rebanhos a doenga tem carater enzodtica e se manifestando todos os
anos.

As infecgbes primarias podem ser graves, frequentemente com grandes

lesdes e normalmente se resolvem dentro de seis a oito semanas, ja as lesdes
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de reinfeccdo sdo menores e se resolvem mais rapidamente, geralmente
dentro de trés semanas (HAIG e McINNES, 2002).

Segundo Fleming e Mercer (2007), a imunidade celular desempenha um
papel mais importante na protecéo contra a infec¢ao pelo Orf virus.

Estudos imuno-histologicos realizados em biopsias da pele apés uma
infeccdo primaria ou uma reinfecgdo demonstram que ha um acumulo de
neutrofilos, linfocitos T (CD4" e CD8"), linfocitos B e células dendriticas nas
areas adjacentes as células da epiderme infectada pelo virus (LLOYD et al.,
2000; ANDERSON et al., 2001). Linfocitos T CD4" e células dendriticas s&o
predominantes nas lesées (JEKINSON et al., 1990; ANDERSON et al., 2001).
Nas infecgdes primarias, linfocitos T CD8" e linfocitos B acumulam mais
lentamente quando comparados com linfocitos T CD4". A infecgdo primaria é
marcada pela replicagdo viral, espessamento da epiderme e
neovascularizacdo. Em uma reinfeccdo, a replicagdo viral ndo é tao
pronunciada e as lesbes cessam mais rapidamente (HAIG e McINNES, 2002).

Haig et al. (1996b,c) demonstraram que na reinfecgdo pelo Orf virus
ocorre uma resposta celular bifasica envolvendo células T CD4", T CD8", B e
células dendriticas. Assim como a analise da resposta imune no sitio de
infeccdo, esses estudos demonstraram também que os linfocitos T CD4"
constituem a populacdo celular mais abundante na linfa que drena a regido da
infeccdo, com picos no 4.° e 12.° dias apoés a infecgao primaria e a reinfecgao,
respectivamente (HAIG et al., 1996a). Fleming e Mercer (2007) demonstraram
resultados que indicam que linfocitos T CD4", IFN-y e, em menor proporcao,
linfocitos T CD8" desempenham um papel importante na protecdo contra a
infeccédo do Orf virus.

Embora a resposta imune a infeccdo do Orf virus seja do tipo Thi,
tipicamente antiviral, um fato marcante é a habilidade do virus em reinfectar
repetidamente seu hospedeiro (HAIG e FLEMING, 1999). Dentre as possiveis
explicacdes, destacam-se que o virus pode ter desenvolvido mecanismos para
subverter ou interferir com componentes do sistema imune, conforme acontece
com outros Poxvirus (HAIG et al., 1996a).

Os Poxvirus modulam varios aspectos de defesas antivirais do seu

hospedeiro. Codificam diversos fatores imunomodulatérios que agem em
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diferentes vias de sinalizagao celular. As vias de sinalizacdo celular alvo de
regulacao pelos Poxvirus incluem a via dos interferons, interleucina-13 (1L-1p),
IL-18, IL-10, fator de necrose tumoral (TNF), quemoquinas, serpinas,
complemento, semaforinas, apoptose e a via de sinalizacdo do fator de
transcricdo nuclear-kappa B (NF-kB) (ALCAMI, 2003). Os fatores
imunomodulatérios codificados pelos Poxvirus sdo em maior parte de estudos
realizados com Orthopoxvirus. Em contrapartida, pouco se sabe a respeito
destes fatores codificados pelos Parapoxvirus, que possuem Orf virus como
protétipo. Dentre o arsenal de genes codificados pelo Orf virus varios exercem,
presumidamente, um papel importante na determinacdo do espectro de
hospedeiros, ou como fatores imunomodulatorios (DELHON et al., 2004).

Fleming e Mercer (2007) descrevem que alguns fatores
imunomodulatérios que estao potencialmente envolvidos na viruléncia tém sido
identificados no genoma do Orf virus, incluindo genes que codificam um
homologo da IL-10 (OV-IL-10), proteina de ligacdo a quemoquinas (CBP),
inibidor do fator de crescimento monocitico e fagocitario (GM-CSF) e
interleucina 2 (IL-2) (GIF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
proteina de resisténcia ao interferon (OVIFNR) e inibidor da apoptose (Orf
virus125).

2.7 — Epidemiologia

2.7.1 - Ocorréncia e importancia econémica

A infecgao pelo Orf virus possui distribuicdo mundial, sendo endémica na
maioria dos paises onde existem criagdes comerciais de ovinos (ROBINSON e
BALASSU, 1981) e esta amplamente difundida nos rebanhos de ovinos e
caprinos do Brasil.

Segundo Salles et al. (1992); Barros (2001; 2007) e Radostits et al.
(2012), as infecgdes pelo Orf virus levam a importantes perdas econdmicas
nos rebanhos afetados, devido a sua alta morbidade. Os cordeiros s&o os
animais mais afetados, justamente pela auséncia de imunidade ao virus.

Nesses animais, as lesdes se localizam ao redor da boca e narinas que, além
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de predispor a infecgdes oportunistas, limitam a ingestdo de alimentos,
reduzindo o ganho de peso (GUMBRELL e McGREGOR, 1997; HAIG e
MERCER, 1998). Em animais adultos, as lesdes sao encontradas
principalmente ao redor dos tetos, o que pode favorecer os quadros de mastite,
aumentando as perdas econémicas (MAVROGIANNI et al., 2006; ROLLE, M. et
al., 2006).

As perdas econdmicas estdo relacionadas com a perda de peso, miiases
secundarias, atraso do crescimento dos animais doentes, m&o de obra e custo
com medicamentos para realizagdo de tratamento dos sintomas (NOBREGA
JUNIOR. et al., 2008). Causando ndo somente prejuizos econdmicos, mas
também um consideravel efeito negativo para a saude do animal. Os animais
infectados ficam vulneraveis a outros agentes e ndo conseguem ter um bom
desenvolvimento (GALLINA et al., 2006).

Sabe-se que o valor da pele é cerca de 20% do valor do animal. Em
consequéncia, ela compde parte significativa na renda do produtor, ou seja, o
conhecimento de doengas que acometem a pele e alteram a qualidade desta
matéria-prima é fundamental para ovinocultura (NOGUEIRA FILHO, 2005).

2.7.2 - Morbidade, mortalidade e transmissao

Em ovinos, a morbidade é geralmente alta, podendo atingir 100% em
alguns casos, embora apresente baixa mortalidade, de aproximadamente 1%
em animais adultos e de 5% a 15% em animais jovens. Contudo, se houver a
ocorréncia de infecgbes secundarias ou miiases a mortalidade pode ser
elevada em até 50% (SALLES et al. 1992, BARROS, 2007). Porém em casos
de surtos, a mortalidade pode chegar de 20 a 50% nos cordeiros (ROLLE, et
al., 2006).

Apos a introducdo da doenga nos rebanhos a enfermidade se torna
endémica, por consequéncia de animais com infec¢des persistentes e devido a
longa persisténcia do virus no ambiente (SMITH e SHERMAM 1994).

A disseminagdo da doenga tem como principais formas de contagio o
direto ou indireto com utensilios ou pastagens contaminadas. Outra importante

causa € o agrupamento dos animais. As crostas das feridas e pedacos de
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lesdes permanecem infectantes durante meses, podendo chegar a anos se
estiver em condi¢cdes favoraveis ao virus. O virus pode continuar viavel e
infectante de um ano para o outro nos utensilios, nas pastagens e nos cochos,
o que favorece o surgimento de surtos, além de animais que sao portadores
cronicos da doenga e a disseminam (RADOSTITS et al.,, 2012; CHAGAS e
VERISSIMO, 2008).

Animais lactentes podem transmitir o virus para os tetos e uberes de suas
maes durante a amamentacdo, acarretando o desenvolvimento de lesdes
mamarias e, da mesma forma, animais que possuem lesées nos tetos podem
transmitir o virus para os cordeiros que estdo sendo amamentados (FLEMING
e MERCER, 2007).

Nao existe evidéncia da disseminagao sistémica do virus (HAIG, 2006).
As lesbes desenvolvidas na primeira infeccdo sao severas, de carater
proliferativo e tendem a se resolver espontaneamente dentro de seis semanas
(HAIG e MERCER, 1998). Em casos de reinfec¢des, as lesdes sao evidentes,
mas menos severas do que na infec¢gao primaria, e regridem em um periodo
mais curto. Apds a primeira infecgao, a doenga parece ocorrer periodicamente
nesses rebanhos, provavelmente devido ao longo tempo de sobrevivéncia do
virus em crostas e nas pastagens (LIVINGSTON e HARDY, 1960).

Robinson e Balassu (1981) citam que o periodo de incubacédo da doenca
varia de 24 a 72 horas; entretanto, hoje ja se provou que esse periodo de
incubagdo pode se estender até seis dias. Inicialmente sdo observadas
hiperemia leve e maculas, evoluindo para papulas que, com o passar dos dias,
se transformam em vesiculas, pustulas e crostas (ROBINSON e BALASSU,
1981; HAIG, 2006; CANAL, 2007; FLEMING e MERCER, 2007).

O curso clinico inicia com hiperemia e edema em torno do sitio de
infecgao e desenvolvimento de pequenas vesiculas em aproximadamente 48 a
72 horas. As vesiculas progridem para fases de papulas e pustulas. Lesdes
adjacentes podem coalescer e com a progressao da doenca culminam com a
formacao de crostas (BUTTNER e RZIHA, 2002; CANAL, 2007; FLEMING e
MERCER, 2007).
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2.7.3 - Importancia zoonética

Em humanos a doenga € de carater ocupacional (NOURANI e MALEKI,
2006) com o desenvolvimento de lesées na pele, manifestando-se como uma
erupcao cutanea crbnica, circunscrita, muito irritante, com tendéncia a
hiperplasia (GILRAY et al., 1998; SCHATZMAYR et al., 2000). A les&o principal
involui sem deixar sequela cicatricial, de trés (CUCE e NETO, 2001) a cinco
semanas (AZULAY e AZULAY, 2008).

Ela pode ser transmitida ao homem quando em contato com animais
infectados, ou vacinados recentemente, e/ou fémites em conjunto, bem como,
pela inoculagdo direta das lesbes infectadas, ou por contato com objetos
contaminados com o virus, como cercas e tosquias (CUCE e NETO, 2001;
GILRAY et al.,, 1998). Concordando com Mercer et al. (1997) que citam que
animais recentemente vacinados com as vacinas de virus vivo, atenuado,
liofiizado do Orf virus, representam um risco ocupacional para os seres
humanos. Segundo Barravieira (2005), a transmissdo homem para homem é
rara.

Dessa forma, infeccdo pelo Orf virus humano é uma consequéncia
comum, ainda evitavel, de contato com ovinos e caprinos. Pessoas que sao
mais susceptiveis a exposi¢do ao Orf virus (por exemplo, os trabalhadores
rurais) podem estar familiarizados com a infeccdo e, portanto, podem nao
procurar um médico. Como resultado, essa doenga néo pertence ao cotidiano
dos médicos, levando a um atraso no diagnédstico e uso de antibidticos
desnecessarios. A infeccado pelo Orf virus € similar em aparéncia e fatores de
risco para infecgdes potencialmente fatais como o antraz cutaneo e o trauma
da pele é um fator predisponente a infeccdo. Além disso, em pacientes
imunocomprometidos pode ser progressivo, causar lesdes destrutivas que
necessitem de intervengdes médicas, tais como a terapia antiviral (GEERNICK,
et al, 2001) e debridamento cirurgico (SHELLEY e SHELLEY, 1983).

Lopes e Macedo (2008) citam que a cura pode acontecer em, no maximo,
oito semanas, por vezes deixando uma discreta cicatriz. Os locais de
preferéncia sao quirodactilos, maos, punhos e face. O periodo de incubacgao

situa-se entre cinco ou seis dias, apos o qual surge papula firme (SAMPAIO e
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RIVITTI, 2008), pequena, de tonalidade vermelho-azulada. A seguir, a lesao
evolui para vesicula hemorragica ou pustulas e, mais tardiamente, crosta com
parte central deprimida, medindo de 2 a 5 cm de diametro, contornada por halo
eritematoso. Pode haver prurido e sensagao dolorosa. Ocasionalmente,
observa-se linfangite, linfadenite e febre baixa. Em alguns pacientes,
transitoriamente desenvolve-se erupgdo maculopapular no tronco ou lesdes
eritematosas nos membros (CUCE e NETO, 2001; AZULAY e AZULAY, 2008).
No entanto, segundo estudo de Macédo et al., (2008) e Nobrega Junior et al.
(2008), em humanos, as lesdes foram restritas aos dedos das méos do tratador
dos animais.

Assim como nos ovinos, as lesbes em humanos sao autolimitantes e
tendem a se resolver dentro de poucas semanas, caso nao tenham infecgéo
secundaria (HAIG e MERCER, 1998). Tanto a infecgdo pelo Orf virus como
pelo antraz sdo adquiridas naturalmente por humanos que tém exposicéo junto
aos ovinos e caprinos. Um simples relato de contato do paciente com esses
animais na anamnese nao é suficiente para indicar etiologia, necessitando
avaliacao laboratorial para a confirmagdo da doenca. As caracteristicas
histopatolégicas, que incluem baldo intraepitelial e inclusdes
intracitoplasmaticas sédo sugestivas, porém, também ndo sdo conclusivos
(UZEL et al., 2005).

2.8 - Achados clinicos

Varios relatos tém sido publicados, alguns citando comprometimento
humano (SALLES et al. 1992; NOBREGA JUNIOR. et al., 2008; JOSEPH, R.H.,
2014). Houve relatos de surtos em rebanhos de ovinos no Rio Grande do Sul
(SALLES, et al., 1992), em Sao Paulo (LANGONI, et al. 1995; CATROXO et al.
2002) e na Paraiba, onde houve envolvimento de ovinos, caprinos e humanos
(NOBREGA JUNIOR. et al., 2008). Na década de 30, esta doenca era um dos
principais problemas sanitarios para a caprinocultura no Nordeste, atingindo
cerca de 60% das criagées (TORRES, 1939).

No Brasil ja foram descritos casos de Orf virus em ovinos e caprinos. Um

surto da doenga envolvendo ovinos no Rio Grande do Sul esteve relacionado
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ao modo de alimentagcdo desses animais. Neste estudo, a fonte de infeccao
nao foi determinada, mas a infecgdo e a disseminagao da doenga parecem ter
sido facilitadas pelo habito de os animais mastigarem a planta caraguata
(Tillandsia usneoides) que teria promovido abrasdes e escarificagées ao redor
da boca e narinas dos ovinos, favorecendo a penetragao do virus. (SALLES et
al., 1992).

Na regido do semiarido da Paraiba foram acompanhados diversos surtos
de Orf virus em ovinos e caprinos, com casos de lesbes em humanos. Os
animais jovens foram os mais afetados, apresentando lesdes crostosas
principalmente na comissura labial e plano nasolabial. Animais adultos
apresentaram sinais especialmente na regido do ubere (MACEDO et al., 2008;
NOBREGA JUNIOR. et al., 2008).

Nos Estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, o virus foi isolado a partir
de crostas de caprinos naturalmente infectados (MAZUR e MACHADO, 1990).
Estudos brasileiros mais recentes no estado do Mato Grosso relatam a
presenca do virus em ovelhas. Neste estudo também foi realizada a analise
filogenética, demonstrando a diversidade de cepas que circulam no Brasil
(ABRAHAO et al., 2009).

2.9 - Deteccgao viral e imunodiagnéstico

Métodos para detecgao direta e indireta de agentes virais emergiram nas
ultimas décadas como importantes ferramentas da medicina, contribuindo de
forma efetiva na determinagédo do patégeno, por meio de técnicas moleculares
(Reagdo em Cadeia de Polimerase- PCR), isolamento viral e por
imunodiagnostico, permitindo assim um direcionamento de forma mais precisa
do tratamento da doenga (SAMPAIO e RIVITTI 2008). Embora a infecgéo pelo
Orf virus seja autolimitante em hospedeiros com sistemas imunitarios normais,
ela pode se assemelhar a lesdes cutaneas associadas potencialmente fatais
como as seguintes infecgdes zoondticas: tularemia (Francisella tularensis),
antraz cutaneo (Bacillus anthracis), e erisipeloide (Erysipelothrix rhusiopathiae).
Portanto, um diagndstico rapido e definitivo torna-se imprescindivel nesses
casos (CDC, 1973).


http://www.infoescola.com/reino-monera/bacillus-anthracis/
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As alteragdes histolégicas encontradas em surtos de Orf virus em ovinos
e caprinos sao caracterizadas por dermatite proliferativa, degeneragéo
balonosa, acantose, vesiculas e pustulas subcorneais, além de inclusbdes
intracitoplasmaticas eosinofilicas em queratindcitos (CHAN et al.,, 2007,
NOBREGA JUNIOR. et al., 2008). Histologicamente ocorre tumefacdo celular
aguda e degeneracéo hidropica dos queratindcitos das camadas superiores do
estrato espinhoso e hiperplasia da epiderme com projegdes pseudo-
epiteliomatosas para a derme. Observam-se corpusculos de inclusdo
eosinofilicos intracitoplasmaticos nas células do epitélio de revestimento
(BARROS, 2007; McGAVIN et al., 2009).

O exame histologico das lesbes em casos de infecgdo natural e
experimental com Orf virus revela uma lesdo marcadamente proliferativa na
epiderme, caracterizada por vacuolizagao e edema de queratindcitos do estrato
espinhoso, degeneragao reticular, acuimulo de crostas e presenga de micro
abcessos (HAIG et al., 1997). A derme apresenta lesbes como edema,
dilatagao capilar pronunciada e infiltragao de células inflamatérias. Além disso,
lesdes papilomatosas que consistem de hiperplasia pseudoepitélio sarcoma e
formacgao de granulomas sao frequentemente observadas e, em alguns casos,
podem ser extensas (FLEMING e MERCER, 2007) (FIGURA 1).

Degeneragéo reticular,
com corpisculos de
inclusao apula Vesicula antig Hiperplasia e
= = crosta

FIGURA 1- Esquema ilustrativo de uma lesao por Poxvirus no decorrer do

tempo. Fonte: Patologia Veterinaria - McGavin, et al. (2009).

Legenda: A- A balonacédo e B- a degeneracéao reticular, com corpusculos de
inclusdo nos queratindcitos, sdo estagios subclinicos. C- Congestdo, edema
dérmico, marginalizacdo e migragdo de leucdcitos (pontos pretos) formam o

estagio macular. D- A degeneragado reticular epidérmica continuada, a
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hiperplasia epidérmica (acantose), o edema dérmico e a inflamagéao
perivascular formam o estagio papular. E- O estagio vesicular se desenvolve
pela coalescéncia das areas de degeneragdo reticular (ruptura dos
queratindcios aumentados). F- As células inflamatérias migram dos vasos da
derme para as vesiculas e ali se acumulam para formar o estagio pustula. G- A
epiderme comega a proliferar e se torna mais acantética e a antiga pustula se
move em direcdo a superficie da epiderme. H- A hiperplasia epidérmica
progride com a formagao de interdigitagcdes epidermo-dérmicas alongadas e a
antiga pustula se rompe para formar a crosta. As pustulas maiores podem ser
umbilicadas, envolver a derme e resultar em escaras.

Assim, o diagnostico em animais é realizado com base nos sinais clinicos,
epidemioldgicos, exames histologicos e microscopia eletrénica (SMITH e
SHERMAM, 1994; RADOSTITS, 2002; BARROS, 2007). Porém, apenas os
testes moleculares podem identificar definitivamente um Parapoxvirus como
Orf virus (TORAFSON e GUNADOTTIR, 2002).

A caracterizagdo molecular dos isolados de campo empregando o
sequenciamento do DNA viral e analise filogenética permite determinar a

estirpe isolada com bastante sucesso (TRINDADE et al., 2003).

2.10 — Tratamento

Nao existe nenhum tratamento especifico. As lesbées nos animais
infectados devem ser cuidadas com solugcdo de permanganato de potassio a
3% ou solugao de iodo a 10% acrescido de glicerina, na propor¢gao de uma
parte da solugdo de iodo para uma de glicerina. Nos locais mais sensiveis,
como por exemplo, o ubere, elas devem ser tratadas com iodo/glicerina na
proporcdo de 1:3 ou solucéo de &cido fénico a 3%, mais glicerina. E eficaz o
uso associado de antibidticos (oxitetraciclina) quando se tém uma infeccao
secundaria e o violeta de genciana também pode ajudar a melhorar as lesdes
(CHAGAS e VERISSIMO, 2008; SILVA et al., 2001).

O tratamento das lesdes é feito a base de antissépticos, principalmente

para combater infeccbes secundarias, embora existam farmacos capazes de
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controlar a replicacao deste virus, como os ésteres derivados de fosfatos de
nucleosideos aciclicos (DAL POZZO et al., 2007).

2.11 - Controle e prevengao

Para prevencao e controle da doenca, deve-se realizar a quarentena de
duas a trés semanas para os animais adquiridos; as instalagbes precisam
sempre estar limpas e descontaminadas; os filhotes devem mamar colostro;
todos os animais doentes necessitam ser separados e tratados; vacinar os
demais no inicio do surto. Caso mais de 40% do rebanho fique doente, néo é
necessario fazer a vacinacao, ela nao é recomendada em locais onde a doencga
ainda ndo aconteceu (CHAGAS e VERISSIMO, 2008).

Quando a doencga é endémica nos rebanhos, recomenda-se vacinagéao
anual apenas dos animais jovens (ROBINSON e BALASSU, 1981). A
imunizacdo dos animais € realizada pela utilizagdo de vacinas vivas, sendo
obtida a partir de crostas de ovinos inoculados. Por essa razdo, a vacinagao
coincide com a introdugao do virus no rebanho, o que pode ocasionar surtos da
doenca (HAIG e MERCER, 1998).

Manejo de rebanhos infectados ou vacinados deve ser realizado com uso
de EPI (Equipamentos de protecao individual), mascaras, luvas, macacéo, e
outras medidas como higiene adequada das maos para a prevengao da

infeccao pelo Orf virus nos seres humanos (GILRAY et al., 1998).
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3 - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando que a criagdo de ovinos encontra-se em expansao no
Estado de Sao Paulo, € de esperar um aumento dos casos de Orf virus nesses
animais e seus cuidadores. Tendo em vista a escassez de informacdes sobre

esta enfermidade, sao objetivos desta pesquisa:

Objetivo Geral:
Estudar a associagc&o da ocorréncia do Ectima Contagioso (Orf virus) com

ovinos com os cuidadores destes animais.

Objetivos Especificos:

- Primario: analisar a associagao da resposta imune humoral ao Orf virus entre
os animais, e destes com seus cuidadores, por meio do teste de
virusneutralizagao (VN).

- Secundario: no desenvolvimento do plano experimental, caso seja encontrado
algum animal e/ou humano com lesdes sugestivas as do Orf virus realizar
bidpsias em ambas as espécies e proceder a realizagdo dos seguintes testes:
Histopatologico, Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) objetivando
descrever as respostas encontradas comparativamente a encontrada no teste

de virusneutralizagao.
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4 - MATERIAL E METODOS

Para selecdao das propriedades, houve envolvimento da Associagao
Paulista de Criadores de Ovinos, Coordenadoria de Assisténcia Técnica
Integral/Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo
(CATI) e Casa da Agricultura; foram realizadas palestras, encontros com
produtores e contato por telefone para fomentar a adesao ao projeto.

Com isso foi possivel identificar propriedades que tiveram relatos de caso
da doenga anterior ou nos meses de desenvolvimento da pesquisa para que
pudesse ser encontradas amostras para detecgdo de anticorpos contra o Orf
virus e pesquisa direta agente no rebanho e/ou cuidador acometido. Foram
utilizadas amostras de animais que nao receberam nenhum tipo de tratamento

até o momento da visita e nem foram vacinados contra Ectima Contagioso.

4.1 - Selegao das propriedades e dos animais

A selecao das propriedades foi realizada levando-se em consideragao
presenca de ovinos com manifestacao clinica, ou histérico prévio da doenca
nos animais relatados pelo cuidador. Foram selecionadas 21 propriedades
distribuidas no Estado de Sao Paulo (Bauru, Bento de Abreu, Botucatu, Buri,
Cachoeira Paulista, Cravinhos, Garga, Itapetininga, ltapira, Itatinga, Lencois
Paulista, Mogi Mirim, Monte Mor, Paraguagu Paulista, Pardinho,
Paranapanema, Pirapozinho, Potirendaba, Sertdozinho, Taquaritinga e
Valparaiso) e colhido material clinico de no minimo 20 animais em cada uma
delas.

Os animais foram selecionados de acordo com o relato do cuidador sobre
0 aparecimento anterior de sinais clinicos, a percepcao destes sinais durante a
visita nas propriedades e locais com relatos anteriores de surtos. Porém, se no
momento da visita, ndo havia animais clinicamente doentes foram escolhidos
de forma aleatéria animais que ja estiveram doentes e/ou ficaram em contato
direto (mesmo lote) com os doentes. Nao sendo considerado, em ambos os

casos, idade e sexo no processo de amostragem.
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4.2 - Colheitas de amostras nos animais e humanos

4.2.1 - Nos ovinos

Dos ovinos selecionados para o experimento (n=444) foram colhidos 10
ml de sangue, por venopuncdo jugular, diretamente em dois frascos tipo
Vaccutainer®. Posteriormente, foram armazenados em caixas isotérmicas com
gelo para serem transportados. No laboratério, um dos frascos de sangue foi
centrifugado, e o soro acondicionado em tubos tipo Eppendorf® devidamente
identificados, congelados a -20°C, outro com sangue total permaneceu
refrigerado na geladeira e no dia seguinte a colheita todo material era
transportado ao Laboratorio de Viroses de Bovideos no Instituto Bioldégico de
Sao Paulo (LVB/IB) para a realizagao das analises.

No caso de animais encontrados com lesdes visiveis e compativeis ao
Ectima Contagioso, foram realizadas biopsias das lesdes com a utilizagdo de
punch® estéril descartavel (4 mm). O material biopsiado foi acondicionado em
frascos estéreis, parte com formalina 10% tamponada (PROPHET, 1995) para
analise histopatoldgica, e a outra parte foi encaminhada, em solugéo fisioldgica
estéril, todos devidamente identificados, resfriados a 4°C e encaminhados ao

Instituto Bioldgico em Sao Paulo, onde foram realizadas analises laboratoriais.

FIGURA 2- (a) Colheita de sangue em ovino. (b) Bidpsia de ovino com suspeita

clinica para Ectima Contagioso. Botucatu, SP- 2015.
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4.2.2 - Nos cuidadores dos ovinos

De todos os cuidadores dos ovinos (n= 42) das propriedades selecionadas,
foi colhido sangue e nos que apresentaram lesao realizou-se também a bidpsia
nao levando em conta idade e sexo.

O procedimento de colheita do material nos cuidadores foi realizado por
uma auxiliar de enfermagem habilitada e credenciada junto ao Conselho
Regional de Enfermagem (COREN), sempre acompanhada da médica
veterinaria responsavel pelo projeto.

Os cuidadores com lesdes suspeitas da enfermidade foram encaminhados
ao Departamento de Dermatologia Humana da Faculdade de Medicina do
Campus Botucatu - SP aos cuidados da equipe do professor Silvio Alencar
Marques para exame clinico, procedimentos de bidpsia da lesdo e colheita de
sangue para confirmagao do diagndstico.

Uma vez obtidas, as amostras humanas foram encaminhadas e

processadas no LVB/IB.

i n i Ferreira,

FIGURA 3- (a) Colheita de sangue nos humanos. (b) Bidpsia de cuidadora de

ovinos com suspeita clinica de Ectima Contagioso. Botucatu, SP- 2015.
4.3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Em todas as propriedades foram assinados dois Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido, um identificando o numero de animais
utilizados, Anexo 1, e no Anexo 2 o termo destinado aos cuidadores que

contribuiram com a pesquisa.
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4.4 — Analise laboratorial
4.4.1 — Virusneutralizagao
4.4.1.1 - Cultivo Celular

Foi utilizada a linhagem VERO CCL 80 (rim de macaco verde africano),
proveniente da “American Type Culture Collection” (ATCC) Manassas, EUA,
para titulagdo viral e testes de virusneutralizacdo. O estoque de células foi
mantido em nitrogénio liquido no LVB/IB, que foram descongeladas
periodicamente para uso no maximo 20 passagens apos o descongelamento.

As células foram cultivadas em Meio Essencial Minimo (MEM — Cultilab,
Campinas, Brasil), acrescido de 0,2% de bicarbonato de sédio (Merck,
Darmstadt, Alemanha), tamponado com 25 mM de acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazineetanossulfénico (HEPES — Biosolve, Westford, EUA) e suplementado
com 5% de soro fetal bovino certificado (SFB — Cultilab, Campinas, Brasil).
Para a manutengado, as células foram cultivadas em frascos de poliestireno,
com 150 cm? de area (Corning, New York, EUA) e mantidas em estufa &
temperatura de 37°C.

Os subcultivos foram realizados a cada 72 horas, utilizando uma solugao
Tripsina-Versene (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) para a desagregacéao
das células. A concentragdo utilizada foi de 2 x 10° células/ml e a contagem

feita em camara de Neubauer (Optik Labor, Friedrichshofen, Alemanha).
4.4.1.2 - Estirpes Virais

O virus utilizado foi Orf virus: origem ATCC, adquirido pelo LVB/IB em
30/08/2007 (ATCC VR - 1548).

4.4.1.3 - Replicagao Viral

Para a replicagao dos virus, as garrafas com 24 horas de monocamada

celular pré-formada foram infectadas com titulos (10*’ DICCso/ml - doses
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infectantes em cultivo de células 50%/ por ml), acrescidas de 55 ml de MEM
com 5% de SFB e 1% de antibidticos: penicilina G Potassica 11.200 Ul/mi;
Estreptomicina 0,01 g/ml; Gentamicina 0,01 g/ml; L-Glutamina 0,029 g/ml e
Anfotericina B 0,5 mg/ml (Cultilab, Campinas, Brasil) e permaneceram a 37°C.
O cultivo foi observado diariamente e apdés 90% de destruicdo da
monocamada celular, a suspensao viral foi recolhida, centrifugada a 600 x g,
por 15 minutos a +4°C (IEC, International Centrifuge, modelo PR-2, Needham,
EUA) e as aliquotas feitas em tubos de criogenia (TPP, Techno Plastic
Products AG, Switzerland) que foram armazenadas em ultrafreezer (Thermo
Electron Corporation, Waltham, EUA) a -86°C e nitrogénio liquido -196° C até o

momento do uso.

4.4.1.4 - Titulagao Viral

As estirpes foram tituladas em placas de microtitulagao de poliestireno, de
fundo chato com 96 cavidades (Corning, New York, EUA), em diluicbes
seriadas na base 10 (10" a 10®), sendo diluidas em meio MEM com 1% de
antibidticos, 100uL por cavidade, em oito repeticdes. As duas ultimas colunas
foram utilizadas como controle de células, ndo recebendo indculo viral.
Imediatamente em seguida, 50uL de uma suspensdo de 3 x 10° células/ml,
preparada em meio MEM contendo 5% de SFB, foi adicionada em cada uma
das cavidades. As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO,
(Thermo Electron Corporation, Waltham, EUA) por cinco a sete dias. A leitura
foi realizada em microscopio invertido. O titulo viral foi calculado utilizando-se o
método de Reed e Muench (1938).

4.4.1.5 - Teste de virusneutralizagao

O teste de virusneutralizagdo (VN) foi utilizado para quantificar os
anticorpos neutralizantes presentes no soro dos ovinos € humanos estudados
frente ao Orf virus.

Foram utilizadas placas de microtitulacdo com 96 cavidades, de fundo

chato. A coluna um da placa teste foi destinada para o controle de células, a
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coluna dois, para controle da toxicidade de cada soro e nas colunas trés até 12
as amostras foram diluidas em série, na base logaritmica dois a partir da
diluicdo 1:2 até 1:1.024, utilizando-se meio MEM. Para validagao da prova foi
incluido soro padréao negativo, fraco positivo e positivo com titulos de
anticorpos. Feita a diluicdo das amostras, foi adicionada a placa 1000
DICCs¢/ml do virus, exceto no controle de células e de soro.

Na placa controle de doses, nas colunas um a 10 receberam o controle de
DICCs¢/ml (1,95 a 1000 DICCso/ml), € as colunas 11 e 12 serviram como
controle negativo, recebendo somente meio MEM.

Para o controle da titulacdo viral, a placa recebeu diluicdes seriadas na
base 10 do virus (102 a 10®), e as colunas 11 e 12 serviram como controle
negativo, recebendo somente meio MEM.

As placas foram incubadas por uma hora em estufa a 37°C com 5% de
CO,, apos esse periodo receberam 50uL de suspensdo de células VERO na
concentracdo de 3 x 10° células/ml em cada cavidade. A infectividade foi
indicada pelo efeito citopatico visivel na monocamada celular em placas, em
microscoépio invertido, apds cinco a sete dias de incubagao a +37°C e 5% de
CO,. O titulo de anticorpos foi expresso como a maior diluicdo do soro que
inibiu completamente a infectividade em ambas as cavidades de cada dilui¢ao,
sendo a menor diluicdo detectada pela prova 1:2, cujo titulo foi calculado e
expresso em log1, meio MEM foi utilizado como diluente. Foram consideradas
reagentes as amostras com titulo igual ou superior a 0,6 logio. O teste foi
validado quando as células das cavidades destinadas ao controle de células
permaneceram intactas, as células da cavidade para controle de toxidez dos
soros também permaneceram inalteradas, ou seja, ndao apresentaram efeito
téxico, e os soros controle negativo, fraco positivo e positivo apresentaram os
resultados esperados. Com relacdo ao controle de doses, a prova foi validada
quando a dose infectante ficou entre 300 e 3000 DICCso/mL e se na retitulacéo
viral o titulo obtido apresentou variacdo de apenas +03log1o quando comparado
com o titulo da solugdo estoque, calculado conforme o método de Reed e
Muench (1938).
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4.4.1.6 - Soro Controle positivo, fraco positivo e negativo

As amostras de soros controle foram selecionadas pelo LVB-IB, a partir
de amostras de animais positivos e negativos, recebidas na rotina de analises
nos ultimos 30 anos. Dentre estas se utilizou soros pareados de animais que
apresentaram lesdes causadas por Ectima Contagioso, com diagnostico
confirmado por PCR. As amostras foram validadas como padrao, apos no
minimo trés repeticdes por soro na virusneutralizagdo, em no minimo
quadriplicata, e em trés dias alternados, comprovando a repetibilidade e

reprodutibilidade do resultado.
442 -PCR

4.4.2.1 - Preparo das amostras de epitélio para isolamento viral e hemi-
nested PCR

As amostras foram preparadas em suspensdo a 20% (propor¢ao 1:5) em
meio essencial minimo de Eagle (MEM) sem Ca™ e Mg"* com 1% de solugao de
antibidticos, trituradas em areia esterilizada e mantidas sob refrigeragdo por
uma hora para acdo do antibiético e, apds este periodo, congeladas a 80°C
negativos. Para a realizacdo das analises, as amostras foram descongeladas,
centrifugadas a 2.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante recolhido e

transferido para novos frascos destinados ao isolamento viral e para a PCR.
4.4.2.2 - Isolamento viral em cultura de células

Para o isolamento viral foi utilizado placa para cultura de células de 24
cavidades contendo monocamada de células da linhagem VERO CCL 81 e
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), na concentragdo de 2x10° cél/ml e com
24 horas de crescimento. O meio de crescimento foi retirado, a monocamada
lavada de duas a trés vezes, com meio MEM e inoculadas com 1 ml da
suspensao de epitélio, previamente preparada (item 4.4.2.1). Apds um periodo

de incubagédo de uma hora a 37°C, o in6culo foi descartado, a monocamada foi
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lavada com meio MEM e adicionado 10 ml do meio de manutengao (meio MEM
contendo 2% de soro fetal bovino e 1% de solugdo de antibidticos). A
monocamada foi observada diariamente em microscopio optico invertido para
acompanhamento de efeito citopatico durante sete dias. O resultado foi
considerado negativo até trés passagens cegas, com intervalo de sete dias

cada.

4.4.2.4 - Hemi-nested PCR

A hemi-nested PCR para identificagcdo e caracterizacdo de Parapoxvirus
foi realizada segundo Inoshima et al. (2000).

Como padrao positivo da reagao para Parapoxvirus foi utilizada a estirpe
padrdao NZ2 (ATCC VR-1548), caracterizada como virus Orf. Como controle
negativo das reagdes foi utilizado a linhagem celular VERO CCL 81.

A escolha dos ‘primers” baseou-se no gene B2L que codificam proteinas

altamente conservadas de todas as espécies do género Parapoxvirus (Quadro

1),

QUADRO 1- Descricdo dos primers utilizados nas reac¢des de hemi-nested

PCR para Orthopoxvirus.

Gene Primers
Género » _ Sequéncia
Codificador |(orientagdo)
PPV1 5" GTC GTC CAC GAT GAG CAG
(sense) CT 3
] PPV4 5 TAC GTG GGA AGC GCC TCG
Parapoxvirus | B2L
(anti-sense) |CT 3
PPV3 5 GCG AGT CCG AGA AGA ATA

(sense) CG?¥
Fonte: Inoshima et al. (2000)
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4.4.2.4.1 - Extragao do DNA

4.4.2.41.2 - Sangue

A extracdo de DNA das amostras de sangue com EDTA e das inoculadas

em cultivo celular foi realizada segundo CHOMKZYNSKI (1993), conforme

descricdo abaixo:

1.

Adicionaram-se 250 pL de amostra (suspensdao do epitélio ou
sobrenadante de cultivo celular) em um tubo tipo eppendorf.
Acrescentaram-se a preparagcao anterior 750 pL de Trizol LS
(Invitrogen®), pulsaram-se por cinco segundos em vortex para lisar e
incubaram-se por cinco minutos em temperatura ambiente.
Adicionaram-se a preparagao 200 yL de cloroférmio, homogeneizou-se

por inversio e incubou-se por cinco minutos em temperatura ambiente.

. Centrifugaram-se por 15 minutos a 12.000 x g para separagao das fases

aquosa, interfase e fase organica.

Desprezou-se a fase aquosa e adicionou-se 300 yL de etanol a 100%,
homogeneizou-se por inversdo e incubou-se por trés minutos a
temperatura ambiente.

Foi repetida a etapa quatro.

7. Desprezou-se o0 sobrenadante e acrescentou-se 01 mL de solugao a

0.1M de citrato de sodio diluido em etanol 10% (pH 8.5) e

homogeneizou-se por inversao.

. Incubou-se a temperatura ambiente por 15 minutos. Durante esse

processo, ocasionalmente, homogeneizou-se a mistura por inversao.
Centrifugou-se por cinco minutos a 4°C a 2.000 x g para precipitagao do
DNA.

10. Descartou-se o sobrenadante cuidadosamente com ajuda de uma

pipeta para que o pellet ndo fosse desprendido do tubo.

11. Foram repetidas as etapas sete a 10.

12. Acrescentou-se 1 mL de etanol 75% e homogeneizou-se por inversao.

13. Incubou-se a temperatura ambiente por 15 minutos. Durante esse

processo, cuidadosamente, homogeneizou-se a mistura por inversao.
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14. Repetiu-se a etapa nove.

15. Descartou-se o sobrenadante, inverteu-se o tubo sobre papel
absorvente para secagem do pellet, em temperatura ambiente, por 10
minutos.

16. Ressuspendeu-se o DNA em 150 uL de 8 mM NaOH.

17. Centrifugou-se a 4° C, 12.000 x g por 10 minutos para remover qualquer
substancia insoluvel.

18. Transferiu-se todo o sobrenadante para um novo tubo eppendorf de 1,5
mL.

19. Foi adicionado 50 pyL do tampéao HEPES para ajustar o pH entre sete a
oito.

20. Mediu-se no espectrofotdbmetro o grau de pureza do DNA extraido. Para
uma extracao valida, a razao entre as absorbancias 260/280, de acordo
com o fabricante do Trizol LS, deveria estar entre 1.6 a 1.8.

21. As amostras foram armazenadas em freezer a 20°C negativos até a

etapa de amplificagao.

4.4.2.4.1.3 - Epitélio

Antes da extracdo de acidos nucleicos, amostras de tecido foram

maceradas com Trizol® Reagent conforme descricdo abaixo:

1.

N o ok~ e N

Com auxilio de tesoura e pinga, 20 mg da crosta foi colocado em graal e
adicionou-se 800 pL de Trizol® Reagent

Com auxilio de um pistilo macerou-se o tecido;

Transferiu-se todo o conteudo para microtubo de polipropileno;

Mediu-se o volume e acrescentou-se com Trizol até completar 1 mL;
Homogeneizou-se em voértex;

Incubou-se por 10 minutos em temperatura ambiente;

Adicionaram-se 200 pL de cloroférmio e novamente homogeneizou-se em

vortex por 15 segundos;

8. Incubou-se por cinco minutos em temperatura ambiente;

9. Centrifugaram-se 12.000 x g por 15 minutos a 2°C a 8°C;
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10. Acrescentaram-se 300 uL de Etanol P.A. para precipitacdo do DNA e
homogeneizar por inversao;

11. Incubou-se a temperatura ambiente por dois a trés minutos;

12. Centrifugaram-se a 2.000 x g por cinco minutos a 4°C, para precipitagdo do
DNA;

13. Descartou-se o sobrenadante utilizando ponteira de 1 mL primeiramente e
pipetando vagarosamente. Retirou-se o volume final com pipeta de 100 ou
200 pL vagarosamente. Tomou-se cuidado para nao aspirar e desprezar o
pellet;

14. Acrescentou-se 1 mL da solucao de 0,1 M Citrato de Sédio em 10% Etanol
(pH 8.5) e homogeneizou-se por inversao;

15. Incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos. Durante incubacgao
pelo menos trés vezes o tubo foi homogeneizado por inversao;

16. Centrifugaram-se a 2.000 x g por cinco minutos a 4°C e desprezou-se o
sobrenadante.

17. Novamente, repetiram-se os passos 15, 13, 17 e 18.

18. Acrescentou-se 1 mL de Etanol 75% e homogeneizou-se por inversao;

19. Incubou-se a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos. Durante esse
processo, cuidadosamente, foi misturado por inversao;

20. Centrifugaram-se a 2.000 x g por cinco minutos a 4°C e desprezou-se o
sobrenadante seguindo procedimento item 14;

21. Deixou-se o tubo aberto a temperatura ambiente por 5 minutos até
secagem do etanol. Tomou-se o cuidado de nao deixar o pellet secar
totalmente;

22. Ressuspendeu-se o DNA em 150 uL de 8 mM NaOH,;

23. Centrifugaram-se 12.000 x g por 10 minutos a 4°C

24. Transferiu-se todo o sobrenadante para um novo tubo de polipropileno de
1,5 mL devidamente identificado com o numero do LVB/IB correspondente e
a data de extragao.

25. Adicionaram-se 50 pL de tampao HEPES;

26. Ao final da extracdo, as amostras foram estocadas em freezer a -20°C até

o momento da analise.
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4.4.2.4.1.4 - Amplificagcao do DNA

Para amplificagdo do DNA viral as amostras extraidas foram preparadas
conforme protocolo a seguir: Para 1.2 amplificacdo, o volume total de reagao foi
de 25 pL. Para tanto, a mistura de reagentes era composta de 100 mg do DNA
da amostra extraida (5uL), 12.5uL do tampao do kit comercial PCR Master
Mix™ Promega® e 0,5 yM de cada primer PPV1 e PPV4 (10pmol/uL). Para a
hemi-nested PCR, utilizou-se a mesma concentracdo de reagentes, mas
usando o conjunto de primers PPV3 e PPV4 (10pmol/pyL). Os ciclos de

amplificagdo podem ser visualizadas no quadro 2.

QUADRO 2- Ciclo de amplificacdo da hemi-nested PCR para Parapoxvirus.

N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo

1 ciclo 95 5 min
95 1 min

5 ciclos 50 1 min
72 1 min

94 1 min

25 ciclos 55 1 min
72 1 min

1 ciclo 72 5 min
Hold 4 Infinito

Fonte: Inoshima et al. (2000).

4.4.2.4.1.5 - Eletroforese em gel de agarose

O produto de cada amplificagao foi aplicado em gel de agarose a 1,5%,
preparado em tampao TBE 1X (Invitrogen®) e submetido a eletroforese com
uma voltagem constante de 100 V por uma hora. A presenga de amplicons foi

evidenciada apds coloragdo com GelRed (Biotium®) e visualizagdo em luz
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ultravioleta. O tamanho dos fragmentos de DNA foi comparado com um padrao
de peso molecular de 100 pb (DNA /adder de 100 pb — FERMENTAS®).
O tamanho dos amplicons gerados na hemi-nested PCR é,

respectivamente, de 529 pb (1.2 amplificagdo) e 235 pb (2.2 amplificagéo).

4.4.2.4.1.6 — Sequenciamento

Para o sequenciamento foram selecionadas trés amostras. O produto da
PCR foi purificado usando o kit Wizard DNA and PCR Clean-up da Promega®
seguindo instrugdes do fabricante.

Os primers utilizados para a reagao de sequenciamento foram PPV1 e
PPV4 (INOSHIMA et al., 2000).

Para volume total de 10 yL de reacao de sequenciamento utilizou-se o kit
BigDye 3.1 Xterminator kit® (Applied Biosystems), conforme demonstrado no
Quadro 3.

QUADRO 3- Preparo da mistura de reagentes para a reagdao de

sequenciamento.

REAGENTE 1 Amostra (pl)
Big Dye v. 3.1 2
Sequencing Buffer 5 x 2
Primer (3.2 pmol/ul) 1,5
DNA purificado 4,5
TOTAL 10

Para a reacdo de sequenciamento adotou-se o ciclo demonstrado no
quadro 4. Em seguida, a precipitacdo foi realizada usando kit
CENTRISEP (Princeton®), conforme instrucdes do fabricante. As etapas
consistiram primeiramente na hidratacdo da resina com agua livre de
nucleases, aplicagéo do produto da reagdo de PCR de sequenciamento (10uL)
intercaladas com etapas de centrifugacdo a 750xg por 2 minutos. O produto
purificado foi submetido a secagem a vacuo por aproximadamente 40 minutos




39

e sem aquecimento. Em seguida, foi ressuspendido em 10uL de formamida Hi-
DI, transferido para a placa de sequenciamento, submetido a desnaturacao a
95°C por 2 minutos e colocado no sequenciador 3500XL Genetic Analyzer.

Para avaliar a qualidade das sequéncias empregou-se o software
Sequence Analyzer (Applied Biosystems™) e a analise utilizou-se o programa
BioEdit versdo 7.1.11(HALL, 1999), Blast e ClustalWW. Para construgdo da
arvore filogenética e distancia utilizou-se o programa MEGA verséo 6.0
(TAMURA et al., 2011).

QUADRO 4- Ciclo de amplificacdo da reagao de sequenciamento.

N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 ciclo 95 1 min
95 30 seg
35 ciclos 50 15 seg
60 4 min
Hold 4 Infinito

4.4.3- Anatomia Patologica

Apds a fixacdo das bidpsias de tecido (crostas, pele, vesiculas) em
formalina 10% tamponada por 48 horas, foram cortadas em fragmentos
menores e colocadas em cassetes histologicos identificados por Impressora de
Cassetes Leica® IPC. Os cassetes histolégicos com as amostras foram
colocados no Processador Automatico de Tecidos Leica® TP1020 e
submetidos a um protocolo modificado de Prophet (1995), para desidratagéo
em solugdes de alcool etilico em concentragdes crescentes, diafanizagao pelo
xilol e embebicdo em parafina (Quadro 5). Por fim, os fragmentos foram
emblocados em parafina nos cassetes histoldgicos utilizando a Central de
Inclusao de Parafina Leica® EG1160.
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QUADRO 5- Etapas e reagentes do protocolo de desidratacéo, diafanizacéo e

embebigdo de tecidos, modificado de Prophet (1995).

Etapas e reagentes Tempo
1. Formol 10% tamponado 2 horas
2. Alcool etilico 70% 30 minutos
3. Alcool etilico 80% 30 minutos
4. Alcool etilico 95% 15 minutos
5. Alcool etilico 95%* 15 minutos
6. Alcool etilico absoluto 30 minutos
7. Alcool etilico absoluto 30 minutos
8. Xilol 1 hora
9. Xilol* 1 hora
10. Xilol* 1 hora
11.Parafina liquida a 63°C 1 hora
12.Parafina liquida a 63°C 1,5 hora

* Trocar solugao a cada hora.

As amostras emblocadas nos cassetes foram cortadas em Microtomo
Automatico Leica® RM2255 (5 ym de espessura); os fragmentos de tecido
foram estendidos em Banho-maria Histolégico OMA® BM 0328 na temperatura
de 63°C e colocados em laminas de microscopia previamente tratadas com
albumina. As laminas de microscopia com os cortes histologicos foram
colocadas em forno-estufa sob ventilacdo forcada Heratherm OMH100 da
Thermo Scientific®, na temperatura de 63°C. Posteriormente, segundo o
protocolo modificado de Allen (1995), as laminas foram colocadas em suporte
tipo berco e mergulhadas em cubas de vidro seguindo as etapas, reagentes e
tempos descritos no Quadro 6, para desparafinizagdo (xilol), hidratagcao
(concentragdes decrescentes de alcool etilico), coloragao pela hematoxilina e
eosina, desidratagdo (concentragbes crescentes de alcool etilico) e
diafanizacao (xilol). Depois do processo de coloragéo foi feita a montagem de
lamina e laminula com resina sintética Entellan (Merck®). Por fim, as laminas

foram analisadas em microscépio 6ptico trinocular comum (Leica® modelo DM



41

2000), as imagens capturadas por Camera Leica® DFC 295, editadas e salvas

em modulo LAS Leica®.

QUADRO 6- Protocolo de desparafinizagdo, hidratacdo, coloragao,
desidratacao e diafanizagao de fragmentos de tecidos cortados em micrétomo,
modificado de Allen (1995).

Etapas e reagentes Tempo
1. Xilol 5 minutos
2. Xilol* 5 minutos
3. Alcool etilico absoluto 2 minutos
4. Alcool etilico 95% 2 minutos
5. Alcool etilico 80% 2 minutos
6. Agua corrente Imergir rapidamente
7. Hematoxilina 30 segundos
8. Agua corrente Lavar 15 minutos em agua corrente
9. Eosina 2 Minutos
10. Agua corrente Imergir rapidamente
11. Alcool etilico 70% Imergir rapidamente
12. Alcool etilico 80% 1 minuto
13. Alcool etilico 90% 1 minuto
14. Alcool etilico absoluto 5 minutos
15. Alcool etilico absoluto* 5 minutos
16. Xilol 5 minutos
17. Xilol* 5 minutos

* Trocar solugao a cada repeticao.

Esse processo foi realizado para desparafinizagdo (xilol), hidratatagéo
(concentragdes decrescentes de alcool etilico), coloragao pela hematoxilina e
eosina, desidratagdo (concentragbes crescentes de alcool etilico) e
diafanizacgéo (xilol).

Depois do processo de coloragado foi feita a montagem de lamina e

laminula com resina sintética Entellan (Merck®). Por fim, as laminas foram
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analisadas em microscépio 6ptico trinocular comum (Leica® modelo DM 2000),
as imagens capturadas por Camera Leica® DFC 295, editadas e salvas em
modulo LAS Leica®.

4.5 - Analise estatistica

Inicialmente, as distribuicbes de frequéncia das variaveis categoricas
foram produzidas para caracterizar as amostras do estudo. Desta forma, as
prevaléncias de positividade sorolégica e lesdes fisicas foram estimadas com
respectivos intervalos de confianca de 95% na populacao estudada de ovinos e
seus cuidadores. As distribuicbes de frequéncias dos titulos dos ovinos e de
seus cuidadores foram produzida para descrever a intensidade das reacoes
sorologicas e as tabulagbes cruzadas foram realizadas para estimar a
concordancia entre os individuos com manifestagdo clinica e o diagnostico
histopatolégico ou detec¢cdo do agente por PCR para ovinos e seus cuidadores.
Dentre os ovinos e seus cuidadores que apresentaram lesdes fisicas (crostas),
foram realizadas tabulagdes cruzadas para estimar a concordancia entre os
testes de PCR e histopatoldgico.

O teste de Qui-quadrado e teste de Fisher foram utilizados para: 1)
comparar a prevaléncia de soropositividade entre ovinos e seus cuidadores; 2)
comparar a distribuicdo dos titulos entre ovinos e seus cuidadores; 3) comparar
a prevaléncia de crostas entre ovinos e seus cuidadores e 4) testar a
associagao entre os resultados de PCR e histopatolégico para os ovinos que
apresentavam crostas. Para os ovinos incluidos no estudo, o teste de Kruskall-
Walllis foi utilizado para comparar o titulo sorolégico mediano entre: 1) animais
com e sem crosta e 2) animais sem crosta, com crosta e PCR-positivos, e
animais com crosta e PCR-negativos. A analise estatistica foi realizada pelo

programa SAS (SAS Institute, 2011) em nivel de significancia de 0,05.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), UNESP, Campus Botucatu, sob o protocolo n.° 37/2013-CEUA.

Aprovado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
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(CONCEA), sob o protocolo (CEUA) n.° 1033-2013. Aprovado pelo
Ministério da Saude, sob o CAAE n.° 19071013.7.0000.5411.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1- Cidades das propriedades estudadas
A Figura 4 identifica todas as cidades que fizeram parte da pesquisa, qual
0 numero exato de colheitas realizadas e suas porcentagens.

O mapa demostra a difusdo da enfermidade por todo o Estado de Sao

Paulo.
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colhidas por propriedade nas diferentes cidades do Estado de Sao Paulo. Botucatu, SP - 2015.

FIGURA 4- Distribuicao e frequéncia das amostras de ovinos e seus cuidadores suspeitas para Ectima
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5.2- Amostragens dos ovinos e seus cuidadores
Foram amostrados 42 (8,64%) cuidadores de animais e 444 (91,36%)

ovinos durante os anos de 2012 a 2015 no Estado de S&o Paulo, conforme

demonstra a Figura 5.

42 (8,64%)

humano

Hovino

FIGURA 5- Frequéncia da colheita de amostras de ovinos e seus cuidadores

suspeitas para Orf virus nas propriedades. Botucatu, SP - 2015.

A amostragem por propriedade variou de acordo com 0 numero de
cuidadores de ovinos de cada criagdo, sendo colhido material biolégico de
todas as pessoas que estavam diretamente envolvidas com os animais,
independente do tempo que trabalharam no local.

Dentre os animais selecionados, existiam animais com sinais clinicos
caracteristicos do Ectima Contagioso, animais que conviviam em lotes onde
pelo menos um animal ja apresentou sinais da enfermidade, animais que iam
mensalmente para exposi¢cdes e animais que em algum periodo de sua vida ja
foram diagnosticados com a enfermidade; por este motivo o numero de animais
amostrados nas propriedades ndo foi sempre o0 mesmo (minimo de 20

animais).
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5.3- Frequéncias das amostras

O estudo compreendeu um total de 486 amostras, dentre 444 ovinos e 42
cuidadores. Destas, 453 (93,21%) ndo apresentaram sinais clinicos, enquanto
33 (6,79%) casos suspeitos da doenga (32 ovinos e um cuidador) foram

biopsiados (Figura 6) e realizados os testes histopatolégicos e de PCR.

33 (6,79%)

M sem crosta

com crosta

FIGURA 6- Frequéncia da colheita de amostras de crosta de ovinos e seus
cuidadores suspeitas para Ectima Contagioso (Orf virus) nas propriedades.
Botucatu, SP - 2015.

Deste total amostrado (n= 486), foram sugestivos para Ectima Contagioso
31 (6,38%) e dois (0,41%) sugestivos para outras lesdes de pele no exame
histopatolégico, conforme demonstra a Figura 7, e na PCR, 21 (4,32%) foram

positivas, enquanto 12 (2,47%) apresentaram resultado negativo (Figura 8).
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31 (6,38%)

2 (0,41%)

H sem crosta

Positivo para
Ectima Contagioso

® Outras lesdes

FIGURA 7- Frequéncia da colheita de crostas de ovinos e seus cuidadores
suspeitas para Ectima Contagioso (Orf virus) na realizagao do teste diagnostico

histopatoldgico. Botucatu, SP - 2015.

21 (4,32%)

msem crosta mNegativo

Positivo

FIGURA 8- Frequéncia da colheita de crostas de ovinos e seus cuidadores
suspeitas para Ectima Contagioso (Orf virus) na realizagéo do teste diagndstico
PCR. Botucatu, SP - 2015.
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5.4- Reagoes de virusneutralizagao

A prevaléncia de reagentes por virusneutralizagao foi de 67% (IC95%=62-
71%) nos ovinos e em seus cuidadores de 76% (1C95%=63-89%), sendo p=
0,22, ou seja, nao houve diferenca estatistica significativa entre as espécies,

conforme demonstra a Tabela 1.

TABELA 1- Prevaléncia do teste de virusneutralizacido no soro dos ovinos e de

seus cuidadores para Ectima Contagioso (Orf virus). Botucatu, SP- 2015.

Espécie Virusneutralizagao para Ectima Contagioso
Nio indice de
Reagente Reagente* Confianga Total
(NR) (IC)
Cuidadores
] 10 (23,81%) 32 (76,19%)? 0,63 -0,89 42
dos ovinos
297
Ovinos 147 (33,11%) 0,62 -0,71 444
(66,89%)?
Total 157 (32,3%) 329 (67,7%) 486

*@ etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre

as prevaléncias.

Neste estudo, 67,7% das amostras foram reagentes ao Orf virus nos
ovinos e 76,19% nos cuidadores (Tabela 1). Resultado que difere de Haig e
Mercer (1998), que afirmam que a estimativa da soroprevaléncia da infec¢ao
pelo Orf virus nos rebanhos é prejudicada pelo fato do virus induzir baixos
niveis de anticorpos neutralizantes, nao sendo possivel a deteccdo em testes
de soroneutralizagdo.

Na Figura 9, pode-se visualizar a prevaléncia de anticorpos anti-Orf virus
pela técnica de virusneutralizagdo tanto nos ovinos quanto em seus
cuidadores, quando apenas 32,3% das amostras foram nao reagentes no teste.
Resultados estes diferentes de outros estudos que afirmam que devido a

soroprevaléncia nos rebanhos ser baixa, a prevaléncia da doenca pode ser
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estimada com base em relatos da ocorréncia da doencga clinica (ROBINSON,
1983; GOKCE et al., 2005).

mNR

Reagente

329 (67,70%)

FIGURA 9- Prevaléncia de anticorpos anti-Orf virus pela técnica de

virusneutralizagdo em ovinos e seus cuidadores. Botucatu, SP - 2015.

A distribuicdo dos titulos apresentou diferengca estatistica significativa
entre as espécies com p = 0,0048. As variacdes de titulacdo foram de 0,6 a 2,1,
tanto nos ovinos quanto nos seus cuidadores. Essas variagdes estdo

demostradas detalhadamente na Tabela 2 e ilustradas na Figura 10.
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TABELA 2- Distribuicdo dos titulos de anticorpos expressos em log1o, obtidos pelo teste diagndstico de virusneutralizagéo no

soro de ovinos e de seus cuidadores para Ectima Contagioso (Orf virus). Botucatu, SP - 2015.

Espécie Virusneutralizagao para Ectima Contagioso
Titulo de
anticorpos* 0,6 0,9 1 1,2 1,5 1,8 2,1 TOTAL
(log1o)
Cuidador 1(3,13) 1(3,13%) 0 2 (6,25%) 1(3,13%) 13 (40,63%) 14 (43,75%) 32

Ovino 41(13,8%) 41(13,8%) 1(0,34%) 35(11,78%) 44 (14,81%) 70 (23,57%) 65 (21,89%) 297

Total 42 42 1 37 45 83 79 329

* A distribuicdo dos titulos foi diferente estatisticamente entre as espécies (teste de Qui-quadrado, p= 0,0048).
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FIGURA 10- Distribuicdo em conjunto dos titulos de anticorpos expressos em
log1o, obtidos pelo teste diagndstico de virusneutralizagdo no soro dos ovinos e

de seus cuidadores para Ectima Contagioso (Orf virus). Botucatu, SP - 2015.

Dentre os 42 cuidadores de ovinos participantes do estudo, 32
apresentaram titulos de anticorpos expressos por logio acima de 0,6. Assim,
pode-se inferir que, quanto mais estreita a convivéncia dos cuidadores com os
ovinos, maior foi o titulo de anticorpos observado.

Segundo Haig e Mclnnes (2002), a variagdo dos titulos de anticorpos
pode ser explicada, por exemplo, pela capacidade do individuo basear sua
resposta imune eficaz, ou seja, se ele ja teve contato prévio, seus titulos serao
mais altos conseguindo responder a infec¢do viral, ndo deixando a doenga
evoluir, ou entdo sendo mais branda.

Altos niveis na titulacao de anticorpos significam que o organismo esta
produzindo anticorpos para combater a infeccdo. Dependendo do momento da
colheita da amostra (pré ou pdos-viremia) a concentragao (titulo) de anticorpos
podera ser entdo influenciada. Uma titulagdo alta de anticorpos néo significa,
necessariamente, que o individuo ja teve um contato anterior com o virus, uma
vez que ja no primeiro contato pode ter ocorrido alta produgdo de anticorpos
(TIZARD, 2009).

A Figura 11 ilustra como foi observado microscopicamente o controle
negativo para Orf virus em células Vero e o efeito citopatico padréao (ECP)

deste virus também em células Vero.
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5.5-PCR

5.5.1- PCR do sangue

Todas as 486 amostras pesquisadas, sendo 444 de ovinos e 42 de seus
cuidadores, foram negativos ao exame de PCR do sangue. Isto pode indicar
que o0s animais nao apresentavam infeccao sistémica no momento da colheita.
Estes dados corroboram com Robinson e Lytle (1992) e Haig, (2006), os quais

afirmam haver poucas evidéncias que o Orf virus se dissemina pelo sangue.

5.5.2- PCR das crostas

Como anteriormente demostrado na Figura 8, 453 (93,21%) néao
apresentaram sinais clinicos, enquanto 33 (6,79%) casos suspeitos da doenca
foram biopsiados, 21 (4,32%) foram positivas ao teste de PCR e 12 (2,47%)
foram negativas.

Dentre as crostas submetidas ao PCR que tiveram resultados negativos, e
exame histopatologico sugestivo para Ectima Contagioso, o exame clinico dos
animais e cuidador também precisaram ser considerados. Acredita-se que
parte da bidpsia encaminhada para esta analise ndo apresentou a carga viral
suficiente e por isso ndo apresentou resultado positivo na PCR. Este fato pode

se justificar pelo tempo da lesdo no animal e/ou parte coletada do material.



A colheita das crostas foi realizada por meio de bidpsia, assim como
afirma Kottaridi et al. (2006), que realizaram um estudo na Grécia com
diferentes comparacgdes de protocolos de PCR, dentre os animais utilizados, 11
eram ovinos, concluindo que o melhor método para detecgdo pela PCR é
através de biopsia.

O presente estudo foi distribuido por todo Estado de Sao Paulo, o que
além de revelar difusdo da doenca, demonstou um elevado grau de
semelhanca genética do virus, independente da area geografica de origem.
Corroborando com estudos realizados por Schmidt et al. (2013), com crostas
de ovinos naturalmente infectados pelo Orf virus nos Estados do Rio Grande
do Sul e da Paraiba e em cabras de Pernambuco e na Bahia, as quais
revelaram um elevado grau de semelhanga genética do virus independente da
area geografica de origem. Tal fato difere de Billinis et al. (2012), que sugerem
que, independente das linhagens do virus ectima no mundo, os sinais
clinicos sdo semelhantes; entretanto, € necessario avaliar se existem
estirpes mais virulentas ou ainda se existem fatores que contribuam para
maior risco na transmissao da doenca, como suscetibilidade genética, forma

de exposigcao ou imunidade individual.



FIGURA 12- Detecgao de Orf virus em amostras de crosta ovina pela técnica
de PCR. Botucatu, SP- 2015.

Legenda: canaletas 1 = marcador 100 pb; Canaletas 2, 3 e 4 = amostras
positivas; Canaleta 5 = controle negativo; Canaletas 6 = Controle positivo (Orf —
ATCC).

A Figura 12 ilustra como foi realizada a deteccdo de Orf virus nas

amostras de crostas ao exame do PCR.

5.6 - Analise do sequenciamento viral

Para o sequenciamento foram analisadas apenas trés amostras. A analise
filogenética foi construida usando o programa MEGA verséo 6.0 (TAMURA et
al., 2011), conforme demonstrado na Figura 13, empregando o método de
maxima verossimilhanga, parametro Kimura 2 com valores de bootstrap
baseados em 1000 replicatas. Somente valores acima de 50% foram aceitos.
Foram incluidos para compor a filogenia, isolados de Orf virus da América
Latina (Brasil e Argentina), Europa e Asia bem como outras espécies de
Parapoxvirus como o virus da estomatite papular bovina, pseudovariola bovina,
de cervideos e ledo marinho.

O resultado do sequenciamento das amostras da presente pesquisa, a

partir do gene B2L, revelou identidade das amostras (99%) com Orf virus



brasileiros (Mato Grosso e Rio Grande do Sul) e também de outros paises
como Grécia, China, Croacia, Alasca e Argentina depositadas no GenBank
(Figura 13).

& LVB 23900/13
51— @ LVB 23899/13
& LVB 23897/13
JX485993.1 (sheep/RS/Brasil)

KJ944494 1 (sheep/Alasca) — Orfvirus
20 FJ665818.1 (sheep/MT/Brasil)
—57: KP244325 1 (sheep/Argentina)
95 KF703747.1 (sheep/China)

_:Jmssass 1 (sheep/Grecia)
82 HQ215588.1 (sheep/Crodcia) /

AY952943.1 (Parapoxvirus ledo marinho - V842 strain)

AY453659.1 (Reindeer/Finlandia) Outras espécies de
AY386265.1 (BPSV strain BV-AR02) Parapoxvirus
DQ184476.1 (NZ strain)
Bl 6Q329670.1 (Pseudocowpox strain VR634)
78 AF229248.1 (Vaccinia virus)
100 DQ070848.1 (Vaccinia virus Passatempo)
AF229247 1 (Vaccinia virus Cantagalo) Orthopoxvirus
96 —— DQ121394.1 (Vaccinia virus strain Lister)

JN654977.1 (Vaccinia virus strain Dryvax)
DQ792504.1 (Horsepox virus isolate MNR-76)

96

FIGURA 13- Arvore filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas do gene
B2L.

Fonte: FERREIRA, B.L.S.

Legenda: as sequéncias nucleotidicas obtidas no presente estudo foram
alinhadas com as sequéncias de outros Orf virus disponiveis no GenBank, e
utilizadas para a construgao das arvores filogenéticas, pelo método de maxima
verossimilhanga, parametro Kimura 2 nei com valor de bootstrap de 1000
replicatas (MEGA 6.0). Em destaque (losangos pretos) as amostras de Orf

virus analisadas no presente trabalho.

Nenhuma amostra apresentou similaridade com outros virus do género
Parapoxvirus (virus da estomatite papular bovina/BPV, pseudovariola bovina,
Parapoxvirus de ledo marinho) bem como com estirpes do virus vaccinia
demonstrando, portanto que nao houve reacdo cruzada na analise do
sequenciamento realizada.

As técnicas moleculares utilizadas no presente estudo foram

fundamentais para identificacdo de Orf virus nos animais e em humanos, a



partir das lesbes de epitélio. E importante destacar que sd0 poucos 0s grupos
de pesquisa de Parapoxvirus no Brasil e no mundo.

A analise do sequenciamento utilizando o gene codificador B2L revelou
que as amostras caracterizadas como Orf virus (Figura 14 e 15) apresentaram
homologia com os isolados no Rio Grande do Sul como em outros paises da
América Latina, Europa e Asia (TIKKANEN et al., 2004; SCHMIDT et al, 2013).
O resultado do alinhamento das sequéncias de nucleotideos revelou diferencga
com a estirpe NZ, caracterizada como virus Orf, depositada no Genbank sob
namero DQ 184476.1 e registrada no American Type Cell Culture (ATCC)
como VR-634, referéncia para Orf virus.

Ao analisar a filogenia quanto a origem observou-se que as amostras
apresentaram similaridade com os isolados de ectima em ovinos do estado do
Rio Grande do Sul. Considerando que esse é tradicionalmente polo criador de
ovinos e o0 estado de Sao Paulo vem avangcando na ovinocultura,
principalmente na regido noroeste, o risco de importagéo de animais portadores
do virus do ectima deve ser considerado.

Inoshima et al. (2000) indicaram que existe similaridade de 40% com o
virus vaccinia, o que poderia indicar reagdo cruzada com os isolados de
vaccinia brasileiros. Entretanto, as amostras do presente estudo ficaram

agrupadas somente com o grupo de Orf virus.
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FIGURA 14- Percentual de identidade entre Orf virus baseado nas sequéncias de aminoacidos do gene B2L. Botucatu, SP-

2015.
Fonte: FERREIRA, B.L.S.

Legenda: as sequéncias do presente estudo foram comparadas com as sequéncias de outros OPV (isolados brasileiros e

vacinais), utilizando o programa MEGA 6.0
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FIGURA 15- Percentual de identidade entre Orf virus, baseado nas sequéncias parciais de nucleotideos do gene B2L.
Botucatu, SP- 2015.

Fonte: Ferreira, B.L.S.

Legenda: as sequéncias nucleotidicas obtidas no presente estudo foram comparadas com as sequéncias de outros
Parapoxvirus, utilizando o programa MEGA 6.0
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5.7 - Resultados histopatolégicos

Das 486 amostras bioldgicas que foram colhidas, entre ovinos e seus
cuidadores, 453 (93,21%) ndo apresentavam sinais clinicos, enquanto 33
(6,79%) foram biopsiados. Dentre as bidpsias, foram realizados exames
histopalégicos e 31 (6,38%) apresentaram resultados sugestivos para
Ectima Contagioso.

As Figuras 16, 17, 18 e 19 ilustram as diferentes fases de lesbes

causadas por Orf virus.
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FIGURA 16- Bidpsia do plano nasolabial de ovino com diagnéstico
histopatolégico sugestivo de Ectima Contagioso (Orf virus) - degeneragao
balonosa (seta branca) e incluséo intracitoplasmatica eosinofilica (seta azul)
nos queratindcitos localizados no estrato espinhoso da epiderme (Coloragéo

hematoxilina eosina, aumento 630x). Botucatu, SP- 2015.
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FIGURA 17- Biopsia do plano nasolabial de ovino com diagnéstico
histopatolégico sugestivo de Ectima Contagioso (Orf virus) - vesicula localizada
no estrato espinhoso de epiderme (seta branca). Ainda observam-se algumas
inclusdes intranucleares eosinofilicas no citoplasma do queratindcito do estrato
espinhoso superficial (seta azul) (coloragdo hematoxilina eosina, aumento
630x). Botucatu, SP- 2015.
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FIGURA 18- Biopsia do plano nasolabial de ovino com diagnéstico
histopatolégico sugestivo de Ectima Contagioso (Orf virus)- pustula localizada
no estrato espinhoso da epiderme. Intenso infiltrado neotrofilico (coloragao

hematoxilina eosina, aumento 400x). Botucatu, SP- 2015.

FIGURA 19- Biopsia do plano nasolabial de ovino com diagndstico
histopatoldgico sugestivo de Ectima Contagioso (Orf virus) - crosta formada por
tecido necrosado intensamente infiltrado por neutréfilos e exsudato (coloragao
hematoxilina eosina, aumento 400x). Botucatu, SP- 2015.



Neste estudo foi realizada bidpsia em animais com crosta nas mais
diferentes fases das lesdes, conseguindo visualizar microscopicamente
corpusculos de inclusdo, degeneracdo balonosa, vesiculas, pustulas e
crosta, assim como foi encontrado no estudo realizado por Nébrega et al.
(2008).

McGavin et al. (2009) citaram que a patogenia da formagéo da leséo e
as caracteristicas macro e microscopicas sao consistentes com lesdes
tipicas de Poxvirus, exceto pela rapidez do estagio vesicular. O estagio de
Ulceras e crostas persistiu e foi clinicamente predominante e a epiderme
estava marcantemente hiperplasica. Os corpusculos de inclusdo foram

detectaveis histologicamente somente rapidamente no estagio vesicular.

5.8- Analises das crostas

Dos 444 ovinos, 33 (7,21%) apresentavam sinais clinicos
caracteristicos da doenca, possibilitando a realizagdo da bidpsia para analise
por PCR e 412 (97,62%) nao apresentavam lesbes. Ja dentre os 42
cuidadores dos animais, apenas um (2,38%) apresentou suspeita clinica. A
prevaléncia de animais com crosta resultou em 7,2 (IC95%=4,8-9,6%) e em
seus cuidadores 2,4 (IC 95= 0% -7%)

Dos 32 ovinos que apresentaram crosta (ilustrado na Figura 19), 30
(93,75%) confirmaram estar com a doenga, por meio do exame
histopatoldgico, enquanto outros dois (6,25%) animais apresentaram lesdes
sugestivas de doencga vesicular pustular cutdnea e carcinoma epidermoide
de células escamosas (Tabela 3). Para os ovinos com crosta, nao houve

associagao entre os métodos de PCR e Histopatoldgico, p = 0,11 (Tabela 4).
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TABELA 3- Comparagao dos resultados do teste diagnédstico histopatolégicos
entre ovinos e seus cuidadores com suspeita de Ectima Contagioso (Orf virus).
Botucatu, SP - 2015.

Histopatolégico

Espécie Ectima Outras lesoes Total
Contagioso cutaneas
Cuidadores dos 1 (100%) 0 (0%) 1
ovinos
Ovino 30 (93,75%) 2 (6,25%) 32

Total 31 2 33
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FIGURA 20- (a) Animal com sinal clinico de Ectima Contagioso nos labios; (b)

Animal com sinal clinico de Ectima Contagioso na gengiva; (c) Animal com
sinal clinico nos tetos; (d) Animal com sinal clinico de Ectima Contagioso no
focinho. Botucatu, SP- 2015.

Durante o estudo, dentre os 32 ovinos com sinais clinicos sugestivos
de ectima contagioso, apenas uma fémea apresentou lesées no teto,
enquanto seus trés filhotes, lesbes na lingua e gengiva (Figura 20 b e c).
Concordando com Hosamani et al. (2006) que encontraram ocasionalmente
lesbes nos tetos e raramente em lingua e gengiva.

Das crostas analisadas, 32 crostas eram de ovinos, destas 11 (34,38%)
foram negativas na PCR enquanto 21 (65,63%) foram positivas. Uma era

humana, mas foi negativo na PCR.
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Ferreira, 2015.

FIGURA 21- Cuidadora de ovinos com sinais clinicos sugestivos de Ectima
Contagioso (Orf virus). Botucatu, SP- 2015.

A cuidadora acometida pela lesdo sugestiva de Ectima Contagioso (Orf
virus) € uma senhora de 53 anos, sem doenga imunossupressora, que cuidou
de animais doentes durante 15 dias e logo apds este periodo passou a
apresentar sinais clinicos compativeis com a doenca.

A crosta da cuidadora dos ovinos (figura 21) que apresentou lesao
caracteristica no exame histopatoldgico teve resultado negativo a PCR. Dos 30
(93,75%) animais que apresentaram lesdes tipicas de Ectima Contagioso a
patologia, apenas 21 (70%) foram positivos a PCR, conforme demonstra a
Tabela 4.

TABELA 4- Comparagado das crostas de ovinos com lesdes caracteristicas
produzidas por Orf virus e resultados positivos ao teste diagnéstico da PCR.
Botucatu, SP- 2015.

PCR
Histopatolégico Negativo Positivo Total
EC 9 (30%) 21 (70%) 30 (93,75%)
Outras lesoes 2 (100%) 0 (0%) 2 (6,25%)
Total 11 (34,38%) 21 (65,63%) 32 (100%)

* Nao houve associagdao dos métodos de PCR e Histopatoldgico entre as
espécies (teste de Qui-quadrado, p= 0,11).
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As propriedades que apresentavam um animal com sinais clinicos da
doenca, trés a quatro dias depois, aproximadamente 100% dos cordeiros do
mesmo lote ou com convivio direto também iniciaram a sintomatologia,
concordando com Housawi et al. (1991), que citou essa alta morbidade.

O estudo ora realizado corrobora também com o estudo realizado por
Murphy et al. (1999) e descrito por Radostits et al. (2012), confirmando que
uma vez o Orf virus introduzido no rebanho, ele apresenta alta morbidade e

carater infeccioso.

5.7 - Mediana dos titulos de anticorpos por VN

A mediana dos titulos de anticorpos por VN entre os animais com e
sem crosta nao foi diferente estatisticamente, p= 0,62. Conforme demonstra
a Tabela 5.

TABELA 5- Mediana dos titulos de anticorpos no teste diagnostico de
virusneutralizagdo para Ectima Contagioso (Orf virus) em ovinos. Botucatu,
SP - 2015.

Desvio
Crostas Ovinos Média Mediana* Minima Maxima
Padrao
Auséncia 412 0,98 0,82 0,9 0 2,1
Presenca 32 0,92 0,66 0,9 0 2,1

* Medianas nao foram diferentes entre os animais com e sem crosta (Teste de
Kruskall-Wallis, p=0,62)

A mediana dos titulos de anticorpos por VN entre os cuidadores dos
animais com e sem crosta nao foi possivel ser realizada, pois apenas uma
pessoa apresentou sinais clinicos caracteristicos do Orf virus, assim como

observado na Tabela 6.
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TABELA 6- Mediana dos titulos de anticorpos no teste diagndstico de
virusneutralizagdo para Ectima Contagioso (Orf virus) nos cuidadores dos
ovinos. Botucatu, SP - 2015.

Desvio
Crosta Cuidadores Média Mediana Minima Maxima
Padrao
0 41 1,37 0,85 1,8 0 2,1
1 1 2,1 2,1 2,1 2,1
5.8- Mediana dos titulos de anticorpos dos ovinos com crosta

submetidas a PCR.

A mediana dos titulos de anticorpos dos ovinos que apresentaram
crosta e esta submetida a PCR, quando se comparou os positivos com o0s
ovinos negativos quanto a presenga de anticorpos, constatou-se que a

diferenca nao foi significante estatisticamente, p = 0,63 (Tabela 7).

TABELA 7- Mediana dos titulos de anticorpos dos ovinos com suspeita de
Ectima Contagioso (Orf virus) que apresentaram crostas e foram submetidas
ao teste diagnostico da PCR. Botucatu, SP - 2015.

PCR N ovinos Soma dos | Esperado Desvio Média dos
crosta escores em HO Padrdo em | Escores®
HO
Positivo 21 4723,5 4672,5 560,48 224,92
Sem crosta 412 9201 91670 682,81 223,32
Negativo 11 2056,5 24475 410,4 186,95

*Medianas nao foram diferentes entre os animais com e sem crosta (teste

Teste de Wilcoxon, p=0,63).



6 — CONCLUSAO

O teste de virusneutralizagdo no soro entre as espécies foi significativo
estatisticamente (p = 0,048), com isso, sugere-se que quanto maior a
convivéncia dos ovinos com seus cuidadores, maior sera sua titulacido de
anticorpos.

A concordéncia entre os meétodos diagndsticos de virusneutralizagao,
PCR e histopatolégico, embora tenha sido moderada, sdo importantes
associagdes para o diagnostico conclusivo da doenca.

Conclui-se ainda que o virus encontra-se difundido no Estado de Séo
Paulo e essa distribuicdo geografica ndo influenciou a semelhanga genética

do virus.
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Anexo 1:

PAY 4N
%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Ve 4 fm VZ - unes p

u nes " 40LIO DE MESQUITA FILHO"
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucatu

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizagdo do
procedimento de colheita de sangue, referente ao Projeto de Pesquisa
intitulado ASSOCIACAO DA OCORRENCIA DO ECTIMA CONTAGIOSO (ORF
VIRUS) COM OVINOS COM OS CUIDADORES DESTES ANIMAIS, de

responsabilidade da Médica Veterinaria Bruna Lapenna Sanches Ferreira.

Nome do animal:

Nome do Responsavel:

RG: Data: / /

Assinatura:




Anexo 2:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAO 466/1 2-CNS-MS)

O sr(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada “Associagéo da
ocorréncia do Ectima Contagioso (ORF virus) em ovinos com os cuidadores destes animais, que
pretende analisar a associagdo da resposta sorologica do ORF virus entre os animais e seus
cuidadores, por meio de Reagéo de Virusneutralizagéo (VN) e PCR do sangue.

O sr(a). foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa por ter animais com lesées clinicas do
virus ou por alguns de seus animais j4 terem tido a doenga relatada pelo sr(a) na propriedade.

A pesquisa consta de colheita de sangue e, se houver algum local do corpo com pele
lesionada semelhante as caracteristicas da doenga em humanos, também sera realizada a biopsia do
local. O procedimento tem por finalidade comparar os virus isolados nos humanos € nos animais.

O conhecimento dessas caracteristicas permite prevenir os criadores de ovinos para esta
Z0onose.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, é seu direito e isso n3o vai interferir com seu
tratamento. Vocé podera retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa sem nenhum
prejuizo.

E garantido total sigilo do seu nome, imagem, resultado de exame ou doenga, em relagéo aos
dados relatados nesta pesquisa.

Vocé recebera uma via deste termo, e outra via sera mantida em arquivo pelo pesquisador por
cinco anos.

Qualquer dvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
atraves do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome :
Assinatura:
Pesquisadora:
Data: / / Assinatura:

Orientador. José Rafael Modolo, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ/UNESP-
Botucatu/SP), Departamento de Higiene Veterinaria e Saide Publica Veterinaria, localizada no
Distriito  de  Rubido  Junior, sin. CEP- 18.618-000. Fone: (14)38802095.  E-mail:
jrmodolo@fmvz.unesp.br

Pesquisadora: Bruna Lapenna Sanches Ferreira, Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia
(FMVZ/UNESP-Botucatu/SP), Departamento de Higiene Veterinaria e Satde Publica Veterinaria,
localizada no Distritito de Rubigo Junior, s/n. CEP- 18.618-000. Fone: (14)38802096. E-mail:
bru_medvet@hotmail.com
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Anexo 3:

‘Certificado

CERTIFICAMOS que o (Protocoleo CEUA 1033-2013) "Asseciaglie da ocorrincia do Ectima contegiese (ORF
virus) em ovines com o3 cuidodores destes animais™ o ser conduzido por Bruna Loperna Sonches Ferreira, onentoda pelo
Prof. Dr. José Rafael Modolo, Co-orientada pelo Prof. Titular Silvio Alencar Margues, com a colaboroglio de Edvirges Manstela
Pituco, estd de ocordo com o Corselho Nacional de Controle de Expervmentagdo Animal - CONCEA, sendo utikzado “ovines™ no
expermento
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19071013.7.0000.5411

Titulo da Pesquisa *

Associacdo da ocomencia

do Ectima Contagioso (ORF | BRUNA LAPENNA SANCHES

virus) em ovinos com 0
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