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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria

VIRUS DO ECTIMA CONTAGIOSO (ORFV): AVALIACAO DE
VACINA PRODUZIDA EM CULTIVO CELULAR, INVESTIGACAO DE
PERSISTENCIA VIRAL E FILOGENIA DE AMOSTRAS BRASILEIRAS

AUTOR: CANDICE SCHMIDT
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, 5 de marco de 2012

O ectima contagioso, também conhecido como Orf, € uma enfermidade contagiosa que afeta
principalmente ovinos e caprinos e que estd mundialmente distribuida. O agente da
enfermidade, virus do Orf (ORFV), é o protétipo do género Parapoxvirus (PPV), familia
Poxviridae. As vacinas atuais contra a doenga apresentam eficidcia questiondvel e sao
produzidas por métodos cruentos. Da mesma forma, a epidemiologia da infecgdo,
especialmente os mecanismos utilizados pelo virus para se perpetuar nos rebanhos e as suas
possiveis variagdes genéticas e antigénicas sdo pouco conhecidas. Assim, os objetivos do
presente trabalho foram: a. Desenvolvimento e teste de eficacia de uma vacina para o ORFV
produzida em cultivo celular, b. Investigacdo da persisténcia viral em ovinos infectados
experimentalmente, c. Andlise filogenética de amostras brasileiras. O capitulo I relata a
producdo e teste de eficicia de uma vacina produzida em cultivo celular. Para isto, a cepa IA-
82 do ORFV foi submetida a 21 passagens em cultivo de células BHK-21 e usada para
vacinar ovinos jovens (n=30), por escarificacdo cutanea na face interna da coxa. A vacinagao
produziu pustulas e crostas em 16 dos 30 ovinos vacinados, indicando imunizagao adequada
em 53% dos animais. Noventa dias apds a vacinacdo, ovinos vacinados (n=16) e controles
(n=16) foram inoculados com uma cepa virulenta do ORFV (106’9DICC50/mL) apos
escarificagdo na comissura labial. Todos os animais desenvolveram lesdes tipicas de ectima,
incluindo hiperemia, vesiculas, pustulas e crostas. No entanto, os animais vacinados
desenvolveram lesdes mais leves e passageiras do que os controles, e 0os escores clinicos
foram estatisticamente diferentes (p<0,05) entre os dias 10 e 22 pds-desafio. Além disso, o
tempo de duracdo da doenga foi significativamente inferior (p<0,05) nos animais vacinados.
Os animais vacinados também excretaram menor quantidade de virus (p<0,05) e por um
periodo significativamente mais curto do que os controles (13,4 dias versus 22,6 dias,
p<0,001). Esses resultados demonstram a protecdo parcial conferida pela vacina experimental
e, dependendo da melhoria dos indices de imunizacdo e protecdo, sdo promissores no sentido
da utiliza¢do de vacinas contra o ORFV produzidas em cultivo celular. O capitulo 2 relata a
investigacdo da persisténcia do ORFV em ovinos infectados experimentalmente. Para isto,
ovinos inoculados com a cepa [IA-82 foram submetidos a pesquisa de virus e de DNA nas
lesdes a diferentes intervalos apds a inoculagdo. A viabilidade do virus também foi
investigada em crostas de animais infectados mantidas a temperatura ambiente. Durante a
infec¢do aguda, o virus produziu lesOes tipicas de ectima em todos os animais inoculados
(n=10), com duracao de aproximadamente 22 dias. O virus foi detectado continuamente nas
lesdes de todos os animais até o dia 24 pds inoculag@o (pi); quatro animais excretaram virus
até o dia 44 pi e um deles ainda excretava virus no dia 51 pi. O virus foi excretado em titulos
de até 10°° DICCsp/ml, com picos de excrecao viral entre os dias 10 e 12 pi. O DNA viral foi



detectado por PCR em bidpsias coletadas de todos os animais no dia 37 pi, e em um animal o
DNA viral foi detectado até o dia 79 pi. O virus foi recuperado, por isolamento viral, nas
crostas mantidas a temperatura ambiente por até seis meses apds a coleta. Esses resultados
demonstram que o ORFV pode persistir € ser excretado por longo periodo em animais
infectados, mesmo apds a resolu¢do clinica das lesdes. O capitulo 3 relata a andlise
filogenética de nove amostras brasileiras de ORFV obtidas de ovinos e caprinos entre 2008 e
2011, além de trés cepas vacinais. A sequéncia parcial do gene B2L, que codifica para uma
proteina de envelope altamente imunogéncia, foi amplificada por PCR e o fragmento gerado
(594 bp) foi submetido ao sequenciamento. A andlise das sequéncias revelou que as amostras
brasileiras possuem um alto grau de similaridade, quando comparados entre si € com as cepas
vacinais. As amostras brasileiras apresentaram um grau de similaridade de nucleotideos de 97,
7 a 100% e de aminodacidos de 96,1 a 100%. Quando comparadas com as cepas vacinais, as
amostras analisadas apresentaram um grau de similaridade de nucleotideos de 98,7 a 100% e
de aminodcidos de 97,7 a 100%. A andlise filogenética baseada na sequéncia deduzida de
aminodcidos mostrou que as amostras de ovinos se agruparam junto com as cepas vacinais, e
as amostras de caprinos se agruparam separadamente. Conjuntamente, esses resultados
contribuem para o conhecimento acerca da biologia e epidemiologia do ORFV, e sado
promissores no sentido do uso de vacinas produzidas em cultivo celular.

Palavras-chave: ORFV, vacina, persisténcia, filogenia.
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Contagious ecthyma, also known as orf, is an infectious disease of sheep and goats caused by
orf virus (ORFV), the prototype of the genus Parapoxvirus (PPV) of the family Poxviridae.
Current vaccines against the disease contain virulent virus, are empirically produced through
skin scarification of live lambs and present questionable efficacy. Likewise, the epidemiology
of the infection, especially the mechanisms used by the virus to be perpetuated in herds and
possible genetic and antigenic variations are poorly understood. Thus, the objectives of
this study were: a. Development and efficacy testing of a vaccine produced in tissue culture;
b. Investigation of viral persistence in experimentally infected lambs and, c. Phylogenetic
analysis of Brazilian strains. Chapter 1 describes the development and testing of a ORFV
vaccine produced in tissue culture. For this, ORFV strain IA-82 was submitted to 21 passages
in BHK-21 cells and used to immunize lambs (n=30) through skin scarification of the internal
face of the hind limb. Vaccination produced localized pustules and scabs lesions in 16 out of
30 animals, indicating an adequate replication of the vaccine virus. Ninety days after
vaccination, vaccinated (n=16) and control lambs (n=16) were inoculated with a virulent
ORFYV strain in the labial commissure. Vaccinated and control lambs developed typical orf
lesions, characterized by hyperemia, vesicles, pustules and scab formation. Nonetheless,
vaccinated animals developed milder lesions compared to controls and the clinical scores
were significantly lower (p<0.05) between days 10 and 22 post-challenge. In addition, the
mean duration of clinical disease was significantly reduced in vaccinated animals (p<0.05).
Furthermore, vaccinated animals excreted much less virus (p<0.05) and for a significantly
shorter period of time than did the controls (13.4 days versus 22.6 days, p<0.001). These
results demonstrate partial protection by the experimental vaccine and, upon improvement of
immunization and protection indices, are promising towards the use of tissue culture-based
ORFV vaccines. Chapter 2 presents the investigation of ORFV persistence in experimentally
infected lambs. For this, infected lambs were monitored for virus and viral DNA at different
intervals after infection. Concomitantly, virus viability in scabs maintained at environmental
temperatures was monitored. During acute infection, virus produced typical lesions of
ecthyma in all inoculated lambs (n=10), with lesions during over 22 days. Infectious virus was
recovered from lesions in titers up to 10°° TCIDso¢/ml, with peaks of virus excretion between
days 10 and 12 post inoculation (pi). The virus was detected continuously in lesions of all
animals up to day 24 pi; four lambs shed virus until day 44 pi and one up to day 51 pi. Viral
DNA was detected by PCR in all skin biopsies up to day 37 pi, in four animals at day 51, in
three animals at day 65 and one at day 79 pi. Infectious virus was detected in scabs
maintained under environmental temperatures for up to 6 months. These results demonstrate
that ORFV may be maintained and excreted for a long period by infected animals. Chapter 3



presents the sequence analysis of the major envelope glycoprotein gene (B2L) of nine
Brazilian ORFV strains from sheep and goats obtained between 2008 and 2011 and three
vaccine strains. Comparative sequence analysis revealed that Brazilian strains were highly
related among themselves and with vaccine strains. Brazilian strains shared 97.7- 100% and
96.1-100% sequence identity of nucleotides and amino acids, respectively. With vaccine
strains, Brazilian ORFVs showed 98.7-100% nucleotide identity and 97.7-100% amino acid
similarity. Phylogenetic analysis based on deduced amino acid sequences showed that the
Brazilian strains from sheep and vaccine strains clustered in the same branches; goat strains
clustered into a separate branch. In summary, the obtained results contribute to the
knowledge about the ORFV biology and epidemiology and are promising towards the use of a
tissue culture based vaccine.

Keywords: ORFV, vaccine, persistence, phylogeny.
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1. INTRODUCAO

O ectima contagioso, também conhecido como orf ou dermatite pustular contagiosa, é
uma enfermidade debilitante que afeta principalmente ovinos e caprinos. Ocasionalmente,
uma forma mais branda da enfermidade pode ser observada em pequenos ruminantes
silvestres e humanos (HAIG & MERCER, 1998; CANAL, 2007). A denominag¢do da
enfermidade deriva de uma expressao inglesa antiga para aspecto rugoso, que se constitui em
uma das caracteristicas clinicas das lesdes (CANAL, 2007). O ectima ¢ uma doenga
zoondtica, que ocasionalmente afeta pessoas que tem contato com animais doentes (HAIG &
MERCER, 1998).

O agente etiolégico do ectima € um Parapoxvirus (PPV), chamado de virus do Orf
(ORFV), que pertence a subfamilia Chordopoxvirinae da familia Poxviridae. Outros membros
desse género incluem o virus da pseudovariola (pseudocowpox virus, PCPV) e o virus da
estomatite papular bovina (BPSV), associados a lesdes de pele em bovinos (HAIG, 2006). Os
PPVs sao genética e antigenicamente relacionados, e apresentam grande similaridade na
organizacdo gendmica e mecanismos de viruléncia (FLEMING et al., 1993). O genoma do
ORFV consiste de uma molécula de DNA de fita dupla com 134 a 139 Kb (CHAN et al.,
2007).

Dentre os membros do género PPV, o ORFV € o patégeno mais importante em
animais de interesse econdmico (BUTTNER & RZIHA, 2002). A infec¢ao pelo ORFV possui
distribuicao mundial, sendo endémica na maioria dos paises que possuem criagdes comerciais
de ovinos e caprinos (ROBINON & BALASSU, 1981). A estimativa da soroprevaléncia da
infec¢do pelo ORFV ¢€ prejudicada pelo fato do virus induzir baixos niveis de anticorpos
neutralizantes, de dificil detecc@o em testes de soroneutralizacio (HAIG & MERCER, 1998).
Por esse motivo a prevaléncia tem sido estimada com base em relatos de ocorréncia da doenca
em rebanhos (ROBINSON & BALASSU, 1983) ou por meio de testes sorolégicos
imunoenzimaticos, como na Ardbia Saudita e na Turquia, onde a soroprevaléncia observada
foi de 60% e 52,8%, respectivamente (HOUSAWTI et al., 1992; GOKCE et al., 2005).

A enfermidade ocorre principalmente em ovinos e caprinos jovens, sendo mais
frequente logo apds o nascimento e entre os trés e quatro meses de idade, causando uma
condi¢do debilitante, por diminuir a habilidade dos animais se alimentarem (FLEMING &
MERCER, 2007). Embora a mortalidade seja relativamente baixa, a morbidade ¢ alta,
podendo afetar mais de 90% dos animais do rebanho. No Brasil, surtos da enfermidade tem

sido frequentemente descritos (MAZUR & MACHADO, 1990; NOBREGA et al., 2008;
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MACEDO et al., 2008; ABRAHAO et al., 2009), indicando a ampla circulagdo do virus. No
Rio Grande do Sul, um surto da doenca envolvendo ovinos esteve relacionado ao modo de
alimentacdo desses animais. Neste estudo, a fonte de infec¢do nao foi determinada, mas a
infeccdo e a disseminagdo da doenca parecem ter sido facilitadas pelo habito dos animais de
se alimentarem com a planta caraguatd (Tillandsia usneoides) que, devido aos seus espinhos,
teria promovido abrasoes e escarificacOes ao redor da boca e narinas dos ovinos (SALLES et
al., 1992). Na regido do semi-drido da Paraiba foram acompanhados diversos surtos de ectima
contagioso em ovinos e caprinos, com casos de lesdes em humanos. Os animais jovens eram
os mais afetados, apresentando lesdes crostosas, principalmente na comissura labial e plano
naso-labial. Animais adultos apresentavam lesdes especialmente no ubere e tetos. Em
humanos, as lesdes eram restritas aos dedos das maos do tratador dos animais (MACEDO et
al., 2008; NOBREGA Jr et al., 2008). Além dos relatos publicados, a ampla ocorréncia do
ectima € confirmada por inimeros relatos informais de produtores e Médicos Veterindrios.

A dissemina¢do da infeccdo entre os animais € rdpida, € a transmissdo pode ocorrer
pelo contato direto com os animais infectados, com as crostas das lesdes eliminadas no solo
ou com alimentos e pasto contaminados (FLEMING & MERCER, 2007). Animais lactentes
também podem transmitir o virus para os tetos e ubere de suas maes durante a amamentacao,
acarretando o desenvolvimento de lesdes nesses locais e, consequentemente, na transmissao
do virus para outros animais do rebanho (FLEMING & MERCER, 2007). Um conceito
classico da epidemiologia da infec¢ao pelo ORFV é que cordeiros jovens se contaminam pelo
contato com as crostas contaminadas eliminadas no ambiente pelos animais infectados no ano
anterior (ROBINSON & BALASSU, 1981). McKEEVER & REID (1986) demonstraram que
isso somente € possivel quando as crostas ficam em locais secos, como em galpdes de parto.
Quando expostas as condi¢des ambientais, como sol e chuva, os virions presentes nas crostas
parecem perder rapidamente a infectividade e, por isso, o papel das crostas como fontes de
infecc¢ao para novos surtos tem sido questionado (McKEEVER & REID, 1986).

Outro possivel mecanismo de manuten¢do do virus nos rebanhos seria a excrecio
esporadica ou continua de virus por animais previamente infectados (NETTLETON et al.,
1996). Animais imunodeprimidos e persistentemente infectados também podem desempenhar
um importante papel na manutengdo do ORFV na natureza (YERUHAM et al., 2000). Nao
obstante, os mecanismos que o ORFV utiliza para se manter nos rebanhos, infectando
sucessivas geracdes de ovinos, ainda permanecem obscuros (REID, 1991).

A importancia da infeccdo subclinica como forma de perpetuagdo do ORFV na

natureza tem sido considerada. Nesse sentido, NETTLETON et al. (1996) descreveram um
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surto de ectima, em que animais clinicamente sauddveis transmitiram o virus para ovinos
susceptiveis. No entanto, evidéncias da disseminagdo do virus por animais clinicamente
sauddveis sdo bastante limitadas.

Em geral, as lesdes resultantes da infec¢do pelo ORFV sao proliferativas e nodulares e se
restringem ao epitélio dos 14dbios, narinas e mucosa oral (HOSAMANI et al., 2009). Apoés
penetrar através de abrasdes na pele, juncdo mucocutinea dos libios ou mucosa oral
(FLEMING & MERCER, 2007), o virus replica localmente nas células da epiderme (HAIG,
et al., 1997). Observacdes feitas por MCKEEVER et al. (1988) indicam que as células alvo
para a replicacio do ORFV sdo os queratindcitos em estidgio de diferenciacdo, e que o
requisito basico para a infec¢ao ndo € a destrui¢do da epiderme por si, mas a proliferacdao dos
queratindcitos associada com o processo de reparo tecidual. O periodo de incubacdo varia
entre dois e seis dias (CANAL, 2007), e as lesdes progridem pelos estddios de eritema,
maécula, papula, vesicula, puastula e crosta (HAIG, 2006; FLEMING & MERCER, 2007;
CANAL, 2007). Lesdes adjacentes podem coalescer e com a progressdo da doenga culminam
com a formacdo de crostas (BUTTNER & RZIHA, 2002; CANAL, 2007; FLEMING &
MERCER 2007). As lesdes crostosas sao salientes e frequentemente apresentam rachaduras e
sangramento, podendo predispor a infeccdes secunddrias e mifases (CANAL, 2007). De
maneira geral, a resoluc@o das lesdes em infec¢des primdrias ocorre em quatro a seis semanas
(HAIG et al., 1997; HAIG, 2006; FLEMING & MERCER, 2007). As lesoes resultantes da
reinfec¢do progridem pelos mesmos estadios, mas geralmente sdo menores, nao proliferativas
e se resolvem mais rapidamente (HAIG & McINNES, 2006).

Nao existem evidéncias de disseminacdo sisttmica do ORFV (HAIG & MCcINNES,
2006). A resposta imune a infeccdo e a reinfeccio pelo ORFV tem sido estudada
extensivamente. Entretanto, muitos aspectos dessa complexa interagdo virus-hospedeiro ainda
sao desconhecidos, e o fato da imunidade gerada pelo ORFV ser de curta duracdo dificulta
mais ainda o entendimento dessa interacdo (FLEMING & MERCER, 2007). Evidéncias
sugerem que a imunidade celular desempenha papel mais importante do que a imunidade
humoral na protecao contra a infeccao pelo ORFV (FLEMING & MERCER, 2007). Embora
a resposta imune a infeccao pelo ORFV seja aparentemente eficiente, um fato marcante € a
habilidade do virus em reinfectar e replicar repetidamente em seus hospedeiros (HAIG &
MERCER, 1998). Dentre as possiveis explicacdes para este fato, convém destacar: a infec¢ao
¢ aguda e aparentemente restrita aos queratindcitos da epiderme, o que permite ao virus uma
replicacdo inicial anterior ao recrutamento dos mecanismos efetores da imunidade antiviral; a

infeccdo pode ndo estimular uma resposta protetora; ou o virus utiliza mecanismos para
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subverter ou interferir com componentes do sistema imune, conforme ja foi demonstrado para
os poxvirus (HAIG et al., 1997).

O ectima tem grande importancia econdmica devido a sua natureza endémica em muitas
regides. Reinfec¢des de alguns individuos, inabilidade da vacina em conferir protecao
completa e a persisténcia do virus por longos periodos no ambiente, sdo fatores que dificultam
o controle da enfermidade (HOSAMANI et al., 2009). O desenvolvimento de uma estratégia
imunoprofildtica € crucial para o controle do ectima contagioso, entretanto o objetivo priméario
da vacinagdo € apenas reduzir a severidade e a duracdo do curso clinico da doenga, uma vez
que ndo existe uma vacina capaz de prevenir completamente a ocorréncia das lesoes.

Vacinas vivas elaboradas com cepas virulentas do ORFV tém sido utilizadas com esta
finalidade em varios paises (HOSAMANI et al., 2009). No Brasil, as vacinas sao produzidas a
partir de crostas infectivas, coletadas de cordeiros previamente escarificados e inoculados
com ORFV. Este método de produgcdo € cruento e, por isso, tem sido contestado por
pesquisadores e entidades ligadas ao bem estar animal. No entanto, em alguns paises como a
Alemanha, vacinas ja sdo produzidas em cultivo celular. O virus originalmente isolado de
ovinos foi adaptado, amplificado e atenuado por sucessivas passagens em células Vero
(COTTONE, 1998). Essas vacinas t€ém se mostrado eficientes, produzindo lesdes brandas
ap6s imunizagdo, e promovendo imunidade por aproximadamente 4 a 6 meses (HOSAMANI
et al., 2009). GREIG (1956) demonstrou que o ORFV € capaz de propagar-se em
monocamadas de células de pele de embrides de ovino. Da mesma forma, cultivos celulares
primdrios de testiculos ovino (BUDDLE et al., 1984; PYE, 1990), e de corneto etmoidal
ovino (DELHON et al., 2004) sdo susceptiveis ao ORFV. A producdo de uma vacina em
larga escala, no entanto, necessita a adaptacdo do virus em linhagens celulares.

Estudos filogenéticos fornecem informagdes relevantes sobre gendtipos de ORFV
circulantes em diferentes regides (ZHAO et al., 2010). O gene que codifica a proteina maior
do envelope (B2L) vem sendo muito utilizado para caracterizacdo molecular e anélise
filogenética dos ORFV. Este é um gene bem conservado, que se constitui em um importante
alvo molecular dos PPV, e além disso, existem varias sequéncias disponiveis no GenBank
(HOSAMANI et al., 2006; ABRAHAO et al., 2009; ZHAO et al., 2010).

Isolados de ORFV tem sido caracterizados em muitos paises, entretanto poucos estudos
foram realizados no sentido de caracterizar geneticamente isolados circulantes no Brasil
(MAZUR et al., 2000). Alguns trabalhos encontraram uma alta identidade entre as sequéncias
do gene B2L dos ORFV (HOSAMANI et al. 2006; LOJKIC et al. 2010), Entretanto, um

estudo comparando 2 isolados Brasileiros de ORFV mostrou uma certa variacdo entre as
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sequéncias desse mesmo gene, sugerindo que existem diferencas genéticas entre isolados
brasileiros (ABRAHAO et al., 2009).

No Brasil, a ampla disseminagdo e os prejuizos causados pelo ORFV ndo sao
acompanhados de estudos epidemioldgicos e medidas adequadas de combate a enfermidade.
As vacinas atuais sdo confeccionadas por métodos empiricos, com as restricdes inerentes. Da
mesma forma, pouco se conhece sobre a epidemiologia e variabilidade genética e antigénica
dos isolados de campo. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivos: a. Desenvolver e
avaliar uma vacina para ORFV produzida em cultivo celular, b. Investigar a persisténcia do
virus em ovinos infectados experimentalmente, c. Analisar filogeneticamente amostras de
ORFYV obtidas entre 2008 e 2011. O Capitulo 1 relata a produgdo e avaliacdo de uma vacina
contra 0 ORFV produzida em cultivo celular; o Capitulo 2 descreve a investigacdo da
persisténcia do ORFV em ovinos infectados experimentalmente, e o Capitulo 3 relata a
analise filogenética de amostras brasileiras do ORFV, com base na sequéncia parcial do gene

B2L.
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ABSTRACT.- Schmidt C., Cargnelutti J.F., Martins M., Weiblen R. & Flores E.F. 2012.
[Experimental vaccine produced in tissue culture confers partial protection against
contagious ecthyma in sheep.] Vacina experimental produzida em cultivo celular confere
protecdo parcial contra o ectima contagioso em ovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira
32(1):11-16. Setor de Virologia, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Centro de
Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Camobi, Santa

Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: eduardofurtadoflores @ gmail.com

Contagious ecthyma, also known as orf, is a debilitating disease of sheep and goats
caused by the parapoxvirus, orf virus (ORFV). Vaccination has been used with relative
success to reduce the losses caused by the disease, yet the current vaccines contain virulent
virus, are empirically produced through skin scarification of live lambs, and present
questionable efficacy. Therefore, the present study aimed at developing and testing an
experimental ORFV vaccine produced in tissue culture. The ORFV strain IA-82 was
submitted to 21 passages in BHK-21 cells and then used to immunize lambs (n=30) through
skin scarification of the internal face of the hind limb. Vaccination produced localized
pustules and scabs lesions in 16 out of 30 animals, indicating an adequate replication of the
vaccine virus. Ninety days after vaccination, vaccinated (n=16) and control lambs (n=16)
were inoculated with a virulent ORFV strain in the labial commissure. Vaccinated and control
lambs developed typical orf lesions, characterized by hyperemia, vesicles, pustules and scab
formation. Nonetheless, vaccinated animals developed milder lesions compared to controls
and the clinical scores were significantly lower (p<0.05) between days 10 and 22 post-
challenge. In addition, the mean duration of clinical disease was significantly reduced in
vaccinated animals (p<0.05). Furthermore, vaccinated animals excreted much less virus
(p<0.05) and for a significantly shorter period of time than did the controls (13.44 days versus

22.63 days, p<0.001). These results demonstrate partial protection by the experimental
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vaccine and, upon improvement of immunization and protection indices, are promising

towards the use of tissue culture-based ORFV vaccines.

INDEX TERMS: Contagious ecthyma, orf, sheep, vaccine, tissue culture.

RESUMO.- O ectima contagioso (também conhecido como orf), ¢ uma doenga debilitante de
ovinos e caprinos causada pelo virus do orf (ORFV). A vacinacdo tem sido usada com
relativo sucesso no controle da doenca. No entanto, as vacinas atuais cont€ém amostras
virulentas do agente, sdo produzidas por escarificacdo cutanea de animais, e apresentam
eficdcia questiondvel. Assim, o presente trabalho teve como objetivo produzir e testar a
eficdcia de uma vacina experimental produzida em cultivo celular. A cepa IA-82 do ORFV foi
submetida a 21 passagens em cultivo de células BHK-21 e usada para vacinar ovinos jovens
(n=30), por escarificacdo cutanea na face interna da coxa. A vacinagdo produziu pustulas e
crostas em 16 dos 30 ovinos vacinados, indicando imunizac¢do adequada. Noventa dias apds a
vacinagdo, ovinos vacinados (n=16) e controles (n=16) foram inoculados com uma cepa
virulenta do ORFV (106’9DICC50/mL) ap6s escarificagdo na comissura labial. Todos os
animais desenvolveram lesdes tipicas de ectima, incluindo hiperemia, vesiculas, pustulas e
crostas. No entanto, os animais vacinados desenvolveram lesdes mais leves e passageiras do
que os controles, e os escores clinicos foram estatisticamente diferentes (p<0,05) entre os dias
10 e 22 p6s-desafio. Além disso, o tempo de duracdo da doenca foi significativamente inferior
(p<0,05) nos animais vacinados. Os animais vacinados também excretaram menor quantidade
de virus (p<0,05) e por um periodo significativamente mais curto do que os controles (13,44
dias versus 22,63 dias, p<0,001). Esses resultados demonstram a prote¢do parcial conferida

pela vacina experimental e, dependendo da melhoria dos indices de imunizacio e protecao,
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sdao promissores no sentido da utilizacdo de vacinas contra o ORFV produzidas em cultivo

celular.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Ectima contagioso, orf, ovinos, vacina, cultivo celular.

INTRODUCAO

O ectima contagioso, também conhecido como “orf” (do inglés: aspecto rugoso),
estomatite pustular contagiosa ou dermatite pustular contagiosa, ¢ uma enfermidade
debilitante de ovinos e caprinos, e que ocasionalmente acomete o homem (Haig & Mercer
1998). A doenca € causada pelo virus do orf (ORFV), um virus DNA, pertencente ao género
Parapoxvirus, da familia Poxviridae (Hosmarini et al. 2009). O ORFV possui distribui¢dao
mundial, e afeta principalmente ovinos e caprinos jovens, nos quais produz lesdes
inflamatorias proliferativas ao redor da boca e das narinas (Haig 2006). As lesdes sdo
progressivas e debilitantes, reduzindo a capacidade dos animais se alimentarem (Haig 2006,
Fleming & Mercer 2007). Embora a mortalidade seja relativamente baixa, a ocorréncia da
infeccdo em um rebanho afetado pode chegar a 90%. A disseminac¢do da infec¢do dentro do
rebanho € rdpida e pode ocorrer pelo contato direto entre animais ou pelo contato com crostas
das lesdes que ficam no ambiente (Fleming & Mercer 2007).

Em geral, as lesdes da infeccdo pelo ORFV sdo confinadas ao epitélio dos labios,
narinas e mucosa oral (Haig 2006). Animais lactentes podem transmitir o virus para os tetos e
ubere de suas maes durante a amamentacdo, acarretando no desenvolvimento de lesdes
mamadrias, € da mesma forma, animais que possuem lesdes nos tetos podem transmitir o virus
para os cordeiros que estdo sendo amamentados (Fleming & Mercer 2007). Apds penetrar por
abrasdes na pele, juncdo mucocutanea dos ldbios ou mucosa oral (Fleming & Mercer 2007), o

virus replica localmente nos queratindcitos em regeneracdo da epiderme (McKeever et al.
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1988). O periodo de incubacdo da doenca varia entre dois e seis dias, e as lesdes progridem
pelos estadios de eritema, maculas, papulas, vesiculas, pustulas e crostas (Haig 2006, Fleming
& Mercer 2007). As lesdes crostosas sdo proliferativas e, frequentemente, apresentam
rachaduras e sangramento, podendo predispor a infec¢des secundarias e mifases (Haig 2006,
Fleming & Mercer 2007). A resolucao das lesdes em infec¢des primdrias, geralmente ocorre
em quatro a seis semanas, enquanto que em re-infecgdes a resolucdo € mais rdpida (Haig
2006, Fleming & Mercer 2007). Nao existem evidéncias de disseminagdo sistémica desse
virus (Haig 2006).

O ectima contagioso estd amplamente difundido nos rebanhos ovino e caprinos do
Brasil, e vérios relatos tém sido publicados, alguns com comprometimento humano (Salles et
al. 1992, Nobrega Jr et al. 2008). Ha 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 o surto teve envolvimento de ovinos, caprinos e humanos (Nébrega Jr et al.
2008). No nordeste, desde a década de 1930, a enfermidade é um dos principais problemas
sanitdrios da exploragdo caprina, por acometer cerca de 60% das criacdes (Torres 1939).

Embora ndo confira protecao clinica completa, a vacinacdo tem sido utilizada com
relativo sucesso no controle da doenca em vdrios paises. A dificuldade de se obter protecao
completa deve-se a capacidade do virus de re-infectar os seus hospedeiros, apesar da resposta
a infeccdo (Haig 2006, Fleming & Mercer 2007). Diferentes tipos de vacinas contra o ORFV
ja foram produzidas, mas a vacina que contém o virus replicativo, sem prévia atenuacgdo,
ainda € a mais utilizada em vérios paises (Nandi et al. 2011), inclusive no Brasil (Canal 2007).
Essa vacina € produzida a partir de crostas infectivas, coletadas de animais previamente
escarificados e inoculados com ORFV virulento. No entanto, este método apresenta vérias
restricdes que limitam a sua aceitacdo, incluindo: i. método cruento de produgdo, envolvendo

uso de animais; ii. possibilidade de contaminantes na vacina (Buddle et al. 1984);
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iii.dificuldade de obtencao de doses em grande escala; iv. viruléncia do virus vacinal, que
pode causar a doenga quando transmitido pelos animais vacinados (Musser et al. 2008).
Vacinas com o virus amplificado em cultivo celular t€ém sido desenvolvidas e utilizadas como
alternativa (Pye 1990, Nettleton et al. 1996). Algumas dessas vacinas t€ém se mostrado
relativamente eficazes e seguras, produzem apenas lesdes brandas apds escarificagdo, e
promovem imunidade por aproximadamente 4 a 6 meses (Nettleton et al. 1996, Hosmarini e
al. 2009). No entanto, a eficdcia das vacinas contra o ectima em geral, e aquelas produzidas
em cultivo celular em especial, ainda é questionada (Buddle et al. 1984).

Ja foi demonstrado que o ORFV pode ser adaptado a replicar em varios tipos de
células, incluindo células de pele de embrides de ovino (Greig 1956), em cultivos primdrios
de testiculo ovino (Buddle et al. 1984, Pye 1990), de rim e pulmao ovino (Pye 1990), de
corneto etmoidal ovino (Delhon et al. 2004) e de linhagem de rim fetal ovino (Musser et al.
2008), entre outras. Assim, esse trabalho teve como objetivos adaptar a cepa IA82 do ORFV
em células BHK-21 (Baby Hamster Kidney) e, subsequentemente, avaliar a protecio frente a

desafio conferida pela imunizagdo de ovinos com o virus produzido em cultivo celular.

MATERIAL E METODOS
Desenho experimental. Foram utilizados 46 ovinos, machos e fémeas, das racas Ideal
e Corriedale, com idade entre trés e quatro meses, provenientes de uma propriedade sem
histérico clinico de ectima contagioso hd pelo menos oito anos. Inicialmente, 30 animais
foram imunizados pela via intradérmica com a vacina experimental. A reacdo vacinal foi
avaliada 10 dias apds, e apenas os animais que apresentaram reacdo vacinal local foram
incluidos na segunda fase do experimento. Estes animais (G1=16), e outros 16 controles nio-

vacinados (G2) foram desafiados por escarificagdo da comissura labial seguida da inoculagdo
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com um isolado de campo de ORFV, 90 dias apds a vacina¢do. Apds o desafio, realizou-se a
avaliacdo clinica e coleta de suabes para isolamento e quantificacao viral.

Células e virus. Células de linhagem BHK-21 foram utilizadas para a amplifica¢do do
virus vacinal. Células primdrias de corneto etmoidal ovino (CEO) foram utilizadas para
isolamento e quantificacdo viral a partir das lesdes. As células foram cultivadas em meio
essencial minimo (MEM), contendo penicilina (1,6 mg/l), estreptomicina (0,4mg/l),
anfotericina B (2,25mg/l), e suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB). A cepa IA-
82 foi utilizada como virus vacinal. Esta cepa foi isolada de secrecdes nasais de um ovino
com ectima no estado de lowa, EUA em 1982 e cedida pelo Dr. Daniel Rock (College of
Veterinary Medicine, University of Illinois em Urbana-Champaign, USA). As crostas
utilizadas para o desafio foram coletadas de um surto de ectima em um rebanho ovino no
municipio de Cangucu, no Rio Grande do Sul.

Vacina experimental e imunizacdo. A cepa ORFV IA-82 foi adaptada por 21
passagens em células BHK-21. Os cultivos infectados (passagem 21),foram entdo submetidos
a trés ciclos de congelamento e descongelamento, centrifugados e o sobrenadante foi utilizado
como vacina. O inéculo vacinal continha um titulo de 10° DICCsop/ml (doses infectantes para
50% do cultivo celular). Inicialmente, 30 ovinos foram inoculados na parte interna da coxa,
apos escarificacdo cutanea em uma area aproximada de 2x2cm, com 200ul do virus vacinal.
Para a escarificacdo, utilizou-se um dispositivo metdlico comercializado com as vacinas
comerciais. Dez dias apds a imunizagdo, os animais foram examinados para investigarem-se
as lesdes resultantes da inoculagdo, denominadas empiricamente de “pega”. Os animais que
ndo desenvolveram lesdo vacinal foram excluidos do experimento. Somente os animais que
apresentaram lesdes sugestivas de replicagdo viral apds a vacinagdo (n=16) foram incluidos
no restante do estudo, constituindo o grupo vacinado (G1). Outros 16 animais, ndo vacinados,

permaneceram como grupo controle (G2). Noventa dias apds a vacinacdo, os animais de



24

ambos os grupos (G1 e G2) foram desafiados pela inoculagdo de um isolado de campo na
comissura labial.

Desafio e monitoramento clinico. Para o desafio, foram utilizadas crostas de ectima
contagioso provenientes de um surto ocorrido em Cangugu, no RS. As crostas foram
maceradas e ressuspendidas em MEM na propor¢ao de 1:5 peso/volume. Apds centrifugacdo
a 2.500 rpm por 7 min coletou-se o sobrenadante, que foi titulado em células CEO e utilizado
com in6culo. O virus do desafio (400ul da suspensdo de crostas) foi inoculado na juncgdo
mucocutanea da comissura labial apds escarificagdo com agulha hipodérmica (titulo de
10°’DICCso/ml).

Ap6s o desafio, os animais foram monitorados durante 28 dias, em relacdo a aspectos
clinicos e virolégicos. O monitoramento clinico foi realizado por inspecao visual minuciosa
das areas de inoculacdo viral. Para tornar a avaliacdo clinica objetiva, estabeleceu-se um
escore clinico para cada sinal observado. Os critérios utilizados foram os seguintes:
hiperemia: auséncia (-); hiperemia leve (+); hiperemia moderada (++); hiperemia severa
(+++). Vesiculas e/ou pustulas: auséncia (-); pequeno nimero (+); nimero moderado (++);
grande nimero (+++). Crostas: auséncia (-); pequeno nimero (+); nimero moderado (++);
grande ndmero (+++). Exsudacdo e sangramento: auséncia (-); presencga (+). Miiase: auséncia
(-); presenca (+). A metodologia para calcular o escore clinico foi adaptada de Nettleton et
al. (1996). O escore clinico diédrio de cada grupo foi obtido pela média aritmética dos escores
individuais.

Monitoramento virolégico. Suabes coletados das lesdes a cada dois dias foram
submetidos a isolamento e quantificacdo de virus. Os suabes foram drenados, centrifugados
em baixa rotacdo, e o sobrenadante foi inoculado em placas de 24 cavidades contendo células
CEO e submetidos a trés passagens de cinco dias cada. Para a quantificacdo de virus

excretado, foram processadas aleatoriamente 10 amostras, sendo cinco amostras do grupo
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vacinado e cinco do grupo controle, para os dias 6, 10, 12 e 14 pd. Essas amostras foram
submetidas a quantificacao viral pelo método de dilui¢ao limitante. A leitura das placas foi
feita com seis dias e os titulos virais foram calculados de acordo com Reed & Muench (1938)
e expressos em log;oDICCsy/ml.

Anadlise estatistica. As diferengas entre os escores clinicos didrios observados para
cada grupo foram comparadas pela Andlise de Variancia (ANOVA), seguido do Teste de
Tukey que foi utilizado como post hoc. Os valores dos titulos virais em escala logaritmica
foram submetidos a transformacdo para atender os pré-requisitos do teste e submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA), seguido de Teste de Tukey. O tempo de excre¢do viral dos
dois grupos foi comparado pelo Teste t de Student’s. Todas as andlises foram realizadas

utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.

RESULTADOS

Adaptacio da cepa IA-82 em células BHK-21. O efeito citopatico de ORFV
comegou a aparecer apos a 5% passagem da cepa [A-82 em células BHK-21. No entanto, os
titulos virais obtidos durante a adaptacdo se mantiveram baixos durante diversas passagens,
sendo que apenas na passagem 21 obteve-se um titulo viral de10°, possibilitando assim o seu
uso como antigeno vacinal.

Reacao vacinal. Dezesseis animais vacinados (16/30) apresentaram lesdes no sitio de
vacinacdo, quando examinados 10 dias apds, e foram mantidos no experimento. As lesdes
eram leves, restritas e caracterizavam-se por hiperemia local, pustulas coalescentes (0,5-
2,5cm de extensdo) e discreta formacgdo de crostas. Os 14 animais que ndo apresentaram lesao
vacinal foram excluidos do estudo.

Monitoramento clinico poés-desafio. Ap6s o desafio, os 32 animais inoculados na

comissura labial desenvolveram lesdes caracteristicas de ectima contagioso. Na maioria dos
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animais, as lesdes iniciaram ao redor do dia 4 pds-desafio (pd), caracterizando-se por
hiperemia na regido da escarificacdo, formacao inicial de pdpulas e vesiculas no sitio de
inoculagdo. Em geral, as lesdes dos animais vacinados foram notavelmente mais brandas e
regrediram mais rapidamente (Fig.1 e Fig.2). Até o dia 8pd, os sinais observados no sitio de
inoculacdo e a média do escore clinico didrio total se mantiveram semelhantes nos dois
grupos (Fig.2). A partir do dia 10 pd, no entanto, as lesdes no grupo vacinado (Gl)
apresentaram uma rapida regressao, comparando-se com os animais do grupo controle (G2),
que nesse dia apresentavam intensa exsudacdo e sangramento das lesdes (Fig.1A, B). Além
disso, a partir do dia 12 pd alguns animais controle desenvolveram miiases e infeccdo
secunddria nas lesdes. Entre os dias 10 pd e 22 pd, as médias didrias do escore clinico total
diferiram significativamente (P<0,05) entre os dois grupos (Fig.2). A partir do dia 20pd, as
lesdes haviam praticamente cicatrizado nos animais vacinados, mas mantiveram-se além do
dia 28 em parte dos controles (Fig.2). Em resumo, tanto os animais vacinados quanto os
controles desenvolveram lesdes nos locais de inoculacdo viral, porém a severidade e durag@o
das lesoes foram notadamente inferiores nos animais vacinados.

Monitoramento virologico pos-desafio. Todos os animais desafiados excretaram o
virus nas lesdes desenvolvidas na comissura labial, por periodos varidveis. Porém, os animais
do grupo vacinado apresentaram um periodo médio de excrecdo de 13,4 dias + 0,4 (média +
erro padrdo) que foi significativamente inferior (P<0,001) ao do grupo controle que, em
média, excretou virus por 22,6 dias + 1,0. As médias dos titulos virais excretados nos dias 6,
10, 12 e 14 pelos animais vacinados também foram significativamente inferiores (P<0,05) as
médias excretadas pelo grupo controle (Fig.3), com maior diferengca observada no dia 10 pd
(P<0,001). Além disso, os animais vacinados cessaram a excrecao viral vdrios dias antes dos
controles (Fig.4). Enquanto no dia 14pd todos os animais (G1 e G2) ainda excretavam virus, o

nimero de animais vacinados excretando virus foi se reduzindo rapidamente a partir do dia
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16pd, e a excregdo viral cessou a partir do dia 22pd (Fig.4). J4 no grupo controle, nove
animais ainda permaneciam excretando virus no dia 28pd, quando o experimento foi
descontinuado. Esses resultados demonstram que a vacinag¢do reduziu significativamente o
tempo de excrecdo viral e reduziu significativamente também, na maior parte do periodo, os

titulos virais excretados.

DISCUSSAO

As vacinas contra o ectima contagioso comercializadas no Brasil, a exemplo de outros
paises que possuem ovinocultura e caprinocultura desenvolvidas, sdo produzidas em animais,
por métodos empiricos e cruentos, possuem virus virulento em sua formulacio e apresentam
eficicia questiondvel. Por outro lado, a grande populagdo ovina e caprina no pais
(aproximadamente 17 e 9 milhdes de cabecas, respectivamente (IBGE, 2010) aliada com a
ampla disseminagdo da doenga e os prejuizos que causa, justificam o interesse por vacinas
eficazes, seguras e produzidas sem o uso de animais e por métodos eticamente aceitaveis.
Dessa forma, uma vacina experimental foi produzida em cultivo celular e a sua eficacia foi
testada em ovinos. Embora a protecdo conferida tenha sido parcial (a exemplo das vacinas
comerciais), os resultados sdo promissores, desde que os indices de imunizagdo (“pega”) e
protecao possam ser melhorados.

As vacinas tradicionais contra o ectima sdo produzidas a partir de crostas obtidas apos
escarificacdo cutanea de ovinos com isolados virulentos do ORFV, e sdo aplicadas também
por escarificacdo cutdnea, geralmente na face interna do membro anterior ou posterior, para
evitar a disseminacao do virus por contato. Essas vacinas apresentam restri¢oes, que incluem
questdes éticas, de seguranca (virus vacinais virulentos que podem ser transmitidos e causar
doenga), risco de agentes contaminantes, além da dificuldade de padronizagdo e producido em

escala industrial. Para contornar esses problemas, vacinas produzidas em cultivo celular t€ém
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sido propostas e desenvolvidas, algumas com relativo sucesso (Pye 1990, Nettleton et al.
1996). No entanto, a maior restri¢io as vacinas contra o ectima - e que se aplica tanto as
tradicionais quanto as produzidas em cultivo celular - refere-se a falha em induzir prote¢ao
completa frente a exposi¢ao ao virus de campo. As vacinas produzidas a partir de crostas de
animais escarificados parecem ser mais imunogénicas (Buddle et al. 1984), porém a protecdo
conferida pelos dois tipos de vacina € geralmente parcial e incompleta, em diferentes niveis
(Buddle et al. 1984, Pye 1990, Nettleton et al. 1996, Musser et al. 2008). Assim, na maioria
dos relatos, uma parcela varidvel dos animais vacinados desenvolve sinais clinicos de ectima
quando é desafiada com amostras de campo, embora esses sinais sejam usualmente mais
brandos e passageiros (Buddle et al. 1984, Musser et al. 2008). As causas dessa prote¢ao
parcial e incompleta sdo pouco conhecidas, mas aparentemente nao incluem eventuais
diferengas antigénicas entre o virus vacinal e o virus do desafio (Buddle et al. 1984, Glover
1928).

A imunidade induzida apds infec¢des naturais ou experimentais pelo ORFV € parcial e
tempordria. Dessa forma, o virus possui a capacidade de re-infectar os seus hospedeiros e
produzir lesdes, que sdo geralmente mais leves e transitérias do que na infeccdo primdria (de
La Concha-Bermejillo et al. 1999, Haig et al. 2002). Assim, é possivel que a falha em
conferir protecdo completa possa estar mais relacionada com peculiaridades das interacdes do
virus com o sistema imunolégico do que com deficiéncias intrinsecas das vacinas.

No presente trabalho, a aplicacdo da cepa [A-82 por escarificagdo cutanea produziu
lesdes locais - observadas no dia 10 pds-vacinacdo - em 16 de 30 animais. A resposta local a
vacinagdo (hiperemia, pustulas e crostas) tem sido adotada como indicador da replicagdo viral
e, consequentemente, da eficicia da imunizacao (Buddle et al. 1984, Pye 1990, Nettleton et al.
1996, Musser et al. 2008). Embora o indice de “pega” das vacinas utilizadas a campo seja

desconhecido e dificil de estimar, a frequéncia, intensidade e duracdo dos sinais pds-vacinais
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relatados em estudos experimentais tem sido, em geral, superiores aos observados no presente
trabalho (Buddle et al. 1984, Pye 1990, Nettleton et al. 1996, Musser et al. 2008). E provavel
que a adaptacdo da cepa IA-82 ao cultivo de células BHK-21 durante 21 passagens tenha
resultado em atenuagdo excessiva do virus. Além de variar entre isolados (de La Concha-
Bermedillo et al. 2003, Musser et al. 2008), a capacidade imunogénica do ORFV esta
diretamente relacionada com a eficiéncia de replicacdo e capacidade de causar lesdes nos
sitios de inoculacdo (Pye 1990, Bundlle et al. 1996, Guo et al. 2003). Assim, virus com fins
vacinais amplificados em cultivo celular frequentemente apresentam capacidade reduzida de
replicar em animais, produzem lesdes mais leves e passageiras e, como consequéncia, sao
menos imunogénicos do que os virus obtidos diretamente de crostas de animais doentes
(Buddle et al. 1984). Por essas razdes, os ORFV amplificados em cultivo celular com fins
vacinais sao submetidos a um ndmero baixo de passagens (geralmente entre 2 e 3),
provavelmente para evitar atenuagcdo excessiva e redug¢do da capacidade replicativa em
animais (Pye 1990, Nettleton et al. 1996, Musser et al. 2008). Nao obstante, alguns isolados
de campo, mesmo submetidos a passagens em cultivo, podem apresentar capacidade
replicativa in vivo e potencial imunogénico em niveis similares aos virus obtidos de crostas
(Pye 1990). Essas observagdes tém servido de premissa para o desenvolvimento e utilizagao
de vacinas produzidas em cultivo (Pye 1990, Musser et al. 2008). No presente caso, para
solucionar o problema da eficiéncia replicativa in vivo e baixa imunogenicidade da cepa IA-
82, pretende-se testar diferentes isolados do ORFV em relacdo a capacidade replicativa e
imunogénica em animais, apds um nimero minimo de passagens em cultivo celular.

A imunidade protetora contra o ORFV é geralmente de curta duracdo e decresce
gradualmente ao longo dos meses (Haig & Mclnnes 2002, de La Concha-Bermedillo et al.
2003). Os animais jovens sdo mais susceptiveis a desenvolverem doenga grave, € a sua

resisténcia aumenta gradualmente com a idade e com a exposi¢do ao agente (Haig et al. 2002,
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de La Concha-Bermedillo et al. 2003). Por isso, em rebanhos endémicos, a vacinacdo
concentra-se nos animais jovens, com revacinagcdes anuais dos animais introduzidos ou
nascidos na préxima estacdo de reprodugao (Musser et al. 2008). Por outro lado, as lesdes da
vacinacdo podem persistir por 28 — 35 dias (Buddle et al. 1984, Nettleton et al. 1996).
Considerando-se esses aspectos, experimentos de protecao vacinal devem utilizar animais
jovens, e o desafio ndo deveria ser realizado antes dos 3 ou 4 meses apds a vacinacdo, como
tem sido realizado em alguns trabalhos (Buddle et al. 1984, Pye 1990). No presente trabalho
foram utilizados ovinos jovens (90-120 dias de idade), e o desafio foi realizado com intervalo
de trés meses, como descrito em alguns trabalhos (Nettleton et al. 1996, Musser et al. 2008).
O presente experimento utilizou uma metodologia diferente dos demais trabalhos para
o desafio. A exemplo dos estudos anteriores, realizou-se o desafio com macerado de crostas
de animais doentes (supostamente associados com isolados virulentos de ORFV (Buddle et al.
1984, Pye 1990, Nettleton et al. 1996, Musser et al. 2008). No entanto, neste trabalho o virus
foi aplicado na juncdo mucocutinea da comissura labial, apds escarificagdo com agulha
hipodérmica, enquanto que os outros estudos realizaram o desafio pela inoculacdo do virus
apos escarificacdo da pele do membro contralateral ao membro vacinado. Tem sido sugerido
que a superficie cutidnea escarificada da axila, focinho, ldbios e bochecha apresenta
susceptibilidade equivalente ao ORFV (Buddle et al. 1984). No entanto, a principal porta de
entrada do virus em infec¢Oes naturais sdo os ldbios, comissuras labiais e focinho, e a
penetracdo do virus € facilitada por abrasdes e microlesdes causadas pela alimentacdo em
pastagens grosseiras (Haig 2006, Fleming & Mercer 2007). Assim, o procedimento de desafio
adotado no presente experimento parece mais rigoroso para avaliar protecio do que
inoculacdo em linhas de escarificacio na pele da coxa. Ndo obstante, os proximos
experimentos deverdo utilizar desafio natural, pela exposicdo continuada dos animais

vacinados (e controles) a animais deliberadamente infectados com virus virulento. Dessa
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forma, se poderd avaliar de forma mais realista o nivel de protecdo a infec¢do natural,
mimetizando o que ocorre a campo.

Outro aspecto unico do presente trabalho foi a mensuracdo quantitativa e temporal da
excre¢do viral apds o desafio. Embora possa possuir importancia menor em relagao a protecao
clinica, a reducao significativa da quantidade e tempo de excre¢ao viral pelos animais pode ter
um impacto importante na transmissdo do virus em rebanhos, resultando em reduzida
contaminacdo de animais e das pastagens e, consequentemente, reduzindo a disseminagao do
virus no rebanho.

Em resumo, os resultados do presente estudo sdo promissores no sentido da producao
em cultivo celular de uma vacina eficaz e segura contra o ectima contagioso. No entanto,
vdrias etapas devem ser revistas para atingir tal objetivo, incluindo: (1) Avaliar isolados de
campo com relagdo a sua capacidade replicativa em cultivo celular; (2) Avaliar isolados com
relacdo a capacidade de replicar em animais apds imunizagao, e de conferir protecao frente a
desafio; (3) Utilizar para vacinacdo amostras virais submetidas a um ndmero menor de
passagens em cultivo celular, para evitar atenuacdo excessiva; (4) Aperfeicoar o método de
imunizagdo, para permitir uma replicacdo cutanea mais eficiente do virus vacinal; e (5)
Alterar o método de desafio, para melhor mimetizar a exposi¢do natural ao virus e, assim,

objetivamente avaliar o nivel de protecdo ao qual os animais vacinados estardo submetidos.
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Fig.1. Lesdes na comissura labial de ovinos desafiados com uma amostra virulenta do ORFV.
(A) Ovino vacinado apresentando lesdo com leve hiperemia e intensidade moderada de
crostas, 10 dias apds o desafio. (B) Ovino controle, apresentando intensa formacdo de
lesdes crostosas, com rachaduras, exsudacdo e ovos de Cochliomyia hominivorax, 10 dias

apos o desafio.
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Fig.2. Médias didrias dos escores clinicos do grupo vacinado e do grupo controle apds o
desafio com um isolado virulento do ectima contagioso, 90 dias apds a vacinagdo. As
médias do grupo controle foram significativamente mais altas que as do grupo vacinado
entre os dias 10 e 22 pds-desafio. As barras verticais demonstram o erro padrio entre as

médias.
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Fig.3. Nimero de animais excretando virus nas lesdes, apds inoculacio com uma amostra

virulenta do ORFV.
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Fig.4. Titulos virais médios detectados nas lesdes da comissura labial de animais inoculados

com uma amostra virulenta do ORFV.
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ABSTRACT

Contagious ecthyma virus is capable of persisting in sheep and goat flocks over long
periods by still unknown means. The present study investigated the persistence of ecthyma in
experimentally infected lambs through the search for virus and viral DNA in inoculated
animals at different intervals after infection. Concomitantly, virus viability in scabs
maintained at environmental temperatures was monitored. During acute infection, virus
produced typical lesions of ecthyma in all inoculated lambs (n=10), with lesions during over
22 days. Infectious virus was recovered from lesions in titers up to 10°° TCID50.ml'1, with
peaks of virus excretion between days 10 and 12 post inoculation (pi). The virus was detected
continuously in lesions of all animals up to day 24 pi; four lambs shed virus until day 44 pi
and one up to day 51 pi. Viral DNA was detected by PCR in all skin biopsies up to day 37 pi,
in four animals at day 51, in three animals at day 65 and one at day 79 pi. Infectious virus was
detected in scabs maintained under environmental temperatures for up to 6 months. These
results demonstrate that contagious ecthyma virus may be maintained and excreted for a long
period by infected animals. Nonetheless, the ability of the virus to persist viable in the
environment seems to be important for its perpetuation in flocks. Therefore, control measures
should target the infected animals and the environment as well.

Key words: ORFV, parapoxvirus, persistent infection.
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RESUMO

O virus do ectima contagioso € capaz de se manter em rebanhos ovinos e caprinos por
longos periodos de tempo, no entanto, os mecanismos utilizados pelo virus ainda nao sdo
completamente esclarecidos. O presente trabalho investigou a habilidade do virus do ectima
persistir em ovinos infectados experimentalmente. Para isto, o virus e o DNA viral foram
pesquisados nas lesdes e sitios de inoculac¢do, em diferentes intervalos apds a inoculagdo. A
viabilidade do virus também foi investigada em crostas de animais infectados mantidas a
temperatura ambiente. Durante a infeccao aguda, o virus produziu lesdes tipicas de ectima em
todos os animais inoculados (n=10), com dura¢do de aproximadamente 22 dias. O virus foi
detectado continuamente nas lesdes de todos os animais até o dia 24 pds inoculacdo (pi);
quatro animais excretaram virus até o dia 44 pi e um deles ainda excretava no dia 51 pi. O
virus foi excretado em titulos de até 10°° DICC50.ml'1, com picos de excrecdo viral entre os
dias 10 e 12 pi. O DNA viral foi detectado por PCR em bidpsias coletadas de todos os
animais no dia 37 pi, e em um animal o DNA viral foi detectado até o dia 79 pi. O virus foi
recuperado, por isolamento viral, nas crostas mantidas a temperatura ambiente por até seis
meses apos a coleta. Esses resultados demonstram que o virus pode persistir e ser excretado
por longo periodo em animais infectados, mesmo apds a resolucdo clinica das lesdes. Medidas
de controle devem levar em consideracdo a persisténcia do virus em animais € no ambiente.

Palavras-chave: ORFV, parapoxvirus, infec¢ao persistente.
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Contagious ecthyma or orf is an economically important, debilitating disease of sheep
and goats distributed worldwide (DE LA CONCHA BERMEIJILLO, 1995; NANDI et al.,
2011). The etiologic agent, orf virus (ORFV), is a parapoxvirus within the family Poxviridae
(FLEMING & MERCER, 2007). Although sheep and goats are the natural hosts, ORFV may
occasionally infect other species including man, in which produces vesiculo-pustular lesions
mostly in the fingers and hands (NANDI et al., 2011).

ORFV infects primarily young lambs and kids, producing inflammatory and
proliferative lesions around the mouth and nostrils and reducing the ability of affected animals
to feed. As a result, a debilitating condition frequently ensues .The incubation period usually
ranges from two to six days and the lesions progress through the stages of erythema, macules,
papules, vesicles, pustules and scabs (HAIG, 2006; FLEMING & MERCER, 2007).

Virus transmission occurs by direct or indirect contact between infected and
susceptible animals (NANDI et al.,, 2011). A classic epidemiological concept stands that
young lambs are infected through contact with scabs left in the environment in the previous
lambing season (ROBINSON & BALASSU, 1981). McKEEVER & REID (1986)
demonstrated that this is possible only when scabs remain in dry places, protected from
environmental conditions such as rain and sunlight. When exposed to environmental
conditions the virions present on scabs lose their infectivity within a few weeks. Likewise,
although ORFV is abundant in acute proliferative lesions, infectivity is barely detected in
healing scabs (ROMERO MERCADO et al., 1973). For the exposed reasons, the role of scabs
as sources of new outbreaks has been questioned. A possible mechanism of virus maintenance
in the herds over extended periods would be a continuous or intermittent virus shedding by
healthy carriers (NETTLETON et al., 1996). Immunossupressed and persistently infected
animals might also play some role in the perpetuation of the virus in flocks (YERUHAM et

al., 2000). In this sense, virus transmission by healthy animals (NETTLETON et al., 1996)
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and contamination of sheep through immersion baths have been reported (SARGISON et al.,
2007). These observations may help in explaining the annual, recurrent outbreaks in some
flocks, even without the introduction of new animals. Regardless, the mechanisms used by
ORFV to be maintained in herds, infecting successive lamb generations, remain largely
unclear (REID, 1991).

The present study investigated the ability of ORFV to persist subclinically in its host
and, concomitantly, the viability of the virus in scabs maintained under environmental
temperature (+ 22°C). Ten Corriedale lambs, three to four months old, from a flock with no
history of ecthyma, were inoculated with a suspension of scabs (400ul) obtained from an
outbreak of the disease in Rio Grande do Sul state, Brazil, in a virus titer of 106'9TCID50.m1'1.
Inoculation was performed through swabs immersed on the virus suspension and frictioned
against the labial commissure, after scarification with a needle. Inoculated animals were
submitted to daily clinical monitoring and swab collection for virus isolation and quantization
(every two days up to day 30 post inoculation [pi], and then weekly up to day 72 pi). Biopsies
for PCR were obtained from the inoculation sites at days 37, 51, 65 and 79 pi. Swabs were
submitted to virus isolation and quantitation in primary ovine etmoidal turbinate cells (CEO),
according to protocols previously described by SCHMIDT et al. (2011). Biopsies were
performed after animal sedation with xilazine (0.8mg.Kg™), a skin fragment of approximately
1 x lem was excised from the site of virus inoculation. Total DNA was extracted from tissue
fragments (50mg) using DNAzol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and submitted to
a PCR according to INOSHIMA et al. (2000), using primers for the coding region of the
major membrane parapoxvirus glycoprotein (B2L). For investigation of virus viability, scabs
obtained from sick animals were aconditioned in an open flask at room temperature for six
months. At monthly intervals, a scab fragment was removed and submitted to virus isolation

in CEO cells.
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The results of virus isolation from lesions are presented in Table 1. All samples were
positive for virus up to day 20pi, and the frequency of positivity decreased progressively after
that. Virus excretion was detected at day 37pi in two lambs, at day 44pi in four lambs and one
lamb was still positive at day 51pi.

The results of PCR for ORFV sequences performed in skin biopsies collected at
different intervals after virus inoculation are presented in Table 1. All samples were positive
at day 37pi; four (40%) were positive at day 51 and three (30%) at day 65pi. The sample
obtained from animal #46 still harbored viral DNA at day 79pi. The virus retained its
infectivity in scabs maintained under room temperature for up to six months. All attempts to
recover infectious virus from those scabs were successful up to the sixth month, when the
experiment was discontinued.

Very little is known about the epidemiology of ORFV infection (NETTLETON et al.,
1996). In particular, the mechanisms of virus persistence in flocks over extended periods of
time are unclear. Likewise, the origin and means of introduction of the virus in the flocks in
many outbreaks are unknown.

The present study demonstrated that ORFV may be excreted for over four weeks after
the complete resolution of lesions. These findings reinforce previous observations by
NETTLETON et al. (1996), who demonstrated that healthy animals were responsible for virus
introduction in a susceptible flock. The most likely explanation for this finding is that the
introduced animals harbored the virus in a subclinical infection, thereby serving as sources of
infection for susceptible animals (NETTLETON et al., 1996). Virus shedding by healthy
animals introduced in the flock was the most likely source of an outbreak of ecthyma in a
flock with no past history of the disease in RS in 2005 (FLORES, E.F., personal
communication). These observations reinforce the hypothesis that clinically healthy animals,

especially those convalescent of a recent infection, may occasionally serve as sources of
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infection. In the present study, viral DNA was shown to persist in the animals for up to 50
days after the resolution of lesions. Although the virus was not recovered from the animals for
such a long time, it is reasonable to speculate that animals harboring viral DNA might
occasionally re-excrete the virus. In this sense, other forms of viral persistence and/or
subclinical infection with continuous or intermittent virus shedding should be investigated.
This study also demonstrated that the virus may persist viable for up to six months in scabs.
Although the role of environmental scabs on the occurrence of new outbreaks and in virus
perpetuation over long periods remains questionable (ROBINSON & BALASSU, 1981;
McKEEVER & REID, 1986), virus persistence in scabs over years has already been
demonstrated (NANDI et al., 2011).

In summary, the present study demonstrated that ORFV (or viral DNA) may persist in
convalescent, healthy animals for several weeks after the resolution of lesions. The long
viability of the virus in the environment and the extended excretion period by infected
animals likely contribute for the perpetuation of the virus in flocks. On the other hand, virus
excretion by convalescent, healthy carrriers observed herein should call attention when

introducing new animals in free herds.
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Table 1- Detection of virus and viral DNA in lambs experimentally infected with contagious
ecthyma virus.

Virus shedding® Viral DNA °
(day pi®) (day pi)
Animal 2 4-20 22 24 28 30 37 44 51 58-79 37 51 65 79
33 + + - - - + + + ¥ + + ¥ ¥
34 + + + + + - - - - + - + -
35 + + + + + - + - - - + - + -
36 + + + + + - - - - - + - + -
38 + + + + - - - - - - + + - -
39 - + + + + - - - - - + - - -
43 + + + + + - - - - - + - - -
45 + + + + - - - + - - + - - -
46 + + - - + - - + + - +
47 + + + + + - - - - + + - -

* Detected by virus isolation in CEO cells. * Detected by PCR of skin biopsies. ¢ Days post infection. ¥ Animal #
33 died at day 58pi of unrelated causes.
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Abstract

Orf virus (ORFV), the prototype of the Parapoxvirus, is the etiological agent of contagious
ecthyma, an exanthematic and proliferative dermatitis that affects mainly sheep and goats.
The ORFV genome consists of linear double stranded DNA, with 138 kbp. The central core
region encodes proteins involved in virus structure and assembly, while the terminal regions
contain genes implicated in host range and virulence. In the present study, sequence analysis
of major envelope gene (B2L) of nine Brazilian ORFV strains from sheep and goats and three
vaccine strains was carried out. Partial sequence of B2L gene from all nine ORFYV strains and
vaccine strains was amplified by PCR and the amplicons (594 bp) were sequenced. Sequence
analysis revealed a high degree of similarity among Brazilian strains, and with vaccine strains
as well. Brazilian viruses shared 97.7- 100% and 96.1-100% nucleotide and amino acid
identity, respectively. In addition, Brazilian ORFVs showed 98.7-100% nucleotide identity
and 97.7-100% amino acid similarity with three vaccine strains. Phylogenetic analysis based
on deduced amino acids sequences showed that the Brazilian strains from sheep and vaccine
strains clustered in the same branches, and isolates from goats clustered into a separate
branch. Analysis of a higher number of field strains is necessary to establish relationships

between genetic traits and geographical distribution and/or species origin of these viruses.

Keywords: Orf virus, B2L gene, phylogenetic analysis, sheep, goat.
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1.Introduction

The genus Parapoxvirus (PPV) is composed by four members, orf virus (ORFV),
bovine papular stomatitis virus (BPSV), pseudocowpox virus (PCPV), and parapoxvirus of
red deer in New Zealand (PVNZ) (Murphy et al., 1999). PPVs are antigenically and
genetically related and have a similar morphology, genomic organization and virulence
mechanisms (Fleming et al., 1993). PPVs are morphologically distinguished from other
poxviruses by their ovoid shape, the crisscross pattern on the particle surface, relatively small
size and high G+C content of the genome (Delhon et al., 2004). Orf virus (ORFV), the
prototype of the genus, is the etiological agent of contagious ecthyma, a exanthematic and
proliferative dermatitis that affects domestic and wild small ruminants and, occasionally, may
be transmited to man (Moss, 2007).

Contagious ecthyma is characterized by inflammatory, proliferative and self-limiting
lesions in the skin of lips, muzzle and oral mucosa and around the nostrils of sheep and goats.
Lesions may be occasionally observed on the teats of nursing animals and rarely on the
internal organs such as tongue and gums (Hosamani et al., 2006). Depending on the location
of the lesions, animals may be unwilling to nurse, eat, or walk. Primary lesions usually
resolve spontaneously within 3-4 weeks (McKeever et al., 1988).

The disease is usually transmitted through contact from infected to susceptible
animals. However, transmission of ORFV from clinically normal sheep to naive sheep
(Nettleton et al., 1996) and following plunge dipping has also been reported (Sargison et al.,
2007). Iatrogenic transmission of ORFV may also occur during surgical intervention, hand
contact, drenching and ear tagging (Allworth et al., 1987). Natural cross infection of ORFV
between sheep and goats can occur, but experimental transmission of infection from one

species to another may not be successful (De la Concha-Bermejillo et al., 2003).
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The disease is economically important due to its endemic nature in many parts of the
world (Hosamani et al., 2009). Reinfection of the same individual and inability of the
vaccines to provide complete protection also makes disease control difficult. Therefore,
development of a suitable immunoprophylactic is crucial. Live vaccines, either derived from
crusts harvested from deliberately infected animals or produced in cell cultures, have been
used in several countries (Hosamani et al., 2009). A number of outbreaks of contagious
ecthyma have been reported in Brazil, affecting sheep, goats and, occasionally affecting
human (Torres, 1939; Salles et al., 1992; Langoni et al., 1995; Catroxo et al., 2002; Nébrega
Jret al., 2008).

The ORFV genome consists of a linear double stranded DNA, it is 138 kbp and
contains 132 putative genes (Delhon et al., 2004). The central genomic core region encodes
proteins involved in the virus structure and assembly, while the terminal regions contain
genes implicated in host range and virulence proteins (Delhon et al., 2004). The envelope
gene (B2L) of the ORFV encodes a highly immunogenic major envelope protein of about 42
kDa, which is a homolog of vaccinia virus major envelope antigen p37K (Sullivan et al.,
1994). The B2L gene has been used for detection, molecular characterization and
phylogenetic analysis of ORFV molecular target, and several B2L nucleotide and amino acids
sequence are available in GenBank (Hosamani et al., 2006; Abrahao et al., 2009; Lojkic, et al.
2010). Genetic analysis of ORFV B2L gene has been used to examine the genetic variability
of field viruses, to establish genetic relationships among viruses from different origins and to
investigate possible origin of viruses in different countries (Hosamani et al., 2006; Abrahdo et
al., 2009; Lojkic, et al. 2010; Zhao et al., 2010; Venkatesan et al., 2011).

Orf virus strains have been characterized in many countries, but few studies are
available on Brazilian ORFV isolates (Abrahdo et al., 2009). Some studies have found high

sequence identity of B2L. gene among ORFV strains, showing that the protein is well
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conserved in these viruses (Hosamani, et al. 2006; Lojkic, et al. 2010). Nevertheless, a study
of two Brazilian orf virus isolates showed variation between sequences, suggesting genetic
differences among Brazilian isolates (Abrahao, et al., 2009).

This article reports a phylogenetic analysis of 9 Brazilian ORFV strains, based on
sequence analysis of B2L gene. The analyzed viruses were obtained from natural outbreaks of
contagious ecthyma in sheep and goats, in Southern and Northeast Brazil. We also analysed
three vaccine strains to assess the relationship among Brazilian viruses and vaccine strains

used in the country.

2. Material and methods

2.1. Viruses

Clinical samples (scabs) obtained from naturally occurring cases of ecthyma in sheep
in Rio Grande do Sul (n=6), Paraiba (n=1); and goats in Bahia (n=1), Pernambuco (n=1),
between 2008 and 2011 were analysed. Three vaccine strains were also included in the
analysis (Table 1). The samples were subjected to partial PCR amplification of B2L gene,
nucleotide sequencing and phylogenetic analysis.

2.2. DNA extraction, PCR and DNA purification

Total DNA was extracted from 200mg of triturated scabs or from 500ul of vaccine
suspension, using DNAzol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the
manufacturer’s instructions.

A set of primers: PPP-1 (5’-gtc gtc cac gat gag cag ct-3) and PPP-4 (5’-tac gtg gga agc
gcc teg ct-3), which amplifies a 594 bp fragment of the B2L gene was used (Inoshima et al.,
2000). DNA was amplified by 95°C for 9 min, and 30 cycles of denaturation (94°C, 1 min),
annealing (55°C, 1 min) and extension (72°C, 1 min), and final extension by 72°C for 7 min.

An aliquot (5ul) of PCR product was analyzed by 1.0% agarose gel electrophoresis to
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visualize the amplicons. The PCR products (95ul) were purified by using commercial kit
Iustra™ GFX™ PCR DNA and gel band purification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK), according to manufacturer’s instructions, and the partial sequence of major envelope

gene was submitted to nucleotide sequencing.

2.3. Nucleotide sequencing and analysis

Samples were submitted to sequencing in duplicate by ACTGene Andlises
Moleculares Ltd. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil) using the
automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armed with 50 cm capillaries and
POP6 polymer (Applied Biosystems). DNA templates (30 to 45 ng) were labeled with 3.2
pmol of the primer (PPP-1 and PPP-4) and 3 pL of BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) in a final volume of 10 pL. Labeling reactions
were performed in a GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) termocycler with a
initial denaturing step of 96 °C for 3 min followed by 25 cycles of 96 °C for 10 sec, 55 °C for
5 sec and 60 °C for 4 min. Sequencing data were collected using the software Data Collection
v 1.0.1 (Applied Biosystems) programmed with the following parameters: Dye Set “Z”;
Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vl.mob”; BioLIMS Project “3100_Projectl”; Run
Module 1 “StdSeq50_POP6_50cm_cfv_100”; and Analysis Module 1 “BC-

3100SR_Seq_FASTA saz”."

The sequences were analysed by the Staden Package (Staden, 1996), to obtain
consensus sequences of each sample, which were subsequently submitted to BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) software (Altschul et al., 1997) for comparison with sequences
deposited in GenBank, using NCBI database. The sequences alignment were performed using
the ClustalW, which is within the BioEdit Sequence Alignment Editor software suite, version

7.0.5.3 (Hall, 1999). The nucleotide identities, as well as those of amino acids, was also
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obtained by BioEdit software. The phylogenetic tree reconstruction of isolates and reference
strains of PPV was conducted in MEGA 5 (Tamura et al. 2007), by Neighboor-Joinning

method, with 2000 bootstrap replicates, based on p-distance model.

3. Results and discussion

This study analyzed the nucleotide and amino acid sequences of a fragment within the
B2L gene of ORFV from nine isolates (field viruses from natural outbreaks) and three vaccine
strains. In spite of the widespread distribution of the virus in Brazilian sheep and goat flocks,
studies on genetic diversity of ORFV in Brazil are scarce (Abrahdo et al., 2009). Recent
studies on genetic diversity of ORFV strains and isolates from small ruminants were carried
out in China (Zhao et al., 2010), India (Venkatesan et al., 2011), Brazil (Abrahao et al., 2009)
and Croatian (Lojkic, et al., 2010).

A specific PCR product of 594 bp was obtained from all Brazilian ORFVs and vaccine
strains by a B2L gene-based PCR. The B2L gene has been the main target for molecular
detection and genetic analysis of ORFV and other PPVs as well (Abrahdo et al., 2009; Lojkic,
et al., 2010; Zhao et al., 2010; Venkatesan et al., 2011). Analysis of nucleotide sequence
revealed a close relationship among the Brazilian ORFVs and with other ORFV sequences.
Nucleotide alignment of edited sequences (539bp) and the identity matrix of nucleotide and
deduced amino acid revealed close relationship among OFRV B2L gene of Brazilian samples
from sheep and goats from different regions. Brazilian samples shared 97.7 - 100% and 96.1-
100% nucleotide and amino acid identity, respectively. Comparison of Brazilian sequences
with three vaccine strains used in Southern Brazil and Uruguay showed 98.7 - 100%
nucleotide similarity and 97.7-100% amino acid identity. With ORFV reference strain
(ORFV-1A82), Brazilian samples showed 98.1-100% and 97.7-100% nucleotide and amino

acid identity, respectively. Levels of nucleotide and amino acid identity among Brazilian
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sequences, vaccine strains and reference strain of ORFV B2L gene are shown in table 2. High
nucleotide similarity level (98.7%) was already observed by Abrahao et al. (2009), in a study
with Brazilian isolates (MTO0S5 and NEI1). The high identity level of B2L gene in ORFV,
PCPV and BPSV reveals that the protein is well conserved in Parapoxviruses (Hosamani et
al., 2006). This is consistent with de fact that central region of Parapoxviruses is generally
well conserved in comparison with terminal regions (Delhon et al., 2004). The central
genomic core region comprising open reading frames 009-111, encodes proteins involved in
the virus structure and assembly, while the terminal regions contain less conserved genes,
whose products are implicated in host range and virulence (Delhon et al., 2004).

The phylogenetic relationship was obtained by Neighbor-joining method and
supported by 2000 bootstrap replicates (Fig.1). The phylogenetic analysis of the B2L gene,
based on deduced amino acid sequences, showed that ORFV, PCPV and BPSV clustered in
different branches. The grouping pattern of parapoxviruses — ORFV, PCPV and BPSV-
formed separate clusters, which is consistent with other reports (Lojkic et al., 2010; Abrahdo
et al., 2009; Zhao et al., 2010). Brazilian viruses from sheep and vaccine strains clustered in
the same branch, and viruses from goats clustered into a separate branch. SV578-08 is
grouped with vaccine strain of Goat (AY278209) and ORFV-IA82 (AY386263). Cangucu
and S3o Martinho grouped with ORFV-MTOS5 (FJ665818) in a separate cluster. Other
Brazilian viruses SV251/11, SV269/11, SV 520/11, Patos and Vaccine A, Vaccine B, Vaccine
C grouped all together. Goat isolates Bahia and SJE grouped with ORFV-NEI1 (FJ665819).

In this work, Brazilian ORFV from sheep grouped near to the vaccine strains. These
vaccines are available in Rio Grande do Sul and Uruguay, and are intended to be used mainly
in sheep. The vaccine strains were probably obtained from these regions, and, therefore, are
expected to be very similar to circulating viruses. Regarding to vaccine protection, a high

similarity of vaccine strains with field viruses is a desirable trait. Although phylogeny of B2L.
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gene has not been specifically used to verify relationships related to antigenic cross-reactivity
and vaccine protection, the genetic proximity among these viruses may also indicate antigenic
relatedness.

Although ORFYV infection is distributed worldwide and exerts an important impact on
sheep and goat production, genetic analysis of field ORFV strains is scarce in the literature.
Furthermore, most — if not all — available studies focus on genetic analysis of a single or few
isolates (Abrahao et al, 2009; Lojkic et al., 2010; Zhao et al., 2010; Venkatesan et al., 2011 ).
In general, these studies have shown a high degree of sequence similarity of B2L. gene among
isolates from different, distant geographical locations. The genetic relationships among
different ORFV strains have been exploited to explain the origin of some strains (Hosamani et
al., 2006; Lojkic et al., 2010; Zhao et al., 2010). In spite of the overall high similarity among
ORFV field strains, analysis of B2L gene has allowed the identification of clusters of more
related viruses, perhaps indicating different geographical origins and/or adaptation and
evolution in different hosts (sheep versus goats).

ORFV is endemic in Brazil (Mazur et al., 2000). Vaccination has been implemented in
some regions, but morbidity and economic losses are still significant. An increase in the
Brazilian ovine and goat market has been observed over the last years, leading to increase in
herd size, implementation of technology and intensification of animals transport and
commerce. This scenario is favorable for an increased number of ORFV outbreaks (Abrahao
et al., 2009). In contrast with this increase, the management of small ruminants in most flocks
is primitive, using unsophisticated technical assistance and feeding basically on native grass.
In this sense, molecular characterization of field viruses is a useful tool to understand the
epidemiology of ORFV.

The phylogenetic studies showed that Brazilian samples are closely related with

vaccine strains. In the available literature, genetic analysis of ORFV strains towards
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investigation of antigenic relatedness between vaccine and field strains has not been carried
out (Abrahdo et al., 2009). Nevertheless, some genetic diversity has been observed among
field viruses and may have some implication for vaccine protection. Thus, in addition to
determine genetic relatedness, genetic analysis of field ORFV should also focus on detecting
genetic variation that may influence antigenic properties and, therefore, with potential impact

on vaccine protection.
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Table 1

Origin of orf viruses submitted to phylogenetic analysis of B2L. gene
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Identification Species Lesions Origin Year
SV 578/08 Sheep Teats, udders RS 2008
Patos Sheep Lips, nostrils PB 2009
Sdo Martinho Sheep Lips, nostrils RS 2009
SJE Goat Lips, nostrils PE 2009
Bahia Goat Lips, vulva BA 2010
Canguct Sheep Lips, nostrils, teats, udders, feet RS 2010
SV 252/11 Sheep Teats RS 2011
SV 269/11 Sheep Lips, nostrils, udders, teats RS 2011
SV 520/11 Sheep Lips, nostrils, udders RS 2011
Vaccine A Sheep Na Na Na

Vaccine B Sheep Na Na Na

Vaccine C Sheep Na Na Na

RS — Rio Grande do Sul; BA — Bahia; PE — Pernambuco; PB — Paraiba; Na — non aplicable.



61

& SV578-08 Sheep

ORFV- Vaccine Strain Goat EUA (AY278209)

ORFV- I1A82 Sheep EUA (AY386263)

@ Cangugt Sheep
=7 || ORFV-MI05 Sheep Brazil (FJ665818)
51 |4 Sdo Martinho Sheep
<> Vaccine Strain Sheep B
< Vaccine StrainSheep C
< Vaccine Strain Sheep A
& SV252-11 Sheep
& SV269-11 Sheep
& SV520-11Sheep
L @ Patos Sheep
ORFV-Hoping Goat Taiwan (EU935106)
ORFV-NE1 Goat Brazil (FJ665819)

B 7 4 Bahia Goat
754 SJE Goat

ORFV-82-04 Goat India (DQ263303)
ORFV-lilin Sheep China (FJ808074)
331 ORFV-NZ2 Sheep New Zealand (GU903501)

93

4’— PCPV (GQ329670)
77 PCPV-5V285-11
[~ BPSV-8V819-10 (JN629089)
10— BPSV (AY424973)

Steller sea lion PPV-V842 (AY952943 )

0.05

Fig. 1. Phylogenetic analysis of parapoxviruses based on the amino acid sequence of B2L gene product. The
phylogenetic relationship was constructed by using the Neighbor-joining method of MEGA version 5.0.
Numbers on the tree branches represent the bootstrap support calculated per 2000 bootstrap replicates. The scale
bar beneath the tree represents the aa substitutions per site.
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Table 2

Nucleotide and deduced amino acid sequence identity of B2L gene among Brazilian orf
viruses and vaccine strains.

Isolates 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 TA82 98,7 99,6 99,8 99,8 99,8 99,6 983 994 985 992 99,8 99,6 99,6 100
2 NEI 98,3 98,7 98,8 98,8 988 98,7 99,6 98,1 99,8 983 988 98,7 98,7 98,7
3 MTO05 100 98,3 99,8 99,8 99,8 100 983 99,4 98,5 992 99,8 99,6 99,6 99,6
4 Vaccine A 100 98,3 100 100 100 99,8 985 99,2 98,7 994 100 99,8 99,8 99,8
5 Vaccine B 100 98,3 100 100 100 99,8 98,5 99,2 987 994 100 99,8 99,8 99,8
6 Vaccine C 100 98,3 100 100 100 99,8 98,5 99,2 987 994 100 99,8 99,8 99,8
7 Sdo Mart. 100 98,3 100 100 100 100 983 994 985 992 99,8 99,6 99,6 99,6
8 Bahia 98,3 100 983 983 983 983 983 97,7 99,8 979 985 983 983 983
9 Cangugi 994 97,7 994 994 994 994 994 97,7 979 994 992 994 099 994
10 SJE 983 100 983 983 983 983 983 1 977 98,1 98,77 985 985 98,5
11 Patos 100 98,3 100 100 100 100 100 98,3 994 983 99,4 99,2 99,2 99,2
12 Sv252-1 97,7 96,1 97,7 97,7 97,77 97,7 97,7 96,1 97,2 96,1 977 99,8 99,8 99,8
13SV269-1 994 97,7 994 994 994 994 994 97,7 100 97,7 994 972 99,6 99,6
14 SV520-1 994 97,7 994 994 994 994 994 97,7 98,8 97,7 994 97,2 988 99,6

15SV578-0 100 98,3 100 100 100 100 100 983 99,4 983 100 97,7 994 994
Sequence identity was detemined by Clustal W method in the BioEdit program. The upper right triangle is the
nucleotide sequence identity -and the lower left triangle is the deduced amino acid sequence identity.




4. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- A vacina produzida em cultivo celular conferiu prote¢do parcial aos animais

desafiados com um isolado virulento de ORFV;

- A vacina foi efetiva em reduzir a intensidade e a duracdo das lesdes; reduzir a

quantidade e o tempo de excrecdo viral;

- O virus do ectima contagioso pode persistir e ser excretado por longo periodo em

animais infectados, mesmo apds a resolucio clinica das lesdes;

- O virus pode ser recuperado de crostas mantidas em temperatura ambiente por até
seis meses;
- As amostras brasileiras de ORFV submetidas a andlise filogenética apresentaram

uma alta similaridade no gene B2L;

- Filogeneticamente, as amostras brasileiras de ovinos se agruparam junto com as

cepas vacinais; enquanto que as amostras de caprinos se agruparam separadamente.
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