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SOUZA, S. F. PSEUDOVARIOLA EM BOVINOS NO BRASIL.SAO PAULO. 2015.
DISSERTACAO (MESTRADO EM SANIDADE, SEGURANCA ALIMENTAR E
AMBIENTAL NO AGRONEGOCIO) — INSTITUTO BIOLOGICO DE SAO PAULO

RESUMO

A pseudovariola bovina é causada pelo pseudocowpox virus, pertencente a familia
Poxviridae, género Parapoxvirus. E caracterizada por causar lesdes vesiculares nos
tetos das vacas e no muflo de bezerros, podendo comprometer a cadeia produtiva do
leite, uma vez que dificulta a ordenha e o contamina. Destaca-se sua importancia
como diferencial de doengas confundiveis com febre aftosa e por ser uma zoonose de
carater ocupacional tornando-se um problema de saude publica. O objetivo foi avaliar
a epidemiologia da pseudovariola bovina no Brasil; detectar em amostras de epitélio
bovino, a presenca do virus da pseudovariola bovina pelas técnicas de isolamento em
cultivo celular, microscopia eletrénica e PCR qualitativa; paralelamente realizar o
diagnostico diferencial de vaccinia bovina (detec¢do do vaccinia virus) nas mesmas
amostras e pelos mesmos métodos. Para tanto foram avaliadas 51 propriedades de
diversas regides do Brasil, com suspeita de doenca vesicular (negativo para febre
aftosa e estomatite vesicular), os quais foram encaminhados ao Laboratério de Viroses
de Bovideos do Instituto Biologico, entre 2009 a 2014 para realizacao do diagnéstico
diferencial. Foram detectados, pela semi nested PCR, cinco propriedades positivas
para pseudovariola bovina oriundas dos estados de Minas Gerais, Mato Grosso e
Parana. Coinfeccao (virus vaccinia e virus da pseudovariola bovina) foi evidenciada no
mesmo rebanho de uma propriedade do estado do Parana pela semi nested PCR e
confirmada pela ME. Detectou-se pela semi nested PCR para Orthopoxvirus 64,7%
(33) das 51 propriedades analisadas demonstrando que a maioria dos casos de
variola bovina ainda séo causados principalmente pelo virus vaccinia. A associacdo de
métodos diagndsticos é fundamental para confirmagdo dos casos suspeitos de
Parapoxvirus, Orthopoxvirus e coinfeccdo no mesmo rebanho. Esses resultados
demonstram a circulagdo do virus da pseudovariola em bovinos no Brasil e alertam
para a necessidade de diagndstico etiolégico répido para diminuir as consequéncias
de medidas restritivas, bem como para planejar estratégias de combate a essas

infeccdes que impactam a saude publica.

Palavras-chave: pseudovariola, isolamento viral, PCR, coinfec¢do, zoonose



SOUZA, S. F. PSEUDOCOWPOX IN BRAZILIAN CATTLE. SAO PAULO. 2015.
DISSERTATION (MASTERS OF HEALTH, FOOD AND ENVIROMENTAL SAFETY OF
AGRIBUSINESS) — INSTITUTO BIOLOGICO OF SAO PAULO

ABSTRACT

Pseudocowpox is caused by viruses belonging to the family Poxviridae, genus
Parapoxvirus. It is characterized by vesicular lesions in the roofs of cows and nose of
calves, compromising the production chain of milk, as it hampers milking and risk of
contamination of milk. its importance is emphasized because it is a differential disease
confounded with FMD and for being a zoonosis of occupational character becoming a
public health problem. The aim of the present study was to evaluate the epidemiology
of pseudocowpox in Brazil; to detect the presence of pseudocowpox by isolation in cell
culture, electron microscopy and qualitative PCR techniques from bovine epithelium
samples, and to perform the differential diagnosis of bovine vaccinia (detection of
vaccinia virus) in the same sample and same methods. Therefore, 51 properties from
various regions of Brazil, were evaluated with suspected vesicular disease (negative
for foot and mouth disease and vesicular stomatitis), which were sent to the Laboratory
of Viroses de Bovideos of Instituto Biol6gico, between 2009 to 2014 to perform the
differential diagnosis. It was detected by semi nested PCR, five positive properties for
pseudocowpox from the states of Minas Gerais, Mato Grosso and Parana. Co-infection
(vaccinia virus and pseudocowpox) was observed in the same flock belonging to state
of Parana by semi nested PCR and confirmed by the ME. It was detected by
Orthopoxvirus semi-nested PCR, 64.7% (33) of out of 51 properties showing that cases
of cowpox are mainly caused by vaccinia virus in Brazil. The association of diagnostic
methods is essential for confirmation of suspected cases of Parapoxvirus,
Orthopoxvirus and co-infection in the same herd. These results demonstrate the
circulation of Pseudocowpox in Brazil cattle and warn of the need for rapid etiologic
diagnosis to decrease the consequences of restrictive measures and to plan strategies

to combat these infections that impact public health.

Keywords: pseudocowpox, viral isolation, PCR, co-infection, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de leite do mundo, com forte
crescimento da producdo com média anual nos ultimos 10 anos de 4,1%, conforme
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2015). Contudo sem
ganhos de produtividade quando comparada com outros paises como EUA, Canada e
Argentina. Para obter ganhos de produtividade sdo necessérias melhorias na
Sanidade, Assisténcia Técnica e Gerencial, Politica Agricola e Qualidade do Leite. No
guesito sanidade deve-se implementar medidas de controle para prevenir doencas
infecciosas, visando minimizar as perdas econdmicas causadas por tais enfermidades
e mitigar os riscos a saude publica (BRASIL, 2015).

Dentro desse contexto, encontra-se a pseudovariola bovina, responséavel pelo
aumento de gastos com o tratamento de animais infectados, causa a diminuigcdo da
producéo leiteira e o descarte do leite produzido por esses animais, uma vez que se
torna impréprio para a comercializa¢do, havendo ainda a possibilidade de aumento de
casos de mastite no rebanho. Trata-se também de uma zoonose ocupacional
conhecida como ‘nédulo do ordenhador’, acometendo profissionais que mantém
contato direto com os animais infectados, como ordenhadores e veterinarios
(EMBRAPA, 2013).

Além disso, as lesdes de tetos e Uberes em bovinos leiteiros causadas por
essa doenca sdo semelhantes as de outras doencas exantematicas como as da febre
aftosa, estomatite vesicular, vaccinia bovina, mamilite herpética bovina, papilomatose,
entre outras (BRASIL, 2007).

Vale ressaltar que, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE), um programa de vigilancia da febre aftosa deve incluir um sistema de alerta
precoce que abarque a producédo, a comercializacdo e a cadeia de transformacgéo para
informar sobre casos suspeitos que deverao ser investigados, a partir da comunicacgéo
da existéncia de animais com quadros clinicos similares a febre aftosa por um
produtor, veterinario, funcionario oficial ou terceiros, procedendo com a confirmacao
imediata do servigo oficial da existéncia ou ndo da enfermidade. O atraso na detecgéo
e confirmacdo do agente gera um agravamento das perdas econdémicas ao produtor
rural, uma vez que para conter o avanco destas doencas vesiculares, se torna
necessaria a interdicdo da propriedade, vetando a comercializagdo dos animais e
subprodutos até que seja realizado o diagnéstico diferencial para descartar
principalmente a febre aftosa e confirmar o diagnéstico por meio de estudos clinicos,
epidemioldgicos, anatomopatoldgicos e andlise laboratorial para identificacdo do
agente (EMBRAPA, 2013; BRASIL, 2007; OIE, 2013).



A pseudovariola bovina é causada pelo Pseudocowpox virus, pertencente a
familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae. Dois géneros importantes constituem
essa familia: os Parapoxvirus (PPV), formado pelo virus da estomatite papular bovina
(BPSV), o Orf virus (ORFV) e, pelo Pseudocowpox virus (PCPV), que se assemelha
ao virus da estomatite papular bovina, portanto pode ser confundido. Os Orthopoxvirus
(OPV), ao qual pertencem o Monkeypox virus (MPXV), o Cowpoxvirus (CPX) e o
Vaccinia virus (VACV) (SANT’ANA et al., 2012; CANAL, 2007; MAZUR et al., 2000).

S&o virus grandes, encapsulados, com genoma constituido de uma molécula
de DNA linear de fita dupla com 130 kb. Os virions possuem forma de tijolo
arredondado com dimensdes que variam de 170 a 260nm de largura por 300-450 nm
de extensdo. Sua morfologia difere de outros géneros da familia Poxviridae por
apresentar proteinas tubulares organizadas de forma cruzada na sua superficie, o que
€ importante para o diagndstico diferencial por meio da técnica de microscopia
eletrénica (ME) (ABRAHAO et al., 2009; CANAL, 2007; SINGH et al., 2007;
INOSHIMA; MOROOKA; SENTSUI, 2000; HEYMANN et al.,1998).

Os poxvirus sdo muito resistentes ao calor e dessecacédo, produzem efeito
citopatico (EC) quando em cultivo celular e mantém sua infectividade por longo
periodo em restos celulares e ao serem submetidos ao congelamento (WEIBLEN,
2013).

As enfermidades causadas pelos Orthopoxvirus (cowpox e vaccinia) e pelos
Parapoxvirus (pseudocowpox) sédo bastante semelhantes, estando associada a lesbes
crostosas e papulovesiculares sobre os tetos e Uberes das vacas leiteiras em lactacao,
menos frequente em vacas secas ou novilhas e, raramente, atingem a boca de vacas
e bezerros. Encontra-se disseminada entre ruminantes domésticos e silvestres em
todo o mundo (SANT’ANA et al., 2012; ABRAHAO et al., 2009; CANAL, 2007; LEWIS-
JONES, 2004; JONES et al.,, 2000; INOSHIMA; MOROOKA; SENTSUI, 2000;
HEYMANN et al.,1998).

As lesdes medem de 0,5-2,5 cm e desenvolvem-se inicialmente em eritema,
papulas doloridas com centro umbilicado, seguidas de pustulas e, posteriormente,
crostas. As crostas sdo descamadas em poucos dias, mas podem também durar
semanas. Este aspecto proliferativo da lesdo, bem como as pequenas cicatrizes que
aparecem apos alguns dias e tem aparéncia anelar, de ferradura ou de circulo, sé&o
caracteristicos da pseudovariola e pode servir para diferencid-la das lesdes causadas
pelo Orthopoxvirus. Contaminacdes bacterianas secundarias podem agravar o quadro
de infeccdo aguda e retardar a resolucdo, o que pode acarretar em queda importante
na producdo de leite do rebanho. No homem, as lesées normalmente ocorrem nas

maos, podendo acometer os bracos e a face e sdo geralmente localizadas e auto



limitantes e na fase aguda da doenca pode causar febre e aumento dos linfonodos
regionais, tendo caréater leve (ABRAHAO et al., 2010; CANAL, 2007; LOBATO, 2005;
LEMOS & RIET-CORREA. 2001; KAHRS, 2001; HIRSCH & ZEE, 2000; MURPHY et
al., 1999; GIBBS et al., 1970).

Abrah&o et al. (2010) relataram o virus da pseudovariola mostrando que ele
esta presente no Brasil. Contudo, a maioria dos trabalhos referem-se a este agente
baseando-se em descricbes clinicas nos animais e acometimento em humanos e,
consequentemente induzindo a erros diagndsticos. Portanto, a aplicacdo de métodos
moleculares possibilitando diagnostico etiolégico rapido é importante para concluir o
caso clinico.

Na Inglaterra, a prevaléncia nos rebanhos é alta e na Africa do Sul, a doenca
tem sido implicada em perdas importantes para o rebanho leiteiro, principalmente pela
reducdo da producao de leite, tendo sido associada a condi¢Bes precarias de higiene e
de manejo do gado leiteiro (CANAL, 2007).

Kahrs (2001), em Nova York (EUA), descreveu um surto de pseudovariola
bovina no qual todos o0s animais apresentaram pelo menos uma lesdo em formato de
papula, pustula ou cicatrizes nos tetos. Alguns bovinos apresentaram recorréncia apos
a cura das les@es iniciais e muitos casos de mastite surgiram, provavelmente, em
funcado de falta de higiene. Além disso, tratadores dos animais apresentaram lesfes e
cicatrizes nas maos e bracos, que ndo respondiam a tratamento médico.

No Japédo foram descritos casos esporadicos da doenca com ulceracbes que
progrediam para necrose nos tetos, acarretando sérios prejuizos aos produtores
(INOSHIMA; MOROOKA; SENTSUI, 2000).

Na lugoslavia também houve casos da doenca ap0s muitos anos sem a
enfermidade, suspeitando-se inicialmente de vaccinia, mas confirmados como sendo
causados pelo virus da paravaccinia (MARIC et al., 2001).

Em 2010, Abrah&o et al. descreveram o primeiro caso humano de coinfec¢céo
pelos virus Vaccinia e Pseucowpox no estado de Minas Gerais, no qual um
trabalhador rural que apresentava uma lesdo de pele pustular ulcerada e sintomas
como febre, mialgia e linfadenopatia e que manteve contato direto com animais com
lesdes nos tetos. Andlises laboratoriais confirmaram a presenca de VACV e PCPV
tanto no paciente quanto nos animais.

No Brasil, um surto incomum de doenca de pele em bezerros de engorda no
sul do pais, caracterizada pela presenca de papulas, vesiculas e lesbes crostosas
proliferativas no focinho, confirmou a presenca de particulas tipicas de Parapoxvirus
no exame de microscopia eletrénica e, apds a reacdo em cadeia da polimerase e do

sequenciamento dos amplicons gerados verificou-se uma homologia nucleotidica de



97% com pseudocowpox virus e menor homologia com outros Parapoxvirus
(CARGNELUTTI et al., 2012).

Schatzmayr et al. (2000) observaram, por meio de microscopia eletronica, a
presenca de Parapoxvirus a partir de lesdes espalhadas por diferentes partes do corpo
em trabalhadores que tiveram contato com lesfes de tetos, no municipio de Pirai, Rio
de Janeiro. Sartori-Barravieiraet al. (1997) conduziram um trabalho sobre nédulo do
ordenhador, no qual as lesdes nas maos dos profissionais estudados foram
ocasionadas ndo sé pelo contato direto com animais, mas também com carne in
natura, chegando a acometer acougueiros e donas de casa.

N&o ha variacdo sazonal na incidéncia da pseudovariola bovina e a penetragéo
dos virus se da por solu¢des de continuidade em lesbes pré-existentes nos tetos e
Ubere das vacas. Animais infectados introduzidos em rebanhos sadios possibilitam a
entrada do agente, havendo disseminacéo lenta por contato direto ou indireto, muitas
vezes através dos bezerros quando estdo se amamentando, ou ainda, por meio de
insetos (moscas), equipamentos de ordenha e pelas maos de ordenhadores (CANAL,
2007; LEMOS & RIET-CORREA, 2001).

Ao contrério do vaccinia virus, a infeccdo causada pelo virus da pseudovariola
ndo confere imunidade prolongada podendo haver reinfecces num mesmo rebanho, o
gue é mais comum, por outro lado, infec¢cBes crénicas podem ocorrer, porém com
menor frequéncia e a infec¢do prévia com o virus do género Orthopoxvirus que
acometem bovinos parece nao proteger os animais da pseudovariola (CANAL, 2007;
KAHRS, 2001; LEMOS & RIET-CORREA, 2001).

Vale lembrar ainda que o virus se multiplica lentamente em culturas derivadas
de tecidos de bovinos, mas ndo em membrana corioalantdide de ovos embrionados,
metodologia diferencial do virus vaccinia (CANAL, 2007).

Os tratadores devem ser alertados sobre a possibilidade de transmissdo da
enfermidade ao ser humano, principalmente se forem portadores de algum tipo de
imunodeficiéncia ou mesmo se estiverem em tratamento com medicamentos
imunossupressores (WEIBLEN, 2013).

Medidas preventivas e de controle da enfermidade s&o imprescindiveis: 0s
ordenhadores devem sempre usar luvas e lavar as méos cuidadosamente antes e
apo6s a ordenha, animais acometidos pela doenca devem sempre ser ordenhados por
altimo, o leite deve ser descartado e as lesfes tratadas com pomadas umectantes
especiais e desinfetantes. Além disso, os equipamentos de ordenha devem ser
aferidos e desinfetados, tomando cuidados para evitar procedimentos de limpeza e

desinfeccdo que possam irritar tetos ou mesmo utilizar desinfetantes que ndo sejam



eficientes. Antes da aquisicdo de novos animais submeté-los um exame minucioso,
visando evitar a entrada de bovinos doentes no rebanho (WEIBLEN, 2013).

O diagnostico laboratorial deve ser realizado para uma confirmacéo definitiva
em associacdo com o0s achados clinicos, dados epidemiolégicos e
anatomopatologicos, uma vez que o0s sinais clinicos isoladamente podem ser
confundidos com diversas enfermidades vesiculares, podendo ser realizado a partir do
isolamento viral, microscopia eletrbnica ou mesmo por téchicas de biologia molecular,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo real (TRINDADE et
al., 2003; NITSCHE et al., 2006).

Para o diagnéstico molecular da pseudovariola bovina sdo empregados
oligonucleotideos cujo alvo é um fragmento do gene B2L, principal proteina do
envelope dos virus pertencentes ao género Parapoxvirus, estes oligos detectam além
do virus da pseudovariola bovina também os virus da estomatite papular e ectima
contagioso, por este motivo ha necessidade de se estabelecer procedimentos, tanto
na area clinica quanto laboratorial, para distinguir a etiologia. Para tanto pode-se
utilizar primers que detectam os trés virus e posterior sequenciamento e andlise
filogenética (NITSCHE et al., 2006; CARGNELUTTI et al., 2012) para a diferenciacao.
Esse procedimento constitui alternativa util em investigacdes epidemiolégicas, pois é
um meio para se entender melhor os mecanismos que influenciam a dinamica de
transmissdo e a identificacdo dos fatores de risco em uma comunidade. Permite
analisar a biodiversidade existente contribuindo para a identificacdo, classificacdo e
diagnostico (IST, 2013; KATO-MAEDA et al., 2001).

Este estudo foi realizado considerando a caréncia de dados no Brasil sobre o
tema doencga exantematica em bovinos causada pelo virus pseudocowpox.

Em se tratando de enfermidade confundivel com a Febre Aftosa, responsavel
por embargos econdmicos aos produtos de origem animal por paises importadores, o
diagnostico diferencial rapido e preciso para o pseudocowpox virus e demais virus do
mesmo género, visam auxiliar os 6rgdos de Defesa Sanitaria Animal nas tomadas de
decisBes que permitem a reducdo de perdas econémicas, tanto para o produtor quanto
para o pais contribuindo para a formagdo de um perfil confiavel do Brasil frente ao
mercado mundial.

A identificacdo de casos de pseudovariola nos rebanhos também é importante
para direcionar os trabalhos de educagéo sanitaria dos 6rgdos de Saude Publica que
juntamente com a Defesa Sanitaria Animal realiza atendimentos destes surtos com
repercussao positiva na vigilancia sanitaria da saide humana e animal. Sendo assim,
a rapida deteccéo pode abreviar as consequéncias de medidas restritivas em relacao

a febre aftosa, e também, para planejar estratégias de combate a essas infeccdes em



areas endémicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Classificacdo dos poxvirus

As propriedades caracteristicas da familia Poxviridae incluem a ocorréncia da
replicacdo no citoplasma e um virion grande e complexo, que contém enzimas de
sintese do MRNA e um genoma composto de uma Unica molécula de DNA dupla-fita
de comprimento entre 130 a 300 quilobases (kb) com uma volta tipo grampo-de-cabelo
em cada terminacdo (MOSS, 2002). Os poxvirus sdo agrupados em duas subfamilias:
Chordopoxvirinae (ChPV) e Entomopoxvirinae(EnPV). A divisdo destas duas
subfamilias baseia-se no tipo de hospedeiro infectado, que consiste de vertebrados
em ChPV e insetos em EnPV. A subfamilia Chordopoxvirinae consiste de oito géneros:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxviruse Yatapoxvirus, (Figura 1). Membros do mesmo género sao
geneticamente relacionados, apresentando morfologia e hospedeiros similares, além
de compartilharem alguma relacéo antigénica. Todavia, h& outros poxvirus que ainda
nao estdo bem classificados, incluindo novos virus, como os isolados de lagartos, ras,
cervos, cangurus, entre outros (MOSS, 2002).

A pseudovariola bovina é causada pelo Pseudocowpox virus, pertencente a
familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae. Dois géneros importantes constituem
essa familia: os Parapoxvirus (PPV), formado pelo virus da estomatite papular bovina
(BPSV), o Orf virus (ORFV) e, por sua vez, pelo Pseudocowpox virus (PCPV), que se
assemelha a estomatite papular bovina; Os Orthopoxvirus (OPV), ao qual pertencem o
Monkeypox virus (MPXV), o Cowpoxvirus (CPX) e o Vaccinia virus (VACV)
(SANT’ANA et al., 2012; CANAL, 2007; MAZUR et al., 2000).

As espécies Variola virus (VARV), CPXV, VACV e MPXV sdo capazes de
infectar seres humanos. Adicionalmente, além do CPXV e VACV, as espécies CMPV,
ECMV, Raccoonpoxvirus (RCNV), Volepoxvirus(VPXV), Taterapoxvirus (TATV), Uasin
Gishu disease virus (UGDV) e Horsepoxvirus(HSPV) sdo patégenos de grande
importancia animal (MOSS, 2002).

O género Orthopoxvirus inclui varios patdgenos virulentos de importancia
médica veterinaria e humana com ampla distribuicdo geogréfica (MOSS, 2002;
PISKUREK; OKADA, 2007).
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Figura 1. Esquema representativo da Familia Poxviridae: classificagcdo segundo

subfamilia, género e espécies

2.2 Morfologias da particula viral da familia Poxviridae

Comparados a maioria dos outros virus animais, os virions dos poxvirus sao

maiores e distinguiveis por microscopia eletrénica 6ptica. Com uma maior resolucao,

conseguida através da microscopia eletrbnica, é possivel

a visualizacdo de

caracteristicas ultraestruturas: um virion retangular (OPV) ou cilindrico (PPV), coberto
irregularmente com proteinas tubulares (HAZELTON; GELDERBLOM, 2003; MERCER

et al., 2007).



A forma basica de infeccdo dos poxvirus € o virion maduro (VM). O virion
extracelular envelopado consiste essencialmente do VM enclausurado por uma
membrana adicional.

A estrutura interna do virion € complexa, consistindo de um cerne bicéncavo e
agregados de materiais heterogéneos, denominados corpos laterais, entre as
concavidades e a membrana externa. O cerne parece ser composto por duas
camadas, com uma largura de 18 a 19nm. A membrana interna parece ser continua,
exceto pela presenca de um pequeno numero de canais. A face externa possui uma
estrutura palicadica que, possivelmente, € constituida de espiculas em formato de T
(8nm de comprimento e 5nm de largura), que estdo ancoradas em uma provavel
membrana inferior (Figura 2) (MOSS, 2002).

Os virions de PPV possuem forma de tijolo arredondado com dimensdes que
variam de 170 a 260nm de largura por 300-450 nm de extensdo. Sua morfologia difere
de outros géneros da familia Poxviridae por apresentar proteinas tubulares

organizadas de forma cruzada na sua superficie, o que é importante para o

diagnéstico diferencial por meio da técnica de microscopia eletrénica (ME) (ABRAHAO
et al., 2009; CANAL, 2007; SINGH et al., 2007; INOSHIMA; MOROOKA; SENTSUI,
2000; HEYMANN et al.,1998).

Figura 2 - Microscopia eletrénica dos virions pertencentes aos géneros Orthopoxvirus
(A) e Parapoxvirus (B). Barra = 100nm (SCHATZMAYR et al., 2000).



2.3. Estrutura gendmica da familia Poxviridae

O genoma dos poxvirus se constitui de uma molécula de DNA dupla fita linear.
As fitas sdo covalentemente ligadas, produzindo uma terminacdo do tipo grampo-de-
cabelo. Estas regides situadas nas terminagfes do genoma contém repeticbes
terminais invertidas (RTI) de tamanho variavel (<0,1 - 12,4 kpb) idénticas e em
orientacdo oposta possuindo diversas bases extra hélices e um conteddo rico em
repeticbes de DNA. Os mecanismos envolvidos na génese das RTI, assim como sua
manutencdo, sdo ainda desconhecidos, porém as RTI sdo importantes durante a
replicacdo do DNA viral (MERCER et al., 2007). Geralmente, os genes localizados na
regido central do genoma sdo conservados, sendo em sua maioria essenciais para a
replicacdo viral. Esta regido codifica, principalmente, proteinas estruturais e enzimas
envolvidas no metabolismo do acido nucléico. Em contraste, os genes localizados
proximos as regides terminais sdo mais variaveis, ndo essenciais a multiplicagéo viral
in vitro e sdo geralmente transcritos em dire¢éo as regides terminais (Figura 3). Estes
genes estdo relacionados com o tropismo por hospedeiros, imunomodulacdo e
viruléncia (MCFADDEN, 2005).

Genes conservados
FUNGOES ESSENCIAIS

replicagdo, proteinas estruturais,
enzimas

=90 genes
Chordopoxvirus

Alga 0 i 1 . Alga
terminal ™™ < Variavel ] Conservada r Variavel > - | minal

.. [ FUNGOES NAO ESSENCIAIS

\ viruléncia e imunomodulacao

Genes variaveis

Repeticoes em tandem

Figura 3 - Representacdo esquematica do genoma dos poxvirus. O genoma possui
aproximadamente 200 kb, apresentando uma regido central conservada e regides
terminais variaveis. (Adaptado de SMITH; MCFADDEN, 2002).
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Existem, entretanto, aproximadamente 90 genes que sdo comuns para todos
os membros da subfamilia ChPVs. Estes genes estdo envolvidos em fungdes chaves
como replicacdo, transcricdo e montagem do virion, agrupados na regido central do
genoma. Em oposicdo, 0os genes que sdo espécie-especifico ou género-especifico
estdo usualmente distribuidos préximos as duas porcdes finais do cromossomo
(GUBSER et al., 2004). Muitos destes genes terminais codificam proteinas com a
funcdo de reduzir os processos antivirais do hospedeiro que incluem apoptose,
reconhecimento e apresentacdo de antigenos, funcbes de algumas citocinas e
processos de sinalizacdo do sistema imune e, assim, tém sido denominados genes de
viruléncia (HUGHES; FRIEDMAN, 2005).

2.4 Manifestagdes clinicas

As enfermidades causadas pelos Orthopoxvirus (cowpox e vaccinia) e pelos
Parapoxvirus (pseudocowpox) sdo bastante semelhantes, sendo essa Ultima a mais
branda estando associada a lesbes crostosas e papulovesiculares sobre os tetos e
Uberes das vacas leiteiras em lactagdo, menos frequente em vacas secas ou novilhas
e, raramente, atingem a boca de vacas e bezerros. Encontram-se disseminadas entre
ruminantes domeésticos e silvestres em todo o mundo (SANT'ANA et al., 2012;
ABRAHAO et al., 2009; LEWIS-JONES, 2004; JONES et al., 2000; INOSHIMA, Y.;
MOROOKA, A.; SENTSUI, H., 2000; HEYMANN, D.L.; SZCZENIOWSKI, M.;
ESTEVES, K., 1998).

As lesdes medem de 0,5-2,5 cm e desenvolvem-se inicialmente em eritema,
papulas doloridas com centro umbilicado, seguidas de pustulas e, posteriormente,
crostas. As crostas sao descamadas em poucos dias, mas podem também durar
semanas. Este aspecto proliferativo da lesdo, bem como as pequenas cicatrizes que
aparecem apos alguns dias e tem aparéncia anelar, de ferradura ou de circulo, sdo
caracteristicas da pseudovariola e podem servir para diferencid-la das lesdes
causadas pelo Orthopoxvirus. Contaminagfes bacterianas secundérias podem agravar
0 quadro de infecgdo aguda e retardar a resolucdo, o que pode acarretar em queda
importante na producdo de leite do rebanho. No homem, as lesbes normalmente
ocorrem nas maos, podendo acometer os bracos e a face, geralmente séo localizadas
e auto- limitantes, ja na fase aguda da doenca pode causar febre e aumento dos
linfonodos regionais, tendo carater leve (ABRAHAO et. al., 2010; LOBATO et al., 2005;
LEMOS; RIET-CORREA, 2001; KAHRS, 2001; HIRSCH & ZEE, 2000; MURPHY et
al.,1999; GIBBS, E.P.J.; JOHNSON, R.H.; OSBORNE, A. D., 1970).
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2.5 Género Parapoxvirus

2.5.1 Pseudocowpox virus

Também conhecida como Paravaccinia ou Nodulo do ordenhador, a infecgéo
por Pseudocowpox virus € ocupacional em ordenhadores e veterinérios, e também
afeta as pessoas que manipulam o leite fresco. A infeccdo humana €, portanto,
acidental e ocorre somente quando 0 homem entra em contato com animais infectados
ou manipula carne e leite contaminada com o virus. (BARRAVIEIRA, 2005). A infeccdo
€ endémica para o gado, causando les6es no Ubere, tronco, pernas e cavidade oral,
levando a formacdo de pustulas e crostas. (BARRAVIEIRA, 2005; MERCER et
al.,2007). O periodo de incubagéo varia entre cinco e 15 dias. Clinicamente, as lesdes
manifestam-se como papulas eritematosas achatadas, que, apos alguns dias, mudam
para ndédulos eritematosos violaceos. A pele se torna opaca e acinzentada com
pequenas crostas, e com uma depressdo central. Na maioria dos casos os nodulos
ocorrem em pequenas quantidades nas maos, particularmente nos dedos e
ocasionalmente na face (BARRAVIEIRA, 2005).

Nao ha variacao sazonal na incidéncia da pseudovariola bovina e a penetragéo
dos virus se da por solugdes de continuidade em lesbes pré-existentes nos tetos e
Ubere das vacas. Animais infectados introduzidos em rebanhos sadios possibilitam a
entrada do agente, havendo disseminacao lenta por contato direto ou indireto, muitas
vezes através dos bezerros quando estdo se amamentando, ou ainda, por meio de
insetos (moscas), equipamentos de ordenha e pelas maos de ordenhadores (CANAL,
2007; LEMOS & RIET-CORREA, 2001).

Ao contrario da vaccinia, a infeccdo causada pelo virus da pseudovariola n&o
confere imunidade prolongada podendo haver reinfecgdes num mesmo rebanho, o que
€ mais comum, por outro lado, infec¢des cronicas podem ocorrer com menor
frequéncia e a infecgdo prévia com o virus do género Orthopoxvirus que acometem
bovinos parece ndo proteger os animais da pseudovariola (CANAL, 2007; KAHRS,
2001; LEMOS & RIET-CORREA, 2001).

Os sinais clinicos desaparecem espontaneamente ap0s seis a oito
semanas, sem deixar cicatrizes. A prevencdo consiste no uso de luvas e desinfetantes

antes e depois da ordenha ou manipulacdo destes animais (BARRAVIEIRA, 2005)
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2.5.2 Orf virus

A infeccd@o por Orf virus deflagra as doencas dermatite pustular contagiosa e
dermatite labial infecciosa, comuns em areas com cria¢do de ovelhas. A infec¢éo pelo
Orf virus em ovelhas foi descrita primeiramente em 1787 e em cabras em 1879. O
primeiro caso em humanos foi relatado em 1934 (BARRAVIEIRA, 2005). O Orf virus é
transmitido pelo contato com o0s animais infectados ou com fémites. A transmissao
para humanos ocorre via contato com zonas da pele ferida de animais infectados. E
muito frequente entre ordenhadores, veterinarios, acougueiros, sendo considerada
uma doenca vinculada a profissdo. Contaminacdo prévia ndo prové imunidade
permanente, sendo que em casos de reinfec¢gdo se observa uma menor severidade da
doenca (BARRAVIEIRA, 2005). O periodo de incubagéo € de aproximadamente uma
semana, as lesdes manifestam-se sob a forma de ulceragbes com formagédo de
crostas localizadas mais comumente nas faces extremas dos labios. Em casos mais
graves, a infeccdo se estende até as gengivas, olhos, lingua, narinas, Ubere, vulva,
regido perianal, espacos interdigitais e coroas dos cascos. As lesdes da lingua, do
esofago e do rumen sdo normalmente devidas a uma infeccdo secundéria. Os
cordeiros em idade de amamentacdo sdo severamente afetados e suas maes podem
apresentar proliferacbes verrugosas nas tetas e partes vizinhas ao Ubere (MOSS,
2002). Logo apd6s o rompimento das vesiculas ocorre formacdo das crostas. A
recuperacao pode ser rapida, caso ndo ocorram infec¢des secundarias. As lesdes no
interior da boca podem dificultar ou impedir o animal de se alimentar. Nos animais que
sdo infectados apresentam perda de peso intensamente, devido a dificuldade de se
alimentar, ao ingerir saliva com o virus pode ocorrer a disseminacado das lesdes para
0S compartimentos estomacais, intestinos e até aos pulmdes; nesses casos, pode
levar o animal ao 6bito (BARRAVIEIRA, 2005; MERCER et. al., 2007).

2.6 Género Orthopoxvirus

2.6.1 Vaccinia virus

A origem de VACV ¢é incerta. Ele parece ter surgido do extinto Horsepoxvirus
ou do BPV, que € antigenicamente muito semelhante ao VACV (MOSS, 2002).
Existem numerosos isolados de VACV que diferem em suas propriedades biolégicas e
viruléncia em seres humanos e em outros modelos animais. Os isolados virais mais
amplamente utilizados em laboratorios sdo Western Reserve (WR) e Copenhagen

(MOSS, 2002). Nao existem reservatorios naturais para o VACV, porém, recentemente
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foram descritos viroses emergentes como Cantagalo (DAMASO et al., 2000) e
Aracatuba (TRINDADE et al., 2003), cujos virus associados possuem genes que
compartilham 99% de homologia com genes de VACV. Acredita-se que tais virus se
originaram pelo estabelecimento de VACV em gado bovino no Brasil durante a
campanha de vacinagdo contra variola. As estirpes Cantagalo e Aragatuba produzem
lesGes cutaneas que apresentam similaridade com lesbes de CPXV.

2.6.2 Cowpox virus

Cowpox virus (CPXV) foi denominado como resultado da associacdo com
lesBes pustulares em tetas de vacas e nas maos de ordenhadores, entretanto,
repetidos estudos demonstram que a infec¢do por CPXV ndo € uma doenga comum
(BULLER; PALUMBO, 1991). Esta zoonose esta restrita ao Reino Unido, continente
europeu e partes adjacentes a extinta URSS. Embora originalmente descrita como
uma infeccdo adquirida por ordenhadores € raramente encontrada no gado bovino e
muitos casos resultam do contato com felinos infectados. Atualmente tem sido
encontrada em uma gama de hospedeiros, como ratos, gerbil e em diferentes animais
de zooldgicos (lebes, tamanduas e elefantes) (LEWIS-JONES, 2004; VOROU et al.,
2008). Além disso, estudos sorolégicos corroboram a hipotese de pequenos roedores
como reservatérios (VOROU et al., 2008). O periodo de incubagéo da infec¢éo por
CPXV é de aproximadamente sete dias, surgindo entdo sinais abruptos de febre, dor
de cabeca, dor muscular, e algumas vezes nausea e vomito. As lesbes cutaneas
localizam-se, na maioria das vezes, nas maos e face, iniciando como papulas
vermelhas, inicialmente solitarias, mas com rapida disseminacdao, seguida do
surgimento de pustulas. O edema e eritema sdo muito mais pronunciados do que o0s
vistos em infec¢cdes com Orf virus (VOROU et al., 2008). A infeccao prévia por CPXV
confere alguma imunidade contra a infeccdo por VARV, fato explorado por Edward

Jenner para suas primeiras tentativas de vacinacdo (LEWIS-JONES, 2004).

2.7 Ocorréncia

No Brasil, casos de doenga exantematica em bovinos e humanos tém sido
relatados em diversas regides, cujo agente causal € o Pseudocowpox virus. Em 2010,
Abrahdo et al. descreveram o primeiro caso humano de co-infeccdo pelos virus
Vaccinia e Pseucowpox no estado de Minas Gerais, no qual um trabalhador rural que
apresentava uma lesédo de pele pustular ulcerada e sintomas como febre, mialgia e

linfadenopatia e que manteve contato direto com animais com lesdes nos tetos.



14

Andlises laboratoriais confirmaram a presenca de VACV e PCPV tanto no paciente
guanto nos animais. Um surto incomum de doenca de pele em bezerros de engorda
no sul do pais, caracterizada pela presenca de papulas, vesiculas e lesGes crostosas
proliferativas no focinho, confirmou a presencga de particulas tipicas de Parapoxvirus
no exame de microscopia eletrénica e, apés a reacdo em cadeia da polimerase e 0
sequenciamento dos amplicons gerados, verificou-se uma homologia nucleotidica de
97% com pseudocowpox virus e menor homologia com outros Parapoxvirus
(CARGNELUTTI et al., 2012).

Na Inglaterra, a prevaléncia nos rebanhos é alta e na Africa do Sul, a doenca
tem sido implicada em perdas importantes para o rebanho leiteiro, principalmente pela
reducdo da producdo de leite, estando associada a condi¢des precarias de higiene e
de manejo do gado leiteiro (CANAL, 2007). Kahrs (2001), em Nova York (EUA),
descreveu um surto de pseudovariola bovina no qual todos os animais apresentaram
pelo menos uma lesdo em formato de papula, puastula ou cicatrizes nos tetos. Alguns
bovinos apresentaram recorréncia apos a cura das lesdes iniciais e muitos casos de
mastite surgiram, provavelmente, em funcdo de falta de higiene. Além disso,
tratadores dos animais apresentaram lesfes e cicatrizes nas maos e bracos que ndo
respondiam a tratamento médico.

No Japédo foram descritos casos esporadicos da doenca com ulceracbes que
progrediam para necrose nos tetos, acarretando sérios prejuizos aos produtores
(INOSHIMA, Y.; MOROOKA, A.; SENTSUI, H., 2000). Na lugoslavia também houve
casos da doenca apés muitos anos sem a enfermidade, suspeitando-se inicialmente
de vaccinia, mas confirmados como sendo causados pelo virus da paravaccinia
(MARIC, D.; DURICIC, B.; GLIGIC, A., 2001).

Schatzmayr et al. (2000) observaram, por meio de microscopia eletrénica, a
presenca de Parapoxvirus a partir de lesdes espalhadas por diferentes partes do corpo
em trabalhadores que tiveram contato com lesdes leiteiras, no municipio de Pirai, Rio
de Janeiro. Sartori-Barravieira et. al. (1997) conduziram um trabalho sobre nédulo do
ordenhador, no qual as lesbes nas maos dos profissionais estudados foram
ocasionadas ndo s6 pelo contato direto com animais, mas também com carne in
natura, chegando a acometer agcougueiros e donas de casa.

Por outro lado, a possibilidade do proprio bovino estar atuando como portador
do virus deve ser estudada, j& que foi evidenciada a persisténcia de Parapoxvirus em

bovinos naturalmente infectados (IKETANI et al., 2002).
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2.8 Diagnhdstico

O diagnéstico laboratorial por meio de métodos de isolamento viral,
microscopia eletrdnica ou mesmo por técnicas de biologia molecular, como a PCR
convencional e PCR em tempo real deve ser realizado para confirmacdo do agente
etiolégico, em associacdo com os achados clinicos e dados epidemiolégicos, uma vez
gue os sinais clinicos isoladamente podem ser confundidos com diversas
enfermidades vesiculares (TRINDADE et al., 2003; NITSCHE et al., 2006).

Para o diagnéstico molecular da pseudovariola bovina sdo empregados
oligonucleotideos com alvo o gene B2L, principal proteina do envelope dos virus
pertencentes ao género Parapoxvirus, que detecta os virus da estomatite papular,
ectima contagioso e pseudovariola bovina, por este motivo ha necessidade de se
estabelecer procedimentos tanto na area clinica quanto laboratorial, para distinguir a
etiologia. Para tanto pode-se utilizar primers que detectam os trés virus e posterior
sequenciamento e analise filogenética (NITSCHE et al., 2006; CARGNELUTTI et al.,
2012). Esse procedimento constitui alternativa util em investigacdes epidemioldgicas,
pois € um meio para se entender melhor os mecanismos que influenciam a dinamica
de transmissdo e a identificacdo dos fatores de risco em uma comunidade. Permite
analisar a biodiversidade existente contribuindo para a identificacdo, classificacdo e
diagnostico (IST, 2013; KATO-MAEDA et al., 2001).

A cultura celular para isolamento do virus € uma excelente alternativa de
diagnostico. Dependendo do poxvirus, o efeito citopatico caracteristico pode ser
visualizado apés 12 horas e se recomenda que somente pessoal com experiéncia
conduza a diferenciacao do virus apos cultivo celular ou em membrana corioalantéide
(KURTH; NITSCHE, 2007).

No caso do pseudocowpox vale lembrar ainda que o virus se multiplica
lentamente (em média 7 a 10 dias) em culturas derivadas de tecidos de bovinos, mas
ndo em membrana corioalantdide de ovos embrionados, metodologia diferencial do
virus vaccinia (CANAL, 2007).

Uma forma de diagndstico rdpido da particula viral consiste no exame direto do
espécime clinico ao microscépio eletrdnico de transmissdo, possibilitando a
diferenciacdo de uma infec¢cdo por poxvirus de outras infec¢des. Entretanto, todos
OPV sao semelhantes em tamanho e morfologia e desta forma ndo podem se
diferenciados por esta técnica; contudo, a M.E permite discriminar OPV de PPV e
herpesvirus (SCHATZMAYR et al., 2000; HAZELTON; GELDERBLOM, 2003, KURTH;
NITSCHE, 2007).

Com relacao a deteccdo de Parapoxvirus pela PCR, poucos trabalhos existem
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na literatura, o que denota a importancia de expandir as formas de deteccdo destes
virus (INOSHIMA, Y.; MOROOKA, A.; SENTSUI, H., 2000; NITSCHE et al., 2006).
Recentemente, mediante a amplificacdo de um gene altamente conservado entre 59
sequéncias disponiveis que codifica uma proteina do envelope viral B2L foi possivel a
discriminacdo de DNA de Parapoxvirus, mas ndo a diferenciacdo de espécies
(NITSCHE et al., 2008).

2.9 Profilaxia

Casos de pseudovariola sdo comumente associados a propriedades nao
tecnificadas e que ndo adotam medidas de higiene e biosseguridade do ambiente de
ordenha, propiciando a manuteng&o do virus no ambiente (LOBATO et al., 2005).

Por isso, medidas preventivas e de controle da enfermidade séo imprescindiveis:
os ordenhadores devem sempre usar luvas e lavar as maos cuidadosamente antes e
apos a ordenha, animais acometidos pela doenca devem sempre ser ordenhados por
ultimo, o leite deve ser descartado e as lesfes tratadas com pomadas umectantes
especiais e desinfetantes. Antes da aquisicdo de novos animais submeté-los a um
exame minucioso, visando evitar a entrada de bovinos infectados no rebanho, os
tratadores devem ser alertados sobre a possibilidade de transmissdo da enfermidade
ao ser humano, atentando para o fato de serem portadores de algum tipo de
imunodeficiéncia ou mesmo se estiverem em tratamento com medicamentos
imunossupressores (WEIBLEN, 2013).

Além disso, os equipamentos de ordenha devem ser aferidos e desinfetados,
tomando cuidados para evitar procedimentos de limpeza e desinfeccdo que possam

irritar tetos ou mesmo utilizar desinfetantes que néo sejam eficientes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi descrever os achados clinicos da pseudovariola e o
diagndstico de surtos de doenca vesicular causados por parapoxvirus em rebanhos
bovinos no Brasil

3.2 Objetivos especificos

e Analisar fragmentos de tecidos das lesdes e crostas de bovino para o virus da
pseudovariola bovina por isolamento em cultivo celular, microscopia eletrdnica,
e PCR qualitativa;

e Analisar fragmentos de tecidos das lesfes e crostas para o virus vaccinia pelas
técnicas de isolamento em cultivo celular, microscopia eletronica e PCR
qualitativa;

e Avaliar a concordancia dos resultados entre os métodos.
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4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos realizados no presente projeto foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Biolégico (CETEA-IB), registrado sob
0 nimero do protocolo CETEA 66/08, aprovado em 22/08/2012 (ANEXO 1).

4.1 Origem das amostras

Foram recebidas no periodo de 2009 a 2014 no Laboratério de Viroses de
Bovideos do Instituto Biol6gico, 149 amostras de fragmento de tecidos e crostas, de
51 propriedades de criagdo de bovinos, que apresentavam animais com lesdes
compativeis de doenga vesicular, principalmente nos tetos, sendo que havia sido
descartada a possibilidade de febre aftosa ou estomatite vesicular no LANAGRO
Pedro Leopoldo, laboratério de referéncia nacional para doencas vesiculares.

4.2 Processamento das Amostras

Cada amostra (fragmento de tecidos, crostas e secrecdes) foi dividida em trés
fracdes, uma enviada para a andlise por ME, outra para PCR qualitativa e a terceira foi
submetida a maceracdo em solucao salina tamponada com fosfato (PBS) com 1% de
antibiético, com a finalidade de isolamento viral em cultivo celular. Esta foi mantida por
uma hora sob refrigeragdo de 2 a 8°C, para permitir a acdo antimicrobiana, e em
seguida congelada para lise celular e liberagédo do virus. O material foi descongelado e
submetido a centrifugacéo a 2.000 x g por 15 minutos a 5°C e o sobrenadante retirado

para ser inoculado na placas de isolamento viral.

4.3 Isolamento viral em cultura de células

Foram utilizadas placas para cultura de células de 24 cavidades contendo
monocamada de células da linhagem MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) e linhagem
VERO CCL 81 na concentracéo de 2x10° células/mL. Ap6s 24 horas de crescimento
celular o meio MEM foi retirado, a monocamada lavada e cada cavidade da placa foi
inoculada com 0,2 mL da suspensdo da amostra, previamente preparada (item 4.2.).
Ap6s uma hora de incubacdo, em incubadora de a 5% CO, e a 37°C o inoculo foi
descartado, a monocamada novamente lavada com meio MEM e, em seguida
adicionados 1mL do meio de manutencdo (meio MEM contendo 2% de soro fetal

bovino e 1% de solucdo de antibiéticos). A monocamada foi observada em
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microscopio oOptico invertido e monitorada diariamente por sete dias para visualizagéo
de efeito citopéatico (ECP). Este procedimento foi repetido por mais 05 vezes de sete
dias cada, sendo monitorados para a producao de efeito citopatico (ECP). O resultado
foi considerado negativo apos seis passagens sem a presencga de efeito citopatico. As
amostras que apresentaram EPC foram submetidas a microscopia eletrGnica e/ou

PCR para confirmacao do diagnaéstico.

4.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Amostras de tecido (item 4.2) e de isolados em cultivo celular (item 4.3) foram
submetidas & MET para identificacdo e confirmagdo do isolamento empregando a
técnica de contrastacdo negativa, segundo metodologia descrita por (BRENNER
HORNE, 1959; ALMEIDA, 1983; HAYAT; MILLER ,1990.)

As amostras de tecido foram suspensas em tampéo fosfato 0,1M e pH 7,0 e
colocadas em contato com grades metalicas, previamente cobertas com filme de
colédio e carbono. A seguir, as telas foram drenadas com papel filtro, contrastadas
negativamente com molibdato de aménio a 2% pH 5,0 e observadas ao microscépio
eletrénico de transmisséo Philips EM 208. As amostras isoladas de culturas celulares
foram processadas diretamente nas grades metalicas seguindo os demais passos no

papel filtro, contrastadas com o molibdato e observadas ao microscopio.

4.5 Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR)

4.5.1 Virus Padrao

Como padréo positivo de reagdo para Parapoxvirus, foi utilizado a estirpe
Pseudocowpox virus ATCC (VR- 634) e como controle negativo de reacéo foi utilizado

amostras de epitélio bovino sabidamente negativo para o Parapoxvirus.

4.5.2 Extragao do &cido nucleico

Extracdo de DNA viral foi realizada de acordo com o protocolo do Trizol
Reagent® (Invitrogen).
1) Misturou-se de 50 a 150mg do tecido com 800 yL de Trizol Reagent®
(Invitrogen) no cadinho e com auxilio tesoura e do pistilo procedeu-se a
maceracédo do tecido. Transferiu o conteddo para microtubo tipo Eppendorf

e completou-se o volume de Trizol® Reagent até 1 mL;
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2) incubou-se por 5 minutos em temperatura ambiente;

3) adicionou-se 200uL de cloroférmio e homogeneizou-se em vortex por 30
segundos; incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente;

4) centrifugou-se a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C; descartou-se a fase
aquosa com auxilio de uma micropipeta tomando cuidado para ndo pegar a
fase intermediéria;

5) acrescentou-se 300uL de etanol 100% para precipitacdo do DNA que foi
homogeneizado por inversdo; incubou-se a temperatura ambiente por 3
minutos;

6) centrifugou-se novamente a 12.000 x g por 5 minutos a 4°C para
precipitacdo do DNA e desprezou-se o sobrenadante;

7) acrescentou-se 1mL da solucdo de 0,1M Citrato de Sédio em 10% de
etanol (pH 8,5) ao pellet e homogeneizou por inversdo e incubou-se a
temperatura ambiente por 30 minutos;

8) centrifugou-se a 2.000 x g por 5 minutos e descartou-se o0 sobrenadante
cuidadosamente com ajuda de uma micropipeta;

9) procedeu-se uma nova lavagem com 0,1M de Citrato de Sodio em 10% de
etanol, conforme etapas 7 e 8;

10) adicionou-se 1 a 2 mL de etanol 75% e homogeneizou-se por inversao e
incubou se a temperatura ambiente por 20 minutos;

11) centrifugou-se 2.000 x g por 5 minutos 4°C e descartou-se o sobrenadante;

12) secou-se o pellet em temperatura ambiente;

13) ressuspendeu-se o DNA em 150uL de 8mM NaOH;

14) centrifugou-se a 4°C, 12.000 x g por 10 minutos para remover qualquer
substancia insoluvel;

15) o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5mL; ajustou-se o
pH para 7-8 com 50uL de tamp&o HEPES,;

16) Estocou-se o DNA extraido a -20°C até o uso.

4.5.3 Dosagem de &acido nucleico

A qualidade do DNA extraido foi avaliado por dosagem por espectrofotometria
(Biofotdmetro-Eppendorf®), sendo que para validacdo do procedimento a razao entre

as absorbancias 260/280 deve estar entre 1,8 e 2,0

4.5.4 Amplificac&o do acido nucleico

A Semi-nested PCR para identificacdo e caracterizacdo de Parapoxvirus foi
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realizada segundo INOSHIMA; MOROOKA; SENTSUI (2000) e para Orthopoxvirus
segundo Damaso et al. (2007).

A escolha dos iniciadores baseou-se na regido conservada do gene B2L para

Parapoxvirus que codificam proteinas altamente conservadas de todas as espécies do

género Parapoxvirus enquanto que para o género Orthopoxvirus foi utilizado a regido

que codifica o gene da hemaglutinina (Tabela 01).

Tabela 1. Relacdo dos iniciadores utilizados nas reacfes de Semi-Nested PCR para

Parapoxvirus.

_ _ Tamanho do _
Género Oligonucleotideo Sequéncia _ Referéncia
amplicon
PPP-1 5" GTC GTC CAC GAT GAG CAGCT ¥
594 pb
PPP-4 5 GCG AGT CCG AGAAGAATACG ¥ (12 amplificaciio) Inoshima,;
Parapoxvirus Morooka;
PPP-3 5 TAC GTG GGAAGC GCCTCGCT ¥ 235 pb Sentsui
PPP-4 5 GCG AGT CCG AGA AGA ATA CG 3’ | (2*amplificacao) (2000)
EACP 1 5 ATGACACGATTGCCAATACY 900 pb
Orthopoxis EACP 2 5 CTAGAC TTTGTT TTC TG 3 (1*amplificacdo) | - 1250 et
HA 80F 5 TAC GTG GGA AGC GCC TCG CT 3’ 846 pb al. (2007)
EACP 2 5 CTAGAC TTTGTTTTC TG 3 (2* amplificado)
Para amplificacdo do DNA viral as amostras extraidas foram preparadas
conforme a tabela abaixo:
Tabela 2. Reagentes de amplificacdo Semi-Nested PCR de Parapoxvirus e
Orthopoxvirus.
12 amplificagdo 22 amplificacéo
Reagentes Volume pL Reagentes Volume pL
Nuclease free Water 5 Nuclease free Water 8
Primer sense 10 pmol/pL 1,25 Primer sense 10 pmol/pL 1,25
Primer anti-sense 10 pmol/pL 1,25 Primer anti-sense10 pmol/pL 1,25
PCR Master Mix 12,5 PCR Master Mix 12,5
DNA (100 ng) 5L DNA 2 uL
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As amplificacdes foram realizadas no termociclador, modelo Mastercycler
Gradient Eppendorf®. No Quadro 1 estdo representados os ciclos de amplificacdo
usados para o0 gene B2L do Parapoxvirus e do gene da hemaglutinina do
Orthopoxvirus.

Quadro 1- Ciclo de amplificagdo da Semi-Nested PCR para Parapoxvirus e

Orthopoxvirus.

Género Parapoxvirus Género Orthopoxvirus

12 e 28 Amplificagcéo

Desnaturacdao inicial

94°C por 5 minutos

Desnaturagao 94°C por 1 minuto 12 e 22 Amplificacéo
Anelamento 50°C por 1 minuto 05 Ciclos

Extenséo 72°C por 1 minuto

Desnaturagao inicial |  -------- 95°C por 5 minutos
Desnaturacao 94°C 1 por 1 minuto 95°C 1 por 1 minuto
Anelamento 55°C por 1 minuto 2> 55°C por 1 minuto

Extenséao 72°C por 1 minuto CICLoS 72°C por 1 minuto

Extensao final 72°C por 5 minutos 72°C por 5 minutos
Resfriamento 4°C infinito 4°C infinito

4.5.5 Eletroforese em gel de agarose

A visualizagdo do produto amplificado foi realizada por meio da técnica de
eletroforese em cuba horizontal com tampéo de corrida TBE 1X (Tris- Borato-EDTA).
Os produtos das reacdes foram fracionados em gel de agarose 1,5% a uma voltagem
constante de 100 V, por 60 minutos. Os amplicons foram evidenciados apds coloracao
com Gel Red (Uniscience®, Brasil) diluido (1:150) em Nuclease free water e a
visualizacdo foi feita no transluminador sob luz ultravioleta (320nm). O tamanho dos
fragmentos de DNA foi comparado com um padrdo molecular apresentando
incrementos de 100 pb (DNA ladder de 100 pb — Invitrogen®)
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5. RESULTADOS

Os 51 (149 bovinos analisados) rebanhos deste estudo eram formados
principalmente por bovinos de leite e de duplo propésito, apenas um era de corte,
originarios de 10 estados brasileiros: Minas Gerais (34), Sdo Paulo (2), Para (2),
Maranh&o (2), Rondbnia (1), Parana (2), Goias (3), Santa Catarina (1), Tocantins (1) e
Mato Grosso (3). O estado com maior numero de propriedades estudadas foi Minas
Gerais, sendo que os demais Estados o nimero de propriedades variou de 1 a 3.

A descricdo das propriedades, lesbes, numero e idade de animais afetados,
curso clinico foram extraidas do formulario de investigacdo de doencga vesicular
(FORM-IN). Foi considerada propriedade positiva quando pelo menos um animal em
cada uma das 51 apresentou lesdes nos tetos ou na regidao nasolabial e cujo agente

etioldgico foi identificado.

5.1 Isolamento em cultura de células

Para o isolamento viral foram utilizadas linhagens de células VERO e MDBK a
fim de avaliar a sensibilidade e susceptibilidade dessas linhagens ao virus bem como
0 nimero de passagens para se obter o isolamento. Foram consideradas negativas,
as amostras que foram submetidas até a 62 passagem em célula.

Das 51 propriedades analisadas, 72,5% (37/51) foram positivas no isolamento
viral em células VERO apresentando efeito citopatico caracteristico de Orthopoxvirus,
identificado como vaccinia virus pela semi nested PCR. Nesta linhagem, o ECP foi
observado em 48 horas pés-inoculagdo, na primeira passagem, caracterizado pela
presenca de células aglomeradas, formando sincicios que apresentavam, nessa
etapa, um nuamero maior de nulcleos, além da presenca de células agrupadas,
sugerindo a presencga do virus (figura 4).

Paralelamente as mesmas amostras foram inoculadas em células MDBK para
avaliar a sensibilidade do virus vaccinia e pseudocowpox nesta linhagem. Foi isolado
o0 vaccinia virus em 76,5% (39/51) das propriedades. Ressalta-se que o isolamento de
vaccinia nesta linhagem ocorreu entre a 32 e 5% passagem. Sugerindo a
suscetibilidade deste virus em MDBK contudo, apresenta menor sensibilidade, pois

requer muitas passagens quando comparado com a VERO.
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Com relagdo ao virus pseudocowpox, 7,84% (4/51) amostras foram isoladas na
MDBK apresentando formacao de sincicios e células arredondadas e refringentes,
efeito caracteristico de Parapoxvirus e identificado como pseudocowpox virus pela
semi nested PCR. O isolamento foi obtido em duas amostras na terceira passagem e
nas outras duas, na quarta e quinta passagem, demonstrando baixa sensibilidade, e
reforcando a dificuldade de isolamento deste agente. Salienta-se que na linhagem
VERO nédo foi possivel o isolamento deste virus, demonstrando nenhuma

suscetibilidade (Figura 5).

Figura 4. Isolamento de Orthopoxvirus em cultivo celular. A: Controle negativo de
células da linhagem VERO 20X; B: Efeito citopatico de Orthopoxvirus em célula Vero
20X. Séao Paulo SP-2015

~
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" souza, 2015 E B0 souza, 2015

Figura 5. Isolamento de Parapoxvirus em cultivo celular. A: Controle negativo de
células da linhagem MDBK 40X; B: Efeito citopatico de Parapoxvirus em célula MDBK
40X Séo Paulo SP-2015
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5.2 Semi nested PCR

A semi nested PCR para identificacdo do pseudocowpox virus foi realizada a
partir das amostras originais (fragmentos de tecido e crostas) bem como dos isolados
em células MDBK (Figura 6). Das amostras originais apenas uma foi positiva 1,96%
(1/51) para o Parapoxvirus pela semi-nested PCR, com a visualiza¢gdo de uma banda
na altura de aproximadamente 235pb. Entretanto, quando analisou-se pela semi-
nested PCR as quatro amostras com ECP caracteristico de Parapoxvirus na célula
MDBK, confirmou-se a positividade destas. Neste caso provavelmente a carga viral ha
amostra original estava abaixo do limiar de detec¢do da prova. Com as passagens em

MDBK foi possivel amplificar e identificar o virus, aumentando a sensibilidade

diagndstica em 3 vezes.

12, Amplificagdo = 594pb

22, Amplificagdo = 235pb
com banda inespecifica
abaixo

Figura 6- Deteccao de Parapoxvirus em amostras de epitélio pela PCR.
Legenda: Canaleta 1 Marcador de 100 pb; Canaletas 3, 6,7,8 amostras positivas;

canaleta 2, 4 e 5 amostras negativas, canaleta 6 controle positivo.
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Das amostras submetidas a semi-nested PCR para pesquisa Orthopoxvirus,
64,7% (33/51) amostras foram positivas nas amostras originais, na altura de 846 pb.

846 pb —>

Figura 7- Deteccao de Orthopoxvirus em amostras de epitélio pela PCR
Legenda: Canaleta 1 a 4 amostras isoladas; canaleta 5 controle negativo,
canaleta 6 controle positivo.
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5.3 Microscopias Eletrénica de Transmissao (MET)

Das 13 propriedades analisadas apenas uma propriedade foi considerada
positiva para Parapoxvirus, sendo observadas particulas virais com morfologia
semelhante a poxvirus caracteristicas do género Parapoxvirus, de formato ovoide e
estrutura helicoidal, envelopadas, medindo cerca de 260 x 160nm de diametro
(Figura 8). Nesta mesma propriedade também foi identificada a presenca do

Orthopoxvirus.

Souza, 2015

Figura 8 - Foto de um isolado de Parapoxvirus. MET
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Em contrapartida das 13 propriedades analisadas, 12 apresentaram particulas
com morfologia semelhante & poxvirus caracteristicas do género Orthopoxvirus, com
forma tipica de “ladrilno” e disposig¢ao irregular dos tubulos sobre a membrana externa,

algumas envelopadas medindo entre 250 X 300 nm de diametro (Figura 9).

Souza, 2015

AR,

Figura 9 - Foto de um isolado de Orthopoxvirus. MET
5.4 Concordéancias entre os Métodos

Para avaliar a concordancia entre os isolamentos em células, VERO e MDBK,
com os resultados da semi nested PCR de Orthopoxvirus e Parapoxvirus adotou-se o
indice kappa, com valor de p < 0,001 e intervalo de confianca de 95%, conforme

resultado apresentado na tabela 3.

Os graus de concordancia estédo representados abaixo:

Valores de Kappa Interpretacéo
0-0.19 Discordante
0.20-0.39 Concordancia aceitavel
0.40-0.59 Concordancia moderada
0.60-0.79 Concordancia substancial
0.80-1.00 Concordancia excelente

Fonte: Landis JR, Koch GG. (1977)
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Tabela 3 — Concordancia entre os métodos de isolamento viral e semi nested PCR

para o diagnéstico de Parapoxvirus e Orthopoxvirus. Sdo Paulo, 2015.

Categorias indice kappa Interpretacéao

Isolamento em célula VERO x o _

) ) 0.638 Concordancia Substancial
semi nested de Orthopoxvirus
Isolamento em célula MDBK x o -

_ _ 0.325 Concordancia aceitavel
semi nested de Orthopoxvirus
Isolamento em célula VERO x
Isolamento em célula MDBK x 0.381 Concordancia aceitavel
semi nested de Orthopoxvirus
Isolamento em célula MDBK x .

_ _ 0.04 Discordante
semi nested de Parapoxvirus

A analise estatistica mostrou que para o diagnéstico de Orthopoxvirus podem
ser aplicados os métodos de isolamento viral, sendo que a linhagem mais indicada é a
VERO, considerando que obteve-se isolamento na primeira passagem por volta de 48
horas. Na linhagem MDBK isolou-se o vaccinia virus nas mesmas amostras que na
VERO, contudo este isolamento sé foi possivel apds sucessivas passagens (42 ou 52
passagem), demonstrando menor sensibilidade diagnéstica. Quando comparado o
isolamento de vaccinia em VERO com a semi nested PCR da amostra original,
observou-se concordancia substancial, recomendando-se na rotina diagnéstica esta
linhagem e a utilizagdo do método molecular por ser mais rapido e preciso.

Quando associou trés variaveis (isolamento em células VERO, MDBK e semi
nested PCR para Orthopoxvirus) verificou-se concordéncia aceitavel, demonstrando
que esses métodos sdo recomendados para o diagnéstico de Orthopoxvirus.

A concordancia nos resultados de Parapoxvirus entre o isolamento em células
MDBK e a semi nested do material original foi considerada fraca.

A concordancia entre o isolamento viral, semi nested PCR e microscopia
eletrénica ndo foi realizada, pois, apenas 13 propriedades foram analisadas por essa

técnica.
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6. DISCUSSAO

A doenca exantematica no Brasil é causada principalmente pelo virus vaccinia,
entretanto, pseudocowpoxvirus e o virus da estomatite papular bovina também tem
sido relatadas. O quadro clinico de doenca emergente causada por poxvirus €
caracterizado por exantema localizado, incluindo méculas que progridem para papulas
nas tetas e Uberes, formando vesiculas e, posteriormente, pustulas que secam,
originando crostas, que caem em aproximadamente trés semanas deixando uma
cicatriz (SCHATZMAYR et al., 2000; ABRAHAO et al., 2010; CARGNELUTTI et al.,
2014).

De acordo com as informagdes obtidas do formulario de encaminhamento de
doenca vesicular (FORM-IN) as lesdes iniciaram como méculas e papulas, que
evoluiram para vesiculas, Ulceras e, em alguns casos, para crostas corroborando com
os dados da literatura. Também verificou-se que a doenca foi diagnosticada,
principalmente, em propriedades n&o tecnificadas e de atividade leiteira ou mista, o
que corrobora com os descritos na literatura (LOBATO et al., 2002; MEGID et al.,
2008). Nem todos os formularios indicavam casos de humano envolvidos.

As lesdes causadas tanto pelo virus vaccinia como pelo pseudocowpoxvirus e
virus da estomatite papular bovina s&o indistinguiveis clinicamente, e cursam com
lesbes vesiculo-pustulares que, eventualmente, evoluem para crostas, geralmente nos
tetos, focinho e cavidade oral de bovinos (SCHATZMAYR et al., 2000; BUTTNER,;
RZIHA, 2002; FLEMMING; MERCER, 2007). Em ambos os casos, pode haver a
contaminacédo do bezerro ou dos tetos das vacas durante a amamentagéo (BUTTNER;
RZIHA, 2002). A sensibilidade ao toque devido as lesBes dificulta a ordenha e
predispbe a infec¢bes secundarias, como mastites acarretando mais prejuizo ao
produtor.

Os Orthopoxvirus e Parapoxvirus sdo epitéliotropicos, portanto, ha grande
quantidade de particulas virais nesse tipo de material (MOUSSATCHE; DAMASO;
MCFADDEN, 2008), de modo a garantir sucesso na identificagdo do agente envolvido,
fato demonstrado nesta pesquisa.

No presente estudo foram utilizadas duas linhagens de células, VERO (rim de
macaco) e MDBK (rim do bovino) a fim de avaliar a sensibilidade dessas linhagens
frente aos Orthopoxvirus e Parapoxvirus, bem como o tempo para obtencdo do
isolamento. A maioria dos relatos descritos na literatura descreve a linhagem de
células VERO, mais sensivel as estirpes virais de Orthopoxvirus, enquanto que para

isolamento dos Parapoxvirus recomenda-se a MDBK. Das 51 propriedades estudadas,
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34 tiveram isolamento positivo em ambas as linhagens, entretanto, foram necessarias
mais passagens para se isolar os Orthopoxvirus em células MDBK. Esse resultado
demonstra que a Vero é a linhagem celular de eleicdo para isolamento de
Orthopoxvirus, contudo € possivel o isolamento em MDBK, em média na quarta e
quinta passagens. Este resultado demonstrou que os Orthopoxvirus podem se adaptar
nas células MDBK e o resultado do isolamento se assemelha ao obtido em células
Vero.

Por outro lado, nos casos de Parapoxvirus, o isolamento em células MDBK
mostrou-se dificil, uma vez que, esse virus foi detectado a partir da terceira passagem,
0 que corrobora com Blut (2010) que sugeriu, mais do que, trés passagens em célula
para amostras suspeitas de poxvirus. Carneglutti et al. (2014) ndo obtiveram sucesso
no isolamento de Parapoxvirus em célula MDBK, pois as amostras foram submetidas
até a terceira passagem.

Foi possivel concluir o diagndstico etiolégico dos animais com lesdes em
64,7% (33/51). Em 18 propriedades néo foi detectada a presenca do virus vaccinia e
pseudocowpox. Destas foi observado ECP em amostras de 14 propriedades, contudo
nado foi possivel identificar o agente. Este fato reforca a necessidade de realizar o
diferencial para outras enfermidades confundiveis, como mamilite herpética bovina,
IBR/IPV, BVDV, outros poxvirus, dentre outros agentes, este ser rapido e em tempo
oportuno, para evitar as consequéncias de medidas restritivas, e também, para
planejar estratégias de combate a essas infeccbes (Apéndicel). Esses dados
evidenciam a necessidade de aperfeicoar os métodos de andlise a fim de torna-los
cada vez mais sensiveis e precisos. Cada vez mais com 0 avan¢o no programa de
erradicacdo da febre aftosa, a importancia em se estabelecer um sistema de vigilancia
de enfermidades confundiveis € primordial. O diagnostico etiolégico de doencas
vesiculares similares as parapoxviroses nem sempre € realizado, dificultando o
conhecimento acerca dos virus que circulam em determinadas regifes do pais
(SCHATZMAYR et al., 2000). Embora as lesbes causadas pelo PCPV e BPSV sejam
confundiveis com febre aftosa, estomatite vesicular e vaccinia bovina (RIET-CORREA
et al.,, 1996; SANT’ANA et al., 2012), pouca importancia tem sido dada a esses
agentes.

Em uma propriedade do estado do Parand (TA 2099/13 — Apendice 1)
observou-se a presenca dos dois virus (Orthopoxvirus e Parapoxvirus) mostrando a
coinfeccdo, confirmada pela semi nested PCR especifica e microscopia eletrénica.
Resultado similar foi descrito por Abrah&o et al. (2010) em uma propriedade do estado
de Minas Gerais, que confirmou a presenca de duas estirpes no mesmo rebanho.

Entretanto ha necessidade de se avaliar a coinfeccdo com cautela, pois INOSHIMA;
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MOROOKA; SENTSUI (2000) relataram que os iniciadores utilizados na semi nested
PCR de Parapoxvirus apresenta cerca de 40% de identidade com o virus vaccinia e,
considerando que o Brasil € endémico para essa estirpe, os resultados devem ser
avaliados cuidadosamente. No presente estudo, a microscopia eletronica foi
fundamental para confirmar a presenca das duas estirpes na propriedade do estado do
Parana, o que demonstra a importancia da associacdo de métodos diagnésticos para
confirmacdo dos casos de poxvirus, conforme ja relatado por Simonetti (2007) e
Okuda (2013).

A microscopia eletrbnica € uma metodologia util para complementar,
juntamente com os resultados de outros testes diagndsticos, achados clinicos e
epidemioldgicos, o diagnéstico de doengas vesiculares, por diferenciar os géneros
Orthopoxvirus de Parapoxvirus. Schatzmayr et al. (2000) por meio de microscopia
eletrbnica confirmaram a presenca de Parapoxvirus a partir de lesdes espalhadas por
diferentes partes do corpo em trabalhadores que tiveram contato com lesdes leiteiras,
no municipio de Pirai, Rio de Janeiro. No presente estudo, 14 amostras foram
confirmadas por ME sendo que uma delas foi identificada a presenca de particulas
virais de Orthopoxvirus e Parapoxvirus. A identificagdo concomitante de dois diferentes
géneros de poxvirus ja foi relatada em rebanhos bovinos (TRINDADE et al., 2006)
infectados pelo VACV, e em bovinos com lesdes nos tetos decorrentes da coinfecgéo
por VACV e ORFV (SANT’ANA et al., 2013). A origem e o significado dessas
coinfecgdes na patogenia das doengas ainda ndo estdo esclarecidos, embora se
acredite que a infeccao associada com multiplos virus possa resultar em les6es mais
severas e de aspecto inflamatério mais pronunciado (ABRAHAO et al., 2010;
CAMPOS et al., 2011).

Na reacdo de Semi-nested PCR foram observadas algumas bandas
inespecificas no gel de agarose (Figura 6). Apesar de novos testes terem sido
realizados como otimizar a temperatura de anelamento por gradiente, as bandas
inespecificas ndo puderam ser eliminadas, acreditamos que isso decorre da presenca
de residuos da extracdo. O aumento da temperatura de anelamento diminuiu a
sensibilidade do teste, o que vai contra as necessidades para identificacdo etiolégica
desses importantes agentes, porém novos testes ainda devem ser realizados.

No presente estudo, os casos diagnosticados de Parapoxvirus demonstram a
presenca do virus nos rebanhos dos estados de Minas Gerais, Parana e Maranhdo.
Schmatzayr et al. (2000) ja relataram a presenca desse agente no estado do Rio de
Janeiro e ao longo dos anos, esse virus foi sendo subnotificado, pois somente a partir
de 2010 por Abrahdo et al é que os relatos sobre pseudovariola foram intensificados.

Cargnelutti et al. (2012) detectaram a presenca desse virus em fazendas do Rio
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Grande do Sul, bem como em 2014 no estado de Rondbnia mostrando a
disseminacdo desse agente para outros estados brasileiros. O diagndstico etiolégico
de doencas vesiculares similares as parapoxviroses nem sempre € realizado,
dificultando o conhecimento acerca dos virus que circulam em determinadas regides
do pais. Esses resultados demonstram a necessidade de pesquisar maior abrangéncia
de agentes causadores de doencas vesiculares. As lesdes de pseudovariola podem
ser confundidas com febre aftosa, estomatite vesicular e vaccinia bovina, por esse
motivo o diagnostico diferencial deve contemplar andlise para esse agente (LOBATO
et al., 2002; TRINDADE et al., 2003; DAMASO et al., 2007, MADUREIRA, 2009;
ABRAHAO et al., 2010; OKUDA, 2013).

A concordancia entre os métodos de isolamento viral em cultivo de células e a
semi nested PCR para Orthopoxvirus foi de aceitavel a substancial sendo portanto
recomendado a utilizagdo desses dois métodos para o diagnoéstico de Orthopoxvirus.
N&o houve diferencga se forem analisadas duas ou trés variaveis (Tabela 03).

Entretanto a correlagdo entre células MDBK e semi nested PCR de
Parapoxvirus foi considerada fraca, isso decorre da dificuldade de isolamento em
cultivo celular dos Parapoxvirus em células MDBK.

Os resultados obtidos na amostragem disponivel revelam a presenca da
pseudovariola no Brasil, embora em baixa frequéncia, quando comparado com o0s
casos de vaccinia. Ressalta-se a importancia em se aprofundar os estudos sobre essa
doenca, que acomete ndo somente 0s animais bem como os humanos e acarreta
prejuizos econdmicos e sociais bem como sua inclusdo na lista de diagndéstico

diferencial de doencas vesiculares.

A confirmacdo do agente infeccioso envolvido em tempo oportuno é primordial
para evitar os prejuizos a sociedade decorrente de interdicbes de propriedades e
outros custos envolvidos na gestédo dos focos.
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7. CONCLUSOES

e A principal causa de doencga exantematica nos rebanhos bovinos brasileiros
€ 0 virus vaccinia demonstrando que € endémica no pais;

e Evidenciou-se que a pseudovariola estd presente nos rebanhos bovinos
brasileiros, impactando a saude publica, com envolvimento principalmente
dos ordenhadores e saude animal. Considera-se que maior atencdo deve
ser dada aos casos desta zoonose, a qual se apresenta como uma doenca
vesicular/pustular aguda, no sentido de seu correto diagndstico e
estabelecer estratégias de contencao da doenca.

e A associacdo de métodos diagnosticos foi fundamental para confirmagéo
dos casos suspeitos de Parapoxvirus, Orthopoxvirus e co-infeccdo no

mesmo rebanho;

e Para conter a doenca é necessario que os profissionais que atendem os
animais, orientem o0s pecuaristas e trabalhadores sobre as medidas
higiénico-sanitarias para conter a doenca.

e E necesséario que este agente infeccioso seja incluido na lista de
diagndstico diferencial de doencas vesiculares e a confirmacdo do agente
causador informada em tempo oportuno para evitar os prejuizos a sociedade
decorrente de interdicbes de propriedades e outros custos na gestdo dos
focos.
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Apendice 1. Dados das propriedades extraidos do formulario FORM-IN, segundo o municipio, Estado, dados zootécnicos. Sdo Paulo, 2015.

N° DE AMOSTRAS

TIPO DE

ISOLAMENTO VIRAL

PCR DA CROSTA

PCR DO ISOLADO

TA PROP'T?(I)II;DADE MUNICIPIO ESTADO AMOSTRAS VERO MDBK ECP (MDBK) Orthopoxvirus | Parapoxvirus Parapoxvirus
135/14 10 Trombas MG Epitélio Positivo Positivo 42 Positivo Negativo Negativo
253/14 4 Itauna MG Crosta Positivo Positivo 52 Positivo Negativo Negativo
844/15 6 Vianépolis MG Crosta Positivo Positivo 42 Positivo Negativo Negativo
953/13 1 Caiapoiania GO Crosta Positivo Positivo 42 Positivo Negativo Negativo
1281/13 5 Santana do Garambeu MG Crosta Positivo Positivo 42 Positivo Negativo Negativo
1482/13 1 Conceigdo da Barra MG Crosta Positivo Positivo 42 Positivo Negativo Negativo
1541/13 1 Conceigdo da Barra MG Crosta Positivo Positivo 42 Negativo Negativo Negativo
1910/13 6 Sé&o Francisco de Sales MG Crosta Positivo Positivo 52 Negativo Negativo Positivo

2099/13 1 lvapora PR Crosta Positivo Positivo 42 Positivo Positivo Positivo
2123/13 1 Cachoeira de Minas MG Crosta Positivo Positivo 42 Positivo Negativo Negativo
2253/13 1 Sé&o Joad do Araguaia PA Crosta Positivo Positivo 52 Positivo Negativo Negativo
S&o Domingos do

2268/13 1 Araguaia PA Crosta Positivo Positivo 52 Positivo Negativo Negativo
2476/13 1 Conquista do O'este MT Crosta Negativo Positivo 52 Negativo Negativo Negativo
1564/12 1 Capelinha MG Crosta Negativo Positivo 42 Negativo Negativo Negativo
2440/12 3 Areado MG Crosta Positivo Positivo 42 Negativo Negativo Negativo
2442]12 3 Xambioa TO Crosta Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
007/11 4 Uberaba MG Epitélio Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
236/11 3 Vargem Bonita MG Epitélio Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
1041/11 5 Jesupolis GO Crosta Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
1163/11 3 Pontalina GO Crosta Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
1474/11 6 Conselheiro Lafaiete MG Suabe Positivo Positivo 32 Positivo Negativo Negativo
1774/11 3 Serro MG Crosta Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
2016/11 3 Uberaba MG Crosta Positivo Positivo 32 Positivo Negativo Negativo
2782/11 4 Mariana MG Crosta Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

58/10 5 Monte Carmelo SP Epitélio Positivo Positivo 32 Positivo Negativo Negativo
142/10 5 Pedrinépolis MG Crosta Negativo Positivo 32 Positivo Negativo Negativo
273/10 1 Aurora SC Crosta Negativo Negativo 32 Negativo Negativo Negativo
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N° DE AMOSTRAS TIPO DE ISOLAMENTO VIRAL PCR DA CROSTA PCR DO ISOLADO
TA PROP'T??SDADE MUNICIPIO ESTADO AMOSTRAS VERO MDBK ECP (MDBK) Orthopoxvirus | Parapoxvirus Parapoxvirus
346/10 1 Sao Francisco do Brejdo MG Epitélio Negativo Positivo 32 Negativo Negativo Negativo
466/10 5 Verissimo MG Crosta Negativo Positivo 32 Negativo Negativo Negativo
626/10 3 Acailandia MA Epitélio Negativo Positivo 3? Negativo Negativo Positivo
627/10 2 Tasso Fragosso MG Epitélio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
721/10 5 Divina Pastora MA Epitélio Negativo Positivo 3? Positivo Negativo Negativo
803/10 1 Castanheira MT Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
984/10 1 Lagoa Formosa MG Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
Santo Antonio do
1031/10 Aracangua SP Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1141/10 5 Iltamarandiba MG Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1219/10 2 Tapira MG Crosta Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
Epitéliio e
1318/10 4 Varjéo MG Crosta Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1339/10 2 Vigosa MG Crosta Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1380/10 1 Tombos MG Crosta Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1421/10 3 Medeiros MG Vesicula Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1452/10 1 S&o Roque de Minas MG Epitélio Positivo Positivo 22 Negativo Negativo Positivo
1453/10 2 Vargem Bonita MG Crosta Positivo Positivo 22 Negativo Negativo Negativo
113/09 1 Pontes e Lacerda MT Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
260/09 4 Andradas MG Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
262/09 3 Paraiso6polis MG Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
457/09 1 Bacabal MG Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
705/09 1 Curitiba PR Crosta Positivo Positivo 28 Positivo Negativo Negativo
853/09 3 Belo Horizonte MG Epitélio Negativo Positivo 22 Negativo Negativo Negativo
1104/09 4 Jodo Pinheiro MG Epitélio Negativo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
1603/09 4 Ji-Parana RO Epitélio Positivo Positivo 22 Positivo Negativo Negativo
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ANEXO.

Anexo1l- ifi issa “ti [
Certificado da Comissao de Etica na Experimentacdo Animal (CETEA) numero 66/08, aprovado em 22/08/2012

ASECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAQ DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL — CETEA-IB

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 66/08 sobre o Projeto: “Diagnéstico laboratorial de Variola Bovina em
amostras provenientes de animais suspeitos, encaminhadas ao servigo de rotina diagnéstica do LVB do Instituto
Biolégico/APTA”, sob a responsabilidade de Edviges Maristela Pituco, estda de acordo com Os principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio / Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (SBCAL/COBEA).

Protocolo inicialmente aprovado pela CETEA-IB em 25 de julho de 2008, renovado em 28 de julho de 2010 e 22
de agosto de 2012.

S30 Paulo, 22 de agosto de 2012.

Ricardo /éﬁczgyna Jordéao

Coordenador da CETEA-IB
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