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Infeccoes humanas causadas por poxvirus relacionados
ao virus vaccinia no Brasil

Human infections caused by vaccinia-like poxviruses in Brazil
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Débora Ferreira Barreto!, Valéria Holmo Batista’, Manuel Enderson Vieira Silva’,
Luis Armando Calvao Brust?e Ortrud Monika Barth!

RESUMO

A partir de 1999, infeccdes humanas por Orthopoxvirus vem sendo observadas em pelo menos oito estados no pais, com a formacio de vesiculas as
quais evoluem para pustulas e crostas, principalmente nos membros superiores e face, apés contacto com bovinos apresentando lesoes semelhantes no
tibere. Alem das lesoes na pele, foram descritas nos pacientes reacoes ganglionares axilares por vezes dolorosas, febre, cefaléia, fadiga, desidratagio,
anorexia, sudorese, artralgia e mialgia, evoluindo o quadro por trés a quatro semanas. Lesdo vulvar bem como transmissao intrafamiliar foram igualmente
descritas. Estudos moleculares demonstraram que os poxvirus identificados sdo geneticamente relacionados a amostras do virus vaccinia utilizadas no
passado, nas campanhas de vacinago. Especimens clinicos de 80 infeccdes humanas foram estudados no laboratério e a infeccdo por orthopoxvirus
confirmada em 68 casos. Sdo apresentadas lesdes observadas em pacientes bem como discutidas as implicagdes desta zoonose no Brasil.
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ABSTRACT

Since 1999, human infection caused by Orthopoxvirus has been observed in at least eight Brazilian states, with the presence of vesicles that evolve to pustules
and crusts, especially on the hands, arms and face, after contact with cows showing comparable lesions on the udder. In addition to the skin lesions, there
have been descriptions of patients with axillary ganglionic reactions that are sometimes painful, along with fever, headache, fatigue, dehydration, anorexia,
sudoresis, arthralgia and muscle pain. The condition evolves over a three to four-week period. Vulvar lesions and transmission within families have also
been described. Molecular studies have shown that the poxviruses identified are genetically related to vaccinia virus samples that were used in vaccination
campaigns in the past. Clinical specimens from 80 human infections were studied in the laboratory, and orthopoxvirus infections were confirmed in 68
cases. The lesions observed in these patients are presented and the implications of this zoonosis in Brazil are discussed.
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A familia Poxviridae infecta tanto vertebrados como No Brasil, as campanhas de vacinacio foram realizadas nas

invertebrados sendo o género Orthopoxvirus o mais importante
do ponto de vista da infeccio em humanos'®. Este género inclui o
virus da variola, erradicado desde 1977, o virus vaccinia, usado na
produgdo de vacinas, o monkeypox, virus de origem africana e que
foi introduzido nos Estados Unidos pela importacdo de animais de
estimacao’ e o cowpox, virus que circula em roedores na Europa
e Oriente Médio, vindo a infectar felinos e, eventualmente, o
homem. O género causa doenca vesicular aguda, com diferentes
graus de gravidade para o hospedeiro.
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zonas rurais por equipes que se deslocavam de uma propriedade
a outra, manipulando os frascos contendo a vacina viva com o
virus vaccinia em altos titulos, sendo comum a nio eliminago
adequada dos materiais residuais, contendo restos do imunizante.
Admite-se que estes procedimentos permitiram a implantacio de
amostras do virus vaccinia em ciclos naturais, pela infecco de
animais reservatorios, como roedores silvestres, vindo a atingir
posteriormente bovinos e pessoas que manejam estes animais. Um
laboratdrio para o estudo destas infec¢des foi montado no Instituto
Oswaldo Cruz, descrevendo-se neste artigo a experiéncia obtida
no estudo de casos humanos a0 longo dos tltimos 10 anos.

MATERIAL E METODOS

Pacientes estudados. Espécimens clinicos, compreendendo
liquidos de vesiculas/pustulas, crostas e amostras de soro, foram
recebidos de 80 pacientes, origindrios dos Estados do Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso, Sdo Paulo e
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Mato Grosso do Sul. Os materiais foram encaminhados através
de autoridades de satide municipais ou estaduais ou diretamente
dos médicos assistentes. Uma descri¢do clinica, embora por vezes
bastante sumdria, foi recebida da maioria dos pacientes, tendo
sido fotografadas as lesdes de alguns casos que formalmente
consentiram no procedimento. A Comissio de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Fundacio Oswaldo Cruz aprovou o manejo
dos especimens destes casos no Laboratério de Morfologia e
Morfogénese Viral do Instituto Oswaldo Cruz.

Microscopia eletronica. Suspensoes dos fluidos vesiculares,
pustulares e de macerados de crostas foram contrastadas* com
dcido fosfotiingstico a 1% em dgua destilada e observadas em
microscdpio eletrdnico Zeiss modelo EM-900, para a visualizacio
de particulas de poxvirus.

Reaciio em cadeia da polimerase. Utilizou-se o par de
primers HAOUTR e HAOUTF, amplificando-se um fragmento com
cerca de 1.171 pares de base do gene da hemaglutinina. Aplicou-
se o kit comercial de Reaco em cadeia da polimerase master
MIX (Promega Corporation), com 25 pmol de cada primer, 5pl
da amostra e volume final de 100pl. O material foi amplificado
em termo-ciclador (PTC 100 programable Thermal Controler-MJR
Research) utilizando-se a seguinte ciclagem: um ciclo prévio de
95°C - 3 min, 4°C - 10 min, 35 ciclos de 94°C - 1 min. 50°C -
1 min, 72°C - 1 min e 30 segundos, seguidos de uma extensio
de 72°C por 7 minutos. Como controle negativo, incluiu-se dgua
mQ e como controle positivo foi utilizado uma amostra do virus
vacinal amostra Wyeth. O material amplificado foi submetido a
gel de eletroforese em agarose a 1,5%, corado com brometo de
etidio e visualizado em transiluminador, através da incidéncia de
luz ultravioleta (Figura 1).

Isolamento de virus. Os espécimens de liquidos vesiculares/
pustulares e macerados de crostas foram tratados com antibi6ticos
e inoculados em uma linhagem de células Vero. Os casos
apresentando efeito sobre as células foram confirmados por
microscopia eletronica e reacio molecular (PCR).

Determinacdo de anticorpos. Utilizou-se uma reacio de
redugdo de 50% de placas, sendo 100yl dos soros diluidos de
1/10 2 1/1.280, misturados com 100pl de uma suspensao de virus
da amostra Cantagalo/I0C, isolado de um caso clinico naquele
municipio do Estado do Rio de Janeiro em 1999. Apds incubagio
por uma hora a 37°C, a mistura soro-virus foi distribuida em
microplacas de fundo chato, adicionando-se uma suspensio de
células Vero e incubando-se por 48 horas a 37°C. As placas foram
coradas com cristal violeta e formol e foi realizada a contagem
das placas formadas, registrando-se como o titulo dos anticorpos
a menor diluicio de soro capaz de reduzir 50% do niimero de
placas do controle de virus, incluido no teste.

RESULTADOS

Dos 80 pacientes estudados, foram recebidas 19 amostras
de liquido vesicular/pustular, 13 crostas e 77 amostras de soro,
sendo 10 delas pareadas, incluindo uma amostra da fase aguda
e outra da fase convalescente.

FIGURA 1

Reacdo de PCR: 1. Marcador de peso molecular. 2. Crosta macerada. 3. Liquido
vesicular. 4. Crosta macerada negativa. 5. Virus vaccinia amostra Wyeth. 6. H,0.

Um total de 68 (85%) casos foi confirmado como uma
infeccdo por orthopoxvirus através das técnicas laboratoriais
acima descritas, tendo sido isoladas 21 amostras de virus. Nos
espécimens obtidos de lesdes de pele, a reacio de PCR e o
isolamento viral apresentaram sensibilidades compariveis.

Em relagdo as amostras de soro, foi possivel determinar
anticorpos para orthopoxvirus em 49 delas, com titulos iguais ou
superiores a 1/20. Ndo se pode eliminar a possibilidade de que
alguns destes casos possuiam anticorpos residuais das campanhas
de vacinagdo, realizadas na década de 1960. Embora o dado sobre a
idade dos pacientes nao seja disponivel para a quase totalidade dos
casos, pela experiéncia obtida no campo na investigacio de casos
no Estado do Rio de Janeiro, tratava-se de populacbes jovens, com
idade inferior a 40 anos, na grande maioria dos casos.

Amicroscopia eletronica apresentou a mais baixa sensibilidade,
confirmando a literatura disponivel, uma vez que a prova exige,
no minimo, a presenca de cerca de 100.000 particulas de virus
no espécimen para que as mesmas sejam visualizadas.

0 quadro clinico dos pacientes, quando relatado, indicava
a presenca de lesoes dolorosas que surgiam nos membros
superiores, em especial nas mdos. Iniciando-se como miculas
e papulas, as lesoes evoluiam para vesiculas, pustulas e crostas,
as quais com frequéncia apresentavam infeccoes secundarias.
Lesoes faciais foram igualmente observadas, sendo descrito um
caso de lesdo vulvar (Figura 2).
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FIGURA 2
Lesdes de casos confirmados de infeccdes por poxvirus relacionados ao virus vaccinia. A-G: lesdes nas méos em diferentes estdgios de evolucdo. H. lesdo vulvar (reprodugio
autorizada de Virus Reviews & Research). 1. lesdes na face.

A maijoria dos pacientes apresentou quadro febril, com
reacdo ganglionar axilar por vezes dolorosa, cefaléia, prostracio,
desidratacdo, anorexia, sudorese, artralgia, mialgia e as lesoes de
face eram acompanhadas por vezes, de reagdo ganglionar cervical
anterior® 11417182021 " quadro clinico é autolimitado, sendo
necessdrio apenas tratamento sintomdtico e controle de infecgdes
secunddrias. Entretanto, a internacdo de pacientes mais graves
ocorreu em alguns casos, devido ao estado geral comprometido. Em
todos os pacientes se relatava o contato com bovinos produtores de
leite, 0s quais apresentavam vesiculas, pustulas ou crostas no tibere.
Ordenhadores constituiram a grande maioria dos casos, sendo que
atransmissdo sempre ocorreu de animal para o homem, exceto um
caso no qual uma infeccfio intrafamiliar foi relatada’.

Dentro do conceito de que as amostras do virus vaccinia estdo
circulando na natureza, torna-se importante comprovar quais seriam
os reservatorios destes virus. Neste sentido, um programa de coleta de
roedores silvestres para pesquisa de virus e anticorpos para poxvirus
no Estado do Rio de Janeiro estd sendo desenvolvido.

DISCUSSAO

A transmissdo do virus vaccinia a partir de vacinados foi
observada com relativa frequéncia, quando ainda se imunizava
populagdes contra a variola's. Um caso foi descrito, recentemente,
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envolvendo um militar americano. Infeccdes de bovinos a partir
de vacinados foram igualmente assinaladas, confirmando-se a
capacidade do virus vaccinia de atingir diferentes espécies na
natureza' ' 2%, Com a suspensdo das vacinages no Brasil, na
década de 1970, era esperado o desaparecimento total de casos
humanos de infecg¢des por vaccinia, o que néo ocorreu.

A partir do final do século passado, comecaram a ser
observados casos humanos, apds contato com bovinos produtores
de leite, especialmente no sudeste do pais. Estas infecgdes,
embora nfo sejam de notificagio compulséria, considerando os
dados disponiveis, devem atingir na atualidade pelo menos oito
estados, apresentando nos pacientes sintomas clinicos e quadros
epidemiolégicos semelhantes”. No Estado do Rio de Janeiro, as
infeccoes humanas e/ou de animais foram confirmadas clinica e
laboratorialmente em 12 municipios®*..

Uma avaliacdo da literatura mostra que, em 1963, uma
amostra de poxvirus semelhante ao virus vaccinia foi isolada do
sangue de um roedor silvestre do género Oryzomys sp no Estado
do Pari®. Posteriormente, outra amostra semelhante a0 virus
vaccinia, denominada Cotia, foi obtida de um roedor sentinela
pelo Instituto Adolpho Lutz, em drea de preservacio ambiental
no Estado de Sdo Paulo® . Estes dados sugerem que roedores
silvestres e artropodos podem estar infectados com poxvirus
semelhantes ou derivados do virus vaccinia, ha varias décadas.
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Por outro lado, confirmando a capacidade dos poxvirus de se
adaptarem a roedores, sabe-se que o virus cowpox, nao existente
nas Américas, circula na natureza em roedores silvestres europeus
como Microtus agrestis e em Rattus norvergicus, tendo sido
descritos casos humanos a partir de contacto com estas espécies ou
com felinos igualmente infectados, apds contacto com roedores.

Recentes revisdes enfatizam a capacidade dos poxvirus de
se adaptarem a roedores e reconhecem a existéncia em nosso
pais de casos humanos causados por virus relacionados ao virus
vaccinia”®.

No subcontinente indiano, tem sido observada igualmente,
com crescente intensidade, a presenga de uma infecgdo por
poxvirus transmitida ao homem através do contacto com
bufalos (Bubalus bubalis), em distintas regides daquele pafs. O
orthopoxvirus responsével pelo quadro, denominado buffalopox,
apresenta caracteristicas filogenéticas muito proximas ao virus
vaccinia, admitindo-se como muito provavel ser uma variante do
mesmo?. Estes virus teriam se adaptado ao bifalo e/ou outro
animal reservatério apds as grandes campanhas de vacinagio
contra avariola, realizadas naquele pais, um evento aparentemente
muito semelhante a0 que estd ocorrendo no Brasil.

Por outro lado, sabe-se que quatro laboratérios produziram
no Brasil vacina antivariolica, durante a campanha de erradicacio
da doenca. Com isto, diferentes amostras do virus vaccinia foram
usadas nesta producio. Em um dos Laboratérios (Instituto
Oswaldo Cruz) foram produzidos dois tipos de vacina, em vitelos
e em ovos embrionados. Estudos moleculares confirmaram que
virus isolados de bovinos e humanos na tltima década, todos
relacionados molecularmente ao virus vaccinia, realmente
apresentam diferengas genéticas entre si’.

No entanto, estas diferencas nio tém aparentemente
influenciado a apresentagdo dos quadros clinicos que vem sendo
relatados em humanos e em animais, 2 medida que se observa
uma expansio da zoonose no pais.

Ainfeccio da vulva por amostras vacinais foi descrita em diversas
oportunidades® * a0 longo das campanhas de vacinagdo. Um caso
publicado recentemente no Brasil' relata infecgdo vulvar através de
contdgio intrafamiliar, a partir do marido apresentando lesdes nas
mios, apds contato com animais, sendo a primeira descri¢do no
pais deste quadro clinico relacionado a esta zoonose.

Como diagndstico diferencial da infeccdo por orthopoxvirus
podemos citar parapoxvirus, herpes simplex, esporotricose,
eventualmente antrax e abcessos por estafilococos. Aspecto a se
considerar é a importancia da imunidade celular para o controle
das infecctes por poxvirus. O uso de corticéides sistémicos, bem
como a presenca de dermatite atépica no paciente, constituem
fatores de risco para o agravamento da infeccfio, da mesma forma
que sindromes de imunodeficiéncia natural ou adquirida, como
as infeccdes pelo virus HIV.

Considerando que as perdas econdmicas causadas pela
infec¢iio de bovinos sdo por vezes importantes e os bovinos
constituem a fonte primdria da infec¢io humana, deve ser
considerada a possibilidade de vacinagio destes animais, nas
regides mais atingidas.

Em conclusdo, considera-se que maior aten¢do deve ser dada
a0s casos desta zoonose, a qual se apresenta como uma doenca
vesicular/pustular aguda, no sentido de seu correto diagnéstico
e adequada terapia de suporte, orientando-se os pacientes no
sentido de evitar a transmissdo intrafamiliar, bem como para
animais com 0s quais venham a ter contato, considerando que a
quase totalidade dos casos ocorre em dreas rurais. Ressalte-se a
importancia dos profissionais que atendem os animais, como 0s
médicos-veterinrios, na orientacio aos ordenhadores sobre o
manejo de infeccdes por poxvirus.
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