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Os autores descrevem estudos laboratoriais de infecções bovinas e hum a­
nas após vacinação anti-variolica em  com unidade rural, tendo sido isolada uma  

am ostra de vírus vaccínico de um  dos anim ais in fectados. Essa amostra fo i rei- 
solada de m aterial original m antido  a-20°C e identificada pelas lesões de m em ­
branas cório-alantóicas, provas de precipitação em  agar-gel e reações sorológi- 
cas, nas quais a am ostra isolada serviu ãe antígeno.

Estudos sorológicos comparados cóm sôros padrões im unes, m ostraram  a 
presença de anticorpos inibidores da hem aglutinação e fixadores ãe comple­
m ento, usando-se antígenos padronizados de vírus vaccínico, evidenciando-se 
assim  um a infecção recente por vírus do grupo Pox.

Os dois casos hum anos, verificados em  indivíduos não vacinados origi- 
naram -se m uito  provavelm ente dos animais, pela análise dos dados disponíveis 
e pela localização das lesões observadas.

Os autores discutem  ainda a possível ação dos contam inantes presentes 
nos m ateriais sôbre os vírus do grupo Pox.

Infecções com vírus do cham ado grupo 
Pox, a tingindo sêres hum anos e bovinos, 
constituem  a própria base do desenvolvi­
m ento das vacinas antivarío licas e são 
exemplo p a ra  o estudo das cadeias epide- 
miológicas n a  n a tu reza . Com a in ten sifi­
cação das cam panhas de vacinação an ti- 
varíolica porém, tem  sido verificada oca­
sionalm ente, a infecção de bovinos por in ­
term édio de indivíduos vacinados contra  
a varío la (5, 6, 8 ). Nêste trab a lh o  re la ta ­
mos os resultados obtidos no estudo labo­
ra to ria l de um a epizootia bovina, com  in ­
fecções h u m an as desenvolvidas provavel­
m ente a  p a r tir  dos anim ais.

Os estudos aqui apresentados foram

realizados no Laboratório de Vírus Vesi- 
culares da  FENSP, o qual recebe m aterial, 
p ara  diagnóstico de casos suspeitos de va­
ríola, de várias partes do Brasil, a través 
da C am panha de Erradicação da Varíola.

MATERIAL E MÉTODOS

a ) Origem dos casos estudados: Os anim ais 
infectados pertenciam  à um a fazenda si­
tu ad a  no M unicípio de B arra  do Piraí, Es ­
tado  do Rio de Jane iro . Quando de nossa 
v isita à  referida fazenda, encontram os 
grande núm ero de vacas em lactação, com 
lesões restritas  ao úbere, já  em fase de ci- 
catrização final. As. crostas eram  de ta -
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m anhos irregulares, notando-se a conflu­
ência de várias lesões. (Fig. 1). Os dois 
casos hum anos observados correspondiam  
a dois ordenhadores, os quais desenvolve­
ram  lesões na  palm a das m ãos e en tre  os 
dedos, sob a form a de vesiculas em peque­
no número, dolorosas, e que evoluíram  sem 
maior gravidade. Não foram  observados 
sintom as gerais im portan tes nos casos h u ­
manos nem  nos anim ais.

b) Coleta de material'. A coleta de m a te ­
rial dos anim ais fci realizada com pinças 
e frascos esterilizados, de 10 anim ais es­
colhidos ao acaso, dentre aqueles que ap re­
sentavam  crostas removíveis com relativa 
facilidade. Não foi colhido m ateria l das 
lesões dos casos hum anos, porque as vesí­
culas já  haviam  sido drenadas e tra tad as  
com antissépticos locais. Foi coletado s a n ­
gue por punção venosa, dos mesmos dez 
anim ais e dos dois ordenhadores, separan ­
do-se posteriorm ente o sòro, o qual foi 
congelado a —20°C.

c) Isolam ento de vírus: O m ateria l cole­
tado foi trabalhado  por técnicas de ro ti­
na no nosso Laboratório. As crostas, t r i ­
tu radas em solução salina tam pcnada  e 
com antibióticos; as suspensões assim  ob­
tidas, inoculadas em m em branas córioa- 

lantóicas (MCA) de ovos em brionados de
11 dias, 0,1 ml por ôvo e após 48-60 horas 
de incubação a 36°C, os oves foram  a b e r­
tos e as m em branas exam inadas.

A forte contam inação bacteriana, p re ­
sente no m ateria l de crostas, provocou a 
m orte dos embriões, nos prim eiros cinco 
espécimes exam inados, obrigando a  t r a ta ­
m entos m ais prolongados com antibióticos 
(24 horas a 4°C) e o uso de Freon 113 (4), 
n a  proporção de 1 p arte  dêste p a ra  10 
partes da suspensão de crostas.

d) Reação de precipitação em ágar: Fo­
ram  usadas, essencialm ente, técnicas já  
descritas, utilizando-se Special Agar-Noble
(Difco) a 1% em água destilada, sôbre 

lâm ina. Antígenos positivos (suspensão 
de MCA ricam ente in fectadas com vírus 
vaccínico i e sòro antivaccínico padrão  
(origem: NCDC, A tlanta, Geórgia, USA), 
foram  usados nos controles ju n tam en te  
com o sôro norm al de coelho (3).

e ) Reação sorológicas: As provas de fixa­
ção de complemento e de inibição da he- 
m aglutinação foram  realizadas usando-se 
2 e 4 unidades, respectivam ente, de an tí-  
geno preparado a p a r tir  de MCA in fec ta ­
das. segundo técnicas padronizadas.

RESULTADOS

1) isolam ento e identificação do vírus : Do 
m aterial de um dos anim ais, foi isolada 
um a am ostra de vírus, produzindo típicas 
lesões de vírus vaccínico (fig. 2) nas 
m em branas ccrioalantóicas (am ostra n.n 
1026).

F igura  1: Lesões con flu en tes. em fase de cro.stas. na  ocasião da 
coleta de m a te ria l dos anim ais.



Julho-Agôsto, 1969 Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 173

A am ostra  pôde ser reisolada de m ate ­
ria l original m antido a-20°. Êsse m aterial, 
reinoculado em ovos embrionados, deu 
igualm ente origem  a  lesões típicas de ví­
rus vaccínico em MCÃ. Essa am ostra  foi 
ainda iden tificada como do grupo Pox, 
por provas de precipitação em agar-gel, 
fixação de com plem ento e inibição da he- 
m ag lu tinação . Foram  feitas passagens em 
ovos em brionados, e n a  3* passagem  a 
am ostra isolada alcançou o títu lo  de 17 x 
108 lesões/m l em MCA.

A possibilidade de tra ta r-se  de um a in ­
fecção pelo cham ado vírus do ‘“cow-pcx”, 
o qual por coincidência tivesse surgido na  
região logo após a  vacinação an ti-varío - 
lica realizada algum as sem anas antes, foi 
descartada pelos resultados laboratoriais, 
aqui descritos, além  dos dados epidemio- 
lógicos disponíveis. M edidas profiláticas 
já  haviam  circunscrito a  doença apenas 
aos currais onde ela se m anifestou ape­
sa r de, em sua evolução rápida, te r  a t in ­

gido grande núm ero de anim ais em curto 
prazo.
2) Provas sorológicas: Os sôros anim ais e 
hum anos foram  incluídos em provas de 
fixação do com plem ento e inibição da he- 
m aglutinação (Tabela anexa) .

Podemos verificar a  presença de a n ti­
corpos nos sôros exam inados, indicando 
um a infecção por um  vírus do grupo Pox, 
embora, como é conhecido, essas provas 
não possuam  ca rá te r de especificidade, 
que perm ita  iden tificar os membros dêsse 
grupo de vírus, en tre  si.

DISCUSSÃO

O nosso país constitui, infelizmente, 
ainda, o grande foco endêmico de varíola 
n a  América do Sul, com 3 109 casos no ti­
ficados neste ano até 7 de dezembro de 
1968 (1).

O notável increm ento das vacinações 
hu m an as propiciou o aprim oram ento  de

P R O V A S  S O R O L Ó G I C A S  §

INIBIÇÃO DA HEMAGLUTINAÇÃO E FIXAÇÃO DO COMPLEMENTO

SÔRO
N» Sôros bovinos S. hum anos
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In. Hem. 
F. C.

§§
40
40

160
40

160
20

20
AC

160
AC

320 20 
40 80

'320
20

80
40

320
40

160 160 
320 320

§ — Antígenos preparados à  p a r tir  de MCA infectados com vírus vaccínico. 
§§ — Recíproca da diluição do sôro.

AO — Soros an ticom plem entares.
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técnicas, dispondo-se atualm ente  de v a ­
cinas de alto títu lo  e de m étodos de vaci­
nação em massa, com pistolas in je to ras. 
Com isto, temos hoje a dissem inação em 
curto prazo, de grandes quantidades de ví­
rus vaccínico, com possibilidade de a tin  ­
gir bovinos quando do processo de orde- 
nha, ccmo é m ostrado neste trabalho , e 
ainda a contam inação reversa, com casos 
hum anos a p a r tir  dos anim ais.

A grande dificuldade de isolam ento de 
vírus a p a r tir  das crostas de bovino pela 
presença de contam inantes foi superada 
pelo uso de Freon 113 com técnicas seme­
lhantes às usadas p a ra  a purificação de 
vacinas an tivarío licas. Tal procedim ento 
apresentou excelentes resultados em nos­
sas mãos.

Segundo M ayr (7), os anticorpos fix a­
dores do complemento p ara  o vírus vaccí­
nico em bovinos, aparecem  em baixo t í ­
tulo ou mesmo não são detectáveis. Foi 
possível confirm ar essa observação, nos 
sôros bovinos estudados, enquanto  que os 
sôros hum anos apresen taram  títu los ele­
vados (Tabela a n e x a ) .

Os anticorpos an ti-h em ag lu tinan tes de­
senvolveram-se em baixo título, em dois 
anim ais, por razões não defin idas. Sabe­
mos que, em alguns indivíduos já  vacina­
dos, tendo pois desenvolvido um a infecção 
pelo vírus vaccínico, um a segunda vacina­
ção promove resposta deficiente de an tico r­
pos inibidores da hem aglu tinação . Sôbre 
a presença de infecção an terio r com vírus 
do grupo Pcx, nos an im ais estudados, não 
há  dados disponíveis, em bora a hipótese 
não possa ser a fastad a .

Devemos assinalar que as epizootias p e ­
lo vírus vaccínico, assum em  via de regra, 
um  cará te r de dissem inação ráp ida en tre  
os anim ais, ao contrário  das infecções pelo 
virus do cham ado “cow-pox” que evoluem 
m ais len tam ente  e, via de regra, se disse­
m inam  em m enor velocidade. Constituem ,

porém, as provas laboratoria is de isola­
m ento e identificação de vírus, um  dado 
fundam enta l e indispensável no esclare­
cim ento de epizootias do tipo aqui estu ­
dado. Os dados epidemiológicos e clínicos 
são, dentro do grupo Pox, especialm ente 
em relação aos v írus da vaccínia e do ch a ­
m ado “cow-pox”, próximos e mesmo co­
incidentes, não perm itindo diagnóstico d i­
ferencial seguro.

A presença de contam inantes, que é a 
regra  em todo m ateria l enviado ao labo­
ratório  p a ra  diagnóstico de infecções pe­
lo grupo Pox, tem  segundo Dostal e t col. 
(2) um  papel im portante, a través de suas 
enzim as proteolíticas e lipolíticas. Êstes 
autores m ostraram  que enzim as bacteria- 
nas têm  um a ação sôbre o envoltório dos 
virus Pox, especialm ente vaccínia. Acredi­
tam os perfeitam ente  possível que o isola­
m ento de apenas um a am ostra  de vírus a 
p a r tir  de m ateria l de 10 anim ais, todos n a  
m esm a fase de evolução ten h a  sido in flu ­
enciado pelos con tam inan tes presentes; 
devemos acrescentar que, nos m ateria is  de 
origem h u m an a  por nós recebidos p ara  
diagnóstico, ra ram en te  observamos m ortes 
de embriões por contam inação, mesmo 
após tra tam en to  sim plesm ente com peni­
cilina e estreptom icina. Éstes fatos talvez 
devam ser considerados quando tivermos 
resultados negativcs nas ten ta tiv as  de 
isolam ento de vírus a p a rtir  de m ateria l 
fortem ente contam inado.
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SUM M ARY

The authors describe th e  isolation and Identification o f vaccinia virus fram  
a cow in  fa rm  where hum an  vaccination haâ been carried out some toeeks 
b e /o re . M any of th e  vaccinateá people haã ãevelopeã typical vaccine reaction  
and haã been in  close contact w ith  th e  anim ais. Two hum an  cases w ith  lesi- 
ons on hanãs, have been observed in  no t vaccinated fa rm  employees; un -  
fo rtunately  th e  lesions from  these hum an  cases were already open anã washeã  
w ith  local antisseptics and no a ttem p t to isolate virus could be done.
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The in fection  dissem inates very rapidly am ong the anim ais but no severe 
sym ptom s have been observed neither in  the animais, nor in the  two hum an  
cases.

The isolateã stra in  has been identified  by serological tests  (cornplement 
fixa tion  and H l tests) anã l^sions on the corio-alantoic ( f i g. 2) of  em bryonated  
eggs; the  strain coulã be reisolated from  original m aterial kep t a t m inus 20°C.

The m aterial collected from  the anim ais was heavily contam inated  and it 
was necessary to  use Freon 113 <1 part to  10 of th e  m aterial suspension) in 
order to control these contam inants.

The possible action of bacterial enzym es against Pox virus in heavily cont- 
am inated materiais, is discussed in relation to a recent reference in the liter- 
ature.
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