ESTUDOS LABORATORIAIS DE INFECCOES HUMANAS E DE
BOVINOS COM VIRUS DO GRUPO POX *

J. A. Mesquita ** H. Schatzmayr **%

Os autores descrevem estudos laboratoriais de infeccdes bovinas e huma-
nas apos vacinacdo anti-variolica em comunidade rural, tendo sido isolada uma
amostra de virus vaccinico de um dos animais infectados. Essa amostra foi rei-
solada de material original mantido a-20°C e identificada pelas lesbes de mem-
branas coério-alantéicas, provas de preczpztacao em agar-gel e reagoes sorologi-
cas, nas quais a amostra isolada serviu de antzgeno

Estudos sorolégicos comparados com s6ros padrbes imunes, mostraram o
presenca de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo e fixadores de comple-
mento, usando-se antigenos padronizados de virus vaccinico, evidenciando-se

assim uma infeccdo recente por virus do grupo Pozx.

Os dois casos humanos, verificados em individuos ndo vacinados origi-
naram-se mauito provavélmente dos animais, pela andlise dos dados disponiveis
e pela localizacdo das lesées observadas.

Os aqutores discutem ainda a possivel acdo dos contaminantes vresentes
nos materiais sébre os virus do grupo Pozx.

Infecgdes com virus do chamadc grupo
Pox, atingindo séres humanos e bovinos,
constituem a propria base do desenvolvi-
mento das vacinas antivariolicas e sao
exemplo para o estudo das cadeias epide-
miolégicas na naturezn. Com 3 intensifi-
cacio das campanhas de vacinacido anti-
variolica porém, tem sido verificada oca-
sionalmente, a infeccao de bovinos por in-
termédio de individuos vacinados contra
a variola (5, 6, 8). Néste trabalho relata-
mos os resultados cbtidos no estudo labo-
ratorial de uma epizootia bovina, com in-
feccOoes humanas desenvolvidas provavel-
mente a partir dos animais.

Os estudos aqui apresentados foram
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MATERIAL E METODOS

a) Origem dos casos estudados: Os animais
infectados pertenciam a uma fazenda si-
tuada no Municipio de Barra do Pirai, Es-
tado do Rio de Janeiro. Quando de nossa
visita & referida fazenda, encontramos
grande numero de vacas em lactacio, com
lesOes resiritas ao Ubere, ja em fase de ci-
catrizacdo final. As. crostas eram de ta-
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manhos irregulares, notando-se a conflu-
éncia de varias lesoes. (Fig. 1). Os dous
casos humanos observados ccrrespondiam
a dois ordenhadores, os quais desenvolve-
ram lesdes na palma das maos e entre os
dedos, sob a forma de vesiculas em peque-
no numero, dolorcsas, e que evcluiram sem
maior gravidade. Nao. foram observadces
sintomas gerais importantes nos casos hu-
manos nem hos animais.

b) Coleta de material: A coleta de mate-
rial dos animais fci realizada com pincas
e frascos esterilizados, de 10 animais es-
colhidos ao acaso, dentre aqueles que apre-
sentavam crostas removiveis com relativa
facilidade. Nao foi colhido material das
lesdes dos casos humanos, porque as vesi-
culas ja haviam sido drenadas e tratadas
com antissépticos locais. Foi coletado san-
gue por puncdo venosa, dos mesmos dez
animais e dos dois ordenhadores, separan-
do-se posteriormente o soro, o qual foi
congelado a —20°C.

¢y Isolamento de virus: O material cole-
tado foi trabalhado por técnicas de roti-
na no nosso Laboratorio. As crostas, tri-
turadas em solucdo salina tampcnada e
com antibioticos; as suspensdes assim ob-
tidas, inoculadas em membranas corioa-
lantoicas (MCA) de ovos embrionados de
11 dias, 0,1 ml por 6vo e apos 48-60 horas
de incubacdo a 36°C, os ovcs foram aber-
tos e as membranas examinadas.

A forte contaminacdo bacteriana, pre-
sente no material de crostas, provocou a
merte dos embrides, nos primeiros cinco
espécimes examinados, cbrigando a trata-
mentos mais prolongadocs com antibiéticos
(24 horas a 4°C) e o uso de Freon 113 (4),
na proporcao de 1 parte déste para 10
partes da suspensao de crostas.

d) Reacdo de precipitagcio €ém dgar. Fo-
ram usadas, essencialmente, técnicas ja
descritas, utilizando-se Special Agar-Noble
(Difco) a 1% em agua destilada, sObre
lamina. Antigenos positivos (suspensio
de MCA ricamente infectadas com virus
vaceinicol e s6ro antivaccinico padrio
(origem: NCDC, Atlanta, Georgia, USA),
foram usados nos controles juntamente
com © s¢ro normal de coelho (3).

e¢) Reacao sorolégicas: As provas de fixa-
¢ao de complemento e de inibi¢ao da he-
maglutinacdo foram realizadas usando-se
2 e 4 unidades, respectivamente, de anti-
geno preparado a partir de MCA infecta-
das. segundo técnicas padronizadas.

RESULTADOS

1) ISolamenito e identificacdo do virus: Do
material de um dos animais, foi isolada
uma amostra, de virus, produzindo tipicas

lesbes de virus vaccinico (fig. 2) nas
membranas cericalantoicas (amostra n.?
1023 .

Figura 1: Lesb6es confluentes,
coleta de material dos animais.

em fase de crostas. na ocasiao da
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Figura 2:
lzdos com 11 dias de idade e coletados apds 60 horas.

A amostra pdde ser reisolada de mate-
rial criginal mantido a-20°. Esse material,
reinoculado em ovos embrionados, deu
igualmente origem a lesbes tipicas de vi-
rus vaccinico em MCA. Essa amostra foi
ainda identificada como do grupo Pox,
por provas de precipitacio em agar-gel,
fixacdo de ccmplemento e inibicdo da he-
maglutinacido. Foram feitas passagens em
ovos embrionados, e na 3* passagem a
amostra isolada alcancou o titulo de 17 x
108 lesOes/ml em MCA.

A possibilidade de tratar-se de umg in-
feccdo pelo chamado virus do “‘cow-pcx”,
o0 qual por coincidéncia tivesse surgido na
regiao logo apds a vacinacio anti-vario-
lica realizada algumas semanas antes, foi
descartada pelos resuitados laboratcriais,
aqui descritos, além dos dados epidemic-
légicos disponiveis. Medidas profilaticas
j& haviam circunscrito g doenca apenas
aos currais onde ela se manifestou ape-
sar de, em sua evolugdo rapida, ter atin-

Lesdes na membrana corio-alantdica. Embrides inocu-

gido grande numero de animais em curto
prazc.

2) Provas sorologicas: Os sOros animais e
humanos foram incluidos em provas de
fixacdo dc complemento e inibicdo da he-
maglutinacao (Tabela anexa) .

Podemos verificar a presenca de anti-
ccrpos nos so6ros examinados, indicando
uma. infecgdo por um virus do grupo Pox,
embora, como € conhecido, essas provas
nao possuam carater de especificidade,
que permita identificar os membros désse
grupo de virus, entre si.

DISCUSSAO

O nosso pais ccnstitui, infelizmente,
ainda, o grande foco endémico de variola
na Ameérica do Sul, com 3109 casos noti-
ficados neste ano até 7 de dezembro de
1968 (1). ..

O nctavel incremento das vacinacoes
humanas propiciou o aprimoramento de

PROVAS SOROLOGICAS §

INIBICAO DA HEMAGLUTINAGCAO E FIXACAO DO COMPLEMENTO

SSFO S6ros bcvinos S. humanos
PROVA | 1021 1022 1023 1024 1025 1026 1027 1028 1029 1030 | 1032 1033

§8
In. Hem. 40 160 160 20 160 320 20 1320 80 320, 160 160
F. C. 40 40 20 AC AC 40 80 20 40 40 | 320 320

§ — Antigenos preparados a partir de MCA infectados com virus vaccinico.

$§ — Reciproca da diluicdo do soro.
AC — Soros anticomplementares.
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técnicas, dispondo-se atualmente de va-
cinas de alto titulo e de métodos de vaci-
nacido em massa, com pistolas injetoras.
Com isto, temos heje a disseminacdo em
curtc prazo, de grandes quantidades de vi-
rus vaccinico, com possibilidade de atin-
gir bovinos quando do processo de orde-
nha, ccmo € mostrado neste trabalho, e
ainda a contaminac¢ido reversa, com cascs
humanos a partir dos animais.

A grande dificuldade de isolamento de
virus a partir das crostas de bovino pela
presenca de contaminantes foi superada
pelo usc de Freon 113 com técnicas seme-
lhantes as usadas para a purificacio de
vacinas antivariolicas. Tal prccedimento
apresentou excelentes resultados em nos-
sas maos.

Segundo Mayr (7), os anticorpos fixa-
dores do complemento para o virus vacci-
nico em bovinos, aparecem em baixo ti-
tulc ou mesmo ndo sdo detectaveis. Foi
possivel confirmar essa observacdo, nos
séros bevinos estudados, enquanto que os
soros humanos apresentaram titulos ele-
vados (Tabela anexa) .

Os anticorpos anti-hemaglutinantes de-
senvolveram-se em baixo titulo, em dois
animais, por razdes nao definidas. Sabe-
mos que, em alguns individuos ja vacina-
dos, tendo pois desenvclvidoe uma infeccéo
pelo virus vaccinico, uma segunda vacina-
cio promove resposta deficiente de anticor-
pos inibidores da hemaglutinacdo. Sébre
a presenca de infecgdo anterior com virus
do grupo Pcx, nos animais estudados, nao
ha dados disponiveis, embora a hipotese
nao possa ser afastada.

Devemos assinalar que as epizootias pe-
lo virus vaccinico, assumem via de regra,
um carater de disseminacio rapida entre
os animais, ao contraric das infec¢des pelo
virus do chamado “cow-pox” que evoluem
mais lentamente e, via de regra, se disse-
minam em menor velocidade. Constituem,

porém, as provas labcratoriais de isola-
mento ¢ identificacdo de virus, um dado
fundamental e indispensavel no esclare-
cimento de epizootias do tipo aqui estu-
dado. Os dados epidemiolégicos e clinicos
sac, dentro do grupo Pox, especialmente
em relacao aos virus da vaccinia e do cha-
mado ‘“‘cow-pox”’, proximos e mesmo co-
incidentes, nao permitindo diagnostico di-
ferencial seguro.

A presenca de contaminantes, que € a
regra em todo material enviado ao labo-
ratério para diagnoéstico de infeccoes pe-
lo grupo Pox, tem segundo Dostal et col.
(2) um papel importante, através de suas
enzimas proteoliticas e lipoliticas. Estes
autores mostraram que enzimas bacteria-
nas tém uma acac s6bre o envoltério dos
virus Pox, especialmente vaccinia. Acredi-
tamos perfeitamente possivel que o isola-
mento de apenas uma amostra de virus a
partir de material de 10 animais, todos na
mesma fase de evolucao tenha sido influ-
enciado peles contaminantes presentes;
devemos acrescentar que, nos materiais de
origem humana por nés recebidos para
diagnostico, raramente observamos mortes
de embrides por contaminacio, mesmo
apos tratamento simplesmente com peni-
cilina e estreptomicina. Estes fatos talvez
devam ser censiderados quando tivermos
resultados negativcs nas tentativas de
isolamsnto de virus a partir de material
fortemente contaminado.
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SUMMARY

The authors describe the isolation and identification of vaccinia virus from
a cow in farm where human vaccination had been carried out some weeks
before. Many of the vaccinated peopie had developed typical vaccine reaction

and had been in close contact with the animals.

Two human cases with lesi-

ons on hands, have been observed in nol vaccinated farm employees;, un-
fortunately the lesions from these human cases were already open and washed
with local antisseptics and no attempt to isolate virus could be done.
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The infection disseminates very rapidly among the animals but no severe
symptoms have been observed neither in the animals, nor in the two human
cases.

The isolated strain has been identified by serological tests (complement
fixation and HI tests) and l€sions on the coric-alantoic (fig. 2) of embryonated
eggs; the sirain could be reisolated from original material kept at minus 20°C.

The material coliected from the animals was heavily contaminated and it
was necessary to use Freon 113 (1 part to 10 of the material suspension) in

order to control these contaminants.

The possible action of bacterial enzymes against Pox virus in heavily cont-
aminated materials, is discussed in relation to q recent reference in the liter-

ature.
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