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Pseudovariola e estomatite papular em bovinos no Estado de Rondonia, Brasil

Pseudocowpox and papular stomatitis in cattle in the Rondonia state, Brazil

Juliana Felipetto Cargnelutti™ Bethénia Silva Santos" Sabrina das Neves Lebre"
Débora Naihane Alves Sodré" Rogério Mandu da Silva"
Rudi Weiblen' Eduardo Furtado Flores'

RESUMO

Casos de doenga vesicular, suspeitos de febre aftosa
ou estomatite vesicular, foram acompanhados em rebanhos de
cria e recria de bovinos no municipio de Nova Brasilandia do
Oeste, regido centro-sul do Estado de Ronddnia, nos meses de
outubro e novembro de 2012. Os casos ocorreram em 13 rebanhos
préximos, sendo que amostras de nove rebanhos foram submetidas
ao diagnostico laboratorial. O surto afetou 25 do total de 482
animais, a maioria com idade inferior a seis meses. Os animais
apresentaram lesbes papulares e vesiculares, principalmente
na cavidade oral, mas também no focinho e na pele, com curso
aproximado de 7 a 10 dias. Ap6s diagndstico negativo para febre
aftosa, suabes e fragmentos de tecidos das lesdes e crostas foram
submetidos & pesquisa de outros virus associados com doenca
vesicular: parapoxvirus bovinos, virus da vaccinia e herpesvirus
bovino tipo 2 por isolamento em cultivo celular e PCR. Amostras
de animais de quatro propriedades foram positivas no PCR para o
gene B2L dos parapoxvirus. Sequenciamento e analise filogenética
dos produtos de PCR revelaram similaridade de nucleotideos
de 97-99% com o virus da pseudovariola (PCPV) em material
de animais de trés propriedades, e amostras de um rebanho
apresentaram a mesma similaridade com o virus da estomatite
papular (BSPV). As demais amostras foram negativas para os
virus pesquisados. Esses resultados demonstram a circulagéo
desses parapoxvirus em bovinos de Ronddnia e alertam para a
necessidade de diagnostico etioldgico rapido e correto para evitar
e/ou abreviar as consequéncias de medidas restritivas em relacéo
a febre aftosa, e também, para planejar estratégias de combate a
essas infecgdes.
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ABSTRACT

Cases of vesicular disease, initially suspected of foot-
and-mouth disease or vesicular stomatitis were reported in cattle

in Nova Brasilandia do Oeste county located at central-southern
region of Rondonia state (Brazil), between October and November
of 2012. The described outbreaks occurred in 13 neighbor herds
affecting 25 of 482 animals, mainly calves (< six months-old).
Samples from nine herds were submitted to laboratory diagnostic.
The animals developed papulo-vesicular lesions, mainly in the
oral cavity, but also in the muzzle and skin, with a clinical course
of approximately 7 to 10 days. Samples collected from lesions
were submitted initially to diagnosis of foot-and-mouth disease,
resulting negative. Tissue fragments of lesions and swabs were
submitted to diagnosis of other agents of vesicular disease:
parapoxvirus, vaccinia virus, and bovine herpesvirus type 2,
by virus isolation and PCR. Samples obtained from animals of
four herds were positive to B2L gene of parapoxvirus by PCR.
Nucleotide sequencing and phylogenetic analysis of the amplicons
indicated 97-99% of similarity with pseudocowpox virus in
samples from three herds; samples from another herd presented
the same similarity with bovine papular stomatitis virus. Samples
from others herds were negative for all viruses. These results
show the circulation of bovine parapoxviruses in Rondonia state,
and indicate the need for fast and reliable diagnosis to avoid the
consequences of restrictive measures related to foot-and-mouth
disease, and to control and prevent these viral infections as well.
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INTRODUCAO

A pseudovariola e a estomatite papular
sdo doencas vesiculares de bovinos causadas por
virus do género  Parapoxvirus, familia Poxviridae
(FLEMMING & MERCER, 2007). Esses agentes,
denominados virus da pseudovariola (pseudocowpox
virus, PCPV) e virus da estomatite papular (bovine
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papular stomatitis virus, BPSV), sdo envelopados, muito
resistentes em condicdes ambientais e possuem genoma
DNA de fita dupla (FLEMMING & MERCER, 2007).
A infeccéo por esses virus cursa com doenga vesiculo-
pustular, geralmente nos tetos das vacas e na cavidade
oral de bezerros, podendo também afetar o homem
(FLEMMING & MERCER, 2007; CARGNELUTTI et
al., 2012; SANT’ANAet al., 2012).

InfecgBes por poxvirus tém sido descritas
em bovinos no Brasil, associadas com lesfes
vesiculares confundiveis com febre aftosa e estomatite
vesicular. O agente mais comumente identificado
nessas infeccbes tem sido o virus da vaccinia
(VACV) - um ortopoxvirus zoondtico que também
causa doenca vesicular em bovinos (SCHATZMAYR
et al., 2000; LEITE et al., 2005; TRINDADE et al.,
2007; SCHATZMAVYR et al., 2009; ABRAHAO et
al., 2010b). Além do VACV, o PCPV e BPSV tém
sido identificados no Brasil, causando lesdes papulo-
vesiculares no focinho, Ubere e tetos de bovinos
(CARGNELUTTI et al., 2012; SANT’ANA et al.,
2012). Casos de coinfec¢Bes causadas por poxvirus
de diferentes gendtipos ou géneros também ja foram
descritas em surtos de doenca vesicular de bovinos
(TRINDADE et al., 2006; SANT’ANA et al., 2013).
A origem e o significado dessas coinfec¢cbes na
patogenia das doengas ainda ndo estdo esclarecidos,
embora se acredite que a infeccdo associada com
maltiplos virus possa resultar em lesGes mais
severas e de aspecto inflamat6rio mais pronunciado
(ABRAHAO et al., 2010b; CAMPOS et al., 2011).

O diagndstico etiolégico de doengas
vesiculares similares as parapoxviroses nem sempre
é realizado, dificultando o conhecimento acerca dos
virus que circulam em determinadas regides do pais
(SCHATZMAYR et al., 2000). Embora as lesdes
causadas pelo PCPV e BPSV sejam confundiveis com
febre aftosa, estomatite vesicular e vaccinia bovina
(RIET-CORREAetal., 1996; SANT’ANAetal., 2012),
pouca importancia tem sido dada a esses agentes. Por
outro lado, casos de doenca vesicular clinicamente
compativeis com essas doengas tém sido relatados
com grande frequéncia por produtores e veterinarios
de campo (FLORES, 2013 — informe verbal?).

O objetivo deste trabalho foi descrever os
achados clinicos e o diagndstico de surtos de doenga
vesicular causados por parapoxvirus em rebanhos
bovinos no norte do Brasil (estado de Rondénia).

MATERIAL E METODOS
Surtos de doenca vesicular

Durante os meses de outubro e novembro
de 2012, foram visitadas 123 propriedades de criagdo

de bovinos na regido de Nova Brasilandia do Oeste
(regido central do estado de Rondonia), localizadas
num raio de 5km. Treze propriedades apresentavam
animais com lesdes compativeis de doenca vesicular,
principalmente na cavidade oral, sendo que a
suspeita inicial foi de febre aftosa ou estomatite
vesicular. Material das lesGes de animais de nove
propriedades foi coletado e enviado ao laboratério
de referéncia para diagndstico de febre aftosa e
estomatite vesicular. Amostras de trés propriedades
ndo foram encaminhadas ao laboratério de referéncia
do MAPA, realizando-se apenas vigilancia, devido
a baixa qualidade das amostras coletadas. Ap6s o
resultado negativo nos testes para esses virus, suabes
das lesdes, fragmentos de tecidos e crostas foram
enviados para a pesquisa de agentes que fazem parte
do diagndstico diferencial destas enfermidades, como
0 VACV, BPSV, PCPV e herpesvirus bovino do tipo
2 (BoHV-2). Em nenhum caso, houve relato de lesdes
vesiculares em pessoas.

Amostras

Para o diagnostico, foram coletados
suabes e biopsias das lesdes. Os suabes foram
coletados por friccdo de um cotonete nas lesdes,
seguido de acondicionamento em solugdo salina e
manutencdo sob refrigeracdo até o teste. Fragmentos
de crostas e biopsias das lesGes (2x2cm) foram
coletadas de animais que apresentavam sinais
clinicos, sendo obtidas de pelo menos um animal
de cada propriedade. Os fragmentos de tecidos
foram armazenados em frascos estéreis e mantidos
refrigerados. O material foi enviado refrigerado ao
laborat6rio em caixas isotérmicas.

Isolamento em cultivo celular

O material dos suabes foi submetido a
inoculacdo/isolamento em cultivo celular (ICC).
Para o ICC, os suabes foram drenados e o liquido
foi inoculado em células de linhagem de rim bovino
(MDBK) e submetidos a trés passagens de cinco dias
cada, sendo monitorados para a producgdo de efeito
citopatico (ECP).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para o PCR, fragmentos de crostas e
tecidos foram inicialmente submetidos a extragdo de
DNA, utilizando-se o reagente DNAzol, conforme
indicacbes do fabricante (Life Technologies,
Invitrogen, CA). O DNA total foi eluido em 120mL
de solugdo de Tris-EDTA, pH 8,0 e, posteriormente,
utilizadoem cadareagdode PCR. Paraatécnicade PCR
para ortopoxvirus, BoHV-2 e parapoxvirus, foram
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utilizados iniciadores que amplificam fragmentos
dos genes vgf, gB e B2L, respectivamente, de acordo
com condigdes descritas (vgf dos ortopoxvirus -
ABRAHAO et al. (2010a), gB do BoHV-2 - TORRES
et al. (2009) e B2L dos parapoxvirus - INOSHIMA et
al. (2000). DNA extraido de células Vero, MDBK ¢
corneto etmoidal ovino inoculadas com amostras de
referéncia de VACV (P1V), BoHV-2 e parapoxvirus
(virus da orf, cepa IA-82), respectivamente, foi
utilizado como controle positivo para cada reacao
de PCR. Também, para cada reacdo de PCR, foram
utilizados aproximadamente de 100 a 200ng de DNA
extraido das amostras e dos controles positivos.

Os iniciadores utilizados no PCR para
parapoxvirus amplificam um fragmento de 590pb
de virus pertencentes a esse género (INOSHIMA
et al., 2000). Os amplicons obtidos no PCR foram
submetidos ao sequenciamento de nucleotideos
na empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda

(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre,
RS), que utilizam aparelho de sequenciamento
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer,
armados com capilares de 50cm e polimero POP6
(Applied Biosystems).

Analise filogenética

Assequéncias obtidas pelo sequenciamento
de nucleotideos foram analisadas pelo software
Staden Package (STADEN, 1996) para obtencédo
da sequéncia consenso de cada amostra (Tabela 1),
que foram subsequentemente submetidas ao BLAST
(Local AlignmentSearch Tool) (ALTSCHUL et al.,
1997) para comparacdo com sequéncias depositadas
no GenBank. O alinhamento das sequéncias foi
realizado no programa BioEdit (HALL, 1999), na
ferramenta ClustalW. A arvore filogenética dos
isolados e das cepas virais de referéncia foi construida
no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011), pelo

Tabela 1 — Surtos de doenca vesicular em bovinos causados por parapoxvirus em Nova Brasilandia do Oeste (RO): caracteristicas das
propriedades, idade dos animais afetados, locais das lesdes, curso clinico, diagnéstico laboratorial e nimero de acesso ao

GenBank das sequéncias de parapoxvirus identificados

N° o
P o x . Diagndstico N° acesso ao
Identificacdo goeptes/total Idade afetados Criagdo  Exploracéo Local das lesbes laboratorial GenBank
ovinos
SV716/12 01/158 < 6 meses criaerecria  leite cavidade oral e pele BPSV KC896639
SV717/12 03/40 6 <12 meses criaerecria  corte cavidade oral negativo® -
SV718/12 03/15 < 6 meses nit n.i. cavidade oral e pele PCPV KC896640
SV719/12 01/46 < 6 meses criaerecria  mista cavidade oral e pele negativo -
6 >12 meses
12 > 24 meses . . . . .
SV720/12 07/23 criaerecria  leite cavidade oral negativo -
24< 36meses
>36 meses
SV721/12 01722 < 6 meses criaerecria  leite ?g;’i'gﬁge oral e pepy KC896641
SV722/12 03/45 <Gmeses criaerecria  corte labios negativo -
6<12meses
<6 meses
SV723/12 03/77 6<12 meses criaerecria leite cavidade oral PCPV KC896642
12>24 meses
< 6 meses i
SV724/12 03/56 cria leite :(:av_ldade oral, negativo -
6<12meses ocinho e pele

¥ N&o-informado; ° negativo no teste de PCR para parapoxvirus; °ndo se aplica.
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método de Neighboor-Joinning, com bootstrap de
2000 replicatas, no modelo Tamura 3-parametros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A descricdo das propriedades, lesdes,
nimero e idade de animais afetados, curso clinico
e diagnostico laboratorial estdo apresentados na
tabela 1. Pelo menos um animal em cada uma das
treze propriedades apresentou lesdes na base da
lingua, nos labios, na regido nasolabial e/ou na pele
(Figuras 1A e B). As lesBes iniciaram como maculas
e papulas, que evoluiram para vesiculas, Ulceras e,
em alguns casos, para crostas. A gengiva, a lingua e
o0 assoalho da boca apresentavam lesdes com formato
que variavam de circulares a irregulares, de 0,5 a 3cm
de diametro, planas ou deprimidas, ulceradas ou com
deposicao de fibrina. As lesfes na base da lingua e
gengiva eram compostas de vesiculas rompidas, ou
Ulceras de formato circular, com aspecto de alto-
relevo e deposi¢do de fibrina. O curso clinico foi
de aproximadamente 10 dias e as lesdes regrediram
espontaneamente. Nao foram notificados ao servico
veterinario oficial os casos que apresentavam bovinos
com lesdes discretas.

Nos fragmentos de tecidos de animais
oriundos de quatro propriedades, foi detectado DNA
de parapoxvirus pelo teste de PCR. O sequenciamento
de nucleotideos dos amplicons revelou que trés
propriedades possuiam animais infectados pelo PCPV
(97-99% de identidade) e, em uma propriedade o
virus identificado foi 0 BPSV (97-99% de identidade)
(Figura 2). O ICC e os PCRs para VACV e BoHV-
2 resultaram negativos. Em todas as propriedades
suspeitas para que se encaminharam amostras ao

Laboratdrio Nacional Agropecuario (LANAGRO), os
testes para febre aftosa e VSV resultaram negativos.

A principal categoria de animais afetados
foi a de bezerros com idade inferior a seis meses.
Esses animais tinham contato com rebanhos préximos
e, em duas propriedades (SV719/12 e SV721/12),
0s animais eram movimentados frequentemente,
por pertencerem ao mesmo produtor. O PCPV foi
identificado em lesBGes de bezerros da propriedade
SV721/12, o que pode indicar que 0s animais da
propriedade SVV719/12 também fossem positivos para
esse virus, embora o PCR tenha sido negativo.

Na maioria das propriedades, foi relatada
a aquisicao recente de animais de locais e rebanhos
diferentes, o contato préximo/direto com animais
de rebanhos vizinhos e a utilizacdo de pastagens
compartilhadas entre  propriedades  diferentes.
Esses fatores provavelmente contribuiram para
a disseminacdo dos virus entre os rebanhos num
curto espaco de tempo e para 0 grande ndmero
de propriedades afetadas. A transmissdo dos
parapoxvirus ocorre geralmente por contato direto e
indireto entre animais, facilitada por lesbes na pele ou
na mucosa oral (MCKEEVER et al., 1988; MOSS,
2001). Além disso, 0s poxvirus sdo resistentes em
condi¢Bes ambientais (FLEMMING & MERCER,
2007), e essa caracteristica provavelmente facilitou
a infeccdo dos animais que utilizavam a mesma
pastagem. Outro fator que pode ter contribuido para
os surtos foi a aquisicdo de animais de diferentes
origens, sendo essa uma das formas mais comuns
de introdugdo dos poxvirus em rebanhos (MUNZ &
DUMBELL, 1994; CARGNELUTTI et al., 2012).

Em geral, as propriedades eram destinadas
a cria e recria de animais oriundos de diversas
localidades, sendo que os rebanhos eram formados

Figura 1 - A) LesOes vesiculares (setas pretas) e ulceradas (setas brancas) na gengiva
de um bovino com pseudovariola. B) Vesiculas (setas pretas) e Ulceras
(setas brancas) na base da lingua de um bezerro com estomatite papular.
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Figura 2 - Arvore filogenética baseada em um fragmento do gene B2L (proteina maior do envelope) dos isolados de parapoxvirus identificados
no surto de doenga vesicular de bovinos na cidade de Nova Brasilandia do Oeste, Roraima. A arvore foi construida pelo método
Neighbor-Joining com 2000 replicatas, utilizando o programa MEGAJ5.0, baseado no modelo Tamura 3- parametros. Valores >70%
sdo mostrados. Os isolados de PCPV e BPSV identificados no surto descrito estdo destacados com losangos pretos.

por bovinos de leite, corte e de duplo proposito. As
lesbes apresentadas eram muito semelhantes a febre
aftosa ou estomatite vesicular, conduzindo a suspeita
inicial. Com isso, as propriedades ficaram impedidas
de movimentar os animais até o diagnostico definitivo.
Doencas vesiculares de bovinos possuem grande
importancia no territdrio brasileiro em decorréncia do
Programa Nacional de Erradicacdo da Febre Aftosa,
uma vez que a deteccao deste virus ocasiona embargos
econdmicos impostos por paises importadores de
produtos de origem agricola. Por isso, o diagnostico
rapido e correto dessas enfermidades é fundamental
para a continuidade do programa e manutengdo
da situacéo sanitaria do rebanho brasileiro (RIET-
CORREA et al., 1996).

O surto de doenga vesicular aqui relatado
deixou em alerta os 6rgdos de defesa sanitaria da
regido, que, rapidamente, buscaram ferramentas para
a identificacdo do agente envolvido. A suspeita inicial
de febre aftosa ou estomatite vesicular envolveu
a aplicagdo de procedimentos preconizados pela
Organizagdo Mundial de Satde Animal (OIE) e
instruidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), por meio do Plano de

Acéo para Febre Aftosa Volume | (MAPA, 2013). No
mesmo periodo, houve a investigagdo epidemioldgica
em 123 rebanhos contidos num raio de 5km, nédo
sendo confirmada a ocorréncia de doenca vesicular
em varios rebanhos desta mesma regido. Das treze
propriedades com lesBes sugestivas de estomatite
vesicular ou aftosa, apenas de nove houve envio de
material para diagndstico de doengas confundiveis
com febre aftosa e estomatite vesicular.

Devido a suspeita inicial de febre aftosa
e estomatite vesicular, as propriedades com bovinos
apresentando doenca vesicular ficaram interditadas
até o diagnostico definitivo do agente etioldgico.
Com a exclusdo dos virus da febre aftosa e da
estomatite vesicular, outros agentes envolvidos em
doenga vesicular foram investigados, como 0s
parapoxvirus, o0 VACV e BoHV-2. A identificacdo
dos parapoxvirus PCPV e BPSV nesse surto ressalta
a importancia de se investigar esses agentes virais
em casos de doenca vesicular de bovinos. Embora
as poxviroses ja tenham sido descritas nos rebanhos
brasileiros, ha uma grande caréncia de informagdes
acerca dessas infeccOes, o que dificulta a adocdo de
medidas sanitarias por veterindrios e produtores.
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Por isso, 0 conhecimento e rapido diagndstico
dessas enfermidades é fundamental, com o objetivo
de se evitar interdi¢des e/ou embargos comerciais
desnecessarios e dispendiosos e, também, com a
finalidade de se estabelecer programas adequados de
controle e prevencéo para essas doencas.

As lesdes causadas pelos parapoxvirus
PCPV e BPSV sdo 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
0s casos, pode haver a contaminacgdo do bezerro ou
dos tetos das vacas durante a amamentacdo (MUNZ
& DUMBELL, 1994; BUTTNER & RZIHA,
2002). O curso clinico em ambas as infeccOes
¢ de aproximadamente 15 dias, dificultando a
amamentacdo dos bezerros e a completa ordenha das
vacas nesse periodo (BUTTNER & RZIHA, 2002).

O diagnostico dessas enfermidades foi
realizado por PCR e os resultados foram obtidos em
tempo relativamente curto (3 a 5 dias), o que facilitou
a tomada de medidas sanitéarias no campo (KURODA
et al., 1999). Nos surtos descritos, embora 0 DNA
viral tenha sido detectado pela técnica de PCR, o
ICC resultou negativo, provavelmente por problemas
relacionados com a conservagdo inadequada das
amostras e/ou baixa sensibilidade do teste.

Um achado interessante nestes surtos foi a
deteccdo de duas espécies de parapoxvirus. Embora
tenham sido identificados em propriedades diferentes,
é curioso o fato de dois virus distintos estarem
associados com doenca em rebanhos vizinhos no
mesmo periodo, uma vez que 0s nove casos foram
identificados entre final de outubro e meados de
novembro de 2012. A identificacdo concomitante de
dois diferentes genotipos de poxvirus ja foi relatada
em rebanhos bovinos (TRINDADE et al., 2006)
e equinos (CAMPOS et al., 2011) infectados pelo
VACYV, e em bovinos com lesBes nos tetos decorrentes
da coinfeccdo por VACV e ORFV (SANT’ANA
et al., 2013). Coinfeccdo também ja foi relatada
em ordenadores e bovinos com lesdes causadas
por VACV e PCPV (ABRAHAO et al., 2010b). A
identificagdo de PCPV e BPSV no mesmo surto pode
ter sido meramente casual, uma vez que é possivel que
esses virus circulem em bovinos na regido de Nova
Brasilandia do Oeste (RO). A livre circulagéo entre
bovinos de algumas propriedades, 0 manejo conjunto
de animais de cria e recria oriundos de propriedades
diferentes, a manipulacdo concomitante de animais
com lesGes e sadios, o tipo de alimentagdo (alguns

recebiam pastagem grosseira, como cana-de-agucar),
e a idade dos animais (geralmente inferior a seis
meses) sdo fatores de risco que podem ter facilitado a
disseminacdo dos agentes entre 0s animais e entre 0s
diferentes rebanhos.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram que 0s
parapoxvirus identificados estdo circulando no estado
de Rondonia e podem estar envolvidos em casos de
doenga vesicular confundiveis com febre aftosa.

INFORME VERBAL

2 FLORES, E. F. (2013) — informe verbal. Setor de
Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva,
Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria.
Av. Roraima, 1000, prédio 20, sala 4200. eduardofurtadoflores@
gmail.com .
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