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RESUMO

Relata-se um surto de doenga exantematica, caracterizada como variola bovina, acometendo bovinos e
seres humanos na Zona da Mata Mineira. Setenta ¢ duas propriedades, distribuidas em 20 municipios
localizados na regido, foram visitadas para se levantar os aspectos clinicos e epidemioldgicos da doenga.
Detectaram-se 1020 vacas doentes durante a investigagdo, quando houve queda na produgdo do leite
associada a infec¢des bacterianas secundarias. Casos humanos foram registrados em 83% das
propriedades visitadas. Espécimes clinicos e amostras de soro foram coletados dos animais doentes ou
convalescentes. O diagndstico de laboratorio mostrou o envolvimento de um ortopoxvirus, precisamente
o Vaccinia virus como agente etioldgico do surto.
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ABSTRACT

It was investigated an outbreak of exantemal disease in human and cattle in Zona da Mata region, Minas
Gerais’s State, Brazil. Seventy two farms located in 20 counties locating in this region were visited and
disease pattern was studied. 1020 cows got sick in the visited herds and in 83% of them human cases
occurred together with disease in animals. Drop in milk production and secondary infection were
frequently observed. The disease occurred mainly from may to September. Serum and scars from sick and
convalescent animals were collected and laboratory diagnostic showed that an orthopoxvirus, more
precisely vaccinia virus was involved in the outbreak.
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INTRODUCAO

O termo variola bovina é, muitas vezes, utilizado
popularmente para descrever uma doenca
caracterizada pelo aparecimento de lesdes
cutaneas localizadas nos tetos das vacas, apesar
de trés diferentes poxvirus poderem estar
envolvidos na sua etiologia. Dentro do género
Orthopoxvirus, os virus da variola bovina, o
cowpox genuino e o Vaccinia virus, utilizados na
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campanha de vacinagdo contra a variola humana,
podem causar esse tipo de lesdo. O primeiro tem,
de acordo com a literatura, distribuicdo restrita
ao continente europeu e o ultimo, distribuigdo
desconhecida (Fenner, 2000; Lewis-Jones,
2004). As lesdes causadas por eles apresentam-se
nas formas proliferativas, ulceradas ou em
crostas. Quando os virus atingem a pele,
observa-se o desenvolvimento de eritema
cutdneo caracteristico, que se inicia com o
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aparecimento de pequenas manchas, as quais
evoluem para vesiculas, pustulas e crostas que
terminam por cicatrizar (Breman e Henderson,
2002). Dentro do género Parapoxvirus, o virus
da pseudovariola tem distribuicdo mundial e
causa lesdes clinicamente muito semelhantes as
produzidas pelos ortopoxvirus, sendo essa uma
doenga de ocorréncia muito freqiiente em nosso
meio. Clinicamente, essas enfermidades sdo
bastante semelhantes, principalmente quanto a
evolugdo dos sinais clinicos, entretanto as
infec¢des causadas por parapoxvirus geralmente
sdo mais brandas que as causadas pelos outros
dois virus. Todas elas sdo zoonoses e provocam
no homem lesdes semelhantes as descritas para
os bovinos, localizadas principalmente nas maos
e, mais raramente, nos bracos e antebragos
(Mazur et al., 2000; Moss, 2001; Lewis-Jones,
2004) .

A transmissdo dessas enfermidades entre os
animais ocorre principalmente através das maos
dos ordenhadores ou equipamentos de ordenha
mecanica, ¢ a penetragdo dos virus se da por
solucdes de continuidade em lesdes preexistentes
nos tetos das vacas (Damaso et al., 2000;
Schatzmayr et al., 2000, Trindade et al., 2003). A
doenga também pode ser transmitida dos animais
aos seres humanos, que se infectam por meio do
contato com as lesdes presentes nos tetos dos
animais.

No Brasil, pesquisadores registraram esse tipo de
enfermidade  de  ocorréncia  esporadica,
principalmente, nas décadas de 50 a 70, nos
estados da regido Sudeste (Silva et al., 1986).
Desde o final da década de 90, tém-se registrado
varios surtos de uma doenga semelhante a variola
bovina em diferentes regides do pais, como no
Vale do Paraiba, SP, no municipio de Cantagalo,
RJ, e no Mato Grosso do Sul (Fagliari et al.,
1999; Damaso et al., 2000; Schatzmayr et al.,
2000; Trindade et al., 2003). Esses surtos
comprometeram centenas de propriedades em
todas as regides e acarretaram grande perda
econdmica devido a diminui¢do na produgdo de
leite e a ocorréncia de mamite e outras
contaminagdes bacterianas secundarias. Em
muitos surtos, o diagndstico laboratorial do
ortopoxvirus foi feito a partir do isolamento
viral, pela microscopia eletronica e sorologia e,
em alguns casos, por técnicas de biologia
molecular como a PCR (Damaso et al., 2000;
Trindade et al., 2003).
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Em meados de 2001, foi relatado por produtores
rurais e veterinarios da regido da Zona da Mata
de Minas Gerais um grande ntimero de casos
clinicos em seres humanos e bovinos, com
sintomas semelhantes aos causados por alguns
virus da familia Poxviridae. Este trabalho teve
como objetivo inicial caracterizar  essa
enfermidade do ponto de vista clinico e
epidemiolégico e, posteriomente, isolar e
identificar o virus envolvido nos surto.

MATERIAL E METODOS

Durante o més de outubro de 2001, foram
visitadas 72 propriedades em 20 municipios da
regido da Zona da Mata, percorrendo-se cerca de
5700km (Tab. 1). Os funcionarios do Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA) reconstituiram o
universo de algumas fazendas onde o problema
estava ocorrendo ou tinha sido recentemente
relatado. Aplicaram-se questionarios com o
objetivo de obter informagdes sobre a
propriedade, ordenhadores, evolugdo dos sinais
clinicos, prejuizos causados e transmissdo da
doenca. Realizaram-se exames clinicos e coleta
de material dos animais. Coletaram-se amostras
de lesdes cutaneas (crostas) de 19 animais, em 12
propriedades, e amostras de sangue de 55
animais, em 26 propriedades.

Tabela 1. Municipios da Zona da Mata de Minas
Gerais e numero de propriedades visitadas

Municipio N° de propriedades

Leopoldina
Argirita
Laranjal

Pirapetinga

Volta Grande
Cataguases
Astolfo Dutra
Dona Eusébia
Mirai
Santana de Cataguases

Rio Pomba
Guarani

Piau
Piratba

Uba
Muriaé

Antdnio Prado
Barao de Monte Alto
Eugenopolis

Vieiras

Total
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O material coletado das lesdes foi triturado em
meio minimo de eagle (MEM) sem soro fetal
bovino (SFB), acrescido de penicilina (500U/ml)
e fungizona (25pg/ml). Ovos embrionados de
galinha, com 10 dias de idade, foram inoculados
na membrana corioalantéide (MCA) com 0,1ml
da suspens@o pela técnica convencional (Diniz et
al., 2001). As membranas foram coletadas
assepticamente apds a incubacdo dos ovos em
estufa a 37°C por 72 horas. Como controle
negativo, alguns ovos foram inoculados com
MEM ou solugdo salina. Os controles positivos
foram realizados com o Vaccinia virus amostra
Western Reserve (WR). As membranas que
apresentaram lesdes foram trituradas em solucao
de PBS e congeladas a -70°C para a infecgio de
células Vero.

Seis amostras de soro coletadas das vacas
doentes e uma de um ordenhador com lesdes nos
dedos e palmas das maos foram submetidas ao
teste de soroneutralizacdo por inibi¢do do
numero de placas. Foram realizadas dilui¢des
dos soros a partir de 1/10 na razdo de 2 até
1/5120. O Vaccinia virus, amostra WR, foi
diluido em MEM sem SFB até a concentracao de
10° particulas virais/ml que geravam cerca de 50
placas de lise por cAmara. As misturas
(soro/virus) foram mantidas sob agitacdo a 37°C
por 1 hora e distribuidas em placas de 24
camaras contendo a monocamada de células
Vero e incubadas até o aparecimento do CPE.
Apods 48 horas, o meio foi desprezado e as
células fixadas por 15 minutos em solucdo 10%
de formol em PBS. A monocamada foi corada
com solugdo de cristal violeta durante cinco a 15
minutos. Os ensaios foram feitos em triplicata
para todos os soros testados. Foram feitos,
também, controles de células, de virus e do soro.
O soro-controle foi o anti-Vaccinia WR,
produzido em coelhos no Laboratério de Virus
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas-UFMG. O
titulo do soro foi calculado pelo inverso da
dilui¢do capaz de neutralizar 50% do numero de
placas de lise detectadas nos controles. Titulos
maiores ou iguais a 1/10 foram considerados
positivos.

A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi
realizada utilizando-se quatro genes
caracteristicos dos ortopoxvirus que codificam a
enzima timidina quinase (TK), o fator de
crescimento do Vaccinia virus (VGF), a proteina
do corpusculo de inclusdo do tipo A (ATI) ¢ a
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hemaglutinina viral (HA). As PCR foram
realizadas a partir dos DNAs extraidos das
membranas e células inoculadas e seguiram os
mesmos protocolos descritos por Fonseca et al.
(1998) e Trindade et al. (2003). Apos a
amplificagdo por PCR, algumas amostras foram
seqilienciadas pelo método de Sanger et al. (1977)
e outras submetidas aos ensaios de polimorfismo
de tamanho de fragmento de restricdo (RFLP)
utilizando-se o protocolo de digestdo enzimatica
descrito por Meyer et al. (1997).

RESULTADOS

Com base nas visitas e nos questionarios,
registraram-se que 1020 vacas em lactacdo
adoeceram e que em 63 (87,5%) das
propriedades ocorreram 110 casos em humanos,
concomitante aos em bovinos. Observaram-se
lesdes vesiculares nos dedos de ordenhadores e
tetos das vacas que evoluiram para pustulas,
crostas ¢ feridas erosivas (Fig. 1A-D). Em
humanos, também foram registrados
linfoadenopatia axilar, prurido intenso e febre.
Em 55% das vacas e 63% dos seres humanos
acometidos, o curso da doenca foi de 15 a 30
dias. Observou-se que, mesmo na presenca de
lesdes nos tetos, na maioria das propriedades
visitadas, a ordenha manual era feita sem a
utilizacdo de luvas (Fig. 1A).

A ocorréncia da doenga foi detectada pelo menos
em uma propriedade em todos os meses do ano,
com exce¢do de dezembro, porém 72% dos casos
ocorreram de julho a setembro.

Em 92% das propriedades com ocorréncia da
doenga, realizava-se ordenha manual. A taxa de
ataque nas vacas em lactagdo (nimero de vacas
em lactacdo doentes/nimero total de vacas em
lactagdo X 100) submetidas a ordenha manual foi
entre 80 e¢ 100% e nas de ordenha mecanica,
entre 25 e 30%.

Entre os animais acometidos, 43% apresentaram
mamite ou outro tipo de infecgdo secundaria
durante ou apdés o aparecimento dos sinais
clinicos e, em 68% das fazendas visitadas, de
acordo com informagdes do proprietario, foi
registrada queda na producdo de leite. Em 66%
delas, a queda variou de 30 a 50%.
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Em 21% das propriedades, foi mencionada a
doenca em bezerros. Porém, como as lesdes
localizavam-se principalmente na gengiva e
raramente nos labios e na regido do focinho,
acredita-se que essa porcentagem possa ter sido
maior, pois nem sempre o proprietario fazia
exame detalhado que possibilitasse constatar a
presenga das lesdes.

A taxa de ataque em humanos (nimero de
ordenhadores doentes/nimero  total de
ordenhadores) variou entre 75 a 100% em mais
da metade das propriedades. Apesar da
dificuldade de locomogdo, a maioria dos doentes
residia na zona rural, 83% procuraram
atendimento médico. Do total dos 110
trabalhadores que adoeceram, 24,6% tinham
menos de 25 anos e, com certeza, ndo receberam
vacina contra variola humana. Em cinco
propriedades, foram relatados casos com lesdes
semelhantes em outras pessoas da familia, que
viviam na mesma casa, caracterizando provavel
transmiss@o horizontal entre humanos.

As MCAs inoculadas com material das crostas
apresentaram lesdes brancas e opacas, ndo

hemorragicas e tipicas de infecgdo por
ortopoxvirus (Fig. 2) ou, mais precisamente por
Vaccinia virus (Diniz et al., 2001; Trindade et
al., 2003).

Nos ensaios de soroneutralizacdo, as amostras de
soro bovino (Tab. 2) ¢ a amostra coletada do
ordenhador foram positivas, caracterizando a
presenga de anticorpos contra o género
ortopoxvirus.

Quatro  genes conservados no  género
Orthopoxvirus (TK, VGF, ATI e HA) foram
amplificados. Das 12 amostras submetidas a
PCR, sete foram positivas para o gene TK, nove
para o VGF, sete para o ATI e quatro para o HA.
Apés a amplificagdo, alguns produtos
correspondentes a regido codificadora do gene
TK foram seqiienciados e apresentaram cerca de
99% de similaridade com as seqiiéncias de
Vaccinia virus depositadas em banco de dados.
Em relag@o aos testes de RFLP do gene ATI, o
perfil de bandas obtido apds a digestdo
enzimatica foi semelhante ao perfil observado
para o Vaccinia virus (dados ndo mostrados).

Tabela 2. Resultado da soroneutralizagdo (SN) para ortopoxvirus em soros de bovinos, sinais clinicos e
tempo da doenga na propriedade

Resultado da Sinal clinico Tempo de aparecimento da doenga

Animal SN observado na propriedade (dias)
Espanha Pos Crostas 30
Medalha Neg Ulceras 15
Vanessa Pos Crostas 40
Cuica Pos Lesoes cicatrizadas 90
Catarina Pos Crostas 60
Saracura Pos Crostas 90
DISCUSSAO observado aumento alarmante da ocorréncia de

Sabe-se que infec¢des causadas por poxvirus,
especialmente por parapoxvirus, sdo amplamente
distribuidas no Brasil e que, nas décadas de 60 e
70, durante a campanha de erradicagdo da
variola, casos esporadicos de infec¢des causadas
por ortopoxvirus, precisamente pelo virus
vacinal, eram comumente relatados. Ainda na
década de 80, alguns surtos de doenga
exantematica  causada  por  ortopoxvirus,
acometendo o gado bovino foram descritos.
Entretanto, nos 0ltimos cinco anos, tem-se
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surtos de variola bovina em diferentes estados
brasileiros, especialmente no estado de Minas
Gerais (Damaso et al.,, 2000; Trindade et al.,
2003; Nagasse-Sugahara et al., 2005).
Considerando-se que esse estado ¢ responsavel
por cerca de um ter¢o da producdo nacional de
leite, a investigagdo dos aspectos
epidemioldgicos relacionados aos surtos de
variola bovina, bem como a rapida detecgdo e
identificagdo dos agentes virais envolvidos, sdo
importantes para minimizar a transferéncia e a
disseminacdo da doenca.
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Figura 1. Sinais clinicos tipicos de variola bovina observados nos animais (A e C) e seres humanos (B e
D) durante o surto da doenga. A evolugao das lesdes nos tetos das vacas mostra lesdes caracterizadas pela
formagdo de pequenas vesiculas na fase inicial (1C) e lesdes em forma de crostas e feridas erosivas (1A).

a) Vaccinia WR b) Isolado

Figura 2. Membranas corioalantdide de embrido de galinha inoculadas com material das crostas (b) € com
Vaccinia virus WR (a).
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A partir dos dados epidemiologicos obtidos e dos
diagnésticos biolodgico e molecular, constatou-se
que o surto de variola bovina descrito foi
causado por um ortopoxvirus da espécie
Vaccinia virus.

A partir da visitagdo feita pelo Instituto Mineiro
de Agropecuaria e pela Escola de Veterinaria da
UFMG, vérios aspectos epidemiologicos do surto
foram relacionados, e dados sobre as
caracteristicas das propriedades visitadas,
distribuigdo sazonal das ocorréncias,
sintomatologia tipica e curso de evolugdo da
doenga foram apresentados.

Nas propriedades com ordenha mecénica, a taxa
de ataque em humanos e animais foi mais baixa,
provavelmente atribuida as medidas de
desinfecgdo dos tetos. A provavel veiculagdo dos
virus em latdes de leite foi suscitada como uma
das hipoteses para explicar a transmissdo da
doenga entre as propriedades, pois apenas 26,6%
delas possuiam tanque de expansao.

Ainda em relagdo a transmissdo da doenga,
observou-se que alguns ordenhadores
trabalhavam alternadamente em diferentes
propriedades, fato responsavel pela introducdo da
doenca em algumas fazendas. Em todas elas, os
ordenhadores ndo utilizavam luvas (Fig. 1A),
mesmo apos o aparecimento da doenga clinica
nas vacas. Adicionalmente, outros ordenhadores
eram contratados pela impossibilidade de
trabalho daqueles ja infectados e, da mesma
forma, continuavam ordenhando os animais sem
luvas, mostrando desconhecimento da associa¢ao
da doenga nas vacas e nos homens.

Observou-se tendéncia a sazonalidade, com
concentra¢do dos casos nos meses de julho a
setembro, que coincidiu com o periodo de seca.
Isso poderia estar relacionado a fatores, ainda
ndo identificados, que facilitariam a transmissao
da doenga e a circulacdo do virus nessa época do
ano. Em 84% das propriedades, houve relatos da
presenga de roedores, animais sabidamente
susceptiveis a infeccdo pelo Vaccinia virus,
enquanto dados da literatura informaram o
isolamento de poxvirus de roedores silvestres
(Diniz et al 2001; da Fonseca et al 2002). Outro
aspecto € que, na época da seca, ha possibilidade
de maior ocorréncia de traumatismos nos tetos,
pois a pele pode apresentar-se ressecada,
aumentando o numero das solucdes de
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continuidade e abrindo caminho para infecc¢ao
viral.

Virias hipoteses foram levantadas na tentativa de
elucidar fatores que desencadearam o inicio do
surto e as formas de transmissdo da infecgdo.
Recentemente, foi relatado o isolamento dos
virus Cantagalo e Aracatuba, em surtos
exantematicos ocorridos em bovinos e em
humanos nos municipios de Cantagalo, RJ, e
Aracatuba, SP (Damaso et al., 2000; Schatzmayr
et al., 2000; Trindade et al, 2003). As
caracteristicas clinicas da doenca, como a
presenca de papulas nos tetos e Ubere que
evoluiam para formas vesiculares e pustulares,
assemelharam-se as observadas na Zona da Mata
Mineira. Também as andlises moleculares
permitiram inferir que os virus Aragatuba e
Cantagalo assemelhavam-se a uma amostra de
Vaccinia virus vacinal, o Vaccinia virus 10C,
utilizada no estado do Rio de Janeiro, na época
da campanha de vacinagdo em massa contra a
variola. A hipotese apontada para esse fato ¢ que
provavelmente a amostra vacinal teria sido
mantida na natureza, estabelecendo ciclos de
transmissdo em  algum  animal nativo
indeterminado, que poderia estar transmitindo o
virus para as vacas e essas para os ordenhadores
(Damaso et al., 2000; Trindade et al., 2003).

A inoculagio em MCA ¢, freqiientemente,
utilizada para o diagndstico de ortopoxvirus. O
principio desse teste baseia-se no fato de que as
lesdes produzidas por amostras de Vaccinia virus
em MCA ndo se apresentam hemorragicas como
as produzidas por Cowpox virus, permitindo o
diagnoéstico diferencial entre as duas espécies
virais (Buller ¢ Palumbo, 1991; Fenner et al.,
1989). Entretanto, alteracdes na técnica de
inoculagdo ou qualquer problema de manuseio e
incubag@o dos ovos podem acarretar hemorragias
na membrana, freqiientemente confundidas com
as lesdes hemorragicas (Fenner, 1989; Trindade
et al., 2003). Nas inoculagdes em MCA, nédo se
visualizaram lesdes hemorragicas.

A soroneutralizagdo  contribuiu  para a
identificagdo das amostras isoladas, pois
possibilitou a diferenciagdo do ortopoxvirus de
outros géneros da familia Poxviridae, incluindo o
parapoxvirus (Inoshima et al., 2001; Trindade et
al.,, 2003). Um animal que apresentava sinais

clinicos foi negativo a soroneutralizagdo e isso
foi, provavelmente, atribuido ao curto tempo
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pos-infeccgdo, ja que o primeiro caso da doenca
na fazenda ocorreu em apenas 15 dias (Tab. 2).

Os testes moleculares, PCR seguido do
seqiienciamento ou RFLP, utilizando os quatro
genes caracteristicos de ortopoxvirus,
confirmaram o envolvimento do Vaccinia virus
no surto descrito.

A suspensdo da vacinagdo contra variola humana
na década de 70 e a declaragdo da erradicagdo
dessa doenca no mundo contribuiram para que
muitos aspectos sobre a ecologia e a manutengao
dos ortopoxvirus na natureza, bem como o papel
dos hospedeiros reservatorios, fossem
negligenciados. Tanto no Brasil, como em outros
paises da América do Sul, pouco se sabe sobre a
circulagio de poxvirus e o isolamento de
ortopoxvirus silvestres. Nos tGltimos anos, varios
surtos de variola bovina, em diferentes regides
do Brasil, emergiram como zoonose. Ao que
tudo indica, hé circulagdo desses virus no pais e,
em muitos casos, a origem das amostras parece
estar relacionada a vacina utilizada durante a
campanha de vacinagao.
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