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Resumo: Varios surtos de vaccinia bovina, popularmente conhecida como variola bovina, vem ocorrendo
no Brasil. Estes surtos s8o marcados pela infeccdo de vacas leiteiras que apresentam lesdes tipicas de
poxvirus. Em alguns casos, infec¢des secundarias podem ocorrer gerando mastite. Queda na producdo de
leite é observada. A contaminacdo de bezerros durante a amamentacdo é comum, causando lesdes no
focinho, gengivas e mucosa oral; assim como a infeccdo de ordenhadores durante a ordenha. O agente
etiologico envolvido nesses surtos é o virus vaccinia e particulas infecciosas ja foram detectadas e
isoladas de amostras de leite coletadas durante alguns surtos. A presenga de particulas virais infecciosas
em amostras de leite experimentalmente infectadas mesmo ap6s pasteurizacdo lenta também ja foi
relatada. Esses dados sdo extremamente relevantes quando considerada a Instrucdo Normativa 51 do
MAPA que autoriza 0 armazenamento de leite em tanques de expansao por até 24 horas e a Lei Estadual
14.185 de Minas Gerais para processamento do queijo Minas apds a ordenha sem a pasteurizagdo. O
objetivo desse trabalho foi uma prospec¢do soroldgica entre os animais acometidos e a identificacdo
molecular do virus envolvidos em dois surtos de vaccinia bovina ocorrido no estado de Goias.
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Serological and molecular identification of the viral agent involved in bovine vaccinia outbreaks in
the state of Goias

Abstract: Several bovine vaccinia outbreaks have been occurring in Brazil. During these outbreaks, dairy
cattle get infected, presenting typical poxvirus. In some cases, secondary infection leading to mastitis
occurs. Decrease in milk production is observed. Calves contamination during suckling is common,
causing lesions on muzzle, gum and oral mucosa. Milkier contamination during milking is also common.
The etiological agent involved in these outbreaks is the vaccinia virus and infectious particles have been
detected and isolated in milk samples collected during some outbreaks. Presence of infectious viral
particles in experimentally infected milk samples even after slow pasteurization has been reported. These
data are very relevant when considering the Normative Instruction 51 from the Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply that authorizes milk storage in expansion tanks for up to 24 hours and the
Minas Gerais State Law 14.185 for Minas cheese processing after milking without pasteurization. The
objective of this work was a serological evaluation of infected animals and molecular identification of the
virus involved in two bovine vaccinia outbreaks that occurred in the State of Goiés.

Keywords: bovine vaccinia, Goias state, molecular characterization, serological characterization, virus,
Zoonosis

Introducao
Vérios surtos de vaccinia bovina, popularmente conhecida como variola bovina, que vem sido
relatado em varios estados do pais desde 1999 (TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; TRINDADE
et al., 2006; TRINDADE et al., 2007, ABRAHAO et al., 2010). Os surtos de vaccinia bovina sdo
marcados pela infeccdo de vacas leiteiras que apresentam lesdes tipicas de poxvirus que podem estar
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presentes em varios estagios, desde papulas a vesiculas, pustulas e crostas (TRINDADE et al., 2003;
TRINDADE et al., 2007a;). Essas lesdes sdo ulcerativas, localizadas nas tetas e Ubere das vacas em
lactacdo. InfecgBes secundarias podem ocorrer, gerando mastite. Além do impacto na salde animal,
ocorre impacto na pecuaria leiteria, sendo observada queda em torno de 40 a 60 % na produgdo de leite
(LEITE et al., 2005). Contaminacéo de bezerros durante a amamentacdo é comum, causando lesdes no
focinho e mucosa oral (LEITE et al., 2005). Infeccdo de ordenhadores durante a ordenha também ocorre
com frequéncia, levando a leses nas mdos, dores no corpo, febre acima de 40°C e linfoadenopatia
(TRINDADE et al., 2007b). Impactos socioecondmicos significativos também ocorrem pois afastamento
temporario do ordenhador do ambiente de trabalho também é comum (OLIVEIRA et al., 2010).
Adicionalmente, um grande problema é o potencial de animais infectados disseminarem
microrganismos juntamente com o leite. Particulas infecciosas de virus vaccinia ja foram detectadas e
isoladas de amostras de leite (ABRAHAO et al., 2009a). Este fato envolve um problema de seguranca
alimentar, pois o consumo de leite cru é observado em algumas regides rurais. Esse problema é ainda
maior quando levado em consideracdo a producdo de queijo feita a partir de leite cru. OLIVEIRA e
colaboradores (2010) demonstraram a presenca de particulas virais infecciosas em amostras de leite
infectadas mesmo apds pasteurizagdo lenta. Particulas virais vidveis também estavam presentes no leite,
no soro e na massa do queijo apés armazenamento a 4°C por 24 horas. Esses dados sdo extremamente
relevantes quando consideradas a Instru¢cdo Normativa 51 do MAPA que autoriza 0 armazenamento de
leite em tanques de expansdo por até 24 horas e a Lei Estadual 14.185 de Minas Gerais em que 0
processamento do queijo Minas deve ser iniciado 90 minutos apds a ordenha sem a pasteurizagao.

Os fatores envolvidos na emergéncia ou re-emergéncia destes virus no pais ainda ndo sdo
totalmente conhecidos. Conhecer os agentes virais envolvidos nestes surtos é importante para ajudar a
entender os mecanismos que estdo levando a ocorréncia dos surtos de vaccinia bovina no Brasil. Assim, o
objetivo desse trabalho foi uma prospec¢do soroldgica entre os animais acometidos e a caracterizagdo
molecular do virus envolvidos em dois surtos de vaccinia bovina ocorrido no estado de Goias.

Material e Métodos

Amostras de crosta e soro de animais infectados durante os surtos com caracteristicas clinicas de
vaccinia bovina foram coletadas pela AGRODEFESA. Apés realizados os procedimentos oficiais e
descartado a suspeita de febre aftosa e estomatite vesicular, as amostras foram enviadas a Embrapa Gado
de Leite em conjunto com o Laboratério de Virus da UFMG para processamento e identificacdo
soroldgica e molecular.

Testes de ELISA foram realizados com os soros coletados para detecgdo de soroconversdo dos
animais infectados. Como antigeno, foi utilizado virus vaccinia WR. Os soros foram diluidos em PBS
contendo Tween e leite em po6 desnatado e adicionados aos pogos de placa de ELISA e incubados por 1
hora a temperatura ambiente. Ap6s lavagem foi adicionado conjugado especifico (anti-lIgG conjugado a
peroxidase). A leitura foi feita a 492 nm.

A identificacdo molecular foi baseada na amplificacdo do gene vgf, utilizando nested-multiplex
PCR, conforme metodologia descrita por ABRAHAO e colaboradores (2009b).

Resultados e Discussédo

Esse estudo abrangeu a identificacdo do agente etioldgico envolvido em dois surtos de vaccinia
bovina que ocorreram concomitantemente em duas fazendas leiteiras no estado de Goids. Ordenhadores
também foram acometidos apresentando lesdes caracteristicas de poxvirus, febre e linfoadenopatia.
Foram realizados testes de ELISA para detec¢do de anticorpos do tipo IgG para ortopoxvirus e PCR
especifica para o gene do fator de crescimento do virus vaccinia (vgf) para detecgdo de DNA viral nos
soros bovinos. Foram realizadas PCR especifica para o gene do fator de crescimento do virus vaccinia
(vgf) para deteccdo de DNA viral nas amostras de crostas de lesdes epiteliais.

Foram analisadas 7 amostras de soro e 6 de crostas de lesGes epiteliais, coletadas de 8 animais na
Fazenda GO-1 (Tabela 1). Do total de 7 amostras de soro, todos apresentaram sorologia positiva para

A Embrapa néo se responsabiliza pelo contetdo deste trabalho que é de exclusiva responsabilidade do autor

Péagina-2-de 3



G O VE RNDO F E D ERAL
ﬂw Ministério da A
Em ord e | Agricultura, Pecudria =
ALAGOAS e Abastecimento

Gente que faz pela gente PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA

X Congresso Internacional do Leite
X Workshop de Politicas Publicas
X1 Simpésio de Sustentabilidade da Atividade Leiteira

ortopoxvirus sendo possivel a deteccdo de DNA viral por meio de PCR para o gene vgf em 2 amostras de
soro. Do total de 6 amostras de crosta de lesdes epiteliais, foi possivel a deteccdo de DNA viral por meio
de PCR para o gene vgf em 4 amostras. Nao foi possivel a deteccdo de DNA viral por PCR nas amostras
de crostas de lesdes epiteliais e no soro de 2 animais com sorologia positiva para ortopoxvirus. Esse
resultado sugere soroconversdo com a resolucdo da virose, ou seja, com eliminagdo do agente viral,
permanecendo apenas anticorpos anti-ortopoxvirus circulantes no soro destes animais.

Tabela 1 — Analise sorol6gica e molecular das amostras da Fazenda GO-1

Animal ELISA? PCR —Soro” PCR — Crosta”’

1 Positivo negativo positivo
2 - - positivo
3 Positivo positivo positivo
4 Positivo negativo negativo
5 Positivo positivo positivo
6 Positivo negativo negativo
7 Positivo negativo -

8 Positivo negativo -

3 = ELISA para ortopoxvirus; ° = PCR para gene vgf

Foram analisadas 4 amostras de soro e 4 amostras de crostas de lesGes epiteliais, coletadas de 4
animais na Fazenda GO-2 (tabela 2). Do total de 4 amostras de soro, 3 apresentaram sorologia positiva
para ortopoxvirus sendo possivel a deteccdo de DNA viral por meio de PCR para o gene vgf na amostra
com sorologia negativa. Foi possivel a detecgdo de DNA viral por meio de PCR para o gene vgf em todas
as 4 amostras de crosta de lesGes epiteliais. A deteccdo de DNA viral por PCR na amostra de soro e crosta
de lesdo epitelial do animal que ndo apresentou sorologia positiva para ortopoxvirus sugere a presenga de
virus vaccinia, sem que tenha ainda ocorrido producdo de anticorpos anti-ortopoxvirus do tipo IgG em
quantidade detectavel.

Tabela 2 — Analise sorol6gica e molecular das amostras da Fazenda GO-2

Animal ELISA® PCR — Soro” PCR — Crosta”
1 Positivo negativo positivo
2 positivo negativo positivo
3 Positivo negativo positivo
4 negativo positivo positivo

3 = ELISA para ortopoxvirus; ° = PCR para gene vgf

Conclusoes

Os resultados soroldgicos positivos para anticorpos circulantes anti-ortopoxivrus, género ao qual
pertence a espécie do virus vaccinia, juntamente com a detec¢cdo de DNA viral baseado no gene do gene
do fator de crescimento do virus vaccinia, foi identificada a presenca do virus vaccinia, agente etiologico
envolvido em surtos vaccinia bovina, popularmente conhecida como variola bovina. A identificacdo do
agente viral é extremamente importante por se tratar de um diagndstico diferencial para febre aftosa.
Adicionalmente, a caracterizagdo dos virus envolvidos nos surtos de vaccinia bovina é importante para
um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na ocorréncia desses surtos no Brasil.
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