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Resumo

O trabalho consistiu no estudo epidemiolégico do surto de
poxvirose bovina no Estado do Espirito Santo no periodo de 2002
a 2005. A coleta dos dados deu-se em 28 propriedades de gado
bovino leiteiro de 08 municipios do Sul do Estado do Espirito Santo
com casos de doengas pustulo-vesicular em bovinos, no periodo
de agosto de 2002 a maio de 2005. Observou-se que a prevaléncia
da doenga no gado bovino leiteiro variou de 10,2% a 100% das
propriedades com média de 52,7%. Através de isolamento viral e
PCR do gene Timidina Quinase (TK), identificou-se o virus do
género Orthopoxvirns como o agente etiologico da poxvirose bovina.
Em todas as propriedades constatou-se uma perda econoémica,
principalmente relacionada a queda na produgio leiteira. A poxvirose
bovina assumiu um carater epidémico no Sul do Estado do Espirito
Santo, com grande impacto econémico e importincia em saude
publica, como uma zoonose ocupacional entre os ordenhadores.
Baseadas nos dados obtidos, medidas de cunho fiscal-sanitario e de
orienta¢do ao produtor agropecuario foram implementadas, visando
conter a disseminac¢ao da doenca entres as propriedades, € os outros
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municipios do Estado.
Introducao

As poxviroses sdo doengas causadas
por virus da familia Poxviridae, caracterizada
pelos maiores e mais complexos virus
conhecidos, os quais se replicam no
citoplasma de células de hospedeiros
vertebrados e invertebrados, abrangendo um
grande grupo de patégenos de importancia
médica e veterindria, principalmente os
géneros Orthopoxvirus € Parapoxvirus .

A mao dos ordenhadores e os
equipamentos de ordenha constituem as
principais formas de transmissio da
poxvirose entre os bovinos, com a
penetracdo do virus nas solugdes de
continuidade da pele e mucosa dos animais,
principalmente na regidao dos tetos e ubere.
A infec¢ao dos humanos ocorre a partir das
lesdes existentes nos animais, durante o

manejo e a retirada do leite dos bovinos >**°.

Tipicamente ocorre nas poxviroses a
presenca de lesoes difusas na pele e mucosas
que progridem de maculas para papulas,
vesiculas e pustulas antes de formar crostas
e cicatrizar, mas o diagndstico clinico
geralmente ndo ¢ suficiente, tornando-se
necessario estabelecer um diagnéstico
laboratorial especifico através: 1)
Demonstragao da particula viral, do antigeno
viral ou do acido nucléico; 2) Demonstracio
do anticorpo antiviral; 3) Visualizagdo das
inclusdes intracitoplasmaticas .

A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), constitui uma das principais técnicas
de diagnéstico molecular na determinagio
dos agentes etiologicos das poxviroses, em
especial para os géneros Orthopoxvirus e
Parapoxvirus, que sdo os principais agentes
etiologicos da poxvirose bovina no mundo
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89 A caracterizacio molecular de um
Orthopoxvirus, ocorre a partir de genes ou
regides subgenomicas conservadas do DNA
viral, como os genes Timidina Quinase (TK)
que sao altamente conservados no genoma
dos Orthopoxvirus e sio responsaveis em
codificar a timidina-quinase, uma enzima
participante do metabolismo de 4cidos
nucléicos, tornando-se um gene amplamente
utilizado na identificacio de Orthopoxvirus °.

Nos ultimos sete anos, inimeros casos
de doenga pustulo-vesicular ocorreram em
diversas propriedades leiteiras nos Estados
do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais
acometendo o gado bovino leiteiro e
humanos, principalmente ordenhadores e
seus familiares. As caracteristicas clinicas
sugeriram a possibilidade de um agente
etiolégico da  familia  Poxviridae,
posteriormente comprovada por diagnostico
laboratorial como sendo um Orthopoxvirus.
Na ocasiao, Damaso et al.? isolaram e
caracterizaram molecularmente o virus
Cantagalo de crostas das lesoes de bovinos
na cidade de Cantagalo no Estado do Rio
de Janeiro, Trindade et al.’; o virus Aracatuba
na cidade de Aragatuba no Estado de Sio
Paulo, Leite ' o virus Passatempo em
Passatempo no Estado de Minas Gerais e
Lobato et al. > um Vaccinia-like virus em
bovinos e humanos na Zona da Mata em
Minas Gerais ¢ Nagasse-Sugahara et al. “ um
Vaccinia-like virns em humanos no Estado Sio
Paulo e Goias.

A partir de 2002, tém sido observados
surtos de doenga pustulo-vesicular no gado
bovino leiteiro e humanos de propriedades
leiteiras no Sul do Estado do Espirito Santo,
com caracteristicas clinicas semelhantes aos
casos descritos nos Estados do Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais. Esses
surtos vém causando grandes prejuizos
economicos na agropecuaria da regiao, com
100% dos bovinos acometidos em algumas
propriedades, bem como a importincia em
saude publica, como uma zoonose.

Objetivou-se, neste trabalho, realizar
um estudo epidemioldgico dos surtos das
poxviroses no gado bovino leiteiro do
Estado do Espirito Santo, identificando
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molecularmente o agente causador, bem
como a adogao e divulgacdo das medidas de
controle da doenga junto aos 6rgaos
responsaveis pela Sanidade Animal, Saude
Publica e aos proprietarios de gado leiteiro.

Material e Método

1. Distribuicao das amostras e
espécimens clinicos
Coletou-se amostras de crostas
das lesodes de 47 bovinos durante as visitas
nas 28 propriedades de gado leiteiro, com
notificacdo de casos de doenga pustulo-
vesicular, distribuidas em oito municipios
(Alegre, Atilio Vivacgua, Cachoeiro do
Itapemirim, Castelo, Itapemirim, Piuma,
Presidente Kennedy e Rio Novo do Sul)
localizados no Sul do Estado do Espirito
Santo, no periodo de agosto de 2002 a maio
de 2005. Os bovinos das propriedades
visitadas foram avaliados clinicamente,
principalmente quanto a presenca de lesdes
pustulo-vesiculares, e os dados anotados na
ficha de investigacdo epidemiolégica.

2. Isolamento viral

2.1. Ovo embrionado de
galinha: As crostas dos 47 bovinos foram
maceradas separadamente em solugao salina
fosfatada (PBS pH 7,2) acrescido com
gentamicina (100mg/L), anfotericina B
(5mg/L) e penicilina potassica ou sédica
(400.000 U/L). A suspensao obtida foi
coletada e centrifugada a 2790 x g a 4°C por
5 min em Microcentrifuga. 100 pL do
sobrenadante foi inoculado na membrana
corialantéide de ovos embrionados de
galinha (MCA) com 10 dias de vida, com
auxilio de uma seringa de 1 mL e agulha 13
x 0,4 mm. Os ovos foram incubados a 37 °C
por 72 horas.

2.2. Cultura Celular: Cada
amostra de MCA com lesao do tipo “pocks”
foi macerada, com auxilio de um gral e areia
fina autoclavada, em PBS acrescido com
gentamicina (100mg/L), anfotericina B
(5mg/L) e penicilina potassica ou sédica
(400.000 U/L). A suspensao obtida foi



coletada e centrifugada a 2790 x g a 4°C por
5 min em Microcentrifuga para obter a
suspensao viral.

Células Vero cultivadas em
monocamada em garrafas de cultivo celular
de 50 mL (Corning®) foram infectadas com
100 uLL da suspensao viral diluida em 1 mL
de meio Auto-pow (MEM autoclavavel da
GibcoBRL), acrescido de gentamicina
(50mg/L), anfotericina B (2,5mg/L) e
penicilina potassica ou sédica (200.000 U/
L). Apés o perfodo de 1 hora de adsorcao
em estufa a 37°C, acrescentou-se 4 mlL de
meio Auto-pow suplementado com 1% de
soro fetal bovino (SFB) e com antibidticos
gentamicina (50mg/L), anfotericina B
(2,5mg/L) e penicilina potissica ou sédica
(200.000 U/L). As culturas foram mantidas
em estufa 37°C até o aparecimento de efeito
citopatico (ECP).

3. PCR para Orthopoxvirus

3.1. Extragao de DNA viral:
As extracSes de DNA viral foram realizadas
através da técnica do Fenol/Cloroférmio a
partir dos extratos celulares (item 2.2.) .

3.2. Amplificagdo do gene
TK:. As regies codificadoras do gene TK
foram amplificadas por meio de reacio em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando uma
mistura padrao, contendo 30ng de DNA viral
extraido, 20 pmoles de iniciadores
especificos, 20 mM de nucleotideos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 10 uL. de tampao Taq
polimerase 10X, 1,5 mM de MGCI2, 2,5 U
de Taq polimerase (Promega, USA) e H,O
Milli Q, em um total de 20 uL. de reacao. As
amostras foram cobertas com 6leo mineral
estéril e o processamento foi realizado em
aparelho Perkin Elmer Cetus (Perkin, USA)
modelo N 801-150 '. Os oligonucleotideos
utilizados como iniciadores para a reagdo de
PCR do gene TK foram desenhados por
Fonseca et al.'":

TK up: 5’
GCGAGGATCCAACGGCGGACATATTCAG
37 TK low: 5’

GCAGAAGCTTTGAGTCGATGTAACAC
3.
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As reagbes de PCR do gene TK
foram programadas com base na
metodologia desctita por Marques et al.*: 01
ciclo de 95°C por 5 min, 45°C por 1 min e
72°C por 2 min; 30 ciclos de 95°C por 1
min, 45°C por 1 min e 72°C por 2 min; 01
ciclo de 94°C por 1 min, 45°C por 1 min e
72°C por 15 min. Os fragmentos
amplificados foram fracionados
eletroforeticamente em gel de agarose 1%,
acrescido de 0,5 pg/mlL de brometo de
etidio, sob voltagem de 110 V.

4. Divulgacgao e controle do surto

Estabeleceu-se uma parceria
técnica entre a Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), Instituto de Defesa Agropecuario
e Florestal do ES (IDAF-ES) e Secretaria
Estadual de Saude (SESA), possibilitando,
desta forma, a distribuicao das informacoes
sobtre o surto e a identificacio dos novos
casos, com a participagao dos produtores, da
comunidade rural, dos Postos de Saude e dos
6rgaos de Defesa Sanitaria e Sanidade Animal
do Estado do Espirito Santo.

Resultados e Discussao

Os 854 casos de poxvirose bovina
notificados e estudados no Estado do
Espirito Santo, que ocorreram no periodo
de agosto de 2002 a maio de 2005, estao
distribuidos em 28 propriedades de gado de
leite de oito municipios do Sul do Estado,
como apresentado na figura 1 e na tabela 1.
Os oito municipios encontram-se todos
localizados na regido de grande producdo
leiteira do Sul do Estado, proximos aos
Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais
onde foram notificados surtos de poxviroses
bovina e humana, como descrito por Damaso
et al. > e Lobato et al. *'2. Essa proximidade
poderia explicar em parte o aparecimento da
doenca no Estado e sua disseminacio entre
os municipios limitrofes, uma vez que a
comercializaciao informal de animais entre
os LEstados e Municipios, sem o
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Tabela 1 - Prevaléncia da poxvirose no gado bovino leiteiro em propriedades localizadas no Sul do Estado do Espirito Santo,

visitadas no periodo de agosto de 2002 a maio de 2005

Municipio Propriedade N° Bovino N° bovinos clinicamente *Prevaléncia - %
Leiteira de leite doentes
Ao 58 44 75.9
Ap 40 35 87.5
Aoz 45 35 77.8
Aoy 30 28 93.3
Aos 13 12 923
Alegre Aos 34 23 67.6
Ag7 12 12 100
Aos 50 30 60
Ao 60 50 83.3
Ay 40 30 75
An 25 10 40
Atilio
Vivacqua Boi 08 04 50
Coy 212 80 37.7
Coz 70 35 50
Cachoeiro de Cos 60 20 333
Itapemirim Cos 30 27 90
Cos 40 36 90
Cos 26 03 11,5
Co7 60 10 16,6
Castelo Doy 30 30 100
Itapemirim Eor 32 28 87.5
Pitima Foi 30 06 20
Goy 48 30 62.5
Presidente Goo 80 40 50
Kennedy Gos 256 103 40.2
Gos 170 80 47
Rio Novo do Ho; 49 05 10,2
Sul Hp, 12 08 66,7
Total 28 1620 854 52,7

* Os calculos da prevaléncia foram realizadas no momento da visita em cada propriedade.

AnozPropricdadcs localizadas em Alegre; BnozPropricdadc localizada em Atilio Vivacqua, Cna:Propricdadcs localizadas em
Cachociro de Itapemirim, DnozPropricdadc localizada em Castelo, EnozPropﬂcdadc localizada em Itapemirim, FnozPropricdadc
localizada em Piima, Gna:Propricdadcs localizadas em Presidente Kennedy, HnO:Propricdadcs localizadas em Rio Novo do Sul.

acompanhamento dos 6rgaos fiscalizadores,
¢ uma pratica comum entre as propriedades
visitadas, bem como a utilizacdo da mesma
mao-de-obra  (ordenhador)  entre
propriedades vizinhas, contribuindo na
disseminagdao da doenca, na qual 92,56%
(n=206) das 28 propriedades, observou-se a
presenca de ordenhadores com lesdes
pustulo-vesiculares semelhantes as
observadas nos animais.
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A maioria dos casos de poxvirose
bovina no gado leiteiro no Sul do Espirito
Santo teve inicio entre os meses de maio e
setembro, sugerindo um carater sazonal da
doenga, principalmente no periodo seco no
Estado, época de maior traumatismo no
ubere e tetos, favorecendo a disseminacao
do virus no rebanho.

Observa-se, na tabela 1, que a
prevaléncia da poxvirose no gado leiteiro,



. Casos de Poxvirose Bovina
Municipios

Alegre

Atilio Vivacqua
Cachoeiro de Itapemirim
Castelo

Itapemirim

Piuma

Presidente Kennedy

Rio Novo do Sul

IemMmoUowy
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Figura 1 - Distribuicao geografica dos casos de poxvirose bovina e humana nos municipios do Estado do Espirito Santo, no periodo

de agosto de 2002 a maio de 2005

variou entre 10,2 e 100% com média de
52,7%, demonstrando a alta morbidade do
virus e o carater epidémico da doenca,
mesmo em propriedades com diferentes
sistemas de manejos, como na fazenda G,
possuidora de um grande rebanho leiteiro.

O quadro clinico da poxvirose no
gado leiteiro do Espirito Santo consistiu
basicamente de lesGes pustulo-vesiculares
cutaneas e dolorosas a palpacio, geralmente
multiplas, localizadas principalmente nas
tetas, com 94,85% dos animais apresentando
lesOes restritas nas tetas, 5,03% no ubere ¢
teta e 0,12% na face.

Na fase inicial do desenvolvimento da
doenga, observou-se uma febre prodrémica
irregular e uma dor a pressao da teta e ubere,
as vesiculas eram facilmente observadas, mas
logo se rompiam, provavelmente pela acao
mecanica da ordenha, formando uma
ulceragdo, como mostrado na figura 2, que
progredia para crosta, e cicatrizava em média
de 20 dias ap6s os primeiros sinais. O quadro
clinico da poxvirose bovina do gado leiteiro
no Hspirito Santo é compativel com outras
poxviroses bovinas, como descrito por
Murphy et al.’, Timms et al.” ¢ Weblen ',
mas com rapida dissemina¢do, como
observado por Lobato et al. >'2.

Além da perda econémica com a
queda na produgao de leite, as propriedades
tiveram prejuizos econdmicos com o gasto
com medicamentos, honorarios de médicos
veterinarios, dificuldade na contratacio de
ordenhadores, pois 0os mesmos estavam
receosos com a doeng¢a ou ja estavam
acometidos pela mesma.

Considerando a faixa etaria e a raca
dos animais acometidos, ndo é possivel
afirmar que existam diferengas de
acometimento da doenca entre as racgas
leiteiras e as faixas etarias dos animais, e sim
com relagdo ao seu tipo de explora¢do, em
que todos os animais eram bovinos leiteiros,
destinados a produgao de leite.

Todas as amostras de crostas foram
maceradas e inoculadas na membrana
corialantéide de ovos embrionados de
galinha (MCA) com 10 dias de vida (MCA's),
onde apds 72 horas, todas as MCA‘s
apresentaram lesdes brancas e opacas, nao
hemorragicas, caracteristica de infec¢io por
Orthopoxvirus, como descrito por Fenner,
Wittek e Dumbell ° e observado por
Trindade etal.’, conforme ilustrado na figura
3. A visualizacido deste efeito caracteristico
nio sé nos permitiu a confirmagio da
presenca de um agente viral no material
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Maltiplas Ulceras %
Tetas 73
F .

Figura 2 - Lesoes ulcerativas nas tetas do gado leiteiro com
poxvirose no Sul do Espirito Santo

obtido, como também a identificacio inicial
deste agente como um membro do género
Orthopoxvirus, como causador do surto da
poxvirose bovina no Sul do Estado do
Espirito Santo.

As 47 suspensbes virais obtidas em
MCA foram utilizadas para infeccdo em
células Vero em monocamada, sendo que 12
amostras dos diferentes municipios
demonstraram ECP caracteristico de virus
da Familia Poxviridae.

Realizou-se a extracao de DNA viral
das 12 amostras que demonstraram ECP na
monocamada das células Vero, para
realizagao da técnica de PCR do gene TK,
na qual todas as amostras amplificaram.
Confirmando que o agente etiolégico da
poxvirose bovina do Sul do Estado do
Espirito Santo é um virus do género
Orthopoxvirus, provavelmente um Vaccinia-like
virus, como o virus Cantagalo isolado por
Damaso et al.* das lesées de bovinos na
cidade de Cantagalo no Estado do Rio de
Janeiro, o virus Aragatuba isolado por
Trindade et al.’ na cidade de Aracatuba no
Estado de Sao Paulo e o virus Passatempo
isolado por Leite '’ em Passatempo no
Estado de Minas Gerais, Lobato et al. ? na
Zona da Mata em Minas Gerais ¢ Nagasse-
Sugahara et al.* em Sdo Paulo e Goias.

A rapida disseminacdo da doenca
dentro da propriedade e para outras
propriedades, as caracteristicas clinicas,
carater sazonal e os altos valores de
prevaléncia da doenga no gado leiteiro do
Espirito Santo estdo de acordo com o que
fora relatado por Damaso et al. %, Leite
1" Lobato et al. ', e Trindade et al. *no gado
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Figura 3 - Membrana Corioalantéde de embrido de galinha
(MCA) com multiplas lesdes brancas e opacas, nao
hemorrégicas, com 72h de incubacdo apéds inoculagao com
macerado de crosta de bovino

leiteiro nos Estados do Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Sdo Paulo, evidenciam a inter-rela¢do
entre os agentes etiologicos desses surtos.
Essa confirmag¢iao de que mais um
Estado do Brasil esta sendo acometido por
surto de Orthopoxvirus, com dissemina¢ao
entre animais e humanos, sustenta a
necessidade de mais pesquisas sobre o
assunto, principalmente na identifica¢ao de
possiveis reservatorios animais, da
filogenética desses virus, formas de
disseminacao da doenca, impactos
econodmicos, risco para saude publica e da
implantagao imediata de medidas de controle
e prevencdo dessa doenga em todo o Brasil.
Estabeleceu-se uma parceria técnica
entre a Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Universidade
Federal do Espirito Santo, Instituto de
Defesa Agropecuario e Florestal do Espirito
Santo e Secretaria de Estado da Saidde, em
que os casos suspeitos de poxvirose bovina
fossem notificados e encaminhados ao
Laboratério de Sanidade Animal/CCTA/
UENTF para visita e constata¢ao do caso. Essa
parceria possibilitou uma maior abrangéncia,
na notificacio e deteccio dos novos casos
de poxvirose bovina no Estado do Espirito
Santo, facilitando e melhorando a
distribuicao das informacdes, bem como o
envolvimento dos Produtores, da
Comunidade Rural, dos Postos de Saude, das



Secretarias Municipais de Saide e os 6rgaos
de Defesa Sanitaria e Sanidade Animal do
Estado do Espirito Santo, na divulgacao das
orientacdes sobre a doenca.

As acOes de controle basearam-se nos
seguintes itens: a) Implementagao da linha
de ordenha nas fazendas, e¢ a realizacido
da desinfeccio das ordenhadeiras e
anti-sepsia das tetas e das maos dos
ordenhadores; b) Lavagem das tetas com
agua e sabdo, e a imersio em solu¢do
de tintura alcodlica iodada a 2%, apds a
ordenha; c) Evitar o transito na propriedade
de pessoas, principalmente trabalhadores
de outras propriedades; d) Examinar as tetas
e o ubere antes da aquisicdo de animais
de reposicao; €) Proibicao da comercializacao
dos animais das propriedades positivas; f)
Quarentena dos animais recém adquiridos;
g) Manter as tetas e uberes sadios; h)
Promover a higiene de todas as instalagoes;
i) Orientagao aos funcionarios e proprietarios
das propriedades sobre a doencga e as suas
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medidas de controle; j) Divulgacao da doenga
e do fluxograma de notificagdes via
comunicado através dos orgaos de Defesa
Sanitaria Animal, Secretaria de Estado da
Sadde e as Secretarias Municipais de Saude.

Conclusoes

O surto de poxvirose bovina foi
causado por um Orthopoxvirus, provavelmente
um Vaccinia-like virus, com alta morbidade e
carater epidémico. As propriedades de gado
de leite dos municipios localizados na regiao
Sul do Espirito Santo encontram-se sob risco
iminente do surto de Orthopoxvirus, na
qual medidas de controle devem ser
implementadas pelos 6rgaos responsaveis pela
Sanidade Animal e Humana, visando o maior
controle da doenga, impedindo sua
disseminacdao para outras regides. Essa
poxvirose bovina representa uma doenca
de grande importancia econémica e de
saude publica.

Epidemiology bovine poxviruse in the Espirito Santo State, Brazil

Abstract

Key words:
Epidemiology.
Bovine poxviruses.

The purpose of this study was to investigate the epidemiological
data of bovine poxviruses in the State of Espirito Santo during the
years 2002 to 2005. The sample consisted of 28 properties that
produce cow’s milk in 08 cities from the South of the State, in wich
were present cases of bonive pustulo-vesicular disease between 2002
august to 2005 may. The bovine disease was found in 10,2% to
100% of the properties with a mean of 52,7%. Throughout virus
isolation techniques and PCR of the Timidin Kinase gene, an
Orthopoxivirns was identified as the etiological agent of the bovine
viruses. All the properties reported economic losts related to a
decrease in milk production. The bovine poxviruses assumed an
epidemic feature in the South of the State of Espirito Santo
promoting a big economic impact and representing an important
public health worry as an occupational zoonosis mainly for the
milkers. Thus, based on the obtained data, policy and sanitary
statements, and educational strategies, were applied in the properties
in order to stop the disease dissemination over the neighbor cities.

Orthopoxvirus.
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