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RESUMO

Foi realizado estudo retrospectivo de casos de poxviroses diagnosticadas e notificadas em
bovinos, no Distrito Federal (DF), entre 2015 a 2018, pelo Servico Oficial Veterinario da
Secretaria de Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural do DF. Na maioria
dos casos, foram coletadas amostras de lesdes orais, cutaneas (tetos, Ubere) ou podais para
diagnostico molecular por PCR. Em aproximadamente 70% dos casos, também foram
coletados fragmentos para histopatologia. De 2.467 bovinos avaliados clinicamente, de
385 propriedades, 93 apresentaram lesdes sugestivas e/ou compativeis com poxviroses.
Desses, foram confirmados 52 casos de poxviroses: 27 por VACV, nove por PCPV, oito
por BPSV, cinco por coinfeccdo PCPV e BPSV e trés por parapoxvirus nao identificado.
As enfermidades foram observadas em propriedades com diferentes tipos de exploracao
(corte, leite ou mista) e em nove das 30 regiGes administrativas (RAs) do DF. As lesbes
macroscapicas consistiram de papulas, vesiculas, Ulceras, crostas e cicatrizes, e variaram
de tipo, intensidade e local acometido, de acordo com o(s) virus detectado(s). Foi
observado apenas um episddio de comprometimento humano em um caso de infeccéo por
BPSV. Os achados histopatologicos foram muito similares, independente do poxvirus
envolvido e incluiram inflamacéo linfoplasmo-histiocitica e/ou neutrofilica multifocal
superficial leve a moderada com acantose e hiperqueratose paraqueratética, usualmente
associada a crostas serocelulares e espongiose. Nos casos com Ulceras, havia areas
focalmente extensas de necrose com infiltrado acentuado de neutrdfilos no tecido
conjuntivo adjacente. Em seis casos (dois de VACV, dois de PCPV e dois de coinfeccédo
por PCPV/BPSV), foi observada pequena a moderada quantidade de corpusculos de
incluséo eosinofilicos de 4-8 um no citoplasma dos queratinécitos. Os dados do presente
estudo demonstram que h& ampla circulacdo de diferentes poxvirus em bovinos de

diferentes categorias e em varias RAs do DF.

Palavras-chave: poxviroses, doencas de bovinos, VACV, PCPV, BPSV, coinfeccao.



ABSTRACT

A retrospective study of poxviruses cases diagnosed and notified in cattle, in Distrito
Federal (DF), Brazil, between 2015 and 2018, was conducted. In the most cases, samples
of oral, cutaneous (teats, udder) or roof lesions were collected to molecular diagnosis by
PCR. In approximately 70% of the cases, additional samples were collected to
histopathology. Out of 2,467 cattle analysed of 385 farms, 93 presented lesions sugestive
and/or compatible with poxviruses. Fifty-two cases of poxviruses were confirmed: 27 by
VACV, 9 by PCPV, 8 by BPSV, 5 by PCPV and BPSV coinfection, and 3 by not
identified parapoxvirus. The diseases were observed in farms with diferente types of
exploration (beef, dairy, or mixed cattle) and in 9 of 30 administrative regions (RASs) of
DF. Gross findings include papules, vesicles, ulcers, crusts, and scars, and varied of type,
intensity and affected tissue according to the detected virus. Only one episode of human
infection in a case of BPSV was observed. Histopathology findings were very similar in
all poxviruses and consisted of mild to moderate multifocal infiltrate of lymphocytes,
plasma cells, macrophages and/or neutrophils with acanthosis and parakeratotic
hyperkeratosis, usually associated to crusts and spongiosis. In the ulcerated cases, there
was focally extensive areas of necrosis with severe infiltrate of neutrophils in the adjacent
connective tissue. Few to moderate amount of cytoplasmic eosinophilic inclusion bodies
(4-8um) were noted in six cases (two of VACV, two of PCPV and two of PCPV and
BPSV coinfection). Data of the current study demonstrate that there is wide circulation

of different poxvirus in cattle of different categories and in many RAs of DF.

Key-words: poxviruses, cattle diseases, VACV, PCPV, BPSV, coinfection.
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1. INTRODUCAO

Doencas vesiculares que afetam animais de producao incluem um grupo amplo de
enfermidades virais que apresentam relevancia significativa do ponto de vista sanitario,
econdmico e de satde publica. Dentre as principais enfermidades desse grupo, destacam-
se a febre aftosa, estomatite vesicular, mamilite herpética e as poxviroses: vaccinia
(variola) bovina, estomatite papular bovina e pseudovariola. Febre catarral maligna e
diarreia viral bovina/doenca das mucosas também podem causar alteracdes cutaneas,
mucosas e mucocutaneas semelhantes em bovinos e devem ser incluidas no diagndstico
diferencial. Algumas dessas doencas vesiculares sdo zoonoses e podem afetar
trabalhadores rurais, especialmente ordenhadores que lidam proximamente com 0s
animais enfermos. A febre aftosa é considerada a doenca vesicular mais importante,
devido as sérias restricdes e embargos econdmicos atribuidos aos paises que exportam
produtos carneos e possuem casos confirmados da enfermidade em seus planteis (Riet-
Correa et al., 1996). Por essa razdo, existe preocupacdo inerente e diversas agoes de
controle, planejamento, fiscalizacdo e vigilancia que sdo realizadas constantemente pelos
orgdos estaduais/distrital de defesa agropecuaria, bem como pelo Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Surtos dessas enfermidades sdo descritos em algumas regides do Brasil. Embora
casos de estomatite vesicular tenham sido recentemente observados em Mato Grosso e
no Nordeste brasileiro (Cargnelutti et al., 2014a), essa doenca ndo é diagnosticada
comumente no Brasil. De forma semelhante, surtos esporadicos de estomatite papular
bovina foram confirmados ultimamente no Norte (Cargnelutti et al., 2014b) e Centro-
Oeste (Sant’Ana et al., 2012) brasileiros e de pseudovariola foram identificados em
Rondonia (Cargnelutti et al., 2014b). Surtos de variola suina associado ao virus Swinepox
foram recentemente descritos no Nordeste (Olinda et al., 2016). Infec¢des por poxvirus
tém sido relatadas principalmente em bovinos no Brasil, associadas com lesoes
vesiculares confundiveis com febre aftosa e estomatite vesicular. O agente mais
comumente identificado nessas infeccdes tem sido o virus vaccinia (VACV) - um
ortopoxvirus zoonotico que também causa doenca vesicular em bovinos (Lobato et al.,
2005; Abrado et al., 2009; Schatzmayr et al., 2009; Rivetti Jr. et al., 2013). Casos de
coinfec¢bes causadas por poxvirus de diferentes genotipos ou géneros também ja foram
descritas em surtos de doenca vesicular de bovinos (Trindade et al., 2006; Sant’Ana et

al., 2013a, Laguardia-Nascimento et al., 2017). O diagnostico etioldgico de doencas
1



vesiculares similares as poxviroses nem sempre € realizado, dificultando o conhecimento
acerca dos virus que circulam em determinadas regides do pais (Schatzmayr et al., 2000).
Embora as lesbes causadas por esses poxvirus sejam confundiveis com febre aftosa e
estomatite vesicular (Riet-Correa et al., 1996; Sant’Ana et al., 2012), pouca importancia
tem sido dada a esses agentes. Por outro lado, casos de doencas vesiculares clinicamente
compativeis com essas enfermidades tém sido relatados com grande frequéncia por

produtores rurais e veterinarios de campo.

No Brasil, numerosos casos de doenga vesicular e/ou exantematica associada ao
VACV tém sido descritos ultimamente em bovinos leiteiros e ordenhadores,
especialmente na Regido Sudeste (Lobato et al., 2005; Trindade et al., 2007; Megid et al.,
2008; Kroon et al., 2011). Usualmente, esses trabalhos detalham a apresentacdo clinica
da enfermidade nos bovinos e humanos, acompanhados da identificagdo molecular e
caracterizagéo dos isolados (Damaso et al., 2000; Trindade et al., 2003; Leite et al., 2005;
Lobato et al., 2005).

Os sinais clinicos das poxviroses sdo semelhantes e incluem lesdes como
vesiculas, papulas, pustulas, eritema, edema, erosodes, Ulceras e crostas, usualmente na
boca/lingua e pele do focinho, tetas/Ubere ou casco (Riet-Correa et al., 1996; Sant’ Ana et
al., 2013b). A localizacdo e a gravidade dessas lesGes vado variar dependendo do virus
envolvido e da imunidade do animal acometido. As vacas afetadas com lesfes nos tetos
geralmente apresentam dor local intensa, ndo permitindo a completa ordenha, levando a
interrupcdo da lactagdo e, ocasionalmente, & mastite secundaria. No homem, as lesdes de
pele sdo dolorosas e ocorrem principalmente nas méaos e nos dedos, e incluem inchagos
nodulares, papulas, pustulas, Glceras e crostas. Doenca sistémica com linfadenopatia, dor
de cabeca e febre ocasionalmente é observada em pessoas infectadas (Lobato et al., 2005;
Trindade et al., 2007; Megid et al., 2008). As lesdes histologicas dessas viroses sdo pouco
estudadas e incluem inflamacdo superficial com linfocitos, plasmacitos, neutrofilos,
macréfagos e, eventualmente, eosinofilos. Na epiderme afetada, pode-se evidenciar
acantose, espongiose, degeneracdo hidropica, hiperqueratose ortoqueratotica ou
paraqueratética, hipergranulose, crostas sero-celulares e, no caso das poxviroses, pode-se
notar corpusculos de inclusdo eosinofilicos intracitoplamaticos (Sant’Ana et al., 2012;
Sant’Ana et al., 2013b).



Apesar de algumas informacgdes estarem disponiveis na literatura acerca das
doencas vesiculares que ocorrem no Brasil, poucos sdo os dados disponiveis relativos a
frequéncia, epidemiologia, etiologia e aspectos clinicos-patoldgicos dessas infec¢oes

virais em algumas unidades da federagéo (UFs), incluindo o Distrito Federal (DF).

Em comparagdo com outras UFs, o DF possui nimeros estatisticos modestos
relacionados a producao pecuaria, principalmente em funcéo de sua limitacdo geografica.
No entanto, o DF é rota de passagem de animais entre estados que possuem grandes
rebanhos. Além disso, apresenta alta densidade demografica e € um grande mercado
consumidor de produtos de origem animal. Apesar do seu pequeno tamanho territorial, o
DF possui varios contrastes entre suas regides administrativas, com algumas propriedades
rurais maiores e altamente tecnificadas e muitas pequenas propriedades, sem nenhuma ou
com pouca tecnificagdo e com criagfes de subsisténcia. Essas caracteristicas significam
risco sanitario e reiteram a importancia do controle e vigilancia sanitéria e epidemiol6gica

dos rebanhos de animais de producéo no DF.

Diante do impacto econdmico, social e de satde publica que as enfermidades
vesiculares podem causar na regido Centro-Oeste, € importante que estudos com as
propostas elencadas na presente dissertacdo sejam desenvolvidos para que a realidade
regional, relacionada a essas enfermidades vesiculares sejam conhecidas e para que
medidas de controle e profilaxia sejam efetivamente e eficazmente implementadas pelos

6rgdos governamentais de defesa agropecuaria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Poxvirus

Os poxvirus sdo 0s maiores e mais complexos virus ja conhecidos, responsaveis
por infeccBes em seres humanos, animais domésticos e insetos. As propriedades
caracteristicas da familia Poxviridae incluem a ocorréncia da replicacdo no citoplasma e
um virion grande e complexo, que contém enzimas de sintese do mMRNA e um genoma
composto de uma Unica molécula de DNA dupla-fita de comprimento entre 130 a 300

quilobases (kb) com uma volta tipo grampo-de-cabelo em cada terminagéo (Moss, 2013).

Esses virus podem afetar uma ampla variedade de espécies hospedeiras ou ser
restrita a apenas uma delas, como por exemplo o cowpoxvirus e o leporipoxvirus (Canal,
2007). S&o muito resistentes ao calor, dessecacao e desinfetantes, causam efeito citopatico
e mantém sua infectividade por longo periodo em restos celulares e ao serem submetidos

ao congelamento (Flores e Weiblen, 2013).

A doenca pustulo-vesicular tipica de poxvirus ¢ conhecida como “variola” e se
caracteriza clinicamente pelo aparecimento de lesGes difusas na pele e mucosas, que
progridem de maéculas para papulas, vesiculas e pustulas antes de formar crostas e
cicatrizar. A maioria das lesdes contém células com mdaltiplas inclusGes
intracitoplasmaticas denominadas “pocks” que representam o local de replicagao viral nas

células infectadas (Canal, 2007).

Do ponto de visto morfologico, a aparéncia dos virions é grande e em forma de
tijolo sob microscopio eletrdnico (orthopoxvirus, yatapoxvirus e moluscipoxvirus) ou
ovoides (parapoxvirus) com dimensdes que variam de 170 a 260nm de largura/espessura
por 300 a 450nm de extensdo. A arquitetura do nucleocapsideo é complexa e arredondada,
ndo possuindo a isometria icosaédrica ou helicoidal encontrada na maioria dos outros
virus. A sua replicacdo ocorre inteiramente no citoplasma. A maioria dos poxvirus é
formada por uma camada externa de estruturas proteicas tubulares, arranjadas
irregularmente, conferido uma aparéncia caracteristica. Em contraste, os membros do
género parapoxvirus sao cobertos por longos e finos tubulos proteicos que, por causa da
superposicao desses tubulos, parecem ser arranjados na forma cruzada, assemelhando-se
a uma esfera de fios. A parte interior inclui um cerne biconcavo e dois corpusculos laterais
de natureza desconhecida. O cerne contém o DNA viral e diversas proteinas virais

(Murphy et al., 1999). A forma infectante dos poxvirus & virion maduro (VM) e
4



intracelular. Uma forma extracelular do virion possui um envelope adicional externo em
relacdo a sua forma intracelular e sdo chamados de EEV (extracellular enveloped virions)
(Canal, 2007). Esses virus produzem mudancas estruturais, conduzindo a lise da célula

hospedeira.

2.2 Familia Poxiviridae

A familia Poxviridae é subdividida em duas subfamilias: Chordopoxvirinae

(ChPV) que infecta vertebrados e Entomopoxvirinae (EnPV) que infecta insetos.

A subfamilia Chordopoxvirinae é subdividida em oito géneros: Orthopoxvirus,
Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxvirus e Yatapoxvirus. O género Horsepoxvirirus (HSPV) era comumente
relatado no século 19 e inicio do século 20, porém foi tornando-se raro ao ponto de ser
considerado extinto (Brum et al., 2010). Outros poxvirus, ainda ndo classificados,

infectam ras, lagartos, cangurus, cervos, entre outros vertebrados (Moss e Schisler, 2001).

Os membros do mesmo género sdo geneticamente relacionados, exibem
morfologia e alguns hospedeiros semelhantes, bem como alguma relagéo antigénica. O
género Orthpoxvirus inclui o variola virus (VARV), cowpox (CPXV) e vaccinia
(VACV), enquanto que o género Parapoxvirus compreende o virus da pseudovariola
(PCPV), da estomatite papular bovina (BPSV) e o Orf virus do ectima contagioso de

pequenos ruminantes. Todos eles sdo importantes na medicina veterinaria e humana.

O VARV ¢ o agente etioldgico da variola humana e é considerado um dos maiores
flagelos da humanidade causando lesGes deformantes e morte ao longo dos séculos. A
variola humana foi erradicada em 1980 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
utilizando o VACYV na fabricacgdo da vacina. Oficialmente h apenas dois locais no mundo
onde ainda se guardam amostras do virus da variola: o Centro de Controle de Doengas
dos Estados Unidos e o laboratorio Vector, da Rassia. Ainda hoje, persiste o temor de sua

utilizacdo como arma bioldgica.

O VACV vem sendo objeto de estudo intensivo como vetor para introducdo de
genes imunizantes ativos, como vacinas de virus vivo para uma variedade de doencas em
humanos e animais domésticos (Carroll e Moss, 1997). A utilizagdo dos poxvirus como

vetores de expressdo iniciou-se em 1982 e seu interesse tém se intensificado nos dltimos



anos. Parte desse interesse se deve a possibilidade de se utilizar o genoma dos poxvirus
para clonar e expressar genes heter6logos para o uso em vacinas, como foi feito na vacina
para controle da raiva silvestre em canideos na Europa. Caracteristicas como a
estabilidade da vacina liofilizada, baixo custo, facilidade de producdo e administracéo,
capacidade de induzir resposta imune humoral e celular contra os antigenos cujos genes
foram inseridos no genoma, permitir a discriminacao da resposta vacinal da induzida pela
infeccdo natural e a possibilidade de deletar grandes por¢des do seu genoma e inserir
Varios genes exogenos e permitir a producdo de vacinas multivalentes, os tornam

excelentes virus para esse fim. (Canal, 2007).

A infeccdo dos poxvirus recombinantes in vitro (cultivos celulares) ou in vivo (em
animais) resulta na expressdo das proteinas de interesse cujos genes foram introduzidos
no genoma. O uso dessa estratégia em vacinas é muito interessante, pois genes de
proteinas de outros virus de interesse podem ser incorporados no genoma dos poxvirus e
assim obtém-se uma vacina viral que expressa antigenos de diferentes virus. Como fator
indesejavel deve-se considerar que, dentro de um determinado género da familia
Poxviridae, existe uma relacdo antigénica muito estreita que pode resultar em protecéo
cruzada entre diferentes espécies de virus. Dessa forma, a existéncia de imunidade contra
0 virus selvagem que deu origem ao vetor pode reduzir o sucesso da vacina¢do com virus
recombinante. Para serem utilizados como vetores, as cepas virais candidatas devem ser
atenuadas de forma a ndo causar doenca no hospedeiro. Essa atenuacdo se da pela
passagem sucessiva do virus em hospedeiros heterdlogos, pela delecdo de genes
envolvidos na patogenicidade e pela inser¢do de genes que aumentem a resposta imune
ao vetor (Canal, 2007).

Vaérios vetores derivados dos poxvirus de suino, ovino, caprino e parapoxvirus
foram descritos e experimentalmente testados. Essa vacina foi utilizada para a imunizagao
oral de raposas e outros carnivoros de vida livre contra raiva, partir de 1987, na Bélgica,
0 que propiciou o controle até a erradicacdo dessa doenca em varios paises europeus. Um
importante avango dos poxvirus como vetores vacinais foi quando se demonstrou que 0s
avipoxvirus poderiam servir de vetores eficazes e seguros de vacinas para mamiferos. A
sua multiplicacdo natural é restrita as aves, contudo, sua inoculacdo em células de
mamiferos resultou na expressdo de genes inseridos no seu genoma e induziu a uma
imunidade protetora. Essa imunizacdo com auséncia de replicacdo produtiva eliminou a

possibilidade de disseminacdo do vetor a partir do animal vacinado para os contatos ou
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meio ambiente. Além disso, a utilizacdo desse vetor em espécies que nao sdo reservatorios
dos avipoxvirus torna improvavel a ocorréncia de recombinacdo que altere a
patogenicidade do vetor. Na Gltima década, houve grande numero de relatos do uso de
uma cepa de Canaripox atenuada recombinante em animais e humanos, ficando bem

determinada a sua seguranca e eficacia na inducédo de protecdo. (Canal, 2007).

Vérias vacinas de uso veterinario baseadas no Canaripox estdo disponiveis
comercialmente no Brasil e em outros paises, dentre essas, se incluem as vacinas contra
cinomose canina (CDV), leucemia felina (FelV) e febre do Rio Nilo Ocidental (WNV),
essa Ultima para uso em equinos. Essa estratégia tdo promissora e o desenvolvimento da
vacina é tao agil que é possivel admitir que o nimero de vacinas animais, utilizando o
poxvirus do canario, ampliar-se-a significativamente nos préximos anos. Pode-se
especular que o0 uso criterioso dos poxvirus recombinantes como vetores vacinais
propiciara a erradicacdo e cura de algumas doengas que causam impacto a saude animal
(Canal, 2007).

2.3 Principais poxviroses de bovinos diagnosticadas no Brasil
2.3.1 Vaccinia bovina (VACV)

VACYV ¢ o protétipo do género Orthopoxvirus (OPV), da familia Poxviridae, e foi
utilizado durante a campanha de erradicacdo da variola humana (Trindade et al., 2003).
Provavelmente, o virus se originou em isolados do virus da variola bovina (cowpoxvirus).
Também conhecida popularmente como variola bovina (BV), a doenca causa perdas
econdmicas e tem grande impacto nos servicos publicos de salde das regiGes afetadas
(Trindade et al., 2003). A maioria dos casos diagnosticados nos surtos de poxviroses em
bovinos, no Brasil, referem-se as infeccdes por VACV. No entanto, devido a semelhanca
das lesdes observadas, BPSV e PCPV também podem estar envolvidos na sua etiologia,

inclusive com infec¢des mistas (Laguardia-Nascimento et al., 2017).

Os virions do VACYV apresentam forma de tijolos arredondados, com dimensfes
de 270x360nm. O envelope lipoprotéico de 30nm de espessura envolve duas estruturas
laterais chamadas corpos laterais e um nucleo, que em imagens de microscopia eletrénica

tém o formato de halteres.

Nas décadas de 60 e 70, época de intensa vacina¢do com VACV, eram comuns 0S
relatos de surtos do VACV em animais domésticos, como bovinos, porcos e bufalos que

eram contaminados pelas pessoas recém vacinadas que, por sua vez, transmitiam o virus
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as pessoas em contato com as lesbes (Trindade et al 2013). Com a interrup¢do da
vacinacao, os surtos desapareceram e, a época, supos-se que o VACV nao teria um
reservatorio animal, ndo permanecendo dessa forma na natureza (Fenner et al., 1989).
Estudos mais recentes sugerem a participagdo de roedores na propagacdo do VACV.
(D”Anunciacdo et al., 2012).

A caracterizacdo do virus Cantagalo (Damaso et al., 2000) e do virus Aracatuba
(Trindade et al., 2003) no Brasil, como causadores de infeccbes em bovinos e
ordenhadores, reforcaram a ideia de que o VACV pode realmente se estabelecer na
natureza. Por meio de métodos moleculares, foi tracada a origem do virus Cantagalo,
como uma cepa vacinal (VACV-IOC), produzida no Instituto Oswaldo Cruz-RJ e
utilizada na campanha da OMS para a erradicacdo da variola no Brasil nos anos 60 e 70
(Damaso et al., 2000). Foi sugerida que o virus Aracatuba originou-se de uma nova cepa
do VACV ou de um desdobramento do virus Cantagalo (Trindade et al., 2003). Nas
Gltimas décadas, diferentes cepas de VACV tém sido isoladas, inclusive dentro do mesmo

surto.

A transmissdo entre animais ocorre principalmente por meio das mé&os dos
ordenhadores ou equipamento de ordenha mecénica ou, ainda, quando bezerros lactentes
mamam em vacas com lesdes nas tetas/Ubere, desenvolvendo lesdes similares
especialmente na cavidade oral, labio e focinho (Sant’Ana et al., 2003). A penetracao do

virus ocorre por meio de feridas nos tetos e Ubere das vacas (BRASIL, 2009).

Na India, foram descritos surtos de Buffalopoxvirus (BPXV), agente causal de
uma zoonose de grande importancia econémica, detectada até os dias de hoje (Kolaphure
et al., 1997). Os primeiros relatos ocorreram nas décadas de vacinagdo antivariola no
Egito e na India, onde criacdes de bufalos eram afetadas. As leses nas tetas e Giberes dos
bufalos eram transmitidas para vacas e para maos e bragcos de ordenhadores, de forma
semelhante as lesdes por CPXV e VACV. Nos anos 80 comprovou-se que 0 BPXV é uma
cepa do VACV, derivada provavelmente de cepas vacinais utilizadas na profilaxia da
variola naqueles paises e que, de alguma forma, o virus se estabeleceu na natureza

encontrando algum reservatério animal (Dumbell & Richardson, 1993).

Atualmente a circulacdo do VACV esté restrita & América do Sul (Laguardia-
Nascimento et al., 2017). Apesar do impacto dos surtos de BV, a vigilancia

epidemioldgica € insuficiente para controlar a doenca e o ndmero de casos é
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provavelmente sub-notificado (Abrado et al. 2009). A partir de 1999, houve um
recrudescimento dos surtos de VACV, os quais foram identificados em regides rurais do
sudeste brasileiro, afetando tanto bovinos leiteiros, quanto ordenhadores (Damaso et al.,
2000; Lobato et al., 2005; Trindade et al., 2006, Sant’ana et al., 2013) e hoje afeta outras

regides, sobretudo as regides produtoras de leite (Kroon et al., 2011; Assis et al., 2015).

Entre propriedades rurais, a doenca € transmitida por introducdo de animais
doentes no rebanho ou por pessoas que ordenharam animais doentes em outras
propriedades. Outros fatores como, por exemplo, manipulacdo de latbes de leite
contaminados e presenca de roedores silvestres, que podem funcionar como resevatorios
dos virus, sdo citados (Mapa, 2009). O periodo de incubacédo da infeccdo é de cinco a sete
dias no homem e nos animais. Nas vacas, caracteriza-se inicialmente pelo
desenvolvimento de um eritema cutaneo, seguido de pequenas manchas que evoluem para
vesiculas e crostas escuras no teto e mais raramente no Ubere e que cicatrizam usualmente
dentro de 15 a 20 dias. E comum a ocorréncia de mamite e infecgbes secundérias nas
vacas (Sant’Ana et al., 2013). Nos bezerros, sdo comuns lesdes na boca, no focinho e nos
labios. Em humanos, a infeccéo se caracteriza por lesbes nas maos, podendo acometer o
antebraco e a face, além de febre, dor acentuada, mal-estar geral e linfoadenopatia (Kroon
etal., 2011).

Entre os problemas envolvidos, destacam-se dificuldade de ordenhar as vacas, a
queda da producdo de leite, a ocorréncia de mamite bacteriana secundaria, gastos com
medicamentos, emagrecimento de bezerros em decorréncia de lesdes ap6s mamar em

vacas doentes e 0 afastamento do ordenhador do trabalho.(Sant’Ana et al., 2013b).

Nas ultimas décadas, muitos surtos espontaneos de infeccao por VACV tém sido
descritos no Brasil, principalmente em bovinos leiteiros, mas também em equinos. Em
1984, animais e trabalhadores de 180 propriedades apresentaram lesGes tipicas de
poxviroses. O diagnostico foi feito com base na pesquisa de contetdo de vesiculas e
pustulas inoculado na membrana corio-alantéide de ovos embrionados, que depois de
cinco dias apresentaram sinais de replicagdo viral com a formagdo de placas (“lesdes
pocks”) e petéquias, e apds inoculacdo na pele de coelhos, ocorreu o desenvolvimento de
papulas, vesiculas, pustulas e crostas. Exames histopatoldgicos mostraram incluses
citoplasmaticas tipicas de poxvirose (Silva et al., 1986). Em surto de poxvirose em

humanos e bovinos no Estado do Rio de Janeiro em 1999, exames de microscopia



eletrbnica revelaram infeccdo por orthopoxvirus e parapoxvirus (Schatzmayr et al., 2000).
No Estado de Séo Paulo, foi realizado o isolamento do virus Aracgatuba, similar ao virus
Cantagalo, em cinco vacas. Bovinos e trabalhadores rurais apresentaram lesdes tipicas de
BV (Trindade et al., 2003). Estudo realizado entre 2002 e 2006 no Rio de Janeiro,
demonstrou a alta frequéncia da infec¢gdo em humanos nos surtos de VACV, abordando
o status imunologico dos pacientes afetados (Silva-Fernandes et al., 2009). Um surto de
BV foi observado na regido sudoeste do Estado de S&o Paulo, em quatro pequenas
fazendas leiteiras com ordenha manual. Lesdes foram detectadas em tetos de vacas,
focinho de bezerros e em humanos previamente vacinados e ndo vacinados contra a

variola. Este estudo enfatiza a circulacao viral em nosso pais.

A doenca em pessoas previamente vacinadas e ndo vacinadas contra a variola
reforca a auséncia de imunidade, o risco para a saude humana e a necessidade de mais
estudos epidemioldgicos e imunoldgicos (Megid et al., 2008). Doenca cutanea grave
causada por Orthopoxivirus foi observada em 14 cavalos da raca Crioulo no Rio Grande
do Sul, onde observou-se papulas e vesiculas que progrediram para lesdes proliferativas
e exsudativas no focinho, narinas e labios de éguas e potros (Brum et al., 2010). Os
autores sugerem que o estresse contribuiu para a gravidade e disseminacédo das lesdes nos
equinos susceptiveis. Em estudo experimental, equinos inoculados com 0s mesmos virus
isolados no surto natural no Sul do Brasil (Brum et al., 2010) desenvolveram lesbes
discretas e sutis (Barbosa et al., 2016), corroborando a hip6tese de que, em equinos, 0
VACYV causa lesdes mais graves ap0s episodios de imunossupressao. Por outro lado, em
uma infeccdo experimental em coelhos, com essas mesmas amostras de campo de VACV
isoladas de equinos, o quadro clinico anatomopatolégico foi extremamente grave e
sistémico que consistiu de hemorragia nasal, descarga ocular serosa, doenca respiratdria

e diarreia (Cargnelutti et al., 2012).

Em 2010, o VACV causou um surto que afetou bovinos leiteiros e trabalhadores
rurais no estado do Par@; as analises genéticas identificaram o virus como distinto do virus
da vacina BeAn58058 (identificado na década de 1960) e das cepas do virus da vacina
contra a variola. Esses achados sugerem a disseminacdo do virus da vacina autdctone do
grupo 1 nessa regido (Assis et al., 2013). No Vale do Paraiba, no Rio de Janeiro, VACV
foi detectado infectando 77 humanos, 346 bovinos e 78 roedores (Schatzmayr et al.,
2009). Em 2011, outro surto de BV, afetando 91 vacas e trés trabalhadores foi relatado

em Minas Gerais (MG). Analises genéticas e fenotipicas identificaram este isolado (Serro
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2011), como distinto de outros recentemente identificados, reforcando a hipotese de que
diferentes cepas de virus vacinia circulam no Brasil (Assis et al, 2012). Um surto na Bahia
em 2011 constatou a predominancia do VACV em casos de poxviroses, ocorridos na
época seca e fria e em propriedades com ordenha manual. Cerca de 40% desses animais
eram originarios de MG (Assis et al., 2012). Oito surtos de infec¢do por VACV foram
descritos no Centro e Sul de Goias, entre 2010 e 2012, afetando 122 vacas em lactacéo,
12 bezerros e 11 pessoas. A morbidade variou entre 8 e 100% das vacas (lesdes nos tetos)
e 1,5 e 31% dos bezerros (lesdes na boca) (Sant”Ana et al., 2013). Esse estudo relata a
semelhanga histopatoldgica das lesdes diferentes das doencas vesiculares e a necessidade

da realizacdo de exames moleculares para o diagnostico definitivo.

Apos periodo de incubacéo de trés dias a seis dias, as lesbes atribuidas ao VACV
consistem de eritema roseolar, seguido por papulas elevadas, firmes e claras com zona de
hiperemia ao redor da base, vesiculagdo (bolha amarela com centro deprimido), pustulas
e crostas espessas, vermelhas e persistentes. Experimentos recentes sugerem que VACV
causa doenga cronica e sistémica em bovinos, que continuam eliminando o virus através

das fezes apds o desaparecimento dos sinais clinicos (Rivetti Jr et al, 2013)

O diagndstico de BV é realizado principalmente por testes laboratoriais. O
diagnostico clinico geralmente ndo € suficiente, tornando-se necessario estabelecer um
diagnostico viroldgico e/ou molecular especifico. Os testes para o diagnostico especifico
das poxviroses sao geralmente para deteccéo de acidos nucleicos ou particulas e antigenos
viral, demonstracdo do anticorpo viral ou de inclusGes intracitoplasmaticas (Murphy et
al.,1999). Para o isolamento viral, o material obtido das lesdes (crostas) é utilizado para
a inoculacdo em membrana corioalantoide e monocamadas de células vero para a
deteccdo de efeito citopatico. Amostras de soro de vacas doentes e de seus bezerros
podem ser submetidos ao teste de sooroneutralizacdo (SN). E importante colher amostras
de animais em fase aguda e em fase adiantada da doenca (fase de cicatrizacdo com
presenca de crostas). A probabilidade de encontrar anticorpos protetores em animais em
fase adiantada é maior. A sorologia faz a distin¢do entre os géneros, mas ndo distingue 0s
virus do género Orthopoxvirus (Fenner, 1996; Kuroda et al., 1999). A histopatologia pode
ser util na deteccdo das lesdes proliferativas, ulceradas e inflamatorias dos tecidos
afetados, contudo o principal achado histolégico consiste nas inclusdes citoplasmaticas
eosinofilias de 3-8 um em células epiteliais que indicam o diagnostico de poxvirose

(Murphy et al.,1999; Sant’ana et al., 2013). As técnicas de biologia molecular s&o
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utilizadas para caracterizar molecularmente o agente etioldgico. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), constitui uma das principais técnicas de diagnostico molecular na
determinacdo dos agentes etiolégicos das poxviroses (Roop et al.,1995; Meyer et
al.,1997). A técnica de PCR, desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, consiste na
amplificacdo especifica de um curto segmento definido de acido desoxirribonucleico
(DNA) in vitro usando uma DNA polimerase, um molde de DNA gendmico,
desoxinucleotideos-trifosfatos (dNTP's — adenina, guanina, citosina e timina) e
iniciadores (primers) ou oligonucleotideos flanqueando o segmento a ser amplificado
(Meyer et al.,1994). Essa técnica possibilita a reproducdo de milhares de copias de um
determinado fragmento de DNA molde, a partir de amostras de diferentes materiais como
liquido vesicular, crostas, escaras das lesdes e do isolado da cultura celular (Roop et al.,
1995).

2.3.2 Pseudovariola bovina (PCPV)

A pseudovariola bovina é causada pelo pseudocowpoxvirus (PCPV), do género
Parapoxvirus. Tem ocorréncia mundial e sua importancia sanitaria compreende um
importante diferencial de febre aftosa e por ser uma zoonose ocupacional que causa uma
lesdo cuténea tipica, denominada nddulo do ordenhador (Radostits et al., 2002).
Juntamente com o virus da estomatite papular bovina e o virus Orf, representam os trés
parapoxvirus mais importantes em veterinaria. Esses virus possuem estreita similaridade

entre si e infectam animais terrestres e aquaticos.

Os virions de PCPV sdo grandes, ovais, com dimens@es que variam de 170-260nm
e largura de 300-450nm. Sua morfologia difere de outros géneros da familia Poxviridae
por apresentar proteinas tubulares organizadas de forma cruzada na sua superficie, o que
facilita o seu diagnostico em microscopia eletrénica. O virus se replica em cultivos
celulares derivados de bovinos e ovinos, mas ndo na membrana corioalantoide de ovos

embrionados, o que pode auxiliar no diagnostico diferencial de VACV.

Pseudovariola € diagnosticada na maioria dos paises. Encontra-se disseminada

entre ruminantes domésticos e silvestres em todo o mundo.

Na Inglaterra, a prevaléncia nos rebanhos é alta e na Africa do Sul, a doenga tem
sido implicada em perdas importantes para o rebanho leiteiro, principalmente pela

reducdo da producéo de leite, tendo sido associada a condi¢Ges precarias de higiene e de
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manejo do gado leiteiro (Canal, 2007). Animais infectados introduzidos em rebanhos
sadios possibilitam a entrada do agente, havendo disseminagéo lenta por contato direto
ou indireto, muitas vezes através dos bezerros quando estdo se amamentando, ou ainda,
por meio de insetos (moscas), equipamentos de ordenha e pelas méos de ordenhadores
(Lemos & Riet-Correa, 2007). Em um rebanho acometido, a velocidade de disseminacao
é relativamente lenta e pode resultar na doenca, permanecendo no rebanho até por um
ano. A taxa de morbidade pode aproximar-se dos 100%. Os surtos geralmente ocorrem
na época seca do ano atingindo principalmente vacas em lactacdo e bezerros. Pequenas
propriedades com ordenha manual e mas praticas de higiene sdo mais susceptiveis a casos
da doenca. Vacas recém-paridas e bovinos recentemente introduzidos sdo mais
suceptiveis, porém todos os bovinos adultos em um rebanho, incluindo as vacas secas,
podem ser acometidos. A doenca parece ndo ocorrer em vacas com menos de dois anos
de idade, a menos que tenham parido. N&o existe variagdo sazonal na incidéncia.
Desenvolve-se pequena imunidade podendo a doenca recidivar no rebanho dentro de

certo tempo. (Riet-Correa, 1996)

A infeccdo causada pelo virus da pseudovariola ndo confere imunidade
prolongada podendo haver reinfecgdes num mesmo rebanho, o que € mais comum. Por
outro lado, infeccdes crénicas podem ocorrer, porém com menor frequéncia e a infeccédo
prévia com o virus do género Orthopoxvirus que acometem bovinos parece nao proteger

0s animais da pseudovariola (Lemos e Riet-Correa, 2007).

Casos de pseudovariola sdo comumente associados a propriedades nao
tecnificadas e que ndo adotam medidas de higiene e biosseguridade do ambiente de
ordenha, propiciando a manutencdo do virus no ambiente (Lobato et al., 2005). Os
tratadores devem ser alertados sobre a possibilidade de transmissdo da enfermidade ao
ser humano, principalmente se forem portadores de algum tipo de imunodeficiéncia ou

mesmo se estiverem em tratamento com medicamentos imunossupressores.

As lesdes usualmente acometem o Ubere e tetos de vacas lactantes e boca, focinho,
tronco, pernas e cavidade oral de bezerros, levando a formacdo de pustulas e crostas
(Barravieira, 2005). Ocorrem lesfes agudas e cronicas, que podem ser varias em uma sé
teta. As lesdes medem de 0,5-2,5 cm e desenvolvem-se inicialmente com eritema, papulas
doloridas com centro umbilicado, seguidas de pustulas e, posteriormente, crostas. As

crostas sdo descamadas em poucos dias, mas podem também durar semanas. Este aspecto
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proliferativo da lesdo, bem como as pequenas cicatrizes que aparecem apds alguns dias e
tem aparéncia anelar, de ferradura ou de circulo, sdo muitos indicativas de pseudovariola
e podem servir para diferencia-la das lesdes causadas pelo Orthopoxvirus. Nos casos com
lesbes nos tetos, € comum ocorrer mastite bacteriana secundaria devido a interrupgéo da
lactacdo. A doenca tende a desaparecer ap6s 18 a 21 dias, mas pode recidivar,
ciclicamente, apds um més. Ha relatos que lesbes ocorrem ocasionalmente nas bocas das
vacas (Radostits et al., 2000).

Os testes diagnosticos para confirmagdo da doenca sdo 0os mesmos descritos para
VACV (Canal, 2007).

Surtos de pseudovariola foram diagnosticados recentemente em Rond6nia
(Cargnelutti et al., 2014). A doenca atingiu 25 bovinos de 13 rebanhos, que apresentaram

lesOes papulares e vesiculares, principalmente na boca, focinho e na pele.

A doenca é transmissivel para humanos e é conhecida popularmente como nodulo dos
ordenadores, por causa da lesdo nodular eritematosa-arroxeada, redonda, com depressao
no centro e coloragdo esbranquicada, medindo aproximadamente 2,5 cm de diametro.
Microscopicamente, observa-se acantose com formagdo de crostas, denso infiltrado
mononuclear na derme acima do paniculo, necrose da epiderme com vesiculas,
queratindcitos apoptoticos e infiltrado mononuclear rico em eosinofilos (Adriano et al.,
2015).

2.3.3. Estomatite papular bovina (BPSV)

Essa parapoxvirose € amplamente espalhada pelo mundo e bovinos parecem ser a
Unica espécie afetada. Ocorre principalmente na época seca e acomete geralmente animais
com menos de dois anos, causando lesdes no focinho, labios e gengiva. Admite-se que o
surgimento da doenca esteja associado ao estresse e a aglomeracdo de animais. Tem sido
sugerido que infecgdes latentes podem permanecer em seus hospedeiros por longo tempo
(Canal, 2007). O virus pode ser replicado em cultivos celulares humanos, bovinos e
ovinos. Né&o se replica em ovos embrionados de galinha ou em animais de laboratério. O
diagnostico laboratorial de eleicdo é a microscopia eletronica e o PCR. Testes soroldgicos
nédo sdo utilizados. Uma vez introduzido no rebanho a taxa de morbidade pela infeccdo
por BPSV pode atingir 100%.
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No Brasil, a enfermidade ja foi confirmada infectando bezerros e bovinos adultos
no Sudoeste de Goias (Sant’Anaet al., 2012), Rondoénia (Cargnelutti et al., 2014b) e Mato
Grosso (Arruda et al., 2015)

2.3.4 CoinfecgOes

Nas Ultimas décadas casos de coinfec¢do por mais de uma espécie de poxvirus,
em bovinos, tém sido reportados no Brasil. No Sudoeste de Goias, um surto, que ocorreu
no periodo seco, afetou principalmente vacas adultas com les6es papulares multiplas nos
tetos e Uberes, e acometeu ordenhadores jovens. Foi realizado diagnéstico de dupla
infeccdo por VACV e um parapoxvirus semelhante ao OrfV, por meio de microscopia
eletrénica e PCR (Sant’Ana et al., 2013a).

Entre 2015 e 2016, o Laboratério Oficial do MAPA recebeu 89 amostras de
diferentes localidades do Brasil para diagndstico de doenca vesicular e exantematosa.
Foram avaliadas amostras de 33 surtos em nove estados brasileiros (Amazonas, Bahia,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Para, Roraima, S&o Paulo e Tocantins).
Apesar da maioria dos casos serem de infeccbes simples, em nove deles ocorreu
coinfeccéo por dois poxvirus e, em um deles, houve um caso inédito de tripla infeccéo

(Laguardia-Nascimento et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho objetiva descrever as caracteristicas etiologicas,
epidemioldgicas, clinicas e patoldgicas das poxviroses diagnosticadas em bovinos no
Distrito Federal, entre 2015 e 2018.
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5. INFORMACOES ADICIONAIS.

Como parte da dissertagao, foi redigido um artigo cientifico intitulado “Poxviroses
diagnosticadas em bovinos no Distrito Federal (2015-2018)” que sera posteriormente
traduzido para inglés e submetido para publicacdo no periddico cientifico

“Transboundary and Emerging Disesases”.
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Poxviroses diagnosticadas em bovinos no Distrito Federal (2015-2018)

R.C. Alonso?, P.P. Moura!, D.F. Caldeiral, M.H.A.F. Mendes!?, M.H.B. Pinto®, J.F.
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Resumo

Foi realizado estudo retrospectivo de casos de poxviroses diagnosticadas e notificadas em
bovinos, no Distrito Federal (DF), entre 2015 a 2018, pelo Servigo Oficial Veterinario da
Secretaria de Agricultura, Abastecimento e Desenvolvimento Rural do DF. Na maioria
dos casos, foram coletadas amostras de lesdes orais, cutaneas (tetos, Ubere) ou podais para
diagnostico molecular por PCR. Em aproximadamente 70% dos casos, também foram
coletados fragmentos para histopatologia. De 2.467 bovinos avaliados clinicamente, de
385 propriedades, 93 apresentaram lesdes sugestivas e/ou compativeis com poxviroses.
Desses, foram confirmados 52 casos de poxviroses: 27 por VACV, nove por PCPV, oito
por BPSV, cinco por coinfeccdo PCPV e BPSV e trés por parapoxvirus ndo identificado.
As enfermidades foram observadas em propriedades com diferentes tipos de exploragédo
(corte, leite ou mista) e em nove das 30 regiGes administrativas (RAs) do DF. As lesbes
macroscopicas consistiram de papulas, vesiculas, Ulceras, crostas e cicatrizes, e variaram

de tipo, intensidade e local acometido, de acordo com o(s) virus detectado(s). Foi
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observado apenas um episédio de comprometimento humano em um caso de infec¢do por
BPSV. Os achados histopatologicos foram muito similares, independente do poxvirus
envolvido e incluiram inflamacdo linfoplasmo-histiocitica e/ou neutrofilica multifocal
superficial leve a moderada com acantose e hiperqueratose paraqueratotica, usualmente
associada a crostas serocelulares e espongiose. Nos casos com Ulceras, havia areas
focalmente extensas de necrose com infiltrado acentuado de neutrofilos no tecido
conjuntivo adjacente. Em seis casos (dois de VACV, dois de PCPV e dois de coinfecgéo
por PCPV/BPSV), foi observada pequena a moderada quantidade de corpusculos de
incluséo eosinofilicos de 4-8 um no citoplasma dos queratindcitos. Os dados do presente
estudo demonstram que hd ampla circulacdo de diferentes poxvirus em bovinos de

diferentes categorias e em varias RAs do DF.

Palavras-chave: poxviroses, doengas de bovinos, VACV, PCPV, BPSV, coinfeccéo.

Introducéo

Doencas vesiculares que afetam animais de produgdo abrangem um grupo de
viroses que apresentam relevancia significativa do ponto de vista sanitario, econémico e
de saude publica. Dentre as principais enfermidades desse grupo, destacam-se a febre
aftosa (FA), estomatite vesicular (EV), mamilite herpética (MH) e as poxviroses: vaccinia
bovina (VB), estomatite papular bovina (EPB) e pseudovariola (PV). Febre catarral
maligna (FCM) e diarreia viral bovina (DVB)/doenca das mucosas (DM) também podem
cursar com lesBes cutaneas, mucosas e mucocutaneas semelhantes em bovinos e, assim,
devem ser incluidas no diagnéstico diferencial. Algumas dessas doengas sdo zoonoses e
podem afetar trabalhadores rurais, especialmente ordenhadores e outras pessoas que
tenham contato proximo com os animais enfermos. A febre aftosa é considerada a doenca
vesicular mais importante, devido as sérias restricdes e embargos econémicos atribuidos
aos paises que exportam produtos carneos e possuem casos confirmados da enfermidade

em seus rebanhos (Riet-Correa et al. 1996).

Surtos e casos isolados dessas enfermidades, especialmente de poxviroses, tém
sido descritos em algumas regifes do Brasil. Casos de estomatite vesicular também tém
sido recentemente diagnosticados no Estado de Mato Grosso e no Nordeste brasileiro
(Cargnelutti et al. 2014a). Entretanto, essa doenca ndo é diagnosticada comumente no
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Brasil. De forma semelhante, surtos esporadicos de estomatite papular bovina foram
confirmados recentemente no Norte (Cargnelutti et al. 2014b) e Centro-Oeste (Sant’ Ana
et al., 2012) brasileiros, e de pseudovariola foram identificados no Rio Grande do Sul
(Cargnelutti et al. 2012) e Rondbnia (Cargnelutti et al. 2014b). O agente mais comumente
identificado nessas infeccdes de bovinos tem sido o virus da vaccinia (VACV), um
orthopoxvirus zoon0tico que causa doenca vesicular em bovinos, equinos e,
ocasionalmente, em ordenhadores (Lobato et al. 2005, Schatzmayr et al. 2009, Sant’ Ana
et al. 2013b). Casos de coinfeccbes causadas por poxvirus de diferentes espécies também
ja foram descritos em surtos brasileiros de doenga vesicular em bovinos e equinos
(Trindade et al. 2006, Campos et al. 2011, Sant’Ana et al. 2013a; Laguardia-Nascimento
etal. 2017). O diagnostico etiologico dessas doengas vesiculares nem sempre € realizado,
o0 que dificulta o conhecimento acerca dos virus que circulam em determinadas regides
do pais (Schatzmayr et al. 2009). Embora as lesbes observadas nas poxviroses sejam
confundiveis com FA e EV (Riet-Correa et al. 1996, Sant’Ana et al. 2012), pouca
importancia tem sido dada a esses agentes. Por outro lado, casos de doencas vesiculares
clinicamente compativeis com essas poxviroses tém sido relatados com grande frequéncia
por produtores rurais e veterinarios de campo. Além disso, dados oficiais de morbidade e
epidemioldgicos da infec¢do por VACV e por outros poxvirus, em bovinos leiteiros e de

corte no Brasil, sdo pouco conhecidos ou indisponiveis.

Apesar de muitas informacdes estarem disponiveis na literatura acerca das
poxviroses que ocorrem no Brasil, especialmente VB, poucos sdo os dados disponiveis
relativos a frequéncia, epidemiologia, etiologia e aspectos clinicos-patolégicos dessas
infeccbes virais no Centro-Oeste, especialmente no Distrito Federal (DF). Assim, o
presente estudo objetiva descrever as caracteristicas etioldgicas, epidemioldgicas, clinicas

e patoldgicas das poxviroses diagnosticadas em bovinos no DF entre 2015 e 2018.

Material e métodos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da
Universidade de Brasilia (UnB), sob o protocolo n°® 31/2018.

Foi realizado estudo retrospectivo de todos 0s casos de poxviroses diagnosticadas
e notificadas em bovinos, no DF, entre 2015 a 2018. Os dados foram cedidos pelo

Programa de Erradicacdo e Prevencdo da Febre Aftosa e Doencas Vesiculares, ligado a
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Subsecretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) da Secretaria de Agricultura,
Abastecimento e Desenvolvimento Rural do DF (SEAGRI). Alguns desses casos foram
diagnosticados entre janeiro de 2017 e junho de 2018 pelo trabalho de vigilancia ativa da
SEAGRI, seguindo diretrizes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), onde, independente de notificacdo, eram realizadas duas ou mais visitas
técnicas regulares nas propriedades com criagdes de bovinos no DF para investigacéo de
possiveis alteracGes vesiculares na boca, focinho, Ubere e cascos. Também foram
revisados os protocolos e laudos histopatoldgicos dos arquivos do Laboratério de
Diagnostico Patologico Veterinario da Universidade de Brasilia (LDPV/UnB) e os Form-
Ins/Form-Coms (SDA/SEAGRI) no periodo supracitado, que forneceram informacoes de
cada caso/surto correspondentes a idade, sexo, raga, sinais clinicos, dados
epidemioldgicos (localidade, época do ano, tipo de criacdo [leite, corte ou mista], e
indices de morbidade), alteracdes laboratoriais, lesdes macroscopicas e histopatoldgicas,
diagnostico definitivo e acometimento de humanos que tiveram contato com bovinos
enfermos. Quatro amostras de lingua com alteragfes foram obtidas em um frigorifico,
apos avaliagdo p6s morte realizada por veterinarios do Departamento de Inspecdo de
Produtos de Origem Vegetal e Animal (DIPOVA) da SEAGRI.

Durante as visitas técnicas as propriedades rurais (notificacdo ou vigilancia ativa),
dependendo das condicdes de manejo e de tecnificacdo, no minimo 5-10% do plantel era
avaliado clinicamente. Quando os bovinos apresentavam alguma lesdo macroscopica
compativel com poxvirose (vesicula, papula, pustula, Ulcera, crosta ou cicatriz), apos
contencdo mecanica e anestesia local com cloridrato de lidocaina 2% (7-10 mg/kg), eram
coletadas duas amostras teciduais das lesdes cutaneas ou orais, com auxilio de pinca,
bisturi ou punch 0,8 cm para anélise histopatolégica e diagnéstico viroldgico. Nos casos
em que as lesbes eram Unicas e milimétricas, a amostra era destinada apenas para
virologia. Adicionalmente eram coletados suabes dessas lesdes. As amostras destinadas
ao diagnostico virolégico eram acondicionadas em microtubos ou tubos estéreis,
armazenadas em caixas isotérmicas e imediatamente levadas ao laboratdério para
congelamento a -80°C. Em 36 casos, uma segunda amostra foi obtida para histopatologia.
Esses fragmentos foram fixados em formol neutro e tamponado a 10% por 24 horas,
processados rotineiramente, incluidos em parafina e corados por hematoxilina-eosina.
Quando as propriedades possuiam também equinos, suinos ou outros ruminantes, esses

também eram avaliados clinicamente, da mesma forma que os bovinos.
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Trinta e dois casos foram testados por PCR convencional quantitativo no
Laboratorio de Viroses de Bovideos (LVB) do Instituto Bioldgico (IB), em S&o Paulo/SP.
Em outros trés casos, o diagnéstico/deteccao virolégico de parapoxvirus foi realizado no
LVB/IB por virus-neutralizagdo. Em 18 casos, o diagndstico virologico foi realizado por
PCR multiplex para deteccdo dos virus da estomatite papular (BPSV), pseudovariola
(PCPV), VACV e herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2), no Setor de Virologia da
Universidade Federal de Santa Maria, em Santa Maria/RS.

Sobre a técnica de PCR multiplex, inicialmente, foi realizada a extragdo do DNA.
As amostras foram maceradas e submetidas ao protocolo de fenol e cloroférmio e digestéo
com proteinase K. O DNA obtido foi solubilizado em 90ul de tampéo Tris-EDTA (TE) e
submetido ao teste de PCR multiplex para amplificar os quatro agentes em uma dnica
reacao (Cargnelutti et al. 2017). As reagdes foram realizadas em 25ul utilizando 3ul de
DNA total, 0,4uM de cada primer, 2mM de MgCl,, 8 MM de dNTPs, 1 x reaction buffer,
10% de dimetilsulfoxido e 1.5U de Taq DNA polimerase. As condi¢fes de PCR foram:
denaturacgdo inicial (95°C por 5Smin), seguido por 30 ciclos de 95°C —45s; 56°C —30 s
para anelamento dos primers ¢ 72°C —45s para extensdo; e uma extenséo final de 7min a
72°C. Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
GelRed e visualizados em luz ultravioleta. Esta PCR permitiu a diferenciacdo do agente
etioldgico pela amplificacdo de diferentes tamanhos de produtos de DNA, dependendo
do agente detectado: 138 bp para BoHV-2; 292 bp para VACV; 374 bp para PCPV e 607
bp para BPSV. As amostras positivas na PCR multiplex foram submetidas ao
sequenciamento de nucleotideos para identificacdo do virus, andlise filogenética e

posterior caracterizacdo das diferentes variantes.

Resultados

Foram inspecionadas 385 propriedades, que possuiam plantel total de 23.563
bovinos, dos quais 2.467 animais foram avaliados (10,47%). Desses bovinos
inspecionados, 93 apresentaram lesGes sugestivas e/ou compativeis com poxviroses.
Foram diagnosticados 52 casos de infec¢édo por poxvirus: 27 por VACV, nove por PCPV,
oito por BPSV, cinco por coinfeccdo PCPV e BPSV e trés por parapoxvirus ndo

identificado. Além disso, durante as visitas, também foram inspecionados clinicamente
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219 suinos, 134 ovinos, 57 equideos, 14 caprinos e quatro bubalinos, e nenhum desses

apresentou lesdo oral, cutanea ou podal compativel com doenca vesicular.

A Tab. 1 detalha os dados epidemioldgicos e clinicos dos casos de VB, que
ocorreram em quatro regides administrativas (RAs): Brazlandia - 9 casos, Paranoda - 8
casos, Planaltina - 8 casos e Sdo Sebastido - 2 casos (Fig. 6). Vinte e cinco casos foram
confirmados na estacéo seca e dois na chuvosa. Os sistemas de criacdo das propriedades
com casos positivos incluiram 13 bovinos de exploracdo mista, sete de leite e sete de
corte. A principal raca afetada foi SRD (16/27), seguida de Senepol (7/27) e Holandesa
(4/27). As fémeas foram mais acometidas, principalmente vacas e novilhas (dez e onze
casos, respectivamente). As lesbes macroscopicas consistiram predominantemente de
Ulceras focais ou multifocais moderadas e, menos comumente, pustulas, papulas ou
cicatrizes, principalmente na gengiva (13/27), regido periodontal (4/27), teto (5/27),
regido sublingual (2/27), l&bio (2/27) e lingua (2/27) (Fig.1 A-F). Foram realizadas duas
coletas no bovino 8 com intervalo de dois meses, pois a vaca apresentou lesdes diferentes
em locais distintos nas duas ocasifes (Ulcera no labio e cicatriz no teto). Além de lesdes

nos tetos, também havia lesGes papulares na vulva do bovino 24 (Fig. 1C).

Conforme observado na Tab. 2, os nove casos de infecdo por PCPV ocorreram
nas RAs Paranoa (4/9), Sobradinho (1/9), Planaltina (1/9), Brazlandia (1/9), Brasilia (1/9)
e Lago Sul (1/9) (Fig. 7). Os quatro casos do Paranoa foram identificados na linha de
inspecdo em um frigorifico, e os bovinos eram oriundos de uma propriedade em
Formosa/GO, entorno do DF. A maioria dos casos (7/9) de pseudovariola ocorreu no
periodo da seca. Bovinos de corte foram predominantemente acometidos (5/9), seguidos
de leite (2/9) e de aptidao mista (2/9). Todos os animais positivos eram SRD. A infeccéo
por PCPV ocorreu predominantemente em adultos, sem predilecdo por sexo. As
alteragdes macroscopicas consistiram de Ulceras multifocais ou focalmente extensas,
algumas vezes crostosas, nos tetos/Ubere (4/9), lingua (3/9), casco (espaco interdigital)
(1/9) e labio (1/9) (Fig. 2A-F).

Foram diagnosticados oito casos de EPB: trés em Ceilandia, trés em Planaltina,
um em Brazlandia e um em Brasilia (Tab. 3) (Fig. 8). Seis casos ocorreram na estacdo
seca e dois na chuvosa. Bovinos de aptiddo de corte foram mais acometidos (5/8),
seguidos da mista (2/8) e leite (1/8). Cinco casos foram confirmados em bovinos SRD,

dois em Senepol e um em Holandés. As fémeas positivas incluiram trés vacas, uma
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novilha e uma bezerra, enquanto que os machos afetados correspondiam a dois bezerros
e um garrote. As lesbes macroscopicas consistiram de cicatrizes na lingua (2/8), gengiva
(2/8) e labio (1/8) e papulas ulceradas na gengiva (2/8) e lingua (1/8) (Fig.3A-C). Um
veterinario, que manipulou a boca de um bovino com lesdo cicatricial na gengiva,
apresentou pustulas doloridas na méo, linfadenite regional, febre e mal-estar geral, dois

dias apds o procedimento (Fig. 3D).

Foram identificadas cinco fémeas com coinfeccdo por dois tipos de poxvirus
(PCPV e BPSV) (Tab. 4). Todos os casos foram identificados na estacdo seca. Esses
episédios ocorreram em duas propriedades, uma na RA Planaltina, afetando quatro
novilhas Jersey de 2-3 anos e outra em Sobradinho com um caso unico em um animal
SRD de 3 anos. Os quatro bovinos Jersey acometidos foram comprados em outro estado
e tinham sido introduzidos no rebanho dois dias antes da avaliacdo clinica. Nos bovinos
Jersey, as lesdes consistiram de papulas com crostas multifocais a coalescentes
acentuadas nos tetos e Ubere e, um desses animais apresentou lesbes papulares e crostosas
adicionais na orelha (Fig. 4A-D). No caso isolado de Sobradinho, a alteracdo compreendia

Ulcera focalmente extensa na lingua.

Adicionalmente, trés infecgdes por parapoxvirus (sem identificacdo da espécie do
virus) foram confirmadas em uma propriedade, afetando uma vaca e dois bezerros
machos, lactentes e SRD, na RA Planaltina, no fim da estacdo seca (Tab. 5). A
propriedade era de exploracdo mista. As alteragdes macroscépicas incluiram Ulceras
multifocais discretas na boca (vaca) e focinho (bezerros) (Fig. 5).

Dos 36 casos em que houve coleta de material para histopatologia, em trés as
amostras eram insuficientes. Nos demais casos, independente da poxvirose confirmada
pelo PCR, os achados microscopicos eram muito similares e consistiam de inflamacao
linfoplasmo-histiocitica e/ou neutrofilica multifocal superficial leve a moderada com
acantose, hiperqueratose paraqueratotica usualmente associada a crostas serocelulares e
espongiose. Nos casos com Uulceras, havia areas focalmente extensas de necrose com
infiltrado acentuado de neutréfilos no tecido conjuntivo (derme superficial ou lamina
prépria) adjacente. Em seis casos (dois de VACV, dois de PCPV e dois de coinfec¢édo por
PCPV/BPSV), foi observada pequena a moderada quantidade de corpusculos de inclusdo

eosinofilicos de 4-8 um no citoplasma dos queratindcitos, especialmente nas areas de
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acantose e proximo as areas ulceradas. Além disso, em dois casos de infeccdo por VACV,

observou-se agregados de bactérias cocoides basofilicas junto as crostas.

Tabela 1. Dados epidemiolégicos e clinico-patoldgicos de 27 casos de infec¢do pelo virus da vaccinia
(VACV) em bovinos no Distrito Federal, entre 2015-2018.

Epoca da Tipo de Achados
O coleta Sexo ldade Raca criacdo RA macroscopicos
1 Mai/17 F 2 anos SRD mista Brazlandia Ulcera, gengiva
2 Jun/17 F 3 anos SRD mista Brazlandia Ulcera, gengiva
3 Jun/17 M 2 anos Sen corte Planaltina pustula, lingua
4 Jun/17 F 4 anos Sen corte Planaltina cicatriz, labio
5 Jun/17 M 9 meses Sen corte Planaltina cicatriz, gengiva
6 Jun/17 F 10 meses Sen corte Planaltina cicatriz, gengiva
7 Jun/17 F 5 anos Sen corte Planaltina Ulcera, gengiva
8* Jun/17 F 6 anos SRD leite Paranoa Ulcera, labio

Ago/17 cicatriz, teto
9 Jun/17 M 11 meses SRD leite Paranoa Ulcera, gengiva
10  Ago/17 F 5 anos Hol leite Planaltina Ulcera, boca
11 Ago/17 F 2 anos Hol leite Planaltina Ulcera, gengiva
12 Ago/17 F 2 anos Hol leite Planaltina Ulcera, gengiva
13 Ago/17 F 2 anos Hol leite Planaltina Ulcera, boca
14 Ago/17 F 4 anos SRD leite Paranoa Ulcera, teto
15  Ago/17 F 1 ano SRD mista Brazlandia Glcera, lingua
16  Ago/17 F 1 ano SRD mista Brazlandia Ulcera, periodonto
17 Ago/17 F 1 ano SRD mista Brazlandia Ulcera, boca
18  Ago/17 F 1ano SRD mista Brazlandia Ulcera, boca
19  Ago/17 F 2 anos SRD mista Brazlandia cicatriz, teto
20  Ago/17 F 2 anos SRD mista Brazlandia Ulcera, periodonto
21 Ago/17 F 2 anos SRD mista Brazlandia cicatriz, gengiva
22 Ago/17 F 4 anos Sen corte Planaltina Ulcera, teto
23 Ago/17 M 1ano Sen corte Planaltina cicatriz, gengiva
24 Set/17 F 4 anos SRD mista Planaltina a) papula, vulva

b) tlcera, teto
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25 Set/17 M 10 meses SRD mista Paranoa Ulcera, gengiva

26 Mar/18 F 6 anos SRD mista S80 Sebastido Ulcera, gengiva

27 Mar/18 F 5 anos SRD mista S&o Sebastido Ulcera, gengiva

RA: regido administrativa, Jun: junho, Ago: agosto, Set: setembro, Mar: mar¢o, M: macho, F: fémea, SRD:
sem raca definida, Sen: Senepol. * Foram realizadas duas coletas (uma em junho e outra em agosto de
2017)

Tabela 2. Dados epidemiolégicos e clinico-patoldgicos de nove casos de infecgdo pelo virus da
pseudovariola (PCPV) em bovinos no Distrito Federal, entre 2015-2018.

Epoca da Tipo de Achados
O coleta Sexo Idade Raca criacdo RA macroscopicos
1 Mai/15 F 3 anos SRD mista Lago Sul Ulcera, teto
2 Jul/15 F 3 anos SRD leite Sobradinho Ulcera, teto
3 Abr/16 F 5 anos SRD leite Planaltina Ulcera, teto
4 Abr/17 F 5 anos SRD mista Brasilia Ulcera, teto
5 Mai/17 M 4 anos SRD corte Paranoa Ulcera, lingua
6 Mai/17 M 4 anos SRD corte Paranoa Ulcera, lingua
7 Mai/17 M 4 anos SRD corte Parano& Ulcera, lingua
8 Mai/17 M 4 anos SRD corte Paranoa Ulcera, casco
9 Jun/17 M 2 anos SRD corte Brazlandia Ulcera, 1abio

RA: regido administrativa, Abr: abril, Mai: maio, Jun: junho, Jul: julho, M: macho, F: fémea, SRD: sem
raca definida,

Tabela 3. Dados epidemioldgicos e clinico-patoldgicos de oito casos de infeccdo pelo virus da estomatite
papular bovina (BPSV) em bovinos no Distrito Federal, entre 2015-2018.

Epoca da Tipo de Achados
O coleta Sexo Idade Raca criacdo RA macroscopicos
1 Nov/16 M 1ano SRD corte Brasilia Glcera, gengiva
2 Fev/17 F 5 meses SRD mista Ceilandia cicatriz, gengiva
3 Mai/17 M 9 meses SRD mista Brazlandia cicatriz, lingua
4 Mai/17 F 4 anos SRD corte Ceilandia Ulcera, lingua
5 Mai/17 F 3 anos SRD corte Ceilandia cicatriz, lingua
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6 Jun/17 M 9 meses Senepol corte Planaltina cicatriz, gengiva
7 Jun/17 F 3 anos Senepol corte Planaltina Ulcera, gengiva

8 Jun/17 F 2 anos Holandés leite Planaltina cicatriz, labio

RA: regido administrativa, Fev: fevereiro, Mai; maio, Jun: junho, Nov: novembro, M: macho, F: fémea,
SRD: sem raca definida,

Tabela 4. Dados epidemiologicos e clinico-patoldgicos de cinco casos de coinfeccdo pelos virus da
estomatite papular bovina (BPSV) e pseudovariola (PCPV) em bovinos no Distrito Federal, entre 2015-
2018.

Epoca da Tipo de Achados
N coleta Sexo |dade Raca criacdo RA macroscopicos
1 Mai/18 F 2 anos Jersey Leite Planaltina  crosta, Ubere
papula, teto
2 Mai/18 F 3 anos Jersey Leite Planaltina papula, teto
3 Mai/18 F 3 anos Jersey Leite Planaltina papula, teto
4 Mai/18 F 2 anos Jersey Leite Planaltina  pépula, Gbere
crosta, orelha
5 Mai/18 F 3 anos SRD Mista Sobradinho  (lcera, lingua

RA: regido administrativa, Mai: maio, F: fémea, SRD: sem raca definida,

Tabela 5. Dados epidemioldgicos e clinico-patoldgicos de trés casos de infeccdo por parapoxvirus ndo

identificado em bovinos no Distrito Federal, entre 2015-2018.

Epoca da coleta Tipo de Achadqs
N Sexo Idade Raca criagdo RA macroscopicos
1 Out/ 16 F 3 anos SRD mista Planaltina Ulcera, boca
2 Out/ 16 M 1 més SRD mista Planaltina  dlcera, focinho
3 Out/16 M 1 més SRD mista Planaltina  dlcera, focinho

RA: regido administrativa, Out: outubro, F: fémea, M: macho, SRD: sem raga definida,

Discussao

Em todos os casos do presente estudo, descartada a suspeita de FA e EV, foi
confirmada ocorréncia de doenca vesicular/exantematosa associada a poxvirose, com
base nos achados epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos e laboratoriais. Alguns achados
histopatologicos foram sugestivos de infeccdo por poxvirus, mas o0s testes
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viroldgicos/moleculares foram cruciais para o estabelecimento do diagndstico definitivo.
Vale ressaltar que, em maio de 2018, o Brasil recebeu da OIE o status de pais livre de
febre aftosa com vacinacdo, excetuando-se Santa Catarina que é livre de Febre Aftosa

sem vacinacao desde 2007.

Embora casos de infeccdo por poxvirus em bovinos sejam relativamente
frequentes em alguns paises e, também em algumas regides do Brasil (especialmente
Sudeste), a maioria dos artigos publicados descreve Gnicos ou poucos surtos de uma unica
poxvirose em regides geogréficas limitadas (Trindade et al. 2003, Leite et al. 2005,
Lobato et al. 2005, Megid et al. 2008). No presente trabalho, foi realizado um estudo
amplo, onde foram investigadas, durante quatro anos, por notificagdes e principalmente
vigilancias ativas, ocorréncias de poxviroses em 385 propriedades do DF. Pela primeira
vez, um estudo dessa natureza e abrangéncia foi realizado na regido. Durante o trabalho
de campo, além dos bovinos, outras espécies foram avaliadas clinicamente quanto a
presenca de possiveis lesdes vesiculares/exantematosas e nenhum animal afetado, com
excecdo dos bovinos, foi observado. O numero de bovinos (e de outros animais)
inspecionados superou a meta de vigilancias ativas estipulada pela SEAGRI para o
periodo, aumentando ainda mais a abrangéncia e efetividade das agdes de Defesa
Sanitéria na prevencao da febre aftosa no DF. Durante o periodo de avaliacdo, VB foi a
poxvirose mais frequentemente diagnosticada, embora outros poxvirus como BPSV e
PCPV também foram identificados em infecgdes isoladas ou em coinfecgdes. Nos ultimos
anos, casos de parapoxvirose bovina tém sido diagnosticados em varios paises, como
Bangladesh (Lederman et al. 2014), Estados Unidos (Moeller Jr et al. 2018), Brasil
(Cargnelutti et al. 2012, Sant’Ana et al. 2012, Cargnelutti et al. 2014b), Japao (Inoshima
et al. 2009) e Coreia do Sul (Oem et al. 2013).

No presente estudo, observou-se que as poxviroses, estdo presentes em
propriedades com diferentes tipos de exploracéo e em nove das 30 regides administrativas
do DF, demonstrando que esses virus estdo circulando amplamente pelos rebanhos dessa
regido. A VB ocorreu predominantemente na por¢do leste do DF (Planaltina, Sé&o
Sebastido e Paranod) e também em Brazlandia. A maioria dos casos foi registrada na
época seca do ano e a distribuicdo por tipo de criacdo foi moderadamente uniforme.
Bovinos SRD foram mais acometidos, possivelmente porgue representam a principal raca
presente nos planteis investigados, e as lesdes foram identificadas principalmente em

vacas e novilhas, especialmente na boca. Em outras regides do Brasil, a VB afeta
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frequentemente vacas de leite com lesGes nos tetos, bezerros com lesdes orais € as maos
de ordenhadores, usualmente no periodo seco (Trindade et al. 2003, Lobato et al. 2005,
Schatzmayr et al. 2009, Sant’ Ana et al. 2013b). Um bovino do presente estudo apresentou
lesbes papulares na vulva. Essa ndo é uma apresentacao frequente das lesbes associadas
ao VACV e um quadro clinico-patolégico muito semelhante foi recentemente descrito
nos Estados Unidos em vacas holandesas infectadas por parapoxvirus (Moeller Jr. et al.
2018). Estudos recentes tém demonstrado aspectos relevantes para a epidemiologia da
VB e manutencdo do VACV no meio ambiente. Foi comprovado que vacas infectadas
experimentalmente por VACV (Rivetti Jr. et al., 2012) e roedores contaminados (Abrado

et al. 2009) podem excretar o virus nas fezes.

Os casos de infeccdo por PCPV foram confirmados em seis RAs distintas.
Bovinos adultos, de corte, de ambos os sexos e SRD foram predominantemente
acometidos, usualmente na estagdo seca. As principais lesdes macroscopicas eram ulceras
multifocais ou focalmente extensas, visualizadas principalmente nos tetos e Ubere ou
lingua. Um animal apresentou lesdo ulcerativa cronica no espaco interdigital e, em outros
quatro bovinos, as lesdes na lingua foram visualizadas durante a inspecdo pos morte das
visceras no frigorifico. E provavel que esses animais ja apresentassem essas lesdes em
suas propriedades de origem. PCPV foi detectado em lesGes no Ubere de vacas e na boca
e focinho de bezerros (Lederman et al. 2014), semelhante ao observado nesse estudo. No
Norte do Brasil, surtos dessa enfermidade e de EPB foram observados em outubro e
novembro de 2012, especialmente em bezerros com idade inferior a seis meses,

geralmente com les6es na cavidade oral, focinho e pele (Cargnelutti et al. 2014Db).

EPB afetou bovinos de quatro RAs do DF, principalmente os SRD, de aptidao de
corte e na estagdo seca. Animais de varias categorias e idades foram afetados. Todas as
lesbes macroscépicas, que incluiram pépulas e cicatrizes, foram notadas na cavidade oral.
Essa foi a Unica poxvirose desse estudo que foi transmitida para uma pessoa que
manipulou o bovino infectado. Na Coreia do Sul, um surto de EPB foi diagnosticado
acometendo o focinho de bovinos jovens (20-24 meses), na estacdo seca do ano, que
manifestaram papulas e Ulceras (Oem et al. 2013). No Sudoeste de Goiés, foi descrito um
surto dessa enfermidade em vacas leiteiras que apresentaram lesdes ulcerativas, papulares
e crostosas exclusivamente nos tetos, no periodo seco e com envolvimento humano
(Sant’Ana et al. 2012).
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No presente estudo, quatro novilhas com pépulas crostosas disseminadas pelo
Ubere e tetos, e uma vaca com ulcera lingual, foram diagnosticadas com coinfec¢éo por
PCPV e BPSV, na estacdo seca do ano. A maioria dos estudos sobre poxvirus no Brasil
tem se concentrado em &reas especificas ou em surtos causados por apenas um virus,
porém casos de coinfec¢do por esses dois parapoxvirus foram recentemente relatados em
outros estados brasileiros (Laguardia-Nascimento et al. 2017). Os achados macroscopicos
e epidemioldgicos desses surtos sdo muito similares aos observados em um surto
brasileiro de coinfeccdo por VACV e um parapoxvirus semelhante a OrfV, que foi
confirmado infectando principalmente os tetos e o Ubere de vacas e, menos
frequentemente, bezerros e novilhas (Sant’Ana et al. 2013a). Quatro dos bovinos afetados
pela coinfeccdo tinham sido recentemente introduzidos no plantel. E provavel que os
animais ja estivessem infectados na propriedade de origem e o estresse da viagem e da
reintroducdo em outro rebanho tenham contribuido com possivel queda de imunidade e

desenvolvimento das lesoes.

Em outros trés casos do presente estudo, o diagndstico foi de parapoxvirose com
base nos resultados da virus-neutralizaco. E provavel que os virus PCPV efou BPSV
estivessem envolvidos também nesses casos, visto que os dados da presente investigacdo
apontam presenca regional dos mesmos agentes. Outro agente possivelmente envolvido
seria 0 virus do ectima contagioso dos ovinos (OrfV), contudo casos de infeccdo por esse

parapoxvirus em bovinos sdo incomuns (Sant’Ana et al. 2013a).

Como o curso clinico das lesdes provocadas nas poxviroses € transitorio e
relativamente rapido, variando em média de 8 a 15 dias, é possivel que outros bovinos
nos planteis avaliados estivessem infectados, contudo sem manifestacdo de alteracfes
detectaveis durante as vigilancias realizadas. Diferente do que geralmente ocorre nos
surtos de poxviroses em bovinos (Damaso et al. 2000, Lobato et al., 2005, Trindade et al.
2007, Essbauer et al. 2010, Kroon et al. 2011, Sant’ Ana et al. 2012, Sant’ Ana et al. 2013a,
Sant’Ana et al. 2013b), houve contaminagdo em humanos em apenas um dos 52 casos
estudados na presente investigacdo. E possivel que algumas dessas lesdes tivessem sido
pouco perceptiveis ou apresentassem pouco significado clinico, ndo despertando a
atencdo dos proprietarios e/ou veterinarios.

A avaliacdo histopatologica demonstrou lesbes muito similares as descritas em

outros surtos de poxviroses (Cargnelutti et al. 2012, Sant’Ana et al. 2012, Sant’ Ana et al.
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2013a, Sant’Ana et al. 2013b). Vale ressaltar que em varios estudos, o diagnostico ¢
realizado apenas por provas viroldgicas e moleculares, que sdo mais sensiveis e
especificas para o diagnostico (Sant’Ana et al. 2012, Sant’Ana et al. 2013a, Sant’Ana et
al. 2013b, Cargnelutti et al. 2017, Laguardia-Nascimento et al. 2017). Um achado
extremamente relevante para o diagndstico histopatoldgico de poxvirose € a presenca de
corpusculos de inclusdo eosinofilicos em queratindcitos nas areas afetadas, mas conforme
detectado em apenas 16,67% das amostras do presente estudo, esses corpusculos podem
néo estar presentes em lesdes cronicas com mais de 15 a 20 dias (Sant’Ana et al. 2013b).

Nesses casos, a confirmagédo viroldgica e/ou molecular é essencial para o diagndstico.

Os dados da presente investigacdo demonstram que ha ampla circulacdo de
diferentes poxvirus em bovinos de diferentes categorias e em varias RAs do DF.
Provavelmente, um importante fator envolvido com essa realidade parece ser a circulagéo
e a introducdo de bovinos infectados originarios de estados vizinhos ao DF, como Minas
Gerais e Goias, onde surtos de poxviroses tém sido descritos sistematicamente nos
Gltimos anos (Lobato et al. 2005, Sant’Ana et al. 2012, Sant’Ana et al. 2013b, Laguardia-
Nascimento et al. 2017). Animais, sobretudo bovinos, oriundos do entorno de Goias sdo
vendidos para produtores ou sdo trazidos para abatedouros locais. Além disso, o DF serve
de rota de transportes de bovinos ligando estados brasileiros do Sudeste, Centro-Oeste e
Nordeste. Esses fatores representam risco sanitario e ressaltam a importancia das acoes
de vigilancia, de controle do transito de animais e fiscalizagdo das campanhas de
vacinacéo, realizadas pelo Servico Veterinario Oficial da SEAGRI, para a manutengao da
sanidade dos rebanhos. Estudos futuros no DF devem ser realizados, para fornecer dados
que melhor elucidem a origem, a dindmica de disseminacdo desses poxvirus, bem como
possiveis reservatorios domésticos ou silvestres na regido, assim como foi ja foi

investigado em outras &reas endémicas (Abrado et al. 2009).
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Legendas das figuras

Fig. 7. Mapa do Distrito Federal com propriedades contendo bovinos positivos para
vaccinia bovina (VACV).

Fig. 8. Mapa do Distrito Federal com propriedades contendo bovinos positivos para

pseudovariola bovina (PCPV).

Fig. 9. Mapa do Distrito Federal com propriedades contendo bovinos positivos para

estomatite papular bovina (BPSV).

Fig. 10. Mapa do Distrito Federal com propriedades contendo bovinos positivos para
vaccinia bovina (VACV), pseudovariola bovina (PCPV), estomatite papular bovina

(BPSV) e coinfeccgdes.
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Figura 1.

Eldy

Flg.1 Achados macroscépicos de bovinos infectados pelo virus vaccinia (VACV) no
Distrito Federal, Brasil (2015-2018). A. Ulcera focalmente extensa no assoalho da
cavidade oral. B. Ha multiplas papulas, crostas e cicatrizes nos tetos. C. Nota-se uma
pustula vulvar. Observa-se Ulcera focais em cicatrizacdo no teto (D) e na gengiva (E), e

Glceras multifocais gengivais.

43



Figura 2.

Fig. 2. Achados macroscopicos de bovinos infectados pelo virus da pseudovariola
(PCPV) no Distrito Federal, Brasil (2015-2018). Lesbes consistiram de Ulceras
multifocais crostosas (A), focalmente extensas (B) e pustulas (C) nos tetos. Ha ulceras

focalmente extensas na lingua (D) e no espaco interdigital (E), além de papulas na lingua

(F).
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Figura 3.

Fig. 3. Achados macroscopicos de bovinos infectados pelo virus da estomatite papular
bovina (BPSV) no Distrito Federal, Brasil (2015-2018). A. Foram observadas Ulceras (A)

e pastula na lingua (B), papula ulcerada na gengiva (C)
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Figura 4.

Fig. 4. Achados macroscopicos de bovinos coinfectados pelo virus da pseudovariola
(PCPV) e da estomatite papular bovina (BPSV) no Distrito Federal, Brasil (2015-2018).
Observou-se papula na lingua (A), crostas na face interna da orelha (B e D) e papulas

multifocais a coalescentes disseminadas nos tetos e Ubere (C).
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Figura b.

Fig. 5. Achados macroscépicos de bovino infectado por parapoxvirus ndo identificado

com Ulceras em cicatrizacdo no focinho.
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Figura 6.

Fig 6. Fotomicrografias de pele ou boca de bovinos afetados por poxviroses. A. Nota-se
infiltrado inflamatorio perivascular e superficial multifocal moderado e acantose discreta.
HE, Obj. 4X. B. Detalhe de A demonstrando infiltrado de macrofagos, linfocitos e
neutréfilos adjacente a arteriola. HE, Obj. 40X. C. Ha acantose moderada, hiperqueratose
paraqueratotica acentuada e inflamacdo de interface. HE, Obj. 4X. D. Na &rea de acantose,

observa-se corpusculos de incluséo eosinofilicos intracitoplasmaticos. HE, Obj. 40X.
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Figura.7

Propriedades com animais positivos para VACV
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Figura 9.

Propriedades com animais positivos para BPSV
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