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RESUMO

A familia Poxviridae compreende grandes e complexos virus de animais com genoma de
DNA que possuem a peculiaridade de se multiplicarem no citoplasma das células
hospedeiras. Orthopoxvirus (OPV) € um dos géneros da familia e entre seus
representantes podemos destacar o Cowpox virus (CPXV), o Monkeypox virus (MPXV), o
Variola virus (VARV) e o Vaccinia virus (VACV). A incidéncia de infec¢cdes zoondticas por
OPV tém aumentado nos ultimos anos e esses achados podem estar diretamente
relacionados a interrupcdo da vacinagao contra a variola apos sua erradicacdo. O VACV é
0 agente causador da vaccinia bovina (VB) no Brasil e estd associado a formacao de
lesdes ulcerativas em bovinos e ordenhadores, acarretando em perdas econdmicas,
impactos sociais e em saude publica. Desde 1999, vérios casos de VB tém sido
notificados no pais e um grande numero de amostras virais foram isoladas e
caracterizadas durante esses surtos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
soroprevaléncia e fatores de riscos associados ao VACV em duas diferentes populagbes
do Brasil. Durante o periodo de Agosto de 2012 a Marco de 2013, foi realizado um
levantamento epidemiolégico entre individuos residentes em areas rurais do municipio do
Serro e coletadas 240 amostras de soro. A avaliacdo da imunidade foi feita através do
teste de neutralizacdo viral por reducéo de placa. A populacdo estudada € composta por
127 homens (52.9%) e 113 mulheres (47.1%), com idade entre 5 e 90 anos. A maioria dos
participantes se declarou parda (59.2%) e também possuem renda mensal minima de um
salario (72.4%). Vinte e quatro pessoas (10%) declararam nao possuir estudo e 156
(65%) estudaram até durante 8 anos. Quanto a profissdo, 127 (52.5%) sao trabalhadores
do meio rural, 59 mulheres (24.6%) declararam trabalhar apenas no lar e os demais 54
(22.5%) ndo possuem profissao relacionada diretamente ao meio rural. Apos o teste, foi
constatado que 74 individuos (30.1%) possuiam anticorpos neutralizantes anti-OPV, com
titulos variando entre 100 e 12800 unidades neutralizantes por ml. Dos fatores de
exposicdo analisados o contato com bovinos e equideos, histérico de vacinacéo,
presenca da marca vacinal, participagdo na producdo do queijo e a pratica da ordenha
foram estatisticamente significativos quando comparados com a presenca de anticorpos
neutralizantes (p < 0.05). Além disso, foi detectada lesbes semelhantes aquelas
observadas durante os surtos de VB em um dos participantes, e DNA viral em 5 deles.
Este achado caracteriza um caso de transmisséao intrafamiliar do VACV, que é dificilmente
relatado em situacdes de surtos. Durante a campanha de erradicacdo da variola, pensou-
se que a imunidade contra OPV seria de longa duracdo. Entretanto, surtos causados pelo
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VACV tém sido relatados no Brasil, inclusive afetando pessoas vacinadas. Como
mostrado neste estudo, existe uma prevaléncia relevante de anticorpos anti-OPV em
individuos sem evidéncias de vacinacdo (sem a marca vacinal). Estes dados séo
semelhantes a estudos realizados em outros paises, onde ha ocorréncia de outras

poxviroses, como CPXV e MPXV. Isto sugere uma ativa circulacdo de OPV em areas

onde os individuos séo diretamente expostos devido a suas atividades laborais.

Palavras-chave: Orthopoxvirus, Vaccinia virus, sorologia, epidemiologia, fatores de risco.



ABSTRACT

The family Poxviridae comprises large and complex animal viruses with DNA genome
which have the peculiarity to multiply in the cytoplasm of host cells. Orthopoxvirus (OPV) is
one of the genera and among their representatives we can highlight Cowpox virus (CPXV),
Monkeypox virus (MPXV), Variola virus (VARV) and Vaccinia virus (VACV). The incidence
of zoonotic OPV infections have increased in recent years and these findings can be
directly related to cessation of smallpox vaccination after its eradication. VACV is the
agent of bovine vaccinia (BV) in Brazil, associated with ulcerative lesions in cattle and
milkers, resulting in economic losses, and social and public health impacts. Since 1999,
several BV outbreaks have been reported in the country and a large number of viral strains
were isolated and characterized. The aim of this study was to evaluate the occurrence of
previous VACYV infections and its dispersion in a vulnerable population of an important
dairy region of Minas Gerais State, also identifying exposure factors. During August 2012
to March 2013, an epidemiological survey was conducted among individuals living in rural
areas of Serro city and collected 240 serum samples. To assess immunity it was
performed plaque reduction neutralizing test. The studied population comprise 127 men
(52.9%) and 113 women (47.1%), aged between 5 and 90 years. Most participants have
brown skin color (59.2%) and also have a minimum monthly income (72.4%). Twenty-four
people (10%) reported not having study and 156 (65%) attended for 8 years. About
occupation, 127 (52.5%) are rural workers, 59 women (24.6%) reported working only in
home environment and 54 (22.5%) have no profession directly related to rural
environment. It was found that 74 participants (30.1%) have anti-OPV neutralizing
antibodies with titers ranging from 100 to 12.800 neutralizing units per ml. Exposure
factors analyzed, contact with cattle and horses, vaccination history, vaccine take
presence, participation in cheese production and milking practice were statistically
significant when compared with presence of neutralizing antibodies (p < 0,05).
Furthermore, it was detected lesions similar those observed during BV outbreaks in one
participant, and viral DNA in 5 of them. This finding features a VACV household
transmission case, which is hardly reported in outbreaks. During the campaign for
smallpox eradication, it was thought that immunity against OPV would be long lasting.
However, VACV outbreaks affecting vaccinated people have been reported in Brazil. As
shown in this study, there is a significant prevalence of anti-OPV antibodies in no
vaccinated individuals (without vaccine take). These data are similar to studies conducted
in other countries, where there is occurrence of other poxviruses as CPXV and MPXV.
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This suggests an active circulation of OPV in areas where individuals are directly exposed

due to their work activities.

Key-words: Orthopoxvirus, Vaccinia virus, serology, epidemiology, risk factors.



l. INTRODUCAO

1.1. Classificacdo dos Poxvirus

Os poxvirus, membros da familia Poxviridae, constituem um grupo de patdgenos
virais conhecidos por infectarem uma variedade de organismos, incluindo insetos,
reptéis, aves e mamiferos, sendo divididos em duas subfamilias: Entomopoxvirinae,
que infectam invertebrados, e Chordopoxvirinae, que infectam vertebrados
(FENNER et al., 1989; FENNER, 2000; SHCHELKUNOV et al, 2005; ICTV, 2011). A
subfamilia Chordopoxvirinae € dividida em dez géneros (Tabela 1), dos quais quatro
possuem espécies capazes de infectar o homem, que sdo Orthopoxvirus,
Parapoxvirus, Yatapoxvirus e Moluscipoxvirus (ICTV, 2011). E importante destacar o
género Orthopoxvirus (OPV) pois este abriga patdgenos de importancia humana e
veterinaria, os quais merecem destaque o Variola virus (VARV), que foi declarado
erradicado em 1980; o Vaccinia virus (VACV), usado como vacina para a
erradicacao da variola; o Monkeypox virus (MPXV), virus de origem africana e que
causou um surto acidental nos Estados Unidos em 2003 pela importagdo de animais
de estimacdo; e o Cowpox virus (CPXV), que circula em roedores na Europa e
Oriente Médio, vindo a infectar felinos e outros mamiferos e, eventualmente, o
homem (FENNER et al., 1989; FENNER, 2000; SHCHELKUNOYV et al, 2005; ICTV,
2011).

Os agentes virais classificados nessa familia ttm em comum a propriedade de
causar lesdes cutadneas, com presenca de sinais clinicos generalizados ou né&o
(LOBATO et al., 2005; SCHATZMAYR et al., 2005; SIMONETTI et al., 2007,
TRINDADE et al., 2007a; SILVA-FERNANDES et al., 2009).

1.2. Morfologia

As particulas virais dos poxvirus sdo grandes e complexas em comparacdo com a
maioria de outros virus animais, com um tamanho que pode chegar a
aproximadamente 450nm (MOSS, 2013) (Figura 1). A particula infecciosa tem forma

oval, semelhante a um barril (ou tijolo), e apresenta uma membrana lipoprotéica



externa que envolve o cerne que se apresenta em forma de haltere, tendo em suas
duas concavidades a presenca de estruturas denominadas corpusculos laterais
(Figura 1) (DAMON, 2013).

Tabela 1 — Classificacdo dos Poxvirus.

Familia Subfamilia Género N° de espécies Protétipo
Avipoxvirus 10 Fowlpox virus
Capripoxvirus 3 Sheeppox virus
Cervidpoxvirus 1 Mule deerpox virus
Crocodylidpoxvirus 1 Nile crocodilepox virus
Leporipoxvirus 4 Myxoma virus
Poxviridae | Chordopoxvirinae | Molluscipoxvirus 1 Molluscum contagiosum virus
Orthopoxvirus 10 Vaccinia virus
Parapoxvirus 4 Orf virus
Suipoxvirus 1 Swinepox virus
Desconhecido 1 Squirrelpox virus
Yatapoxvirus 2 Yaba monkey tumor virus

Fonte: International Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2011; disponivel em:

www.ictvonline.org/.

Como mostrado recentemente por SCHMIDT e colaboradores (2013), os
corpusculos laterais possuem em sua composicao a fosfoproteina F17; a fosfatase
com dupla especificidade VH1, que atua neutralizando a resposta produzida por
interferons do tipo Il no citoplasma da célula hospedeira; e G4, uma oxirredutase que
€ expressa tardiamente durante a infec¢do, sendo essencial para a morfogénese. Ha
ainda um revestimento lipidico extra, denominado de envelope, composto por

proteinas de superficie globulares ou tubulares (Figura 1).

Estudos realizados com o protétipo VACV demonstraram que durante o ciclo
replicativo dos poxvirus, particulas virais com diferentes morfologias e composigéao
quimica sdo produzidas, que sdo o0s virus maduros intracelulares (IMV), virus
envelopados intracelulares (IEV), virus envelopados associados a célula (CEV) e
virus envelopados extracelulares (EEV) (MOSS, 2006) (Figura 1).
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FIGURA 1: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS PARTICULAS DO Vaccinia virus:
Eletromicrografia de transmissdo das paticulas de IMV, IEV e CEV (A) e suas respectivas
representacdes esquematicas (B). As setas indicam as membranas presentes em cada uma
das particulas. Fonte: MOSS, 2006 (adaptado por BORGES, 2012).

1.3. Genoma

O genoma dos poxvirus compreende uma molécula de DNA linear de fita dupla
(dsDNA) com um tamanho de 130-375kb, que pode variar de uma amostra viral para
outra (Figura 2). O genoma possui grande capacidade codificadora e a particula
madura contém em seu cerne elementos importantes para a replicacdo do seu
genoma, como a poli A polimerase, a RNA polimerase dependente de DNA, enzima
de metilagéo e fatores transcricionais (FENNER, 1989; MOSS, 2013).

O genoma apresenta uma regido central altamente conservada e regides terminais
invertidas (ITR), que consistem em sequéncias repetidas idénticas, com um
conteudo rico em ligagcbes A-T e orientadas em dire¢Bes opostas no genoma. As ITR
tém importante funcdo na formacdo de concatameros durante a replicagdo do
genoma (GUBSER et al., 2004; MOSS, 2013).

Os genes essenciais responsaveis pela replicacdo sdo altamente conservados entre
os membros da familia Poxviridae, e no género Orthopoxvirus, esses genes se

localizam de maneira continua no centro do genoma linear, tendo essa regiao



central em torno de 80 e 100 kb, com aproximadamente 90 genes. Nas ITR (com
aproximadamente 50 kb) se localizam predominantemente genes relacionados aos
processos de interacdo do virus com seus hospedeiros, por codificarem muitas
proteinas associadas a viruléncia e imunomodulacdo. As ITR podem variar de
tamanho devido a delecbes, repeticbes e transposicoes (GUBSER et al., 2004;
MCFADDEN, 2005; DRUMOND et al., 2008).

Isoladamente, o0 DNA dos poxvirus ndo é infeccioso, pois a RNA polimerase viral,
outras enzimas e fatores transcricionais sdo necesséarios para expressar 0 genoma
no citoplasma (DIVEN, 2001; GUBSER et al., 2004; MCFADDEN, 2005).

Muito conservadas: formacdo de

oncatameros durante a s -
e e ~90 genes de fungdes essenciais:
renlicagde. transcricdo, replicacdo, proteinas

estruturais e enzimas

VARIAVEL CONSERVADO VARIAVEL

Genes ndo-essenciais:
Imunomudulagdo, espectro de

hospedeiros, viruléncia

| | | | | |
~100b 30-60 kb 80-100kb 30-60 kb ~100b

FIGURA 2: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E
FUNCIONAIS DO GENOMA DOS POXVIRUS: O genoma dos poxvirus apresenta de 130 a 300kb de
DNA fita dupla com as extremidades covalentemente ligadas através das algas terminais. O genoma
pode ser dividido em duas partes: uma porcdo central, na qual os genes sao bastante conservados e
que codificam proteinas relacionadas a fungBes essenciais, tais como transcricdo, replicacdo do
genoma e morfogénese e as regides terminais que sao mais variaveis e codificam proteinas
relacionadas a fungfes ndo essenciais, como espectro de hospedeiro, viruléncia e imunomodulacéo.
Fonte: SMITH & MCFADDEN, 2002 — adaptado por Borges, 2012.



1.4. Ciclo de multiplicacéo

Diferentemente da maioria dos virus de DNA (como Mimivirus e Iridovirus, por
exemplo), a multiplicacdo dos virus da familia Poxviridae ocorre inteiramente no
citoplasma, sendo esta uma das caracteristicas marcantes dessa familia
(compartilhada apenas com a familia Asfaviridae) (ICTV, 2011). O ciclo prossegue
sendo controlado, em grande parte, por fatores que sdo codificados pelo préprio
virus, conferindo um carater quase autbnomo de multiplicacdo em relacéo a célula
hospedeira (MOSS, 2013).

Apesar de haver diferencas quanto ao processo de adsorcao a célula hospedeira, 0os
membros da familia Poxviridae possuem a capacidade de penetrar na célula através
da fusdo do envelope com a membrana citoplasmatica celular e ainda por
endocitose, sendo que ambos os caminhos podem ser usados dependendo do tipo
de paticula viral e do tipo de célula envolvida (SHCHELKUNOV et al., 2005; MOSS,
2006; ROBERTS & SMITH, 2008; MOSS, 2012) (Figura 3).
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FIGURA 3: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS DIFERENTES MODELOS PROPOSTOS DE
PENETRACAO DAS PARTICULAS DE IMV E EEV: Existem dois modelos n&o-exclusivos para a
entrada de IMV. O cerne viral pode ser depositado dentro do citoplasma por qualquer uma fusao
direta da membrana de IMV com a membrana plasmatica celular ou endocitose e / ou
macropinocitose numa vesicula e em seguida, a fusdo da membrana IMV com a membrana da




vesicula. EEV penentram nas células através da degradacédo da membrana externa do lado de fora
da célula e, em seguida, a fusdo da membrana do IMV formado com a membrana plasmética.
(ROBERTS & SMITH, 2008 — maodificado).

Quatro proteinas permitem a ligacdo de IMV a glicosaminoglicanas da célula
hospedeira. As proteinas A27 e H3, codificadas pelos genes A27L e H3L,
respectivamente, ligam-se a proteoglicanos e heparinas da superficie celular. J4 a
proteina D8 (gene D8L) liga-se ao sulfato de condroitina. A quarta proteina, A26
(gene A26L), esta fisicamente associada com a proteina A27 e se liga a laminina na
superficie celular. A fusdo com a membrana celular e a penetracdo do cerne viral
para o citoplasma requer outras proteinas transmembranas adicionais que formam
um complexo conhecido como o complexo de fusdo-penetracdo. Essas proteinas de
entrada sdo Al16, A21, A28, F9, G3, G9, H2, 12, J5, L1 e L5 (cujos genes sdo A16L,
A21L, A28L, FOL, G3L, G9R, H2R, I2L, J5L, L1R e L5R). Foi demonstrado que as
proteinas de membrana A21, H2, F9 e G9 sdo essenciais para penetracdo das
particulas virais. Uma vez que mutantes negativos para essas proteinas nao foram
capazes de se multiplicar em sistemas in vitro (TOWNSLEY et al., 2006;
SENKEVICH et al., 2004; 2005; BROWN et al., 2006; MOSS, 2012; OJEDA et al.,
2006; VAN VLIET et al., 2009).

Alguns estudos sugerem que as proteinas A25 e A26 servem como supressoras de
fusdo para IMV e determinam as vias de penetracao de virus especificos. Logo, IMV
contendo as proteinas A25 e A26 funcionais ndo se fundem facilmente com a
membrana plasmatica celular e realizam a penetracao através da via endocitica
(CHANG et al., 2010).

Um estudo realizado por MERCER e colaboradores (2010) evidenciou que IMV
também podem penetrar na célula hospedeira através da ativacdo de uma complexa
via de sinalizagdo, seguida por internalizacdo macropinocitica. J4 a penetracdo de
EEV consiste classicamente na adsor¢cdo com a célula hospedeira, seguida de fusédo
do envelope, ou por endocitose, ruptura da membrana externa dentro de um
endossoma com pH levemente &cido, fusdo do IMV formado com a membrana
endossomal e liberacdo do cerne para o citoplasma (SANDGREN et al.,, 2010;
SCHMIDT et al., 2011; MOSS et al, 2012).
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FIGURA 4: DIAGRAMA DO CICLO DE MULTIPLICACAO DOS POXVIRUS: As duas formas
infecciosas dos poxvirus, o virus envelopado extracelular/virus envelopado associado a célula
(EEVICEV) e o virus maduro intracelular (IMV), iniciam seu ciclo com a adsorcao e penetracao



na célula hospedeira. Em seguida liberam o cerne no citoplasma, processo denominado
desnudamento primario. Ainda no cerne, ocorre a transcricdo de genes precoces e apos a
sintese das proteinas precoces ocorre a liberacdo do genoma viral no citoplasma,
desnudamento secundario. Enzimas sintetizadas na etapa inicial da infeccdo atuam na
replicacdo do DNA viral. Apds o inicio da replicacdo deste DNA, ocorre a transcricdo dos genes
intermediarios e tardios. Finalmente, ocorre a montagem dos IMV, que se acumulam no
citoplasma e séo liberados através da lise celular. Uma parte dos IMV adquire duas camadas de
membrana adicionais, nas cisternas trans-Golgi e, posteriormente, sdo propelidos por meio de
processos dependentes das caudas de actina para as células vizinhas (CEV) ou liberadas no
meio extracelular (EEV) (Fonte: Adaptado de MCFADDEN, 2005).

ApOs a penetracdo na célula e liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma ocorre
uma expressao génica temporal, onde a maquinaria transcricional do virus € ativada
pelos fatores de transcricdo de genes precoces presentes no nucleocapsideo
(BROYLES, 2003; GUBSER et al., 2004; DOWER et al., 2011; YANG et al., 2011).
Proteinas moduladoras da resposta imune e fatores de crescimento celular sédo
entdo traduzidos e, em seguida, ocorre o desnudamento secundario, onde o DNA
comeca a ser replicado, formando concatameros. Logo, 0os genes intermediarios sédo
transcritos e traduzidos, originando enzimas e fatores para a expressao dos genes
tardios, que por sua vez, codificam proteinas estruturais e fatores de transcricdo
precoces gue sdo empacotados com a RNA polimerase nas novas particulas, além
de outros elementos (BROYLES, 2003; MCFADDEN, 2005; MOSS, 2006;
MCLENNAN, 2007) (Figura 4). Este tipo de programacdo genética é conhecido
como um mecanismo de cascata, porque 0s produtos de cada fase regulam a fase

seguinte.

A morfogénese tem inicio em fabricas citoplasméticas que sdo desprovidas de
organelas celulares (Figura 5) (YODER et al., 2004; MCFADDEN, 2005). As
primeiras estruturas visiveis sdo compostas por proteinas virais e lipideos derivados
do hospedeiro. Estas estruturas dédo origem a particulas esféricas, chamadas de
virus imaturos (IV). ApoOs clivagens proteoliticas de elementos do capsideo e
condensacéao do cerne viral, os IV d&do origem aos virus maduros intracelulares (IMV)
(MOSS, 2006; ROBERTS & SMITH, 2008). As particulas resultantes IMV
representam a maioria da prole infecciosa a partir de cada célula infectada (SMITH
et al., 2002; ROBERTS & SMITH, 2008).
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FIGURA 5: MORFOGENESE DOS POXVIRUS EVIDENCIANDO A FORMA(;AO DAS DIVERSAS
PARTICULAS VIRAIS DURANTE O CICLO DE MULTIPLICA(;AO: As particulas IMVs produzidas
na fabrica viral sdo libertados a partir de lise celular ou sédo transportados através de microtubulos,
onde serdo envolvidos por membranas intracelulares derivados a partir da rede trans-Golgi para
formar IEVs. Os IEVs sdo entdo transportadas através de microtibulos a superficie da célula. Apos a
fus@o da membrana externa do IEV com a membrana plasmatica, uma particula de CEV é exposto no
exterior da célula por exocitose. O CEV induz a polimerizagdo da actina por baixo da membrana
plasmatica e conduz os virions para fora da célula. (SMITH et al., 2004 — modificado).

A particula IMV pode ser liberada através da lise da célula ou podem ser
transportadas através dos microtubulos até o complexo de Golgi, onde adquirem
duas membranas, dando origem aos virus envelopados intracelulares (IEV), que séo
particulas virais néo infecciosas (Figura 5). Os IEV seguem para a periferia celular,
direcionados pelos microtubulos, e entdo se fundem com a membrana plasmatica,
formando os virus envelopados extracelulares (EEV) (SMITH et al., 2002; MOSS,
2006).

Durante o brotamento, também é possivel que a membrana externa do EEV se
funda com a membrana plasmatica da célula, produzindo virus envelopados
associados a célula (CEV), que sdo importantes na dispersao viral célula-célula
(SMITH et al., 2002; MOS, 2006). Vale salientar que CEV pode induzir a formacao

de caudas de actina (Figura 6), responsaveis por impulsionar as particulas formadas
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a grandes distancias, sendo este fator importante para a rapida disseminacéo viral
no organismo hospedeiro (DOCEUL et al., 2010).

Cauda de actina 4( Proteina A33 <~ Transcritos iniciais de VACV Disseminacgdo viral acelerada

« Particula viral ‘é Proteina A5 Fabrica viral

FIGURA 6: MECANISMO RAPIDO DE DISSEMINAQAO DO VACV ATRAVES DE CAUDAS DE
ACTINA: Modelo esquemético mostrando como VACV se dissemina rapidamente. A primeira célula
infectada expressa EGFP-AS5 tardiamente durante a infeccéo e libera virions (verdes), que infectam
uma célula vizinha expressando actina (vermelho). No inicio, ap6s a infeccao, as proteinas A33 e A36
sdo expressas na superficie da célula e marcam a mesma como infectada. Ao entrar em contato com
as novas particulas de CEV/EEV, o complexo de proteinas A33/A36 induz a formacao de caudas de
actina, que repelem estes virions em direcdo as células ndo infectadas. Os virions superinfectantes
podem ser repelidos a partir de multiplas células infectadas (DOCEUL et al., 2010 — modificado).

1.5. Patogénese

A infeccdo por poxvirus esta associada a diversos sinais clinicos, que vao desde
lesbes pustulares localizadas e auto limitantes, a doencas sistémicas generalizadas.
Uma Unica espécie da familia pode estar associada a diferentes niveis de
patogenicidade, dependendo da viruléncia da amostra, da via de infec¢do e do tipo
de hospedeiro (MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013; DAMON, 2013).

As infec¢Bes causadas por VACV e CPXV ocorrem através de microabrasbes na
pele, associadas a lesdes ulcerativas nas tetas e Uberes do gado, e nas maos dos

ordenhadores. Outros virus como VARV, MPXV e Camelpox virus utilizam como via



11

de entrada o trato respiratério (MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013; DAMON, 2013;
2011).

Outra via natural de infeccdo para os OPV € a mucosa oral. Bezerros que se
alimentam das vacas infectadas por VACV desenvolvem lesdes na cavidade oral (e
também no focinho). Além disso, a transmissdo de MPXV entre populacdes de
esquilos pode ocorrer quando sementes de palmeiras sdo contaminadas através de
um animal infectado e esse alimento € consumido por outros (FENNER et al., 1989).
Outro fato semelhante é observado para CPXV, em que felinos domésticos e
selvagens sdo infectados através da via oral ao predarem roedores que s&o

reservatorios do virus (CORAS et al., 2005).

Em 1948, Fenner e colaboradores desenvolveram um modelo experimental de
patogénese para os OPV envolvendo o Ectromelia virus (ECMV) (Figura 7). Apos a
multiplicacdo no sitio primario de infeccdo, o virus alcanca a corrente sanguinea
causando uma viremia primaria. A disseminacdo do virus no organismo ocorre em
associacdo com células sanguineas. Essas particulas alcancam 6rgdos muito
vascularizados, como o figado e o baco, além dos linfonodos regionais. Apés alguns
dias, uma viremia secundéaria é observada, onde as particulas virais migram para a
pele causando lesdes ulcerativas generalizadas. Neste estagio, ocorre um processo
de necrose avancada, observada nos tecidos esplénico, hepatico e também
pulmonar, acompanhado de faléncia multipla de 6rgéos (revisado por ESTEBAN e
BULLER, 2005). Vale acrescentar que este mecanismo depende da linhagem de

camundongos, como Balb/c ou C57 por exemplo.

1.6. Aspectos clinicos

As lesdes causadas por VACV, assim como por outros Orthopoxvirus, apresentam-
se nas formas vesiculares, ulceradas ou em crostas. Quando as particulas virais
atingem a derme, observa-se o desenvolvimento de eritema cutaneo caracteristico,
gue se inicia com o aparecimento de papulas, as quais evoluem para vesiculas,

pustulas, Ulceras e crostas, que no final cicatrizam. Outros sinais e sintomas também
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estédo presentes, como febre, dores de cabeca, linfadenopatia e fortes dores no local
da lesdo (LEWIS-JONES et al., 2002; 2004; ESSBAUER et al., 2010).
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FIGURA 7: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO DIAGRAMA DE FENNER: A figura evidencia a
propagacdo do virus ao redor do corpo, e a evolugdo e cura de lesbes de pele em um sistema modelo
murino para o Ectrornelia virus, Vaccinia virus e Variola virus. A coluna da direita representa lesGes
no local da inoculacédo e a coluna da esquerda representa leses generalizadas (FENNER, 1988 com
modificacdes).
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Na VB, o processo infeccioso se inicia pela formagéo de vesiculas no Ubere e teto
de bovinos, que evoluem para a forma de pustulas com conteudo purulento e,
posteriormente, para crostas (Figuras 9 e 10). O quadro clinico do animal infectado
evolui por cerca de trés semanas e, além de ocorrer diminuicdo da producao de
leite, surgem mastites que podem evoluir para a perda definitiva de parte das
glandulas mamarias e, consequentemente, ha impacto econémico significativo
(TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005; SCHATZMAYR et
al., 2005; SIMONETTI et al., 2007; TRINDADE et al., 2007a; MEGID et al., 2008;
TRINDADE et al., 2009; ABRAHAQO et al., 2010b; FONSECA et al., 2011; KROON et
al., 2011).

FIGURA 9: Lesdes nodulares (superiores) e ulcerativas (inferiores) presentes nos tetos de vacas
infectadas pelo Vaccinia virus (MEGID et al., 2008; LOBATO et al., 2005).

A manipulacdo continuada da ordenha dos animais em producdo pode causar a
liberagdo das crostas, formando extensGes hemorragicas com certa facilidade
(Figura 10) (TRINDADE et al., 2003; LEITE et al.,, 2005; LOBATO et al., 2005;
SCHATZMAYR et al.,, 2005; SIMONETTI et al.,, 2007; FONSECA et al., 2011;
KROON et al., 2011). Um estudo recente mostrou que a infec¢éo pelo VACV néo é
localizada, ou seja, ndo esta limitada somente no local de inoculacdo (como tetos
das vacas por exemplo). H4 também uma disseminacéo sistémica do virus, onde o
DNA viral foi detectado em linfonodos, figado e baco. Além disso, também houve
detecgéo do DNA viral em amostras de fezes (RIVETTI JUNIOR et al., 2013).
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FIGURA 10: LESOES PRESENTES EM BEZERROS INFECTADOS PELO VACV: (A) lesdo em fase
de crosta presente no focinho; (B) e (C) lesGes presentes na mucosa oral; (D) lesdo presente na
lingua (LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005).

Em seres humanos, a evolucgéo clinica ocorre igualmente em cerca de trés semanas,
com a formacéo e evolugéo de vesiculas a crostas, sendo as lesfes distribuidas nas
maos principalmente (Figura 11), mas também podendo ocorrer de forma mais rara
nos bracos e na face (Figura 12) (SILVA et al.,, 2008). Aléem das lesbes
caracteristicas, o quadro clinico pode variar, apresentando febre (as vezes elevada),
linfadenopatia, dor nas regides lesionadas, prostragédo, sudorese, calafrios e quadros
de incapacidade temporaria (TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; LOBATO et
al., 2005; TRINDADE et al., 2007; SILVA-FERNANDES et al., 2009; TRINDADE et
al., 2009; ABRAHAO et al., 2010; MEDEIROS-SILVA et al., 2010). Os individuos
acometidos, geralmente ordenhadores, apresentam histérico de contato direto com

ferimentos de animais infectados.
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FIGURA 11: LESOES PRESENTES NAS MAOS DE ORDENHADORES INFECTADOS PELO
VACV: (A) e (B) Lesdes ulcerativas; parte inferior: lesées em forma de crostas (TRINDADE et al.,
2007a; MEGID et al., 2008).

FIGURA 12: Lesdes faciais causadas pelo VACV em ordenhadores (da SILVA et al., 2008).

As manifestacdes clinicas de casos de Buffalopox descritos na india ocorrem de
maneira semelhante a VB, bem como o0s aspectos epidemiolégicos e de
transmissdo. Seres humanos adquirem a infeccao através do contato direto com
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bufalos infectados, principalmente durante a ordenha. Dessa forma, lesées em forma
de pustulas e ulceras estdo presentes nas maos, podendo também ser encontradas
na face, bragos e pernas. Ha também infecc@o bacteriana secundéaria (SINGH et al.,
2006; 2007; VENKATESAN et al., 2010).

1.7. Diagnadstico

O diagnéstico conclusivo da Vaccinia Bovina € sempre laboratorial, uma vez que o
tipo de lesdo e os sinais clinicos presentes em animais e humanos podem ser
confundidos com outras doencas de bovinos como febre aftosa, estomatite vesicular,
pseudovariola, mamilite herpética, bem como a presenca de infeccdo bacteriana
secundaria pode mascarar a VB (ABRAHAO et al., 2010; SANT'ANA et al., 2013b).

O diagnostico laboratorial pode ser sorologico, através da pesquisa de anticorpos
IgG, IgM ou neutralizantes; molecular, através das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e PCR em tempo real; ou por deteccéo direta do virus, através do
isolamento em cultivo celular ou em fibroblastos de embrido de galinha (ovos
embrionados) ou por microscopia eletrénica, podendo ser visualizadas as particulas

virais.

Através da pesquisa de anticorpos neutralizantes é possivel estimar infeccdes
passadas, entretanto ndo se pode distinguir o tipo de OPV, pois existe uma protecao
cruzada contra os virus deste género devido a conservagdo das proteinas
estruturais, fruto da conservagcdao do genoma. Assim, 0s anticorpos capazes de
neutralizar a infeccao pelo VACV, também podem neutralizar a infeccdo por VARV,
MPXV e CPXV (JACOBS et al., 2009; MILLER et al., 2011).

O diagnéstico molecular é de extrema importancia na VB, pois além de detectar o
tipo de virus causador da infeccdo pode identificar variabilidades através da
deteccdo de mutacdes, delecdes ou inser¢cdes nos principais genes pesquisados,
que sédo o vgf (viral growth factor — fator de crescimento viral), o ha (gene da
hemaglutinina) e o ati (A type inclusion body protein — proteina do corpusculo de
inclusao) (ROPP et al., 1995; MEYER et al., 1997; LEITE et al., 2007; DRUMOND et
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al., 2008; TRINDADE et al., 2008; ABRAHAO et al., 2010; ASSIS et al., 2012). O
material genético viral pode ser detectado diretamente das lesfes (ricas em
particulas virais), do sangue ou até mesmo do soro dos pacientes e animais
infectados, uma vez que ha viremia (NITSCHE et al., 2007). Além disso, alguns
estudos indicam a presenca do DNA viral em fezes e leite de animais infectados
(ABRAHAO et al., 2009c; OLIVEIRA et al., 2010; D’ANUNCIACAO et al., 2012;
RIVETTI JR et al., 2013).

O isolamento viral, técnica padréo ouro na deteccdo dos OPV, também se constitui
uma importante ferramenta de diagndéstico, onde é possivel a recuperacdo da
particula viral envolvida na infeccdo (LOBATO et al.,, 2005; MEGID et al., 2008;
ABRAHAO et al., 2009). Entretanto, este tipo de diagnostico é restrito a laboratérios
de pesquisa, pois S0 necessarios insumos e equipamentos de alto custo, além de
profissionais extremamente especializados. Posteriormente ao isolamento € possivel
realizar outros estudos para melhor caracterizacdo do virus com seus hospedeiros
(FERREIRA et al., 2008; ABRAHAO et al., 2009; CAMPOS et al., 2011). Do mesmo
modo, o diagnéstico por microscopia de alta resolucdo é de dificil execucdo e
apresenta alto custo. Em contrapartida € uma tecnologia bastante apropriada pois
permite a visualizacdo das particulas infecciosas, facilitando o diagnéstico
(FONSECA et al., 1998; DAMASO et al., 2000; SANT'ANA et al., 2013).

1.8. Resposta imunoldgica do hospedeiro

Uma vez que o contato inicial dos OPVs com seus hospedeiros se da pela pele ou
mucosa, a resposta imune € iniciada ap0s a penetracdo viral nas células epiteliais,
com consequente producdo de interferons (IFN) e outras citocinas, resultando na
inducdo de um estado antiviral de células vizinhas, bem como no recrutamento de
leucdcitos para a area infectada (Figura 13) (SMITH & KOTWALL, 2002; DAMON et
al., 2007; TIAN et al., 2009).
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FIGURA 13: PANORAMA GERAL DA RESPOSTA IMUNE CONTRA POXVIRUS: Respostas inatas
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viral inicial e para ativar as células apresentadoras de antigenos. Em seguida, citocinas inflamatérias
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citocinas (IL-4, IL-5) e sinais co-estimuladores (CD40L) para o recrutamento e maturacao de linfécitos
B. As células T auxiliares também promovem a ativagcdo, expansdo clonal e funcdo efetora de
linfécitos T citotoxicos através da secrecdo de (IL-2, IFNy). Os linfécitos B produzem anticorpos que
aglutinam, opsonizam e neutralizam as particulas virais, fixam o complemento e permitem a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Células T CD8" ativadas lisam as células
infectadas através de perforina e granzimas, e através de receptores de morte, tais como FasL.
Secrecao de citocinas IFNy e TNFa por linfécitos T também tem uma atividade antiviral direta. Juntas,
as respostas humoral e adaptativa interrompem a replicacdo viral. (KENNEDY et al., 2009a, com
modificacdes). ADCC: antibody dependent cellular cytotoxicity (citotoxicidade celular dependente de
anticorpo); CTL: linfécito T citotdxico; HLA: antigeno leucocitario humano; RLH; TLR: toll like receptor
(receptor do tipo toll).
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ApOs a migragdo celular para o tecido infectado, ocorre o reconhecimento das
particulas virais por células dendriticas e macrofagos, através dos seus receptores
de reconhecimento de padrdes moleculares (PRR — pattern recognition receptors),
0s quais podemos citar os receptores do tipo Toll (TLR — toll like receptors). Além
dos TLR de superficie celular, TLR citoplasméticos também participam da resposta
inata a poxvirus, reconhecendo moléculas de DNA e RNA produzidos durante a
infeccédo (SMITH & KOTWALL, 2002; DAMON et al., 2007; TIAN et al., 2009).

A ativacdo desses receptores leva a producdo de varias citocinas, como a
interleucina 1 (IL-1), IL-12, fator de necrose tumoral a (TNF-a) e INF’s do tipo | (a e
B), que sdo mediadores proinflamatorios, além de IL-15 e IL-18 que também podem
estar presentes. Essas citocinas estimulam a diferenciacdo das células T auxiliares
(TCD4") que estdo quiescentes em células ativas produtoras de INF-y e TNF-a, que
auxiliam no controle da multiplicacédo viral (SMITH & KOTWALL, 2002; DAMON et
al., 2007). Células T citotoxicas (TCD8"), importantes na eliminacdo de células
infectadas, também séo ativadas pela IL-12 e por INF’s do tipo I. Juntamente com
essas células, ha acdo de células matadoras naturais (células natural killers — NK).
Ambas as células TCD4" e TCD8" podem persistir por até 75 anos apds a vacinagao
contra a variola (HAMMARLUND et al., 2003).

Vale ressaltar que as células TCD4" e TCD8" desempenham um papel importante
na protecdo do hospedeiro no inicio da infeccdo por VACV. Segundo XU e
colaboradores (2004), a imunidade mediada pelo reconhecimento de antigenos
virais apresentados via MHC de classe Il pelas células TCD4" é essencial para
eliminacdo do virus durante a infeccdo aguda. Neste mesmo estudo foi também
demonstrado que camundongos deficientes de linfocitos B n&do eliminam as
particulas virais de maneira efciente. Além disso, os linfocitos TCD8" de memoria
podem persistir na auséncia de antigeno, sendo provavelmente estimulados pelas
citocinas IL-7 e IL-15, responséaveis pela sobrevivéncia e manutengéo dessas células
(AMANNA et al., 2006).

A resposta imune humoral também parece ser importante para a eliminacao do virus
através de diversos mecanismos. A ligacdo de anticorpos a particula viral pode

resultar em: 1) agregacdo das particula, dificultando a disseminacdo do virus; 2)
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obstrucdo da adsorcdo e internalizagdo do virus na célula hospedeira; 3) lise da
particula viral via complemento; 4) opsonizacgéo, resultando em fagocitose do virus;
5) ativacdo citotoxicidade celular dependente de anticorpos (antibody dependent
cellular cytotoxicity — ADCC) levando a morte das células infectadas (SMITH &
KOTWAL, 2002; XU et al., 2004).

Os virus do género Orthopoxvirus séo antigenicamente relacionados devido a
natureza altamente conservada das proteinas estruturais. Isso € possivel gracas a
conservacdo do genoma, que é DNA dupla fita, permitindo que as proteinas de
superficie apresentem varios epitopos conservados (JACOBS et al., 2009; MILLER
et al., 2011; MOSS, 2011).

Vale destacar que essa similaridade antigénica entre os OPVs permitiu o sucesso da
campanha de vacinacédo contra a variola, onde o VACV foi utilizado vacina (JACOBS
et al., 2009), induzindo uma forte resposta de anticorpos neutralizantes que parecem
ser o principal mecanismo efector responsavel pela protecdo contra a infeccao
secundaria (AMANNA et al., 2006; KENNEDY et al., 2009; MOSS, 2011).

Os anticorpos especificos anti-OPV (IgG, IgM e anticorpos neutralizantes) atingem
um pico um més apos a vacinacao, diminuem durante o primeiro ano e, em seguida,
se mantém constantes durante longos periodos po6s-vacinais (AMANNA et al., 2006;
KENNEDY et al., 2009a). Alguns trabalhos conduzidos em modelo murino
demonstraram que anticorpos especificos para as proteinas B5 e A33, (presentes na
membrana das particulas virais extracelulares) e para as proteinas A27 e L1
(responsaveis pela replicacdo viral e adeséo celular) conferem ampla protecdo em
infeccoes pelo VACV (RAMIREZ et al.,, 2002; LUSTIG et al., 2005; CHEN et al.,
2006).

De fato, estudos conduzidos por PUTZ e colaboradores (2005) e também por
DAVIES e colaboradores (2005) demonstraram que os antigenos B5, A33, A56, A27
e H3 presentes no envelope de VACV, sdo 0s mais imunogénicos, induzindo uma

forte resposta por anticorpos neutralizantes.
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O possivel uso do VARV como arma bioldégica tem causado preocupagdo a
comunidade cientifica no que diz respeito & imunidade protetora da populagédo
vacinada, além daqueles individuos que nao foram vacinados. Em 2005,
HATAKEYAMA e colaboradores avaliaram o grau de protecdo de uma populacéo
japonesa, verificando a persisténcia de anticorpos IgG e neutralizantes anti-VACV na
grande maioria dos individuos vacinados (HATAKEYAMA et al., 2005). Também no
mesmo ano, um estudo populacional conduzido na Itadlia demonstrou uma
soroprevaléncia de 66% entre os individuos analisados (PUTZ et al., 2005).
Entretanto, um outro estudo, realizado com uma populagcdo coreana, demonstrou
que poucos dos individuos previamente vacinados apresentaram uma eficiente
resposta imunologica especifica para VACV, analiada através dos niveis de
expresséo de INF-y (ou do mRNA de INF-y) (KIM et al., 2006).

A resposta imune protetora anti-OPV parece persistir por muitos anos
(HAMMARLUND et al., 2003; 2005; HATAKEYAMA et al., 2005; KAREM et al., 2005;
PUTZ et al., 2005; VINER & ISAACS, 2005; KIM et al., 2006; PUTZ et al., 2006; LIU
et al., 2012; TAN et al., 2012). Porém, pesquisas realizadas no Brasil demonstraram
que ha uma diminuicdo dos niveis de anticorpos protetores em pessoas com
histérico de vacinacdo, apresentando também sinais e sintomas da doenca (SILVA-
FERNANDES et al., 2009), e que a circulacdo de OPV ¢ ativa, sendo evidenciada
por altas taxas de anticorpos anti-OPV em pessoas ndo vacinadas (SILVA-
FERNANDES et al., 2009; MOTA et al., 2010).

Talvez, a auséncia de anticorpos protetores possa estar relacionada com a
diminuicdo da populagdo de linfocitos T de memdria, que parecem possuir uma
meia-vida de até 12 anos, e que desempenham um importante papel na
diferenciacdo dos linfécitos B e, consequentemente, na producdo de anticorpos
(HAMMARLUND et al., 2003). Assim, com o avanc¢o da idade e diminuicdo da
populacdo de linfécitos de memoaria, os anticorpos neutralizantes tendem a declinar
(HSIEH et al., 2004).
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1.9. Vacinas antivari6licas

A vacinacdo contra a variola, introduzida pela primeira vez por Edward Jenner ha
mais de 200 anos, foi a intervencdo de saude publica mais eficaz na historia
humana, onde inicialmente foi utilizado o CPXV derivado de vacas doentes, através

da inoculacdo de preparados de escarificacédo das lesdes (FENNER et al., 1988).

Posteriormente, o VACV substituiu 0 CPXV na imunizacdo de seres humanos na
campanha de erradicacdo da variola e, ainda hoje, € usado em muitos laboratorios
por todo o mundo como um vetor para a geracao de vacinas recombinantes capazes
de expressar de forma segura as proteinas exdgenas de varios agentes infecciosos
(FENNER et al., 1989; WISER et al., 2006; JACOBS et al., 2009).

As vacinas utilizadas na campanha global de erradicacdo da variola consistiam de
varias amostras de VACV (Dryvax® New York Board of Health [NYCBH], nas
Américas; Lister, no Reino Unido e india; EM-63, uma variante derivada da NYCBH,
utilizada na Rdadssia; Copenhagen na Dinamarca e Ankara, na Turquia),
caracterizadas como vacinas de primeira geracdo, que eram inicialmente liquido
extraido de uma crosta de um individuo infectado e posteriormente, material de
pustula de animais infectados, administradas por via percutanea (FENNER et al.,
1988; WISER et al., 2006; JACOBS et al., 2009). Alguns individuos desenvolviam
sinal clinico, caracterizado por uma péapula, seguida alguns dias depois pelo
desenvolvimento de uma vesicula, e subsequentemente uma pustula e crosta,
indicando uma vacinacdo bem sucedida (ROCK et al., 2004). Ainda, sintomatologia
sistémica como febre, cefaléia, linfadenopatia e mialgia estavam presentes
(FENNER et al., 1988).

O uso de animais vivos para a obtencdo das vacinas foi descartado por conta da
qualidade e segurancga do produto, surgindo assim as vacinas de segunda geracao,
produzidas a partir de linhagens celulares e ovos embrionados. Posteriormente, uma
terceira geracao de vacinas foi desenvolvida a partir da alteracéo das propriedades
de amostras de VACV, como viruléncia e composicdo do genoma, através de
multiplas passagens em cultivos celulares, a exemplo o Vaccinia virus Ankara

Modificado (Modified Vaccinia Ankara — MVA). Por fim, com o0 avanco da
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biotecnologia, vacinas de quarta geracédo, que envolvem dele¢des, insergcbes ou
bloqueio em genes supressores da resposta imune e essenciais para a multiplicagao
viral, tem sido estudadas (WISER et al., 2006; JACOBS et al., 2009).

No Brasil, pelo menos 4 variantes da vacina podem ter sido distribuidas durante a
campanha de erradicacdo da variola, que incluem a Lister, Dryvax®, NYCBH e a
Paris (revisado por TRINDADE et al., 2007b). Além disso, a vacina fornecida pelo
Instituto Oswaldo Cruz pode ter sido originada pela vacina Paris (FENNER et al.,
1988; DAMASO et al., 2000). Isso sugere uma possivel origem de diferentes
amostras isoladas em situa¢fes de surto pelo pais. Entretanto, analises filogenéticas
apontam para outra vertente da introducdo do VACV no pais, que ainda permanece
controversa (FENNER et al., 1988; TRINDADE et al., 2007b).

1.10. Vaccinia virus

O VACYV foi o virus utilizado como vacina contra a variola, substituindo o CPXV. As
diferentes amostras do VACV utilizadas em pesquisas clinicas apresentam
diferentes niveis de risco. Amostras ndo atenuadas como NYCBH (New York City
Board of Health), Copenhagen ou Lister, apresentam um risco maior para humanos
com base no aumento da capacidade de multiplicacdo em células de mamiferos.
Amostras altamente atenuadas como MVA (Vaccinia Modificado Ankara), NYVAC,
ALVAC e TROVAC séao incapazes de se multiplicarem (ou se multiplicam
pobremente) em células de mamiferos, ndo sendo capazes de causar infeccoes em
mamiferos (VERHEUST et al., 2012).

A grande maioria dos trabalhos experimentais envolvendo o género Orthopoxvirus
foi realizado tendo como base o VACV, considerado o prot6tipo do género (FENNER
et al., 1988). Nao se sabe ainda qual € a origem e o reservatério do VACV, e no
passado, varias hipoteses eram levantadas para explicar essa lacuna da ciéncia
(TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008). No entanto, com a evolugéo da
biologia molecular e obtencdo de sequéncias gendmicas completas de varias
amostras do VACV, tornou-se claro se tratar de uma espécie viral distinta dos outros
Orthopoxvirus como o VARV (GUBSER et al., 2004; CARROLL et al., 2011).
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Durante periodos de vacinagdo em massa contra a variola, o virus podia ser isolado
de lesdes de pele de varias espécies de animais domésticos, havendo muitas
oportunidades para a infeccéo ser transferida de pessoas recentemente vacinadas
para esses animais, com a subsequente disseminacdo nos rebanhos, ou por
ordenhadores agindo como vetores (ABRAHAO et al., 2010; SANT'ANA et al.,
2013).

A circulacdo natural do virus, assim como o0 isolamento e caracterizacdo de
amostras de VACV tém sido descritos no Brasil desde 1999 (DAMASO et al., 2000;
TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005; TRINDADE et al.,
2006; COSTA et al.,, 2007; SIMONETTI et al., 2007; TRINDADE et al., 2007a;
ABRAHAO et al., 2009; SILVA-FERNANDES et al., 2009; TRINDADE et al., 2009;
MOTA et al., 2010). Em paralelo, na india, varios casos de infeccdo humana e
animal por Buffalopox virus, um OPV filogeneticamente muito semelhante ao VACV,
vém sendo identificados (SINGH et al., 2006; 2007; BHANUPRAKASH et al., 2010;
DAMLE et al., 2011).

Infeccdes com o VACV também tém sido relatadas em laboratérios, por picadas de
agulha ou arranhdes, devido a manipulacao incorreta de material contaminado
(OPENSHAW et al., 1991; LOEB et al., 2003; MEMPEL et al., 2003; MOUSSATCHE
et al., 2003; WLODAVER et al., 2004; LEWIS et al.,, 2006; CDC, 2008; 2009;
MACNEIL et al., 2009; ISAACS, 2012; MCCOLLUM et al.,, 2012) ou ainda
associadas a processos de vacinacdo de militares nos Estados Unidos, quando
estes individuos entram em contato direto com outros susceptiveis (NEFF et al.,
2002; EGAN et al., 2004; VORA et al., 2008; LEDERMAN et al., 2009; CDC, 2007a;
2007b; 2008; 2009; 2010; 2013; YOUNG et al., 2011; WERTHEIMER et al., 2012).

1.11. Vaccinia Bovina

A Vaccinia Bovina (VB), também conhecida como variola bovina, € uma doenca
exantematica, caracterizada pelo aparecimento de lesdes cutaneas localizadas nos
tetos das vacas, de forma semelhante a doenca causada pelo CPXV. Também

podem ser observadas lesdes nos labios, focinho e cavidade oral dos bezerros que
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mamam nas vacas doentes (TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; LOBATO et
al., 2005; MEGID et al., 2008). O VACV tem sido associado a surtos zoonoticos de
VB em varios estados brasileiros, comprometendo milhares de vacas e grande

numero de ordenhadores.

Geralmente, a transmissdo entre os animais se da, principalmente, através do
contato direto com lesdes presentes no teto das vacas infectadas no momento em
que os novilhos se alimentam. Do mesmo modo, os novilhos infectados ao
mamarem, transmitem o virus para as vacas através do contato de labios, focinho e
da mucosa oral contendo lesGes vesiculares cheias de particulas virais (LOBATO et
al., 2005; LEITE et al., 2005).

A contaminacdo humana ocorre pelo contato com as lesdes presentes nos animais
sendo, portanto, mais comum entre 0s ordenhadores que n&o utilizam protecéo
individual e adquirem os virus por meio de microabrasées na pele. Do mesmo modo,
a transmissao da infeccdo do homem para os animais se da pelo contato entre as
maos dos trabalhadores rurais ou equipamentos de ordenha mecanica
contaminados, onde as particulas virais penetram por solucbes de continuidade
presentes nos tetos das vacas (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003;
LEWIS-JONES, 2004; LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005; TRINDADE et al.,
2006; TRINDADE et al., 2007; ABRAHAO et al., 2009; MEDAGLIA et al., 2009;
MEGID et al., 2008; SILVA-FERNANDES et al., 2009; TRINDADE et al., 2009;
ABRAHAO et al., 2010).

Além disso, a contaminagdo humana também pode ocorrer através de fomites no
ambiente doméstico, quando ha contato de individuos recentemente vacinados ou
infectados com utensilios pessoais e de uso geral (LEDERMAN et al., 2009; ASSIS
et al., 2012).

A possibilidade de eliminacdo de particulas virais no leite produzido por bovinos
infectados ndo esta totalmente esclarecida. Mas ainda sim, ndo é recomendavel a
ingestao de leite no estado in natura (cru) sob quaisquer hipoteses, uma vez que,
segundo ABRAHAO e colaboradores (2009c), particulas virais vidveis ou material

genético do VACV podem estar presentes em amostras de leite. As particulas virais
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também podem permanecer vidveis apos tratamentos térmicos com altas e baixas
temperaturas, no leite cru e no queijo, apods infeccdo experimental (OLIVEIRA et al.,
2010).

1.12. Epidemiologia da VB

No Brasil, a Vaccinia Bovina ndo é uma doenca de notificacdo compulsoria, como
observado para outras doencgas infecciosas como a Dengue por exemplo. Os surtos
séo relatados através de grupos de pesquisa no pais que estudam a dispersao do

virus.

Durante a década de 60 foram realizados os primeiros isolamentos do Vaccinia
virus, obtidos através de um programa governamental de suporte a areas rurais com
registros de zoonoses virais desconhecidas (FONSECA et al., 2002). Os virus SPAnN
232 (SAV) e Cotia foram isolados e re-isolados de camundongos sentinelas na
estacdo de Cotia, Sdo Paulo. Outro virus chamado BeAn58058 (BAV) foi isolado a
partir de um roedor silvestre do género Oryzomys, capturado na floresta de Utinga,
na cidade Belém — PA. Através da biologia molecular foi possivel afirmar que esses
virus se tratam de amostras de VACV (FONSECA et al., 1998; MARQUES et al.,
2001; FONSECA et al., 2002).

No ano de 1993, houve um surto de doenca exantematica no Centro de Bioterismo
da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG), acometendo
camundongos suicos que foram importados da Universidade de Campinas, Sao
Paulo. A partir das lesGes presentes nos camundongos foi possivel a identificacéo
de mais um poxvirus, denominado Belo Horizonte virus (BHV) (DINIZ et al., 2001;
TRINDADE et al., 2004).

A partir do final da década de 90, comegaram a ser observados no Brasil sucessivos
casos de infecgdo por VACV em bovinos e seres humanos (principalmente
ordenhadores) que tiveram contato direto com animais infectados (Figura 14)
(FONSECA et al., 2011 com modificacdes). E importante salientar que até 1998 os

virus isolados foram provenientes de amostras de roedores. Em 1999 foi isolada de
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vacas infectadas uma amostra de VACV na cidade de Cantagalo (estado do Rio de
Janeiro), denominada de Cantagalo virus (CTGV). ApGs analises filogenéticas foi
possivel verificar que este virus se aproximava da amostra vacinal VACV-10C
(Instituto Oswaldo Cruz) (DAMASO et al.,, 2000). Também no mesmo ano, O
Aracatuba virus (ARAV) foi isolado durante um surto de doenca exantematica
afetando o gado leiteiro e ordenhadores na cidade de Aracatuba (Sao Paulo). Apés

analises moleculares foi observado que o ARAV trata-se de mais uma amostra de

VACV, relacionada aos outros isolados (CTGV, BeAn e Cotia), bem como de
amostras vacinais (TRINDADE et al., 2003).

m Antes de 1999
1999 - 2002
2002 - 2006

2006 - 2010
* 2010-2013

FIGURA 14: DISTRIBUICAO DO Vaccinia virus NO BRASIL: O mapa mostra a situagao cronoldgica
dos surtos e a disseminacao do virus no pais. E importante ressaltar que a detecgédo no Acre diz

respeito a um inquérito soroldgico e ndo a surtos ou isolamento viral (FONSECA et al., 2011 com
modificacdes).
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Posteriormente, em 2003, na cidade de Passatempo (Minas Gerais) foi isolada de
bovinos e humanos mais uma amostra de VACV, o Passatempo virus (PSTV). As
analises filogenéticas demonstraram uma intima relacdo do PSTV com ARAV e
CTGV, pois estes isolados apresentam uma mesma delecdo no gene A56R, que
codifica a proteina hemaglutinina (ha), indicando que estas amostras tém
possivelmente uma origem em comum (LEITE et al., 2003). Ainda na mesma época,
o Cantagalo virus foi novamente identificado em surtos nos estados de Sao Paulo,
Goias e Minas Gerais, corroborando a disseminacao do VACV no pais (NAGASSE-
SUGAHARA et al., 2004).

Também no estado de Minas Gerais, outras 3 amostras de VACV foram isoladas,
sendo estas o Muriae virus (MURYV), isolado a partir de um surto de VB na cidade de
Muriaé em 2000 (TRINDADE et al., 2007); e os virus Guarani P1 e Guarani P2
(GP1V e GP2V), ambos os virus isolados durante um uUnico surto em duas
propriedades distintas na cidade de Guarani no ano de 2001 (TRINDADE et al.,
2006).

A partir dos isolados GP1V e GP2V uma interessante questdo foi levantada a
respeito da origem dos VACV isolados no Brasil. Estes apresentaram mais
similaridade genética entre outras amostras de VACV do que entre si. Esta
variabilidade genética pode ser corroborada por ensaios de fendtipo de placa e
estudos de patogénese em camundongos (FERREIRA et al., 2008; ABRAHAO et al.,
2009).

Em 2008, outra amostra de VACV foi isolada durante um surto de VB ocorrido em
Sao Paulo, afetando humanos e animais (MEGID et al.,, 2008). No ano seguinte,
mais um surto de VB foi relatado, desta vez no estado de Minas Gerais, na cidade
Mariana, onde foi isolado o Mariana virus (MARYV). E importante destacar que este
foi o primeiro virus isolado de um roedor (Mus musculus) durante um surto de VB,
onde 0 mesmo também foi encontrado infectando bovinos e humanos (ABRAHAO et
al., 2009).

No ano de 2010, outro fato interessante foi observado. Um surto de doenca

exantematica em Pelotas (Rio Grande do Sul) acometendo cavalos da raca crioula
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foi descrito (BRUM et al., 2010). Foram obtidas duas novas amostras de VACV,
chamadas de Pelotas virus 1 e Pelotas virus 2 (P1V e P2V) (CAMPOS et al., 2011).
Apos analises filogenéticas, infecgdes in vitro e de camundongos Balb/c foi possivel
estabelecer uma variabilidade genética entre os dois virus como observado por

TRINDADE e colaboradores (2006) em relacdo aos virus Guarani P1 e Guarani P2.

Em 2011, outro surto de VB foi relatado na cidade de Serro, regido norte de Minas
Gerais. Os virus isolados foram nomeados de acordo com o hospedeiro onde foram
isolados: SH1V e SH2V (humanos) e SB1V (bovino). O primeiro virus identificado
nesta mesma regiao foi descrito por Trindade e colaboradores, em 2009.

Além de todos os isolamentos de amostras diferentes de VACV registrados desde
1999, inquéritos soroldgicos também foram descritos. SILVA-FERNANDES e
colaboradores em 2009 relataram aspectos clinicos e epidemioldgicos de infeccdes
por VACV em populacdes rurais do Rio de Janeiro, avaliando a imunidade humoral,
exposicao dos individuos, presenca de sintomas e lesdes nodulares. A frequéncia de

anticorpos IgG foi de 57.4% e de anticorpos neutralizantes de 43%.

Em 2010, um inquérito soroldgico foi realizado com amostras de uma populagcéo
rural da regido Amazobnica, onde foi avaliada a imunidade humoral dos individuos e
também fatores de exposicdo. Neste estudo foi observada uma soroprevaléncia de
27.89% em uma populacdo de 294 individuos, sugerindo que hé circulacéo do virus
nesta regidao (MOTA et al., 2010).

Um estudo realizado por ABRAHAO e colaboradores em 2010 demonstrou que
macacos podem ser hospedeiros do VACV. Uma alta prevaléncia de anticorpos
neutralizantes (24.4%) foi observada nesses animais (n = 344), além de DNAemia
(5.2%). Mais recentemente, também foi observada uma prevaléncia de anticorpos
neutralizantes de 31.25% em bufalos de regides rurais de Minas Gerais (ASSIS et
al., 2012). Todos esses achados refletem uma elevada gama de hospedeiros do
VACYV, evidenciando uma avida circulacao desse virus em regides rurais e silvestres

do pais.
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E importante destacar que outros surtos de OPV também foram relatados em varios
estados e bacias leiteiras importantes (LOBATO et al., 2005; DONATELE et al.,
2007; da SILVA et al., 2008; MEDAGLIA et al., 2009; SCHATZMAYR et al., 2011,
MEGID et al., 2012). Recentemente, o VACV tem sido detectado causando surtos
nas regides norte, nordeste e centro-oeste do pais (QUIXABEIRA-SANTOS et al.,
2011; ASSIS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; SANT'ANA et al., 2013b). Além
disso, outros estudos também tém mostrado a co-infeccdo do VACV com virus do
género Parapoxvirus (ABRAHAO et al., 2010; SANT’ANA et al., 2013a).

1.13. Impacto econémico

Tendo em vista os aspectos clinicos e epidemioldgicos descritos anteriormente, €
notério pensar que a infeccdo causada pelo VACV leva a uma grande perda
econbmica (como discutido por varios estudos), entre as quais podem ser
destacadas: grande queda na producéo de leite; ocorréncia de mastite e infeccéo
bacteriana secundaria, gastos com medicamentos e manutencdo dos animais,
acometimento de bezerros que mamam nas vacas doentes, levando a um
emagrecimento dos mesmos, perda temporaria de recursos humanos nas
propriedades afetadas, pois o ordenhador se afasta por um determinado tempo,
necessitando da contratacdo de um novo empregado (TRINDADE et al., 2003;
LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005; TRINDADE et al., 2006; TRINDADE et al.,
2007a).

Além disso, vale ressaltar que o estado de Minas Gerais € o maior produtor de leite
do pais, e que grande parte das amostras de VACYV isoladas durante surtos sao
derivadas desse estado. Foi demonstrado ainda que amostras de leite coletadas de
animais acometidos pela doenca podem apresentar DNA e particulas infecciosas de
VACYV, o que poderia acarretar no embargo do produto (ABRAHAO et al., 2009).

Propriedades com surtos vigentes de VB sédo geralmente interditadas por Orgaos
publicos, como o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA). Assim, os trabalhadores

rurais que dependem exclusivamente desses recursos sdo amplamente afetados,
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bem como os municipios cuja principal atividade econdmica é a agropecuéria e a

economia leiteira.

1.14. Impacto na saude publica

Os virus que compdem o género Orthopoxvirus estdo entre importantes micro-
organismos causadores de doencas no homem gerando, assim, um grande

interesse em estudos cientificos.

Logo que a vacinacao contra a variola foi suspensa no Brasil a pouco mais de 30
anos, a presenca de infeccdes em bovinos e seres humanos tem sido registrada,
indicando que amostras virais de VACV estdo em circulagdo na natureza em
hospedeiros ainda ndo definidos (LEITE et al., 2005; TRINDADE et al.,, 2007a;
TRINDADE et al.,, 2007b). Também € importante lembrar a dificuldade que os
profissionais de saude tém em diagnosticar e lidar com essas infec¢des, sendo
necessarios mais estudos a respeito do assunto e um maior esclarecimento, a fim de
evitar casos que passem despercebidos ou a recomendacdo de tratamentos e
intervencdes inapropriadas (TRINDADE et al., 2007a).

Outro importante fator € que muitos profissionais da medicina veterinaria e zootecnia
tendem a confundir a Vaccinia Bovina com outras doencas vesiculares de bovinos,
como febre aftosa, estomatite vesicular, pseudovariola e mamilite herpética, o que
pode levar a subnotificacdo dos casos de VB (ABRAHAO et al., 2010; SANT'ANA et
al., 2013).

Dessa forma, ha necessidade de implantacdo de estratégias educativas entre os
profissionais da saude direcionadas para o diagnoéstico, identificacdo clinica e
manejo terapéutico de pacientes infectados, além da populacé&o rural, principalmente
0os que trabalham em regides afetadas, com o objetivo de prevenir a infeccao e
reduzir a disseminacao da VB em rebanhos e outras localidades.
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II. JUSTIFICATIVA

InfecgBes por poxvirus envolvendo bovinos e humanos apos a vacinagdo contra a
variola, principalmente atingindo pessoas ligadas a area rural, tém sido descritas em
diferentes paises. No Brasil, a vaccinia bovina se destaca entre as zoonoses
emergentes no pais, com um crescente numero de casos registrados desde o final
da década de 90 e uma série de amostras de Vaccinia virus isoladas durante os
surtos, sendo Minas Gerais um estado amplamente afetado pela VB, além de outros

estados das demais regides brasileiras.

Acredita-se que a ocorréncia de varios surtos e a ampla dispersdo do virus
acontecem, a principio, pelo deslocamento dos animais e pela contratacdo de
trabalhadores rurais temporarios, todos de alguma forma evidentemente doentes ou
assintomaticos, contribuindo para a manutencao da infeccdo. Entretanto, devido a
comprovacdo da circulacdo do virus no ambiente silvestre, a sua introducdo em

ambientes rurais a partir de animais silvestres nao deve ser descartada.

Estes surtos causam danos a economia local e a saude publica, uma vez que,
estabelecido um quadro de infeccdo numa determinada localidade rural, hd uma
gueda na producéo de leite pelos animais doentes e possivel perda dos mesmos,
bem como uma variacdo no quadro de funcionarios, acarretando em prejuizos para

o dono da propriedade e para o préprio trabalhador.

Estudos populacionais tém sido conduzidos para avaliar a duragdo e magnitude da
resposta induzida pela vacina principalmente por causa de bioterrorismo. Outras
pesquisas avaliaram a resposta imunologica de populacdes suscetiveis, ndo apenas
buscando enfatizar a necessidade de investigacdo, mas também para fornecer

informacgdes importantes para o desenvolvimento de medidas de controle.

A grande maioria dos surtos de VACV no Brasil sdo zoonaticos, visto que a infecgéo
se espalha facilmente através do contato dos trabalhadores que realizam ordenha

manual e/ou mecanica em vacas infectadas, sem qualquer higiene ou seguranca.
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E importante mencionar que a maioria dos trabalhadores rurais infectados sdo
individuos jovens e, portanto, ndo vacinados. Além disso, estudos apontam para um
declinio na resposta imune anti-OPV conferida pela vacinacéo, o que contribui para
a emergéncia da VB, visto que os ordenhadores se infectam e espalham facil e

amplamente o virus dentro de um rebanho.

Ainda, é provavel que os reservatorios naturais do VACV sejam animais silvestres,
principalmente roedores, capazes de transmiti-lo para os bovinos e outros animais,

favorecendo a sua manuteng&o na natureza e o ciclo infeccioso no campo.

A forte associacdo entre o Vaccinia virus e o ambiente rural, tendo como populacéo
vulneravel os produtores ou trabalhadores rurais que vivem em &reas onde a
economia € dominada pela pecuaria leiteira justifica a pesquisa deste agente,
buscando ndo s6 o desenvolvimento de métodos diagndsticos mais sensiveis e
especificos para deteccdo viral, como também a aplicacdo de ferramentas de
diagnéstico que permitam avaliar o contato prévio e o grau de protecédo, bem como o
perfil de susceptibilidade da populacdo alvo. Esta determinacdo é um auxilio
indispensavel para a medicina humana pelo desconhecimento, por parte dos
profissionais de saude, dos aspectos clinicos e epidemioldgicos relacionadas as

ortopoxviroses.

O municipio do Serro, alvo frequente de surtos da doenca, além de apresentar o
cenario ideal para a ocorréncia da vaccinia bovina, com inimeras pequenas
propriedades leiteiras, muitas ainda praticando a ordenha manual sem os cuidados e
seguranca necessarios, ainda responde pela producdo e consumo do famoso Queijo
do Serro, produto artesanal fabricado com o leite cru. Estes aspectos peculiares da
producao leiteira na bacia do Serro se caracterizam como fatores de risco para a
disseminagdo da infeccdo e colocam o0 municipio em uma situagcdo de
vulnerabilidade frente & ocorréncia da vaccinia bovina. Desta forma, com este
trabalho procuramos conhecer o perfil da infeccdo na regido, os fatores de risco
associados e presenca da infeccdo e a doenca, e ainda fornecer dados para o

estabelecimento de programas de prevencao e politicas de saude.
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[ll. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a ocorréncia e soroprevaléncia do virus da Vaccinia Bovina em duas
populacdes distintas no Brasil, identificando os fatores de risco/exposicao

associados.

3.2. Especificos

Determinar, a partir do teste de soroneutralizacdo, a soroprevaléncia de anticorpos
neutralizantes anti-ortopoxvirus em trabalhadores de um laboratério da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e em comunidades rurais do municipio do Serro,
Minas Gerais;

Determinar a ocorréncia de casos clinicos humanos nas populacdes avaliadas e

estimar a ocorréncia de infeccbes passadas;

Identificar os fatores de risco/exposi¢do associados a doenca clinica e a sorologia

positiva (soropositivos ndo vacinados);
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4.1. ARTIGO 1: Neutralizing antibodies associated with exposure factors to
Orthopoxvirus in laboratory workers

DESCRICAO DO ESTUDO: Apos a erradicacdo da variola, uma atengéo vem sendo
dada a outros virus do género Orthopoxvirus (OPV), que sao capazes de infectar o
homem e muitas espécies de animais, a exemplo do Vaccinia virus (VACV),
causador de uma doenca exantematica conhecida por vaccinia bovina. No homem,
apos o contato direto com animais infectados, lesdes ulcerativas e pustulares séao
observadas nas maos, antebracos e face, além de febre, dor e mal estar. O VACV é
amplamente utilizado na rotina cientifica para estudos de estrutura da particula,
interacdo com o hospedeiro e producdo de vacinas. Geralmente, a vacinacdo é
recomendada aqueles que manipulam o virus e infeccbes podem ocorrer apds o
contato direto com um individuo recentemente vacinado ou através de exposi¢ao ao
virus em laboratério, com casos bem documentados no Brasil e Estados Unidos. O
objetivo desse estudo foi investigar o status imunologico de trabalhadores de um
laboratorio de pesquisa, avaliando o perfil da imunidade humoral e os fatores de
risco envolvidos em possiveis infec¢cdes acidentais pelo VACV. Foi realizado um
inquérito epidemioldgico e coletadas 50 amostras de soros humanos. Um total de 18
homens e 32 mulheres compdem a populacdo estudada, sendo a maioria
estudantes, além de professores e auxiliares técnicos, com idade variando entre 19
a 70 anos. Das caracteristicas de risco avaliadas, constatou-se que 34 (68%)
individuos tém contato direto com material contaminado por OPV como amostras
clinicas, objetos pérfuro-cortantes, células e cobaias, e 29 (58%) esqueceram, em
algum momento de experimentacdo, de usar equipamentos de protecao
necessarios. Vale ressaltar que 18% sofreram acidente com algum dos materiais
previamente relatados, sendo que 8% apresentaram sinais e sintomas, e 16%
possuem historico de vacinagédo. Apos o diagnostico, foi constatado que 9 individuos
possuem anticorpos neutralizantes anti-OPV. No Brasil, ap0s a erradicagdo da
variola, a vacinagdo que confere imunidade anti-OPV foi interrompida e até mesmo
0s pesquisadores da area e profissionais de saude ndo sdo vacinados. Sendo
assim, é importante a conducao de estudos dessa natureza pelo amplo risco que 0s
poxvirus oferecem a saude humana, bem como pela sua possibilidade de disperséao
em ambientes laboratoriais e hospitalares.
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The family Poxviridae includes a group of pathogens capable of
infecting a variety of organisms. It is segregated into two subfam-
ilies: Entomopoxvirinae, represented by invertebrate viruses, and
Chordopoxvirinae, with viruses that infect vertebrates. Among the
genera of the subfamily Chordopoxvirinae, the Orthopoxvirus (OPV)
draws attention to species like Variola virus (VARV), already erad-
icated; Monkeypox virus (MPXV), endemic in Africa and Cowpox
virus (CPXV) which has been associated to several human and ani-
mal cases in Europe recently. All of these viruses are capable of
significant impact on global public health [1,2].

VARV was the etiological agent of smallpox, an exanthematic
disease of high morbidity and lethality. Although smallpox was
declared erradicated in 1980, this status was only achieved after a
global vaccination program conducted by the World Health Orga-
nization (WHO). Vaccinia virus (VACV) was used as a vaccine and it
succeeded in producing protective immunity against smallpox due
to cross antigenicity observed among OPV's species [1,3-5].

After smallpox eradication in 1980, mass vaccination was glob-
ally interrupted. The possibility of VARV use as a bioweapon
motivated the United States of America (USA) to reestablish vacci-
nation for military forces and health care professionals. The growth

* Corresponding author. Tel.: +55 3134092747; fax: +55 3134436482.
E-mail address: giliane@icb.ufmg.br (G. de Souza Trindade).
1 The group includes the following authors: Kennedy C. Ribeiro, Poliana O.
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Jonatas S. Abrahdo, Erna G. Kroon.

0264-410X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2013.08.023

of research related to OPV posed another concern and vaccination
of laboratory workers is nowadays highly recommended in science
centers of the USA and Europe [6-8].

Despite vaccination and specific biosecurity levels to manip-
ulate OPVs, occupational infections in laboratories have been
reported recently. These accidents usually involve direct con-
tact during manipulation of contaminated sharp edge material.
Mucosal exposure to contaminated aerosols is also a risk, espe-
cially when VACV infected animals or tissue cultures are involved.
Vaccine wounds are also sources of infection as observed in cases
of eczema vaccinatum and vaccinia necrosum described in US
recently. Although frequently related to accidents among the USA
military community, vaccinated scientists are also a risk to naive
individuals [9-16].

The natural circulation of VACV has been reported in Brazil
since 1999, associated with a zoonosis called Bovine Vaccinia (BV).
BV affects dairy cattle and those who work directly with bovines,
either through milking procedures or veterinary health. Transmis-
sion occurs after the contact of bare hands with VACV lesions on
the teats of infected cows [17]. Two atypical outbreaks involv-
ing equines were reported in 2009 and 2012 [18, LOBATO, 2012
- unpublished]. The source of infection is yet to be established as
VACV infected cattle wasn't present in neither episode.

The significant social and economic impact of BV on rural
areas of Brazil has inspired several VACV studies in the country.
For instance, laboratories may isolate VACV from field samples,
examine the biologic and molecular characterization of the virus,
investigate the epidemiology of outbreaks, etc. [19-23]. National


dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2013.08.023
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0264410X
http://www.elsevier.com/locate/vaccine
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.vaccine.2013.08.023&domain=pdf
mailto:giliane@icb.ufmg.br
dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2013.08.023

G.B. Costa et al. / Vaccine 31 (2013) 4706-4709 4707

research on VACV also concerns recombinant vaccines, cytology
and oncology, following the current global trend.

This survey was conducted in a laboratory known for its work
with VACV and other OPVs for several years. The objective was to
determine staff exposure to OPV and correlate serological results
with variables that might reveal unknown risks or confirm expected
ones. Fifty workers among undergraduate, master’s and PhD stu-
dents, professors and technicians volunteered themselves to be
part of the study. This study was approved by the Research Ethics
Committee of UFMG under the registration protocol FR-413704.

Whole blood (in the absence of anticoagulants) was collected
from all volunteers. To assess immunological data, a plaque reduc-
tion neutralizing test (PRNT) [24] was chosen, as it represents the
gold standard for verifying the presence of neutralizing anti-OPV
antibodies. Furthermore, neutralizing antibodies are extremely
related to protective immunity against OPV(s). Sera were ini-
tially heated in a water bath at 56°C for 30min to denature
complement system proteins and subsequently diluted in Eagle’s
Minimum Essential Medium (MEM) free of fetal bovine sera (FBS) to
a screening ratio of 1:20. Samples were added to the same volume
(1:1) of a solution containing approximately 150 plaque forming
units (PFU) of VACV strain Western Reserve (WR) diluted in FBS-
free MEM. The final solution (virus/serum) was homogenized and
incubated for 16 h at 37°C.

Six-well plates containing BSC-40 monolayers with approx-
imately 90% of confluence were inoculated with virus/serum
solution; plates were incubated at 37°C for 1h in an atmosphere
supplemented with 5% of CO,. MEM supplemented with 2% FBS was
added to each well in a volume sufficient to maintain cell mono-
layers during the subsequent incubation period of 48 h at 37°C
in atmosphere supplemented with 5% of CO,. BSC-40 monolayers
were fixed with formalin at 10% and stained with crystal violet
solution at 1% allowing naked eye observation of cytopathic effects.

All samples were tested in triplicate. A sample was considered
positive when the average number of PFUs was lower than half the
PFUs counted in the virus control (at least a 50% reduction in PFUs).
The virus control (VC), also known as the negative serum control,
was represented by using only FBS; it was treated as a regular serum
sample and submitted to the same protocol. Each six-well plate
included one well reserved for the VC and one for cell control (a
negative control). Furthermore, a positive control was included by
employing a human serum sample obtained during a VB outbreak.

All positive samples were titrated according to the PRNT pro-
tocol described above, with the exception of the two fold serial
dilution of the sera. The last dilution in which 50% PFU reduction
was observed was used as a reference to calculate the value of neu-
tralizing units per milliliter. The value was obtained by dividing
1 mL by the volume of virus/serum solution inoculated and multi-
plying it by the last positive dilution value.

All volunteers were submitted to a questionnaire to obtain epi-
demiological information. These data were converted to variables
and related to the presence or absence of neutralizing anti-OPV
antibodies. Results were considered statistically significant when
the Fisher’s exact test resulted in a Pvalue <0.05. Statistical analyses
were performed using the program Open-Epi v.2.3.1.

General characteristics of the cohort are shown in Table 1. Age
ranges from 19 to 70 years old. A majority of volunteers are women
(64%). Graduate students represent 46%, with fifteen undergradu-
ate students, seven technicians and five professors.

At a glance, nine PRNT5q seropositive individuals (18%) are
observed. Statistical analysis demonstrated that individuals who
have worked in the laboratory for less than ten years are more
likely not to have neutralizing anti-OPV antibodies than those
who have worked over ten years (OR=15.6, CI%=2.3-108). A
possible explanation could be the longer period of time these
individuals have been exposed to an environment where OPVs are

manipulated. As showed in Table 3, experience time in laboratory
is also statistically significant when compared with smallpox
vaccination (P<0.000). However, we cannot exclude the possibil-
ity of accidental imperceptible contamination within this group,
working as a boost to the maintenance of immune response.
Moreover, biosafety issues have changed much in the past decade.
The increased use of personal protection equipment (PPE) and
related technologies may be responsible for the greater number of
seronegative individuals among recent workers.

As observed in Table 2, previous history of smallpox vaccination
is significantly related to the presence of neutralizing antibodies
(OR=5.4,Cl%=283.9).Table 2, aditionally, demonstrates vaccinated
individuals with antibody titers ranging from 200 to 800 NU/mL,
a much smaller range compared to those of accidentally exposed
individuals (from 200 to >6400 NU/mL). This disparity may reflect
the exposure dose or time elapsed since the exposure (accidental
or vaccine). One seropositive individual injured had your ocular
mucosa exposed, and 2 individuals had their oral mucosa, all of
them with diluted virus solution. Accidents occurred in 1987 with
one seropositive individual and in 2010 with two. Older accident
could be related to insufficient laboratory protection in that time.
This individual reported fever, lymphadenopathy and lesion devel-
opment. Recent accidents are associated to the neglected use of
PPE. Other seronegative individuals had similar accidents, except
one, that was bitten by a VACV infected guinea pig.

It is known that all seropositive vaccinated individuals were
vaccinated before 1980 during smallpox eradication campaign. The
long-term immunity conferred by smallpox vaccination is related
to neutralizing antibodies, which are correlated with protective
immunity [25-28] and is observed among six of eight immunized
subjects. The two vaccinated but seronegative individuals were
immunized less than fifteen years ago with the Dryvax vaccine;
neither presented the characteristic lesion produced on the left
arm after VACV inoculation. A smallpox vaccine scar however, was
observed in only four of the six seropositive vaccinated individuals.

Accidents during OPV manipulation are not statistically a risk
when OPV exposure is evaluated through PRNT. Although it sug-
gests the rules imposed by this biosecurity level 2 laboratory are
effective, one cannot disregard the three individuals who became
seropositive after accidents. It is important to evaluate the cohort
statistically, but in this specific situation the event itself matters as
much as alow Pvalue. Two of the seropositive individuals described
systemic nonspecific symptoms after OPV exposure. As evidenced
by their high titers, they may have been more than exposed, but
productively infected.

In this question, it is also important to consider OPV exposition
in field works. Though individuals use recommended biosafety pro-
tocols and PPE, they deal with unknown viral load in sick animals
and people, beyond wild environment with potentials unknown
hosts.

VACV productive infection in laboratory workers may gener-
ate economic and public health onus [12]. When the amount of
research involving mutant OPV based vaccines and oncolytic agents
are considered, responsibility far beyond what is currently man-
aged may emerge. Infected individuals easily spread virus to the
environment through the inoculation site and possible recombi-
nation among different VACV may generate unexpected mutants
or reversion to virulence of initially attenuated strains. Any unin-
tended transmission event should be avoided, even though the risk
applies to a small number of individuals. Epidemiology has proven
that a single infected human is all it takes to spark a severe out-
break involving several dairy properties and hundreds of human
and bovine hosts in Brazil [17-20,22,23].

In Brazil there are no data concerning the number of researchers
working with OPVs. National education regarding the natural circu-
lation of VACV among dairy cattle is exclusive to small specific VACV
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Table 1
Serology related to demographic variables.
Variables Tested individuals, n (%)? PRNT positive individuals, n (%) PRNT negative individuals, n (%) Pvalue®
Age
<26 years 29(58) 1(4.8) 21(72.4) 0.06
>26 years 21(42) 8(27.6) 20(95.2)
Gender
Female 32(64) 6(18.8) 26(81.2) 1.00
Male 18(36) 3(16.7) 15(83.3
Occupation
Professor 5(10) 2(40) 3(60) 0334
Technician 7(14) 1(14.3) 6(85.7)
Graduate student® 23(46) 5(21.8) 18(78.2)
Undergraduate student 15(30) 1(6.7) 14(93.3)
Experience in the laboratory
<10 years 44(88) 5(11.4) 39(88.6) 0.007
>10 years 6(12) 4(66.7) 2(33.3)
Total 50(100) 9(18) 41(82) -

2 The % represents frequency of tested individuals per category.

b Fisher’s exact test.

¢ In Brazil this group includes master’s, doctoral and post-doctoral students.

Table 2
Serology related to OPV possible exposure events.
Variables Tested individuals, PRNT positive P value® Seropositive individuals
n(%)? individuals, n (%)
ID Exposure event PRNTSs titer (NU/mL)"

Works with OPV
Yes 30(60) 7(77.8) 0.285 1 Smallpox vaccine 400
No 20(40) 2(22.2)

Contact with OPV contaminated material 2 Smallpox vaccine 400
Yes 34(68) 7(77.8) 0.699 3 Unknown >6400
No 16(32) 2(22.2)

Accident during OPV manipulation 4 Laboratory accident >6400
Yes 9(18) 3(33.3) 0.334 5 Smallpox vaccine & 200

laboratory accident
No 41(82) 6(66.7)

Contact with BV outbreaks 6 Smallpox vaccine 400
Yes 12(24) 3(33.3) 0.668 7 Laboratory accident 800
No 38(76) 6(66.7)

Smallpox vaccination history 8 Smallpox vaccine 800
Yes 8(16) 6(66.7) <0.000 9 Smallpox vaccine 400
No 42(84) 3(33.3)

Total 50(100) 9(100) - - - -

a % for tested individuals is represented by category and % for PRNT positive individuals is represented by rows.

b Fisher’s exact test.
¢ Neutralizing units.

Table 3
Smallpox vaccination history related to others OPV possible exposure events?.
Variables Tested individuals, n (%) PRNT positive individuals, n (%) Smallpox vaccination history, n (%) P value®
Works with OPV
Yes 30(60) 7(77.8) 7(87.5) 0.123
No 20(40) 2(22.2) 1(12.5)
Contact with OPV contaminated material
Yes 34(68) 7(77.8) 7(87.5) 0.409
No 16(32) 2(22.2) 1(12.5)
Accident during OPV manipulation
Yes 09(18) 3(33.3) 2(25) 0.623
No 41(82) 6(66.7) 6(75)
Contact with BV outbreaks
Yes 12(24) 3(33.3) 4(50) 0.082
No 38(76) 6(66.7) 4(50)
Experience in the laboratory
<10 years 44(88) 5(55.6) 6(75) <0.000
>10 years 6(12) 4(44.4) 2(25)
Total 50(100) 9(100) 8(100) -

2 All % represents frequency of tested individuals per category.

b Column four refers to total number of individuals indicated in column two.
¢ Fisher’s exact test. Just related between variables and vaccinated individuals.
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endemic areas and specific health care professionals. Although the
use of live attenuated VACV vaccines is controversial, it still rep-
resents the best available prophylaxis, as observed in USA where
second generation ACAM2000™ vaccine is successfully used. New
generation vaccine, Modified Vaccinia Ankara (MVA), associated
to mild adverse effects in mammal’s cells, also poses as a strong
candidate although it is still on clinical trial [5]. Nevertheless, no
distribution policy occurs in places other than the USA and Europe.
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4.2. ARTIGO 2: Alternative Routes of Zoonotic Vaccinia Virus Transmission,

Brazil

DESCRICAO DO ESTUDO: O Vaccinia virus (VACV) foi usado como vacina durante
a campanha de erradicagdo da variola, atualmente sendo restrito a trabalhadores de
laboratério e militares nos Estados Unidos e alguns paises da Europa. Infeccdes
acidentais através do contato com pessoas recentemente vacinadas também tém
sido relatadas. No Brasil, VACV é responsavel por uma doenca exantematica
conhecida por Vaccinia Bovina (VB) que acomete bovinos e humanos. O objetivo é
relatar um caso de transmissao intrafamiliar apdés um surto de VB. Foram coletadas
amostras de soro de uma familia (pai, mae e 3 filhas) que vive numa regido rural
endémica para VB no estado de Minas Gerais e também amostras de swab do pai
que apresentava lesdes semelhantes aquelas observadas nos surtos de VB. Ele
também relatou sinais e sintomas como febre, dor de cabeca, mialgia e
linfadenopadia. Dados epidemiolégicos também foram avaliados. O isolamento viral
a partir da amostra de swab foi negativo. A sorologia foi feita através do ensaio de
neutralizac&o viral por reducédo de placa. Trés pacientes (pai, mae e uma filha) foram
positivos, com titulos de anticorpos entre 800 to 3200 unidades neutralizantes/mL.
Por PCR em tempo real todas as amostras foram positivas (com excecdo de uma
filha). Os dados epidemiol6gicos mostraram que o pai e a mae foram vacinados
contra variola e possuem marca vacinal. Ainda, eles tém contato com bovinos e
equideos, e apenas o0 pai pratica a ordenha. As filhas ndo praticam nenhuma
atividade que demonstra exposicdo ao VACV. VB é uma doenca infecciosa
emergente relatada com frequéncia no Brasil, entretanto, medidas de controle para
evitar a disseminacdo ambiental do virus ndo sdo bem conhecidas em populacdes
rurais. Este trabalho evidencia um pequeno surto de VB e sugere uma possivel
transmissao intrafamiliar, uma vez que foi detectada DNAemia e anticorpos em duas
filhas sem histérico de exposicdo ao VACV. Este caso reflete a falta de

conhecimento em relagéo a da disseminacao de VB em areas rurais.
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To the Editor: Vaccinia virus (VACV) causes exan-
thematous disease (bovine vaccinia) in Brazil. Outbreaks
of this disease in humans have been reported since the late
1990s and have spread throughout Brazil (/). Natural hu-
man infections with VACV occur by close contact with
infected cattle during milking. Lesions can spread to sec-
ondary body sites (forearms, arms, and face). Thus, person-
to-person transmission occurs (/).

Moreover, virus can persist in household environ-
ments, remain infectious, and be transmitted by fomites
(2). Although raw milk and cheese are potential sources of
infection, no clinical cases have been associated with this
transmission route (3,4). Data for person-to-person trans-
mission in Brazil are scarce, but person-to-person transmis-
sion was recently reported (5). We report a possible case of
person-to-person transmission of VACV.

This study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of Universidade Federal de Minas Gerais (registra-
tion protocol FR-413704). In September 2012, during a
serologic survey in a rural area of Serro City (18°36'17"S,
43°22'46"W), Minas Gerais, Brazil (online Technical
Appendix Figure, panel A, http://wwwnc.cdc.gov/EID/
article/21/12/14-1249-Techapp1.pdf), blood samples were
obtained from a family of 5 persons (father, mother, and 3
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daughters). The father and mother were 48 and 53 years of
age, respectively, and had been vaccinated against small-
pox. They reported contact with cows and horses (online
Technical Appendix Table 1). Only the father had milked
cows. The 3 daughters (13, 13, and 14 years of age) did
not engage in any exposure activity. However, all family
members had consumed raw milk and cheese.

Bovine vaccinia lesions were observed on the hand
of the father (online Technical Appendix Figure, panel B).
In 2011, he had vesicular disease (no laboratory diagno-
sis) with clinical and epidemiologic features (lesions) sug-
gestive of bovine vaccinia on his hands and forearms and
systemic symptoms (fever, headache, malaise, myalgia,
lymphadenopathy, and abdominal pain). His symptoms
were mild and without any systemic clinical features. Two
lesions developed on his hands and dried swab samples
were collected from both lesions. Swab samples were pro-
cessed as described (2) and used for virus isolation and mo-
lecular diagnosis.

On the basis of previous studies that detected viral
DNA in clinical samples from persons with bovine vac-
cinia (/), we used a quantitative PCR to amplify the vgf’
and ha genes of VACV (3-5), a standard PCR to detect
the ha gene (3-5), and a seminested PCR to detect the ati
gene (F.L. Assis, unpub. data). Serum samples were used
for detection of virus-neutralizing antibodies (orthopoxvi-
rus 50% plaque-reduction neutralization test) and molecu-
lar diagnostic studies (/). Virus isolation was attempted
in Vero cells and chorioallantoic membrane. All results
were negative.

The 50% plaque-reduction neutralization test showed
that the father, mother, and 14-year-old daughter had neu-
tralizing antibodies against orthopoxvirus (titers 800, 3,200,
and 800 neutralizing units/mL, respectively). All family
members had positive results by molecular diagnostic test
for >1 virus gene (online Technical Appendix Table 1). To
rule out infection with parapopoxvirus, a complementary
PCR (6) was also performed, and all family members had
negative results.

Quantitative PCR products for the ha gene from 3 vi-
rus-positive samples were sequenced in both directions in
triplicate (Mega BACE Sequencer; GE Healthcare, Little
Chalfont, UK). Sequences were aligned by using Clustal W
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/) and MEGA4.1
(http://www.megasoftware.net/) and showed 100% iden-
tity with each other (Figure). A phylogenetic tree was
constructed by using the neighbor-joining method and
1,000-bootstrap replicates in the Tamura-3 parameter mod-
el (MEGAA4.1). Sequences were grouped with VACV group
2 isolates. Sequences obtained were deposited in GenBank
under accession nos. KP889223-5).

In Brazil, outbreaks of bovine vaccinia are associ-
ated with rural environments. However, some clinical and
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Figure. A) Nucleotide sequence
of vaccinia virus (VACV)
hemagglutinin gene and
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several orthopoxviruses, Brazil.
Dots indicate sequence identity;
dashes indicate deletions. VARV,
variola virus; MPXV, monkeypox
virus; CPXV, cowpox virus.
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epidemiologic aspects remain unclear. The infection of the
father was associated with direct contact with cattle. Im-
munity conferred by smallpox vaccination did not prevent
infection; this lack of immune response has been demon-
strated in other studies in Brazil (7). Long-term protection
might require multiple virus exposures, and severity of
poxvirus infections might be influenced by the immuno-
logic state of the host and virulence of virus strains (/,8,9).

The mother and 2 daughters with virus DNA in blood
samples and the 14-year-old daughter with high titers of
virus-neutralizing antibodies suggest that alternative routes
(other than milking) for VACV infection of humans should
be considered. These alternative routes can include per-
son-to-person or environmental transmission because the
2 daughters did not report any exposure activities related
to milking or contact with cattle (online Technical Ap-
pendix Tables 1, 2). Persistence of VACV in household
environments has been reported (2,/0). The family also
consumed raw milk and cheese, a common practice in the
region. Therefore, infection with VACV through raw milk
and cheese consumption should also be considered. The
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patients did not report oral lesions or a history of skin/
mucosal lesions.

In conclusion, person-to-person transmission of
VACYV in these cases might have been caused by direct
contact between the father and family members, contact
with virus in the home, or consumption of unpasteurized
milk and cheese. Additional studies are necessary to elu-
cidate the role of these transmission pathways in spread
of VACV in Brazil.
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To the Editor: A recent article described the isolation
and subsequent analysis of a tickborne phlebovirus: Hunter
Island Group virus (HIGV), associated with an albatross
disease event that occurred in 2002 on Albatross Island, 6
kilometers off the northwest coast of Tasmania, Australia
(). The authors present HIGV as a novel isolate; however,
new data and historical records demonstrate that the virus
was originally isolated in 1983. Provisionally named Alba-
tross Island virus (ABIV), the virus was classified as un-
identified because of its uniqueness and dissimilarity to any
known virus in Australia. ABIV and HIGV were isolated
from ticks of the same species, Ixodes eudyptidis, collected
from the nests of shy albatross (Thalassarche cauta) on Al-
batross Island, the only island inhabited by albatross within
the Hunter Island Group Important Bird Area. At the time
of collections, many immature albatross were dying. Re-
cords from this time indicate that postmortem blood sam-
ples were collected from the birds, and subsequent virus
neutralization studies conducted soon after demonstrated
that 50% of these samples were ABIV positive. Ensuing
testing of samples collected in the next 2 years also identi-
fied a positive sample from a black noddy in Queensland
(Table). ABIV was subsequently sent for testing at the
Arbovirus World Reference Laboratory and, more than a
decade later, to the Australian Animal Health Laboratory,
Commonwealth Scientific and Industrial Research Or-
ganisation, where it was identified as a bunyavirus but re-
mained largely uncharacterized.

We recently sequenced the genome of ABIV by using
high-throughput sequencing and have compiled near com-
plete sequences for the large (L), medium (M), and small
(S) segments (GenBank accession nos. KM198925-7).
Overall, ABIV shares 99% nt identity with HIGV, and
thus they can be considered isolates of the same virus. The
translated nucleocapsid and S segment nonstructural pro-
teins of both viruses are identical, and the polymerases and
glycoproteins share 99% identity. There are 26 nt changes
across the whole genome (1 in S, 8 in M, 17 in L), but only
7 of these translate into an amino acid change (3 in the Gn/
Gc polyprotein, 4 in the polymerase protein). Predictive
protein analysis indicates that at least 1 of the 3 aa changes
occurs in the ectodomain of the Gn protein, which could
affect virus—host interactions. Of the remaining changes,
14 are silent mutations and 5 occur in noncoding regions.

In light of the genomic similarity of these 2 viruses,
we suggest that the species name Albatross Island virus en-
compass both isolates, ABIV and HIGV, thereby represent-
ing the name of the original 1983 isolate and the location

Emerging Infectious Diseases *« www.cdc.gov/eid « Vol. 21, No. 12, December 2015
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Alternative Routes of Zoonotic Vaccinia Virus
Transmission, Brazil

Technical Appendix

Technical Appendix Table 1. Epidemiologic data for 5 family members regarding exposure to vaccinia virus, Brazil

Patient
Characteristic Father Mother Twin daughter  Twin daughter Daughter
Occupation Rural worker Rural worker Student Student Student
Contact with cows and horses Yes Yes No No No
Contact with the environment No No No No No
Vaccinated Yes Yes No No No
Consumption of raw milk/cheese Yes Yes Yes Yes Yes
Milked cows Yes No No No No
Cheese production Yes Yes No No No

Technical Appendix Table 2. Diagnostic results for 5 patients exposed to vaccinia virus, Brazil*

Serologic result Quantitative PCR result Standard PCR result
Patient Virus isolation (neutralizing units/mL) vgf ha vgf atit ha
Father - +(800) + + + + -
Mother ND +(3,200) + + - - -
Twin daughter ND - - + - + -
Twin daughter ND - + - - - -
Daughter ND + (800) — - — + _

*PCR was performed with serum and swab samples from patient A. Other PCRs were performed only with serum samples. vgf, virus growth factor gene;
ha, hemagglutinin gene; ati, A-type inclusion gene; —, negative; +, positive; ND, not done.
1By seminested PCR.

Page 1 of 2


http://dx.doi.org/10.3201/eid2112.141249

Technical Appendix Figure. A) Minais Gerais, Brazil (gray area) and Serro City (red area). B) Lesions (arrows)

on the hands of a family member (father). These lesions were similar to those observed during outbreaks of

bovine vaccinia, Brazil.
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4.3. ARTIGO 3: Seroprevalence of Orthopoxvirus in rural Brazil: insights into
anti-OPV immunity status and its complications for emergent zoonotic OPV

DESCRICAO DO ESTUDO: A variola humana foi declarada erradicada em 1980,
porém os Ortopoxvirus (OPV) ainda sdo uma fonte de preocupacdo devido ao
aumento do numero de casos nos ultimos anos. No Brasil, o Vaccinia virus é
responsavel por causar uma doenca conhecida por vaccinia bovina (VB). Os
individuos mais afetados sdo aqueles alocados em areas rurais, que tém contato
direto com os animais domésticos infectados como bovinos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o perfil imunoldgico de pessoas que vivem em &reas rurais endémicas
para VB, avaliando também fatores de exposicdo a OPV. Foi conduzido um inquérito
epidemioldgico e coletadas 240 amostras de soro. A populacdo estudada é
composta por 127 homens (52.9%) e 113 mulheres (47.1%), com idade entre 5 e 90
anos. Destes, 185 (77%) relataram ter contato com animais domeésticos, como
bovinos e equideos, 114 (47.5%) praticam ordenha, 213 (88.8%) consomem leite
cru. Apenas 128 individuos (53.3%) foram vacinados contra variola e 77 destes
(60%) apresentam a marca vacinal. E importante destacar que 8 individuos (3.3%)
foram infectados em surtos de VB. A imunidade humoral foi avaliada através do
ensaio de neutralizacdo viral por reducdo de placas, consideradas positivas as
amostras que reduziram em pelo menos 50% o numero de placas encontradas no
controle positivo. Foi observado que 74 individuos (31%) apresentaram anticorpos
neutralizantes anti-OPV, com titulos variando entre 100 e 6400 unidades
neutralizantes/ml. Durante a campanha de erradicacdo da variola, pensou-se que a
imunidade contra OPV seria de longa duracdo. Entretanto, surtos causados pelo
Vaccinia virus tém sido relatados no Brasil, inclusive afetando pessoas vacinadas.
Como mostrado neste estudo, existe uma prevaléncia relevante de anticorpos anti-
OPV em individuos que nao foram verdadeiramente vacinados (sem a marca vacinal
— 40.5%). Isto sugere uma ativa circulacdo de Ortopoxvirus, principalmente entre

individuos que praticam atividades em risco de exposicao.
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Abstract

multivariate logistic regression.

Background: Bovine vaccinia (BV) is a zoonosis caused by Vaccinia virus, a virus from Orthopoxvirus genus (OPV)
that affects mainly cattle herds and humans in rural areas in Brazil. Because most studies have focused on outbreaks
situations, data on BV epidemiology is limited. A cross sectional study in Brazilian rural areas during 2012-2013 was
conducted to determine the neutralizing antibodies seroprevalence and risk factors for BV.

Methods: A structured questionnaire was applied to elicit demographics data and farming practices considered risk
factors for BV exposure. Neutralizing anti-OPV antibodies were investigated using plaque reduction neutralization
test. The neutralizing antibodies prevalence rates were calculated and the risk factor analysis was performed using

Results: Two hundred and forty participants were enrolled in this study with a prevalence of neutralizing
antibodies of 30.8 % (95 % confidence interval [Cl], 25.3-36.9). In multivariate analysis, age > 35 years (Odds
Ratio [OR]=18.2; Cl 95 % =7.7 — 43.2) and previous outbreak in property (OR=3.9; C 195 % =1.2 — 12.6) were
independently associated with anti-OPV neutralizing antibodies.

Conclusions: In this study, anti-OPV protective immunity (neutralizing antibody titers) was assessed in an
endemic BV Brazilian rural area. Our findings indicate that epidemiological surveillance is required and should
be applied by public health authorities to create interventions and/or prevention strategies to avoid viral
spread causing future outbreaks among individuals who are under risk of infection.

Background

Vaccinia virus (VACV) was used during mass vaccination
against smallpox leading to its eradication [1]. Routine
vaccination was ended more than 30 years ago, except for
military personnel, health assistance and laboratory
workers professionals in the United States and some parts
of Europe [2]. Although smallpox was declared eradicated
in 1980 [1], the scientific community has reassessed the
level of immunity in current populations driven by the
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bioterrorism fear and also due to the emergence of zoo-
notic poxvirus around the world [3].

The emergence of zoonotic Orthopoxvirus (OPV) such
as Monkeypox virus (MPXV), which is endemic in Africa
[4, 5], but has also been accidentally introduced into the
USA [6], Cowpox virus (CPXV) in Europe [7] and Buffa-
lopox virus (BPXV) in India [8] has been frequently re-
ported. Additionally, the emergence of new zoonotic
OPVs such as Akhmeta virus [9], raises questions about
the waning population immunity against OPV which,
among other facts, could facilitate the emergence of zoo-
notic OPV. Nowadays, individuals less than 35 years
were not vaccinated against smallpox and most of those

© 2016 The Author(s). Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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over 35 did not receive booster immunizations since the
early 70s. Therefore, immunity to smallpox and conse-
quently to other zoonotic OPV is considered low or
non-existent in the current populations [3, 10-16].

In Brazil, the emergence of Bovine vaccinia (VB), a
zoonotic disease caused by VACYV, is associated with
rural environment and susceptible population, specially
farmers/rural workers [17—-19]. Domestic animals (par-
ticularly dairy cattle) and individuals who have direct con-
tact with these animals can be affected. Nodular, ulcerated,
necrotic and painful lesions are observed mainly on hands
of infected people, due to contact with infected animals
during the milking process [13, 17]. However, lesions can
spread to secondary body sites such as forearms, arms and
face [13]. Other signs and systemic symptoms have been
also reported, such as fever, lymphadenopathy, headache
and myalgia [13]. In general, affected people are men, pre-
dominantly aged <40 years, although individuals >40 years
which have been vaccinated against smallpox (with pres-
ence of a vaccine take) are also affected [13, 17, 20, 21].
This fact reinforces the decrease of general immunity
against OPV.

BV presents relevant economic, social and public
health impacts. The burden of the outbreaks comprom-
ise hundreds of properties in all regions leading to sev-
eral economic losses due to decrease in milk production
and occurrence of mastitis and other secondary bacterial
infections [18, 19]. The burden of this disease is stressed
by the fact that Brazil has the largest commercial cattle
herd in the world. Furthermore, infected individuals are
unable to work due to painful lesions and overall clinical
conditions, and their families, in most times, depend on
their wage/income. There are high costs associated with
treatment and management of infected individuals and
animals, under notification of disease, misdiagnosis and
the absence of a government-enforced specific surveil-
lance policy.

This work was carried out to assess anti-OPV protect-
ive immunity of a rural population in a major dairy re-
gion in Brazil. By using this approach, only exposure
that resulted in protective humoral response (ie neutral-
izing antibody titers) was captured. Taking into account
the increasing emergence of natural OPV infections we
conducted the first epidemiological study in an endemic
BV area designed to understand risk factors associated
with OPV infection and protective status of rural popu-
lations which are in major risk to acquire infection.

Methods

Study area and population

A cross sectional study was carried out from September
2012 to March 2013, using sera samples collected from
people in rural areas in Serro city (18° 36’ 17” S 43° 22’
46” W), State of Minas Gerais, Brazil (Fig. 1). Serro has
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a population of 20.833 inhabitants, with 7.938 residents
in rural areas (1.508 farms) (IBGE, 2010).

Sample size calculation was performed using an ex-
pected prevalence of 50 % and confidence interval of
95 %, an accuracy of 10 % around the estimate and a
design effect of 2.0. Using Open-Epi version 2.3.1, a
minimum sample of 190 individuals was determined for
the study. Considering the possibility of loss, denial and
exclusion a sample size of 210 individuals was planned.
However, during the field work, a total of 240 individuals
were enrolled.

Monthly visits were made to dairy farms and individ-
uals from all age groups were enrolled. The participation
of individuals from small, medium and large properties
was assured. Individuals who reported to live downtown
and work in rural areas were also included.

Study measures

A structured questionnaire was applied to elicit demo-
graphics data and risk factors for BV exposure. Demo-
graphic data included age, gender, self-reported skin
color, occupation and education level. Questions about
risk factors for BV exposure were focused on contact
with cattle, horses and wild environment, practice of
milking, type of milking, and consumption of raw milk
and cheese. Additionally, a clinical inspection was
made on left arm of participants > 35 years old for the
presence of smallpox vaccine scar (vaccine take),
which is strongly correlated with protection, [22].
Routine smallpox vaccination was discontinued in
Brazil in 1978 [1], then individuals with > 35 years old
should have received at least one dose of smallpox
vaccine as recommended by WHO. We considered
this group of individuals as vaccinated.

Plaque reduction neutralization assay

Blood samples were collected without anticoagulants, cen-
trifuged to harvested serum, which was stored at —20 °C
until tested. A plaque reduction neutralizing test (PRNT)
was used [23, 24] to assess immunological data. To this
aim, sera were initially heated in a water bath at 56 °C for
30 min to denature complement system proteins and sub-
sequently diluted in Eagle’s Minimum Essential Medium
(MEM) (GIBCO?, USA) free of fetal bovine sera (FBS) to a
screening ratio of 1:20. Samples were added to the same
volume (1:1) of a solution containing approximately 150
plaque forming units (PFU) of VACYV strain Western Re-
serve (WR) (VACV-WR is part of our collection and was
kindly provided by Dr. C. Jungwirth, from Wurzburg
University, Germany) diluted in FBS-free MEM. The final
solution (virus/serum) was homogenized and incubated
for 16 h at 37 °C. Six-well plates (TPP®, Switzerland)
containing BSC-40 (ATCC no. CRL-2671) monolayers
with approximately 90 % confluence were inoculated with
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red lines). (Google Earth, 2016)

Fig. 1 Overview of Minas Gerais State, Brazil: a) The point marks Serro City location in Minas Gerais State. b Extended view of the urban area of Serro
City (marked in red). ¢ Locations of the properties sampled during the course of this investigation are marked with white points (Serro outlined by the

virus/serum solutions; plates were incubated at 37 °C for
1 h in an atmosphere supplemented with 5 % of COs,.
MEM supplemented with 2 % FBS (CULTILAB, Brazil)
was added to each well in a volume sufficient to maintain
cell monolayers during the subsequent incubation period
of 48 h at 37 °C in atmosphere supplemented with 5 % of
CO,. BSC-40 monolayers were fixed with formalin at
10 % (MERCK MILLIPORE, USA) and stained with crys-
tal violet solution at 1 % (SYNTH?", Brazil) allowing naked
eye observation of cytopathic effects. All samples were
tested in triplicate. A sample was considered positive
when the average number of PFUs was lower than half of
the PFUs counted in the virus control (at least a 50 % re-
duction in PFUs). The virus control (VC), also known as
the negative serum control, was made by using only FBS
instead of sera; and submitted to the same protocol. It was
treated as an OPV negative sample. Each six-well plate
included one well reserved for the negative serum control
and one for cell control (a negative control). A human
serum sample obtained during a previous BV outbreak
[13] was used as an OPV sera positive control.

All positive samples were titrated according to the
PRNT protocol described above. Dilutions were per-
formed in a twofold serial dilution of the sera from 1:40

to 1:5120. The last dilution in which 50 % PFU reduc-
tion was observed was used as a reference to calculate
the value of neutralizing units per milliliter (NU/mL).
The value was obtained by dividing 1 mL by the volume
of virus/serum solution inoculated on cell monolayer
and multiplying it by the least dilution that shows a
50 % reduction in PFUs.

Statistical analysis

A descriptive analysis of the results was carried out and
comparisons between those participants with and without
neutralizing antibodies were made using the Pearson's
chi-squared test. A p <0.05 based on two-tailed alterna-
tives was considered significant. Relative odds ratios and
95 % confidence intervals were calculated. All those
variables that showed a significance level of 5 % in the uni-
variate analysis were tested again in a multiple logistic
regression model. The statistical software Epi Info™ was
used for the analyses.

Results

Demographic profile of study population

A total of 240 individuals were enrolled in this study.
Demographic characteristics are presented in Table 1.
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Table 1 Demographic variables related to the presence of anti-OPV neutralizing antibodies
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Demographics N (%) PRNT positive (%) PRNT negative (%) p value
Gender
Male 127 (52.9) 44 (34.6) 83 (65.4) 0.175
Female 113 (47.1) 30 (26.5) 83 (73.5)
Age group (years)
>35 126 (52.5) 67 (53.1) 59 (46.9) <0.0001
<35 114 (47.5) 7 (6.2) 107 (93.8)
Self-reported skin color
Brown 142 (59.2) 44 (31.0) 98 (69.0) 0.656
Black 62 (25.8) 21 (339) 41 (66.1)
White 36 (15.0) 9 (25.0) 27 (75.0)
Education level®
Elementary school or less 156 (65.0) 45 (28.9) 111 (71.1) 0.032
High school or more 60 (25.0) 16 (26.7) 44 (73.3)
Have never gone to school 24 (10.0) 13 (54.1) 11 (45.9)
Residence area
Rural 208 (86.7) 63 (30.3) 145 (69.7) 0.641
Urban 32 (133) 11 (344) 21 (65.6)
Occupation
Rural workers 127 (52.9) 52 (21.0) 75 (59.0) 0.001
Housewives 59 (24.6) 15 (25.5) 44 (74.5)
Others” 54 (22.5) 7.(130) 47 (87.0)
Income*®
<1 min wage 178 (74.2) 57 (32.0) 121 (68.0) 0.178
>1 min wage 19 (7.9) 9 (474) 10 (52.6)
Not stated 43 (17.9) 8 (19.6) 35(814)
Total 240 (100.0) 74 (30.8) 166 (69.2)

2: Elementary school or less (<8 years of study), High school or more (>8 years of study); : this group includes other professions such as Veterinary, Zootechnician,
Dentist, Seller and children; ©: income value in Brazilian currency in 2012 =R$ 622,00 (R$ 1,00 = US$ 2,08 approximately)

The median age was 38.6 years (ranging from 5 to
90 years), being most of them over 35 years that corre-
sponds to 52.5 %. Men represented 52.9 % of partici-
pants whereas women were 47.1 %. The majority
(59.2 %) had self-reported mixed skin color.

Most individuals had a low wage income (74.2 %) and
a minimum/medium education level (65 %). The rate of
illiteracy among the participants was 10 %. As expected,
a high proportion of participants worked directly in rural
activities (52.9 %), such as handling of domestic animals
and planting. Although 22.5 % had other professions,
the majority of them reported execution rural activities.
Remaining individuals were housewives and children.

Prevalence

Prevalence rates of neutralizing antibodies are presented in
Table 2. Among the 240 participants, 74 showed neutraliz-
ing antibodies, representing an overall prevalence rate of
30.8 % (CI 95 % = 25.3-36.9). Antibody titers ranged from

100 to 12.800 NU/ml. The prevalence among those classi-
fied as vaccinated individuals, using the age >35 years old
criterion, was 53.1 % (CI 95 % = 44.5 — 61.7), whereas 6.1 %
(CI95 % =3.0 — 12.1) of non-vaccinated, <35 years old cri-
terion, had detectable OPV neutralizing antibodies (p <
0.0001). If the vaccine take was used to identify the vacci-
nated group, the prevalence rates among those vaccinated
were 57.1 % (CI 95 % =46.0 — 67.6) and among the non-
vaccinated are 18.4 % (CI 95 % = 13.2 — 25.6) (p < 0.0001).

Potential risk factors for BV exposure

Potential risk factors for BV exposure are presented in
Table 3. Among them, direct contact with domestic ani-
mals, such as bovines, equids, dogs, cats, goats and pigs
was reported by 201 individuals. Overall, 70.4 % of the
participants had contact with bovines and equids. How-
ever, during the visits to the properties, no typical BV
lesions similar to those observed during outbreaks were
seen on cattle. Almost 50 % of the participants also
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Table 2 Prevalence rates of neutralizing antibodies in a rural
population from Minas Gerais State, Brazil

Interviewed Prevalence rate (Cl 95 %)
Overall 30.8 (25.3 - 36.9)
Vaccinated® (>35 years old) 53.1 (445-617)
Non-vaccinated® (£35 years old) 6.1 (30-121)

Presence of vaccine take®

Yes 57.1 (46.0 - 67.6)

No 184 (13.2 - 25.6)

2 Vaccinated and non-vaccinated individuals were determined according to
their age, which correspond that >35 years old participated of smallpox
eradication campaign

b: The presence of vaccine take were determined by examination on left arm
of each individual

reported activities involving access to wild environment
as hunting, gathering firewood and search for cattle and
horses, which frequently run away.

Milking was an activity done by 91 individuals
(37.9 %). In this group, most individuals practiced milk-
ing (n=60; 65.9 %) only once per day (n=52; 57.1 %).
Consumption of unpasteurized milk and/or cheese made
from this product was reported by a high proportion of
interviewed individuals (90.4 %), whereas only 21.3 %
were involved in the cheese-making process, hereby
having direct contact with unpasteurized milk.

We determined a 35 years old based cut-off, represent-
ing the last vaccinated individuals before smallpox has
been eradicated. Using smallpox vaccination as exposure
factor, 52.5 % of interviewed individuals were vaccinated
(Table 1). Indeed, a high proportion of individuals
reporting to be vaccinated (n = 126) were considered in
fact vaccinated (n =77, 32.1 %), due to the presence of a
vaccination scar or take on their left arm (Table 3).

Risk factors significantly linked to higher OPV
seroprevalence
The demographic characteristics significantly associated
with the presence of neutralizing antibodies in the univari-
ate analysis were age >35 years old (crude Odds Ratio =
17.3; C1 95 % = 7.4 — 40.2), illiteracy (crOR =2.9; CI 95 % =
1.2 — 7.0), and occupation as rural workers (crOR = 2.8; CI
95 %=1.5 — 5.1), (p <0.05). Risk factors for BV exposure
associated with the presence of neutralizing antibodies in
the univariate analysis were contact with bovines or
equids (crOR =2.0; CI 95 % = 1.0 — 3.8), milking (crOR =
1.7; CI1 95 % = 1.0 — 3.0), participation in the cheese-mak-
ing process, (ctOR=24; CI 95 % =1.3 — 4.6), have been
vaccinated as measured by the presence of vaccine take
(crOR =5.9; CI 95 % = 3.2 — 10.7) and a previous outbreak
in property (ctOR=3.0; C1 95 % =12 — 7.7), (p < 0.05).
Variables that showed significant differences between
those with positive and negative serology were analyzed
in the multivariate logistic regression model. Variables
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independently associated with neutralizing antibodies
were age and previous outbreak in property. Those
older than 35 years were almost 20 times more likely
to present neutralizing antibodies than the younger
(OR=18.2; CI 95 % =7.7 — 43.2). Those who reported
to live or work at the property at the time of previous
outbreaks were almost four times more likely to
present neutralizing antibodies (OR =3.9; CI 95 % =
1.2 — 12.6) than those who did not live on the farms at
that time.

Discussion

The interruption of smallpox vaccination since 1980 has
increased the susceptibility to OPV infections in human
population. Nowadays, the population majority has low
or non-existent immunity to OPV [3, 8, 18, 19]. With
concerns about the use of smallpox virus in a bioterror-
ist attack, some studies have been conducted to assess
immunity and protection of different populations against
OPV infections [24—31]. However, natural zoonotic OPV
infections which cause a burden to public health and
local economy are poorly monitored worldwide, due to a
gap in epidemiological surveillance.

Seroprevalence studies of OPV in different populations
worldwide have also been used as a marker for the status
of protection elicited by vaccination [14, 16, 23, 25, 27,
28, 30, 31]. In this study, we have assessed only anti-OPV
protective immunity (ie neutralizing antibody titers) and
our findings demonstrated that 53.1 % of presumed vacci-
nated individuals presented OPV neutralizing antibodies,
in comparison to 57.1 % of true vaccinees (represented by
those with vaccine take), a non-significant difference (p >
0.05). Similar results were observed in the United States,
in studies done by Hammarlund et al. (50 %) [25] and
Taub et al. (59.3 %) [30]; in Japan with individuals born be-
tween 1969 and 1975 (50 %) [27]; and in Italy (49-64 %),
using ELISA IgG [8]. These findings can be explained by
the fact that immunity against smallpox, and consequently
other OPVs, has been believed to persist for years, as dem-
onstrated by the studies cited above and other with mili-
tary personnel [29]. Smallpox vaccination as exposure
factor is also important to highlight. As in this study we
found that 42.9 % of true vaccinees (33/77) are seronega-
tive, we cannot assume that immunity is as long lasting as
showed elsewhere [4, 25, 27, 28, 30]. Almost half of
individuals in this category are seronegative and, indeed,
neutralizing antibodies may have been maintained in the
seropositive vaccinated individuals by continuous OPV ex-
posure, since the studied region is endemic for BV [32—34].
In addition, in the studied community, the prevalence of
neutralizing antibodies among the non-vaccinated individ-
uals was 6.1 % (using the cut-off of age >35 years old) or
18.4 %, if the absence of a vaccine take was used to identify
the non-vaccinated individuals. Also, it is important to
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Table 3 Exposure/risk factors related to the presence of anti-OPV neutralizing antibodies

Exposure factors N (%) PRNT positive (%) PRNT negative (%) P value

Contact with bovines or equids
Yes 169 (70.4) 59 (35.0) 110 (65.0) 0.035
No 71 (29.6) 15 (21.2) 56 (78.8)

Contact with others domestic animals®
Yes 122 (50.8) 38 (25.0) 84 (75.0) 0915
No 118 (49.2) 36 (30.5) 82 (69.5)

Contact with wild environment®
Yes 117 (48.8) 37 (31.6) 80 (684) 0.796
No 123 (51.2) 37 (31.8) 86 (68.2)

Practice milking
Yes 91 (37.9) 35 (385) 56 (61.5) 0.046
No 149 (62.1) 39 (26.2) 110 (73.8)

Kind of milking®
Manual 60 (65.9) 26 (43.3) 34 (56.7) 0.193
Mechanic 31 (34.1) 9 (29.1) 22 (70.9)

Number of milkings/day®
1/day 52 (57.1) 24 (46.2) 28 (53.8) 0.082
2/day 39 (42.9) 11 (282) 28 (71.8)

Raw milk/cheese consumption
Yes 217 (904) 70 (22.3) 147 (67.7) 0.142
No 23 (96) 4(134) 19 (86.6)

Participate in cheese production
Yes 51(213) 24 (47.1) 27 (52.9) 0.005
No 189 (78.7) 50 (26.5) 139 (73.5)

Vaccine take®
Yes 77 (32.1) 44 (57.1) 33 (42.9) <0.0001
No 163 (67.9) 30 (194) 133 (80.6)

Outbreak on property
Yes 20 11 (54.0) 9 (45.0) 0.015
No 220 63 (26.9) 157 (71.3)

Total 240 (100.0) 74 (30.8) 166 (69.2)

2: Other domestic animals includes cats, dogs, goats, sheeps, pigs, chickens and ducks; °: Reported by those who were in the wild environment to hunt, gather
firewood and fetch some animals of property, such as horse; <: The number of individuals in these two groups is relative to positives in practice milking group

(N=91); ¢ Individuals who had a vaccine scar on left arm

highlight that all seropositive non vaccinated individuals
did not present any sign of VACV infection or report
to have been infected previously. This finding rein-
forces the possibility of the existence of alternative
VACYV infection routes other than the direct contact
with infected cattle [34].

The OPYV seroprevalence has been used as an indicator
of wild OPV exposure/circulation [5, 14—16, 35, 36]. The
prevalence of anti-OPV neutralizing antibodies observed
in this study (30.1 %) was similar to those reported in a

retrospective study performed in 2010 in Amazon region
(27.9 %) [14], and higher when compared to 9.8 % found
in another study done with two distinct Brazilian popu-
lations [16]. Although in these two studies [14, 16] the
populations analyzed had some different characteristics
and contexts for OPV serosurvey related to our study,
other characteristics are similar, such as subsistence
agriculture and farming as the main economic activ-
ities. Another Brazilian study carried out in the State of
Rio de Janeiro showed a seropositivity of 43 % [13],
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where participants were from rural properties affected
by outbreaks and most of them were infected, present-
ing clinical signs and symptoms.

Studies conducted outside Brazil, such as for BPXV in
India [10], showed a higher prevalence among rural
dwellers. Although the total number of individuals sampled
in this study was similar to ours (n=269), 121 of them
were from rural areas that live in proximity with cattle and/
or buffaloes, which justifies the higher seroprevalence.

Although age >35 years and previous outbreak in
property were risk factors independently associated with
the presence of neutralizing antibodies (p < 0.0001), it is
impossible to distinguish if the high prevalence of neu-
tralizing antibodies among vaccinated people was due to
the background of remaining immunity from vaccina-
tions or natural infections. On the other hand, age can
be related to a higher likelihood of exposure to circulat-
ing VACV since older individuals could have had more
chances to be exposed to the virus and also because a
part of this population had direct contact with bovines
by being farm owners or practicing manual milking.
These findings are in agreement with data reported by
Lederman et al. [5] who found that age > 25 years was a
risk factor to OPV exposure.

As discussed by Kennedy et al. [22], vaccinated army has
high titers of neutralizing antibodies when vaccinated for at
least 4 years. Differently in Brazil, the population has been
vaccinated only during WHO campaign, and few individ-
uals (n=13) presented high neutralizing antibodies titers
(6400 — 12800 UN/ml). The high neutralizing antibodies
titers found in participants >35 years and the presence of
antibodies in non-vaccinated individuals reinforce the pos-
sibility of silent VACV circulation in this population.

Unexpectedly, after adjustment by all the explanatory
variables, occupation, educational level, income, animal
handling, consumption of raw milk or cheese, cheese
production or manual milking were not associated with
presence of neutralizing antibodies. The fact that most
visited properties are small subsistence farms with
manual milking could explain the homogeneity of risks
among the studied community. A more detailed survey
in an extended area, including different farming prac-
tices is necessary to better comprehend the factors in-
volved in susceptibility and natural history of the
disease in humans and animals. BV is not a mandatory
notifiable disease in Brazil and there are few epidemio-
logical data showing prevalence and risk factors in hu-
man populations.

Conclusion

Despite the fact BV is a burden to the milk economy in
Brazil, the disease is neglected and there are still few
studies about seroprevalence in the country. In the
present study important data regarding natural OPV
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circulation that is not focused on outbreaks was showed.
Our results highlight the relevance of VACV viro-
logical surveillance representing a health threat with a
high economical and medical burden. Furthermore, it
is important to know the BV exposure risks factors in
order to guide decision and recommendations to pre-
vent future outbreaks.
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IV. DISCUSSAO

InfecgBes por Poxvirus envolvendo bovinos e humanos ap0s a vacinacdo contra a
variola, principalmente de pessoas ligadas a area rural, ttm sido descritas em
diferentes paises (ESSBAUER et al., 2010; SINGH et al., 2012) e também no Brasil
(da FONSECA et al., 2011; KROON et al., 2011). Desde o final da década de 90,
diferentes amostras de VACV tém sido identificadas no Brasil, relacionadas

principalmente a infeccdo humana e de bovinos.

Até meados da década de 2000, as infec¢des por Poxvirus concentravam-se apenas
na regido sudeste (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; LEITE et al.,
2003; LOBATO et al., 2005). Posteriormente, outros casos foram registrados nas
demais regides brasileiras e, atualmente, o VACV ocorre em todo o territorio
nacional (ABRAHAO et al., 2010; ASSIS et al., 2013; BRUM et al., 2010;
QUIXABEIRA-SANTOS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; SANT'ANA et al., 2013a;
2013b).

A identificacdo do virus foi inicialmente relatada em roedores (DINIZ et al., 1998;
FONSECA et al., 1998; MARQUES et al., 2001; FONSECA et al., 2002; TRINDADE
et al., 2004), e posteriormente, causando sintomatologia clinica em bovinos,
caracterizando a doenca conhecida/designada por Vaccinia Bovina, acometendo
também humanos através do contato direto com esses animais infectados
(DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; NAGASSE-SUGAHARA et al., 2004;
LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005; MEGID et al., 2008; SILVA-FERNANDES
et al., 2009; SCHATZMAYR et al., 2011). Entretanto, outros animais também foram
registrados como hospedeiros do virus, como equideos e macacos (neste ultimo
apenas identificacdo sorolégica e molecular, sem doenca clinica) confirmando o
amplo espectro de hospedeiros (ABRAHAO et al., 2009; BRUM et al., 2010;
CAMPOS et al., 2011; ASSIS et al., 2012).

O diagnéstico sorolégico dos poxvirus é realizado basicamente através de testes de
ELISA e soroneutralizagdo. Estes testes sdo extremamente Uteis, pois além da
avaliarem o estado imune da populagcédo, atuam como ferramentas de vigilancia

epidemioldgica. Os anticorpos induzidos apO0s uma infeccdo viral podem ser
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neutralizantes e ndo-neutralizantes. Os anticorpos neutralizantes se ligam ao virus
de forma que a ligacao as proteinas virais com o receptor celular € impedida. Desta
forma, ocorre um impedimento espacial da ligacdo da proteina viral com o receptor
celular ou uma mudanca conformacional das proteinas virais (SMITH e KOTWAL,
2002; HANGARTNER et al., 2006).

Além disso, estas técnicas tém sido empregadas para verificar a robustez e duracéo
da imunidade de diferentes populacdes que foram vacinadas contra a variola. Como
demonstrado por diversos autores, a resposta imune parece ser de longa duracao,
principalmente em grupos com idade superior a 30 anos (HAMMARLUND et al.,
2003; VINER e ISAACS 2005, KAREM et al., 2005; HAMMARLUND et al., 2005;
PUTZ et al., 2005; KIM et al., 2006; PUTZ et al., 2006; HATAKEYAMA et al., 2005;
LIU et al.,, 2012; TAN et al.,, 2012). Apesar de ainda nao terem sido registradas
infeccdes por OPV nessas regides estudadas, ndo se pode descartar quaisquer tipo
de contato desses individuos com possiveis amostras de OPV circulantes, uma vez
gue ndo ha dados epidemioldgicos a respeito de fatores de exposicdo, atividade
profissional diretamente ligada ao manejo de animais ou historico de viagens para
areas com ocorréncia de OPV serem mencionados. Esse possivel contato com

amostras virais seria responsavel pela manutencao da resposta imune.

Poucos estudos de carater epidemiolégico com o objetivo de determinar a
soroprevaléncia e fatores de risco/exposicdo para poxvirus tém sido relatados.
Lederman e colaboradores determinaram uma prevaléncia de 56.9% de anticorpos
IgG anti-OPV em individuos de Likouala, Republica do Congo (Africa do Sul), e
assim como neste trabalho, os autores encontraram uma associagado significativa
entre a presenca de anticorpos e a idade. Esta associacdo pode estar relacionada

com a vacinagao, bem como com uma maior probabilidade de exposicéo ao virus.

MacNeil e colaboradores (2011) verificaram uma prevaléncia de anticorpos IgG anti-
OPV (1.3%) em Serra Leoa, e apenas um individuo apresentou anticorpo IgM.
Mesmo a soroprevaléncia sendo baixa, isso indica que ha circulagcdo de OPV (nesse

caso o MPXV) e que os casos ocorrem com baixa frequéncia.
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No Brasil, também s&o poucos os dados epidemiolégicos a respeito da VB, visto que
esta ndo € uma doenca de notificacdo obrigatoria. Silva-Fernandes e colaboradores
verificaram em 2009 uma prevaléncia de 57.4% de anticorpos IgG e 43% de
anticorpos neutralizantes. Entretanto, todos os individuos incluidos neste estudo
haviam sido infectados por VACV, o0 que torna inviavel estimar a prevaléncia na
populacao.

Em 2010, um estudo retrospectivo realizado por Mota e colaboradores verificou a
soroprevaléncia de anticorpos anti-OPV numa populacao rural do Acre. Do total de
140 individuos que ndo alcancaram a vacinag¢ao contra a variola, 32.9% foram 1gG
positivos, o que sugere uma circulacdo de OPV nesta populacdo, uma vez que a

prevaléncia entre os individuos vacinados (n = 154) foi relativamente baixa, 23.4%.

Embora ndo tenha sido feita avaliacdo de anticorpos IgG totais neste trabalho, a
soroprevaléncia encontrada para a populacdo rural do Serro ndo é distante dos
estudos acima citados (30.1%). E importante destacar que, os individuos assumidos
como vacinados (n = 128) tem como base sua idade, ou seja, = 35 anos. Entretanto,
no momento da inspecdo clinica do braco esquerdo (local onde era aplicada a
vacina contra a variola), foi verificado que apenas 77 individuos possuem essa
marca, 0 que o0s incluem num grupo de individuos verdadeiramente vacinados.
Deste total, apenas 44 mantiveram resposta imune ativa. Entretanto, ambas as

variaveis analisadas foram estatisticamente significativas, com valor de p < 0.000.

A marca vacinal € um bom indicador de que a vacinagdo foi efetiva, pois ha
multiplicacéo viral eficiente no local da inoculacdo com forte resposta celular, além
da resposta humoral (KENNEDY et al., 2009a; 2009b; TAN et al., 2012). Como visto
no paragrafo anterior, esta situagcéo esta de acordo com o nosso estudo. Kennedy e
colaboradores (2009b) também mostraram que todos os individuos incluidos em sua
pesquisa (total de 1076) mantém altos titulos de anticorpos neutralizantes, embora a
maioria seja militares com tempo de vacinagcdo maximo de 4 anos. Diferentemente, a
populacao aqui avaliada foi vacinada apenas durante a campanha de erradicacéo da
variola, onde apenas 13 individuos mantiveram altos titulos de anticorpos (entre

6400 e 12800 UN/ml). Mesmo que haja um contato prévio com algum OPV
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circulante na regido, a maioria dos individuos soropositivos (n = 61) possuem baixos

titulos de anticorpos neutralizantes (entre 100 e 3200 UN/ml).

Tan e colaboradores (2012) também mostraram que a resposta de anticorpos
produzida por individuos que possuem a marca vacinal ndo € diferentemente
significativa daqueles que n&o possuem a marca. Contudo, o mesmo estudo
demonstrou que havia uma resposta imunoldgica prévia, tanto em individuos com
marca vacinal quanto naqueles que ndo a possuiam. Essa resposta prévia pode
estar relacionada devido a algum tipo de exposicdo a OPV (TAN et al., 2012). No
caso da populacdo analisada neste estudo, 0 mesmo pode ser considerado, uma
vez que individuos sem marca vacinal (n = 30) podem ter sido expostos a uma baixa
carga viral, insuficiente para produzir doenca e manifestacdes clinicas, mas

suficiente para sua imunizacao.

Como descrito em outros estudos, o declinio da imunidade contra OPV em
individuos que foram vacinados pode ter varias explicacdes, sendo a primeira delas
atribuida a queda da imunidade devido ao avanco da idade, como relatado por Hsieh
e colaboradores (2004), onde a imunidade fornecida pela vacinagao tende a declinar
entre 20 e 30 anos, com uma queda especifica nos niveis de linfocitos T.

Além disso, um dos 8 individuos infectados durante os surtos tem idade igual a 48
anos (paciente A descrito no item 5.8) e por outro individuo que tem idade igual a 58
anos (sendo que este ndo possui marca vacinal). Outra explicacdo para o declinio
da resposta imune seria a baixa qualidade da vacina recebida pela populagéao
brasileira, talvez principalmente pelas populagées rurais. Como discutido por Fenner
(1988), as vacinas que foram produzidas no Brasil raramente atingiam os padrdes
de qualidade internacionais, apresentando muitas vezes contaminacao por bactérias
patogénicas. Além disso, a eficacia pode ter sido comprometida durante sua
distribuicdo no campo ou em &reas mais remotas, através de transporte e
refrigeracdo inadequada, podendo levar a uma inativagdo das particulas virais ou

desnaturacao de proteinas de superficie que sdo antigénicas.

Neste estudo, foi verificado que a idade é significativamente relacionada a presenca

de anticorpos neutralizantes (p < 0.000), o que pode ser facilmente associado com a
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imunidade conferida pela vacinagéo contra variola. Entretanto, este achado também
pode estar diretamente ligado a ocupagcdo de cada individuo, onde a maioria
trabalha em atividades ligadas ao meio rural e pelo contato direto com bovinos e
equideos, ambas variaveis estatisticamente significativas para a presenca de

anticorpos neutralizantes, com valores de p iguais a 0.049 e 0.046, respectivamente.

A falta de higiene da ordenha ocorre principalmente em propriedades que utilizam a
ordenha manual. Na maioria das vezes, as propriedades com ordenha mecanica
adotam medidas de desinfeccdo mais eficientes (LOBATO et al.,, 2005). Como
observado neste trabalho, 85 individuos (93.4%) de um total de 91 realizam a
higiene das maos, sendo que 83 deles fazem o procedimento antes e apos a
ordenha. Entretanto, esta higiene é feita com agua e sab&do, e apenas uma minoria
27 (29.6%) utiliza cloro para a desinfec¢éo final. Do mesmo modo, 78 individuos
(38.4%) realizam a desinfecgéo dos tetos das vacas. O uso de desinfetante eficiente,
como cloro ou iodo (principalmente) ndo deve ser descartado, pois estes minimizam
a carga viral no ambiente, nas maos dos ordenhadores e também nos tetos das
vacas, reduzindo riscos de transmissdo da doenca para humanos e animais,

diminuindo consequentemente o nimero de infectados (LOBATO et al., 2005).

A ocorréncia de VB é mais frequentemente observada quando ordenha manual é
predominante, embora casos esporadicos da doenca sejam relatados em
propriedades com ordenha mecanica. Lobato e colaboradores (2005) observaram
taxas de infeccdo inferiores em propriedades com ordenha mecanica quando
comparadas com propriedades com ordenha manual. Este fato pode estar
diretamente relacionado ao manejo diferenciado nas propriedades onde a utilizacao
de desinfetantes para higienizacdo das ordenhadeiras diminui a sobrevivéncia de
varios patogenos, reduzindo a carga microbiana e diminuindo a probabilidade de
transferéncia da doenga de um animal para outro e para o homem, contribuindo para
uma menor disseminac¢do da doenca dentro da mesma propriedade e também para

outras.

Essas evidéncias corroboram o achado de caso clinico durante uma das visitas,
onde um paciente infectado (paciente A) transmitiu a infecgcdo para seus familiares

através do contato direto ou até mesmo atravées de fomites. Apesar da
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soropositividade dos pacientes A e B serem atribuidas a vacinacdo contra variola, a
DNAemia encontrada em todos os pacientes, principalmente nas filhas cuja idade
sdo 13 e 14 anos, e que ndo possuem contato com bovinos e equideos, reforca o

caso de infecgéo através de contato direto.

Outro fator que deve ser considerado é o contato desses pacientes com o leite cru
(in natura) e queijo feito a partir deste material. Como mostrado em alguns estudos,
DNA viral e particulas viaveis podem ser encontrados nestes alimentos. Além disso,
o tratamento térmico com diferentes temperaturas diminui a carga viral, mas nao as
elimina completamente (ABRAHAO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Talvez, a
imunidade presente na paciente E, e a DNAemia nos demais pacientes possam ser

atribuidas a este fato.

Vale acrescentar que a imunidade humoral acessada neste estudo diz respeito
somente a anticorpos neutralizantes, que estédo fortemente relacionados a imunidade
protetora e a vacinacdo. Possivelmente, a avaliacdo de outros anticorpos,
principalmente da classe 1gG n&o neutralizantes, fornecessem uma real estimativa
do contato da populacdo com amostras de OPV circulantes nessa regiao,

principalmente em individuos oligossintomaticos e/ou assintomaticos.
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V. CONCLUSOES

A partir da técnica de soroneutralizacéo, foi possivel verificar uma soroprevaléncia
de anticorpos neutralizantes anti-ortopoxvirus de 30.1% na populacdo rural do

municipio do Serro.

Considerando a regido estudada e a alta frequéncia de surtos de VB, foi confirmada
a ocorréncia de um caso clinico humano, com transmissao intrafamiliar do virus, fato

este descrito apenas em 2 ocasides no Brasil.

A duracdo e magnitude da imunidade antiviral induzida pela vacinacdo e/ou pela
infeccdo recente pelo VACV foi estimada através da analise de anticorpos

neutralizantes, visto que estes estao intimamente relacionados a protecao.

Foram identificados fatores de exposi¢cdo associados a sorologia positiva, como:
contato com bovinos e equideos, histérico de vacinacéo, presenca da marca vacinal,
participacdo na producdo do queijo e a pratica da ordenha, os quais foram
estatisticamente significativos com um valor de p < 0.05. Além disso, outros fatores

como a idade e status ocupacional também foram estatisticamente relevantes.
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VII. APENDICES

9.1. APENDICE A - Ficha epidemiolégica para coleta de soros controles no

Laboratdério de Virus

Data da Investigacao: / / Fichan®:
Nome:

Nascimento: / / Idade: Sexo:

Profissao: Ano de ingresso no Laboratério

Ocupacéo no Laboratério

Foi vacinado (a) para variola? 1.Sim( ) 2.Nao( )

Se sim, possui a marca vacinal? 1. Sim( ) 2.Nao ( )

Trabalha ou ja trabalhou com Poxvirus? 1.Sim ( ) 2.Nao( )

Assinalhe os EPI's e EPC’s que sempre usou ao realizar experimentos: () luvas ( ) jaleco/guarda-
po ( ) calga comprida () sapatos fechados ( ) capela de fluxo laminar () méascara, fora de capela

de fluxo laminar ( ) 6culos fora de capela de fluxo laminar ( ) propé.

Quais dos descritos acima vocé ja esqueceu de usar?

Tem contato com material infectado com Poxvirus? 1. Sim ( ) 2. N&o ( )

Que tipo de material?

Teve acidente com algum material infeccioso no Laborat6rio? 1. Sim ( ) 2. N&ao( )

Se sim, qual tipo de material?

O acidente ocorreu mais de umavez? 1. Sim( ) 2.N&o( )

Teve algum tipo de sintoma apés o acidente? 1. Febre ( ); 2. Cefaléia ( ); 3. Mialgia ( ); 4.
Conjuntivite ( ); 5. Dor abdominal ( ); 6. Calafrios ( ); 7. Vomitos ( ); 8. Linfadenopatia ( ); 9.
Nauseas ( ); 10. Ictericia ( ); 11. Lesbes disseminadas ( );
Outros

J& visitou &reas de ocorréncia (surto) de vaccinia bovina? 1. Sim( ) 2.Nao( )
Recorda de apresentar sintomatologia caracteristica de infec¢édo por vaccinia? 1. Sim ( ) 2. Nao ( )

Jé teve historico de muito contato com equideos, bovinos, roedores e outros mamiferos silvestres?
1.Sim( ) 2.Néo( )

Assinatura do voluntario



68

9.2. APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

La bo raté r| .Q. Projeto: Avaliag&o do risco de infecgdo em humanos pelo virus da

Vaccinia Bovina (VACV): estudo seccional em comunidades rurais do

r
de VI I'US municipio do Serro, Minas Gerais.

UF G

Termo de consentimento livre e esclarecido

(de acordo com Resolugdo n° 196/96, Conselho Nacional de Saude)

Vocé esta sendo convidado pelo nosso grupo a participar de uma pesquisa que tem como
finalidade analisar a resposta do sistema imunolégico contra a infec¢@o pelo virus da Vaccinia
Bovina ou induzida pela vacinacdo contra a variola, por viver em uma regido onde esta
ocorrendo surtos desta doenga. Assim, gostariamos de convida-lo a participar como voluntério
de um estudo que nos auxiliard a compreender melhor esta doenca, ajudando-nos a encontrar

possiveis tratamentos e métodos de prevencgdo contra a mesma.

A vaccinia bovina é uma doenca que ataca o gado e outros animais domésticos, e € normalmente
causada por um virus denominado “vaccinia”. No gado, a doenga pode ser reconhecida pelo
surgimento de pustulas e ferimentos nas tetas da vaca, embora este sinal clinico possa ocorrer em
outras doencas que afetam o gado. Eventualmente, pessoas que entram em contato com animais
infectados podem adquirir a doenca. Em pessoas, esta infeccdo pode causar prostracdo, febre,
inchaco dos membros superiores, dor e surgimento de pustulas e ferimentos nas maos e membros
superiores parecidos com o0s ferimentos que aparecem nos animais. A doenca é benigna e a cura
espontanea ocorre em pouco tempo. Em pessoas com o0 sistema imunolégico comprometido a
doenga pode ser mais grave, com o surgimento de pdstulas por todo o corpo. Atualmente, ja se sabe
gue a producéo de anticorpos conta o virus vaccinia € muito importante para a recuperacao dos

individuos afetados pela doenga.

Vocé serd convidado a participar como voluntério. Caso aceite, vocé responderd a um questionario
simples, sobre suas atividades de rotina e seu estado de saude. Os individuos doentes e também
aqueles que moram na mesma regido e que concordarem em participar do estudo sera realizado um
exame de sangue. Esse exame podera provocar um leve ardor causado pela picada da agulha, e,
muito raramente, hematoma (mancha roxa). Esses sdo os mesmos efeitos que qualquer exame de
sangue pode causar. Todos os testes serdo acompanhados por profissional habilitado e medidas
para diminuir os problemas citados serdo realizadas. Seréo retirados 20 ml de sangue, que € pouco
maior que a rotineiramente usada para exames de sangue. Todo material utilizado é descartavel ou
estéril, portanto isento de risco de contaminacgdo. Serdo utilizadas seringas descartaveis individuais

para cada paciente. Todo material utilizado sera destruido em frente ao paciente. Todos os exames a
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serem realizados ser8o gratuitos e o0s resultados serdo enviados gratuitamente aos pacientes
doadores.

Sua participacdo neste estudo possibilitara maior conhecimento sobre a Vaccinia bovina no Brasil e 0
virus causador desta doenca. Este estudo ndo acarretara em nenhum beneficio imediato para o
participante. No entanto, com o andamento do projeto, todo e qualquer achado que possa ser
aplicado e revertido em beneficio publico sera imediatamente implementado. O conhecimento gerado
a partir de sua participacdo ajudarda a se entender melhor como nosso organismo responde a
infec¢do, ou porque algumas pessoas ndo séo acometidas pela vaccinia bovina. Também auxiliard os
agentes de salide a se prepararem de forma eficiente para o surgimento de novos surtos e podera

indicar se existe a necessidade futura de vacinacéo contra o virus ou néo.

Para a realizacdo deste projeto, os pesquisadores o submeteram ao Comité de Etica em Pesquisas
envolvendo seres humanos da Universidade Federal de Minas Gerais. O projeto completo esta
disponivel para que todo e qualquer participante possa ter conhecimento. Caso queria conhecer o
projeto com mais detalhes, basta solicitar uma cépia a Professora Giliane de Souza Trindade através
do telefone (31) 3409-2747, ou através da autoridade de saude publica local. Vocé tem a liberdade de
se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer momento da
pesquisa, sem qualquer prejuizo. A pesquisa sera realizada no Laboratério de Virus, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade, e em nenhum momento
usaremos seu nome. Desta forma, as identidades seréo preservadas. Esclarecemos também que ao
participar desta pesquisa vocé podera nao ter nenhum beneficio direto, assim como néo ter& nenhum
tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.
Entretanto, esperamos que este estudo nos fornecga informacdes importantes sobre a presenca da

vaccinia bovina na regido, de forma que possamos contribuir para evitar infec¢des futuras.

Apés estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta

pesquisa. Portanto, preencha, por favor, os itens que se seguem.

Eu,

Termo de consentimento livre apos esclarecimento

li e/ou ouvi o0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual o procedimento a que

serei submetido. As informagfes esclarecem riscos e beneficios do estudo, deixando claro que sou

livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo. Sei que

meu nome nao sera divulgado, que néo terei despesas e nao receberei dinheiro para participar do
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estudo.

Assim sendo, concordo em patrticipar do estudo.

Serro, / /

Assinatura do voluntario

Nome:

Identidade:

Telefone pessoal:
Telefone para contato:

Nome do contato:

Giliane de Souza Trindade
Pesquisador responsavel

Telefones para contato: (73) 3409-3002

Marca do polegar




71

9.3. APENDICE C - Ficha epidemiolégica para coleta de soros no Serro

La bo rato ri -Q- Projeto: Avaliaggo do risco de infecgdo em humanos pelo virus da
” Vaccinia Bovina (VACV): estudo seccional em comunidades rurais do
de Vl rus municipio do Serro, Minas Gerais.
UFAG
Data da Investigacao: / / Ficha n°:

1. DADOS PESSOAIS

Nome:

Nascimento: / / Idade: Sexo:

Endereco:

Zona: 1. Urbana ( ); 2. Rural( ); 3.Urbana/Rural ( ); 4.Ignorado ( )

Telefone para contato:

Profisséao:

Escolaridade: 1) Analfabeto ( ); 2) 1° incompleto ( ); 3) 1° completo ( ); 4) 2° incompleto ( );
5) 2° completo ( ); 6) superior incompleto ( ); 7) superior completo ( ); 8) pés-graduado ( ).

Como vocé classifica sua cor/etnia? 1. Branco ( ); 2. Preto ( ); 3. Pardo ( ); 4. Amarelo ( ); 5.
Indigena ().

Qual a sua faixa de renda familiar bruta mensal?
1. Até 1 salario ( ); 2. Até 2 salarios ( ); 3. De 2 a 3 salarios ( ); 4. De 3 a 4 salarios ( ); 5.
Acima de 4 salarios ( ); 6. Ignorado ( ).

2. DADOS CLIiNICOS-EPIDEMIOLOGICOS

1. Contato com animais domésticos? 1. Sim () 2. N&o ( ) Quais:

2. Presenca de animais com alguma lesdo? 1. Sim ( ) 2. N&o ( ) Quais:

3. Contato com o ambiente silvestre? 1. Sim () 2. N&o ( ) Quais:

4. Ja ouviu falar da Vaccinia Bovina? 1. Sim ( ) 2.N&o ( )

5. Como ficou conhecendo a doenga? 1. Ocorréncia de surto ( ); 2. Radio ( ); 3. TV ( ); 4.
Outro proprietario ( ); 5. Técnico ( ); 6. Jornal ou revista ( ); 7. Internet ( ); 8. Outro
meio
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6. Ja ocorreu surto de Vaccinia Bovina na propriedade? 1. Sim ( ); N&o ( )
Quando?

7. Teve a Vaccinia Bovina? 1. Sim () 2.Ndo( ) 9.Ignorado ( )

8. Se sim, quais sintomas apresentou? 1. Febre ( ); 2. Cefaléia ( ); 3. Mialgia ( ); 4.
Conjuntivite ( ); 5. Dor abdominal ( ); 6. Calafrios ( ); 7. Vémitos ( ); 8. Linfadenopatia ( ); 9.
Nauseas ( ); 10. Ictericia ( ); 11. Lesdes disseminadas ( );
Outros

9. Ocorréncia de lesoes visiveis? 1. Sim () 2.Nao( ) 9.lIgnorado ( )
Local da leséo:
Duracéo (dias):

10. Tipo da lesdo: 1. Papula ( ); 2. Vesicula ( ); 3. Pastula ( ); 4. Ulcera ( ); 5. Eritema
periférico ( ); 6. Infecgdo bacteriana ( ); Mais lesdes:

11. Presenca de cicatriz? 1. Sim ( ) 2.N&o( ) 0. Ignorado ( )
Onde: 1. M@os ( ); 2.Braco ( ); 3. Antebraco ( ); 4.Face ( ); 5.Pernas( ); 6.Outra( )

12. Mais alguém na propriedade adoeceu? 1. Sim ( ); 2. N&o ( )
Se sim, em que regides do corpo apareceram lesdes caracteristicas? 1. Maos ( ); 2. Brago ( );
3. Antebrago ( ); 4. Face ( ); 5. Pernas( ); 6.Outra( )

3. ANTECEDENTE VACINAL

1. Vacinado para a variola? 1. Sim ( ) 2.N&o ( )

2. Marca vacinal no brago esquerdo? 1. Sim ( ) 2.Nao( )

4. OUTRAS INFORMACOES RELEVANTES

1. Consome de leite cru/queijo? 1. Sim ( ); 2. Nao( )

3. Participa da produc¢édo do queijo? 1. Sim ( ); 2.N&o ( )

4. Pratica ordenha? Sim ( ); 2.N&o ( )

5. Tipo de ordenha: 1. Manual ( ); 2. Mecénica ( )

6. NUmero de ordenhas pordia: 1 ( ); 2( ); 3( ); mais

7. Utiliza algum produto para a desinfec¢do das méos durante a ordenha? 1. Sim ( ); 2. N&o ( )
Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha ( ) 2. Entre vacas ( ) 3. Apos a ordenha ( )
4. Antes e depois ( )

8. Utiliza algum produto para a desinfecc¢éo dos tetos durante a ordenha? 1. Sim ( ); 2. N&o ( )
Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha () 2. Depois da Ordenha ( ) 3. Antes e

depois ( )

9. Utiliza algum produto para desinfec¢do da ordenhadeira? 1. Sim ( ); 2. Ndo ( )
Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha ( ) 2. Depois da Ordenha 3. Antes e depois ()
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