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RESUMO

O género Orthopoxvirus (OPV) consiste em virus emergentes que se destacam na medicina
humana e veterindria, dentre eles o Variola virus (VARV) e o Vaccinia virus (VACV). O
VACYV na América do Sul causa surtos de vaccinia bovina (VB), uma zoonose ocupacional,
cuja via classica de transmissdo ¢ o contato direto entre humanos e bovinos infectados.
Entretanto, a descricdo de casos nao relacionados a bovinos tem sugerido a existéncia de vias
alternativas para a transmissdo viral. Foram conduzidos dois estudos transversais pilotos; o
primeiro avaliou a circulagdo de VACV na populagdo urbana de uma area endémica. Para isso,
foram coletadas amostras de soro de 61 individuos da area urbana do Serro, area endémica em
Minas Gerais. Posteriormente, o soro foi submetido a ensaio imunoenzimatico e teste de
soroneutralizacao para a pesquisa de anticorpos IgG e do tipo neutralizantes, respectivamente.
Além disso, foi realizado inquérito epidemiologico para investigacao de fatores de risco. Dentre
os 61 participantes, 20 apresentaram anticorpos I1gG, representando uma prevaléncia global de
32,8% e 22 (36%) possuiam anticorpos neutralizantes. O fator de exposicado “presenca da marca
vacinal” foi estatisticamente significativo quando comparado a presenga de anticorpos (p
<0,05). O segundo estudo conduzido no Serro, avaliou o conhecimento dos profissionais de
satde sobre a VB. Cinquenta e um individuos (49,5% dos profissionais de saude do Serro)
foram incluido neste estudo, 22 participantes apresentaram anticorpos IgG, representando uma
prevaléncia geral de 43,1%. E 12 individuos (23,5%) possuiam anticorpos neutralizantes com
titulos de anticorpos variando de 100 a 6.400 unidades neutralizantes/ml. Vinte e nove (56,9%)
dos participantes ja haviam ouvido falar da VB. Onze individuos (21,6%) testemunharam algum
surto de VB e apenas cinco (9,8%) disseram conhecer o agente etiologico. Estes dados
revelaram o despreparo dos profissionais de saude sobre a VB no Brasil e apontam para a

necessidade de investimento em comunicagdo sobre a doenca em areas afetadas. Foi produzido



um material educativo com a finalidade de fornecer conhecimento sobre a VB. Acredita-se que
a educacao da populagdo afetada, dos veterinarios que atuam no campo e o6rgaos de defesa e
pessoal de assisténcia de saude publica sobre os diferentes aspectos da VB poderia reduzir o
impacto sobre a saude publica e veterinaria. Além disso, seria fundamental para a contencao da

emergéncia do VACV em areas urbanizadas.

Palavras-chave: vaccinia bovina, vaccinia virus, profissionais de satde, soroprevaléncia,

epidemiologia.



ABSTRACT

The Orthopoxvirus (OPV) genus comprises emerging viruses of significant importance in both
human and veterinary medicine, including Variola virus (VARV) and Vaccinia virus (VACV).
In South America, VACYV is responsible for outbreaks of bovine vaccinia (BV), an occupational
zoonosis whose classical transmission route is direct contact between humans and infected
cattle. However, reports of cases unrelated to cattle have suggested the existence of alternative
routes of viral transmission. Two pilot cross-sectional studies were conducted. The first
assessed VACYV circulation in the urban population of an endemic area. For this, serum samples
were collected from 61 individuals residing in the urban area of Serro, an endemic municipality
in the state of Minas Gerais, Brazil. The serum samples were tested using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and a virus neutralization test (VNT) to detect IgG and
neutralizing antibodies, respectively. In addition, an epidemiological survey was carried out to
investigate potential risk factors. Among the 61 participants, 20 tested positive for 1gG
antibodies, corresponding to an overall seroprevalence of 32.8%, while 22 individuals (36%)
had neutralizing antibodies. The exposure factor “presence of vaccination scar” was statistically
significant in association with antibody presence (p < 0.05). The second study, also conducted
in Serro, assessed healthcare professionals' knowledge of BV. Fifty-one individuals (49.5% of
the town’s healthcare workforce) participated in the study. Among them, 22 tested positive for
IgG antibodies, corresponding to an overall prevalence of 43.1%, and 12 individuals (23.5%)
had neutralizing antibodies with titers ranging from 100 to 6,400 neutralizing units/mL.
Twenty-nine participants (56.9%) reported having heard of BV. Eleven (21.6%) had witnessed
a BV outbreak, and only five (9.8%) reported knowing the etiological agent. These findings
reveal a lack of preparedness among healthcare professionals regarding BV in Brazil and

highlight the need for improved communication about the disease in affected areas. An



educational resource was developed to provide information on BV. It is believed that educating
the affected population, field veterinarians, animal health authorities, and public health
personnel on various aspects of BV could reduce its impact on human and animal health.
Moreover, such education would be essential to contain the emergence of VACYV in urbanized

areas.

Key words: bovine vaccinia, vaccinia virus, serro, healthcare healthcare professionals',

soroprevalence, epidemiology.
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1. INTRODUCAO
1.Poxvirus

1.1.Taxonomia

A familia Poxviridae ¢ composta por virus grandes e complexos, cuja informagao genética ¢
contida em um genoma de DNA dupla fita linear. Estes virus se replicam no citoplasma da
célula hospedeira e sdo capazes de infectar diversos tipos de hospedeiros, incluindo insetos,
répteis, aves € mamiferos (Mcfadden, 2005). Os poxvirus sdo divididos em duas subfamilias, a
Entomopoxvirinae e Chordopoxvirinae, que infectam invertebrados e vertebrados,
respectivamente (Tabela 1) (ICTV, 2015). Nesta tltima, encontra-se o género Orthopoxvirus
(OPV) que possui entre suas espécies, o Variola virus (VARV), patégeno humano estrito,
declarado erradicado em 1980 apds campanha de vacinacdo mundial promovida pela

Organizagao Mundial de Satde (OMS) (Fenner et al., 1959).

Recentemente, uma nova espécie de OPV foi isolada na Georgia, a partir de criadores de gado
com suspeita de infeccdo por Cowpox virus (CPXV), no entanto a nova espécie ainda nao consta
na classificacdo estabelecida pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Vora

etal., 2015).



Tabela 1 — Classificacdo dos Poxvirus

SUBFAMILIA GENERO N° DE PROTOTIPO
ESPECIES
Chordopoxvirinae Avipoxvirus 10 Fowlopx virus
Capripoxvirus 3 Sheeppox virus
Cervidpoxvirus 1 Mule deerpox virus
Crocodylidposvirus 1 Nile crocodilepox
virus
Leporiposvirus 4 Myxoma virus
Molluscipoxvirus 1 Molluscum
contagiosum virus
Orthopoxvirus 10 Vaccinia virus
Parapoxvirus 4 Orfvirus
Suipoxvirus 1 Swinepox virus
Yataposvirus 2 Yaba monkey tumor
Virus
Indeterminado 1 Squirrelpox virus
Entomopoxvirinae  Alphaentomopoxvirus 7 Melolontha
melolontha
entomopoxvirus
Betaeentomopoxvirus 16 Amsacta moorei
entomopoxvirus
Gammaentomopoxvirus 6 Chironomus luridus
entomopoxvirus
Indeterminado 2

Fonte: Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), 2015.
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1.2.0PVs com Importiancia Médica e Veterinaria

O género OPV apresenta alguns virus que se destacam pela importancia na medicina humana e
veterindria, dentre eles, o Cowpox virus (CPXV), o Monkeypox virus (MPXV) e o Vaccinia
virus (VACV). Além disso, o VACV possui uma amostra denominada Buffalopox virus
(BPXV), que circula na India e foi assim denominado por ter sido detectado em buifalos (Fenner

et al, 1988, Shchelkunov, 2005; 2013, Fonseca et al., 2011; Gurav et al., 2011; Damon, 2013).

1.2.1. Cowpox virus (CPXYV)

O CPXV ganhou destaque na histéria da medicina em 1798, a partir de uma publicagdo
realizada por Jenner, um médico pesquisador responsavel pelos primeiros estudos relacionados
a pratica da vacinagdo (Fenner et al., 1988, Riedel, 2005). Apesar do nome, a infec¢do por
CPXV em bovinos ¢ rara, sendo denominada variola bovina e manifestando-se na forma de
lesdes em forma de pustulas nas tetas do gado e nas maos dos ordenhadores (Fenner et al.,

1989).

O CPXV circula principalmente em roedores silvestres, dentre eles Clethrionomys glaeolus,
Apodemus sylvaticus e Microtus agretis, considerados hospedeiros naturais, na Europa e
Oriente Médio. O CPXV apresenta, além dos roedores, amplo espectro de hospedeiros, vindo
acidentalmente a infectar felinos, humanos e diversos outros mamiferos (figura 1), dentre eles,
animais domésticos, como caes e cavalos; ou até mesmo animais que vivem em zoologicos, tais
como, alguns carnivoros, rinocerontes e elefantes (Meyer, 1998; Pelkonen, 2003, Coras, 2005,

Kurth et al., 2008; Mostl et al., 2013; McInerney et al., 2015).
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Figura 1: Manifestacdes clinicas decorrentes de infecciao por CPXYV (A) Lesdes faciais apos contato com
roedor infectado (B) Lesdo necrdtica e linfangite causadas por CPXYV transmitido por roedor. Fonte: Wolfs,

2002; Vogel et al., 2012.

A transmissdo do CPXV para humanos pode se dar através do contato com roedores infectados,
ou ainda, os felinos podem atuar como hospedeiro intermediario, possibilitando a transmissao
do virus de roedores para humanos e outros animais (Coras et al., 2005; Wolfs, 2002, Kinnunen

etal, 2011; Vogel et al, 2012; Ducournau et al., 2013;)

1.2.2. Monkeypox virus (MPXV)

O Monkeypox virus (MPXV) é um importante virus zoondtico emergente, endémico em
esquilos e outros roedores em floretas tropicais da Africa, podendo acometer primatas e
humanos. A infec¢do em humanos ocorre a partir do contato com animais infectados ou a partir
da exposicdo a tecidos desses animais. Os sintomas clinicos em humanos podem ser
semelhantes aos da variola, sendo caracterizados pelo desenvolvimento de mal-estar grave,
febre e o0 aparecimento de lesdes maculopapulares generalizadas, no entanto a taxa de letalidade
¢ inferior, alcangando cerca de 10% em surtos africanos, enquanto que para a variola major essa
taxa atingia até 40% (Dubois & Slifka, 2008, Essbauer et al, 2010, Estep et al, 2011; Fonseca

etal, 2011).
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Em 2003 o MPXYV foi responsavel por um surto nos Estados Unidos apds a importagdo de
roedores africanos infectados, porém, a evolugdo clinica da infeccao foi diferente dos surtos
descritos na Africa, havendo poucos casos graves e nenhum obito. Essa diferenga pode ser
explicada por dois fatores importantes: a amostra viral detectada no surto dos EUA ¢ diferente
da que ¢ comumente detectada nos surtos africanos, principalmente os que foram descritos na
regido mais central do continente (Likos et al., 2005). Além disso, em contraste com as
epidemias africanas, a maioria dos casos relatados nos EUA ocorreu em adultos. No entanto,
mesmo sem o registro de casos graves no pais, o potencial bioterrorista da infec¢do por MPXV
passou a ser considerado (Reed et al., 2004, Huhn et al., 2005; Levine et al., 2007; Reynolds,

etal., 2012).

1.2.3. Vaccinia virus (VACYV)

O VACV ¢ o prototipo do género Orthopoxvirus, sendo o protagonista da maioria dos estudos
experimentais relacionados a esse género. Além disso, 0 VACV ¢ reconhecido historicamente
por ter sido utilizado na campanha mundial de vacinagao contra a variola. Apos a erradicacao
da variola em 1980, a vacina¢do em massa foi suspensa, no entanto, pesquisas que visam 0
desenvolvimento de novas vacinas tém sido realizadas devido ao temor associado ao possivel
uso de OPVs como arma biologica. Nesse campo de pesquisa, o virus Vaccinia Ankara
modificado (MVA), uma linhagem de VACV atenuado tém se mostrado bastante promissor
devido a inexisténcia de efeitos adversos (Fenner et al., 1988, Essbauer et al., 2010, Damon,

2013; ICTV, 2015).

Infecgdes causadas por VACV podem decorrer de acidentes de trabalho envolvendo
perfurocortantes em laboratdrios de pesquisa ou resultar de manipulagdo incorreta de material
contaminado, tais como o proprio virus, células infectadas com VACV e até mesmo virus

recombinantes. Infecgdes ocupacionais foram relatadas em trabalhadores de laboratdrio
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imunizados contra OPVs, sendo observado o aumento do titulo de IgG especifico apds sorologia
pareada (Openshaw et al., 1991; Moussatché et al., 2003; Wlodaver et al., 2004; Lewis et al.,

2006, CDC, 2008, 2009; Macneil et al., 2009, Costa et al., 2013; Hsu et al., 2015).

Além disso, existem complicagdes associadas ao processo de vacinacdo de militares nos
Estados Unidos, que frequentemente resulta em auto inoculagdo ou transmissao por contato
intimo, ocorrendo o desenvolvimento de lesdes em diferentes sitios anatomicos, tais como a
face, as maos, os bragos, as pernas, os olhos e até mesmo na regido genital (Neff et al., 2002,
Egan et al., 2004, Vora et al., 2008; Lederman et al., 2009, CDC, 2007a; 2007b; 2008; 2009,

2010; 2013).

A circulagdo natural de VACV vem sendo detectada em diferentes regides no territorio
brasileiro desde 1999, acometendo principalmente o gado leiteiro € os ordenhadores. A doenga
possui um carater ocupacional e ¢ denominada Vaccinia Bovina (VB). No entanto, além da
circulacdo em bovinos e nos seres humanos, evidéncias da circulagdo de VACV ja foram
identificadas em outros animais, tais como bubalinos, equinos, primatas, pequenos e grandes
roedores, como as capivaras; felinos, caninos e procionideos (Tabela 2) (Kroon et al.,2011;
Peres et al., 2013,2016; Barbosa et al., 2014, Dutra et al., 2016, Costa, GB dados ndo
publicados). Além do Brasil, a circulacdo do virus foi recentemente detectada em outros paises
da América do Sul, especificamente no Uruguai, Argentina e Colombia (Franco-Luiz, et al.,

2014, 2016, Nakazawa et al., 2016).

Uma amostra de VACV, denominada Buffalopox virus (BPXV), tem sido detectada na India, no
Paquistao, Russia, Bangladesh, Indonésia, Italia e Egito, onde o virus tem sido responséavel por
surtos de doenga exantematica que atinge bubalinos, bovinos € humanos. Assim como a VB no

Brasil, a zoonose ¢ transmitida ao ser humano apds contato com os animais infectados (Singh

etal., 2007, Venkatesan et al., 2010; Yadav et al., 2010; Damle et al., 2011; Guravetal., 2011).
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Tabela 2 — Orthopoxvirus com importincia na medicina humana e veterinaria: Espécies,
hospedeiros e distribui¢io geografica.

ORTHOPOXVIRUS HOSPEDEIROS DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA
Cowpox virus Bovinos, roedores Europa e Oriente Médio

silvestres, felino doméstico
¢ seres humanos

Monkeypox virus Primatas, roedores Africa e América do Norte
silvestres e seres humanos (surto em 2003)
Vaccinia virus Bovinos, bubalinos, América do Sul e Asia

equinos, pequenos e
grandes roedores
(capivaras), felinos,
caninos, procionideos e
seres humanos

Fonte: Fonseca et al., 2011 adaptado.

1.3. Morfologia

Os poxvirus possuem particulas virais com tamanho aproximado de 450nm, consideradas
grandes, quando comparadas a outros virus animais. S3o pleomorficos, apresentando-se na
forma oval ou semelhante a um tijolo, com uma membrana externa de natureza lipidica tendo
aproximadamente 5-6 nm de espessura (Moss, 2013). O interior da particula ¢ complexo,
constituido pelo genoma de DNA dupla fita localizada na parte interna do nucleocapsideo, um
cerne em forma de haltere e corpusculos laterais ancorados entre as duas concavidades e a

membrana externa (Moss, 2013).

Esses corpusculos laterais sdo constituidos pela abundante fosfoproteina F17; a fosfatase VH1

de dupla especificidade, exercendo funcdo imunomoduladora através da neutralizagdo da
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resposta de interferon do tipo Il na célula hospedeira; e a oxirredutase G4, expressa tardiamente

durante a infeccdo e essencial para a morfogénese viral (Schmidt et al., 2013).

Durante a morfogénese do VACV, ha formagdo de particulas virais distintas, apresentando
diferentes nimeros de membranas, sendo estes, os virus maduros intracelulares (IMV), virus
envelopados intracelulares (IEV), virus envelopados associados a célula (CEV) e virus

envelopados extracelulares (EEV) (figura 2) (Roberts & Smith et al., 2008).

Tubulos de
superficie

Membrana

Membrana
Cerne  do cerne

250nn

Corpusculo lateral

450 nn

Figura 2: Morfologia & Estrutura dos Poxvirus (A) Representacdo esquematica da particula de poxvirus
(B) Microscopia eletronica de transmissdao (MET) do virus envelopado extracelular (EV) (C) MET do virus
maduro intracelular (IMV) (D) Microscopia eletronica de varredura mostra particulas em forma de tijolo.
Fonte: Moss, 2001 — modificado por Laboratdrio do Virus/ UFMG; Moss, 2013 — com modificagées; Vora et

al., 2015.
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1.4. Genoma

O genoma dos poxvirus consiste em uma molécula de DNA fita dupla (dsDNA), com tamanho
entre 140 a 300kpb, variando de acordo com a espécie viral. Nas extremidades do genoma,
encontram-se as repeti¢des terminais invertidas (ITRs), que consistem em sequéncias idénticas
com orientagdes opostas, ricas em ligagdes A-T, formando um grampo responsavel pela ligacao
das duas fitas de DNA (figura 3). Além disso, sdo importantes para a resolucdo dos
concatameros durante a replicagdo do genoma que ocorre no citoplasma da célula hospedeira

(Moss, 2013).

O genoma possui capacidade codificadora, sendo que elementos importantes para a
multiplicagdo viral compdem a particula madura, dentre eles a poli A polimerase, RNA
polimerase dependente de DNA, enzima de metilacdo e fatores transcricionais. A regido central
do genoma dos Chordopoxvirus, e no género Orthopoxvirus, possui aproximadamente 100
genes altamente conservados, essenciais para a replicacdo. Nas regides variaveis localizam-se
predominantemente os genes responsaveis pelas interacdes do virus com o hospedeiro, que
codificam proteinas associadas a viruléncia e imunomodulacdo, essas sequéncias podem
apresentar tamanhos variados devido a delegdes, repeti¢des e transposi¢des (Gubser et al.,

2004, Hendrickson et al., 2010, Moss, 2013).

O genoma dos poxvirus, por si, ndo ¢ infeccioso, pois as enzimas virais, incluindo a RNA
polimerase e os fatores transcricionais sdo necessarios para a expressao génica viral no

citoplasma (Gubser et al., 2004, Mcfadden, 2005).
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~80-100 kpb

Figura 3: Representacio Esquematica do Genoma dos Poxvirus. O genoma dos poxvirus possui uma regiao
central conservada e extremidades contendo genes varidveis entre as espécies. ITR: regido terminal invertida. Kpb:

Mil pares de bases. Fonte: Smith & Mcfadden, 2002 — modificado.

1.5. Ciclo de Multiplicacao

O ciclo de multiplicagdo dos poxvirus ocorre inteiramente no citoplasma da célula hospedeira,
peculiaridade compartilhada com as familias Asfarviridae e Mimiviridae (ICTV, 2015). A
sintese de fatores codificados pelo virus promove o controle do ciclo de multiplicacdo,

garantindo certo grau de autonomia viral em relacdo a célula hospedeira (Moss, 2013).

A penetracao viral pode ocorrer por via endossomal ou pela fusdo do envelope viral com a
membrana da célula hospedeira. Ambas as vias podem ser utilizadas, dependendo do tipo de
particula e da célula relacionada, conferindo versatilidade ao virus, o que corrobora com a
capacidade de penetragao em diferentes tipos de células (Shchelkunov et al., 2005, Roberts &
Smith, 2008, Schmidt et al., 2011; Bengali et al., 2013; Moss, 2013). Sao apontados como

possiveis receptores celulares envolvidos na adsor¢ao dos poxvirus, os glicosaminoglicanos
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(GAGs), sulfato de condroitina ou heparano sulfato (figura 4) (Chung et al., 1998, Lin et al.,

2000; Chiu et al., 2007; Bengali et al., 2013; Moss, 2013).
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Figura 4: Diagrama do Ciclo de Multiplicacdo de VACYV — Fonte: Mcfadden, 2005 — modificado por Brasil,

BSAF.

Apds a penetragdo na célula e desnudamento viral com liberagdo do nucleocapsideo no

citoplasma ocorre uma expressao génica temporal, onde fatores de transcricdo de genes

precoces presentes no nucleocapsideo ativam a maquinaria transcricional do virus. Sao

traduzidos fatores de crescimento celular e proteinas moduladoras da resposta imune (Broyles,

2003; Gubser et al., 2004, Dower et al., 2011, Yang et al.,

2011).
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Em seguida, ocorre o desnudamento secundario, dando inicio a replicacdo do DNA. Os genes
intermedidrios sdo transcritos e traduzidos, originando enzimas e fatores para a expressao dos
genes tardios, que por sua vez, codificam fatores de transcri¢do precoces que sdo empacotados
com a RNA polimerase ¢ outros elementos nas novas particulas virais (Broyles, 2003;

Mcfadden, 2005; Mclennan, 2007; Moss, 2013).

A morfogénese ocorre nas fabricas virais e a primeira estrutura morfologicamente distinta sdo
as crescentes virais constituidas pela membrana do reticulo endoplasmatico que é rompida por
proteinas virais, originando uma membrana aberta estabilizada por proteinas (Moss, 2013, Liu
et al., 2014). Estas estruturas ddo origem a particulas esféricas, chamadas de virus imaturos
(IVs). Ap6s clivagens proteoliticas de elementos do capsideo e condensagdo do cerne viral, os
IVs dao origem aos virus maduros intracelulares (IMVs) (Smith et al., 2002, Roberts & Smith,

2008, Moss, 2013).

A particula IMV sera liberada apenas através da lise celular, no entanto podem ser transportadas
através dos microtubulos até o complexo de Golgi, onde adquirem duas membranas adicionais,
originando os virus envelopados intracelulares (IEV), que consiste em particulas virais ndo
infecciosas. Os IEVs sdo direcionados para a periferia celular, através dos microtibulos, onde
se fundem a membrana plasmatica, gerando os virus envelopados extracelulares (EEVs) (Smith

etal., 2002; Moss, 2013).

A liberacdo de EEV pode ocorrer por fusdo entre a membrana externa da particula e a membrana
plasmatica celular, resultando em virus envelopados associados a célula (CEVs), estes podem
induzir a formagdo de caudas de actina, responsaveis por propagar particulas virais a grandes
distancias, garantindo a rapida disseminacdo viral no organismo do hospedeiro (Smith et al.,

2002; Doceul et al., 2010; Moss, 2013).
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1.6. Patogénese

Os sintomas ¢ a patogénese resultantes da infec¢do por Orthopoxvirus sdo influenciados pelo
tropismo viral e pela respostas imune do hospedeiro. As manifestacdes dependem de alguns
fatores como espécie de OPV envolvida na infec¢do, rota de entrada do patdégeno, espécie do

hospedeiro e estado imunologico do mesmo (Mcfadden, 2005; Damon, 2013).

A infecgdo geralmente ocorre através da entrada do virus por microabrasdes, pela via cutdnea.
Outra via, ¢ o trato respiratorio, como ocorre pelo VARV. As lesdes desenvolvidas podem ser
sistémicas, decorrente da infeccdo por VARV, MPXV e Ectromelia virus (ECTV) ou
localizadas, como ocorre com Molluscum contagiosum virus (MCV), o VACV e o CPXV

(Fenner, 1988, Esteban & Buller, 2005).

ECTYV foi utilizado como modelo para o estudo da patogénese dos poxvirus, sendo demonstrado
que apos a entrada do virus no organismo hospedeiro, ocorre a multiplicagdo viral no sitio
primario de infec¢do e o virus alcanga a corrente sanguinea, resultando em viremia primaria,
podendo entdo disseminar-se no organismo associado a células sanguineas ou livres no plasma.
A disseminacdo via corrente sanguinea favorece a infeccdo de diversos orgdos, dentre eles
figado, baco e linfonodos regionais que se caracterizam pela alta vascularizacao. Cerca de cinco
dias depois, observa-se a viremia secundaria com migragao das particulas virais para a pele e

desenvolvimento de lesdes ulcerativas (figura 5) (Fenner, 1988, Esteban & Buller, 2005).



28

Dias Ectromelia Vaccinia Variola Variola Dias
(em camundongos) (inoculagéo) \
.
.
« 'e
- Linfonodos | Linfonodos Linfonodos =1
2 regionais | feglonais ¥ regionais | Trato respiratério -2
- ‘L . * superior ou inferior
3— bacoe s J o 'l -3
figado | Replicagdonos - ®: Replicacionos ~®% ‘ .
4- 6rgaos linfdides ' orgaos ﬁnfoides Lanfonod:s regionais —4
5- J L -5
o= @ Repli
‘ ; . eplicacdo nos
6 ~ ::S:;'su 'uc‘:remla Viremia érgdos linfoides -6
T———- | PR . l l [} -7
Inchaco das patas Erupcdo generaiizada Erupca lizad 8
8- lesoes primarias - {muito rara) (cr:m generalizada Viremia -
9 - \ . i . . L -9
Jm © B @
10— by . . ¢ —10
Erupgao precoce: papulas| e
- | @ Lesdes | Enupcoes Erupcdes —11
o fu ;‘ @ secunddrias | pomorragicas  comuns 43
13 - ?'[h Erupgéo grave: ulceragao . . @ . & ~ -13
14 — . ‘/ \ —14
15— . . —15
16— Lo e
17 - e -7
- Sem cicatriz O * =8
— permanente . 2o’ -
" Sempre ha oo O ! @ 1?
20 - cicatriz LT -20
Cicatriz  Sempre ha
20— varidvel  cicatriz @ @ =21
22 — (" ™ -2
23— . Mécua S -n
24 - i —24
25— r3 Pépula . —-25
26— : @ Vesicula -26
27— -27
Pustula
28 — @ —28
29— @ cos- N -29
30 - -30
O Cicatnz
3l - J -3
\_ O -3

-

Figura 5: Patogénese dos OPVs utilizado no estudo da patogénese dos poxvirus Fonte: Fenner, 1988 —

modificado.

Um estudo de patogénese utilizando bovinos experimentalmente infectados com VACV
possibilitou a detec¢ao do genoma viral nos 6rgaos linfaticos e nas fezes por um periodo de até

67 dias apos a infeccao, fornecendo novas evidéncias sobre a eliminacdo de VACV e sugerindo
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que a VB poderia ser uma infec¢ao sist€émica de evolugao cronica, com eliminagdo viral através

das fezes (Rivetti Jr et al., 2013).

1.7. Resposta Imunolégica do Hospedeiro

A penetracdo da particula viral inicia a ativagdo da producdo de interferon responsavel pela
inducdo do estado antiviral nas células vizinhas, e outras citocinas que promovem o
recrutamento de leucdcitos e inflamagao no local da infecgao (Smith & Kotwall, 2002, Esteban

& Buller, 2005; Tian et al., 2009; Damon, 2013).

As células dendridicas e os macréfagos, componentes da resposta imune inata, sao responsaveis
pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), e a resposta
primaria a infec¢ao consiste na produgao de 6xido nitrico e diversas citocinas proinflamatorias,
dentre elas interleucina 1 (IL-1), IL-12, fator de necrose tumoral o (TNF-a) e IFN’s do tipo I
(o e B) que atuam estimulando a diferencia¢do das células T auxiliares (TCD4+) em células
ativas produtoras de IFN-y, promovendo o controle da multiplicagdo viral. A imunidade
mediada pelas células TCD4+ e pelo MHC de classe II é essencial para eliminagdo do virus

durante a infeccdo aguda (Smith & Kotwall, 2002, Tian et al., 2009; Damon, 2013).

IFN’s do tipo I e IL-12 também ativam células T citotoxicas (TCD8+), importantes na
eliminacao das células infectadas. As células natural killers — NK também atuam na resposta
celular desencadeada contra o virus. Ambas as células TCD4+ e TCD8+ podem persistir por
décadas apds a vacinagdo contra a variola e sdo essenciais na prote¢do contra doenga primaria

induzida por VACV (Hammarlund et al., 2003; Damon, 2013).

A resposta imune humoral mostra-se importante no processo de eliminagdao do virus e pode

atuar através de diferentes mecanismos, sendo relatado na literatura que camundongos
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deficientes para linfocitos B ndo eliminam as particulas virais de maneira eficiente (Smith &

Kotwal, 2002; Xu et al., 2004).

A imunidade humoral induz uma forte resposta de anticorpos neutralizantes que demonstra ser
o principal mecanismo efetor responsavel pela prote¢do contra a infec¢do secundaria. As
proteinas H3, BS5, A33, A56 e A27, localizadas no envelope viral do VACV s3o importantes
imundgenos, responsdveis pela ativacdo da resposta imune e producdo de anticorpos

neutralizantes (Davies et al., 2005, Putz et al., 2005).

Os anticorpos especificos anti-OPV atingem um pico um més apds a vacina¢do, diminuindo
durante o primeiro ano e, em seguida, se mantém constantes durante longos periodos pos-

vacinais (Amanna et al., 2006, Kennedy et al., 2009, Moss, 2013).

Vale ressaltar que, o alto grau de conservagdo do genoma de OPV confere uma reatividade
imunologica cruzada devido a presenca de epitopos conservados nas proteinas de superficie
virais (Jacobs et al., 2009; Hendrickson et al., 2010; Miller et al., 2011; Moss, 2013). Essa
caracteristica possibilitou o uso do VACV como vacina na campanha mundial de vacinagao

que culminou na erradicacdo da variola (Jacobs et al., 2009).

A resposta imune protetora anti-OPV parece persistir por muitos anos (Hammarlund et al.,
2003; Hatakeyama et al., 2005; Karem et al., 2005, Putz et al., 2005, Viner & Isaacs, 2005;
Kim et al., 2006, Liu et al., 2012, Tan et al., 2012). Na Italia, a resposta imune desenvolvida
apos a vacinag¢ao permaneceu detectavel apos 10 anos (Putz et al., 2005). No Japao, um estudo
semelhante demonstrou que o percentual de positividade para a presenca de IgG especifico
contra VACV era de 98.6% em individuos nascidos antes de 1962 e até 1968, e de 66% em
individuos nascidos entre 1969 e 1975. Além disso, em aproximadamente 80% das pessoas
nascidas antes de 1969 e 50% daqueles nascidos entre 1969 e 1975 também foi detectada a

presenca de anticorpos neutralizantes, evidenciando a presenca de resposta imune protetora
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nesses individuos (Hatakeyama et al., 2005). Dessa forma, ¢ demonstrada nessa populagdo uma
propor¢ao consideravel de individuos anteriormente vacinados que mantém niveis
significativos de imunidade anti-OPV. Porém, estudos realizados no territorio brasileiro, onde
a circulagdo de OPV ¢ ativa, demonstraram que pessoas com historico de vacinagdo também
apresentaram sinais e sintomas da doenga. Um trabalho realizado no Serro-MG descreveu o
caso de um individuo previamente vacinado que foi exposto ao VACV durante um surto de VB

¢ manifestou a sintomatologia da doenca (Silva-fernandes et al., 2009, Costa, et al., 2015).

A inefic4cia da imunidade protetora em longo prazo pode estar relacionada com a diminuicao
da populacao de linfocitos T de memoria, que apresentam uma meia-vida de 8-15 anos e sdo
responsaveis pela estimulagdo de plasmocitos produtores de anticorpos (Hammarlund et al.,
2003). Hammarlund e colaboradores relataram que o titulo médio de anticorpos induzido pela
revacinacdo foi significativamente maior do que os titulos induzidos por apenas uma Unica
vacinagdo, no entanto a revacinagdo nao resultou no aumento da producdo de anticorpos em
longo prazo. Além disso, recentemente foi demonstrado que alguns individuos desenvolveram
baixa resposta imune humoral e celular apesar da formagdo da marca vacinal caracteristica da

vacinagdo antivariolica (Kennedy et al., 2016).

1.8. Vacinas Antivariolicas

A vacinacdo contra a variola representa um grande marco na historia da saide mundial, uma
vez que culminou na erradica¢do de uma grave doenga infecciosa, com alto indice de letalidade.
Um importante fator que contribuiu para o sucesso da campanha de vacinagao foi o tropismo
apresentado pelo VARV. O fato desse virus circular apenas em humanos e ndo possuir outros
animais como reservatorios facilitou sua erradicagdo em 1980 (Smith & Mcfadden, 2002;

Mcfadden, 2005; Fonseca et al., 2011).
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A vacinagao na Europa realizada por Edward Jenner foi iniciada a mais de 200 anos utilizando
o CPXV derivado de bovinos infectados, inoculado a partir da escarificacdo das lesoes.
Posteriormente, o CPXV foi substituido pelo VACV, que ainda vem sendo utilizado em muitos
laboratérios como um vetor vacinal expressando proteinas exdgenas de varios agentes

infecciosos (Fenner et al., 1989; Wiser et al., 2006, Jacobs et al., 2009).

A vacina utilizada na campanha mundial de vacinagao contra a variola correspondia a diferentes
amostras de VACV, aplicadas em diferentes regides do planeta, sendo elas a Dryvax® New
York Board of Health [NYCBH], nas Américas; Lister, no Reino Unido e fndia; EM-63, uma
variante derivada da NYCBH, utilizada na Russia; Copenhagen na Dinamarca e Ankara, na
Turquia. Essas amostras eram caracterizadas como vacina de primeira geracdo, sendo
constituida do liquido extraido da lesdo de bovino infectado, entretanto, essa pratica poderia
favorecer a transmissdo de outras doengas infecciosas (Fenner et al., 1988; Smith e Mcfadden,

2002; Wiser et al., 2006, Jacobs et al., 2009).

A vacinagdo era administrada através da via percutanea e frequentemente poderia resultar no
desenvolvimento de sinais clinicos, como surgimento de uma papula que evoluia a vesicula, e
subsequentemente uma pustula e crosta, acompanhadas de sintomalogia sistémica como febre,
mialgia, linfadenopatia e cefaléia. Tal quadro clinico funcionava como indicativo de uma

vacinacao bem sucedida (Fenner et al., 1988, Rock et al., 2004).

O desenvolvimento de novas tecnologias permitiu o aprimoramento das vacinas que evoluiram
para vacinas de segunda e terceira geracdo, desenvolvida a partir de amostras de VACV
atenuadas, um exemplo que vem sendo estudado é o Vaccinia virus Ankara Modificado
(Modified Vaccinia Ankara — MV A). Por fim, tem sido estudadas vacinas de quarta geracao,
possuindo modificacdes genéticas, incluindo delegdes, inser¢des ou bloqueio de genes
essenciais para a multiplicacdo do virus e supressores da resposta imune (Wiser et al., 2006,

Jacobs et al., 2009).
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Vale ressaltar que a vacinacdo em massa foi encerrada apos a erradicagdo da variola, devido as
possiveis complicagdes que podem resultar do processo de vacinacdo. No entanto a pratica
ainda ¢ realizada por militares nos Estados Unidos e frequentemente sdo descritos casos na
literatura, nos quais ¢ destacado o possivel papel desses individuos como disseminadores da

infeccdo (Smith & Mcfadden, 2002; Vora et al., 2008, Lederman et al., 2009, Tack et al., 2013).

2. Vaccinia Bovina

2. 1. Aspectos Gerais

A Vaccinia Bovina (VB) ¢ uma zoonose viral emergente, tendo como agente etioldgico o
VACV. Acomete principalmente o gado leiteiro e os ordenadores e ¢ caracterizada pela
presenca de ledes ulcerativas na pele ¢ membranas mucosas. Em bovinos, essas lesdes surgem
principalmente nos tetos e Uberes e frequentemente sdo acompanhadas de mastite que pode
evoluir para a perda definitiva das glandulas mamarias, resultando na diminui¢do da produgao
de leite com impacto econdmico significativo (figura 6). Além disso, os bezerros podem
apresentar lesoes no focinho apods o contato direto com as tetas das vacas lactantes infectadas
(Trindade et al., 2003, Leite et al., 2005, Lobato et al., 2005,;; Fonseca et al., 2011; Kroon et

al,, 2011).
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Figura 6: Lesoes ulcerativas nos tetos das vacas e focinho dos bezerros infectados com VACYV Fonte: Leite et

al.,, 2005; Megid et al., 2008; Silva et al., 2008.

A infeccdo em humanos geralmente ¢ relacionada com doenca de evolucdo benigna, cujo
processo entre o surgimento dos sintomas iniciais e a cicatrizagdo total leva aproximadamente
21 dias. As manifestacdes clinicas da VB consistem principalmente em lesdes localizadas no
sitio primdrio da infeccdo, geralmente encontradas nos dedos e nas maos de individuos que
frequentemente apresentam historico de contato com animais infectados apresentando lesdes
(figura 7) (Trindade et al., 2003; Leite et al., 2005, Lobato et al., 2005, Fonseca et al., 2011).

No entanto, ha relatos da presenca dessas lesdes caracteristicas em areas como o rosto, olhos,
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mucosa, peito e na regido genital possivelmente como resultado de auto-inoculagdo (figura 8)

(Silva et al., 2008; Schatzmayr et al., 2009).

Figura 7: Lesoes causadas por VACYV nas maos dos ordenadores infectados (A) Lesdo papular inicial no dedo
médio (B) Papulas e pustulas evoluiram para tlceras com tecido focal necrosado (C) Area de inflamagio pode ser
vista em torno da lesdo (D) Detalhe da figura B (E) Lesdes coincidiram com o aparecimento de linfangite periférica

no brago esquerdo do paciente. Fonte: Trindade et al., 2009

Figura 8: Lesdes faciais e lesdo vulvar decorrente de auto inoculacio de VACV Fonte: Silva et al., 2008;

Schatzmayr et al., 2009

As lesdes causadas por VACYV surgem como pontos focais na pele acompanhados de coceira,

seguido pelo aparecimento do edema local e a formacgao de vesiculas. Os sintomas sistémicos
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tais como febre, cefaléia, mal-estar, mialgia, linfadenopatia inguinal e cervical desenvolvem-se
cerca de 3 dias apds os sintomas iniciais. Posteriormente, as vesiculas evoluem para pustulas
umbilicadas com areas focais de inflamacdo. Ha o desenvolvimento de tlceras preenchidas com
tecido necrdtico, que tendem a cicatrizar, formando crostas negras e, finalmente, uma cicatriz
permanente (Silva-fernandes et al. 2009, Essbauer et al., 2010; Fonseca et al., 2011; Kroon et

al,, 2011).

A via classica de transmissdo do VACV na VB ¢ através do contato direto entre humanos e
bovinos infectados, assim, a pratica da ordenha ¢ um importante fator de exposi¢cdo. Uma vez
que VB ¢ uma zoonose que afeta principalmente o gado leiteiro, questiona-se sobre o papel do
leite e seus derivados nesse contexto. Particulas virais e genoma do VACV foram detectados
em amostras de leite durante surtos no estado de Minas Gerais (Abrahdo et al., 2009). Através
de contaminagdo experimental, foi demonstrado que as particulas dos VACV permanecem
viaveis no leite cru e no queijo, apds tratamento térmico com altas e baixas temperaturas

(Oliveira et al., 2010).

Foi realizado um estudo para avaliar a eliminagdo de particulas virais através do leite de vacas
infectadas experimentalmente, sendo detectado VACV no leite do 1° ao 81° d.p.i.. Além disso,
o virus foi detectado, tanto no leite de animais submetidos a ordenha manual, quanto naqueles
em que foi introduzido um cateter em suas glandulas mamarias. Esses dados revelam a presenca
de VACYV no leite e atenta para uma possivel eliminagdo viral associada com uma infecg¢ao viral

sistémica (de Oliveira et al., 2015).

A transmissdo de VACYV a partir de leite contaminado em modelo murino foi avaliada, sendo
observada disseminacdo viral sistémica com detec¢do de genoma viral nas fezes e na mucosa
oral, no entanto sem desenvolvimento de sinais clinicos (Rehfeld et al., 2015). Além disso, em

um surto causado por BPXV na India, foi observada infec¢io de humanos com
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desenvolvimento de lesdes na boca em 10,2% dos afetados, sendo relacionadas ao consumo de

leite in natura (Gurav et al., 2011).

De fato, dados do nosso grupo apontam para possiveis novas vias de transmissao do VACYV,
uma vez que foram detectados casos de infec¢ao no estado de Minas Gerais, onde os envolvidos
nao mantiveram contato direto com bovinos infectados (Costa et al., 2015). Vale ressaltar que,
as particulas virais do VACV sao estaveis em condigdes ambientais adversas; em alimentos,
incluindo leite e derivados; ¢ em fezes de murinos infectados experimentalmente, essa
estabilidade pode conferir ao VACV a capacidade de permanecer vidvel no ambiente,

favorecendo sua transmissao (Essbauer et al., 2007; Abrahdo et al., 2009, Oliveira et al., 2010).

2.2. Emergéncia e Epidemiologia da VB no Brasil

Os primeiros VACV isolados no Brasil foram obtidos na década de 60 (figura 9), sendo esses
o virus Cotia SPAn 232 (SAV) isolado a partir de camundongos sentinelas na estagdo de Cotia
(Sao Paulo) e 0 BeAn58058 (BAV) isolado a partir de um roedor silvestre do género Oryzomys,
capturado na floresta de Utinga, em Belém (Pard) (Fonseca et al., 1998, da Fonseca et al.,
2002). Posteriormente, ja em 1993, foi isolado o Belo Horizonte virus (VBH) em um surto de
doenga exantematica envolvendo camundongos sui¢os, no biotério da Universidade Federal de

Minas Gerais (CEBIO/UFMG) (Trindade et al., 2004).

Até entdo, os isolados brasileiros eram provenientes de roedores, no entanto a partir de 1999
VACYV passou a ser isolado em um novo cendrio. O virus passou a ser detectado durante surtos
de doenga exantematica acometendo principalmente bovinos leiteiros e ordenhadores, sendo
isolado o Cantagalo virus (CTGV) na cidade de Cantagalo, estado do Rio de Janeiro (Damaso
et al., 2000) e Aragatuba virus (ARAV) na cidade de Aragatuba, estado de Sao Paulo (Trindade

etal., 2003).
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Posteriormente foram isolados Passatempo virus (PSTV), Muriae virus (MURYV), Guarani P1
e Guarani P2 (GP1V e GP2V) no estado de Minas Gerais, que por possuir inumeras bacias
leiteiras ainda ¢ altamente afetado pela circulacdo do virus (Leite et al., 2005; Trindade et al.,

20006, Trindade et al., 2007).

A disseminagdo do VACYV no territério brasileiro foi evidenciada a partir da detecgao do virus
em surtos no sudeste e centro-oeste brasileiro (Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Goids)
(Nagasse-Sugahara et al., 2004, Megid et al., 2008; Schatzmayr et al., 2011; Megid et al.,
2012; Abrahdo et al., 2015). Além disso, tem sido descrita co-infec¢gao de VACV e
Parapoxvirus, endémico em diversas regides do Brasil, associado a doenga vesicular em

bovinos (Abrahado et al., 2010; Sant’ana et al., 2013b).

A andlise filogenética do gene A56R forneceu dados que possibilitou a divisao dos isolados
brasileiros em dois grupos, onde o grupo 1 caracteriza-se pela dele¢do de 18 nucleotideos no
gene AS6R, que codifica a hemaglutinina viral, sendo composto por ARAV, CTGV, GP2V e
PSTV. Enquanto que, no grupo 2, composto por GP1V, VBH, BeAn 58058, SPAn323, essa
delecdo ndo existe e as amostras sao agrupadas junto a amostra protétipo VACVWR (Trindade

etal., 2007).

Durante um surto de VB ocorrido no municipio de Mariana, estado de Minas Gerais em 2005,
foi detectada a circulacdo de VACV em roedor Mus musculus. O Mariana virus (MARV),
detectado no roedor também foi encontrado infectando bovinos e humanos durante este surto
(Abrahdo et al., 2009a). Ainda no estado de Minas Gerais, em diversos surtos ocorridos na
ultima década particulas virais foram isoladas de amostras de leite coletadas de rebanhos

infectados nos municipios de Bambui, Mariana e Paraguacu (4brahdo et al., 2009b).

No sul do pais, mais especificamente no estado do Rio grande do Sul, os primeiros registros da

circulagdo do VACYV foram obtidos a partir de um surto acometendo cavalos da raca crioula em
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Pelotas (Rio Grande do Sul) (Brum et al., 2010). A partir deste surto foram isolados Pelotas
virus 1 e Pelotas virus 2 (P1V e P2V), sendo demonstrada variabilidade genética entre as

amostras, através de andlise filogenética e estudos de patogénese (Campos et al., 2011).

Ainda em relagdo a outros hospedeiros, foi descrita evidéncia sorologica de circulagao de
VACYV em bubalinos em um estudo que avaliou 48 amostras de soro de bufalo provenientes do
estado de Minas Gerais, onde 15 (31,25%) continham anticorpos neutralizantes contra o OPV
e 17 (35,41%) tiveram resultados positivos para a presenca de IgG (Assis et al, 2012b).
Posteriormente, a circulagdo viral foi demonstrada em bubalinos na Ilha de Maraj6, estado do

Paré (Franco-Luiz et al., 2016a).

Evidéncias sorologicas e moleculares de circulagdo de VACYV tém sido detectadas em animais
domésticos e silvestres, dentre eles roedores, suinos, felinos, caninos e procionideos (Peres et

al., 2013; 2016, Dutra et al., 2016, Costa, GB dados ndo publicados).

No municipio do Serro, estado de Minas Gerais, a circulacdo de VACV vem sendo detectada
desde 2005 sendo que o ultimo surto investigado pelo nosso grupo de pesquisa ocorreu em 2011
(Trindade et al., 2009; Assis et al., 2012a). Recentemente, um estudo de soroprevaléncia
conduzido pelo nosso grupo nesta regido, detectou 30.1% de soroprevaléncia entre a populacao
rural analisada, sendo que destes 9.5% ndo foram vacinados para a variola. Além disto, revelou-
se a presenga de genoma viral no soro e altos titulos de anticorpos neutralizantes anti-OPV em
individuos que ndo se envolvem em qualquer atividade cldssica de exposi¢cao ao VACV como,
por exemplo, ordenhar bovinos, mas toda a familia geralmente consome leite cru e queijo,

sugerindo possiveis novas rotas de transmissdo de VACV (Costa, et al., 2015;2016).

Nos ultimos anos tém-se observado a distribui¢do de VACV em outras regides brasileiras,

sendo detectada a circulagdo do VACV no centro-oeste, em Goias (Sant’ana et al., 2013a), ¢
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nordeste, nos estados do Pard (4ssis et al., 2013), no Maranhdo (Oliveira et al., 2013) e na

Bahia (4ssis et al., 2015; Abrahdo et al., 2016).

Na regidao Norte, foi detectada circulagio de VACV em macacos no Tocantins, sendo
observada DNA viral no soro e uma alta prevaléncia de anticorpos neutralizantes (24.4%)
nesses animais (n = 344) (Abrahdo et al., 2010); Além disso, a circulacio de VACV foi
detectada nos estados de Ronddnia e Mato Grosso, na regido da Amazonia (Quixabeira-santos
et al., 2011). No estado do Acre, foi conduzido um estudo soroepidemioldgico em uma
populagdo de humanos, envolvendo 294 individuos pertencentes a assentamentos rurais, sendo

encontrada uma soroprevaléncia de 27,89% (Mota et al., 2010).

A circulagdo do VACV tém-se expandido para além do territdrio brasileiro, ja tendo sido
detectada em outros paises da América do Sul, sendo estes: o Uruguai, Argentina e Colombia

(Nakazawa et al., 2016, Franco-Luiz, et al., 2014,2016,).
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Figura 9: Distribuicdo de VACV na América do Sul e os Diferentes Tipos de Hospedeiros. Um mapa da
América do Sul é mostrado a esquerda e os pinos verdes indicam os paises onde o0 VACV foi detectado. O pino
vermelho indica a auséncia de detec¢do de VACV na Guiana Francesa; O mapa do Brasil destaca a distribuicio
do VACV em diferentes regides e a detec¢do do VACV em um amplo espectro de hospedeiros. Os anticorpos
(azul) indicam evidéncias sorologicas da circulagdo do VACV em humanos em 4reas rurais do estado do Acre.
Linhas tracejadas em cores diferentes representam a circulacdo do VACV no diferentes estados brasileiros, ou
seja, linhas tracejadas vermelhas representam a circulagdo do VACV no estado de Minas Gerais e indica em quais

hospedeiros a circulagdo de VACV foi detectada no estado Fonte: de Oliveira, J.S. dados néo publicados.

2.3. Impacto Econémico da Vaccinia Bovina

No Brasil, a agropecudaria consiste em uma das atividades econdmicas mais rentdveis. No
ambito da producao de leite, o pais ocupa o quarto lugar no ranking mundial. Em 2015, o Brasil
produziu cerca de 35 bilhdes de litros de leite, empregando 4 milhdes de trabalhadores e
movimentando 60 bilhdes de reais (EMBRAPA, 2015, IBGE, 2016). O estado de Minas Gerais
possui tradi¢do na producdo leiteira e lidera a produtividade nacional, sendo responsavel por

25,5% do volume total de leite produzido (IBGE, 2016).

Como descrito anteriormente, a VB afeta principalmente o gado leiteiro e os ordenhadores,
além disso, as pequenas propriedades que realizam ordenha manual correspondem a cerca de
90% dos casos, onde a taxa de ataque nos rebanhos ¢ muito alta, variando de 80-100% (Lobato
et al., 2005). Dessa forma, as pequenas propriedades, que representam a maioria dos casos €
dependem exclusivamente da producao de leite, sdo amplamente afetadas, assim como os

municipios cuja principal atividade econdmica baseia-se na producao leiteira.

As manifestacdes clinicas apresentadas no curso da infeccdo por VACV compreendem
principalmente o desenvolvimento de lesdes exantematicas acompanhadas de processo
inflamatério e infecgdes bacterianas secunddarias (Leite et al., 2005, Lobato et al., 2005;

Trindade et al.,, 2006, Trindade et al., 2007a).O desenvolvimento de lesdes no animal,
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frequentemente resulta na diminuicdo da producdo de leite; gastos com medicamentos e
veterindrios; e interrompe o processo de nutricdo dos bezerros, levando ao emagrecimento
destes. Além disso, uma vez que o ordenhador ¢ infectado e desenvolve a doenga, ha perda
temporaria de recursos humanos nas propriedades afetadas, onde had o afastamento do
trabalhador por determinado periodo e a necessidade de contratagcdo de um novo empregado
para suprir a falta do mesmo (7rindade et al., 2003; Leite et al., 2005, Lobato et al., 2005;

Trindade et al., 2006, Trindade et al., 2007a).

Tendo em vista os problemas supracitados, o estado de Minas Gerais ¢ significativamente
afetado pelos surtos de VB, uma vez que consiste no maior produtor de leite do Brasil, sendo
responsavel por 1/3 da produgdo de leite no pais. (EMBRAPA, 2015). O estado possui tradicao
na produgdo leiteira, um grande rebanho de animais, boas condi¢des climdticas, grande uso de
tecnologias de producdo e boa nutrigdo dos rebanhos, o que culmina no sucesso da
produtividade (SEAB, 2016). A analise por estrato de producdo revela a importancia de
estabelecimentos com escalas de producdo pequena e média na producdo nacional de leite

(BNDES, 2016).

O risco associado ao consumo de leite ainda € desconhecido, no entanto, ja foram encontradas
particulas infecciosas € DNA de VACV em amostras de leite de animais em trés diferentes
propriedades, nos municipios de Bambui, Paraguacu e Mariana, afetados pelos surtos de VB no
estado, o que poderia resultar em embargo do produto, causando prejuizo aos produtores e

consequentemente, ao estado (4brahdo et al., 2009b).

No estado de Minas Gerais, as propriedades apresentando surtos vigentes de VB geralmente
sdo interditadas por 6rgdos publicos, como o Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA). Dessa
forma, as pequenas propriedades, que representam a maioria dos casos e dependem
exclusivamente da produg¢ao de leite, sdo amplamente afetadas, assim como os municipios cuja

principal atividade econdmica baseia-se na economia leiteira.



43

Outro problema associado ¢ a dificuldade observada na drea médica veterinaria e na zootecnia,
quanto & realizacdo do diagnostico diferencial, uma vez que VB frequentemente é confundida
com outras doengas vesiculares de bovinos, como febre aftosa, estomatite vesicular,
pseudovariola e mamilite herpética, podendo resultar em subnotificacdo de casos (4brahdo et

al., 2010; Sant’ana et al., 2013).

2.4. Impacto da Vaccinia Bovina na Saude Publica

Devido a forma de transmissao classica do VACV que envolve o contato direto do ordenhador
com o bovino infectado, a VB ¢ caracterizada como uma doenga zoondtica ocupacional e
representa um problema de satde publica. Uma vez que a vacinagdo foi suspensa apoés a
erradicacdo da variola, a pouco mais de 30 anos, tém-se uma populagdo jovem susceptivel a

infec¢do por OPV (Lobato et al., 2005; Shchelkunov et al., 2011).

A infecgdo por VACV apresenta uma alta morbidade, sendo que em mais de 80% das
propriedades afetadas por surtos de VB sdo detectados casos em seres humanos. Além disso,
sdo frequentes os casos de lesoes secunddrias derivadas do processo de auto inoculagdo. Porém,
a dificuldade existente por parte da equipe de satide em reconhecer a doenca, frequentemente
resulta no tratamento inadequado da infec¢do. Devido a forma de transmissdo do virus por
contato direto, o potencial de transmissdo pessoa/pessoa deve ser considerado, assim como a
possibilidade de infec¢do nosocomial e complicagdes em pacientes imunocomprometidos
(Lobato et al., 2005, Trindade et al., 2007, Vora et al., 2008; da Silva et al., 2008.; Trindade

et al., 2009).

2.4. Transmissao

A via classica de transmissao do VACV, no contexto da VB, consiste no contato direto do ser

humano com o bovino infectado apresentando lesdes (figura 10). Esse contato favorece a
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infeccdo do individuo e a propagacao do virus dentro do rebanho ou até mesmo, entre

propriedades (Trindade et al., 2003; Leite et al., 2005, Lobato et al., 2005; Kroon et al., 2011).

ZOONOSE OCUPACIONAL S

Figura 10: Principal Via de Transmissdo do VACYV - Contanto entre humanos e bovinos infectados por VACV,

sem uso de protecao Fonte: Lobato et al., 2005, Silva et al., 2008, Assis et al., 2013

No Brasil, VACV foi isolado a partir de utensilios domésticos no ambiente interno de uma
propriedade afetada por surto de VB (4ssis et al., 2013). Posteriormente, foi descrita
transmissao de VACV intrafamiliar, a partir de um caso descrito em 2002 no estado do Rio de
Janeiro, onde o pai ordenhador foi infectado pelo VACV e transmitiu a infec¢do ao filho

adolescente, que nao realizou a pratica de ordenha manual e ndo mantivera contato com bovinos
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(Pereira-oliveira et al., 2014). Um estudo de soro prevaléncia realizado pelo nosso grupo no
municipio do Serro, estado de Minas Gerais, detectou altos titulos de anticorpos neutralizantes
anti-OPV e DNA no soro de individuos de um mesmo grupo familiar, no qual apenas um
individuo manteve contato direto com animais, desconsiderando a ordenha como via de
transmissdo nos demais casos. No entanto, toda a familia mantém o hébito de consumir leite
cru e queijo, caracteristica comum na regido (Costa et al., 2015). Esses dados sugerem possiveis
novas rotas de transmissdo do VACV e a infecgdo através do consumo de leite cru e de queijo
ndo deve ser descartada, uma vez que essa relacao foi descrita em surtos de BPXV e, além
disso, o VACYV foi isolado de amostras de leite durante surtos de VB no Brasil e de queijo
artesanal, em propriedades com e sem surto de VB (4brahdo et al., 2009; Gurav et al., 2011;

Rehfeld, 1.S. dados nao publicados).

2.5. Diagnéstico laboratorial

Frequentemente observa-se dificuldade quanto ao diagnostico da infec¢ao por VACV no Brasil,
uma vez que as lesdes e os sinais clinicos presentes nos animais € nos humanos infectados
sobrepdem os sintomas de outras doencas que afetam bovinos, como febre aftosa, estomatite
vesicular, pseudovariola e mamilite herpética. Além disso, ndo raramente, o individuo
acometido apresenta infeccdo bacteriana secundaria que dificulta o diagnéstico clinico

(Abrahdo et al., 2010, Sant’ana et al., 2013).

O diagnostico conclusivo de infecgdes causadas por Orthopoxvirus € sempre laboratorial,
podendo ser soroldgico, através da pesquisa de anticorpos IgG, IgM ou neutralizantes; ou
através de metodologia molecular, por meio das técnicas de reagdo em cadeia da polimerase

(PCR) (Damon, 2013).
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Através da pesquisa de anticorpos neutralizantes ¢ possivel estimar infecgdes passadas. No
entanto, devido ao alto grau de conservagdo do genoma dos OPVs, existe uma resposta
imunoldgica cruzada contra os virus deste género, permitindo que os anticorpos capazes de
neutralizar a infec¢do pelo VACV, também possam neutralizar a infec¢do por VARV, MPXV
e CPXV. Assim, a pesquisa de anticorpos ndo permite determinar qual OPV foi responsavel

pela imunizagdo (Jacobs et al., 2009; Miller et al., 2011).

Os espécimes clinicos utilizados para diagndstico molecular podem ser crostas ou swabs
obtidos diretamente das lesdes (ricas em particulas virais), o sangue ou até mesmo o soro dos
pacientes ¢ animais infectados (Nitsche et al., 2007). Vale ressaltar que o DNA viral ja foi
detectado nas fezes, na mucosa oral e no leite de animais infectados (Abrahdo et al., 2009a;

Abrahdo et al., 2009b; D anunciagdo et al., 2012, Rivetti jr et al., 2013; Rehfeld et al., 2015).

Os principais alvos moleculares sdo o gene C11R que codifica o fator de crescimento viral;
A26L relacionado a proteina do corpusculo de inclusdo; e AS56R gene relacionado a
hemaglutinina viral. O alvo A56R permite ndo s6 a deteccdo de VACV, mas a diferenciagao
entre os dois grupos circulantes no Brasil (Ropp et al., 1995; Meyer et al., 1997;Li et al., 2006,

Drumond et al., 2008, Trindade et al., 2008, Abrahdo et al., 2010, Assis et al., 2012).

Através do isolamento viral € possivel a recuperacao de particulas virais envolvidas na infecgao
(Lobato et al., 2005; Megid et al., 2008, Abrahdo et al., 2009). No entanto, essa metodologia ¢
restrita a laboratorios de pesquisa, por ser uma técnica laboriosa e de alto custo. Apds o
isolamento € possivel realizar outros estudos para melhor avaliar o virus e sua relagdo com seus
hospedeiros (Ferreira et al., 2008; Abrahdo et al., 2009; Campos et al., 2011). A microscopia
de alta resolucdo ¢ de dificil execucdo e, apesar de ser uma metodologia que permite a
visualizac¢do das particulas infecciosas, também ¢ uma tecnologia restrita a pesquisa (Fonseca

et al., 1998, Damaso et al., 2000; Sant’ana et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

O Vaccinia virus (VACV) tem sido isolado frequentemente durante surtos de vaccinia bovina
(VB) a partir do gado leiteiro e de seres humanos em diversos estados do Brasil. Dentre eles,
Minas Gerais éresponsavel por 1/3 da producdo de leite do pais. A VB ¢ apresenta-se como
doenga exantematica caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes principalmente nas tetas e
uberes do gado leiteiro resultando na diminui¢do da producao de leite, o que afeta diretamente
a economia leiteira. Além disso, as lesdes sdo comumente associadas a infecgdes bacterianas
secundarias que contribuem para o agravamento do quadro clinico dos animais, aumentando os

custos veterinarios extras do pais.

A VB também representa um problema de satde publica por ser uma zoonose ocupacional,
sendo observado frequentemente o acometimento de ordenhadores apds contato direto com as
lesdes durante a ordenha. Nos ordenhadores, o desenvolvimento das lesdes caracteristicas
geralmente vem acompanhado de sintomas sistémicos implicando no afastamento do
trabalhador e em alguns casos na sua hospitalizagio. E observada uma alta frequéncia de
infec¢do por VACV em seres humanos, mesmo entre individuos vacinados contra a variola e
que em tese deveriam estar protegidos contra qualquer infecgdo por OPV. Geralmente, o
tratamento médico aplicado ¢ impréprio devido a caréncia ou auséncia de informagdo sobre a
doenca por parte dos profissionais de satide. Por se tratar de uma zoonose, a doenga ¢ dificil de

combater devido a existéncia de reservatorios silvestres e animais amplificadores da virose.

Os estudos sobre VACV no Brasil foram conduzidos, principalmente em populagdes rurais de
areas endémicas, visando o acompanhamento de surtos. Contudo, pouco se sabe sobre a
circulacao viral em populagdes urbanas. Recentemente, VACV foi detectado em animais
domésticos e silvestres de areas urbanas em Minas Gerais. Considerando esses dados faz-se

necessaria a investigacao da circulacao viral em area urbanizada, assim como os possiveis
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fatores de exposi¢do associados, o que auxiliara no entendimento do ciclo epidemiologico do
VACYV no pais. Além disso, aponta-se a demanda em avaliar o conhecimento em relagdo a
doenga, por parte de profissionais de saude que atuam em area endémica, ademais, o status
imunolégico desses individuos, frente ao VACV. Essas andlises permitirdo o desenvolvimento

de medidas educativas em saude, o que auxiliard na prevencao e controle da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a circulagdo,os fatores de exposicao associados ao Vaccinia virus € o conhecimento
sobre a vaccinia bovina em uma populacdo urbana e profissionais de saide de uma area

endémica do Estado de Minas Gerais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Verificar a presenca de anticorpos anti-OPV através de ensaio imunoenzimatico e

soroneutraliza¢do na populagdo urbana e nos profissionais de saude.

3.2.2.Avaliar fatores de exposi¢ao associados a circulagdo de VACV na populacio urbana do

Serro, Minas Gerais.

3.2.3. Investigar a ocorréncia de casos clinicos de VB na regido urbana do Serro.

3.2.4. Examinar o nivel de conhecimento dosprofissionais de saude sobre a doenca.

3.2.5. Produzir material bibliogréafico para subsidiar os profissionais de satide no manejo clinico

de pacientes infectados por VACV.
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4. FLUXOGRAMA DE TRABALHO

MARGO 2015

AGOSTO 2015

SETEMBRO 2015

OUTUBRO 2015

AGOSTO 2016

SETEMBRO 2016

OUTUBRO 2016

DEZEMBRO 2016

REALIZACAO DE DISCIPLINAS

ENTREVISTAS E APLICACAO DE QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS (SORO)

APRESENTAGCAO DO PROJETO DE MESTRADO

TECNICAS SOROLOGICAS
ELISA IgG (Kroon et al., 2016)

SORONEUTRALIZAGAO (Newman, 2003)

COMPILAGAO E ANALISE DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS E MOLECULARES

ELABORAGAO DE MATERIAL DIDATICO

PREPARO DE MANUSCRITOS

DEFESA DE MESTRADO

Figura 11: Fluxograma de Trabalho - Ao lado esquerdo, encontra-se a linha do tempo referente ao periodo do

mestrado; A frente, sdo descritas as atividades desenvolvidas.
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5. METODOLOGIA

5.1. Delineamento do Estudo

Foram realizados estudos transversais de base populacional para caracterizagdo demografica e
sorologica de individuos e profissionais de saude residentes em uma area urbana de uma regiao
endémica para VB no Estado de Minas Gerais. O inquérito epidemioldgico foi realizado
utilizando um questiondrio semi estruturado e pré-codificado (anexo I e 2), foram avaliados
fatores de exposicgao relacionados a infecgdo com desenvolvimento de infec¢do assintomatica
ou doenca clinica, abordando aspectos relacionados a historia de infecgdes passadas,

antecedentes vacinais e aspectos comportamentais dos participantes.

5.2. Local do Estudo

O estudo foi realizado na area urbana do municipio do Serro, regido Norte do estado de Minas
Gerais (figura 12). O municipio possui uma populagdo de 20.833 habitantes, sendo 11.060
residentes em area urbana (IBGE, 2010). A regido ¢ endémica para VACV (Trindade et al.,
2009, Assis et al., 2012, Costa, et al., 2015,2016). O estudo foi conduzido em uma amostra

aleatoria de individuos dessa populagao.

APk
) W
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e

Figura 12: Localizacio Geografica do Serro — MG (18°36° 177 S 43° 22’ 46” W) Fonte: de OLIVEIRA, J.S.

dados nao publicados.
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5.3. Selecao dos Participantes

Durante agosto de 2015 foram realizadas visitas semanais ao municipio do Serro, sendo
percorridos os bairros que compreendem a area urbana. Foram selecionados individuos de
forma aleatoria, distribuidos proporcionalmente entre os bairros percorridos. Nas propriedades
onde o responsavel concordou com a realizagdo da pesquisa, individuos de todas as faixas
etarias foram contatados e aqueles que aceitaram participar, responderam a uma entrevista e foi

coletada uma amostra de sangue.

5.4. Selecao dos Profissionais de Saude

O sistema de satde publica do Serro consiste em um hospital, nove postos de saude, uma
policlinica municipal e um servigo de vigilancia epidemiolégica. No municipio atuam 103
profissionais da area da satide (Dados da Secretaria de Saude Municipal). Foram selecionados
para participagdo no estudo, profissionais da area da satide do Serro, que atuam como médico,
técnico de enfermagem, auxiliar de enfermagem, enfermeiro, atendente de farmacia,
farmacéutico, biomédico, secretario de laboratério, agente de saude, dentista, auxiliar de
servicos gerais, dentre outros que se relacionem ao servico de satde no municipio. Os
profissionais foram abordados e convidados a participar da pesquisa durante visitas ao hospital
do municipio, bem como a vigilancia epidemiologica, aos postos de satide distribuidos pelos

bairros e regido rural, nas clinicas e laboratorios particulares (figura 13).
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Figura 13: Localizacdo dos profissionais de satide amostrados no Serro - MG Fonte: de

OLIVEIRA, J.S. dados nao publicados.

5.5. Consideracdes Eticas

A participagao no estudo foi voluntaria e a todos os individuos contatados foi apresentado um
termo de consentimento pos-informado, oral e por escrito, com informagdes sobre o estudo,
seus propdsitos, procedimentos e riscos envolvidos. Apos aceitar participar do estudo, cada
voluntario assinou o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — anexo 3) juntamente
com uma testemunha. O documento assinado permaneceu em poder da equipe de pesquisadores
envolvida no projeto, enquanto uma copia foi entregue ao voluntario. Caso o participante nao
soubesse assinar, poderia optar por ter o termo de consentimento assinado por algum familiar
ou ter a impressao digital coletada. Os participantes receberam os resultados dos exames
individuais realizados, acompanhados da interpretacdo dos resultados e seu significado. Os
questionarios obtidos se destinaram exclusivamente ao projeto de pesquisa em questiao, € como
tal ndo serdo disponibilizados para nenhum outro fim. Dados gerados na pesquisa e

eventualmente publicados preservam a identidade dos voluntarios. Ao final do estudo, um
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relatério contendo os resultados gerais da pesquisa serd disponibilizado para todos os 6rgaos
ligados a saude humana e animal do municipio. Esta proposta foi encaminhada para o Comité

de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP) com registro FR — 413704.

5.6. Instrumentos para Coleta de Informacdes

Foram utilizados questionarios semi estruturados, pré-codificados, contendo perguntas sobre
cada um dos participantes. Em relagdo a populagdo urbana, foram investigadas as caracteristicas
demograficas, como sexo, idade, ocupacdo, escolaridade; e caracteristicas comportamentais,
como habitos pessoais, pratica da ordenha, consumo ¢ manipulacio de leite in natura e queijo
artesanal, contato com animais domésticos e silvestres, historico vacinal, ocorréncia prévia da
doenga, etc. Para avaliar os profissionais de satde, foram avaliadas as caracteristicas
demograficas e fatores associados a sua atuagdo como profissional da satde, como tempo de
profissdo e conhecimento sobre VB no que diz respeito as manifestagdes clinicas, diagndstico,
transmissao e tratamento da doenga. Foram estruturados bancos de dados utilizando o programa
Epi-InfoTM versao 7.0 (Centers for Disease Control and Prevention, CDC, Atlanta, USA), para
digitacdo dos dados coletados e codificados. Sendo realizada dupla digitacdo para garantir a

confiabilidade dos dados.

5.7. Plano de Analise

A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa Epi-InfoTM versdao 7.0. Foram
realizadas as analises descritivas de todos os dados coletados. Foi realizada a anélise univariada
com comparacao das frequéncias de cada variavel nos diferentes grupos, utilizando o teste de
qui-quadrado, teste exato de Fisher e célculo da odds relativa bruta e intervalo de confianca de

95%.
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5.8. Amostras Clinicas

Foram coletadas amostras de sangue (5 ml) para obtencdo do soro, utilizando o sistema
vacuntainer, apos o consentimento livre e esclarecido dos participantes. Essas amostras foram
estocadas a -20°C e transportadas até ao Laboratério de Virus, ICB/lUFMG onde foram

processadas e analisadas.

5.9. Avaliacao Clinica

Durante a coleta das amostras foi realizada uma inspecao visual para observar se havia lesdes
nos individuos e observou-se os bragos dos individuos com idade igual ou acima a 38 anos,
para verificacdo da marca vacinal. Uma vez que a campanha de erradicagdo da variola foi
encerrada em 1977 e no Brasil, a vacinacdo ocorreu até 1978, apenas individuos com mais de

38 anos podem ter sido vacinados.

5.10. Metodologia Laboratorial

As amostras biologicas foram analisadas através de abordagem sorologica, que compreende o
ELISA para triagem de anticorpos IgG especificos e o teste de soroneutralizagao, para avaliagdao
do estado imune dos individuos, estimativa de prevaléncia e contato prévio com o virus. Vale
salientar que o ensaio de soroneutraliza¢do ¢ padrao ouro para o diagnéstico de infecgao pelos
membros do género Orthopoxvirus, sendo possivel avaliar o grau de prote¢do do individuo

(Storch & Wang, 2013).

5.10.1. Células

Células BSC-40 foram utilizadas nos testes de soroneutralizacao. Células de linhagem continua

BSC-40 sao células epiteliais derivadas do rim de macaco verde africano (Cercopithecus
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aethiopis), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, EUA. As células
foram cultivadas em meio de cultura simples (meio minimo de Eagle — MEM) (Gibco, USA),
e acrescido soro fetal bovino (SFB) a 5% (Cultilab, Brasil) para o crescimento celular,
antimicrobianos (gentamicina (140 mg/mL), penicilina (100 U/mL) e anfotericina B (2 ug/mL)
para inibir o crescimento de bactérias e fungos, glutamina (aminoacido essencial), em estufa a
37°C suplementada com 5% de CO2. O cultivo foi realizado em garrafas apropriadas e,
posteriormente, as células foram transferidas para placas de 6 pocos (Tapp) para a realizagdo

do teste de soroneutralizagao.

5.10.2. Virus

Para os testes de soroneutralizacdo foi utilizado o Vaccinia virus amostra Western Reserve. A
amostra Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) foi gentilmente cedida pelo Dr. C.
Jungwirth (Universitat Wurzburg, Alemanha) e faz parte da colecdo de virus do Laboratorio de

Virus, ICB, UFMG.

5.10.3. Soros Controles

Como soro controle positivo e negativo foram utilizados um pool de soros pertencentes a
soroteca do Laboratorio de Virus da UFMG, previamente testados por ensaio de

soroneutralizagao.

5.10.4. Ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA)

Todas as amostras de soro coletadas foram submetidas a triagem para presenca de anticorpos
IgG anti-OPV pelo método de ELISA (Kroon et al., 2016). Uma placa de fundo reto do tipo
Nunc maxisorp (Apogent, USA) de 96 pocos utilizada para o teste foi sensibilizada com

antigeno (VACV-WR) a uma concentragdio aproximada de 10° p.f.u. em tampdo carbonato a
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0,01M e pH 9,6; (1ul de virus — 10ml de tampao), foi adicionado 100ul da dilui¢do por pogo, a
placa foi exposta a luz Ultra Violeta por 15 minutos, com o objetivo de inativar as particulas
virais. Posteriormente, permaneceu over-night a temperatura de 4°C, tempo este necessario para
que ocorra a adesao das particulas virais ao fundo da placa. Apds esse tempo, a placa foi lavada
(trés vezes) com PBS-Tween 0,05%-1% e a ela adicionada uma solucdo de bloqueio (BSA a
1% diluido em PBS-Tween a 0,05%) para cessar a adesdao. A placa foi incubada a 37°C por
duas horas. Em seguida, a placa foi lavada novamente com PBS-Tween 0,05%-1% (trés vezes)
e entdo 100uL do soro-teste e soros-controles diluidos na razao de 1:100 em solugdo de BSA a
1% diluido em PBS-Tween, foram adicionados a cada poco, seguido de incubac¢do em estufa a

37°C por 1 hora.

Posteriormente, a placa foi lavada por trés vezes com PBS-Tween e adicionados 100uL do
conjugado especifico (anti-IgG humano conjugado a peroxidase, Sigma) diluido na razdo
1:10000 em BSA a 1% diluido em PBS-Tween. A placa foi incubada por 1 hora a 37°C, depois
lavada mais cinco vezes com PBS-Tween e a ela acrescentado 100uL do substrato TMB
(3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine + peroxido de hidrogénio) (BD OptEIATM ELISA, BD
Biosciences) sob incuba¢do de 10 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida
pela adi¢ao de 40uL de 4cido sulfurico 1M e lida em espectofotometro a 450nm. O ponto de
corte foi determinado pela média dos cinco controles negativos, mais trés vezes o desvio padrao.
Todos os soros com valores maiores que o ponto de corte foram considerados positivos. A

determinagdo do ponto de corte foi realizada em cada placa.

5.10.5. Ensaio de soroneutralizacao (plaque reduction neutralizing test — PRNT)

As amostras de soro foram submetidas ao ensaio de soroneutralizacao. O teste foi desenvolvido

segundo protocolo de Newman (2003), com adaptagdes. Segundo o Manual of Standard
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Techniques da OIE (2000), a soroneutralizacdo ¢ o método ouro para a detec¢ao de anticorpos

neutralizantes anti-OPV, relacionados com protegao.

Inicialmente, os soros foram triados em duplicata na diluicdo de 1:40. Essa dilui¢do foi realizada
em meio MEM sem adi¢ao de SFB e adicionado de igual volume de MEM contendo entre 30 e
300 unidades formadoras de placa (UFP) de VACV-WR. Antes da diluigdo, as proteinas do
sistema do complemento foram desnaturadas através da incubacdo do soro a 56°C por 30
minutos em banho-maria. Para o controle de virus, fundamental para a revelacao da técnica, o
mesmo processo foi adotado exceto pelo soro diluido, o qual foi substituido por um soro
negativo para a presenca de anticorpos anti-OPV ou SFB. As solucdes de soro e virus foram
homogeneizadas e incubadas por aproximadamente 16 horas a 37°C em atmosfera
suplementada com 5% CO2. Essas solugdes foram entdo inoculadas em placas de seis pogos
com monocamadas de BSC-40 entre 90 e 100% de confluéncia para adsor¢do. Durante esse
processo, a placa foi incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 e homogeneizadas a cada
quinze minutos durante uma hora. Apos a adsor¢do, MEM com 2% de SFB foi adicionado a
cada um dos pocos um volume suficiente para que a placa permanecesse por 48 horas a 37°C e
suplementada 5% de CO2 sem que a monocamada desidratasse. Decorridas 48 horas de
incubagdo, as placas foram fixadas com solu¢do de formalina a 10% (formaldeido 37%) e
coradas com solugdo de cristal violeta a 1%. As placas de lise viral foram visualizadas e
contadas. A partir da média do niimero de placas de cada duplicata, foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram média de redu¢do maior ou igual a 50%, comparadas

aquelas encontradas no controle de virus.

Para a titulagdo, as amostras de soros positivas foram diluidas seriadamente na razao de dois
iniciando-se pela diluigdo de 1:40 até a dilui¢do de 1:5120 e a execugdo do teste ocorreu
conforme mencionado anteriormente. Para calcular o titulo de anticorpos neutralizantes por mL

(unidades neutralizantes por mL — UN/mL), foi dividido ImL do volume da solugao virus/soro
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pelo volume inoculado na monocamada celular e multiplicado esse valor pela tltima diluicao
onde foi encontrada redu¢do maior ou igual a 50% do nimero de placas de lise em relacdo ao

controle de virus.



CAPITULO1

Circulacao de VACYV em populacao
urbana
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacio Populacional

Foram incluidos no estudo sessenta e um participantes. A caracteriza¢gdo demografica
populacional ¢ demonstrada na Tabela 3. Participaram do estudo, quarenta e cinco mulheres
(73,8%) e dezesseis homens (26,2%). A maioria da populagdo corresponde a jovens adultos,
possuindo até 37 anos de idade (52,5%). Os individuos que possuem idade igual ou superior a
38 anos (vinte e nove participantes) foram considerados vacinados segundo o cut off idade
(47,5%). No entanto, apenas treze individuos (21,3%) possuem a marca vacinal caracteristica

da vacinagdo antivariolica.

Aqui, observa-se viés de sele¢do, uma vez que o maior publico corresponde ao sexo feminino,
isso pode ser justificado pela abordagem aplicada para coleta. Uma vez que foram visitados
domicilios de forma aleatoria durante o periodo diurno, justamente o momento em que 0s
homens estdo em seus respectivos locais de trabalho. No Brasil, a vacinag¢do antivaridlica
ocorreu até 1978, portanto assume-se que individuos que possuem idade > 38 anos foram
vacinados, segundo recomenda¢do da Organizacdo Mundial de Satde (OMS). Foi realizada
uma inspeg¢ao visual no brago esquerdo desses individuos para verificagdo da presenga da marca
vacinal (fake), sendo observado que, apenas metade dos participantes considerados vacinados

possui a marca vacinal e, portanto, foram comprovadamente vacinados (Fenner, 1988).
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Tabela 3 - Caracterizacdo demografica da populag¢io urbana amostrada no Serro-MG

CARACTERISTICA FREQUENCIA (%)
Género
Feminino 45 73,8
Masculino 16 26,2
Idade (anos)
<18 8 13,1
19 a 37 24 39,4
>38 29 47,5
Vacinado (Cut off idade)
Sim 29 47,5
Nao 32 52,5
Presenca da Marca Vacinal
Sim 13 21,3
Nao 48 78,7
Cor/Etnia
Branco 17 27,9
Preto 2 33
Pardo 41 67,2
Indigena 1 1,6
Zona
Urbana 51 83,6
Rural 3 4.9
Urbana/Rural 7 11,5
Renda Familiar Mensal
<1 salario 18 29,5
Entre 1-2 salarios 12 19,7
Entre 2-3 salarios 8 13,1
Entre 3-4 salarios 6 9.8
> 4 salarios 17 27,9
Total 61 100

A maioria da populacdo se classifica como parda (n=41, 67,2%), seguido de branco (n=17,
27.9%), preto (n=2, 3,3%) e indigena (n=1, 1,6%). Cinquenta e um individuos (83,6%) residem
na area urbana do Serro, enquanto que trés (4,9%) residem na érea rural e sete (11,5%) transitam
entre as duas regides. Em relagdo a renda familiar mensal, os individuos estdo bem distribuidos
categoricamente, sendo que 29,5% recebem até 1 salario minimo, enquanto que 27,9% recebem

acima de 4 salarios.
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6.2. Conhecimento da populacido urbana sobre Vaccinia Bovina

Quando questionados sobre a doenga Vaccinia Bovina, vinte e quatro participantes (39,3%)
afirmaram ja ter ouvido falar sobre a doenga (7abela 4). Dentre as fontes de informagao sobre
a doenga, foram apontadas: a existéncia de surtos (n=3, 12,5%), meios de comunicagdo (n=7,
29,1%), fazendeiros (n=4, 16,7%), técnicos do Instituto Mineiro de Agropecuaria (n=1, 4,2%)
e outras fontes de comunicagdo que inclui outros profissionais como professores e profissionais

da saude (n=9, 37,5%).

Tabela 4 — Conhecimento da populacio urbana sobre a Vaccinia Bovina

FONTE DE CONHECIMENTO SOBRE VB N (%)
Surto 3 12,5

Fazendeiros 4 16,7

Técnicos do IMA 1 4.2

Meios de comunicacao 7 29,1

Outros 9 37,5
Total 24 100,0

Esses dados revelam que 60,7% dos participantes desconhecem a doenca, apesar de viverem
em uma regido endémica. Surtos de VB vém sendo descritos pelo nosso grupo, no Serro, desde
2005 (Trindade et al., 2009; Assis et al., 2012; Costa, et al., 2015;,2016). A doenga ¢ uma
zoonose, sendo os surtos identificados na area rural, acometendo bovinos e ordenhadores
(Trindade et al., 2003; Lobato et al., 2005, Kroon et al., 2011) . No entanto, o VACV vem
sendo detectado em outros hospedeiros, como animais domésticos e silvestres, inclusive no
ambiente urbano (Abrahdo et al., 2009° Peres et al., 2013;Barbosa et al., 2014, Dutra et al.,
2016, Costa, GB aceito para publicagdo no Emerging Infectious Diseases 2017). Além disso,

pode haver transmissao do virus a partir de contato pessoa-pessoa ou por fomites (A4ssis et al.,



64

2013; Pereira-oliveira et al., 2014). Nesse sentido, acredita-se que o conhecimento da

populacao acerca da VB ¢ fundamental para garantir a prevencao da doenga nessa populagao.

6.3. Analise dos Fatores de Exposicao a Othopoxvirus (OPV)

Foram avaliadas as caracteristicas comportamentais dos participantes da pesquisa, que
poderiam atuar como fatores de exposi¢do aos Orthopoxvirus (OPV). Esses fatores sdo
apresentados na Tabela 5. Quarenta e oito participantes (78,7%) possuem contato com animais
domésticos, sendo que sete (11,5%) relataram a presenca de lesdes em seus pets. Dezessete
individuos (27,9%) tém ou tiveram contato com animais silvestres. Quarenta e duas pessoas
(68,9%) afirmaram que existem roedores junto a seus domicilios, sendo a maioria destes

presentes no ambiente interno das propriedades.

Tabela 5 — Fatores de exposiciao ao VACV — Contato com animais

CARACTERISTICA FREQUENCIA (%)
Contato com Animais Domésticos
Sim 48 78,7
Nao 13 21,3
Animais com Lesoes
Sim 7 11,5
Nao 54 88,5
Contato com Animais Silvestres

Sim 17 27,9
Nao 44 72,1

Presenca de Roedores
Sim 42 68,9
Nao 19 31,1

Localizacdo dos Roedores no
Domicilio

Interior 36 59,0
Exterior 6 9.8
Inexistécia de Roedores 19 31,1

Total 61 100
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Apesar do principal fator de exposicdo ao VACV no Brasil ser o contato com bovinos
infectados, a circulacdo do virus foi detectada em roedores do género Oryzomys sp.,
Cerradomys sp., Trinomys sp., Calomys sp., Necromys sp. € Akodon sp.; e das espécies Mus
musculus, Nectomys squamipes € Rattus rattus. Esses roedores sdo amplamente distribuidos no
Brasil, possuem habitos peridomiciliares e podem atuar como disseminadores de zoonoses
(Fonseca et al., 1998; Abrahdo et al., 2009a; Miranda, JB dados ndo publicados).
Aproximadamente 69% dos participantes t€m contatos com roedores em suas residéncias,

diante de tudo que foi abordado, esse contato pode indicar uma fonte de exposi¢do ao VACV.

Além dos roedores, foi constatada a circulacdo de VACV em outros animais silvestres, como
marsupiais das espécies Didelphis albiventris ¢ Didelphis aurita, quatis, capivaras ¢ primatas
(Abrahao et al., 2010a; Peres et al., 2013,;Barbosa et al., 2014, Dutra et al., 2016, Costa, GB
dados ndo publicados). Da mesma forma, o contato com animais silvestres pode indicar

exposicao ao virus.

E importante destacar o dado relacionado ao contato da popula¢io avaliada com animais
domésticos. No Brasil, estudos relatam a exposicao de animais domésticos dentre eles caninos,
felinos e suinos a0 VACV, esses animais foram amostrados em propriedades rurais com e sem
historico de surtos de VB, no entanto, ndo ha relatos de desenvolvimento de lesdes causadas
por VACV nesses animais (Peres et al., 2013,2016;). Além disso, outro estudo conduzido pelo
nosso grupo detectou a circulacdo de VACV em caninos e felinos no contexto urbano, fora de
areas endémicas (Costa, GB aceito para publicagdo no Emerging Infectious Diseases 2017,
Costa, GB dados ndo publicados). Ja ¢ sabido que os felinos possuem um papel fundamental
na transmissao de CPXV para humanos (Wolfs, 2002; Coras et al., 2005, Vogel et al, 2012).
No entanto, o papel desses animais no ciclo epidemiologico da VB ainda ¢ desconhecido,
ademais, deve-se considerar a hipotese desses animais atuarem como amplificadores e

disseminadores do virus.
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Em relagdo ao consumo e manipulagdo de leite e seus derivados, cinquenta e cinco integrantes
da pesquisa (90,2%) realizam o consumo de leite (Tabela 6). Em relacdo a insercao de leite cru
em suas dietas, doze pessoas (19,7%) a fazem. Enquanto que, trinta e seis (59%) consomem o
queijo artesanal produzido a partir de leite cru. Em relagdo a manipulacao de leite cru, dezessete
individuos (27,9%) a fazem. Sendo que, destes, catorze pessoas (82,3%) comercializam o

produto gerado.

Tabela 6 — Fatores de exposi¢cdo a0 VACV — Consumo e Manipulacio de leite e derivados

CARACTERISTICA FREQUENCIA (Vo)
Consumo de Leite
Sim 55 90,2
Nao 6 9,8
Origem do Leite
Proprio 12 19,7
Outra fazenda do municipio 16 26,2
Industrial 27 443
N3ao consome 6 9.8
Consumo de Leite Cru
Sim 12 19,7
Nao 49 80,3
Manipulacio de Leite cru
Sim 17 27,9
Nao 44 72,1
Consumo de Queijo Artesanal
Sim 36 59,0
Nao 25 41,0
Total 61 100,0

A VB ¢ uma zoonose que afeta principalmente o gado leiteiro e os ordenadores, portanto
frequentemente questiona-se o papel do leite na transmissdo da doenca, particularmente o leite
cru e seus derivados. A literatura relata o isolamento de VACV a partir de amostras de leite
durante surtos de VB em Minas Gerais (Abrahdo et al., 2009). No entanto, nao houve a
notificagdo de pacientes apresentando lesdes orais durante a ocorréncia desses surtos. Sabe-se
também, que ass particulas virais permanecem viaveis no leite cru e no queijo, apos

contaminagdo experimental, depois de submetidas a tratamento térmico com altas e baixas
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temperaturas. Além disso, o virus foi detectado em queijo artesanal em propriedades afetadas
e ndo afetadas por surtos de VB, indicando que individuos podem estar sendo expostos ao
VACYV devido a manipulagdo e consumo desses alimentos (4brahdo et al., 2009, Oliveira et

al., 2010; Rehfeld, IS dados nao publicados).

Um estudo experimental foi conduzido com o objetivo de avaliar a transmissao do VACV a
partir do consumo de leite contaminado, foi observado que por essa via de transmissao o virus
¢ amplamente disseminado no organismo do hospedeiro, sendo possivel a deteccao do genoma
viral nas fezes e mucosa oral, no entanto ndo ha o desenvolvimento de sinais clinicos. O impacto

dessa via de transmissao em humanos ainda nao foi avaliado (Rehdeld et al., 2015).

Em relagdo 4 pratica de ordenha manual, dez participantes (16,4%) realizam ordenha manual
de bovinos (Tabela 7). Destes, 50% distribuem o leite retirado, comercializando-o na regio.
Sobre as praticas de higiene durante a ordenha, quatro pessoas (40%) realizam desinfec¢ao dos

tetos e cinco (50%) fazem a desinfec¢ao das maos.

Tabela 7 — Fatores de exposicao ao VACV — Ordenha

(1)
CARACTERISTICA FREQUENCIA (Vo)
Realizacio da ordenha manual

Sim 10/61 16,4

Nao 51/61 83,6
Desinfecciao dos tetos

Sim 4/10 40,0

Nao 6/10 60,0
Desinfeccao das maos

Sim 5/10 50,0

Nao 5/10 50,0
Distribuicao do leite

Sim 5/10 50,0

Nao 5/10 50,0

Sabe-se que a pratica da ordenha ¢ um fator importante associado aos surtos de VB. Em um

estudo realizado na Zona da Mata Mineira, em 92% das propriedades afetadas pela VB,



68

realizava-se a ordenha manual. Sendo que, a taxa de ataque em vacas submetidas a esse tipo de
ordenha foi de 80-100% enquanto que, nas de ordenha mecanica era entre 25-30%. Nesse
sentido, a desinfeccdo dos tetos dos animais e das maos dos ordenadores ¢ fundamental para a

diminuigao dessas taxas (Lobato et al., 2005).

Além disso, a principal forma de transmissao do virus para humanos ¢ decorrente do contato
desses individuos com bovinos infectados (Leite t al., 2005; Trindade et al., 2009, Schatzmayr

et al., 2009).

Sobre a distribui¢do do leite produzido, deve-se considerar que, se o leite estiver contaminado
com VACV, como descrito por Abrahdo e colaboradores (2009), a distribuicdo do produto,
pode favorecer a exposi¢do de outros individuos. No entanto, at¢ o momento ndo foram
descritos casos de infecgdes causadas por esse tipo de exposi¢do. Portanto, o real impacto desse

fator de exposi¢do ainda ¢ desconhecido.

6.4. Avaliacio sorologica

Entre os 61 participantes, 20 apresentaram anticorpos IgG, que representa uma prevaléncia
global de 32,8% (Tabela 8). A prevaléncia de anticorpos IgG entre os individuos classificadas
como vacinados, de acordo com cut off idade foi de 69%, enquanto que, ndo foi detectado
anticorpo IgG em nenhum individuo ndo vacinado, segundo esse critério. A prevaléncia de IgG

em individuos com a marca vacinal foi de 69,2% e entre os ndo vacinados foi de 22,9%.

O fator de risco significativamente associado a presenga de anticorpos IgG foi a marca vacinal
(OR = 17,56; IC95% = 1,94 - 29,38), (p <0,001). De fato, um estudo que analisou a resposta
imune contra OPVs em individuos vacinados, portadores da marca vacinal (take), revelou que
ha uma forte relagdo com a resposta imune detectavel contra OPVs (Kennedy et al., 2009). O

consumo de queijo artesanal (OR = 2,85; 1C95% = 0,87 — 9,32), (p 0,042) foi associado
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significativamente, considerando-se o valor de P. Porém, o intervalo de confianga envolve o
valor 1, indicador de ndo-associac¢do. Portanto, essa nao consiste em uma associa¢ao verdadeira
nesse estudo. No entanto, abrem-se perspectivas quanto & melhor investigacao desse fator de
exposi¢do. Um estudo anterior conduzido na area rural do Serro revelou a circulagio do virus
em individuos ndo vacinados, que ndo praticavam ordenha ou mantinham contato com bovinos,
no entanto, possuiam o habito de consumir leite cru e queijo artesanal (Costa et al., 2015). De
fato, sabe-se que a particula viral ndo € inativada durante o processamento e produ¢do de queijo
artesanal (de Oliveira et al., 2010), o que faz do consumo desse produto, um possivel fator de
exposicao ao VACV. Além disso, o virus foi detectado em queijos artesanais produzidos em
propriedades com e sem relato prévio de surtos no estado de Minas Gerais (Rehfeld, 1.S. dados

ndo publicados).



Tabela 8 — Variaveis demograficas e fatores de exposicio associadas a presenca de IgG

, ELISA IgG ODDS RATIO
VARIAVEIS N (%) VALOR DE P
POSITIVO (%) (CI195%)
Género
Feminino 45 (73,8) 13 (28,9)
Masculino 16 (26,2) 7 (43,7) 0,149
Idade (anos) <0,001
<38 anos 32 (52,9) 0(0,0) <0,001 <0,001-0,058
>38 anos 29 (47,5) 20 (69,0)
Marca vacinal
Sim 13 (21,3) 9(69.2) 7,56
Nio 48 (78,7) 11 (22,9) <0,001 (1,94 —29,38)
Contato com animais domésticos
Sim
Nio 48 (78,7) 12 (25,0) 0,010 0,208
13 (21,3) 8 (61,5) (0,057-0,760)
Animais com lesdo
Sim 7(11,5) 3(42,9) 0,283
Nao 54 (88.5) 17 31,5)
Contato com animais silvestres
Sim 17 (27,9) 7 (41,2)
Nio 44 (72,1) 13 (29,5) 0,202
Presenca de roedores
Sim 42 (68,9) 14 (32,6) 0,472
Nio 19 31,1) 6(32,3)
Consumo de leite
Sim 55(90,2) 16 (29,1) 0,047 0,205
Nao 6(9.,8) 4 (66,7) (0,034-1,23)
Consumo de leite cru
Sim 12 (19,7) 3(25,0) 0,277
Nao 49 (80,3) 17 34,7)
Manipulacio de leite cru
Sim 17 (27,9) 8 (47,0) 0,080
Nao 44 (72,1) 12 (27,3)
Consumo de queijo artesanal
Sim 36 (59,0) 15 (41,7) 0,042 2,857
Nao 25 (41,0) 5(20,0) (0,87-9,32)
Realizacao de ordenha
Sim 10 (16,4) 4 (40,0) 0,303
Nio 51(83,6) 16 (31,4)

Total 61 (100.0) 20 (32.8)
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Alguns fatores foram significativamente associados como fatores de protecao em relagdo ao
desfecho, apresentando intervalo de confianga <1, dentre eles: a idade (OR = <0,001; IC95% =
<0,001 - 0,058), (p <0,001), onde se constatou que, individuos jovens, com idade < 38 anos,
ndo apresentavam anticorpos IgG, que seria o desfecho resultante da exposi¢ao ao VACV. A
vacinagdo antivariolica foi realizada no Brasil até¢ 1978, com isso, assume-se que os individuos
maiores de 38 anos foram vacinados (Fenner et al., 1988). De fato, os 20 participantes que

apresentaram anticorpos IgG, sdo vacinados segundo o cut off idade.

O contato com animais domésticos (OR = 0,20; IC95% = 0,05 — 0,76) e (p 0,010) também se
comportou como um fator de protec¢do a presenca de IgG, na anélise univariada. Sendo que, 12
individuos soropositivos se enquadram no grupo que tem contato com esses animais (n=48) e
oito soropositivos fazem parte do grupo que ndo tem contato com animais domésticos (n=13).
Os principais animais citados foram caes (n=41, 85,4%) e gatos (n=18, 37,5%). No entanto,
esses dados divergem de outro dado obtido pelo nosso grupo, no qual, a presenga de caes
domésticos foi associada com maior circulagdo de VACV (Borges, I.A. dados ndo publicados).
Em relagdo aos gatos, esse dado pode indicar indiretamente a menor circulagdo de roedores,
que sdo relacionados a circulagdo do VACV no Brasil (4brahdo et al., 2009, Miranda, J.B.

dados nao publicados; Borges, I.A. dados ndo publicados).

Por fim, o consumo de leite (OR = 0,20; 1C95% = 0,034 — 1,23), (p 0,047) foi um fator de
protecao estatisticamente significativo, considerando o valor de p. Sendo observado que, dentre
os 55 participantes que consomem leite, apenas 16 apresentam anticorpos neutralizantes. No
entanto, vale ressaltar que, dentre aqueles que consomem leite, 29 pessoas (52,7%) consomem
exclusivamente leite industrializado, pratica que, de fato, poderia atuar como fator de protecgao.
E, dentre os 6 participantes que ndo consomem leite, 4 possuem anticorpos. Sendo que, 100%
desses individuos que nao consomem leite, fazem o consumo de derivados, incluindo o queijo

artesanal. Sabe-se que o VACYV ja foi detectado em amostras de leite durante surtos de VB
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(Abrahdo et al., 2009), além disso, recentemente foi demonstrado que, o bovino infectado
elimina virus no leite do 1° ao 81° d.p.i.. (de Oliveira et al., 2015) e, ademais, o VACV nao ¢
inativado durante a produgdo de queijos artesanais (de Oliveira et al., 2010). Portanto, deve ser
considerada a hipétese do consumo de derivados, ser o real fator de exposi¢do, considerando
esses individuos. No entanto, mais uma vez, o intervalo de confianga do fator de exposi¢ao
“consumo de leite”, envolve o valor 1 e portanto, ndo consiste em uma associa¢do verdadeira

nesse estudo.

A pesquisa de anticorpos neutralizantes resultou em 34 individuos soropositivos (55,7%), com
titulos de anticorpos neutralizantes correspondentes a 100 unidades neutralizantes / ml (Tabela
9 e grafico 1). A prevaléncia entre os classificados como individuos vacinados, considerando a
idade >38 anos, foi 65,6%, enquanto que em individuos com idade <38 anos, foi de 44,8%.
Considerando a presenga da marca vacinal (take) para identificagdo do grupo vacinado, as taxas

de prevaléncia entre os vacinados foram de 46,1% e entre os ndo vacinados de 58,3%.
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Grdfico 1: Amostras positivas para a presenca de anticorpos neutralizantes anti-OPV na populacio urbana
do Serro-MG: O grafico mostra as 34 amostras positivas na PRNT e seus respectivos percentuais de reducdo no

nimero de placas de lise.
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Tabela 9 — Varidveis demograficas e fatores de exposicio associadas a presenca de anticorpos

neutralizantes
VARIAVEIS N (%) PRNT POSITIVO (%) VALOR DE P ODDS RATIO
(CI 95%)
Género
Feminino 45 (73.8) 25(55,6)
Masculino 16 (26,2) 9 (56,2) 0,483
Idade (anos)
<38 anos 32(52,5) 21 (65,6) 0,056
>38 anos 29 (47.5) 13 (44.,8)
Marca vacinal
Sim 13 (21,3) 6 (46,1)
Nao 48 (78,7) 28 (58,3) 0,227
Contato com animais domésticos
Sim 48 (78.7) 27 (56,2) 0,439
Néo 13 (21,3) 7(53.8)
Animais com lesio
Sim 7(11,5) 3(42,9) 0,249
Nao 54 (88,5) 31(57.4)
Contato com animais silvestres
Sim 17 (27.,9) 10 (58,8)
Nao 44 (72,1) 24 (54,5) 0,387
Presenca de roedores
Sim 42 (68.9) 25(58,1)
Nao 19 (3L,1) 9 (50,0) 0,286
Consumo de leite
Sim 55(90,2) 32(58,2)
Nao 6(9,8) 2(33,3) 0,143
Consumo de leite cru
Sim 12 (19,7) 7(58.,3) 0,426
Nao 49 (80,3) 27 (55,1)
Manipulagio de leite cru
Sim 17 (27.,9) 12 (70,6) 0,080
Nao 44 (72,1) 22 (50,0)
Consumo de queijo artesanal
Sim 36 (59,0) 21(58,3) 0,317
Nao 25 (41,0) 13 (52,0)
Realizacio de ordenha
Sim 10 (16,4) 5(50,0) 0,351
Nao 51(83,6) 29 (56,8)
Total 61 (100.0) 34 (55,7)

A anélise estatistica ndo revelou nenhum fator de exposic¢ao associado a presenca de anticorpos

neutralizantes. Um estudo de soroprevaléncia realizado na regido rural do municipio do Serro
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avaliou 240 individuos, revelando uma prevaléncia de 30,8%. Dentre as caracteristicas
demograficas associadas significativamente, foi identificada, a idade > 35 anos, o analfabetismo
e a ocupacgao de trabalhadores rurais. Em relagdo aos fatores de risco associados a presenca de
anticorpos neutralizantes, aponta-se o contato com bovinos ou equideos, ordenha, participagao
na produgdo de queijo, presenca da marca vacinal (take) e historico de surto na propriedade

(Costa et al., 2016).

A prevaléncia de anticorpos neutralizantes encontrada na populagao urbana ¢ maior do que a
da populagado rural. Esse ¢ um resultado inesperado, uma vez que a doenca causada pelo VACV
¢ uma doenga rural e frequentemente sdo documentados surtos em propriedades rurais,
principalmente na 4rea do Serro. No entanto, o tamanho amostral utilizado no estudo foi menor
do que o utilizado por Costa e colaboradores (2016), com o aumento da amostra, o numero de

individuos positivos seria redistribuido, o que poderia alterar a soroprevaléncia encontrada.

Vale a pena destacar que, individuos jovens, portanto ndo vacinados, apresentaram anticorpos
neutralizantes (n=21, 65,6%), assim como, individuos que nao possuem a marca vacinal (n=28,
58,3%). Esses dados indicam que tais individuos foram expostos ao VACV de alguma forma,
que ndo a vacinagdo. Além disso, grande parte dos individuos soropositivos nao realiza ordenha
(n=29, 56,8%), que caracteriza a forma cléssica de transmissao do VACV no Brasil e ¢ um fator

de exposicao apontado como fator de risco para a soroprevaléncia na area rural do municipio.

Logo, esses dados sdo indicativos de que, esses individuos estdo sendo expostos ao VACV de
alguma forma alternativa, apontando a existéncia de rotas alternativas de transmissdo do
VACV, fazendo-se necessaria a investigacdo dessas possiveis rotas, que nao puderam ser

esclarecidas nesse estudo.



75

CAPITULO 11

Avaliaciao do conhecimento de profissionais de saude
e status imune em regiao endémica para VACV
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Caracterizacido Populacional

Um total de 51 individuos (49,5% dos profissionais de saude do Serro) participou do estudo.
Esses individuos foram amostrados em cinco postos de saude, no hospital municipal, na

policlinica e na vigilancia epidemiologica (Figura 14).
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Figura 14: Distribuicio dos profissionais de satide amostrados e seus respectivos locais de trabalho. Fonte:

de OLIVEIRA, J.S. dados ndo publicados.
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Houve a predominancia do sexo feminino, que representa 92,1% dos participantes (Tabela 10).
Um estudo que traga o perfil da enfermagem no Brasil avaliou cerca de 1,6 milhdo de
trabalhadores entre enfermeiros, técnicos e auxiliares de enfermagem, revelando que a equipe
de enfermagem ¢ composta por 84,6% de mulheres (Fundagdo Osvaldo Cruz — Fiocruz &
Conselho Federal de Enfermagem — COFEN). Em alguns paises, a propor¢ao de mulheres
ocupando cargos relacionados a enfermagem ¢ superior a 90% (Organizacdo Mundial de Satde

— OMS).

Em relagdo a etnia, 64,7% se autodeclararam pardos, enquanto que 21,6% dos individuos sao
pretos e 13,7% sdo brancos. Dezessete participantes (33,3%) possuem renda familiar mensal de
até um saldrio minimo e apenas cinco (9,8%) possuem renda maior que quatro saldrios. No
Brasil, 27 mil profissionais da equipe de enfermagem (1,8%) recebem menos de um salario

minimo mensalmente (FIOCRUZ & COFEN)).

Quando avaliado o nivel de escolaridade dos participantes, trinta e dois individuos (62,8%)
possuem a educagdo basica, quinze (29,4%) tém educagdo superior e quatro (7,8%) possuem
pos-graduacao. A grande maioria dos integrantes da pesquisa (n=42, 82,4%) reside na area
urbana do Serro, cinco (9,8%) residem na area rural e alguns individuos (n=4, 7,8%) relataram

que residem nas duas areas.

A idade média foi 36 anos (variando entre 19 a 60 anos), sendo que 37,3% dos individuos
possuem >38 anos, portanto caracterizam-se como vacinados segundo o cut-off idade. Nove
participantes (17,6%) apresentam a marca vacinal caracteristica da vacinagao antivaridlica no

brago esquerdo.



Tabela 10 - Caracterizacdo demografica dos profissionais de satide amostrados no Serro

CARACTERISTICA FREQUENCIA (%)
Género
Feminino 48 94,1
Masculino 3 5,9
Idade (anos)
< 38 anos 32 62,7
>38 anos 19 37,3
Cor/etnia
Branco 7 13,7
Preto 11 21,6
Pardo 33 64,7
Zona
Urbana 42 82,4
Rural 5 9,8
Urbana/Rural 4 7.8
Renda Familiar Mensal
Até 1 salario 17 33,3
Até 2 salarios 16 314
Entre 2-3 salarios 9 17,6
Entre 3-4 salarios 4 7.8
Acima de 4 salarios 5 9,8
Nivel de Escolaridade
Educagao basica 32 62,8
Educacao superior 15 29,4
Pos graduagdo 4 7,8
Atuacio Profissional
Enfermeiro 8 15,7
Técnico de enfermagem 17 33,3
Auxiliar de enfermagem 2 3,9
Agente Comunitario de Saude 18 35,3
Dentista 1 1,9
Atendente de farmacia 1 1,9
Secretario de laboratério 1 1,9
Aucxiliar de servigos gerais 3 5.9
Tempo de trabalho
<10 anos 37 72,5
> 10 anos 14 27,5
TOTAL 51 100,0
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Profissionais de enfermagem representam 53% dos individuos. Esse grupo inclui enfermeiros
(n=8, 15,7%), técnicos de enfermagem (n=17, 33,3%) e auxiliar de enfermagem (n=2, 3,9%).
Dezoito participantes sdo agentes comunitarios de saide (ACS) representando 35,4%. Outros
profissionais da satde (11,6%) compreendem dentistas (n=1) e prestadores de servico que
atuam em unidades de satide como atendente de farmécia (n=1), secretario de laboratério (n=1)
e auxiliar de servigos gerais (n=3). Trinta e sete participantes (72,5%) atuam na area da satde

por tempo < 10 anos e catorze (27,5%) por > 10 anos.

7.2. Conhecimento sobre Vaccinia Bovina

Vinte e nove (56,9%) participantes ja ouviram sobre VB (Tabela 11). Quanto a ocupagao, esses
individuos enquadram-se como enfermeiros (n=6, 20,7%), técnicos de enfermagem (n=10,
34,6%), agentes comunitarios de saude (n=11, 37,9%), dentista (n=1, 3,4%) e auxiliar de
servicos gerais (n=1, 3,4%). Observa-se que, os técnicos de enfermagem e ACS que mantém
um contato mais direto com o paciente, muitas vezes fora do ambiente hospitalar, correspondem

a grande maioria que apresenta um conhecimento prévio sobre a doenca.

Quando questionados sobre a fonte de informacao sobre a doenga, quatro individuos (7,8%)
conheceram a partir da existéncia de surtos, sete (13,7%) por meio de fazendeiros da regido,
seis (11,8%) devido ao contato com outros profissionais, dez (19,6%) através de meios de

comunicagao e dois (3,9%) ignoraram a resposta.
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Tabela 11 — Conhecimento sobre a Vaccinia Bovina

FONTE DE CONHECIMENTO SOBRE VB N (%)
Surto 4 7,8
Fazendeiros 7 13,7
Outros profissionais 6 11,8
Meios de comunicacao 10 19,6
Nao conhece 22 43,1
Ignorado 2 3.9
Total 51 100,0

Sobre a ocorréncia de surtos da VB no municipio em que trabalham, onze individuos (21,6%)
revelaram a existéncia dos mesmos, enquanto que trinta e trés (64,1%) afirmaram nunca haver
ocorrido e sete (13,7%) ndo souberam responder. Esses dados refletem a falta de comunicagdo
sobre VB entre os profissionais de satide que trabalham no Serro. Surtos de VB vém sendo
descritos no Serro desde 2005 (Trindade et al., 2009, Assis et al., 2012, Costa et al., 2015;
2016) e o municipio € caracterizado como uma regido endémica, no entanto os dados obtidos
nesse estudo revelam que um alto nimero de profissionais da satide que trabalham no municipio

ainda desconhecem a doenca.

Quarenta e seis (90,2%) individuos ndo conhecem o agente etioloégico da VB (Tabela 12). Trinta
e seis (70,6%) pessoas disseram que a VB ndo acomete apenas humanos. No entanto, esta
resposta pode ter sido induzida, uma vez que o nome da doenga € sugestivo e indica que bovinos
estejam envolvidos. Em relacdo a outros possiveis hospedeiros (Tabela 13), trinta e quatro
(94,4%) apontaram bovinos, sete (19,4%) citaram equideos, dez (27,8%) mencionaram
roedores, dois (5,6%) citaram gatos € um (2,8%) apontou caes. Mais uma vez, a mengao a

bovinos pode ter provocada pelo nome da doenga que indica o envolvimento de bovinos.
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Tabela 12 — Conhecimento geral dos profissionais de saude sobre Vaccinia Bovina (VB)

causada por Vaccinia virus (VACYV)

CONHECIMENTO SOBRE RESPOSTA POSITIVA RESPOSTA NEGATIVA
VACCINIA BOVINA N (%) N (%)

Ja ouviu sobre VB 29 (56,9) 22 (43,1)
VB ¢ causada por VACV 5(9,8) 46 (90,2)
VACV infecta outros hospedeiros® 36 (70,6) 15(29,4)
Sinais clinicos e sintomas de VB 29 (56,9) 22 (43,1)
Formas de transmissdao de VB 34 (66,7) 17 (33,3)
Diagnostico laboratorial de VB 8 (15,7) 43 (84,3)
Medidas de prevencao de VB 27 (52,9) 24 (47,1)
Tratamento aplicado para VB 16 31,4) 35 (68,6)
Recebeu treinamento sobre VB 0 (0,0) 51 (100,0)
Foi ensinado durante formacao 9(17,6) 42 (82,4)

Tabela 13 — Outros hospedeiros de VACV

SIM NAO
VARIAVEL N %) N A
Hospedeiros de VACV
Bovino 34/36 (94,4) 2/36 (5,6)
Equideo 7/36 (19,4) 29/36 (80,5)
Roedor 10/36 (27.8) 26/36 (72,2)
Felino 2/36 (5,6) 34/36 (94.,4)

Canideo 1/36 (2,8) 35/36 (97,2)
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De fato, ¢ clara a associagdo entre VACYV e bovinos. Desde 1999 o virus passou a ser detectado
causando doenca, afetando principalmente bovinos e humanos. Inicialmente os surtos eram
concentrados na regido sudeste, havendo uma posterior ampliagdo da detec¢do para outros
estados brasileiros e até mesmo outros paises da América do Sul (7rindade et al., 2003;
Nagasse-Sugahara et al., 2004; Brum et al., 2010; Schatzmayr et al., 2011; Megid et al., 2012;
Assis et al., 2013, Oliveira et al., 2013, Assis et al., 2015; Nakazawa et al., 2016, Franco-Luiz,

etal., 2014,2016;).

Além disso, o virus j4 foi detectado em equideos e roedores durante surtos de VB na 4rea rural
do Brasil (Abrahdo et al., 2009; Brum et al., 2010; Campos et al., 2011; Abrahdo et al., 2016).
Foi proposto um modelo hipotético que indica que o roedor poderia atuar como carreador do

virus entre o ambiente silvestre e peridomiciliar rural (4brahdo et al., 2009).

Alguns individuos apontaram ligagdo entre VACV, cdes e gatos. Realmente, anticorpos
neutralizantes ja haviam sido detectados em caes, em propriedades com e sem historico de
surtos (Peres et al., 2013). Recentemente, VACV foi detectado por meio de técnicas
moleculares em caes durante um surto de VB, evidenciando a circulagdo de VACV nesses
animais (Peres et al., 2016). Além disso, sabe-se que CPXV, um OPV de grande importancia
na medicina, circula em felinos e esses animais podem atuar como hospedeiros intermediarios,
facilitando a transmissao do virus entre roedores, humanos e outros animais (Coras et al., 2005,
Schaudien et al., 2007; Mostl et al., 2013). Recentemente, nosso grupo detectou a circulagao
de VACV, através de detec¢ao soroldgica e molecular, em gatos domésticos no ambiente
urbano (Costa, GB aceito para publicagdo no Emerging Infectious Diseases 2017). No entanto,
diante dos dados obtidos nesse trabalho, deve-se considerar a hipotese desses individuos terem
mencionado esses animais devido a associagao entre eles e outras doencas exantematicas, como

leishmaniose e micoses.
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Em relacdo ao conhecimento sobre os sinais clinicos e sintomas da VB (Tabela 14), vinte e
nove (56,9%) conhecem sintomas inespecificos, sendo citados durante a pesquisa: febre (n=16,
55,2%), dor de cabeca (n=8, 27,6%), mialgia (n=8, 27,6%), nausea (n=2, 6,9%), ictericia (n=1,
3,4%), vomito (n=5, 17,2%), calafrios (n=1, 3,4%), lesdes disseminadas (n=21, 72,4%) e
linfadenopatia (n=1, 3,4%). O quadro clinico da VB ¢ semelhante a outras infecgdes
epiteliotropicas, dentre elas leishmaniose, micoses e infec¢do por Staphylococcus sp., fator que
dificulta o diagnostico clinico. Além disso, ¢ relatado frequentemente o acompanhamento de
infecgdes bacterianas secundarias, causadas por contaminantes de lesdes cutineas, o que pode
mascarar o diagnostico de VB (da Silva et al., 2008, Silva-Fernandes et al., 2009; Trindade et

al., 2009; Sant’ana et al., 2013).

Tabela 14 — Sinais clinicos e sintomas da infeccio por VACV

SIM NAO
VARIAVEL N %) N %)
Sinais clinicos e sintomas da VB
Febre 16/29 (55,2) 13/29 (44,8)
Cefaléia 8/29 (27,6) 21/29 (72,4)
Mialgia 8/29 (27,6) 21/29 (72,4)
Calafrio 1/29 3.4 28/29 (96,6)
Vomito 5/29 (17,2) 24/29 (82,8)
Linfadenopatia 1/29 3,4) 28/29 (96,6)
Nauseas 2/29 (6,9) 27/29 (93,1)
Ictericia 1/29 (3,4) 28/29 (96,6)
Lesdes disseminadas 21/29 (72,4) 8/29 (27,6)

Dezessete participantes (33,3%) disseram ndo conhecer a forma de transmissao da VB (Tabela

15). Dentre os fatores que contribuiriam para a transmissao do virus, foram citados: contato
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com bovinos (n=32, 94,1%), contato com equideos (n= 3, 8,8%), contato com outros animais
infectados (n=2, 5,9%), através de animais silvestres (n= 3, 8,8%), contato com humanos
infectados (n= 8, 23,5%), consumo de leite cru (n= 3, 8,8%) e consumo de queijo cru (artesanal)

(n=2, 5,9%).

Tabela 15 — Formas de transmissio da Vaccinia Bovina

SIM NAO
VARIAVEL N %) N %)
Transmissido da VB
Contato com bovinos 32/34 (94,1) 2/34 (5,9
Contato com equideos 3/34 (8,8) 31/34 (91,2)
Contato com outros animais 2/34 (5,9) 32/34 (94,1)
Contato com animais silvestres 3/34 (8,8) 31/34 (91,2)
Contato com individuo infectado 8/34 (23,5) 26/34 (76,5)
Consumo de leite cru 3/34 (8,8) 31/34 (91,2)
Consumo de queijo cru (artesanal) 2/34 (5,9 32/34 (94,1)

Realmente, a via classica de transmissdo da VB ¢é através do contato direto entre o humano com
o bovino infectado, sem uso de protecdo. Esse contato ¢ responsavel pela transmissao do virus
para o homem e pode favorecer a disseminagdo do virus entre o rebanho (7rindade et al., 2003,
Leite et al., 2005; Lobato et al., 2005, Simonetti et al., 2007, Trindade et al., 2007; Megid et
al., 2008; Trindade et al., 2009, Schatzmayr et al., 2009; Abrahdo et al., 2010, Fonseca et al.,
2011; Kroon et al., 2011). Uma vez que VACV ja foi detectado em outros animais, como
equideos, animal doméstico e silvestre assume-se que o contato com esses animais, se
infectados, pode permitir a transmissao do patdégeno (Abrahao et al., 2009; Brum et al., 2010,
Campos et al., 2011, Peres et al., 2013; Abrahdo et al., 2016, Peres et al., 2016, Costa, GB,

dados ndo publicados).
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Além disso, pode ocorrer transmissdo entre humanos, quer por contato direto ou por fomites.
Nos Estados Unidos, onde ¢ realizada a vacinagdo de militares, frequentemente sdo descritos
casos de auto inoculagdo ou transmissdo por contato intimo (Neffet al., 2002, Egan et al., 2004,
Vora et al., 2008, Lederman et al., 2009; CDC, 2007a; 2007b, 2008; 2009, 2010; 2013). No
Brasil, ja foi descrita a transmissao intrafamiliar durante surto de VB e o virus ja foi detectado
em utensilios domésticos em uma propriedade afetada (A4ssis et al., 2013; Pereira-Oliveira et

al,, 2014).

Alguns individuos citaram a transmissdao do VACV através do consumo de leite cru e queijo
artesanal, porém, essa via de transmiss@o ainda ndo ¢ bem estabelecida. O virus j4 foi detectado
a partir de amostras de leite durante um surto de VB (4brahdo et al., 2009) e de queijo artesanal
em propriedades afetadas e ndo afetadas por surtos de VB (Rehfeld, 1.S. dados ndo publicados).
Foi realizado um estudo que avaliou a transmissdo de VACV através da ingestdo de leite
contaminado, em modelo murino. Sendo observado que, através dessa via o virus é transmitido
eficientemente, no entanto ndo hé desenvolvimento de sinais clinicos, mas o genoma viral pode
ser detectado na mucosa oral e nas fezes dos animais (Rehfeld,. et al., 2015). Nesse sentido,
essa via de transmiss@o precisa ser mais bem investigada, para esclarecer se, de fato, humanos

estdo sendo expostos ao virus ao consumir esses alimentos e qual o desfecho clinico associado.

Sobre o diagnostico realizado, quarenta e trés pessoas (84,3%) ndo sabem qual o diagndstico
laboratorial e oito (15,7%) citaram o diagnostico sorologico. Quarenta e oito pessoas (94,1%)
ndo sabem se a unidade de satide onde trabalham tem acesso ao diagndstico de VB. Alguns
individuos (5,9%) indicaram que as amostras de pacientes suspeitos de VB sao encaminhadas
para o laboratorio de referéncia estadual (Fundagao Ezequiel Dias - Funed). De fato, amostras
suspeitas de VB em Minas Gerais sao encaminhadas a FUNED e a Fundacao Osvaldo Cruz
(Fiocruz) e o diagndstico ¢ realizado em parceria com o Laboratorio de Virus da Universidade

Federal de Minas Gerais, sendo submetidas a abordagem molecular, sorolégica e técnicas de
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virologia basica como isolamento viral (Lobato et al., 2005; Drumond et al., 2008, Trindade et
al., 2008; Abrahdo et al., 2010).

Em relacdo aos espécimes clinicos coletados para o diagnoéstico da VB (Tabela 16), trinta e
oito (74,5%) participantes afirmaram conhecer, sendo citados: sangue (n= 38, 100,0%), swab
de lesdo (n=7, 18,4%), crosta (n=2, 5,3%) e swab de orofaringe (n=3, 7,9%). Como relatado
pela maioria dor participantes da pesquisa, o sangue ¢ um dos espécimes clinicos coletados para
diagnéstico, sendo possivel através dele a realizagdo de técnicas soroldgicas e moleculares.
Além disso, durante a manifestacdo das lesdes, podem ser coletados swab de lesdo e crosta,
material rico em particulas virais e ideais para abordagem molecular e tentativa de isolamento
viral (Nitsche et al., 2007). Swabs da orofaringe sdo frequentemente coletados em estudos que
avaliam a eliminagdo viral via oral em militares vacinados nos EUA, mas, apesar de ter sido
citado por alguns profissionais de satde, esse ndo ¢ um espécime clinico coletado para
diagnostico no Brasil (Donaldson et al., 2004, Klote et al., 2005; Cohen et al., 2007, Talbot et

al., 2007).

Tabela 16 — Espécimes clinicos coletados para diagnostico da Vaccinia Bovina

SIM NAO
VARIAVEL N ) N A
Espécime clinico
Sangue 38/38 (100,0) 0/38 (0,0)
Crosta 2/38 (5,3) 36/38 (94,7)
Swab de lesao 7/38 (18,4) 31/38 (81,6)
Swab de orofaringe 3/38 (7,9) 35/38 (92,1)

Trinta e cinco (68,6%) individuos desconhecem o tratamento aplicado a BV, seis (11,8%)

disseram que ¢ indicado o tratamento paliativo, oito (15,7%) apontaram o tratamento para
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infecgdes secundarias e dois (3,9%) disseram que deve haver a combina¢do dessas duas formas
de tratamento. De fato, o tratamento paliativo ¢ o recomendado para a VB, além disso, a
antibioticoterapia em casos de infec¢do bacteriana secundaria (da Silva et al., 2008). Para
tratamento de pacientes que desenvolvem a forma mais grave da doenga, ¢ indicado o uso de
imunoglobulinas, além disso, diversos agentes terapéuticos capazes de controlar a infec¢do por
OPVs vém sendo estudados nos Estados Unidos, dentre eles o Cidofovir e ST-246, no entanto,
esses farmacos sao indisponiveis no Brasil (da Silva et al, 2008; Lenderman et al., 2009, Kroon
etal., 2011). Tem sido relatado que, em locais de surtos, o tratamento comumente recomendado
inclui a utilizagdo de corticosteroides, o que ¢ geralmente associado com o agravamento da
condi¢do dos pacientes, devido a sua agdo imunossupressora (da Silva et al., 2008; Trindade et

al., 2009; Kroon et al., 2011).

Os fatores relacionados a prevengdo da doenca também foram avaliados no estudo (7abela 17).
Vinte e sete (52,9%) pessoas conhecem medidas de prevencdo, dentre elas: isolamento do
trabalhador doente (n=6, 22,2%), uso de equipamento de protecdo (n=20, 74,0%), uso de
desinfetante (n=6, 22,2%) e limpeza periddica do ambiente (n=14, 51,9%). No entanto, vinte
e quatro (47,1%) ndo sabem sobre a prevenc¢ao, o que pode facilitar a disseminagdo do virus no
ambiente hospitalar. Sendo assim, deve-se atentar para a possibilidade de infec¢do nosocomial,
uma vez que os profissionais de saide desconhecem as formas de transmissdo e prevengao da

doenga e, portanto, poderiam atuar como carreadores do virus no ambiente de trabalho.
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Tabela 17 — Medidas de prevenciao da Vaccinia Bovina

SIM NAO
VARIAVEL N ) N %)
Formas de prevencao
Isolamento do individuo doente 6/27 (22,2) 21/27 (77,8)
Uso de equipamentos de protecao 20/27 (74,0) 7/27 (26,0)
Uso de desinfetantes 6/27 (22,2) 21/27 (77,8)
Limpeza perioddica do ambiente 14/27 (51,9) 13/27 (48,1)

Nesse sentido, foram relatados, em todo o mundo, pelo menos doze casos de infeccao
nosocomial envolvendo VACYV entre 1907 e 1975, sendo dois destes casos no Brasil (Sepkowitz
et al, 2002). Além disso, o trafego de pacientes infectados com Buffalopox resultou em
infeccdo nosocomial envolvendo 19 pacientes, havendo disseminagdo viral em cinco unidades

de saude no Paquistdo durante os anos de 2004-2005 (Zafar et al., 2007).

Ainda nesse contexto, destacam-se os individuos imunocomprometidos, mais propensos a
complicagdes associadas a infecgdes e, portanto grupo de maior risco associado a infecgao

nosocomial (Zafar et al., 2007, Vora et al., 2008, Trindade et al., 2009).

Todos os individuos entrevistados afirmaram ndo terem recebido treinamento sobre a VB no
trabalho e quarenta e dois (82,3%) disseram que ndo foram ensinados sobre a VB durante sua
formacao. De fato, a VB ¢ uma doenca negligenciada, caracteristica que despertou o interesse
dessa pesquisa. A falta de conhecimento e preparo de profissionais de saide para reconhecer e
tratar adequadamente a doenca ja foi observado em outros estudos de VACV no Brasil (Fonseca
etal., 2011; Kroon et al., 2011). Por se tratar de uma zoonose, existem reservatorios silvestres
e animais amplificadores da virose, o que a torna dificil de combater, no entanto, acredita-se

que o devido treinamento e conscientizagdo da populacdo e, principalmente dos profissionais
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de saude podem contribuir para o estabelecimento de medidas de prevencao e controle voltadas

a doencga.

7.3. Elaboracio de material educativo

Os resultados mostram que a grande maioria dos profissionais de saude, que atuam em uma
area endémica, ndo estd preparada para lidar com a Vaccinia Bovina. Portanto, foi produzido
um material educativo com o objetivo de fornecer o conhecimento sobre a doenga. O material
foi escrito na forma de folder, em Portugués, Inglés e Espanhol (Figura 15), uma vez que
circulagdo do VACV tem se expandido para outros paises da América do Sul. Acredita-se que
educar a populagdo afetada, os veterinarios e equipe de assisténcia de satde publica sobre os
diferentes aspectos da VB pode reduzir o impacto dessa zoonose sobre a saude publica e
veterinaria. Medidas educativas destinadas a profissionais de satide sdo eficazes na vigilancia
de doencas emergentes. Na Africa, a intervengdo comunitiria estimulou a prevengdo de
Monkeypox virus e tem sido essencial para garantir o diagnostico de casos suspeitos (Roess et

al, 2011.; Reynolds et al, 2013; Bass et al., 2013).
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Lesiones caracteristicas dc la Vaccinia Bovina

¢OTRAS ENFERMEDADES SE
PARECEN CON LA VACCINIA
BOVINA?
Si. Vaccinia Bovi 4 fundirse

P
LA N N e s £
con

bacterianas y otras enfermedades que
producen pustulas y que afectan al
hombre y al ganado.

PARA SABER QUE SE TRATA
DE VACCINIA BOVINA, DEBE
REALIZARSE EL DIAGNOSTICO

LABORATORIAL

oéuos SE PUEDE HACER EL
DIAGNOSTICO?

El centro de salud local debe ser
Itado con respecto al envio de

ampollas o heridas dolorosas en
cualquier parte del cuerpo.

muestras a los laboratorios de
referencia.

VACCINIA BOVINA

:QUE MUESTRAS PUEDEN SER
TOMADAS PARA
DIAGNOSTICO?

Pueden obtenerse
muestras de sangre y el
liquido vesicular y la
corteza de las lesiones.

:COMO DEBO TRATAR AL
PACIENTE?

’ El paciente debe recibir
tratamiento para la fiebre
‘ y el dolor. En el caso de
infeccién bacteriana
secundaria, se debe
administrar antibiéticos.

¢QUE NO HACER?

El uso de corticosteroides
y remover la costra de las
heridas pueden empeorar
la condicién del paciente.

:COMO SE PUEDE PREVENIR?

[~ ' 22

pre use pr
(guantes) al entrar en
contacto con animales y
personas enfermas.
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Figura 15: Material educativo sobre VB para profissionais de satide (A) Parte externa do folder em Portugués
(B) Parte interna do folder contendo as informagdes educativas em Portugués (C) Parte externa do folder em Inglés
(D) Parte interna do folder em Inglés (E) Parte externa do folder em Espanhol (F) Parte interna do folder em

Espanhol

7.4. Avaliacgao sorologica

Entre os 51 participantes, 22 apresentaram anticorpos IgG, que representa uma prevaléncia
global de 43,1% (Tabela 18). A prevaléncia de anticorpos IgG entre os individuos classificadas
como vacinados, de acordo com cuf off idade foi de 52,6%, enquanto que em ndo vacinados
foi de 37,5%. A prevaléncia de IgG em individuos com a marca vacinas foi de 77,8% e entre

os nao vacinados foi de 35,7%.

Estes resultados indicam que os individuos ndo vacinados estdo sendo expostos a VACV,
corroborando outros estudos que indicam a existéncia de vias alternativas de transmissao de
VACV (Mota et al., 2010, Costa et al., 2015;2016). No entanto, essas supostas vias alternativas
de transmissdo do VACV no Brasil precisam ser identificadas e caracterizadas. Além disso, a
negligéncia sobre VB pode aumentar as chances de exposi¢ao através de pacientes infectados

e facilitar a disseminacao do virus no ambiente hospitalar.



Tabela 18 — Variaveis demograficas associadas a presenca de IgG
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ELISA IgG ODDS RATIO
, VALOR DE
VARIAVEIS N (%) POSITIVO b (CI 95%)
(%)
Género
.. NS
Feminino 47 (92.1) 19 (40.4)
Masculino 4(7.9) 3 (75.0)
Idade (anos)
< 38 anos 32 (62.7) 12 (37.5) NS
>38 anos 19 (37.3) 10 (52.6)
Marca vacinal
Sim 9(17.6) 7(77.8) 6,3
Nio 42 (82.4)  15(35.7) 0,02 (1,15 -34,2)
Cor/etnia 7(13.7)  2(28.6)
Branco
Preto 11 (21.6) 6 (54.5) NS
Pardo 33 (64.7) 14 (42.2)
Zona
Rural 5(9.8) 0 (0.0) NS
Urbana 42 (82.2) 18 (42.9)
Urbana/Rural 4(7.8) 4 (100.0)
Tempo de trabalho
<10 anos 37 (72.5) 15 (40.5) NS
> 10 anos 14 (27.5) 7(50.0)

Total 51 (100.0) 22 (43.1)
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No que diz respeito a presenca de anticorpos neutralizantes, 12 individuos foram positivos
(23,5%), com titulos de anticorpos neutralizantes que variam entre 100 e 6.400 unidades
neutralizantes / ml (Tabela 19 e grdfico 2). A prevaléncia entre os classificados como
individuos vacinados, considerando a idade >38 anos, foi 63,2%, enquanto que nenhum dos
ndo vacinados, <38 anos, tinha anticorpos neutralizantes detectaveis contra OPV. Considerando
a presenca da marca vacinal (take) para identifica¢dao do grupo vacinado, as taxas de prevaléncia

entre os vacinados foram de 66,7% e entre os ndo vacinados de 14,3%.
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Grdfico 2: Titulo de anticorpos neutralizantes anti-OPYV nos profissionais de satide do Serro-MG: O grafico
mostra o percentual de reducdo e os niveis de anticorpos neutralizantes: 12 individuos foram positivos
(representadas por cores diferentes) com titulos de anticorpos que variam de 100 a 6.400 unidades neutralizantes

/ml. A linha preta indica o ponto de corte de 50% de redug@o de unidades de placa.
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Tabela 19 — Variaveis demograficas associadas a presenca de anticorpos neutralizantes

PRNT ODDS RATIO
, VALOR DE
VARIAVEIS N (%) POSITIVO b (C195%)
(%)
Género
.. NS
Feminino 47 (92.1) 10 (21.3)
Masculino 4(7.9) 2 (50.0)
Idade (anos)
<0.001
<38 anos 32 (62.7) 0(0.0) <0,001 (<0.001—0.3)
>38 anos 19 (37.3) 12 (63.2)
Marca vacinal
Sim 9(17.6) 6 (66.7) 0,0007 12
Nao 42 (82.4) 6 (14.3) (2,34 -61,4)
Cor/etnia 7(13.7) 3 (42.8)
Branco
Preto 11 (21.6) 4(36.4) NS
Pardo 33 (64.7) 5(15.1)
Zona
Rural 5(9.8) 0 (0.0) NS
Urbana 42 (82.2) 11 (26.2)
Urbana/Rural 4 (7.8) 1(25.0)
Tempo de trabalho
<10 anos 37 (72.5) 5(13.5) NS
> 10 anos 14 (27.5) 7 (50.0)
Total 51 (100.0) 12 (23.5)
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As caracteristicas demograficas significativamente associadas a presenca de anticorpos
neutralizantes foram: a idade < 38 anos (OR = <0,001; IC95% = <0,001- 0,3), (p <0,05),
apontada como fator de prote¢do, uma vez que nenhum individuo dessa faixa etaria apresentou
anticorpos detectdveis, que consiste no desfecho analisado no estudo. E a presenga da marca
vacinal (OR = 12; 1C95% = 2,34-61,4), (p <0,05) considerada um fator de risco, ou seja, 0s
individuos que tém a marca vacinal possuem a maior chance de serem positivos para a presenca
de anticorpos, quando comparado aqueles que ndo a possui. Enquanto que, em relagdo a IgG,
apenas a marca vacinal foi associada positivamente (OR = 6,3; IC95% = 1,15-34,2), (p <0,05).
Este resultado corrobora com a literatura, uma vez que a presenca da marca vacinal ¢ fortemente
correlacionada com resposta imune detectavel (Kennedy et al., 2009). Esses dados mostram que
os individuos vacinados tém resposta imune protetora contra a OPV, enquanto os profissionais
mais jovens, que ndo foram vacinados nao t€ém essa imunidade e, portanto, pode ser exposto ao
virus no ambiente de trabalho. Nos Estados Unidos e em algumas partes da Europa, os
profissionais de saude e trabalhadores de laboratorio ainda sdo submetidos a vacinagao (Isaacs
et al., 2012). A diferenga nos resultados entre soroprevaléncia detectada no ELISA IgG e na
PRNT pode ser explicada pela diferenga na sensibilidade de cada ensaio, e do tipo de anticorpo

detectado.
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8. CONCLUSOES

1.

A partir de técnicas sorologicas, foi detectada a circulacdo de VACV em uma populacao
urbana de uma area endémica no estado de Minas Gerais. Foram detectados anticorpos
em individuos ndo vacinados, revelando uma prevaléncia global de 32,8% em relacdo a
anticorpos IgG e de 55,7% para a presenca de anticorpos neutralizantes.

O fator de exposicdo associado positivamente a presenga de anticorpos IgG na
populagdo urbana estudada foi a presenca da take caracteristica da vacinagao
antivaridlica. No entanto, foi detectado anticorpos em individuos ndo vacinados,
apontando a existéncia de algum outro fator de exposicao.

Foi constatado que a populagdo urbana do Serro, assim como os profissionais de satude
que trabalham no municipio, desconhece a doenca e até mesmo a existéncia de surtos,
que na verdade sao frequentes no municipio. Este desconhecimento pode favorecer a
emergéncia de novos casos.

A soroprevaléncia de IgG em profissionais de saude do Serro corresponde a 43,1%,
enquanto que anticorpos neutralizantes foram detectados em 23,5% dos individuos.
Nesses individuos, o fator de exposicdo associado positivamente a presenga de
anticorpos foi a presenca da marca vacinal.
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ANEXO 1 - QUESTIONARIO: POPULACAO URBANA

L a bo raté ri ,q_ Projeto: Estudos transversais sobre Vaccinia virus em Minas Gerais, Brasil: Circulagdo

viral em populagdo urbana e Avaliagdo do conhecimento de profissionais de saide em

de Vi ru s area hiperendémica

UF A\ G

Data da Investigagao: / /

Ficha n°:

1. DADOS PESSOAIS

Nome:

Nascimento: / / Idade: Sexo:
Endereco:

Cidade e Bairro: CEP:

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

Profissdo:

Escolaridade: 1) Analfabeto ( ); 2) 1° incompleto (  ); 3) 1° completo ( ); 4) 2° incompleto ( );
5) 2° completo ( ); 6) superior incompleto ( ); 7) superior completo( ); 8) pos-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 saldrios (

); 4. De 3 a4 salarios ( ); 5.Acima de 4 salarios ( ); 6. Ignorado ().
2. DADOS CLINICOS-EPIDEMIOLOGICOS

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

2. Tem animal em casa? 1.Sim( ) 2. Nédo ( ) Quais:

3. Presenca de animais com alguma lesao? 1.Sim( ) 2. Nio ( ) Quais:

4. Contato com animais silvestres? 1.Sim( ) 2. Nao ( ) Quais:

5. Presenca de roedores na casa/propriedade? 1.Sim( ) 2. Nao ( ) Quais: o

6. Caso a propriedade tenha roedores, onde estes animais sdo normalmente vistos? 1. Dentro de casa ()
2. Quintal ( ) Outros,

7. Faz Controle de Ratos:  1.Sim  ( ) 2. Néo ( ) Caso sim, como e com qual periodicidade:

8. Ja ouviu falar da Vaccinia Bovina? 1. Sim () 2.Nao( )



10.

11.

12.

13.

14.

15.

O 2=

11.
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Como ficou conhecendo a doenga? 1. Ocorréncia de surto ( ); 2. Radio( ); 3. TV ( ); 4. Outro

proprietario ( ); 5. Técnico do IMA ( ); 6. Jornal ou revista ( ); 7. Internet ( ); 8. Outro

Ja ocorreu surto de Vaccinia Bovina na propriedade? 1. Sim ( ); Nao ( )

Quando?

Teve a Vaccinia Bovina? 1. Sim ( ) 2.Nao( )9.Ignorado( ) Se sim, quais sintomas apresentou?
1. Febre ( ); 2. Cefaléia ( ); 3. Mialgia ( ); 4.Conjuntivite (  ); 5. Dor abdominal ( ); 6. Calafrios
( ); 7. Vomitos (); 8. Linfadenopatia ( ); 9.Néauseas ( ); 10.Ictericia ( ); 11. Lesdes Disseminadas
(' ); Outros

Ocorréncia de lesoes visiveis? 1. Sim () 2. Nao( ) 9.Ignorado ( )

Local da lesdo:

Duragéo (dias):

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

Presencga de cicatriz? 1. Sim () 2. Nao ( ) 9.Ignorado ( ) Onde: 1. Maos ( ); 2. Brago ( ); 3.
Antebrago ( ); 4. Face ( );5.Pernas( ); 6. Outra( )
Mais alguém na propriedade adoeceu? 1. Sim ( ); 2. Nao ( ) Se sim, em que regides do corpo apareceram

lesdes caracteristicas? 1. Maos ( ); 2. Brago ( ); 3. Antebraco ( ); 4. Face ( ); 5.Boca ( ); 6.
Pernas ( ); 7. Outras

ANTECEDENTE VACINAL

Vacinado para a variola? 1. Sim ( ); 2. Nao(  ); 9. Ignorado ( )
Marca Vacinal no brago esquerdo? 1. Sim ( ); 2. Nao (  ); 9. Ignorado ()

CONSUMO E MANIPULACAO DE LEITE

O leite é usado na sua alimentag@o? 1. Sim ( ); 2. Nao( );9.Ignorado ( )

Qual a origem do leite consumido? 1. Proprio ( ); 2. Industrial ( ); 3. Outra propriedade rural do
municipio ( ); 4. Outro ()
O leite ¢ fervido? 1. Sim ( ); 2. Nao (  ); 9. Ignorado ( )

Ha consumo de leite cru? 1. Sim ( ); 2. Ndo(  ); 9. Ignorado () Se sim, com qual frequéncia? 1.

() Diariamente; 2. Esporadicamente ( )

Realiza a manipulagdo de leite cru para a produgdo de queijo e outros derivados? 1. Sim ( ); 2. Nao (
); 9. Ignorado () Se sim, os produtos sdo comercializados? 1. Sim ( ); 2. Nao (  ); 9. Ignorado (
)

Realiza ordenha? 1. Sim ( ); 2. Nao(  ); 9.Ignorado ( )

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

Numero de ordenhas por dia: 1. Uma ( ); 2. Duas ( ); 3. Trés () 4. Mais
Onde o leite ¢ armazenado ap6s a ordenha? 1. Latdo ( ); 2. Tanque de expansdo ( )

. O leite produzido na propriedade é distribuido? 1. Sim (  ); 2. Ndo (  ); 9. Ignorado () Se sim,

pra onde?
Utiliza algum produto para desinfec¢do das maos durante a ordenha? 1. Sim(  ); 2. Nao(  ); 9.
Ignorado () Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha ( ); 2. Entre vacas ( ); 3. Apos a
ordenha ( )
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12. Utiliza algum produto para desinfeccao dos tetos durante a ordenha? 1. Sim (  ); 2. Nao(  ); 9.
Ignorado () Se sim, em qual momento? 1. Antes da ordenha ( ); 2. Ap6s a ordenha

ANEXO 2 - QUESTIONARIO: PROFISSIONAIS DE SAUDE

L a bo rato’ ri ,ﬁ_ Projeto: Estudos transversais sobre Vaccinia virus em Minas Gerais, Brasil: Circulagio

viral em populaggo urbana e Avaliagdo do conhecimento de profissionais de saude em

| de Vi ru s area hiperendémica

UF G

Data da Investigagao: / /

Ficha n°:

1. DADOS PESSOAIS

Nome:

Nascimento: / / Idade: Sexo:

Endereco:

Cidade e Bairro: CEP:

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

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

Profissdo:

Tempo de formado:

Municipio em que trabalha:

Funcao:

A quanto tempo trabalha nesse emprego:

Quantas pessoas atuam na equipe em que trabalha:

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

5. Indigena ().
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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 ( ).

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

Possui a marca vacinal? 1. Sim ( ) 2. Nao ( );

2. DADOS E CONHECIMENTOS PROFISSIONAIS

1. J& ouviu falar da Vaccinia ou Variola Bovina? 1. Sim ( ) 2. Nao ( );

2. Como ficou conhecendo a doenga? 1. Ocorréncia de surto ( ); 2. Fazendeiros ( ); 3. Outros
profissionais ( ); 4. Radio ( ); 5. TV ( ); 6. Jornal ourevista ( ); 7. Internet ( ); 8. Outro

3. Ja ocorreu surto de Vaccinia Bovina na cidade onde trabalha? 1. Sim () 2.Nédo( )
Quando?

4. Foi ensinado a respeito da doenga durante sua formagdo profissional? 1.Sim( ) 2.Nao( )

5. Recebeu algum treinamento a respeito da doenga no trabalho? 1. Sim( ) 2.Nao( ) 3. Primeiro
emprego ()

Tipo de treinamento

6. Conhece o agente causador da doenga? 1. Sim ( ) 2. Nao ( );

7. A doenga ocorre apenas em humanos? 1. Sim ( ) 2. Nao ( ); Quais seriam outros hospedeiros?
1. Bovinos ( ); 2.Equideos ( ); 3. Roedores ( ); 4. Felinos ( ); 5. Canideos (  ); 6.Suinos ()

8. Quais os possiveis meios de contaminagdo e transmissdo que levam ao surgimento da doenga? 1. Contato
com bovinos ( ); 2. Contato com equideos ( ); 3. Contato com outros animais ( ); 4. Contato com animais
silvestres ( ); 5. Contato com um individuo infectado ( ); 6. Consumo de leite cru ( ); 7. Consumo de
queijo cru ( ); 8. Nao sabe ().

9. Quais os sinais que podem ser associados a esta infec¢do? 1. Febre ( ); 2. Cefaleia ( ); 3. Mialgia ( ); 4.
Conjuntivite ( ); 5. Dor abdominal ( ); 6. Calafrios ( ); 7. Vomitos ( ); 8. Linfadenopatia ( ); 9. Nauseas
( ); 10. Ictericia ( ); 11. Lesdes disseminadas ( ); 12. Nao sabe ( ); 13. Outros

10. Quais sdo os materiais que podem ser coletados para realizagdo do diagnostico? 1. Sangue ( ); 2. Swab
de lesdo (); 3. Liquido vesicular ( ); 4. Crosta ( ); 5. Fezes ( ); 6. Swab de garganta ( ); 7. Nao sabe ( )

11. Quais sdo os testes diagndsticos que podem ser realizados? 1. Testes soroldgicos: ELISA e
Soroneutralizacao () 2. Testes moleculares: PCR e PCR em tempo real ( ); 3. Isolamento do virus ( ); 4.
Microscopia eletronica ( ); 5. Nao sabe ()

12. Quais testes diagndsticos a unidade de satde tem acesso? 1. Testes sorologicos: ELISA e
Soroneutralizacao () 2. Testes moleculares: PCR e PCR em tempo real ( ); 3. Isolamento do virus ( ); 4.
Microscopia eletronica ( ); 5. Nao sabe ()
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13. Para onde as amostras sd3o encaminhadas para o  diagnostico laboratorial?

14. Qual é o tempo médio de espera do resultado dos testes? 1. Uma semana ( ); 2. Menos de uma semana
(' ); 3. Mais de uma semana ( ); 4. Um més ( ); 5. Mais deum més ( ); 6. Nao sabe ( )

15. Quais as principais formas de tratamento para esta doenga? 1. Nao ha tratamento especifico ( ); 2.
Tratamento contra a dor ( ); 3. Tratamento contra infec¢des secundarias ( ); 4. Nao sabe ().

16. A unidade de satde tem acesso a algumas destas formas de tratamento? 1. Sim ( ); 2. Ndo ( ); 3. Nao
sabe ()

17. Quais sdo as possiveis medidas preventivas para esta infecgdo? 1. Isolamento do trabalhador doente ( );
2. Uso de equipamentos de protecdo (); 3. Uso de desinfetantes ( ); 4. Limpeza periddica do ambiente
de trabalho ( ).

18. Alguma dessas medidas ¢ implantada pela unidade de satide? 1. Sim ( ); 2. Nao ( ); 3. Ndo sabe ()
19. Essa doenca ¢ notificada pela unidade de satide? 1. Sim ( ); 2. Nao ( ); 3. Nao sabe ( )

20. Existe colaboragdo entre a Secretaria de Agricultura (ou IMA) e a Secretaria de Satide na notifica¢do, no
combate e na prevencdo da Vaccinia Bovina? 1. Sim ( ); 2. Ndo ( ); 3. Naosabe ( )

21. Qual a importancia do trabalho em equipe multiprofissional para o combate eficaz desta doenga? 1. Muito
importante ( ); 2. Importante ( ); 3. Pouco importante ( ); 4. Sem importancia ( )

22. De que maneira vocé, como profissional da satde, que atua diretamente com as pessoas afetadas por esta
doenga, pode contribuir para a melhoria das praticas diagndsticas, terapéuticas e preventivas implantadas até
0 momento na sua equipe?
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Projeto: Estudos transversais sobre Vaccinia virus em Minas Gerais, Brasil: Circulago viral em populagdo urbana e Avaliacdo do
conhecimento de profissionais de saude em area hiperendémica

Termo de consentimento livre e esclarecido
(de acordo com Resolugdo n°® 196/96, Conselho Nacional de Satde)

Vocé esta sendo convidado pelo nosso grupo a participar de uma pesquisa que tem como finalidade analisar o
papel do consumo de queijo e leite cru na transmissdo da Vaccinia bovina, por viver em uma regido onde
comumente ocorrem surtos desta doenca. Assim, gostariamos de convida-lo a participar como voluntéario de
um estudo que nos auxiliard a compreender melhor a transmissdo dessa doenca, ajudando-nos a encontrar
possiveis tratamentos e métodos de prevencgdo contra a mesma. A vaccinia bovina ¢ uma doenga 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 doengas que afetam o gado. Eventualmente, pessoas que entram em contato
com animais infectados podem adquirir a doenga. Em pessoas, esta infec¢do pode causar prostracdo, febre,
inchago dos membros superiores, dor e surgimento de pustulas e ferimentos nas maos e membros superiores
parecidos com os ferimentos que aparecem nos animais. A doenga € benigna e a cura espontnea ocorre em
pouco tempo. Em pessoas com o sistema imunolégico comprometido a doenga pode ser mais grave, com o
surgimento de pustulas por todo o corpo. Atualmente, ja se sabe que a producdo de anticorpos conta o virus
vaccinia ¢ muito importante para a recuperag@o dos individuos afetados pela doenga. Vocé sera convidado a
participar como voluntario. Caso aceite, vocé respondera a um questionario simples, sobre suas atividades de
rotina e sobre o consumo de leite e derivados. Os individuos 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. Além disso, sera coletada uma amostra de swab oral, amostras de leite e derivados e swab de lesdes, se
presentes. Todos os testes serdo acompanhados por profissional habilitado ¢ medidas para diminuir os
problemas citados serdo realizadas. Serdo retirados 10 ml de sangue, todo material utilizado ¢ descartavel ou
estéril, portanto isento de risco de contaminagfo. Serdo utilizadas seringas descartaveis individuais para cada
paciente. Todo material utilizado sera destruido em frente ao paciente. Todos os exames a serem realizados
serdo gratuitos e os resultados serdo enviados gratuitamente aos pacientes doadores. Sua participagdo neste
estudo possibilitard maior conhecimento sobre a Vaccinia bovina no Brasil e o 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 participagdo ajudara a se entender melhor como nosso
organismo responde a infec¢do, ou porque algumas pessoas nao sdo acometidas pela vaccinia bovina. Também
auxiliard os agentes de saude a se prepararem de forma eficiente para o surgimento de novos surtos e podera
indicar se existe a necessidade futura de vacinacdo contra o virus ou ndo. 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 satide ptiblica 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 serd realizada no Laboratorio 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 serdo
preservadas. Esclarecemos também que ao participar desta pesquisa vocé podera ndo ter nenhum beneficio
direto, assim como ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada sera pago
por sua participacdo. Entretanto, esperamos que este estudo nos forneca informagdes importantes sobre a
presenga da vaccinia bovina na regido, de forma que possamos contribuir para evitar infecgdes futuras.
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Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta pesquisa. Portanto,
preencha, por favor, os itens que se seguem.

Termo de consentimento livre apds esclarecimento

Eu, li e/ou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual o procedimento a que serei submetido. As informagdes esclarecem
riscos ¢ beneficios do estudo, deixando claro que sou livre para interromper minha participa¢do a qualquer momento, sem justificar
minha decisdo. Sei que meu nome nao sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro para participar do estudo.

Assim sendo, concordo em participar do estudo.

Serro, / /

Nome:

Identidade:

. . Telefone pessoal:
Assinatura do voluntario

Telefone para contato:

Nome do contato:

Telefones para contato: (73) 3409-3002

Giliane de Souza Trindade

Pesquisador responsavel

Marca do Polegar
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The Orthopoxvirus genus (OPV) consists of emerging viruses that stand out by the importance
in human and veterinary medicine, among them the Variola virus (VARV), Cowpox virus
(CPXYV), Monkeypox virus (MPXV) and Vaccinia virus (VACV). VACV had gained notoriety
since it was used as a vaccine during smallpox eradication campaign successfully driven by
World Health Organization (WHO) [1]. After smallpox eradication in 1980, mass vaccination
was suspended, except for military personnel, health assistance, and laboratory workers
professionals in the United States and some parts of Europe [2]. Frequently, accidental
infections have also been reported when VACV is transmitted from vaccinees to others,
sometimes causing serious and even fatal adverse reactions [3,4].

VACYV re-emerged in Brazil in late of 90°s and currently it was observed the expansion
of VACV in South America, detected in Argentina (Franco-Luiz et al., 2014), Uruguay
(Franco-Luiz et al., 2016), and Colombia (Nakazawa et al., 2016). VACV cause outbreaks of a
vesiculopustular disease named bovine vaccinia (BV), an occupational zoonosis [5]. Being

detected in dairy cattle and humans, mainly milkers who have direct contact with milking cows,
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presented as cutaneous focal points lesions on the skin accompanied by itching, followed by
local edema and blistering. Systemic symptoms such as fever, headache, malaise, myalgia,
inguinal lymphadenopathy are also observed [5,6]. BV has high morbidity and infected
individuals often have secondary lesions derived from self-inoculation process [5]. The clinical
aspects of VACV infection are similar to other infections such as leishmaniasis, mycosis,
staphylococcal infection, or anthrax poisoning, furthermore is often accompanied by a
secondary bacterial infection that complicates the clinical diagnosis [6,7].

The classic route of VACV transmission is the direct contact with infected animals.
However, cases in which infected patients reported no direct contact with cattle had already
been documented, highlighting the possibility of alternative routes of infection [8-10].
Although BV has been so far described in rural environments, VACV has been recently
detected in urban rodents and cats [5,11, Dutra et al., 2016].

BV has been described in several Brazilian states. The disease seems to be more
common or reported in particular regions of Brazil, especially in Southeast region where the
most important Brazilian dairy basin is located (referéncia). However, even in those regions
where most of the cases are concentrated, many cases still go undetected, because BV is often
misdiagnosed as other vesicular diseases. Furthermore, the misdiagnosis leads to incorrect
treatment, what makes BV a real burden for veterinary and human public health. Additionally,
due to the possibility of person-to-person transmission through direct contact, the possibility of
nosocomial infections occurrence and complications for immunocompromised patients must
be considered [4,10,12].

Therefore, this work was performed to evaluate the knowledge and experience level of
health care professionals related to BV, and also assessing serological evidence of VACV
exposure.

A cross-sectional study was carried out during September 2014-2015 in Serro city (18°

36> 17”7 S 43° 22° 46” W), Minas Gerais State, Brazil (Supplementary Figure 1). Serro is an
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endemic region for VACV circulation [6,10,13,14]. Serro has a population of 20,833
inhabitants being 12,895 residents in the urban area and 7,938 in the rural area (IBGE, 2010).
The public health system of Serro consists of one hospital, nine health stations, one municipal
polyclinic and one epidemiological surveillance service. The municipality health service
comprises 103 health professionals (Supplementary Figure 2).

All public health professionals working in Serro were invited to participate in this study.
A semi-structured questionnaire was applied to elicit demographic data (age, gender, self-
reported skin color, occupation and education level) and knowledge about BV (clinical
symptoms, transmission routes, diagnosis, host chain, treatment and measures for disease
prevention). A descriptive analysis of the results was performed using the statistical software
Epi Info™. Chi-square test and Fisher exact test were used to analysis. This study was approved
by the Research Ethics Committee of Universidade Federal de Minas Gerais under the
registration protocol FR —413704. An informed consent was obtained from all participants. In
order to assess serological evidence of VACV exposure of health care professionals enrolled in
this study, we also collected serum samples and tested them by using IgG ELISA and plaque
reduction neutralization test (PRNT) [15]. Additionally, a clinical inspection was made on the
left arm of participants > 38 years old for the presence of smallpox vaccine take (vaccine scar)
which is strongly correlated with protection [16]. Routine smallpox vaccination was
discontinued in Brazil in 1978 [1], then individuals with > 38 years old should have received
at least one dose of smallpox vaccine as recommended by WHO.

A total of 51 individuals (49,5% of the healthcare professionals of Serro), were enrolled
in this study (Table 1). Women represented 92,1% of participants and 64,7% self-reported
mixed skin color. The median age was 36 years (ranging from 19 to 60 years), being 37,3%
>38 years, considered vaccinated according to the cut-off age. Nine individuals (17,6%)
presented the vaccine take on their left arm. Nursing professionals represented 53% of the

individuals and community health agent stands for 35,4%. Other healthcare professionals
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(11,6%) comprise dentists and professionals who work in health care units as pharmacy
attendant, laboratory secretary, and general services.

BV knowledge questions are summarized in Table 2. Twenty-nine (56,9%) of
participants have heard about BV. Eleven individuals (21,6%) witnessed outbreak of BV and
only five (9,8%) said they knew the etiologic agent. These data point to the need for
communication about BV among healthcare professionals working in Serro. Although BV
outbreaks have been officially reported in Serro city since 2005 [6,10,13,14], a high number of
healthcare professionals were unaware about BV (Table 2). Thirty-six (70,6%) said that BV
does not occur only in humans. However, this response may have been induced, once the name
of the disease is suggestive and indicates that dairy cattle are involved. Twenty-nine (56,9%)
know unspecific BV clinical signs and symptoms, such as fever, headache, myalgia, nausea,
jaundice, vomiting, chills, disseminated lesions, and lymphadenopathy. Seventeen participants
(33,3%) do not know about BV transmission routes and 47,1% do not know about prevention,
which could facilitate the virus spread in the hospital environment. Hence, the possibility of
nosocomial infections and complications for immunocompromised patients should be
considered [4,6,12]. Forty-three participants (84,3%) do not know about laboratory diagnosis
and 94,1% do not know if the health unit where they work has access to BV diagnosis. Some
individuals (5,9%) indicated that samples from suspected BV patients are forwarded to the state
reference laboratory (Fundagao Ezequiel Dias - FUNED) and 68,6% are unaware the treatment
applied to BV. It has been reported that in outbreak sites, the common recommended treatment
includes the use of corticosteroids, which is usually associated with the worsening of a patient’s
condition [5,6].

Among the 51 participants, 22 showed IgG antibodies, representing an overall
prevalence of 43,1% (Table 1). The IgG prevalence among those classified as vaccinated
individuals, according to the age was 52,6%, whereas in non-vaccinated it was 37,5%. The

prevalence of IgG in individuals with vaccine take was 77,8% and among the non-vaccinated
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was 35,7%. These results indicate that unvaccinated individuals are exposed to VACV,
corroborating other studies that indicate the existence of alternative routes of VACV
transmission. Moreover, negligence about BV can increase the chances of exposure through
infected patients [8-10].

Regarding neutralizing antibodies, 12 individuals were positive (23,5%), with antibody
titers ranging from 100 to 6,400 neutralizing units/ml (Table 1 and Supplementary figure 3).
The prevalence among those classified as vaccinated individuals, considering the age >38years,
was 63,2%, whereas none of non-vaccinated, <38 years, had detectable OPV neutralizing
antibodies. If the vaccine take was used to identify the vaccinated group, the prevalence rates
among those vaccinated were 66,7% and among the non-vaccinated are 14,3%.

The demographic characteristics significantly associated with the presence of antibodies
was age >38 years old (crOR =< 0.001; CI95% = <0.001 — 0.3), (p<0.05) and the presence of
vaccine take (crOR = 12; CI95% = 1.15 — 61.4), (p<0.05). This result is expected since the
presence of vaccine take is strongly correlated with protection [16]. This result shows that
vaccinated individuals have protective immune response against OPVs, while younger
professionals, who were not vaccinated not have this immunity and therefore may be exposed
to viruses in the working environment. In the United States and some parts of Europe,
healthcare professionals and laboratory workers are still submitted to vaccination [2]. The
difference in seroprevalence results between IgG ELISA and PRNT could be explained by the
difference in sensitivity of each test, and the type of antibody detected.

Educational measures aimed to health professionals are effective in the surveillance of
emerging diseases. In Africa, community intervention stimulated the prevention Monkeypox
and was essential to ensure the diagnosis of suspected cases [Roess et al., 2011; Reynolds et
al., 2013; Bass et al., 2013]. Our results show that 43,1% of healthcare professionals are
unprepared. We decided to produce an educational material that could provide knowledge about

BV. The material is written in Portuguese, Spanish and English and was included in this article
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as supplementary material (Supplementary figure 4). We believe that educating the affected
population, veterinarians and public health assistance staff about the different aspects of BV its
burden on public and veterinary health could be reduced.

After smallpox eradication, the importance of poxviruses has decreased in human
medicine, not being unusual the unpreparedness of health professionals about the clinical and
epidemiological aspects related to OPV. Our data show that most of the public healthcare
professionals, who are in direct contact with infected individuals, have poorly knowledge about
the BV. As result of this deficiency, OPV infections could easily spread to the hospital and
medical centers, setting precedents to nosocomial infections, which are difficult to treat.
Pointing out the importance of knowledge about BV among healthcare professionals, data

presented here enhances the efforts for BV control and prevention.
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LEGENDS FOR FIGURES:

Supplementary Figure 1: Overview of Minas Gerais State, Brazil: A) The point marks Minas
Gerais State, located in Southeast region, Brazil. B) Detail of Minas Gerais State: Serro City is
highlighted in green. C) Locations of the health units sampled during the course of this

investigation are marked with white points. (Google Earth, 2016).

Supplementary Figure 2: Schematic representation of the health units sampled during the study

and the number of individuals sampled at each collection point: one hospital (six individuals),
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five health stations (total twenty-eight individuals), one municipal polyclinic (eleven

individuals) and one epidemiological surveillance service (six individuals).

Supplementary Figure 3: The graphic shows the percentage of reduction and levels of
neutralizing antibodies: 12 individuals were positive (represented by different colors) with
antibody titers ranging from 100 to 6,400 neutralizing units/ml. The black line indicates the

cut-off of the 50% of plaque units reduction.

Supplementary Figure 4: Educational material about BV for healthcare professionals in
English, Portuguese and Spanish. (1) External part of the folder. (2) Inside part of the folder
containing information about BV (clinical symptoms, transmission routes, diagnosis, host

chain, treatment and measures for disease prevention).

Table 1 — Demographic variables related to the presence of anti-OPV neutralizing

antibodies and IgG.
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ELISA IGG PRNT POSITIVE (%) ODDS RATIO
DEMOGRAPHICS N (%) P VALUE
POSITIVE (%) (CI1 95%)
Gender
Male 4(7.9) 3 (75.0) 2 (50.0)
Female 47(92.1) 19 (40.4) 10 (21.3) NS
Age group (years)
<38 32(62.7) 12.(37.5) 0(0.0)
> 38 19 (373) 10 (52.6) 12 (63.2) <0.05* < 0.001
- ' (<0.001 -0.3)
Presence of vaccine
takeA 9(17.6) 7(77.8) 6 (66.7)
12.0
42 (82.4 15 (35.7 6(14.3 <0.05
Yes ( ) ( ) ( ) (115 61.4)
No
Education level
Elementary school 508 4(80.0) 4 (80.0)
or less® 46 (90.2) 18 (39.1) 8(17.4) NS
High school or
more€
Residence area
Rural 5(9.8) 0(0.0) 0(0.0)
Urban 42 (82.2) 18 (42.9) 11(26.2)
NS
Rural/Urban 4 (7.8) 4 (100.0) 1 (25.0)
Occupation
Nursing 27 (53.0) 11 (40.7) 8(29.6)
professionals” 18 (35.4) 8 (44.4) 2(11.1) NS
Community health 6 (11.6) 3 (50.0) 2(33.3)
agent
Others®
Service time
< 10 years 37 (72.5) 15 (40.5) 5(13.5)
> 10 years 14 (27.5) 7 (50.0) 7 (50.0) NS
Self-reported skin
color 33 (64.7) 14 (42.2) 5(15.1)
Brown 11(21.6) 6 (54.5) 4 (36.4)
Black 7 (13.7) 2 (28.6) 3(42.8) NS
White
Total 51 (100.0) 22 (43.1) 12 (23.5)
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A: Vaccine take of vaccination against smallpox B Elementary school or less (< 8 years of study) C: High school
or more (> 8 years of study) D: this group includes nursing technician, nursing assistant and nurse E: this group
includes other professions such as dentist, pharmacy attendant, laboratory secretary and general services. * p value

significative only to the presence of anti-OPV neutralizing antibodies.

Table 2 — Public healthcare workers’ knowledge about bovine vaccinia (BV) caused by

Vaccinia virus (VACY)

KNOWLEDGE QUESTIONS ABOUT

BV CORRECT ANSWER N (%) INCORRECT ANSWER N (%)
Heard about BV 29 (56.9) 22 (43.1)
Caused by VACV 5(9.8) 46 (90.2)
VACYV infects other hosts” 36 (70.6) 15 (29.4)
Clinical signs and symptoms of BV 29 (56.9) 22 (43.1)
Forms of transmission of BV 34 (66.7) 17 (33.3)
Laboratorial diagnosis of BV 8 (15.7) 43 (84.3)
Preventive measures for BV 27 (52.9) 24 (47.1)
Treatment applied to BV 16 (31.4) 35 (68.6)

A: Other hosts includes cattle, horses, cats, dogs, rodents, buffalos, monkeys, capybaras and coatis.






