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RESUMO 

 

A vaccínia bovina (VB) é uma zoonose causada pelo Vaccinia virus (VACV), que afeta vacas 

leiteiras e seus ordenhadores, causando impactos econômicos e na saúde pública e animal. A 

apresentação clínica da doença é caracterizada pela presença de lesões localizadas na pele dos 

indivíduos afetados. Em bovinos não existem estudos sobre a patogênese da doença que 

descrevam a forma de disseminação do vírus, bem como suas vias de excreção. Este trabalho 

teve por objetivo estudar a ocorrência de viremia e da excreção do VACV nas fezes de vacas 

experimentalmente infectadas com este vírus. Para tanto, dez vacas mestiças, em lactação, 

sorologicamente negativas para o VACV foram utilizadas. Três tetos de cada vaca foram 

escarificados utilizando lixa e inoculadas com 10
6
 UFP/50µL de VACV, amostra Guarani P2.  

Os animais foram acompanhados e coletadas amostras de sangue e fezes durante um período de 

67 dias pós-infecção (d.p.i.), quando foram então divididos em dois grupos de tratamento, sendo 

um submetido à reinfecção e o outro à imunodepressão. Todos os animais desenvolveram lesões 

compatíveis com a VB (pápulas, vesículas e úlceras). Mesmo após a resolução das lesões, o 

DNA viral foi detectado no sangue e em tecidos linfóides e de forma intermitente e prolongada 

nas fezes dos animais até o último dia de coleta (67º dia pós-infecção), demonstrando que a 

infecção causada pelo VACV é prolongada. A detecção de partículas virais infecciosas nas fezes 

sugere que essa via de excreção seja uma forma de disseminação do vírus no ambiente, podendo 

favorecer a transmissão do VACV dentro e entre propriedades. Infecções do VACV em bovinos 

estão associadas à infecção de células epiteliais e caliciformes no intestino, e em macrófagos e 

linfócitos em tecidos linfóides. Os animais infectados e posteriormente imunodeprimidos 

experimentalmente, voltaram a apresentar DNAnemia e permaneceram eliminando o VACV nas 

fezes com uma tendência a um aumento nesta excreção, podendo sugerir que exista algum 

mecanismo de persitência na infecção do VACV em bovinos e que este seja influenciado pelo 

sistema imunológico. Os animais reinfectados pelo VACV voltaram a apresentar lesões nos 

tetos e DNAnemia. Este estudo demonstra novas evidências de que a infecção do VACV em 

bovinos seja sistêmica e prolongada, e que ocorra excreção viral nas fezes.   
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ABSTRACT 

 

Bovine vaccinia (BV) is a zoonosis caused by Vaccinia virus (VACV), which affects dairy cattle 

and milkers, and causing economical, animal and human health impacts. By the clinical 

presentation of the disease, it seems that BV is a localized disease, with lesions restricted to the 

skin of affected individuals. But there are no studies about the pathogenesis of the disease in 

cows to access if there is a systemic spread of the virus and if there are different ways of VACV 

shedding. This work had the objective to study if occurs viremia and VACV shedding in the 

feces of VACV experimentally infected cows. To this end, ten crossbred lactating cows, 

serologically negative for VACV, were used. Three teats of each cow were scarified using 

sandpaper, followed by inoculation of 10
6
 UFP/50µL of Guarani P2 (GP2V) strain of VACV. 

All animals were monitored daily and blood and feces samples were collected for 67 days post 

infection (d.p.i.). After this period, all animals that were previously infected were divided in two 

treatment groups: re-infection or immunodeppression. All animals developed lesions 

compatible with VB (papules, vesicles and ulcers), and even after the resolution of the lesions, 

viral DNA was detected in the blood and lymphoid tissues, as well as an intermittent and 

extended detection of VACV DNA in the feces, until the last day of collection (67 day post 

infection), suggesting that VACV infection is chronic. The detection of VACV viable particles in 

the feces suggests that this is a possible route of viral shedding in the environment, which may 

favor VACV transmission within and among properties. VACV infections in cattle are 

associated with infection of epithelial cells and goblet cells in the intestine, and macrophages 

and lymphocytes in lymphoid tissues. In the animals experimentally infected and then 

immunodepression, VACV DNAnemia and DNA detection in feces were observed even before 

the immunodepressive treatment. There was a tendency to an increase in DNA detection in the 

blood and feces after the treatment, suggesting that there is some mechanism of VACV 

persistent infection in cattle and that this is influenced by the immune system. The group of 

animals that were reinfected by VACV, presented lesions in the teats once more, and VACV 

DNAnemia was observed. This study showed new evidence that VACV infection in cattle is 

systemic, has a chronic course and that there is viral shedding on the feces. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

A expressão “varíola bovina” é comumente 

utilizada para descrever uma enfermidade 

vesicular e exantemática, caracterizada por 

lesões cutâneas no úbere e tetos das vacas. 

Existem três diferentes tipos de poxvírus 

que podem estar envolvidos na sua 

etiologia: Cowpox virus e o Vaccinia virus, 

pertencentes ao gênero Orthopoxvirus 

(OPV) e o Pseudocowpox virus, 

pertencentes ao gênero Parapoxvirus 

(Breman e Henderson, 2002). 

 

O Cowpox virus (CPXV) é considerado 

exótico no Brasil possuindo distribuição 

restrita ao continente europeu e Ásia 

Central. Apesar de sua denominação ser 

baseada nas lesões cutâneas causadas nos 

bovinos, seus reservatórios naturais são 

roedores selvagens. Infecções naturais e a 

manifestação clínica ocorrem em bovinos, 

humanos, gatos domésticos, roedores 

criados como pets e em outros mamíferos 

criados em cativeiros de zoológicos 

(Essbauer et al., 2010). 

 

O Pseudocowpox virus (PSCV) tem 

distribuição mundial, sendo a infecção 

humana conhecida como nódulo do 

ordenhador (Lewis-Jones, 2004). Esse vírus 

causa lesões clinicamente semelhantes às 

produzidas pelos OPV, entretanto as lesões 

são relativamente mais indolores do que as 

causadas pelos OPV (Lewis-Jones, 2004).  

 

O Vaccinia virus (VACV) foi utilizado nas 

décadas de 50 a 70 como o vírus vacinal na 

campanha mundial de vacinação contra a 

varíola humana, promovida pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS), 

tendo fundamental importância na 

erradicação do vírus da varíola humana 

(Smallpox) no mundo em 1980 (Breman et 

al., 1980). Entretanto, mesmo com o fim da 

vacinação há mais de 30 anos o VACV tem 

sido constantemente isolado e caracterizado 

como o agente causal em surtos envolvendo 

bovinos e humanos que vem ocorrendo no 

Brasil desde o final da década de 90 (Lemos 

et al., 1999; Damasco et al., 2000; de Souza 

Trindade et al., 2003; Nagasse-Shugahara et 

al., 2004; Lobato et al., 2005; Madureira, 

2009). 

 

Na maioria dos diagnósticos laboratoriais 

desses surtos chegou-se à conclusão de se 

tratar de um OPV, mais precisamente um 

VACV.  Assim tem-se utilizado para 

denominação desta enfermidade a 

expressão: “Vaccínia Bovina” (VB). 

 

As lesões causadas pela infecção desses 

vírus se apresentam nas formas 

proliferativas, ulceradas e/ou em crostas. 

Quando os vírus atingem a pele, nos tetos e 

mais raramente no úbere, inicia-se o 

desenvolvimento de um eritema cutâneo 

caracterizado pelo aparecimento de 

pequenas manchas avermelhadas, com 

posterior formação de edema subcutâneo 

(pápula), que evoluem para vesículas, as 

quais tendem a ulcerar, seguida pela 

formação de crostas escuras, que terminam 

por cicatrizar dentro de 15 a 20 dias 

(Lobato et al., 2005). 

 

A transmissão desta enfermidade entre os 

animais ocorre principalmente através das 

mãos dos ordenhadores ou equipamentos de 

ordenha mecânica, com a penetração dos 

vírus por soluções de continuidade em 

lesões pré-existentes nas tetas e úbere das 

vacas (de Souza Trindade et al., 2003). 

Entre fazendas, a doença é transmitida por 
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introdução de animais infectados no 

rebanho e também por ordenhadores que 

ordenharam animais doentes em outras 

propriedades. Acredita-se que a 

manipulação de latões contaminados possa 

servir também como fonte de disseminação 

viral (Madureira, 2009). Reservatórios 

naturais também podem ser responsáveis 

pela manutenção e circulação viral na 

natureza (Abrahão et al., 2009d).  

 

A proposta deste trabalho surgiu devido à 

dificuldade de realizar estudos nos animais 

naturalmente infectados, principalmente a 

realização de coletas de amostras nas fases 

iniciais da doença. O atendimento aos focos 

ocorre geralmente dias depois que a 

infecção se instalou na fazenda, 

frequentemente quando as lesões já estão na 

fase de cicatrização, comprometendo o 

acompanhamento dos eventos ocorridos nas 

fases iniciais da doença, período em que 

provavelmente, possa ocorrer a maior 

excreção viral.  Por vezes as informações 

em relação ao dia da infecção e sobre o 

curso da doença são imprecisas e de pouca 

confiabilidade. Além disto, nem todos os 

produtores concordam em abrir a sua 

fazenda para a equipe de pesquisa.  

 

Este trabalho teve como objetivo promover 

a infecção experimental de vacas em 

lactação com um VACV isolado de vacas 

doentes do estado de Minas Gerais, visando 

obter, com maior segurança, informações 

sobre a patogenia da VB em relação à 

distribuição do vírus em tecidos e a 

excreção viral, desde o primeiro momento 

da infecção, além da fase aguda e da fase de 

convalescência da doença. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 - Classificação  

 

A família Poxviridae possui duas 

subfamílias classificadas de acordo com o 

espectro de hospedeiros, subfamília 

Chordopoxvirinae, que infectam 

vertebrados; e subfamília 

Entomopoxvirinae, que infectam insetos 

(Figura1A). O VACV pertence à subfamília 

Chordopoxvirinae, sendo  considerado o 

protótipo do gênero OPV (McFadden, 

2005), que ainda possue como integrantes o 

Variola virus (VARV), Cowpox virus 

(CPXV), Monkeypox virus (MPXV), 

Ectromelia virus (ECTV), Camelpox virus 

(CMLV), Raccoonpox virus, Taterapox 

virus and Volepox virus (Figura 1B) (Moss, 

2007). Entre os OPV, além do VACV, o 

VARV, MPXV e o CPXV também podem 

ser patogênicos ao homem (Chapman et al., 

2010).  
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Figura 1 - Diagramas filogenéticos.  (A) Principais vírus integrantes das subfamílias dos Poxvírus. (B) 

Vírus integrantes do gênero dos Orthopoxvirus. Fonte: Duraffour e colaboradores (2011). 

 
2.2 - Características do VACV 

 

Estruturalmente grandes e complexos, os 

vírus pertencentes à família Poxviridae 

apresenta-se em forma ovóide ou de tijolo, 

com corpúsculos laterais quando partícula 

madura e presença de envelope. São os 

maiores vírus animais conhecidos, medindo 

em média 300 x 230 nanômetros (nm) 

(Fenner, 2000). 

 

As partículas virais dos diferentes gêneros 

apresentam pequenas diferenças entre si, 

entretanto as do gênero OPV são 

indistinguíveis (Fenner, 2000; Henderson, 

2002), sendo o vírion do VACV 

morfologicamente na forma de um tijolo 

(Figura 2B) com dimensões de 360 x 270 x 

250 nm. A partícula contém mais de 100 

proteínas distribuídas em quatro estruturas 

distintas: cerne, corpúsculos laterais, 

membrana e envelope (Moss, 2007).

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duraffour%20S%22%5BAuthor%5D
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Figura 2 - Morfologia e estrutura do VACV. (A) e (B) Partícula de VACV oriunda de uma amostra 

brasileira, visualizada por microscopia de força atômica. (C) Representação esquemática de um poxvírus. 

Fontes: Fenner, (1989) e de Souza Trindade e colaboradores (2007b) -  modificado. 

 

O cerne é a estrutura mais interna da 

partícula viral, contendo o genoma e as 

enzimas, com espessura de 5 nm. 

Lateralmente a ele ficam situados os 

corpúsculos laterais. A membrana externa, 

de origem celular, é formada por uma 

bicamada lipoprotéica e circunda o cerne. 

Elementos tubulares, de 7 nm, denominados 

túbulos de superfície cobrem a membrana 

externa e são os responsáveis por induzirem 

a produção de anticorpos neutralizantes 

durante uma infecção. Uma membrana 

adicional, denominada envelope, de natureza 

lipoprotéica, pode ser vista em algumas 

partículas, externamente (Figura 2C) (Buller 

e Palumbo, 1991). 

 

2.3 - Estrutura do genoma 

 

O genoma do VACV consiste de uma 

molécula linear de DNA dupla fita com, 

aproximadamente, 200 genes. As sequências 

de DNA localizadas na porção central do 

genoma são conservadas e essenciais para a 

replicação viral, codificando principalmente, 

para proteínas estruturais e enzimas 

envolvidas no metabolismo do ácido 

nucléico (Esposito e Knight, 1985). Nas 

regiões localizadas nas duas extremidades 

do genoma existem sequências idênticas 

denominadas regiões terminais invertidas 

(ITRs). As ITRs são sequências de 

fundamental importância, pois codificam 

vários genes responsáveis pelas interações 

vírus-hospedeiros e pelos mecanismos de 

patogênese (Gubser et al., 2004).  

 

O gene vgf vem sendo utilizado em diversos 

estudos de diagnóstico e caracterização viral 

para isolados de VB em surtos brasileiros 

(de Souza Trindade et al., 2003; Leite, et al., 

2005; Trindade et al., 2006). Este gene é 

extremamente conservado entre o gênero 

dos OPV, codificando a proteína “fator de 

crescimento do VACV” (VGF), uma 

proteína glicosilada de 22 a 26 KDa, 

exclusiva dos vírus deste gênero (Yang et 

al., 2005). A secreção de VGF parece 

estimular o crescimento e a atividade 

metabólica de células não infectadas e 

consequentemente, facilita a disseminação 

do vírus durante a infecção (Buller et al., 

1988).  

 

O gene ha codifica a hemaglutinina (HA), 

que é uma glicoproteína de superfície que 

está presente nas partículas virais e nas 

células infectadas por todos os OPV (Smith, 
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1993). O gene ha não é essencial, mas pode 

influenciar na virulência viral (Ropp et al., 

1995). Este gene vem sendo utilizado como 

marcador molecular dos OPV, por 

apresentar blocos de deleções que 

caracterizam espécies ou grupos de amostras 

virais. A análise das sequências obtidas 

referentes ao gene ha mostraram a existência 

da deleção de 18 nucleotídeos na porção 

final do gene, presente em diversas amostras 

de VACV isoladas durante surtos de VB no 

Brasil. De acordo com essa marcação 

molecular foi possível agrupar as amostras 

brasileiras em dois grupos. O grupo 1 em 

que o vírus GP2V está inserido, apresenta a 

deleção descrita, enquanto o grupo 2 possui 

a sequência dos 18 nucleotídeos no gene ha 

(de Souza Trindade et al., 2007).  

 

2.4 - Multiplicação viral 

 

A multiplicação ocorre no citoplasma das 

células infectadas, diferentemente da 

maioria dos vírus de DNA. Esta 

característica relaciona-se à presença na 

partícula viral de todas as enzimas 

necessárias para a transcrição, replicação do 

genoma viral e produção e modificação dos 

RNA mensageiros (RNAm) para síntese de 

suas proteínas, o que os tornou 

independentes do núcleo celular (Moss, 

2007).   

 

O ciclo tem início com a adsorção viral na 

membrana da célula hospedeira. Diferentes 

glicoproteínas virais (A21, A27, D8, F9, G9, 

H2 e H3) parecem estar envolvidas na 

formação do complexo de fusão-penetração 

(Moss, 2005; Ojeda et al., 2006). A 

capacidade de utilizar mais de um receptor 

para iniciar a infecção pode representar uma 

vantagem evolutiva, pois oferece aos vírus 

que possuem essa capacidade a possibilidade 

de infectar diferentes tipos de células e/ou 

hospedeiros (Flores e Kreutz, 2007). 

A penetração viral ocorre com um dos dois 

tipos de partículas infecciosas: vírus maduro 

(MV) (Figura 3) ou o vírus extracelular 

(EV), através da fusão entre as membranas. 

O DNA viral é então liberado para o 

citoplasma, onde ocorre a sua replicação 

para posteriormente ser inserido em 

partículas virais. O processo de expressão 

gênica é caracterizado pela transcrição 

temporal de três classes de genes (genes 

precoces, intermediários e tardios). As 

proteínas precoces participam do 

desnudamento completo do genoma, na sua 

replicação e na transcrição dos genes 

intermediários, cujos RNAm são traduzidos 

em proteínas. As proteínas intermediárias 

estão envolvidas principalmente na 

transcrição dos genes tardios, e participam 

das fases finais de replicação (resolução e 

separação das moléculas-filhas de DNA). As 

proteinas tardias fazem parte da estrutura 

vírica e participam da morfogênese dos 

núcleos virais, que adquirem o envelope 

pelo brotamento no aparelho de Golgi 

(empacotamento) e são liberados da célula. 

Alguns fatores de transcrição de genes 

precoces são sintetizados tardiamente na 

infecção e adicionados nas partículas virais 

para serem utilizados no início do próximo 

ciclo de infecção (Moss, 2007). 

 

A primeira forma infecciosa visualizada pela 

microscopia eletrônica é o MV, que é 

liberado apenas quando ocorre a lise celular. 

Uma fração menor de MV é transportada 

para a periferia da célula e adquire duas 

membranas adicionais a partir do aparelho 

de Golgi para formar o vírus envelopado 

(WV). O WV então funde sua membrana 

externa com a membrana plasmática da 

célula e é liberado no meio extracelular, com 
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duas membranas sendo chamado agora de 

vírus extracelular (EV). As partículas de EV, 

apesar de representarem apenas um pequeno 

percentual das partículas virais totais são 

essenciais para a disseminação do vírus 

dentro do hospedeiro durante uma infecção 

(Doceul et al., 2010). Alternativamente, o 

WV pode fundir sua membrana externa com 

a membrana plasmática, mas permanecem 

associados com a célula. Quando isso 

ocorre, uma proteína viral (A36) é 

fosforilada, induzindo a nucleação de 

monômeros de actina para formar caudas de 

actina abaixo da partícula viral. Estas caudas 

de actina impulsionam a partícula viral para 

células vizinhas, o que fornece um 

mecanismo direto de disseminação de célula 

a célula. As partículas associadas com os 

filamentos de actina são referidas como 

partíclulas virais associadas a células (Moss, 

2007).  

 

Durante a evolução do VACV e outros 

OPV, diversos mecanismos para induzir um 

estado proliferativo em células infectadas e 

em células vizinhas foram criados, incluíndo 

o VGF, uma proteína viral homóloga ao 

fator de crescimento epidérmico (EGF) de 

mamíferos (Andrade et al., 2004). Quando o 

VGF liga-se ao receptor de EGF (EGFR) da 

célula, ocorre a ativação da proliferação e do 

estado anti-apoptótico na célula, facilitando 

a disseminação do vírus (Tzahar et al, 1998) 

. 

                      

Figura 3 - Esquema do ciclo de replicação dos poxvírus. Fonte: Kroon e colaboradores (2011) - 

modificado. 

 
2.5 - Importância histórica e saúde 

pública 

 

A origem da palavra vaccínia faz referência 

à palavra vacina, por sua vez originada da 

palavra vaccinus, de vacca (vaca), em 

latim. Em 1796, o médico inglês Edward 

Jenner retirou pequena quantidade de 

material das mãos de uma camponesa com 

lesões de varíola bovina e inoculou em um 

garoto de oito anos. Com o tempo, 

constatou-se que a criança havia se tornado 

imune à varíola humana. Jenner realizou 

esse experimento após observar que pessoas 
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antes infectadas com o vírus da varíola 

bovina (bem mais branda) dificilmente 

manifestavam a varíola humana, 

descobrindo assim a vacina contra essa 

enfermidade (Ferreira, 2006).  

 

O VACV tem grande importância história 

na saúde pública, pois durante décadas, foi 

o vírus utilizado na produção da vacina 

contra a varíola humana, doença grave 

causada pelo VARV e declarada erradicada 

do mundo em 1980 pela OMS. O VACV 

foi usado como vírus vacinal por oferecer 

proteção cruzada contra o VARV, além de 

não produzir lesões generalizadas e 

apresentar menor virulência que o VARV 

(Fenner, 2000). 

 

Diversas amostras de VACV foram 

utilizadas na produção destas vacinas: 

amostras das linhagens Lister, originada do 

Lister Institute, na Inglaterra, e da linhagem 

New York City Board of Health, originada 

do Laboratório Wyeth, Radnor, nos Estados 

Unidos. Além dessas, outras amostras 

foram utilizadas na China e na Índia 

(Henderson e Moss, 1999, citado por 

Ferreira, 2008a). No Brasil, o Instituto 

Butantã em São Paulo produziu milhões de 

doses de vacina com a linhagem VACV 

Lister, procedente da Inglaterra, sendo este 

vírus denominado aqui como Lister-Butantã 

(Lanna, 1980). No Rio de Janeiro a 

produção de vacinas utilizando a amostra de 

VACV-IOC do Instituto Oswaldo Cruz 

também foi amplamente utilizada durante a 

campanha de vacinação no Brasil (Damaso 

et al., 2000).  

 

Entretanto, com a erradicação da varíola 

humana, a vacinação utilizando o VACV 

foi suspensa. Atualmente a vacinação 

apenas é recomendada para profissionais 

que trabalham em laboratórios, 

manipulando estes agentes, além de alguns 

grupos de risco como profissionais da área 

de saúde e militares, nos Estados Unidos e 

em alguns países da Europa, devido ao 

receio de bioterrorismo (Hugles et al., 

2011). 

 

O VACV também tem importância história 

como vetor de expressão na produção de 

vacinas para raiva. A primeira vacina 

utilizando um poxvírus recombinate foi 

feita com o VACV, contendo o gene da 

glicoproteína G (gG) do vírus da raiva. Este 

vetor foi construído a partir da inserção do 

cDNA da gG do vírus da raiva no local do 

gene da timidina quinase em amostras 

Copenhagem do VACV. Essa vacina tem 

sido utilizada para a imunização oral de 

raposas e outros carnívoros de vida livre 

contra a raiva, a partir de 1987, na Bélgica, 

e tem propiciado o controle e até mesmo a 

erradicação desta doença em vários países 

europeus (Canal, 2007). 

 

2.6 - Origem do VACV 

 

A origem do VACV ainda não está 

completamente estabelecida. Inicialmente 

algumas hipóteses sugeriram que o VACV 

poderia ser um mutante do VARV ou do 

CPXV. Entretanto, estudos filogenéticos 

recentes indicam que o VACV pode ter 

outras possíveis origens (Gubser et al., 

2004; de Souza Trindade et al., 2007a). A 

permanência da circulação do VACV na 

natureza, mesmo após mais de 30 anos do 

encerramento da campanha de erradicação 

da varíola humana, faz com que a origem 

do vírus volte a ser discutida (de Souza 

Trindade et al., 2007; Abrahão et al., 2008; 

Drumond et al., 2008). 
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A primeira hipótese para tentar explicar a 

circulação do VACV no Brasil, sugeriu que 

esses vírus surgiram de amostras vacinais, 

durante a campanha de vacinação para a 

varíola humana, e que escaparam para a 

natureza persistindo em animais silvestres 

(Damaso et al., 2000). Com o avanço na 

realização de estudos moleculares e eco-

epidemiológicos utilizando uma quantidade 

maior de genes do VACV foi revelada uma 

maior diversidade genética que permitiu 

dividir em dois grupos distintos as amostras 

envolvidas em surtos, não sendo observada 

uma relação direta entre as amostras 

envolvidas em surtos e as amostras de 

VACV utilizadas durante a campanha de 

vacinação (de Souza Trindade et al., 2007; 

Drumond et al., 2008). Em um surto 

ocorrido em 2001, no município de Guarani 

no estado de Minas Gerais foram isoladas 

duas amostras de VACV de diferentes 

propriedades: o Guarani P1 virus (GP1V) e 

o Guarani P2 virus (GP2V), contribuíndo 

para suscitar a questão acerca da origem 

dos VACV (Trindade et al., 2006). A 

heterogeneidade genética entre estas duas 

amostras isoladas de um mesmo surto 

indicou que os VACVs circulantes no país 

provavelmente teriam mais de uma origem, 

e não apenas a vacinal, como proposto 

inicialmente por Damaso e colaboradores 

(2000). 

 

Diante dessas novas evidências, novas 

hipóteses tem sido sugeridas para elucidar a 

origem das amostras envolvidas em surtos 

pelo VACV. Uma das hipótese é de que o 

VACV poderia ter diferentes e múltiplas 

origens. E mesmo considerando que exista 

uma origem comum, a pressão de seleção 

poderia gerar amostras diferentes devido à 

sua alta taxa de replicação em diferentes 

hospedeiros (revisado por Fonseca et al., 

2011). Outra hipótese sugere que exista um 

OPV indígena relacionado ao VACV que 

sempre esteve circulando na natureza. 

Trindade e colaboradores (2007) e 

Drumond e colaboradores (2008) 

descreveram variações genéticas em 

isolados brasileiros que podem sugerir a 

circulação de um ancestral desses isolados 

anterior à campanha de vacinação e que 

possivelmente continuam circulando até os 

dias de hoje. 

 

2.7 - Hospedeiros 

 

O genoma extenso do VACV permite a 

codificação de uma diversificada 

quantidade de genes associados à 

modulação da resposta imune do 

hospedeiro, além de uma grande 

versatilidade bioquímica, e essas 

características aumentam a permissibilidade 

de vários tipos celulares à sua replicação, 

aumentando a sua capacidade de infectar 

vários hospedeiros (Hugues e Friedman, 

2005).   

 

Bovinos, bubalinos, roedores, equinos, 

macacos e o homem podem ser hospedeiros 

do VACV (Lobato et al., 2005; Abrahão et 

al., 2009d; Abrahão et al. 2010c; Brum et 

al., 2010; Venkatesan et al., 2010). No 

homem, a doença tem caráter ocupacional, 

acometendo principalmente ordenhadores 

que tiveram contato com bovinos infectados 

que são os hospedeiros mais comumente 

descritos (de Souza Trindade et al., 2003; 

Lewis-Jones, 2004; Nagassane-Shugahara 

et al, 2004; Trindade et al., 2006).  

 

Na Índia, o Buffalopox virus, um OPV 

considerado como uma subespécie do 

VACV, tem causado diversos surtos em 

humanos desde o seu primeiro relato em 
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1934 (Singh et al., 2007). Assim como nos 

casos de infecção por VACV no Brasil, nos 

humanos as lesões se localizam 

principalmente nas mãos e face, enquanto 

os búfalos domésticos (Bubalus bubalis) 

são acometidos nos tetos e úbere, 

geralmente com lesões acompanhadas de 

infecções secundárias como mamites 

(Venkatesan et al., 2010). 

 

Equinos são também susceptíveis, como 

recentemente descrito em um surto 

envolvendo exclusivamente cavalos no sul 

do Brasil, em que vários animais 

desenvolveram lesões cutâneas no focinho, 

narinas externas, e nos lábios externos e 

internos (Brum et al., 2010). Em um 

trabalho posterior, duas amostras distintas 

de VACV, vírus Pelotas 1 (P1V) e Pelotas 2 

(P2V) foram isoladas e identificadas de um 

mesmo equino acometido naquele surto 

(Campos et al., 2011).  

 

Em duas espécies de macacos silvestres: 

Cebus apella (macaco-prego) e Allouata 

caraya (macaco barbado ou bugios) foram 

detectados DNA para o VACV, esses 

animais foram oriundos de um resgate de 

fauna, em uma área inundada durante a 

construção de usina hidrelétrica em Lajeado 

e Ipueiras, estado do Tocantins, na 

amazônia brasileira (Abrahão et al., 2010c).  

 

Apesar de todos esses hospedeiros, o 

reservatório natural do VACV ainda não foi 

definitivamente determinado. Porém, a 

detecção do vírus em roedores sentinelas e 

silvestres, propõe que esses sejam os 

principais reservatórios (Lopes et al., 1965; 

Fonseca et al., 1998; Abrahão et al., 2009d), 

assim como descrito para CPXV na Europa 

em que roedores têm sido descritos como 

reservatórios, promovendo a transmissão 

principalmente para felinos e animais de 

zoológico (Haenssle et al., 2006). 

 

Em 1963 o vírus BeAn58058 (BAV) foi 

isolado de um roedor silvestre, do gênero 

Oryzomys, capturado na floresta de Utinga, 

na cidade de Belém, no estado do Pará 

(Lopes et al., 1965). O vírus SPAn 232 

(SAV) e o Cotia virus foram isolados e re-

isolados de camundongos sentinelas na 

estação de Cotia, estado de São Paulo 

(Fonseca et al., 1998). O Belo Horizonte 

virus (VBH) foi isolado de um surto 

exantemático no Centro de Bioterismo da 

UFMG, acometendo camundongos suíços 

provenientes da Universidade de Campinas, 

São Paulo (Diniz et al., 2001). Análises 

filogenéticas posteriores revelaram que 

todos os vírus citados são amostras de 

VACV (Fonseca et al., 1998; Marques et 

al., 2001; Fonseca et al., 2002; Trindade et 

al., 2004).  

 

2.8 - Transmissão 

 

A VB é uma zoonose classificada como 

uma anfixenose, pela característica de ser 

transmitida tanto do homem para os 

bovinos, quanto desses para o homem. O 

homem se infecta através do contato com as 

lesões presentes nas tetas dos animais 

doentes (Schatzmayr et al., 2000; Lobato et 

al., 2005). Lobato e colaboradores (2005), 

observaram casos humanos 

concomitantemente com casos em bovinos 

em 83% das propriedades envolvidas em 

um surto de VB, totalizando 

aproximadamente 110 pessoas.  

 

Uma vez que a VB aparece em um rebanho 

a transmissão entre os bovinos ocorre 

principalmente através das mãos dos 

ordenhadores ou pelas ventosas dos 
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equipamentos de ordenha mecânica (Lobato 

et al., 2005) Em bezerros as lesões são 

observadas na gengiva, lábios e no focinho 

(Lobato et al., 2005; Leite et al., 2005), 

provavelmente devido ao contato com as 

lesões presentes nos tetos e úberes em vacas 

infectadas. A penetração dos vírus ocorre 

por soluções de continuidade em lesões pré-

existentes nas tetas e úbere das vacas 

(revisado por Fenner et al., 1989; Blood e 

Radostitis, 1991). 

 

Entre fazendas a doença pode ser 

transmitida pela introdução de bovinos 

infectados no rebanho e por ordenhadores 

que entram em contato com animais 

doentes em outras propriedades (Lobato et 

al., 2005; Megid, 2008). Estudo recente 

conduzido na região norte do Brasil 

mostrou a importância da comercialização e 

do trânsito de animais na difusão do VB 

nesta região (Quixabeira-Santos, et al., 

2011). 

A manipulação de latões de leite 

contaminados pode aumentar o risco de 

disseminar o VACV, caso nenhuma 

desinfecção seja realizada nas mãos do 

ordenhador ou nas alças de latões de leite. 

Uma vez que a mão do ordenhador pode ser 

infectada durante a ordenha manual através 

do contato direto com o teto com lesões, 

contaminando objetos como os latões de 

leite, ao tocá-los ou manuseá-los (Lobato et 

al., 2005; Madureira, 2009). 

 

A transmissão do VACV através de 

roedores também deve ser considerada. 

Roedores silvestres podem ser os 

reservatórios naturais do vírus e contribuir 

para a disseminação viral, para roedores 

peridomiciliares, os quais por sua vez, 

podem ser a fonte da infecção nos surtos de 

VACV em bovinos (Abrahão et al., 2009d). 

O VACV possui resistência considerável ao 

calor, à dessecação e é capaz de manter sua 

infectividade em restos celulares presentes 

em crostas por longo tempo. Em aerossóies, 

Harper (1961) comprovou a estabilidade do 

VACV por aproximadamente 23 horas, 

sobretudo sob baixas temperaturas e 

umidades relativas, e em ambiente não 

irradiado por raios ultra-violetas (UV). A 

resistência ambiental de VACV também foi 

demonstrada em amostras de água de chuva 

e de rios (Essbauer et al., 2007). Essas 

características de resistência ambiental 

podem contribuir facilitando a transmissão 

do VACV (Harper, 1961; Fenner, 2000; 

Essbauer et al., 2007).  

 

2.9 - Sinais clínicos 

 

Os OPV são epiteliotrópicos tendo como 

característica produzir lesões cutâneas 

(Esposito et al., 2001). As lesões locais 

causadas pelo VACV se apresentam nas 

formas proliferativas, ulceradas ou em 

crostas. Quando os vírus atingem a pele, 

inicia-se o desenvolvimento de um eritema 

cutâneo caracterizado pelo aparecimento de 

pequenas pápulas que evoluem para 

vesículas, podendo ulcerar, seguido pela 

formação de crostas escuras nas tetas e mais 

raramente no úbere, que terminam por 

cicatrizar dentro de 15 a 20 dias (Breman e 

Henderson, 2002). 

 

Nas vacas as lesões causadas por VACV 

normalmente estão confinadas às tetas e 

partes inferiores do úbere. O 

desenvolvimento de dor nas tetas pode 

interferir com a liberação do leite, causando 

retenção de leite e com isso, propiciar um 

ambiente rico para a ocorrência de mamite 

e outras infecções secundárias nas vacas 

afetadas (Blood e Radostitis, 1991). Lobato 
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e colaboradores (2005), relataram que 43% 

dos animais acometidos apresentaram 

mamite ou outro tipo de infecção 

secundária, durante ou após o aparecimento 

dos sinais clínicos.  

 

Nos bezerros as lesões são observadas na 

região da boca, focinho e lábios. Reis e 

colaboradores (1970), citado por Madureira 

(2009), estudando um surto de VB no 

município de Patos de Minas, em Minas 

Gerais, em 1970, identificaram lesões no 

focinho de bezerro que amamentava em 

vaca com lesões agudas. Em um surto na 

cidade de Passatempo, Minas Gerais; Leite 

e colaboradores (2005) observaram que 

bezerros infectados apresentavam lesões na 

mucosa oral e focinho. Em 21% das 

propriedades visitadas em surtos na região 

da Zona da Mata Mineira também foi 

mencionada a doença em bezerros (Lobato 

et al., 2005). 

  

Em humanos, a infecção é caracterizada por 

lesões ulcerativas e pustulares 

principalmente nas mãos, podendo 

acometer antebraços e face, além de sinais 

de febre, dor, mal estar, e linfoadenopatia 

(Damaso et al., 2000; Schatzmayr et al., 

2000; Lewis-Jones, 2004; Nagasse-

Shugahara et al., 2004; Leite et al., 2005; 

Trindade et al., 2006). Entretanto, lesões 

podem aparecer em outros locais do corpo 

que apresentem soluções de continuidade 

na pele, considerando-se que as mãos 

podem apresentar grande quantidade de 

vírus nas feridas, ajudando a disseminar o 

vírus e levando à ocorrência de lesões nas 

pernas, no calcanhar e nos joelhos de 

ordenhadores (Madureira, 2009). 

  

2.10 - VACV no Brasil acometendo 

bovinos e humanos 

 

Apenas dois países, Brasil e Índia, tem 

relatos de casos de infecções por VACV em 

humanos e animais, naturalmente 

infectados. Os outros casos envolvendo 

VACV ficaram restritos a acidentes 

ocorridos com pessoas que trabalham em 

laboratórios, devido à manipulação desses 

agentes, ou decorrentes de reações vacinais 

adversas em pessoas vacinadas como, por 

exemplo, soldados e enfermeiros vacinados, 

e de infecções secundárias em outros 

indivíduos expostos a estas pessoas 

vacinadas (Center for Disease Control and 

Prevention, 2007; Hughes et al., 2011).  

 

A ocorrência de “varíola bovina” tem sido 

relatada no Brasil desde a década de 30, 

com registros de casos esporádicos nas 

décadas de 50 a 70, nos estados da Região 

Sudeste (Silva e Moraes, 1960; Reis et al., 

1970). Nas décadas de 80 e 90 alguns casos 

foram descritos (Silva et al., 1986), porém, 

desde o final da década de 90 houve 

aumento exacerbado do número de relatos 

de surtos de uma doença semelhante à 

varíola bovina em diferentes regiões do 

país, sendo o VACV confirmado como o 

agente etiológico envolvido nesses surtos 

(Schatzmayer et al., 2000; de Souza 

Trindade et al., 2003; Lobato et al., 2005; 

Nagasse-Shugara et al., 2005).  

 

No Brasil esses surtos causados pelo 

VACV tem sido descritos acometendo 

bovinos e o homem em 13 das 26 unidades 

federativas (UF) (Figura 4). Espírito Santo 

(Donatele et al., 2003), Bahia, Maranhão 

(Kroon, dados não publicados), 

Pernambuco (Damaso et al., 2007), 

Rondônia e Mato Grosso (Quixabeira-
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Santos et al., 2011), Pará (Vinhote et al., 

2011); Tocantins (Medaglia et al., 2009), 

Rio de Janeiro (Damasco et al., 2000; 

Schatzmayr et al., 2012), Minas Gerais (de 

Souza Trindade et al., 2003; Lobato et al., 

2005; Leite et al., 2005; Trindade et al., 

2006, Madureira, 2009), Goiás (Nagasse-

Shugahara et al., 2004), São Paulo (Mendes 

et al., 1999; Nagasse-Shugahara et al., 

2004; Megid et al., 2008; Megid et al., 

2012) e Mato Grosso do Sul (Lemos et al., 

1999).  

 

                                 

Figura 4 - Estados brasileiros com surtos diagnosticados para Vaccinia virus, com acometimento de 

bovinos e humanos durante o período de 1999 a 2011. 

 

Lobato e colaboradores (2005), em estudo 

de surtos ocorridos no ano de 2001 no 

estado de Minas Gerais, descreveram os 

principais problemas causados pela doença: 

queda na produção de leite, que pode 

chegar até a 80%; ocorrência de infecção 

secundária, especialmente mamite em até 

50% dos casos; gastos com medicamentos; 

acometimento de bezerros que mamam nas 

vacas doentes e custos com a contratação de 

novos empregados, pois o ordenhador 

doente se afasta por mais de uma semana, 

sendo necessária a contratação de um novo 

ordenhador. 

 

 

 

2.11 - Métodos de diagnóstico para o 

VACV 

 

O diagnóstico laboratorial pode ser 

realizado a partir do isolamento viral, da 

microscopia eletrônica, da sorologia e por 

técnicas de biologia molecular, tais como a 

reação em cadeia da polimerase (PCR) 

(Damaso et al., 2000; de Souza Trindade et 

al., 2003).  

 

O isolamento viral é realizado em ovos 

embrionados de galinha através da 

inoculação de amostras suspeitas na 

membrana corioalantóide (MCA) e, após 

incubação por 72 horas, observa-se se há a 

formação de pocks grandes e 

esbranquiçados, típicos do VACV. Em 
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cultivo celulares, também pode ser feito o 

isolamento viral através da inoculação de 

amostras suspeitas em monocamadas de 

células Vero ou BSC-40, linhagens 

contínuas derivadas de células epiteliais de 

rim de macaco verde africano 

(Cercopthecus aeothiops), ou em cultivos 

primários de fibroblastos embrionários de 

galinha para detecção de efeito citopático 

(Diniz et al., 2001; Damon et al., 2007). 

 

O teste da PCR para diagnóstico de agentes 

virais em materiais clínicos é realizado 

utilizando-se genes característicos dos OPV 

que codificam, por exemplo, a enzima 

timidina quinase (TK), o fator de 

crescimento do VACV (VGF) (Fonseca et 

al. 1998; Abrahão et al., 2010a), a proteína 

do corpúsculo de inclusão do tipo A (ATI) e 

a hemaglutinina viral (HA) (Roop et al., 

1995;  Fonseca et al., 1998; de Souza 

Trindade et al., 2003; de Souza Trindade et 

al., 2008). Ensaios de PCR convencionais, 

semi-nested, nested, multiplex e em tempo 

real tem sido descritos para identificar OPV 

ou especificamente o VACV em diversos 

espécimes clínicos (Fonseca et al., 1998; de 

Souza Trindade et al., 2003; Carletti et al., 

2005; Damaso et al., 2007; de Souza 

Trindade et al., 2008; Abrahão et al., 

2009b; Abrahão et al., 2010a). Após a 

amplificação pela PCR, as amostras podem 

ainda ser sequenciadas ou submetidas aos 

ensaios de RFLP (Polimorfismo de 

tamanho de fragmento de restrição) (Meyer 

et al., 1997).  

 

Anticorpos totais podem ser detectados 

pelos testes de ensaio imunoenzimático em 

fase sólida (ELISA), imunofluorescência, 

imunoperoxidase em monocamada celular 

(IPMC), e anticorpos neutralizantes pelo 

teste de soroneutralização por redução do 

número de placas (Leite et al., 2005; Mota 

et al., 2010; Gerber et al., 2012 em 

publicação).  

 

No diagnóstico diferencial, deve ser 

realizada a pesquisa para outros poxvírus, 

além de se considerar a possíblidade de co-

infecções, como relatado em um surto na 

cidade de Resplendor, Minas Gerais, em 

que foi diagnosticada nos bovinos e em 

seus ordenhadores a co-infececção entre o 

VACV e o PSCV (Abrahão et al., 2010b). 

Também é recomendável que se faça o 

diagnóstico para várias outras 

enfermidades, principalmente para outras 

doenças vesiculares dos bovinos, como por 

exemplo a mamilite herpética, estomatite 

vesicular e febre aftosa. 

 

2.12 - Patogênese dos OPV 

 

Nas infecções causadas pelos OPV, em que 

as lesões estão associadas à entrada inicial 

através de microabrasões na pele (revisado 

por Fenner et al., 1989), ocorre 

multiplicação inicial no local de infecção, 

para posteriormente o vírus atingir os 

linfonodos adjacentes causando 

linfadenopatia regional, característica esta 

comum aos OPV (Buller e Palumbo, 1991). 

No local da lesão ocorre vasodilatação dos 

capilares na derme da região acometida 

seguida pela migração de células 

polimorfonucleares, formando-se assim o 

eritema e a pústula, respectivamente, que, 

em seguida, evoluem para a formação de 

edema intra e intercelular, com a formação 

de vesículas, as quais possuem altos títulos 

virais, representando a maior fonte de 

infecção por contato. As vesículas, 

geralmente, sofrem ulceração para, 

posteriormente, ocorrer o desenvolvimento 
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de crostas, que por último evoluem para 

cicatrização (Buller e Palumbo, 1991). 

 

Diversos modelos animais de estudo da 

patogênse dos OPV tem sido propostos para 

a elucidação das infecções causadas pelo 

VACV, ECTV, MPXV e CPXV (Esteban e 

Buller, 2005). Atualmente, aspectos 

relacionados a patogênese de amostras 

brasileiras isoladas de surtos de VACV tem 

sido estudados em modelos experimentais, 

utilizando camundongos e coelhos (Ferreira 

et al., 2008b;  Campos et al., 2011; 

Cargnelutti et al., 2012).  

 

Em infecções experimentais por via 

intranasal em camundongos Balb/c com 

algumas amostras brasileiras, isoladas a 

partir de surtos de VB, Ferreira e 

colaboradores (2008b) confirmaram a 

existência de dois diferentes grupos de 

VACV que circulam no Brasil com 

virulência e característica distintas. Sendo 

que em um grupo de amostras de VACV 

(grupo 2) (GP1V, VBH, SAV e BAV) a 

infecção causa sinais clínicos e morte em 

camundongos infectados e em outro (grupo 

1) (ARAV, GP2V e PSTV) , a infecção não 

provoca sinais clínicos ou a morte de 

camundongos. Nos animais infectados com 

amostras de VACV do grupo 2 foram 

observados sinais clínicos severos 

demonstrados pela pilo-ereção, 

arqueamento do dorso e perda de peso 

significativa. Altos títulos virais foram 

detectados em sitíos primários da infecção 

como traquéia e pulmões, mas também foi 

observado tropismo do VACV por outros 

orgãos, incluindo cérebro, fígado, rins, 

coração e baço.  

 

Essa separação de amostras brasileiras em 

dois grupos filogenéticos e com 

características e virulência distintas, 

também foi estudada por  Campos e 

colaboradores (2011) em duas amostras 

isoladas (P1V e P2V) de equino com lesões 

cutâneas graves. Essas amostras, apesar de 

terem sido isoladas de uma mesma lesão 

clínica exantemática, mostraram também 

perfis de virulência distintos em infecções 

intranasais com camundongos Balb/c. 

Cargnelutti e colaboradores (2012), 

utilizando as amostras P1V e P2V, 

demonstraram em ambas as amostras que 

coelhos são mais suscetíveis ao VACV do 

que os camundongos, reproduzindo um 

quadro respiratório grave e uma doença 

sistêmica após a inoculação intranasal. O 

aparecimento de lesões nas orelhas e nas 

pálpebras e a presença do vírus no sangue, 

intestino e no pulmão indicaram uma 

disseminação sistêmica do vírus.  A 

presença de grande quantidade de vírus 

isolado de tecido pulmonar dos coelhos 

infectados, sugere que as alterações 

pulmonares foram consequência da 

replicação maciça do vírus neste tecido.  

 

A infecção pelo ECTV, também conhecido 

como Mousepox, tem sido extensivamente 

utilizada como modelo para o estudo da 

patogenia das infecções por OPV. Fenner 

(1948), descreveu que o ECTV, em 

infecções sistêmicas em camundongos 

multiplica-se no local de entrada, em 

seguida alcança a corrente sanguínea e o 

sistema linfático, causando viremia 

primária. Posteriormente, os vírus alcançam 

órgãos vascularizados, como o baço e o 

fígado, se multiplicam nestes órgãos 

produzindo focos necróticos, e retornam à 

corrente sanguínea, causando a viremia 

secundária. Os vírus se disseminam pela 

corrente sanguínea tanto como partículas 

livres como associados às células 
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sanguíneas. Após a viremia secundária, os 

vírus alcançam outros órgãos, como rins, 

intestinos, pulmões e pele, sendo que neste 

último tecido causam lesões ulcerativas 

típicas. 

Nas infecções pelo VARV e pelo MPXV as 

manifestações clínicas são generalizadas. 

No homem o VARV promove a infecção 

através do trato respiratório, enquanto que a 

infecção com o MPXV em macacos ocorre 

através de lesões na pele e na mucosa oral. 

Após a multiplicação viral no sítio de 

entrada, ocorre o comprometimento dos 

órgãos linfáticos e circulação dos vírus na 

corrente sanguínea (viremia primária) com 

consequente infecção de órgãos como baço 

e fígado e multiplicação viral nestes, com 

nova circulação dos vírus na corrente 

sanguínea (viremia secundária). Em seguida 

surgem as lesões características da doença 

em outros órgãos como rins, intestino, 

pulmões e pele (Breman e Henderson, 

2002; revisado por Chapman et al., 2010).  

 

2.12.1 - Resposta imune 

 

A resposta imune contra os poxvírus é 

complexa e multifatorial, sendo importante 

para conter e eliminar as infecções causadas 

pelos poxvírus (Putz et al., 2006). Alguns 

modelos de infecção animal têm sido 

usados para o estudo da resposta imune em 

poxvírus. Chaudri e colaboradores (2006), 

estudando infecções com o ECTV em 

camundongos, demonstraram o papel 

importante de citocinas e linfócitos T no 

controle de estágios agudos, mas também 

mostraram que anticorpos previnem a 

disseminação do vírus na pele e a formação 

de lesões, as quais são cruciais na 

transmissão. A crescente evidência de que 

os anticorpos são necessários para a 

prevenção e controle de infecções pelos 

poxvírus tem derrubado o forte dogma da 

maior importância da imunidade celular 

para os poxvirus, hipótese que foi 

dominante por muito tempo (Panchanathan 

et al., 2008).  

Os anticorpos auxiliam no controle da 

infecção através de vários mecanismos 

como a neutralização viral, ativação do 

complemento, opsonização e citotoxicidade 

mediada por células dependente de 

anticorpos (Smith e Kotwal, 2002). Estudos 

em modelos animais mostraram que 

anticorpos neutralizantes contra OPV são 

imprescindíveis na geração de proteção 

contra novas infecções por poxvírus e 

também para a sua eliminação (Edghill-

Smith et al., 2005). As partículas 

infecciosas do VACV compostas nas forma 

de vírus maduro intracelular e do vírus 

envelopado extracelular podem ser 

neutralizadas por anticorpos. No entanto, 

anticorpos neutralizantes formados contra o 

vírus envelopado extracelular não podem 

neutralizar o vírus maduro intracelular e 

vice-versa (Law e Smith, 2001). Este fato 

deve-se a composição das proteínas de 

membrana que são diferentes de acordo 

com a forma viral (Moss, 2006). 

 

Vírus com grandes genomas, como os 

poxvírus, carregam genes não essenciais 

para a sua multiplicação, mas que 

codificam várias proteínas 

imunomodulatórias, bloqueando ou 

diminuindo a ação de citocinas e 

mecanismos do sistema imune inato 

(Cramptom et al, 2010). Deste modo, estas 

proteínas são importantes fatores de 

virulência que contribuem 

significantemente para a manutenção de 

infecções virais (Frebel et al., 2010). 
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Mesmo a resposta imune contra os poxvírus 

sendo complexa e multifatorial, acredita-se 

que a imunidade mediada por células e a 

imunidade humoral são complementares e 

essenciais nas infecções por poxvírus (Xu et 

al., 2004). Contuto, a resposta imune 

induzida pela infecção com poxvírus 

continua sendo bastante discutida e existe 

pouco consenso sobre a sua capacidade de 

proteção em reinfecções (Panchanathan et 

al., 2008).  

 
2.12.2 - Vias de excreção  

 

Estudos referentes às vias de excreção dos 

OPV ainda são escassos. Em infecções 

causadas por outros OPV, podem ser 

descritas mais de uma via de excreção 

(Quadro 1). Na infecção por VARV as 

partículas virais são excretadas por fluídos 

orofaríngeos, secreções da conjuntiva e 

através da urina em pacientes humanos, 

ocorrendo decréscimo na concentração de 

vírus eliminados durante a fase de 

covalescência (Sarkar, 1973).  

Camundongos infectados com pequenas 

doses de ECTV, não apresentaram os sinais 

clínicos característicos, mas partículas 

virais foram detectadas em fezes, urina e 

em lesões próximas ao ânus, durante 

algumas semanas após a infecção (revisado 

por Fenner et al., 1989).  

 

Quadro 1 - Estudos referentes aos OPV sobre as suas vias e períodos de excreção viral. 

 

OPV Hospedeiro Excreção Período Referência 

Variola 

virus 
Humanos 

fluídos orofaríngeos, 

secreções da 

conjuntiva e urina 

fase de covalescência com 

decréscimo na concentração de 

vírus eliminados 

Sarkar, 1973 

Cowpox 

virus 

Roedores 

(Rattus 

novergicus) 

fezes e urina > 30 dias 
Maiboroda, 

1982 

Ectromelia 

virus 
Camundongo 

fezes, urina semanas após a infecção Gledhill, 1962 

fezes 47 dias pós-infecção 
Wallace e, 

Buller, 1985  

Monkeypox 

virus 

Cão da 

pradaria 

(Cynomys 

ludovicianus) 

secreções orais, 

nasais, oculares e 

fezes 

- 
Hutson et al., 

2009 

 

 

Vaccinia 

virus 

Camundongo 

(Balb/c) 
fezes, urina e saliva 

DNA viral e partículas viáveis 

30 dias após-infecção nas fezes 
Ferreira et al., 

2008a 

Bovinos leite - 

Abrahão et al., 

2009c;  
Megid et al., 

2012 

 Coelhos 
Secreções nasais e 

fezes 
30 dias 

Cargnelutti, et 

al., 2012 

 

Infecções experimentais tem sido realizadas 

para estudar amostras isoladas em surtos 

envolvendo o VACV no Brasil. Em um 

estudo utilizando a amostra Guarani P2 

isolada em um surto em que houve 

acometimento de bovinos e de humanos, foi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buller%20RM%22%5BAuthor%5D
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realizada a inoculação intranasal de 

camundongos (Balb/c), sendo possível 

detectar DNA viral em amostras de fezes, 

urina e saliva (Ferreira et al., 2008a).  

 

Em amostras de VACV isoladas de equinos 

com lesões cutâneas, Cargnelutti e 

colaboradores (2012), inoculando coelhos 

por via intranasal, conseguiram detectar o 

DNA viral em secreções nasais e nas fezes.  

 

Nalca e Nichols (2011) relataram que em 

coelhos, a via de transmissão aerógena é 

uma importante rota de transmissão em 

modelo de estudo para o Rabbitpox. Este 

vírus é considerado filogeneticamente 

relacionado às amostras VACV-WR e 

VACV-Ankara. O trato respiratório é a via 

de infecção mais recorrente, constituindo a 

mais provável via de entrada nos OPV 

como o CMLV, o VARV e o MPXV (Coras 

et al., 2005; Hutson et al., 2011).  

  

Da mesma maneira que em outros modelos 

envolvendo os OPV, nas infecções causadas 

pelo VACV em bovinos as vias de excreção 

não estão completamente definidas. A única 

via de excreção conhecida até o momento 

foi demonstrada por  Abrahão e 

colaboradores, (2009c) na detecção de 

partículas virais infecciosas de VACV e por 

Megid e colaboradores, (2012) através da 

detecção do DNA de VACV no leite de 

bovinos naturalmente infectados. 

 

2.12.2.1 - Fezes 

 

Existem poucos dados disponíveis a 

respeito das vias de excreção dos poxvírus, 

e não é conhecida a importância dessas vias 

na transmissão horizontal do VACV (de 

Souza Trindade et al., 2007a; Abrahão et 

al., 2008; Drumond et al., 2008). A 

constante circulação e a manutenção de 

partículas infecciosas na natureza 

representam alguns dos desafios impostos 

para a sua permanência. Estratégias de 

excreção, resistência ambiental e 

disseminação foram selecionadas e 

modeladas ao longo da evolução, e são 

fundamentais na logística infectiva 

(Maiboroda, 1982).  

 

A presença do VACV nas fezes de Mus 

musculus (camundongos Balb/c) 

experimentalmente infectados, tem sido 

relatada em estudos que sugerem que esses 

excrementos possam ser relevantes para a 

circulação viral entre roedores. Ferreira e 

colaboradores (2008a) mostraram que 

camundongos sentinelas expostos às 

excretas contaminadas com VACV se 

infectam, e passam a eliminar partículas e 

DNA viral nas suas fezes, por pelo menos 

30 dias pós-infecção. 

 

Em outro estudo com o VACV foram 

utilizadas amostras isoladas durante um 

surto envolvendo somente equinos com 

lesões cutâneas graves, tendo Cargnelutti e 

colaboradores (2012) inoculado coelhos 

brancos da Nova Zelândia detectando o 

DNA nas fezes desses animais em dias 

alternados durante 30 dias.  

 

A excreção viral nas fezes também já foi 

evidenciada para outros OPV como o 

CPXV, MPXV, e o ECTV (Gledhill, 1962; 

Maiboroda, 1982, Wallace e Buller, 1985; 

Hutson et al., 2009). Em um estudo sobre 

vias de excreção com OPV, que envolveu o 

CPXV (Ratpox virus, uma variante 

biológica de CPXV), Maiboroda, (1982) 

observou no roedor Rattus novergicus uma 

alta de morbidade e mortalidade. No 

entanto, os animais que sobreviviam, 
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permaneciam eliminando o vírus nas fezes, 

por mais de 30 dias, comprovado através da 

observação de lesões hemorrágicas em 

membranas corioalantóides, após a 

inoculação do material biológico em ovos 

embrionados de galinha. Altos títulos (10
9 

UFP) virais foram observados, inclusive no 

reto dos animais, indicando que esta porção 

do intestino representa uma considerável 

fonte de disseminação de partículas virais. 

Em infecções de cães de pradaria (Cynomys 

ludovicianus) com amostras de MPXV 

(Amostra Africana do Oeste e Bacia do 

Congo). As inoculações foram realizadas 

em quatro animais através da inoculação via 

intradérmica por escarificação, obtendo-se 

detecção de DNA viral para as duas 

amostras de MPXV entre o 3º e o 15º  d.p.i. 

(Hutson et al., 2009). 

 

Também nas fezes de camundongos 

infectados por ECTV foram detectadas 

partículas virais (Gledhill, 1962; Wallace e 

Buller, 1985). Infecções em camundongos 

causadas por pequenas doses de ECTV não 

apresentam os sinais clínicos 

característicos, mas partículas virais 

puderam ser detectadas em fezes por 

semanas e também em lesões próximas ao 

ânus (Gledhill, 1962). Wallace e Buller 

(1985), após  inoculação intragástrica com 

o ECTV em modelo murino, recuperaram 

partículas virais infecciosas nas fezes 

durante 47 d.p.i. 

 
3. OBJETIVO 

 

3.1 - Objetivo geral 

 

Verificar a ocorrência e quantificar a viremi 

e a excreção do VACV nas fezes e a sua 

distribuição em tecidos de vacas em 

lactação experimentalmente infectadas com 

o vírus.  

 

3.2 - Ojetivos específicos 

 

3.2.1 - Estudar a ocorrência de viremia e o 

perfil de excreção do VACV nas fezes, 

estabelecendo o período e a quantidade de 

vírus excretado após a infecção 

experimental. 

 

3.2.2 - Estudar a excreção do VACV nas 

fezes de vacas infectadas e 

imunodeprimidas experimentalmente após a 

recuperação dos sinais clínicos. 

 

3.2.3 - Pesquisar a presença do VACV em 

amostras de fezes e sangue de bovinos após 

reinfecção experimental. 

 

3.2.4 - Estudar a distribuição do VACV nos 

bovinos, detectando e quantificando o vírus 

em tecidos de animais experimentalmente 

infectados e posteriormente reinfectados ou 

imunodeprimidos. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 - Locais dos experimentos 

 

O experimento com os animais foi realizado 

no Laboratório Nacional Agropecuário 

(LANAGRO) pertencente ao Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), localizado no município de Pedro 

Leopoldo. O processamento das amostras e 

as análises laboratoriais foram realizadas no 

Laboratório de Vírus do Instituto de 

Ciências Biológicas e no Laboratório de 

Pesquisa em Virologia Animal da Escola de 

Veterinária, ambos da UFMG. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
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4.2 - Seleção dos animais 

 

Os animais que participaram do 

experimento foram selecionados a partir de 

duas fazendas localizadas nos municípios 

de Confins e Pedro Leopoldo, através de 

exames clínicos e pelo teste de 

soroneutralização por redução do número 

de placas, sendo usado o VACV amostra 

Western Reserve (WR), de acordo com 

Leparc-Goffart e colaboradores (2005). O 

título do soro foi calculado pelo inverso da 

diluição capaz de neutralizar 50% do 

número de placas que foram detectadas nos 

controles de vírus. Foram considerados 

positivos os soros com títulos maiores ou 

iguais a 20.  

 

4.3 - Condições de alojamento e 

manutenção dos animais 

 

Os animais foram vermifugados e 

submetidos à aplicação de carrapaticida 

pour-on , antes de serem alojados em baias 

de concreto com dimensões 3,5 m x 3,5 m, 

separadas entre si por paredes de concreto e 

que impediam o contato com outros 

animais. A cama de descanso dos animais 

foi constituída de serragem e feno com 

trocas realizadas diariamente ou sempre que 

necessário. A manutenção das vacas foi 

realizada por um funcionário e pelos 

estudantes envolvidos no projeto. 

 

Devido ao longo período de manutenção em 

área fechada os animais foram 

suplementados com vitaminas A, D e E por 

via intramuscular. Os animais receberam 

duas refeições diárias, compostas cada uma 

por 10 kg de feno e 2 kg de ração (22 a 24% 

de proteína). O sal mineral foi fornecido à 

vontade, calculando-se aproximadamente 

50 g por animal por dia. A água foi 

fornecida ad libidum. 

 

A área do experimento possuía acesso 

restrito e foi planejada para que não 

houvesse disseminação do vírus para o 

ambiente. Os dejetos (fezes e cama) foram 

descartados duas vezes por dia em fossas de 

3,0 m x 2,5 m, abertas na área experimental 

e, em seguida, cobertos com cal e terra. Os 

efluentes da lavagem das baias foram 

descartados em fossa séptica exclusiva para 

as baias de inoculação. 

4.4 - Vírus utilizado 

 

Foi utilizado o VACV amostra Guarani P2 

(GP2V) isolado de vacas com lesões nos 

tetos, no ano de 2001, a partir de um surto 

de VB ocorrido no município de Guarani, 

Minas Gerais e já caracterizado sorológica e 

molecularmente (Trindade et al., 2006). O 

vírus utilizado foi um re-isolado obtido a 

partir de crostas de um animal infectado 

experimentalmente com um clone do 

isolado original, durante um pré-

experimento.  

 

Estoques de amostra GP2V do VACV 

foram cultivados com uma multiplicidade 

de infecção de 0,01 em células Vero 

(linhagem contínua de epitélio de rim de 

macaco verde africano, Cercopithecus 

aeothiops) obtidas da American Type 

Culture Collection (ATCC), catálogo 

número CCL-81 (Maryland, Estados 

Unidos) semeadas em meio mínimo 

essencial de Eagle (MEM) (GIBCO
TM

) 

suplementado com 5% de soro fetal bovino 

(SFB), gentamicina (50 µg/mL), penicilina 

potássica (200 U/mL) e anfotericina B (2,5 

µg/mL), sob incubação a 37ºC, por 1 hora,  

em atmosfera de 5% de CO2 para adsorção 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leparc-Goffart%20I%22%5bAuthor%5d


33 

 

do vírus. Posteriormente foram adicionados 

MEM com 1% de SBF e as garrafas foram 

mantidas sob à mesma temperatura até o 

aparecimento do efeito citopático (ECP) 

com a destruição de 90% da monocamada. 

Após, o meio foi desprezado, as células 

foram raspadas e coletadas em tampão Tris- 

HCℓ 10 mM, pH 8,0. A suspensão obtida 

foi centrifugada durante 10 minutos a 1500 

rpm (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B), a 

4ºC, e o sedimento obtido foi mantido à 

temperatura de -70ºC, para purificação 

(Trigueiro, 2004). 

Para  a purificação  do  vírus,  o  sedimento  

foi suspenso,  em  seguida  centrifugado a 

2.500 rpm (rotor H1000B - Sorvall RT6000 

B) durante 15 minutos a 4
o
C. O 

sobrenadante obtido foi mantido em banho 

de gelo e o sedimento celular foi lisado 

duas vezes em 10 mL de solução de lise 

(MgCl2 1mM; Tris10mM, pH 7,0; KCℓ 

10mM Após a adição desta solução, a 

suspensão foi incubada em banho de gelo 

por 10 minutos e homogeneizada 

mecanicamente 80 vezes  em  dounce  e  

centrifugada  duas vezes  para  liberação  

das  partículas  virais  a 23.000 g durante 2 

horas a 4°C, em colchão de  sacarose  a  

36%  em  Tris-HCI,  10  mM, pH  8,0.  O  

sedimento  foi  homogeneizado em 500 µL 

de Tris-HCl  10  mM  pH  8,0, distribuído 

em alíquotas de 5 µL e mantido a -70 º C 

(Joklik, 1962).  

4.5 - Animais inoculados 

 

Foram utilizadas dez vacas mestiças 

(holandês e gir) em lactação, sem bezerro 

ao pé e soronegativas para OPV, 

previamente testadas pelo teste de 

soroneutralização por redução do número 

de placas (Leparc-Goffart et al., 2005). O 

experimento foi realizado de acordo com as 

normas do Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG), registrado sob o número CETEA 

- 167/2009. A identificação de cada animal 

foi realizada através de brincos. 

  

4.6 - Delineamento do experimento 

 

O experimento constou de duas partes 

envolvendo dez animais, sendo que na 

primeira (grupo da infecção inicial) foram 

utilizadas oito vacas. Na segunda, as vacas 

foram divididas em dois grupos, o primeiro 

com quatro vacas (grupo da 

imunodepressão) e o segundo com cinco 

vacas (grupo da reinfecção), sendo que para 

tanto foram utilizadas sete vacas da 

primeira parte do experimento e outras duas 

vacas que participaram de um pré-

experimento realizado 9 meses antes deste 

experimento (Figura 5). 



34 

 

         
*Obs: Os animais 9 e 10 foram incorporados ao grupo da reinfecção após serem submetidos  inoculação inicial em pré-experimento 

realizado nove meses antes deste experimento. 

 

Figura 5 - Esquema mostrando a divisão dos animais nos grupos experimentais, duração dos 

acompanhamentos em cada grupo e dias pós-infecção inicial em que foram realizados a reinfecção, 

imunodepressão e o abate dos animais.  

 
4.7 - Infecção inicial 

 

Para a inoculação, os tetos foram limpos e 

então escarificados com auxílio de uma lixa 

do tipo esmeril número 4 (JX-41, Lixas 

Doble A, Argentina), a pele de três tetos 

foram inoculadas com 50µL de suspensão 

viral contendo 10
6
 unidades formadoras de 

placa (UFP) de GP2V. O teto posterior 

esquerdo foi reservado como controle 

negativo da inoculação.  

 

4.8 - Imunodepressão 

 

Com 69 dias pós-inoculação (d.p.i), quatro 

dos animais que participaram da infecção 

inicial foram imunodeprimidos através da 

administração por via intramuscular de 0,1 

mg de dexametasona/kg de peso vivo 

durante cinco dias seguidos, conforme 

descrito por Iketani e colaboradores, 

(2002).   

 

4.9 - Reinfecção 

 

Com 70 d.p.i., cinco animais foram 

reinoculados com o mesmo vírus e da 

mesma maneira como descrito para a 

infecção inicial no item 4.7. Três desses 

animais foram oriundos do grupo da 

infecção inicial, enquanto dois animais 

foram incorporados ao grupo da reinfecção 

após serem submetidos a inoculação inicial 

em um pré-experimento realizado nove 

meses antes deste experimento.  

 



35 

 

Neste pré-experimento as vacas tiveram os 

tetos escarificados com auxílio de agulha 

hipodérmica em sítio delimitado na área 

central de cada teto (Rehfeld, 2011). 

 

4.10 - Coleta e processamento das 

amostras  

 

As amostras de fezes e sangue total foram 

coletadas durante 90 d.p.i. Após a infecção 

inicial as amostras foram coletadas 

diariamente durante os 15 d.p.i. e em dias 

alternados até o 67
o
 d.p.i. Para os grupos 

dos animais reinfectados e 

imunodeprimidos as amostras foram 

coletadas diariamente até o 81
o
 e o 90

o
 

d.p.i., respectivamente (Figura 6). 

 

        

Figura 6 - Frequência das coletas de sangue e fezes nos grupos experimentais. 

 

Durante a coleta foram utilizadas luvas de 

látex descartáveis, trocadas a cada coleta de 

amostra, assim como entre os animais. 

Todas as medidas necessárias foram 

adotadas para que houvesse a devida 

proteção da equipe responsável pela 

procedimento e também para garantir que 

não houvesse contaminação cruzada entre 

as amostras coletadas e os animais do 

experimento.  

 

4.10.1 - Fezes 

 

As fezes foram coletadas uma vez ao dia no 

período da manhã pela via retal. Foram 

transportadas sob refrigeração para o 

laboratório e então divididas em duas 

alíquotas de aproximadamente 2 g cada 

uma, para a realização dos testes 

moleculares e outra para o isolamento viral, 

sendo posteriormente acondicionadas a -

20°C. Para a realização dos testes as 

alíquotas foram descongeladas e diluídas na 

proporção de 1g para 2 mL de PBS (500 mg 

mL
-1

). 

 

4.10.2 - Sangue total 

 

O sangue foi obtido através de punção da 

veia mamária ou coccígea. Foram coletados 

aproximadamente 4 mL de sangue em 

EDTA, os quais foram transportados e 

acondicionados da mesma forma como 

descrito para as fezes. Para a realização dos 

testes moleculares e de isolamento viral as 

alíquotas foram descongeladas e diluídas na 

proporção de 1 mL de sangue para 2 mL de 

PBS. 
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4.10.3 - Tecidos 

 

Após o término do acompanhamento e 

coleta de amostras dos animais os grupos da 

imunodepressão e reinfecção foram 

abatidos no 82º e no 92º d.p.i., 

respectivamente. Os animais apresentavam-

se clinicamente sadios e com as lesões 

totalmente recuperadas. O abate foi 

realizado em um matadouro frigorífico no 

qual foi realizado a coleta de fragmentos 

dos seguintes tecidos: tonsila, linfonodo 

mesentérico, íleo, baço, linfonodos 

retromamários, glândulas mamárias e tetos. 

Foram feitas alíquotas dos tecidos que 

tiveram o seguinte destino: fixação no 

tampão formalina a 10% para realização de 

imunohistoquímica (IHQ) e fragmentos dos 

mesmos tecidos, que foram inicialmente 

refrigerados e, posteriormente foram 

conservados a -70°C para realização dos 

testes moleculares e para tentativa de 

isolamento viral. As alíquotas destinadas ao 

isolamento viral e às provas moleculares 

foram maceradas utilizando nitrogênio 

líquido com auxílio de um pistilo em uma 

diluição de 1:10 em PBS.  

 

4.11 - Provas moleculares 

 

A PCR nested para o gene vgf (Abrahão et 

al., 2009b) foi utilizada para detecção do 

DNA viral em todas as amostras de sangue, 

fezes e tecidos coletados. A PCR em tempo 

real para o gene ha (de Souza Trindade et 

al., 2008) foi utilizada em todas as amostras 

positivas na PCR nested para quantificar o 

DNA do VACV.  

 

O DNA total das amostras foi extraído pela 

técnica de fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) (PCI), segundo 

Sambrook e colaboradores (1989) e  

quantificado por espectrofotometria através 

da leitura da densidade óptica a 260 nm, 

para avaliar a quantidade de DNA, e a 280 

nm para estimar a contaminação com 

proteínas. A concentração de uso nas 

provas moleculares foi ajustada para 100 

ng/µL de DNA em cada amostra analisada. 

 

Nos controles positivos foram utilizados 

10
5
 UFP/µL de VACV-WR purificado na 

PCR nested e nas concentrações de 10
4
 a 

10
0 

UFP por reação na PCR em tempo real. 

Nos controles negativos, foi adicionada 

água no lugar das amostras testadas para o 

PCR nested e DNA de fezes dos animais 

obtidas no dia anterior às inoculações.  

 

4.11.1 - Teste de sensibilidade analítica 

 

Com o objetivo de estabelecer a 

sensibilidade analítica para a detecção do 

VACV pela PCR nested no sangue e nas 

fezes de bovinos foram coletadas amostras 

desses espécimes clínicos e confirmadas 

como negativas pela PCR nested a partir de 

seis vacas sorologicamente negativas para 

VACV. 

 

Foram realizados quatro pools de 1 kg de 

fezes e quatro pools de 24 mL de sangue. 

Os pools de fezes e sangue foram 

contaminados com VACV-WR para cada 

um conter 1, 10, 10
2
 e 10

3
 UFP/g ou mL, 

sendo retirado 5 aliquotas de 1mL e 1g, 

respectivamente para sangue e fezes, em 

cada um desses pools para a realização da 

PCR nested a partir do DNA total obtido 

através da extração pelo método de PCI.  

 

4.11.2 - PCR nested 
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A reação de PCR nested para a 

amplificação do gene vgf foi realizada em 

duas etapas. Na primeira, foram utilizados 

os iniciadores VGF F e VGF R, que 

amplificam um fragmento de 381 pares de 

bases (pb). O produto desta reação foi 

utilizado como molde para a segunda etapa 

de amplificação, que utiliza os iniciadores 

VGF RT-R e VGF RT-F, cujo produto final 

é um amplificado de 180 pb (Tabela 1) 

(Abrahão et al., 2009b).  

 
Tabela 1 - Iniciadores utilizados para amplificação de fragmentos do gene vgf utilizando a PCR nested. 

 

Iniciador Sequência 
Tamanho  

produto PCR 

(pb) 

Referência 

VGF R 5’ ATA AAA ATT ATG GCA CAA CCA TAT C 3’ 
381 

Fonseca et al., 

(1998) VGF F 5’ CGC AGG ATC CAT AAT CAG TCA TT 3’ 

VGF RT-R 5’CTA ATA CAA GCA TAA TAC 3’ 
180 

Abrahão et al., 

(2009b) VGF RT-F 5’ ACA CGG TGA CTG TAT CCA 3’  

 

Nas duas etapas de amplificação foram 

utilizadas as mesmas condições salinas, 

enzimáticas e térmicas descritas a seguir: 

2,0mM de MgCl2, 10mM dos nucleotídeos 

(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2U de Taq 

DNA polimerase (Promega), 2,0µL de 

Tampão 10X de Taq polimerase, 4ρmol dos 

iniciadores específicos, 1µL de amostra e 

500ng de albumina sérica bovina (BSA), 

em volume total de 20µL por reação. 

Desnaturação inicial de 94ºC por 9 minutos, 

seguido por 30 ciclos de 94ºC por 1 min 

(desnaturação), 45ºC por 1 min 

(pareamento), 72ºC por 1 min 

(polimerização), e uma extensão final de 

72ºC por 10 min. 

Os fragmentos amplificados na segunda 

etapa foram fracionados por eletroforese em 

gel de acrilamida:bisacrilamida (29,2:0,8) 

(PAGE) 8% sob voltagem de 100V e 

corados por prata. 

 

4.11.3 - PCR em tempo real 

 

A PCR em tempo real que foi utilizada 

amplifica um fragmento do gene ha 

utilizando iniciadores genéricos que são 

capazes de detectar diferentes amostras de 

VACV. No caso da amostra GP2V são 

amplificados fragmentos de 166 pb (de 

Souza Trindade et al., 2008) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Iniciadores utilizados para amplificação do gene ha na PCR em tempo real. 

 

Iniciador Sequência 

Tamanho  

produto PCR 

(pb) 

Referência 

HA F 5’ CAT CAT CTG GAA TTG TCA CTA CTA AA 3’ 

166 

de Souza 

Trindade  et al., 

(2008) HA R 5’ ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC 3’ 
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As condições da reação para a PCR em 

tempo real foram estabelecidas para a 

plataforma Applied Biosystems Step One 

(Life Technologies, EUA) em um volume 

total de reação de 20 µL, utilizando um mix 

caseiro contendo 2,0mM de MgCl2, 40mM 

dos nucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP e 

dTTP), 2U de Taq DNA polimerase 

(Promega), 2,0µL de Tampão 10X  de Taq 

polimerase, 4µM dos iniciadores 

específicos,  fluoróforo EVA green (Roche, 

Branchburg, New Jersey, EUA) e 50 a 100 

ng de DNA. Os ciclos foram de 95 °C por 5 

min e 40 ciclos de desnaturação de 95 °C 

por 15 min e pareamento com 60 °C por 30 

segundos. A curva de melting foi 

estabelecida seguindo as padrões do 

aparelho. 

 

Os valores de Ct (ciclo threshold) obtidos a 

partir da medida de emissão do fluoróforo a 

cada ciclo foram utilizados para o cálculo 

da quantificação da deteccão do GP2V nas 

amostras testadas. Amplificações 

inespecíficas foram corrigidas com base na 

média dos valores dos Cts dos controles 

negativos, em que foi adicionado DNA de 

fezes de bovinos obtidas dos animais no dia 

anterior às inoculações, utilizando o 

seguinte algoritmo (Abrahão, dados não 

publicados) (Figura 7).  

 

 

 { média Cts amostra + [          média Cts amostra           X        média Cts amostra    ]   }  

                 2
(média Ct negativo – média Ct amostra)

                    média Cts negativo 

 

Figura 7 - Algoritmo para correção das amplificações inespecíficas, corrigidas com base na média dos 

valores dos Cts dos controles negativos, em que foi adicionado DNA de fezes de bovinos obtidas dos 

animais no dia anterior às inoculações. Fonte: Abrahão, (dados não publicados). 

 
Como controle exógeno das reações foi 

utilizada uma PCR para a quantificação do 

gene B2L de parapoxvírus (Nitsche et al., 

2006). Para isto, antes da extração de DNA, 

todas as amostras foram adicionadas de 

100ng de um plasmídeo pGEM-T contendo 

o gene B2L clonado.  

 

Como controle positivo foi utilizado DNA 

de VACV-Western Reserve (WR), nas 

concentrações de 10
4
 a 10

0 
UFP por reação. 

Baseado em estudos em desenvolvimento 

no Laboratório de Vírus da UFMG, no caso 

da PCR em tempo real descrita por de 

Souza Trindade e colaboradores (2008), a 

utilização de DNA viral como controle 

positivo das reações se mostrou mais 

favorável tecnicamente do que a utilização 

de plasmídeos contendo o gene ha clonado, 

pois aproxima o background das reações 

testes e controles, quando consideramos o 

mix caseiro. As eficiências das reações para 

o gene ha e B2L foram calculadas 

previamente pelo método da curva padrão, 

e apresentaram valores médios de 89,9% e 

95% de eficiência, respectivamente.  

 

Por este motivo, e por ainda ser 

desconhecida a razão real entre o número 

de unidades genômicas e o número de 

partículas infecciosas de VACV em 

espécimes bovinos (o que torna difícil a 

análise por quantificação absoluta), foi 

selecionado como método de análise a 

quantificação por curva padrão relativa. 

Neste método, uma curva padrão é obtida 
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em cada placa do gene alvo (ha) e do 

controle exógeno (B2L), e 

consequentemente são gerados valores de 

eficiência para cada reação.  

 

Os valores de Cts obtidos em ambas as 

reações, assim como os valores das 

eficiências geradas em cada placa, foram 

usados para a quantificação relativa 

utilizando o programa Gene Quantification 

(http://gene-quantification.com/ - Pfaffl, 

2011). Como amostra calibradora foi 

utilizado o VACV-WR na concentração de 

10
4 

UFP. Desta forma, na análise final das 

amostras, valores superiores ou inferiores a 

1 indicam que a amostra testada apresenta 

quantidade de unidades genômicas virais 

maior ou menor que o calibrador, 

respectivamente.  

 

4.12 - Isolamento e identificação viral 

 

As amostras positivas de sangue e fezes nas 

técnicas moleculares foram inoculadas em 

cultivo de células BSC-40 para a tentativa 

de detecção de partículas virais infecciosas 

e posteriormente identificadas pelos testes 

de imunoperoxidase em monocamada 

celular (IPMC), item 4.12.3, e PCR em 

tempo real, item 4.11.3, após quatro 

passagens. 

 

4.12.1 - Cultivo celular de BSC-40 

 

Foram utilizadas linhagens contínuas de 

células BSC-40, as quais são células 

epiteliais de rim de macaco (Cercopithecus 

aethiops) obtidas da ATCC, catálago 

número CRL-2761 (Maryland, EUA). As 

células foram semeadas em meio mínimo 

essencial (MEM) (GIBCO
TM

) suplementado 

com 5% de soro fetal bovino (SFB), 

gentamicina (50 µg/mL), penicilina 

potássica (500 U/mL) e anfotericina B (2,5 

µg/mL), sob incubação a 37º C, em 

atmosfera de 5% de CO2. 

 

4.12.2 - Inoculacão em cultivo celular  

 

Cultivos de BSC-40 semeados em placas de 

seis poços com 9 cm
2
 de área em cada poço 

foram inoculadas com amostras de sangue, 

fezes e tecidos processadas de acordo com 

o item 4.10. No momento da inoculação o 

cultivo apresentava cerca de 80-90% de 

confluência celular em 24 horas. Nos 

inóculos foram adicionados os seguintes 

antimicrobianos: gentamicina (100 µg/mL), 

penicilina potássica (400 U/mL) e 

anfoterricina B (5 µg/mL). Na primeira 

passagem o inóculo foi incubado a 37º C 

por 1 hora e meia com homogeneizações 

em intervalos de 15 minutos. Após a 

incubação o inóculo foi retirado e 2 mL de 

MEM suplementado com 1% de SFB foi 

acrescentado a cada poço, sendo as placas 

incubadas a 37º C com monitoria durante 

72 horas ao microscópio invertido para a 

observação de efeito citopático (ECP). As 

amostras foram submetidas três vezes ao 

processo de congelamento e 

descongelamento, sendo a suspensão 

centrifugada a 1000 g durante 10 minutos a 

4º C e reinoculadas por mais duas vezes, 

tendo o inóculo nestas duas últimas 

passagens permanecido no cultivo.  

 

4.12.3 - Imunoperoxidase em 

monocamada celular (IPMC) 

 

Após a terceira inoculação em cultivo de 

BSC-40, as amostras submetidas ao 

isolamento que apresentaram ou não ECP 

foram inoculadas em placas de 96 poços 

(Greiner Bio-one; Cellstar, Alemanha) e 

após fixadas com solução de 
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acetona:metanol (1:1). O bloqueio para 

reações inespecíficas foi realizado com 

albumina bovina a 1,5%. Foi utilizado 

como anticorpo primário soro de coelho 

anti-VACV-GP2V, o qual foi diluído 1250 

vezes juntamente com a solução de 

bloqueio e incubado durante 60 minutos 

sob agitação de 240 rpm (Ika KS 130 basic, 

Estado Unidos) em uma estufa à 37ºC. Em 

seguida foi realizada uma lavagem com 

solução contendo Tween 20 0,5% e NaCl 

0,85% (solução de lavagem). Foi então 

adicionada proteína G conjugada com 

peroxidase diluída 1:600, a qual foi 

incubada por 1 hora a 37º C sob agitação de 

240 rpm (Ika KS 130 basic, Estado 

Unidos). Depois, as placas foram lavadas 

por uma vez com a solução de lavagem com 

100 µL por vez.  

 

A reação foi revelada pela adição de 50 µL 

por poço do substrato 3-amino-9-etil-

carbazol (AEC) por um período de até 10 

minutos à temperatura ambiente com 

proteção à luz. Após, foi realizada uma 

lavagem com solução salina (NaCl 0,85%). 

A reação de IPMC baseou-se em ensaios 

descritos por Elahi e colaboradores (1997) e 

Gerber e colaboradores (2012). A leitura da 

reação de IPMC foi realizada em 

microscópio óptico de luz invertida (Leitz® 

Diavert, Alemanha). 

 

4.13 - Imunohistoquímica (IHQ) 

 

Os fragmentos de tecidos coletados após o 

abate dos animais e acondicionados de 

acordo com o item 4.10.3, foram 

submetidos à técnica de IHQ para detecção 

de proteínas do VACV. Foi utilizado soro 

de coelho imunizado com GP2V como 

anticorpo primário. A solução de bloqueio 

utilizada foi leite em pó a 2%, e os 

anticorpos secundário e terciário foram 

usados (Streptavidina conjugada com 

peroxidase) conforme instruções do Kit 

DAKO LSAB + System-HRP (Dako, 

USA). Para a revelação utilizou-se o AEC 

como cromógeno. A técnica foi realizada de 

acordo como descrito por Rehfeld (2011).  

 

4.14 - Análise Estatística  

 

O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para 

avaliar a normalidade da distribuição das 

variáveis analisadas. O teste não-

paramétrico Mann-Whitney foi utilizado 

para analisar a diferença entre a 

quantificação viral das fezes e do sangue 

entre os grupos da infecção inicial, 

imunodepressão e reinfecção. O teste 

Kruskal-Wallis foi usado para avaliar a 

quantificação viral entre os órgãos e entre 

animais. O teste exato de Fisher foi 

aplicado para comparar a proporção entre 

resultados positivos e negativos da PCR 

entre os grupos. A correlação de Spearman 

foi usada para correlacionar a quantificação 

viral dos órgãos com a quantificação viral 

do sangue e das fezes. Os resultados foram 

considerados significativos quando o P 

<0,05  (Sampaio, 1998). 

 

As correlações entre cada grupo 

experimental (infecção inicial, 

imunodepressão e reinfecção) para a 

proporção de amostras positivas e a 

quantificação viral foram realizadas 

considerando intervalos de 7 dias dentro de 

cada grupo. Também foram feitas 

correlações entre grupos. No caso das 

correlações entre a infecção inicial e a 

imunodepressão foram comparados o 

período total de acompanhamento da 

imunodepressão (12 dias) com os 12 dias 

iniciais e finais da infecção inicial. Já no 
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caso das correlações entre a infecção inicial 

e a reinfecção foram comparados o período 

total de acompanhamento da reinfecção (20 

dias) com os 20 dias iniciais e finais da 

infecção inicial.  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 - Infecção inicial 

 

5.1.1 - Reprodução da VB  

 

Todos os animais desenvolveram lesões nos 

tetos compatíveis com a infecção por 

VACV (pápulas, vesículas e úlceras), 

iniciando entre 2 a 4 dias pós-infecção 

(d.p.i.) (Rehfeld, 2011). Nas crostas 

oriundas dessas lesões foi detectado o DNA 

e a presença de partículas virais infecciosas 

do VACV, através da PCR nested e do 

isolamento viral em cultivo de células da 

linhagem BSC-40, respectivamente. A 

observação do quadro clínico compatível 

com a VB e a detecção do DNA e de 

partículas virais infecciosas do VACV 

demonstraram que a infecção experimental 

com o VACV em bovinos foi reproduzida.  

O curso clínico das lesões, desde o início 

com a formação das pápulas até a 

cicatrização das úlceras com a formação de 

crostas, teve a duração média de 18 dias. 

Em nenhum dos animais foi observado 

lesões nos tetos posteriores esquerdos, 

utilizados como controle negativo da 

inoculação (Rehfeld, 2011). 

 

5.1.2 - Provas moleculares 

 

Com o objetivo de estabelecer a 

sensibilidade analítica da técnica de PCR 

nested desenvolvida por Abrahão e 

colaboradores (2009) para detecção do 

DNA do VACV em amostras de sangue e 

fezes bovinas, foi realizado um teste de 

inibição e de sensibilidade utilizando 

amostras de fezes e sangue 

experimentalmente contaminadas com 

diluições decimais de VACV-WR. A 

sensibilidade analítica obtida para a PCR 

nested foi de 10
2
 UFP/g de fezes e de 1 

UFP/mL de sangue. Abrahão e 

colaboradores (2009) estabeleceram uma 

diluição ótima de 1:100 em PBS para o 

processamento de fezes e sangue de 

camuldongos Balb/c obtendo uma 

sensibilidade analítica de 1 UFP/g ou mL 

para estas amostras.  

 

A presença de inibidores da PCR em 

amostras clínicas pode resultar em falsos 

negativos, os quais podem comprometer a 

sensibilidade do teste, principalmente 

devido à ação desses inibidores na enzima 

Taq DNA polimerase (Malorny e Hoorfar, 

2005). A possível direrença entre as 

concentrações de inibidores ou a presença 

de diferentes inibidores entre as fezes de 

bovinos e de camundongos motivaram a 

realização deste teste de inibição e de 

sensibilidade para que também fossem 

definidas a sensibilidade da técnica para a 

espécie bovina nas amostras de fezes e 

sangue avaliadas neste estudo.  

 

As análises das amostras de fezes e sangue 

foram realizadas através da PCR nested 

para o gene vgf (Figura 8) e PCR em tempo 

real para o gene ha, as quais foram 

realizadas em todas as amostras coletadas 

nos primeiros 15 d.p.i., como foi observada 

correlação de 100% entre os resultados 

apresentados por essas duas técnicas, 

visando a otimização das análises, a técnica 

de PCR nested foi realizada em todas as 

outras amostras, sendo utilizada como 

método de triagem e apenas as positivas 
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foram quantificadas pela PCR em tempo real. 

 

 

Figura 8 - PCR nested do gene vgf para o VACV em amostras de sangue. Os amplificados foram 

fracionados em gel de acrilamida:bisacrilamida (29,2:0,8) (PAGE) 8% sob voltagem de 100V e corados 

por prata. TM: tamanho molecular; C+: controle positivo; C-: controle negativo; Amostras de sangue: 3 - positiva no 4º dia pós-

infecção (d.p.i); 1, 2, 4, 5, 6, 7 - negativas no 19º d.p.i. Amostras de fezes: 8, 10, 14 - positivas no 8º d.p.i; 9, 11, 12, 13 - negativas 

no 17º d.p.i. 

 
5.1.3 - Detecção do Vaccinia virus -  GP2 

no sangue 

 

A cinética da viremia do VACV nas vacas 

infectadas foi obtida através da detecção 

(Tabela 3) e da quantificação do DNA viral 

(Figura 10). Foram testadas 296 amostras 

de sangue nos oito animais da infecção 

inicial e em 34 dessas amostras foi possível 

detectar a presença do DNA de VACV, 

sendo que em uma dessas amostras também 

foi isolado e identificado a presença de 

partículas virais infecciosas através de 

cultivo em células BSC-40 e pela técnica de 

IPMC.

Tabela 3 - Detecções do DNA de VACV pela PCR nested e de partículas virais infecciosas através do 

isolamento viral no sangue das oito vacas durante os 67 dias pós-infecção. 

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 39 41 43 46 48 50 53 56 60 62 64 67

1 _ _ + + _ _ _ _ _ + + + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

2 _ + _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

3 _ _ _ + _ _ + _ + _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

4 _ _ _ + _ _ _ + _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

5 _ _ _ _ _ _ _ _ + _ + _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _

6 _ _ _ *+ + _ _ _ _ _ + _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _

7 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _

8 _ _ _ _ _ _ _ _ + _ + _ _ + + _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

.+ amostras positivas na PCR nested; - amostras negativas na PCR nested; *amostra com isolamento e identificação viral 

SANGUE

Dias pós infecção

 

A detecção do DNA viral no sangue dos 

animais infectados experimentalmente, 

demonstra que ocorreu DNAnemia 

iniciando-se entre o 2º e o 15º d.p.i. 

Observou-se que no 4º e no 15º d.p.i essa 

detecção já havia ocorrido em 62,5% (5/8) e 

em 100% (8/8) dos animais, 

respectivamente (Figura 9). 

 

C+   TM  C-   1      2     3     4     5     6      7           TM  C+   8     9    10    11   12   13   14    C- 
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Figura 9 - Frequência absoluta acumulada do número de vacas infectadas com DNAnemia detectada pela 

PCR nested no sangue demonstrando que no 4º e no 15º d.p.i essa detecção já havia ocorrido em 62,5% 

(5/8) e em 100% (8/8) dos animais, respectivamente acordo com os dias pós-infecção. 

 

Não existem na literatura relatos da 

detecção do VACV ou de seu DNA em 

sangue de bovinos infectados. A presença 

do VACV no sangue a partir da infecção 

intradérmica em tetos sugere que a infecção 

não se limita apenas ao local, em que 

ocorrem as lesões, mas ao contrário tem 

uma disseminação sistêmica. 

 

Infecções naturais pelo VACV em outras 

espécies já evidenciavam a presença de 

vírus no sangue de indivíduos infectados. 

Em 1963 o vírus BeAn58058 (BAV) foi 

isolado do sangue de um roedor silvestre, 

do gênero Oryzomys, capturado na floresta 

de Utinga, na cidade de Belém, no estado 

do Pará (Lopes et al., 1965). DNA de 

VACV foi detectado em amostras de 

sangue de macacos, oriundos de um resgate 

de fauna, na amazônia brasileira (Abrahão 

et al., 2010c). Também em humanos, 

DNAnemia para o VACV foi evidenciada 

no sangue de soldados americanos mesmo 

após  21 dias de vacinação (Cohen et al., 

2006). 

 

Modelos experimentais em animais 

utilizando camundongos e coelhos também 

estabeleceram a presença do VACV no 

sangue. Em pesquisa visando o estudo da 

virulência de amostras do VACV em 

camundongos, Ferreira e colaboradores 

(2008a) inocularam por via intranasal, 

diversas amostras brasileiras de VACV, 

entre elas o GP2V, e confirmaram a 

presença de DNA viral e de anticorpos anti-

OPV no sangue com 30 d.p.i. Já em 

infecção experimental em coelhos, por via 

intranasal, Cargnelutti e colaboradores 

(2012), usando duas amostras oriundas de 

lesões cutâneas, distintas geneticamente 

(P1V e P2V) e com títulos de vírus 

diferentes, detectaram a presença de DNA 

no sangue em diferentes períodos que 

variaram entre o 1º e o 17º d.p.i. 

 

No presente trabalho, detecções do DNA 

viral no sangue foram encontradas entre o 

2º e o 15º d.p.i., sendo que foi observada 

concentração no número de animais com 

DNAnemia entre o 9º e o 15º d.p.i. 

(P=0,01) quando comparado intervalos de 7 

dias (Figura 10), período que pode ser 

comparado a outros trabalhos realizados 

com o VACV em coelhos (Cargnelutti et 

al., 2012) e em outros poxvírus (Bowden et 

al., 2008; Hutson et al., 2009).  

Em infecções de cães de pradaria (Cynomys 

ludovicianus) com amostras de MPXV 

(Amostra Africana do Oeste e Bacia do 
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Congo). A infecção experimental foi 

realizada em quatro animais através da 

inoculação via intradérmica por 

escarificação, obtendo-se detecção de DNA 

viral para as duas amostras do MPXV entre 

o 3º e o 15º  d.p.i. (Hutson et al., 2009). 

Bowden e colaboradores (2008), durante 

infecção experimental em nove ovelhas por 

via intradérmica utilizando Sheeppox virus 

(SPPV), poxvírus pertencentes ao gênero 

Capripoxvirus, mas da mesma sub-família 

do gênero dos OPV (Chordopoxvirinae), 

obtiveram resultados semelhantes 

detectando a presença do SPPV através de 

isolamento e/ou pela detecção do DNA 

viral no sangue principalmente entre o 6
o
 e 

o 14
 o

 d.p.i em 33% (3/9) e 89% (7/9) dos 

animais infectados. 

 
 
Figura 10 - Quantificação relativa do DNA de VACV no sangue realizada pela PCR em tempo real nos 

animais infectados do grupo da infecção inicial, durantes os 67 dias pós-infecção. 

 

A quantificação do DNA viral no sangue 

foi observada em todos os animais 

inoculados sem uma diferença estatística da 

carga viral entre os animais. Foi possível 

observar que os valores relativos variaram 

de 0,004 a 1,988, quando consideramos 

todos os animais. O animal 1 apresentou a 

maior média de valores relativos: 1,3427 e 

o animal 3 o menor valor: 0,5203. 

Interessantemente, o DNA viral foi 

detectado em amostras de sangue coletadas 

em dias tardios, como o 50º (animal 5) , o 

56º (animal 6) e o 60º (animal 7), sendo que 

o animal 6 apresentou o quadro de 

DNAnemia mais prolongado, sendo 

possível detectar DNA viral no sangue 

deste animal precocemente no 4º d.p.i. e 

tardiamente no 56º d.p.i. Com relação aos 

d.p.i. foi observado que no 12
o
 e no 11º 

d.p.i. foram encontrados as maiores médias 

da quantificação relativa do DNA viral 

(0,4771 e 0,4197, respectivamente) (Anexo 

I). 

Os resultados encontrados durante os 67 

dias de acompanhamento dos animais 

demonstraram que o 11
o
 d.p.i foi o dia com 

a maior quantidade de animais com 

DNAnemia (Figura 11) e a segunda maior 

média na quantificação relativa, o que pode 

sugerir que seja o pico do período de 

viremia a partir de uma infecção local pelo 

VACV em bovinos. 

50 
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Figura 11 - Distribuição do número de animais com DNAnemia, estabelecida pela PCR nested, entre o 2º 

e o 15º d.p.i. nos oito animais do grupo da infecção inicial. 

 

A curva de anticorpos totais (IgG) e 

anticorpos neutralizantes (Ac.N) anti-GP2V 

dos animais do experimento foi 

estabelecida através do teste de IPMC e de 

soroneutralização por redução do número 

de placas, respectivamente (Matos, dados 

não publicados). Foi observado que o título 

de IgG total teve início a partir do 4 d.p.i. 

tendo elevação significativa entre o 8º e o 

15
o
 d.p.i., período este em que também foi 

observada a maior frequência relativa de 

animais com DNAnemias. A curva de IgG 

atingiu o ápice entre o 30
o
 e o 40

 o
 d.p.i., 

cerca de 20 a 30 dias após o segundo pico 

de detecção do DNA de VACV no sangue. 

Estes resultados evidenciam correlação 

entre a presença do vírus no sangue e o 

estímulo para a produção de anticorpos 

anti-VACV. 

5.1.4 - Detecção do Vaccinia virus -GP2 

nas fezes 

 

A presença do DNA de VACV nas fezes foi 

obtida através da detecção (Tabela 4) e da 

quantificação do DNA viral pelas PCRs 

nested e em tempo real, respectivamente. 

Foram avaliadas 296 amostras de fezes dos 

oito animais da infecção inicial em 48 

dessas amostras foi possível detectar a 

presença do DNA de VACV, sendo que em 

5 amostras foi possível detectar a presença 

de partículas infecciosas. A excreção do 

DNA de VACV nas fezes foi detectada 

muito precocemente, no primeiro d.p.i. 50% 

(4/8) dos animais já apresentaram amostras 

positivas. 

 

Tabela 4 - Detecções do DNA de VACV pela PCR nested e de partículas virais infecciosas através do 

isolamento viral nas fezes das oito vacas durante os 67 dias pós-infecção. 
 

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 39 41 43 46 48 50 53 56 60 62 64 67

1 + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ *+ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ + _ _ _ +

2 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ + _ _ +

3 _ _ _ _ + _ _ _ + _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ + _ +

4 _ + _ _ _ _ + _ *+ _ _ _ *+ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ + + _ _ _ _ + + _ _

5 *+ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ *+ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ + _ _ _ _ + _ _ + _ +

6 _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + + _ + _ _ _ _ + _ _ _

7 + _ _ + _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ + _ + _ _ + _ _ _

8 + _ _ + _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

FEZES

Dias pós infecção

.+ amostras positivas na PCR nested; - amostras negativas na PCR nested; *amostra com isolamento viral 
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Ferreira e colaboradores (2008a) também 

detectaram  a presença do DNA de VACV 

em 80% (4/5) de camundongos Balb/c com 

apenas um dia pós exposição à serragem 

contaminada com fezes de camundongos 

infectados com o GP2V. Os animais, 

provavelmente, foram infectados por via 

oronasal durante a exposição às fezes 

contaminadas. Quando comparadas as 

infecções por via intradérmica com a via 

oronasal espera-se que nesta exista maior 

probabilidade de que ocorra uma 

disseminação sistêmica. Entretanto, tanto na 

infecção experimental pela via oronasal 

quanto intradérmica foi observada a mesma 

excreção precoce nas fezes, tanto no 

modelo murino quanto no bovino, ambos 

infectados com GP2V.  

 

A excreção do DNA de VACV nas fezes 

teve curso prolongado, sendo que amostras 

positivas foram detectadas até o último dia 

de acompanhamento do grupo da infecção 

inicial (67
o
 d.p.i.) (Figura 12). Este 

resultado demonstra que a infecção em 

bovinos causada pelo VACV não é aguda e 

limitada à resolução das lesões, uma vez 

que foi observada a excreção viral nas fezes 

de forma prolongada, por um período 

bastante superior à cicatrização das lesões, 

a qual ocorreu em média, no 18º d.p.i. 
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Figura 12 - Quantificação relativa do DNA de VACV nas fezes dos oito animais no grupo da infecção 

inicial, durantes os 67 dias pós-inoculação (d.p.i.). (A) período até o 15º  d.p.i. (B) período entre o 17º e o 

67º d.p.i. 

 

Em outros OPV como o ECTV, CPXV e o 

MPXV, a presença de vírus nas fezes 

também já foi comprovada (Gledhill, 1962; 

Maiboroda, 1982; Wallace e Buller 1985; 

Hutson et al., 2009). Maiboroda (1982) em 

um estudo envolvendo o Ratpox virus, uma 

variante biológica de CPXV, detectou altos 

títulos virais (10
9 

UFP) no reto do roedor 

Rattus novergicus e excreção de partículas 

infectantes nas fezes, por período superior a 
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1 mês após a infecção. Hutson e 

colaboradores (2009), em infecções 

experimentais com MPXV (amostra da 

Bacia do Congo), em cães de pradaria 

(Cynomys ludovicianus) utilizando a 

inoculação intradérmica por escarificação, 

também detectaram DNA viral nas fezes do 

6º até o 21º d.p.i., com coletas realizadas 

com intervalos de 3 dias, durante 35 dias, 

além disto detectaram partículas virais 

infectantes no 18º d.p.i. Infecções em 

camundongos inoculados com pequenas 

doses de ECTV não causaram os sinais 

clínicos característicos, mas partículas 

virais foram detectadas em fezes e em 

lesões próximas ao ânus, durante algumas 

semanas após a infecção (Gledhill, 1962). 

Wallace e Buller (1985), após inoculação 

intragástrica também com o ECTV em 

modelo murino, recuperaram partículas 

viáveis nas fezes até o 47º d.p.i. 

 

A presença do VACV nas fezes também já 

foi estabelecida utilizando camundongos e 

coelhos como modelo experimental. 

Através de infecção intranasal com o 

VACV em modelo murino e em coelhos, 

Ferreira e colaboradores (2008a) e 

Cargnelutti e colaboradores (2012), 

respectivamente, também conseguiram 

detectar partículas virais e DNA viral do 

VACV até o 30
o
 d.p.i.  

 

Quando comparadas a detecção do VACV 

no sangue e nas fezes, observa-se que não 

existe correlação, uma vez que a detecção 

viral no sangue concentrou maior número 

de amostras com DNAnemia entre o 9º e o 

15º (P=0,01), enquanto que a detecção nas 

fezes não apresentou concentração em 

nenhum período, e apresentou um perfil 

intermitente e prolongado (Figura 17).  

 

A detecção intermitente do vírus nas fezes 

pode ser devido a uma característica típica 

da infecção do VACV em bovinos, mas é 

importante considerar que a grande 

frequência de defecação e o  volume de 

material fecal produzido por um bovino (11 

a 16 vezes por dia e em cada evento produz 

1,5 a 2,7 kg de fezes) (Petersen et al., 1956; 

Mathews e Sollenberger, 1996) que podem 

ter dificultado a detecção do vírus nas 

amostras coletadas. Ainda deve ser 

considerada a representabilidade da 

amostra, pois nas preparações da diluição 

das amostras para extração de DNA, foi 

utilizado apenas 1g de fezes em 2 mL de 

PBS, volume proporcionalmente pequeno 

quando considerado o grande volume de 

fezes produzido diariamente por um bovino 

 

Na quantificação relativa do DNA de 

VACV nas fezes foi possível observar que 

os valores variaram de 0,0013 a 2,7142, 

quando consideramos todos os animais. A 

vaca 4 apresentou a maior média de valores 

relativos: 1,4916; e a vaca 5 a menor: 

0,6315. Entretanto, estatisticamente não foi 

observada diferença na carga viral entre os 

animais. Considerando a evolução e a 

gravidade clínica das lesões, Rehfeld (2011) 

relatou que o animal 4 foi o que apresentou 

as lesões mais graves, o que pode estar 

correlacionado com a maior média de 

quantificação viral nas fezes. 

 

Também não houve diferença estatística 

entre as médias das quantificações relativas, 

quando comparadas, considerando períodos 

com intervalos de 7 dias, durante a infecção 

inicial. Estes resultados indicam que, ao 

contrário da DNAnemia, não há tendência 

de diminuição da excreção viral nas fezes, 

assim como não há diferença significativa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buller%20RM%22%5BAuthor%5D
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nas quantificações virais durante os 67 dias 

avaliados.  

 

A presença de partículas virais infecciosas 

de VACV foi detectada em amostras de 

fezes, através do isolamento e identificação 

viral realizado em cultivo de células BSC-

40. Observou-se a presença de efeito 

citopático (ECP), caracterizado pela 

formação de placas de lise na monocamada, 

e pela coloração citoplasmática pela técnica 

de IPMC (Figura 13). Foi possível detectar 

partículas virais infectantes nas fezes, no 1º, 

9º, 13º e no 15º d.p.i. (duas amostras). 

 

Os resultados obtidos no isolamento viral 

associado ao IPMC evidenciaram partículas 

virais infecciosas em cinco amostras de 

fezes,  não demostrando correlação com os 

resultados da PCR nested e da PCR em 

tempo real, que detectaram o DNA viral em 

48 amostras de fezes no grupo da infecção 

inicial. Este fato deve-se provavelmente à 

menor sensibilidade da técnica de 

isolamento viral em cultivo celular.  

 

Para confirmar que houve multiplicação do 

vírus nos cultivos celulares, foi realizada a 

quantificação por PCR em tempo real, na 

última passagem em cultivo de BSC-40 em 

que foram detectadas partículas virais 

infecciosas de VACV nas amostras de 

fezes, seja pelo ECP e/ou pelas 

imunomarcações positivas observadas na 

IPMC. Quando comparado a quarta com a 

primeira passagem foi possível demonstrar 

aumento na detecção do DNA de VACV 

em todas as amostras. O menor e o maior 

valor da quantidade relativa do DNA de 

VACV detectado nessas amostras foi de 

2.56 e 16.91, respectivamente. 
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Figura 13 - Efeito citopático com formação de placas de lises (setas), resultante da multiplicação do 

VACV, em cultivo celular de BSC-40. Aumento 20X (A). Imunomarcação identificando a presença do 

VACV pela imunoperoxidase em monocamada celular em cultivo celular de BSC-40. Aumento 40X (B). 
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Apesar de poucas amostras de fezes terem 

sido positivas no isolamento viral, 

evidenciando a presença de partículas virais 

infecciosas, esses isolamentos podem ser 

extremamente relevantes no contexto 

epidemiológico da doença, alertando para a 

possibilidade de que essa via possa ser uma 

fonte pontencial de disseminação do vírus. 

Corroborando com essa hipótese, 

D’Anunciação e colaboradores (2011), 

contaminaram a maravalha utilizada na 

criação de camundongos BalB/c com fezes 

de bovinos infectados durante pré-

experimento deste trabalho, positivas para o 

DNA de VACV pelo teste de PCR, 

observando que os camundongos se 

infectaram e passaram também a excretar o 

VACV nas fezes.  

 

As fezes de bovinos contaminadas com 

VACV, podem ser fonte de transmissão do 

VACV para roedores, podendo servir como 

fonte de disseminação para roedores 

peridomiciliares, sendo que estes podem 

estabelecer um habitat que envolva mais do 

que uma propriedade rural, e 

consequentemente, rebanhos suceptíveis, 

colaborando para uma possível 

disseminação entre propriedades. A 

transmissão de partículas virais infectantes 

de VACV nas fezes de bovinos para 

roedores corrobora os achados de outros 

trabalhos em que algumas espécies de 

roedores são consideradas reservatórios em 

potencial para os OPV e são associados 

com a disseminação viral durante surtos de 

VACV em bovinos (Maiboroda 1982, 

Abrahão et al. 2009a). Como por exemplo, 

o CPXV em que evidências indicam que 

seus reservatórios sejam roedores silvestres, 

dos gêneros Clethrionomys, Microtus e 

Apodemus (Bennett e Baxby, 1996). 

 

Da mesma maneira, Ferreira e 

colaboradores (2008a), também 

comprovaram a transmissão horizontal do 

VACV pelas fezes, em camundongos, ao 

demonstrar a infecção de camundongos 

usando serragem contendo fezes 

contaminadas de camundongos previamente 

infectados. Além disso, Abrahão e 

colaboradores (2009b), utilizando o modelo 

murino, detectaram DNA viral e partículas 

virais infecciosas nas fezes até 60 e 20 dias 

após a excreção, respectivamente, 

comprovando a estabilidade da partícula 

viral nas fezes.  

 

Outros estudos realizados com outros OPV 

também mostraram a presença de partículas 

virais infecciosas de VARV (revisado por 

Fenner et al., 1989) e do ECTV (Gledhill, 

1962) nas fezes, sugerindo ser essa uma via 

de transmissão em potencial desses vírus. 

Esses trabalhos reforçam a possibilidade de 

que as fezes de animais infectados possam 

ter um papel importante na disseminação do 

VACV no ambiente.  

 

Estudos tem demostrado alta estabilidade 

do VACV no ambiente e tem contribuído 

para o entendimento da sua disseminação 

(Essbauer et al., 2007; Abrahão et al., 

2009b). De uma forma geral, os poxvírus 

são mais estáveis quando expostos à baixa 

umidade relativa do ar e temperaturas mais 

brandas (Essbauer et al., 2007), e além 

disso, o VACV é altamente susceptível aos 

raios ultra-violeta (UV), sendo que a 

exposição da partícula viral durante alguns 

segundos é suficiente para sua a inativação 

(von Brodorotti e Mahnel, 1972).  

 

Após a defecação de bovinos são formadas 

grandes placas de fezes no ambiente. O 

período para a degradação de uma placa de 

56 
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fezes de bovinos em pastagens, possui uma 

variação de 1 a 231 dias, sendo que 49,3% 

degradam-se em até 30 dias (Paranhos da 

Costa et al., 1992). No caso do gado leiteiro 

estabulado, esse perído de degradação pode 

ser ainda maior. As placas de fezes de 

bovinos tendem a sofrer um ressecamento 

externo quando expostas à radiação solar na 

superfície, entretanto, as placas poderiam 

fornecer camadas de material fecal 

protegidas dos raios UV e com diferentes 

níveis de temperatura e ressecamento 

dependendo da fase de degradação das 

placas.  Desta forma, acredita-se que a 

excreção por via fecal nos bovinos poderia 

prolongar a estabilidade das partículas 

virais no ambiente, sobretudo pela elevada 

quantidade de matéria orgânica, 

propiciando grande proteção aos raios UV. 

Como no presente trabalho partículas virais 

infectantes foram detectadas aos 9º, 13º, e  

15º d.p.i., períodos estes em que as placas 

de fezes de bovinos ainda não teriam 

sofrido uma completa degradação, pode-se 

sugerir que haveria um potencial risco de 

infecção pelas fezes. 

 

Em um ambiente com fezes contaminadas 

por VACV, a exposição pode ocorrer de 

diversas maneiras. Em rebanhos leiteiros 

com confinamento intenso, cochos com 

alimentos e água contaminados com fezes 

infectadas com VACV podem ser uma 

possível via de recontaminação constante 

dos animais por via oral, sendo também 

necessária a confirmação da importância da 

via oral na infecção de bovinos pelo 

VACV. Estudos já descreveram uma alta 

estabilidade do VACV nas fezes (Abrahão 

et., 2009a) e em alimentos e na água 

contaminados por mais de duas semanas 

(Essbauer et al., 2007). 

 

Outra maneira possível pela qual os 

bovinos podem estar sendo constantemente 

reinfectados, estaria associada à fisiologia e 

ao comportamento desses animais. O 

fechamento completo do esfíncter dos tetos 

não ocorre imediatamente após a ordenha, o 

que favorece a entrada de microrganismos 

no úbere. Costa e colaboradors (1998), 

observaram uma elevada ocorrência de 

mastite em rebanhos que não foram 

alimentados imediatamente após a ordenha. 

A oferta de alimentos no cocho, após a 

ordenha, estimula as vacas a se manterem 

em estação, favorecendo o fechamento do 

esfíncter, e evitando assim a contaminação 

do canal do teto. Sendo assim, animais que 

ainda apresentam-se com o esfíncter aberto 

após a ordenha podem se deitar sobre 

camas contaminadas com fezes contendo 

partículas viáveis de VACV, causando uma 

reinfecção nestes animais por esta via 

proposta.  

 

A manipulação direta de fezes de bovinos 

com o objetivo de produzir esterco para ser 

utilizado na adubação de plantações ou para 

o fornecimento de energia através de 

biodigestores, pode representar um risco 

para as pessoas que manipulam este 

material, uma vez que a possível presença 

de partículas viáveis nas fezes pode 

representar uma fonte de infecção em 

potencial. Em princípio, a infecção pode 

ocorrer toda vez que existir soluções de 

continuidade (condição essencial para 

penetração dos vírus) e contato com uma 

dose adequada de partículas do VACV, 

sendo que este risco em potencial deve ser 

melhor estudado. 

 

A excreção viral nas fezes pode contribuir 

para a disseminação da doença entre 

propriedades e regiões, assim como 
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possíveis fontes de infecção para humanos. 

O trânsito de veículos automotores e de 

tração animal, assim como de pessoas e 

equipamentos podem funcionar como 

disseminadores de material fecal, e 

consequentemente, propiciar tal 

disseminação. Quixabeira-Santos e 

colaboradores (2011), demonstraram que a 

principal causa da disseminação de surtos 

ocorridos no estado de Rondônia entre os 

anos de 2008 e 2010 estava relacionada ao 

trânsito de bovinos entre propriedades. 

 

5.2 - Imunodepressão 

 

No 69º d.p.i. iniciou-se a imunodepressão 

nos animais 2, 4, 5 e 6, com o 

acompanhamento e coleta de amostras 

durante 12 dias, com o objetivo de estudar o 

comportamento viral em vacas infectadas e 

imunodeprimidas experimentalmente, após 

a recuperação dos sinais clínicos. 

 

A imunodepressão foi comprovada através 

da avaliação dos níveis de linfócitos em que 

uma queda foi observada a partir do 1º 

d.p.im (dia pós imunodepressão), sendo que 

os animais apresentaram linfopenia a partir 

do 5º d.p.im. (Rehfeld, 2011). 

 

Como não existiam dados na literatura, o 

delineamento da segunda parte do 

experimento foi relizado baseado na 

hipótese de que após o processo de 

cicatrização ou em poucos dias não seria 

mais possível detectar a excreção do VACV 

nas fezes ou no sangue. Entretanto, a 

excreção viral nas fezes não apenas teve o 

seu curso extendido após a resolução das 

lesões (18º dia), como foi observada até o 

último dia de coleta (67º dia) da infecção 

inicial.  

 

Nos animais imunodeprimidos não foram 

observadas lesões nos tetos, mas 

interessantemente, nos animais 2 e 6 foi 

observada uma lesão ulcerativa na mucosa 

oral (Rehfeld, 2011), confirmada como 

positiva através da PCR nested a partir de 

suabes nas lesões. As detecções do DNA de 

VACV nas fezes e no sangue ocorreram 

durante o período analisado até o 11º e o 

12º dia d.p.im., respectivamente (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Grupo imunodepressão- Resultados da PCR nested e do isolamento viral no sangue e nas fezes, 

durante os 12 d.p.im. nas vacas 2, 4, 5 e 6 submetidas à imunodepressão.  

 

d.p.i. 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81

d.p.im. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2 - - - - - - - - - + - - - - - + - - - - - + - + - -

4 - - - - - - + *+ - - + - + - + + - - - - - - - - - -

5 - - - - - - - + - - - - - - - + - + + + - - + - - -

6 - - - + - - - - + - - - - - - - - + - - + - - - + -

IMUNODEPRESSÃO 

SANGUE FEZES

Animais

d.p.i= dias pós inoculação; d.p.im= dias pós imunodepressão; + amostras positivas na PCR nested ; - amostras negativas na PCR nested ; *amostra com isolamento viral 

 

A DNAnemia, que durante a infecção 

inicial concentrou-se até o 15º d.p.i. e nos 

últimos dias não havia sido mais detectada, 

após a imunodepressão voltou a se ser 

observada nos quatro animais do grupo.  

Observou-se também aumento da 

concentração de IgG total após a 
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imunodepressão correlacionando-se com o 

retorno da DNAnemia (Matos, dados não 

publicados) (Figura 15).  
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Figura 14 - Quantificação da DNAnemia pela PCR em tempo real e curva de anticorpos neutralizantes 

(Ac.N) e anticorpos totais (IgG total) (Matos, dados não publicados), durante a infecção inicial e a 

imunodepressão 

. 

Esses resultados sugerem que o VACV 

pode persistir em outros tecidos dos 

animais, uma vez que, com a 

imunodepressão, observou-se retorno da 

DNAnemia, sugerindo retorno na 

replicação viral e viremia. Neste caso, 

pode-se sugerir que o VACV possa causar 

uma infecção persistente em bovinos. 

 

Relatos de infecções persistentes já foram 

descritas para outros poxvírus. Sentsui e 

colaboradores (1999), após a administração 

de interferon gama, promovendo condições 

que induzem à modificação das reações 

imunes, em vacas sem nenhum sinal clínico 

conseguiram através de sorologia, PCR e 

identificação por microscopia eletrônica 

estabelecer a presença de um parapoxvírus 

bovino. Com isso, sugeriram que este vírus 

é capaz de causar infecções persistentes 

mesmo em vacas sem sinais clínicos. 

Pahlitzsch e colaboradores (2006) 

descreveram também um relato de caso de 

uma infecção persistente por CPXV. A 

transmissão ocorreu através do contato 

entre gatos contaminados e uma criança que 

desenvolveu uma lesão edematosa de face 

na região da narina direita. O processo de 

cicatrização da lesão foi prolongado com 

numerosas áreas de linfadenite, e em um 

nódulo persistente que foi retirado dois 

anos após o início das lesões, constatou-se a 

presença do DNA de CPXV. 

 

Comparando os 12 dias de 

acompanhamento pós imunodepressão com 

os 12 dias após a infecção inicial 

observamos que existe tendência percentual 

a maior excreção viral nas fezes no grupo 

imunodeprimido (13/32, 40%) em relação 

ao grupo da infecção inicial (7/32, 13%), 

apesar de não encontrarmos diferença 

estatística (P< 0,05).  Ainda, quando 

consideramos os 12 dias de observação pós 

imunodepressão com os 12 dias que 

antecederam a imunodepressão observamos 

que também não houve diferença estatística, 

entre o número de amostras de fezes 

positivas.  
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Estudos em modelos animais mostraram 

que Ac.N contra os OPV são 

imprescindíveis na geração de proteção 

contra novas infecções por poxvírus e 

também para a sua excreção (Edghill-Smith 

et al., 2005). Entretanto, a excreção viral 

nas fezes não sofreu diminuição, 

permanecendo constante mesmo na 

presença de anticorpos (Figura 15), 

observou-se aumento no título de IgG total, 

que provavelmente está correlacionado com 

novo estímulo promovido pelo aumento de 

vírus no sangue, verificado pelo aumento da 

DNAnemia. Este fato sugere que a excreção 

viral nas fezes seja pouco ou não seja 

influenciada pela presença de anticorpos 

circulantes, uma vez que apesar de não 

existir diferença estatística entre as médias 

das quantificações virais nestes dois 

períodos, descritivamente as quantificações 

na imunodepressão foram menores do que 

na infecção inicial.  
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Figura 15 - Quantificação do DNA de VACV nas fezes pela PCR em tempo real e curva de anticorpos 

neutralizantes (Ac.N) e totais (IgG total), durante a infecção inicial e a imunodepressão. 

 

A evidência de sinais clínicos na mucosa 

oral em dois animais do grupo 

imunodeprimido, associada com a 

observação de que a maior quantidade de 

amostras de fezes positivas para o VACV 

foi detectada neste grupo quando 

comparado com o mesmo período da 

infecção inicial, sugere que alterações na 

resposta imunológica de um animal ou 

rebanho pode ser um fator que favoreça o 

aumento na excreção do VACV nas fezes 

de animais infectados. 

 

 

5.3 - Reinfecção 

 

Foram reinfectados, com a mesma amostra 

de VACV (GP2V) no 70º d.p.i, os animais 

1, 3, 7 e no 270º d.p.i. os animais 9 e 10, 

sendo o acompanhamento e a coleta de 

amostras nesses animais realizados durante 

20 dias para a pesquisa da presença do 

VACV em amostras de fezes e sangue de 

bovinos após a reinfecção experimental. 

 

O reaparecimento de lesões nos tetos 

ocorreu em quatro dos cinco animais 

reinfectados, sendo que as vesículas e 

60 
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pápulas foram observadas inicialmente 

entre o 2° e o 5° d.p.i., não existindo 

alteração considerável quando comparado 

com a infecção inicial, em que o 

aparecimento das lesões ocorreu entre o 2° 

e o 4° d.p.i. Porém, as lesões observadas 

foram menores e a resolução ocorreu entre 

o 9° e o 10° d.p.i., período bem mais curto 

quando comparado com a infecção inicial, 

que ocorreu em média no 18° d.p.i. A 

apresentação clínica da VB em animais 

reinfectados sugere que a infecção pelo 

VACV não induz uma imunidade protetora, 

que seja capaz de impedir que os sinais 

clínicos sejam novamente evidenciados, 

apesar de ter alguma influência pois a 

duração e a gravidade das lesões foram 

menores. 

 

Da mesma maneira, os animais submetidos 

à reinfecção continuaram a apresentar 

intermitência na excreção de VACV nas 

fezes (Tabela 6), não sendo detectada 

apenas no animal 7. Entretanto, este animal 

apresentou lesões nos tetos e houve 

detecção e quantificação do DNA de 

VACV no sangue, confirmando que a 

infecção pelo VACV foi restabelecida em 

todos os animais.   

 
Tabela 6 - Grupo reinfecção- Resultados da PCR nested e do isolamento viral para a detecção do DNA de 

VACV no sangue e nas fezes nas vacas 1, 3, 7, 9 e 10 após a reinfecção.  

 

d.p.i. 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 90 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 90

d.p.r. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 20 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 20

1 - - - + - - - - + - - - *+ - - - - - + - + - - + - - - - + - - - - *+

3 - + - - + - - - - - + + - *+ *+ - - - - - - - - - - + + - + - - - - -

7 - + - *+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

9 - - - + - - + - - - - - - - + - - - - - - - - - - + + *+ *+ - *+ - - -

10 - - + - - - - - - - - + - *+ + - + - - + - - - - - *+ - - - *+ - - - -

Animais

d.p.i= dias pós inoculação; d.p.im= dias pós reinfecção; + amostras positivas na PCR nested; - amostras negativas na PCR nested; *amostra com isolamento viral 

SANGUE

REINFECÇÃO

FEZES

 

Os animais 9 e 10, que foram submetidos a 

infecção inicial e a reinfecção com um 

período de intervalo de 9 meses entre as 

duas infecções voltaram a apresentar 

DNAnemia e detecção do DNA de VACV 

nas fezes. Mesmo com um maior intervalo 

entre a infecção inicial e a reinfecção não 

foi observada entre os animais do grupo da 

reinfecção nenhuma diferença estatística 

entre a quantidade ou a carga viral de 

amostras positivas no sangue e nas fezes. 

Entretanto, Rehfeld (2011), observou que 

esses dois animais apresentaram lesões 

mais graves nos tetos quando comparados 

com outros três animais na reinfecção, 

sugerindo que a imunidade protetora gerada 

pelo VACV não é duradoura. 

 

Nos animais 1, 3 e 7 que foram submetidos 

a infecção inicial e a reinfecção com um 

período de intervalo de 70 dias entre as 

duas infecções, observou-se aumento 

significativo (P = 0,03) na DNAnemia 

quando comparados os 20 dias de 

acompanhamento da reinfecção com os 

últimos 20 dias da infecção (Figura 16). 

Observa-se também aumento na 

concentração de anticorpos circulantes (IgG 

total e AcN), provavelmente correlacionado 

com o novo estímulo promovido pelo 

aumento de vírus no sangue, verificado pelo 

aumento da DNAnemia.  
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Figura 16 - DNAnemia e curva de anticorpos neutralizantes (Ac.N) e anticorpos totais (IgG total), durante 

os 67
o
 dias pós-infecção e os 20 dias pós reinfecção. 

 

Não houve diferença entre a quantificação 

viral e a quantidade de amostras positivas 

no sangue, entre os grupos da infecção 

inicial e da reinfecção, quando comparado 

os primeiros 20 dias da infecção inicial com 

o período de acompanhamento de 20 dias 

da reinfecção. Este resultado, sugere que 

após a reinfecção houve replicação viral, e 

interessantemente este fato ocorreu mesmo 

na presença de anticorpos circulantes.  

 

Xu e colaboradores (2004), demostraram 

em infecções de camundongos pelo VACV, 

que a imunidade mediada por células e a 

imunidade humoral são complementares e 

essenciais. Contuto, a resposta imune 

produzida para poxvírus continua sendo 

bastante discutida e existe pouco consenso 

sobre a sua capacidade de proteção para 

reinfecções (Panchanathan et al, 2008).  

 

Não foi observada diferença entre a 

quantidade e a quantificação das amostras 

detectadas com DNA do VACV nas fezes 

nos animais reinfectados, quando se 

compara os 20 dias da reinfecção com 

períodos com intervalos de 20 dias da 

infecção inicial (Figura 17). Com isso, 

pode-se sugerir que a reinfecção não 

promoveu aumento na excreção viral nas 

fezes, sendo que o limite de infecção pode 

ter sido atingido ou mesmo que o novo 

estímulo promoveu uma resposta mais 

efetiva. Esta hipótese se correlaciona com o 

retorno das visualizações de lesões, após a 

reinfecção, em que foi observado 

abrandamento das lesões, com curso clínico 

mais curto.  
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Figura 17 - Quantificação do DNA de VACV nas fezes e curva de anticorpos neutralizantes (Ac.N) e 

anticorpos totais (IgG total), durante os 67
o
 dias pós-infecção e os 20 dias pós reinfecção. 

 
5.4 - Detecção do VACV em tecidos 

 

Foi possível detectar e quantificar de forma 

relativa a distribuição do VACV em tecidos 

das vacas experimentalmente infectadas e 

posteriormente reinfectadas ou 

imunodeprimidas. 

 

O DNA de VACV foi detectado pela PCR 

nested nos linfonodos mesentéricos, íleos e 

em pelo menos um dos linfonodos 

retromamários (direito ou esquerdo) de 

todos os animais. Na tonsila foi possível 

detectar a presença do DNA de VACV em 

apenas um animal, enquanto que no baço e 

fígado o DNA estava presente em 50% 

(4/8) dos animais (Figura 18). 
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Figura 18 - Porcentagem de animais que apresentaram detecção do DNA de VACV em órgãos pela PCR 

nested (A) Relação de tecidos positivos em cada um dos animais experimentais (B). Linf.= linfonodo; E= 

esquerdo; D= direito. 

 

Na quantificação relativa realizada pela 

PCR em tempo real, as amostras de íleo, 

linfonodo mesentérico e linfonodos 

retromamários apresentaram correlação na 

detecção qualitativa apresentada pela PCR 

nested. Não houve diferença estatística 

entre a quantificação apresentada entre os 

tecidos ou entre animais quando 

considerado apenas um tecido ou quando 

considerado os grupos imunodeprimidos e 

reinfectados. Entretanto, descritivamente, 

quando comparada a quantificação entre os 

tipos de amostras analisadas (sangue, fezes 

e tecidos), podemos observar que a 

quantidade de vírus nos tecidos foi menor 

do que no sangue e nas fezes, sendo que 

entre os tecidos, as maiores quantidades de 

vírus encontradas foram nos linfonodos 

retromamários, mesentérico e no íleo, 

respectivamente (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B Orgão 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Íleo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Linfonodo mesentérico Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Glândula mamária posterior esquerda - - - - - - - - - -

Glândula mamária posterior direita - - - - - - - - - -

Glândula mamária anterior esquerda - - - - - - - - - -

Glândula mamária anterior direita - - - - - - - - - -

Linfonodo retromamário esquerdo Positivo Positivo Positivo - Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo -

Linfonodo retromamário direito - Positivo - Positivo Positivo Positivo - Positivo Positivo Positivo

Teto posterior esquerdo - - - - - - - - - -

Teto posterior direito - - - - - - - - - -

Teto anterior esquerdo - - - - - - - - - -

Teto anterior direito - - - - - - - - - -

Baço - Positivo - - - Positivo - Positivo Positivo -

Tonsila - - - - - - - Positivo - -

Fígado - Positivo - - - - - Positivo - -

Animal
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Figura 19 - Quantificação relativa do DNA de VACV nos linfonodos  retromamários (A), nos íleos (B) e 

nos linfonodos mesentéricos (C) dos animais dos grupos experimentais. Os valores para os linfonodos 

retromamários correspondem a média entre o linfonodo retromamário esquerdo e o direito quando a 

detecção ocorreu em ambos em um mesmo animal. 

 
Em nenhum animal foi possível fazer a 

quantificação relativa do DNA viral no 

baço, tonsila e fígado. Esta divergência 

entre a PCR nested e a PCR em tempo real 

se deve provavelmente à natureza das 

amostras, uma vez que algum inibidor 

presente nestes órgãos poderia ter 

interferido na reação da PCR em tempo 

real.  

 

A infecção dos tecidos linfóides também foi 

constatada pela técnica de IHQ que 

evidenciou a presença de imunomarcações 

para o VACV. A comparação entre os 

resultados obtidos na IHQ nos linfonodos 

mesentéricos, retromamários, baço, tonsila 

e a parte distal do íleo mostrou uma 

concordância com a PCR nested. Nestes 

tecidos, as imunomarcações foram 

detectadas em macrófagos, linfócitos, 

células epiteliais e células caliciformes. 

Essa infecção associada a células também 

foi relatada em infecções por via aerógena 

pelo MPXV em monócitos de macacos 

(Zaucha et al. 2001) e em macrófagos 

presentes no intestino delgado de macacos 

imunizados por via enteral com o VACV 

(Osipov et al., 1977). 

 

A imunomarcação nos linfonodos 

mesentéricos (Figura 20A) e nos íleos foi 

observada em todos os animais, e 

especificamente nos íleos, foi observada 

imunomarcação em macrófagos e linfócitos 

localizados nas Placas de Peyer (Figura 

20B), sendo que nos animais 1 e 8 foi 

observada hiperplasia nestes aglomerados 

linfonodulares. Essa afinidade do VACV 

por esses tecidos linfóides localizados no 

intestino também foi relatada por Ferreira e 

colaboradores (2008a), que demonstraram 

também uma hiperplasia nas placas de 

Peyer localizadas no íleo de camundongos 

Balb/c infectados com amostras de VACV-
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WR e GP2V. Goff e colaboradores (2007), 

em infecções com CPXV, também 

demonstraram através de titulações e 

ensaios de imunofluorescência, intensa 

multiplicação viral no intestino de 

camundongos Balb/c, assim como nos 

linfonodos e tecidos adiposos mesentéricos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 20 - Linfonodo mesentérico (A) e placa de Peyer (B) com imunomarcações multifocais para o 

VACV em linfócitos do animal 1 no 92º  dia pós-infecção. Aumento 40X. 
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No íleo do animal 1 foram observadas áreas 

com intensa imunomarcação em células 

epiteliais e nas células caliciformes (Figura 

21). As células epiteliais de revestimento 

são células indiferenciadas multipontentes 

que originarão os tipos celulares 

diferenciados. Como exemplo temos, as 

células de Goblet ou células caliciformes 

que são células diferenciadas presentes nas 

mucosas dos tratos respiratório, ocular e 

digestivo. Com função glandular, essas 

células secretam mucina, que no intestino 

se dissolve na água formando o muco. Na 

secreção da mucina, essas células utilizam o 

mecanismo merócrino, eliminando somente 

as secreções ficando suas células intactas, 

ou o mecanismo apócrino em que são 

eliminadas partes das células junto com a 

secreção (Junqueira e Carneiro, 2004; 

Spencian e Oliver, 1991).  

 

 

 

Figura 21 - Imunohistoquímica em íleo evidenciando imunomarcações positivas para VACV em células 

epiteliais (seta da esquerda) e em células caliciformes (seta da direita) presentes na submucosa do animal 

1 no 92 d.p.i. Aumento 40X. 

 

A infecção das células caliciformes no 

intestino pelo VACV provavelmente 

depende da presença de receptores que 

permitirão que o vírus adsorva e penetre 

nestas células. Células caliciformes 

produzem muco rico em glicoproteínas que 

protege e lubrifica a superfície desses 

epitélios, entretanto, essa matriz pode 

também atuar como adesivos para vírus e 

bactérias e, assim, facilitar a adsorção ou a 

colonização (Rogers, 1997).  

 

Elementos de expressão ubíqua e de caráter 

aniônico, como os glicosaminoglicanos e 

outros componentes da matriz extracelular, 

como condroitina sulfato e heparano 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Muco
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Apocrino&action=edit&redlink=1
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sulfato, vêm sendo apontados como 

possíveis receptores celulares envolvidos na 

adsorção dos poxvírus (Hsiao et al., 1999; 

Moss, 2001; revisado por McFadden, 

2005). Diferentes glicoproteínas virais 

(A21, A27, D8, F9, G9, H2 e H3) parecem 

estar envolvidas na formação do complexo 

de fusão-penetração (Moss, 2005; Ojeda et 

al., 2006). A adsorção do vírus maduro do 

VACV com glicosaminoglicanos na 

superfície da célula é mediada por três 

proteínas de membrana, as proteínas A27, 

D8 e H3 (Bengali et al., 2009). 

 

A infecção das células caliciformes 

poderiam facilitar a disseminação de 

partículas virais nas fezes, uma vez que 

possuem intensa multiplicação, sendo 

constantemente renovadas. As células do 

epitélio intestinal são substituídas 

completamente em período de 2 a 7 dias, 

sendo liberadas junto com as fezes 

(Crosnier, 2006). Da mesma maneira, o 

mecanismo de secreção de muco do tipo 

apócrino, que libera parte da células junto 

com a mucina, poderia também contribuir 

para a disseminação de partículas virais nas 

fezes.  

 

A infecção do epitélio intestinal pelo 

VACV já foi evidenciada em experimentos 

com macacos (Macacus rhesus), após a 

imunização por via enteral, em que houve 

detecção do VACV por imunofluorescência 

em macrófagos presentes no epitélio 

intestinal (Osipov et al., 1977). A presença 

do VACV no intestino também já foi 

descrita em infecções experimentais 

envolvendo camundongos e coelhos 

(Ferreira et al., 2008a; Cargnelutti et al., 

2012). Entretanto, pela primeira vez, 

utilizando o modelo bovino, foi 

comprovado que a infecção intradérmica 

nos tetos pelo VACV dissemina-se para o 

trato digestivo acometendo linfonodos 

mesentéricos e o intestino na região do íleo.  

 

Detalhes da patogenia do VACV em 

bovinos são desconhecidos. A partir dos 

resultados obtidos neste trabalho, associado 

a recentes estudos realizados pelo nosso 

grupo de pesquisa e aos trabalhos de 

patogenia em outros OPV e em VACV em 

outros modelos animal, propõe-se que a 

infecção intradérmica do VACV em tetos 

de bovinos inicia-se com a penetração do 

vírus no epitélio local, a partir de uma 

solução de continuidade, onde ocorre 

multiplicação primária com formação de 

lesões vesiculares e exantemáticas (pápulas, 

vesículas e úlceras). Após a replicação no 

local de entrada e com a penetração na 

derme as partículas virais podem se 

disseminar a partir de vasos sanguíneos e 

linfáticos atingindo os linfonodos regionais, 

no caso os retromamários. Com o 

acometimento desses linfonodos regionais, 

através da infecção de macrófagos e 

linfócitos, o vírus seria disseminado para os 

linfonodos mesentéricos e conglomerados 

linfonodulares ileais (placas de Peyer), 

células epiteliais e caliciformes localizadas 

no íleo, que a partir da infecção deste 

promoveriam a excreção de partículas virais 

nas fezes. Posteriormente, também poderia 

ocorrer a disseminação do VACV para 

outros tecidos linfoides, como baço, fígado, 

tonsila e outros linfonodos (Figura 22). 

70 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bengali%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Osipov%20VI%22%5bAuthor%5d
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Figura 22 - Proposta de patogenia na infecção local pelo Vaccinia virus - GP2 em bovinos. 

 
Durante pré-experimento realizado por 

Rehfeld (2011) foi observado pela IHQ que 

em dois animais, no 4° d.p.i., os tetos, a 

glândula mamária e os linfonodos 

retromamários foram positivos para o 

VACV, e que com 9 d.p.i, outros dois 

animais já apresentavam imunomarcação 

mais discreta e localizada nos mesmos 

tecidos, quando comparado com os animais 

sacrificados no 4° d.p.i. No presente estudo, 

após o 82º d.p.i, observou-se ausência de 

imunomarcação nos tetos e glândulas 

mamárias sugerindo que o VACV não 

permanece no sítio primário de infecção. A 

detecção em tecidos linfóides e a excreção 

prolongada do vírus nas fezes mesmo após 

a resolução das lesões, mostra novas 

evidências que contribuem para o estudo da 

patogenia do VACV em bovinos, 

demonstrando pela primeira vez, neste 

modelo experimental, que ocorre 

disseminação sistêmica do VACV com uma 

infecção prolongada.  

 

A detecção em tecidos de outros OPV, 

como o ECTV, CPXV e o VARV também 

evidencia possíveis infecções sistêmicas. 

Fenner (1948), descreveu linfadenopatia 

nos linfonodos adjacentes ao local de 

infecção nas infecções pelos OPV. Em 

camundongos, infecções causadas pelo 

ECTV progridem da multiplicação no local 

de entrada e alcançam a corrente sanguínea 

e o sistema linfático, com posterior 

disseminação para diversos órgãos como 

fígado, baço, rins e intestino (Fenner, 

1948). Em infecção experimental por via 

aerógena com o CPXV, em modelos símios 

(Macaca fascicularis), foi reproduzida 

infecção sistêmica com quadro hemorrágico 

e detecção do DNA em diversos tecidos 

como linfonodos, timo, baço, medula óssea 

e pulmão (Zaucha et al., 2001). Utilizando 
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também como modelo o macaco (Macaca 

fascicularis) em infecções por via 

endovenosa com o VARV, Wahm-Jensen e 

colaboradores (2011) observaram o 

desenvolvimento de doença hemorrágica 

com comprometimento sistêmico 

detectando a presença do vírus em baço, 

fígado, medula óssea, linfonodos, pulmão, 

rim, coração, testículos, cérebro e no 

sangue. 

 

Em experimentos com o VACV em 

camundongos e coelhos, infecções 

sistêmicas também foram observadas 

(Ferreira et al., 2008b; Cargnelutti et al., 

2012). Ferreira e colaboradores (2008b), 

demonstraram que em infecções intranasais 

de camundongos Balb/c com algumas 

amostras brasileiras de VACV, isoladas a 

partir de surtos de VB, podem causar sinais 

clínicos severos demonstrados pela pilo-

ereção, arqueamento do dorso e perda de 

peso significativa. Altos títulos virais foram 

constatados em sitíos primários da infecção 

como traquéia e pulmões, mas também foi 

observado tropismo do VACV por outros 

orgãos, incluindo cérebro, fígado, rins, 

coração e baço. Em coelhos também 

inoculados por via intranasal, Cargnelutti e 

colaboradores (2012) demonstraram quadro 

respiratório grave e doença sistêmica 

evidenciada pelo aparecimento de lesões 

nas orelhas e nas pálpebras e pela presença 

do vírus no intestino e no pulmão.  

 

Os recentes estudos de infecção 

experimental com o VACV em modelo 

murino e em coelhos, associados aos 

resultados encontrados neste trabalho em 

modelo bovino, evidenciam que a infecção 

por VACV promove disseminação para 

diversos tecidos e sinalizam para uma 

disseminação sistêmica.  

6. CONCLUSÕES 
 

A infecção experimental pelo VACV em 

bovinos demonstrou que o vírus apresenta 

disseminação sistêmica, que pode ser 

comprovada pela detecção e quantificação 

do DNA viral no sangue, fezes e em tecidos 

linfóides, demonstrando, pela primeira vez, 

que o VACV é capaz de causar este tipo de 

infecção em bovinos. 
 

Infecções do VACV em bovinos produz 

infecção de células epiteliais e caliciformes 

no intestino, e em macrófagos e linfócitos 

em tecidos linfoides. 
 

A detecção de partículas viáveis do VACV 

nas fezes de vacas em lactação 

experimentalmente infectadas sugere que 

essa via de excreção seja uma forma de 

disseminação do vírus no ambiente, 

podendo favorecer a transmissão da VB 

dentro e entre propriedades. 
 

A DNAnemia e a detecção do DNA de 

VACV nas fezes persistiu mesmo após a 

resolução das lesões nos tetos dos animais, 

demonstrando que a infecção causada pelo 

VACV não seja aguda, e sim, prolongada. 
 

Os animais infectados e posteriormente 

imunodeprimidos experimentalmente, 

voltaram a apresentar DNAnemia e 

permaneceram eliminando o VACV nas 

fezes com tendência a aumento nesta 

excreção, podendo sugerir que exista algum 

mecanismo de persistência na infecção do 

VACV em bovinos e que este seja 

influenciado pelo sistema imunológico. 
 

A reinfecção dos animais pelo VACV 

demonstrou que pode ocorrer o 

reaparecimento de lesões nos tetos e 

recrudescimento da viremia mesmo na 

presença de anticorpos circulantes.
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ANEXO I 

 

Quantificação relativa da DNAnemia do VACV pela PCR em tempo real nos oito 

animais, durante os 67 d.p.i na infecção inicial. 

 

 

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 r
e

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 1

 

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Q

u
an

ti
fi

ca
çã

o
 r

e
la

ti
va

dias pós infecção

Animal 2

    

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 
re

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 3

 

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 
re

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 4

    

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 
re

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 5

 

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 
re

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 6

    

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 
re

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 7

 

0,000

0,500

1,000

1,500

2,000

2,500

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Q
u

an
ti

fi
ca

çã
o

 r
e

la
ti

va

dias pós infecção

Animal 8



75 

 

ANEXO II  

 

Quantificação relativa do DNA de VACV nas amostras de fezes dos oito animais,  

durante os 67 d.p.i na infecção inicial. 
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