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RESUMO

A vaccinia bovina (VB) é uma zoonose emergente, causada peloVaccinia virus(VACV),
umOrthopoxvirus(OPV). A doenca é caracterizada pelo surgimento de lesdes ulceradas nas
tetasde vacas em lactacdo e maos dos ordenhadores, podendo ocasionalmente acometerbezerros
que mamam em vacas doentes. O DNA do VACV, assim como particulas virais infecciosas,
pode ser detectado em amostras de leite de vacas naturalmente infectadas. Entretanto, ndo se
sabe o periodo e o padrdo de eliminacdo viral no leite, nem se a deteccdo de VACV no leite é
devida a uma infeccdo localizada ou sistémica. O objetivo do trabalho foi detectar equantificar o
DNA do VACV emleite, queijo, leite pasteurizado, iogurte e nas fases do leite apds ter sido
submetido aprocesso de centrifugacdo, nas amostras de leite de vacasexperimentalmente
inoculadas com o VACV amostra GP2, durante 33 dias. Alémdisso, foi feita a pesquisa de
particulas virais viaveis nas amostras de leite e queijo.Em outra fase do experimento, ap6s
tratamento das vacas com droga imunodepressora, foi pesquisadaa presenca de DNA viral eo
mesmo foi quantificado utilizando a técnica de PCR convencional e PCR em tempo real,
respectivamente, nasamostras de leite. ODNA do VACYV pode ser detectado no leite de forma
intermitente em vacasexperimentalmente infectadas a partir do 1° dia p6s-inoculagdo (d.p.i.)até
0 33° d.p.i, indicando que oVACV continua sendo eliminado no leite mesmo apds aresolucao
das lesdes, a qual ocorreu no 22° d.p.i. Foi possivel detectar DNA deVACV nasfracdes de
creme e células do leite, obtidas apds a centrifugacdo do leite, e no soro de leite de amostras de
leitepasteurizado e iogurte. Além disso, foi possivel isolar particulas virais viaveis deVACV no
queijo, soro do queijo e no leite de vacaspreviamente inoculadas com oVACYV e posteriormente
submetidas atratamento comimunodepressor,reforcando a hipotese de nova replicacdo viral em
locais distintos daquele da inoculagdo inicial apds tratamento com imunodepressor. A reducdo
na producdo do leite e o aumento da contagem de células somaticas (CCS) foram mais
significativos nos tetos que foram inoculados com o VACV-GP2 quando comparados aos tetos
que serviram de controle e, portanto ndo foram inoculados com o virus, reforcando a hipotese de
associacdo entre a presenca do virus no teto e o comprometimento da qualidade do leite. A
deteccdo tanto do DNA quanto de particulas infecciosas do VACV em amostras de leite, mesmo
apos o término da fase clinica da doenca, reforca a hipotese de que o VACV pode causar
infeccdo persistente em bovinos, além de chamar a atencdo para o potencial risco a Saude
Publica associado ao consumo de leite proveniente de vacas que foram acometidas pela VB.



ABSTRACT

Bovine vaccinia (VB) is an emerging zoonotic disease caused by Vaccinia virus (VACV), an
Orthopoxvirus (OPV). The disease is characterized by the emergence of ulcerated lesions in the
teats of dairy cows and in milkers hands and can occasionally affect calves that suck in sick
cows. The DNA of VACV, as well as infectious viral particles can be detected in milk samples
of naturally infected cows. However, it is unknown the period and the pattern of viral shedding
in the milk or if the VACV detection in milk is due to a localized or systemic infection. The
objective of this study was to detect and quantify the VACV DNA in milk, cheese, pasteurized
milk, yogurt and milk phases after centrifugation, on milk samples collected from cows
experimentally inoculated with VACV-GP2 strain during 33 days. Moreover, viral isolation was
attempted in milk and cheese samples. In another phase of the experiment, after the cows
received animmunosuppressivetreatment, the presence of viral DNA and its quantities in milk
samples were determined by conventional and real time PCR, respectively. The VACV DNA
could be detected intermittently in milk of cows experimentally infected from the 1* day post-
infection (dpi) until the 33"dpi, indicating that VACV is still eliminated in milk even after the
resolution of the lesions, which occurred at the 22™dpi. It was possible to detect VACV DNA in
milk cream and cellular fractions, after milk centrifugation, as well as in whey frompasteurized
milk and yogurt. Moreover, it was possible to isolate VACV viable viral particles in cheese,
cheese whey and milk of cows inoculated with VACV and then subjected to treatment with
immunosuppressive drug, reinforcing the hypothesis of new viral replication in different
locations from the initial inoculation site, after the immunosuppressive treatment. The reduction
in milk production and increase in the somatic cell count (SCC) were more significant in the
teats that were inoculated with VACV-GP2 when compared to teats that served as a control and
therefore were not inoculated with the virus, reinforcing the hypothesis of association between
the presence of virus in the teats and compromised quality of milk. The detection of both VACV
DNA and infectious particles in milk samples, even after the end of the clinical stage of the
disease, strengthens the hypothesis that VACV can cause a persistent infection in cattle, as well
as draw attention to the potential risk to the Public health associated with the milk consumption
from cows that were affected by VB.



INTRODUCAO

A vaccinia bovina (VB) é uma zoonose emergente, causada pelo Vaccinia virus (VACV) um
Orthopoxvirus (OPV). Popularmente, a doenga é conhecida como “variola bovina”, sendo
caracterizada pelo surgimento de leses ulceradas nas tetas das vacas em lactacdo e médos dos
ordenhadores, podendo ocasionalmente acometer bezerros que mamam em vacas doentes.

A partir do final da década de 90, houve aumento progressivo de surtosde VB,acometendo
humanos e vacas em lactagcdo em varios estados do Brasil, incluindo Minas Gerais (Leite et al.,
2005; Trindade et al., 2007), Espirito Santo (Donatele et al., 2007); Tocantins (Medaglia et al.,
2009); Rio de Janeiro (Damaso et al., 2000; Schatzmayer et al., 2000; Schatzmayer et al., 2012);
Séo Paulo (Megid et al., 2008); Rond6nia (Quixabeira-Santos, 2011) e Maranhéo (Assis et al.,
2009). Recentemente, 0 VACYV foi isolado a partir de les6es ulceradas em cavalos crioulos de
um haras localizado em Pelotas, no Rio Grande do Sul (Campos et al., 2010; Brum et al., 2010).

Dentre as regifes acometidas pela VB, a Sudeste merece destaque pelo nimero crescente de
surtos notificados, além de ser a maior produtora de leite do Brasil (IBGE,2013). Os principais
prejuizos relacionados a doenca estdo associados a ocorréncia de mastites, reducdo brusca na
producdo de leite, gastos com medicamentos, afastamento temporario e contrato de um novo
ordenhador (Rehfeld et al., 2013; Madureira, 2009; Lobato et al., 2005; Leite et al., 2005).

Apesar do comprometimento do rebanho e da possibilidade de veiculacdo do VACYV através do
leite e seus derivados, sabe-se que nos surtos da doenca, o leite continua a ser ordenhado e
comercializado normalmente. A deteccdo tanto do DNA quanto de particulas infecciosas do
VACV em amostras de leite provenientes de surtos de VB em Minas Gerais (Abrahdo et al.,
2009c) e em leite experimentalmente inoculado e submetido a tratamentos térmicos (Oliveira et
al., 2010) chamam a atencdo para o potencial risco a Salde Publica associado ao consumo do
leite proveniente dos surtos de VB.

A presenca de DNA do VACYV no leite levantou algumas hipoteses acerca da origem destas
particulas virais. Elas poderiam ser oriundas das leses exantematicas e crostas presentes nos
tetos das vacas, que durante o movimento de ordenha, desprenderiam do teto, contaminando o
leite(Abrahdo et al., 2010c). Outra hipdtese estaria apoiada na possivel infeccdo viral sistémica
causada pelo VACV, podendo também ser resultado das duas condi¢des associadas. Estudo
recente realizado pelo nosso grupo evidenciouo desenvolvimento de infeccdo sistémica em
bovinos experimentalmente inoculados com uma amostra de VACV brasileira. Foi possivel
detectar tanto DNA do VACV quanto particulas virais infecciosas no sangue, em tecidos e
linfonodos de vacas experimentalmente inoculadas (Rivetti et al., 2013).

Estudos acerca da deteccdodo VACV no leite de bovinos naturalmente infectados, sdo muitas
vezes inviabilizados por varios fatores, dentre eles, a dificuldade do produtor em identificar um
surto de VB nas fases iniciais da doenca e alocalizacdo das propriedades que frequentemente
sdo distantes dos centros de pesquisa, dificultando a coleta diaria de amostras assim como do
acompanhamento da evolucéo clinica da VB. Nosso estudo propds uma infecgdo experimental
em vacas em lactacdo com uma amostra do VACV com o objetivo de acompanhar a evolugéo
clinica diaria da VB além de responder algumas perguntas, como: - A partir de qual dia pds-
infeccdo com o VACV, pode ser detectado DNA viral no leite? - A excrecdo viral no leite,
persiste ou cessa apo6s a resolucdo das lesdes causadas pelo VACV? -A ocorréncia da VB
influencia a qualidade do leite obtido? —Ap0Os tratamento com imunodepressor, 0s animais
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voltam a apresentar sinais clinicos da doenca?-Epossivel detectar particulas virais infecciosas
em amostras de leite dos animais submetidos a tratamento imunodepressor?
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REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia Poxviridae
2.1.1 Classificagdo

A familia Poxviridae é subdividida em duas subfamilias: Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae (Figura 1A). A primeira, Chordopoxvirinae, é dividida em onze géneros:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Yatapoxvirus, Molluscipoxvirus, Cervidpoxvirus, Capripoxvirus,
Crocodylidpoxvirus, Suipoxvirus, Avipoxvirus, Leporipoxvirus e Cerdopoxvirus (ICTVdb,
2012). A espécie Squirrel poxvirus permanece sem género definido, sendo classificada como
Chordopoxvirinae.

A segunda subfamilia, Entomopoxvirus, compreende apenas virus cujos hospedeiros sdo
invertebrados, sendo dividida em trés géneros: Alphaentomopoxvirus, Betaentomopoxvirus e
Gammaentomopoxvirus. Sendo as espécies Diachasmimorpha entomopoxvirus e Melanoplus
sanguinipes entomopoxvirus 'O', sem género definido (ICTVdb, 2012).

Dentre os virus da subfamilia Chordopoxvirinae, pode-se destacar o VACV, prot6tipo do
género OPV (Moss, 2007) (Figura 1B). Amostras de VACV foram utilizadas mundialmente
para a imunizagdo contra a variola humana (Damon, 2010). Recentemente, ele vem sendo
isolado a partir de lesdes exantematicas coletadas em surtos de VB acometendo humanos e
bovinos. Além do VACYV, outros virus do género OPV sdo zoonoses e, portanto, relevantes para
a Saude Pdblica: Variola virus (VARYV), Cowpox virus (CPXV) e o Monkeypox virus (MPXV)
(revisado por Essbauer, 2010). Além do género OPV, outros trés géneros da subfamilia
Chordopoxvirinae, possuem virus capazes de causar infecgdes em humanos: Parapoxvirus,
Yatapoxviru, e Molluscipoxvirus.
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Figura 1: Diagramas filogenéticos.(A) Familia Poxviridadee as subfamilias Entomopoxvirinae
e Chordopoxvirinae. (B) Virus do género Orthopoxvirus.

Fonte: Duraffour et al., 2011.
2.1.2 Morfologia da particula

O VACYV é o protétipo da familia Poxviridade, sendo o virus mais estudado da familia (Moss,
2007). Através de microscopia eletronica, eletromicrografia e criotomografia eletronica, a
estrutura das particulas virais maduras e intermediarias do ciclo do VACV puderam ser
identificadas e caracterizadas (Moss, 2007; Cyrklaff, 2005) (Fig 2).

Os poxvirus possuem forma ovdide ou de tijolo, de formato heterogéneo, podendo variar de
tamanho (entre 200 e 360 nm), tendo quatro estruturas fundamentais distintas que
compreendem: o cerne, corplsculos laterais, membrana e envelope (Cyrklaffet al., 2005; Buller
e Pallumbo, 1991). O cerne é a estrutura mais interna da particula, apresenta a forma de disco
bicdncavo, envolto por uma fina membrana e envolve o material genético (Fig. 2B). O DNA e
varias proteinas sdo organizados dentro do cerne viral formando o nucleocapsideo. Seu material
genético consiste de uma molécula de DNA dupla fita, formando uma cadeia polinucleotidica
covalentemente fechada nas extremidades (Moss, 2007). Nas concavidades do cerne encontram-
se os corpuUsculos laterais, cuja fungdo ainda ndo é bem definida. A membrana externa circunda
todo o cerne e é composta por uma bicamada lipoprotéica com tibulos de superficie arranjados
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irregularmente, formando uma camada em palicada (Cyrklaffet al., 2005) (Fig 2C). Algumas
formas virais apresentam o envelope, uma membrana adicional que circunda completamente a
particula viral. Tanto a membrana externa quanto o envelope desempenham um importante
papel na interacdo virus-célula (Buller e Pallumbo, 1991).

A

Envelope

Membrana externa

Membrana do cerne

Corpusculo lateral

Genoma

Enzimas virais

Figura 2: Morfologia dos Poxvirus.(A) Representacdo esquematica da particula viral de um
poxvirus. (B) Eletromicrografia de sec¢do longitudinal do Cowpox virus. Ib — Corpusculos
laterais, ¢ —Cerne. A barra representa 100 nm. (C) Eletromicrografia em contraste negativo do
VACV.

Fontes: (A) Harrison et al, 2004 (modificado); (B) ICTVdb, 2013; (C) Wilton et al., 1995

2.1.3 Estrutura do genoma

O genoma do poxvirus consiste em uma molécula linear de DNA fita dupla, com tamanho
variando entre 130 a 375 Kb (ICTV, 2012) (Fig. 3). Quanto as caracteristicas estruturais, o
genoma dos poxvirus, sobretudo dos OPV, possui uma regido central que contém genes
estruturais e relacionados a replicacdo do virus, enquanto as regides terminais invertidas (ITRs),
localizadas nas alcas terminais do genoma, contém genes que codificam proteinas responsaveis
pela viruléncia e imunomodulacéo. (Moss, 2007; Smith et al, 2002).
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Figura 3: Representacdo esquematica do genoma dos poxvirus.O genoma pode ser dividido
em uma regido central conservada que codifica proteinas essenciais para a replicacdo viral e as
regides terminais invertidas (ITRs) que sdo varidveis e codificam proteinas que ndo sdo
essenciais para a replicacdo do virus, no entanto, codificam proteinas que sao responsaveis pelas
interacdes virus-hospedeiro e pelos mecanismos de patogénese.

Fonte: Adaptado de Smith e McFadden, 2002.

O gene vgfé extremamente conservado dentro do género OPV e possui fungdo similar ao fator
de crescimento epidérmico (EGF) e ao fator de crescimento transformante-a (TGF-a) (Buller et
al., 1998). Dentre outras atividades, o gene vgfcodifica uma proteina responsavel por estimular
0 crescimento e o aumento de atividade metabdlica das células ndo infectadas facilitando,
portanto, a disseminacdo viral (Buller et al, 1998). Atualmente, este gene vem sendo
amplamente utilizado para a identificacdo de surtos de VB ocorridos no Brasil através da
utilizacdo da técnica de PCR (Trindade et al., 2008).

2.1.4 Ciclo de multiplicacao dos poxvirus

O ciclo de multiplicagdo dos poxvirus ocorre inteiramente no citoplasma da célula infectada,
sendo minimamente dependente da célula hospedeira para a sua replicagdo (Moss, 2007). O
ciclo de multiplicagdo da familia Poxviridae pode ser estudado através do virus prototipo do
género OPV, o VACYV (Fig. 4).

Durante o ciclo de multiplicacdo do VACV, podem ser produzidos os seguintes tipos de
particulas virais: virus maduro (IMV); virus envelopados intracelulares (IEV) e virus
envelopados extracelulares (EEV), sendo o Ultimo chamado de virus envelopado célula
associado (CEV) quando a particula viral permanece aderida a membrana celular (McFaden,
2005). As particulas virais capazes de iniciar uma infec¢do do VACV sdo EEV e IMV, sendo os
IMV’s as formas mais abundantes e estaveis. J& os CEV e EEV sdo importantes na
disseminacdo viral dentro do hospedeiro (Smith et at., 2002b). Algumas proteinas presentes nos
IMV’s sdo responsaveis pela adesdo viral a superficie celular. Os EEV’s por sua vez, possuem
uma membrana externa que é previamente removida para que haja a fusdo de membranas
(Moss, 2007).

O ciclo de multiplicagdo inicia-se a partir da fusdo do envelope viral a membrana da célula
hospedeira, que ocorre com o auxilio de uma proteina viral conservada denominada VV-28
(Fig. 4). Ap6s o desnudamento primario, o cerne viral é liberado no citoplasma da célula
hospedeira dando inicio a transcricdo de genes precoces pelas enzimas presentes no cerne viral
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(McFadden, 2005; McLennan, 2007). Os genes precoces sao responsaveis pela resposta imune
moduladora, pelos fatores de crescimento celular além de fatores de transcrigdo para 0s genes
intermediarios. Os fatores de transcricdo para os genes intermediarios sdo a RNA polimerase
viral, enzima capping e proteinas VITF-1 e VITF-3 (Moss, 2007; McFadden, 2005; Harris et al.,
1993; Vos et al., 1991). Em seguida ocorre o desnudamento secundario, a partir do qual o DNA
comeca a ser replicado formando concatdmeros. A transcricdo e traducdo de genes
intermediarios e tardios vdo dar inicio a producdo de proteinas estruturais essenciais para a
construcdo de novas particulas virais (Moss, 2007). Ja foram caracterizadas 53 proteinas virais
intermediarias, sendo as proteinas Al, A2 e G8 responsaveis pela regulacdo da sintese de genes
tardios (Yang et al., 2011). Enquanto a transcricdo de genes precoces estd sob o controle de
fatores transcricionais virais, a transcricdo de genes intermediarios e tardios sdo co-regulados
por genes virais e do hospedeiro (McFadden, 2005; Moss, 2007).

A morfogénese acontece em sitios celulares especificos, conhecidos como corplsculos de
inclusdo do tipo baséfilo ou “fabricas virais” (revisado por Yoder et al., 2004). O virus imaturo
(IV) é a primeira particula viral formada apresentando a forma ovéide ou esférica. Os IV's dao
origem aos IMV’s apds clivagens proteoliticas de elementos de capsideo e condensacdo do
cerne viral, constituindo a maioria das particulas infecciosas (Moss, 2007). Além disso, nesta
etapa, a particula viral adquire forma de tijolo, caracteristica das particulas dos poxvirus
(revisado por Roberts e Smith, 2008). Algumas particulas IMV podem ser transportadas até o
complexo de Golgi, onde adquirem uma dupla membrana, dando origem aos virus envelopados
intracelulares (IEV) (Roberts e Smith, 2008; Dubochet, 1993; Moss, 2007). Os IEV podem dar
origem aos virus envelopados extracelulares (EEV) ou permanecerem associados a membrana
plasmatica da célula, formando os virus envelopados célula-associados (CEV), importante na
dispersao viral célula-célula (McFadden, 2005; Roberts e Smith, 2008; Moss, 2007; Doceul et
al., 2010).As proteinas de membrana dos IMV’s e IEV's desempenham varios papéis no ciclo
de vida dos VACV. Algumas destas proteinas tém sido utilizadas como alvos para vacinagdo em
varios modelos de infeccdo pelos OPV (Smith et al, 2002).
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Figura 4: Ciclo de multiplicagdo do VACV.

Fonte: McFadden, 2005 (traduzido)

2.1.5 Vias de infeccao e patogénese dos Orthopoxvirus

Considerando as vias de infeccdo natural dos virus do género OPV, eles podem ser divididos em
trés grupos: aqueles que tém como via principal de infec¢do o trato respiratério, sendo esta a via
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mais frequente. No segundo grupo estdo relacionados os virus que se multiplicam nos sitios
primarios de infecgdo, normalmente a epiderme e mucosas e no terceiro grupo, 0s virus que
infectam seus hospedeiros através do trato gastrointestinal. A via de infeccdo natural do
Camelpox virus, VARV e MPXV, é o trato respiratorio ja as infeccdes por VACV, CPXV e
ECMV (Ectromelia virus) ocorrem através de lesdes de continuidade na epiderme ou mucosas
(revisado por Fenner et al., 1989). A ingestdo de roedores contaminados é principal via de
infeccdo do CPXV em gatos domésticos e felinos de zoologicos (Coras, 2005). O ECMV, além
da via de infeccdo através de lesdes de continuidade na pele, também pode ser transmitido
através do trato gastrointestinal. Alguns roedores podem se alimentar da carcaca de outros
animais infectados, favorecendo a disseminacao do virus (Coras, 2005).

Fenner e colaboradores (1948) propuseram o modelo de patogénese dos OPV, considerando
uma infecgdo experimental em um camundongo com 0 ECMV. A infeccdo da-se inicio apos a
introducdo do ECMV através de lesdes de continuidade na pele ou através da inoculacdo
experimental. Ap6s cerca de oito horas, o virus alcanca os linfonodos regionais, onde ocorre a
multiplicagdo viral. A necrose das células do linfonodo favorece a liberagdo de particulas virais.
Apos, estas particulas virais alcangcam a corrente sanguinea, mas sdo prontamente fagocitadas
por macréfagos no figado, baco e, possivelmente, medula dssea. Nestes 6rgdos ocorre a
multiplicagdo viral no interior das células, dando inicio a segunda fase da infeccdo, sendo
denominada viremia secundaria, por volta do 4° d.p.i. Esta viremia é favorecida pela liberacdo
de particulas virais no sangue favorecendo a disseminacdo viral. Nesta fase, observa-se a
presenca de lesdes ulceradas generalizadas. Recentemente, Ma e colaboradores, (2013) em
infeccdo experimental em camundongos com 0 ECMV (Ectromelia virus), observaram que apds
penetrar no epitélio das patas de roedores, 0 virusalcanca o linfonodo popliteo através da via
linfo hematogénicae, posteriormente o figado,onde ocorre a sua multiplicagdo, matando o
hospedeiro (Ma et al., 2013).Neste mesmo estudo, Ma e colaboradores (2013), observaram que
ratos tratados com anticorpos anti-proteinada particula IMV, ndo desenvolveram a doenga,
ficando evidente a participacdo das particulas IMV na disseminac&o do virus.

Os sinais clinicos observados nas infecgdes pelos poxvirus variam muito. Elas podem ser
localizadas ou generalizadas, dependendo da viruléncia da amostra viral, da via de infeccdo, do
tipo de hospedeiro e do seu status imunoldgico (revisado por Fenner et al., 1989). Os virus do
género Orthopoxvirus penetram na epiderme, multiplicam-se no local de infeccdo inicial e,
através dos vasos linfaticos, alcangam os linfonodos regionais. A partir dos linfonodos, as
particulas virais chegam ao sangue e dérgaos distantes do sitio inicial de infeccdo (Flinte et al.,
2009; Virgin, 2007). As lesdes observadas na evolucdo clinica do VACV tanto em humano
quanto em bovinos evoluem de forma progressiva na seguinte ordem: macula, papula, vesicula,
pUstula, Glcera e crosta. A dilatacdo local dos vasos sanguineos da derme produz uma maécula,
que evolui para uma papula devido ao edema e infiltrado celular. A pustula pode ser formada
em decorréncia do acimulo excessivo de exsudato celular. Apds, a pustula evolui para Ulcera e
crosta (Fenner, 1979).

2.1.6 Vias de excrecdo dos OPV

As vias e o periodo de excrecdo dos OPV sdo variados. Na infeccdo por VARV, particulas
virais podem ser detectadas nos fluidos orofaringeos, secre¢cdes da conjuntiva e urina de seres
humanos acometidos. O periodo de excrecdo viral nos fluidos, secrecdes da conjuntiva e da
urina de pacientes acometidos pelo VARV é prolongado naqueles pacientes que ndo possuem
imunizagdo prévia quando comparados aos pacientes que ja foram imunizados (Sarkar, 1973a;
Sarkar, 1973b).

Ectromelia virus (ECMV), um representante dos poxvirus que acometem roedores, foi
detectado nas fezes e urina de camundongos em até 47 dias pds-infeccdo (Wallace e Buller,
1985). O Monkeypox virus € responsavel por uma doenca zoonotica queacomete primatas
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humanos e ndo humanos principalmente no continente Africano, causando uma doenca
caracterizada por lesbes ulceradas em humanos similares aquelas causadas pelo VARV
(Shchelkunov et al., 2002; Learned et al., 2005). Hutson e colaboradores (2009) detectaram o
DNA do Monkeypox virus em secre¢Ges orais, nasais, oculares e fezes de cdes da pradaria
inoculados experimentalmente via nasal ou intra-dérmica.

O CPXV é o agente etioldgico de uma doenca zoondtica endémica na Europa e oeste da Asia
que normalmente acomete humanos, roedores, e animais domésticos, tais como caes e cavalos.
No entanto, o virus ja foi identificado em surtos acometendo animais silvestres de
cativeirocomo elefantes, rinocerontes, antas e alguns carnivoros (Marennikova, 1972; 25 Baxby,
1979; Meyer, 1998; Pelkonen, 2003; Kurth et al ., 2009). Os felinos muitas vezes servem de
hospedeiro intermediario, transmitindo a doenca dos roedores, provaveis reservatorios naturais
do CPXV, para os humanos e outros animais. O CPXV identificado nas fezes e urina dos
roedores Rattus novergicus por um periodo superior a 30 dias (Mairboroba, 1982).

2.2Virus Protétipo do Género Orthopoxvirus: VACV

O VACYV foi utilizado durante quase duas décadas na campanha de vacinacdo da Organizacao
Mundial da Sadde para erradicacdo da variola humana (VARV) no mundo (Smith e McFadden,
2002a). A imunizacdo ocorreu até 1980, sendo a VARV erradicada do mundo pela OMS trés
anos depois do ultimo caso humano notificado no mundo (Smith e McFadden, 2002a). O
sucesso da imunizacdo estd diretamente relacionado com a antigenicidade cruzada observada
entre as espécies do género OPV (Trindade et al., 2007b; Moss, 2007).

No Brasil, a vacinagdo contra a VARV iniciou antes de 1804, através de escravos que viajaram
em navios negreiros de Portugal até o Brasil. A imunizacdo era feita através do contato das
lesbes causadas pela vacinagdo nos bragos de pessoas previamente vacinadas com aquelas que
ndo tinham sido imunizadas. Entre 1804 a 1887, a vacinacdo da populacdo brasileira foi feita da
mesma forma: braco a braco (Trindade et al., 2007b). Somente a partir de 1887 a primeira
amostra vacinal produzida em bezerros foi importada pelo Instituto Oswaldo Cruz (VACV-
I0C). Posteriormente a amostra vacinal Lister, produzida no Lister Institute, Inglaterra também
foi amplamente utilizada no Brasil (Trindade et al., 2007b). Além destas, o Brasil também
produziu vacinas a partir da amostras vacinais Lister e VACV-IOC, sendo a primeira
denominada Lister-Butanta (Lanna, 1980; Damaso et al., 2000). Atualmente, a vacinagdo contra
a VARV a partir de amostras de VACV ocorre apenas em trabalhadores de laboratorios que
manipulam o VACYV e outros virus do género OPV, além de militares e profissionais da saide
nos EUA, considerando uma possivel ameaca terrorista com o VARV (Lederman et al., 2009;
Smith e McFadden, 2002).

Mesmo ap6s o fim da campanha de vacinacdo para erradicagdo da variola humana, ha mais de
duas décadas, o VACV vem sendo isolado a partir de lesdes exantematicas nas maos de
ordenhadores e tetos de vacas em lactagdo em surtos de VB no Brasil (Damaso et al., 2000;
Leite et al., 2005; Trindade et al., 2006; Megid et al., 2008; Trindade et al., 2009; Nagasse-
Sugahara et al., 2004; Lobato et al., 2005; Megdalia et al., 2009). No entanto, segue incerta a
origem do VACV que circula no Brasil, assim como dos possiveis hospedeiros naturais
responsaveis pelos mecanismos de transmissdo e disseminacdo do VACV.Uma hipotese para a
origem das amostras de VACV que circulam no Brasil, estaria relacionada com as amostras
vacinais utilizadas nas campanhas de vacinagdo no Brasil até a erradicacdo da VARV (Damaso
et al., 2010). Durante surtos de VB, varias amostras de VACV brasileiras (VACV-BR) foram
isoladas. Através de analises filogenéticas, foi possivel comprovar a existéncia de dois grupos
monofiléticos distintos das amostras de VACV-BR, sendo que estas amostras ndo foram
agrupadas diretamente com as amostras vacinais de VACV que foram utilizadas na campanha
de erradicacdo da variola humana no Brasil (Drumond et al., 2008). Amostras de VACV
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isoladas de animais silvestres no Brasil sugerem uma origem natural para as amostras isoladas
na América do Sul (Trindade et al., 2007).

Uma subespécie de VACV, Buffalopoxvirus, tem sido isolada a partir de lesdes exantematicas
acometendo rebanho de bdfalos e médos dos ordenhadores na India, Paquistdo, Bangladesh,
Russia e Indonésia (Singh, 2007).

Em laboratérios de pesquisa, 0 VACV tem sido aplicado como vetor de expressao para estudo
da biologia molecular dos poxvirus, producéo in vitro de proteinas ou para produgdo de vacinas
vivas (Pastorett e Vanderplasschen, 2003).

2.2.1 Ocorréncia do VACV no Brasil

Os primeiros isolamentos do VACV no Brasil ocorreram a partir de lesGes em roedores. O virus
SPAn 232 (SAV) foi isolados de camundongos sentinelas na estacdo florestal de Cotia, S&o
Paulo em 1961 (Lopes et al., 1965; da Fonseca et al., 2002). Em 1963, 0 VACV amostra BeAn
58058 virus(BAV), foi isolado a partir do sangue de um roedor do género Oryzomes sp
capturado em uma floresta no estado do Para (Lopes et al., 1965). Em 1993, uma amostra viral
foi isoladaa partir de camundongos suicos do Centro de Bioterismo da UFMG, sendo
denominada Belo Horizonte virus (VBH). Os animais apresentavam sinais clinicos semelhantes
a variola murina, com lesdes generalizadas no dorso, face, focinho e patas (Diniz et al., 2001).

A partir da década de 90, houve aumento progressivo dos isolamentos de VACV em quase
todos os estados do Brasil, relacionados principalmente aos surtos de VB (Fig.5). Em 1999, o
Avracatuba virus (ARAV) foi isolado a partir de lesGes ulcerativas nodulares das tetas e Uberes
de vacas da raca Girolanda no municipio de Aracatuba, Sdo Paulo (Trindade et al., 2003b).
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Figura 5: Estados onde amostras brasileiras de VACV foram isoladas, com acometimento
de humanos e bovinos durante o periodo de 1999 a 2013.

Fonte: Abrahdo, 2010 (modificado)

Em Minas Gerais, 0s primeiros surtos foram identificados na Zona da Mata, em 1999. Desde
entdo, varios surtos foram identificados em todas as regides do estado, incluindo: Vale do Rio
Doce, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, Sul/Sudoeste de Minas, Campo das Vertentes, Vale do
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Mucuri e regido metropolitana de Belo Horizonte (Lobato et al., 2005). Em 2000, em um surto
de VB, o Muriaé virus (MURYV) foi isolado a partir de lesdes das médos de um ordenhador, no
municipio de Muriaé, Minas Gerais (Trindade et al., 2007). Em 2001, duas amostras de VACV
foram isoladas em um mesmo surto, em fazendas proximas, na cidade de Guarani, Minas
Gerais: Guarani P1 virus (GP1) e Guarani P2 virus (GP2) (Trindade et al., 2006;). A partir da
caracterizacdo molecular e dos estudos de viruléncia em camundongos BALBI/c, foi possivel
observar a heterogeneidade genética e fenotipica existente entre as amostras GP1 e GP2
(Trindade et al., 2006; Ferreira et al., 2008a). Analises de regiGes conservadas do genoma de
GP1 e GP2 demonstraram que as amostras apresentavam maior similaridade filogenética com
outras amostras de VACV-BR do que entre si. Desta forma, asamostras de VACV-BR foram
divididas em dois grandes grupos filogenéticos (Drumond et al., 2008).

Em 2003, na cidade de Passatempo, no estado de Minas Gerais, foi isolado o0 Passatempo virus
(PSTV) (Leite et al., 2005). Em 2005, a amostra SV2 foi isolada a partir de um surto na regiao
do Serro, Minas Gerais (Trindade et al., 2009). No mesmo ano, Abrahdo e colaboradores
isolaram a amostra Mariana virus (MARV), proveniente de um surto na regido de Mariana,
Minas Gerais.

Estudos recentes revelaram a ocorrénciade surtos VB em estados que até entdo ndo haviam sido
acometidos: Pernambuco (Damaso et al., 2008), Rond6nia (Quixabeira-Santos, 2011),
Maranhdo (Assis et al., 2009), Tocantins (Medaglia et al, 2009), além de novos surtos nos
estados de Minas Gerais (Kroon et al, dados ndo publicados), Rio de Janeiro (Silva-Fernandes
et al., 2009), Sdo Paulo (Megid et al, 2008) e Espirito Santo (Donatele et al., 2003) Em 2010,
Brum e colaboradores descreveram um surto causado por VACV acometendo cavalos crioulos
em um haras localizado em Pelotas, Rio Grande do Sul (Brum et al., 2010; Campos et al.,
2010).

2.2.2Vaccinia virus GP2 (VACV-GP2)

O VACV-GP2 foi isolado a partir de lesGes nas tetas de uma vaca, em um surto confirmado de
VB ocorrido em 2001, no municipio de Guarani, localizado na regido sudoeste de Minas Gerais
(Trindade et al., 2006). Durante um inquérito epidemioldgico ocorrido na regido, foram
coletados crostas das tetas de duas vacas doentes. Elas pertenciam a duas fazendas diferentes,
P1 e P2, distantes cerca de 10 km. A partir do isolamento viral, soroneutralizacdo, PCRe
microscopia de forca atbmica, ambos os virus isolados foram caracterizados como sendo
amostras de VACV. No entanto, a partir de diagndstico molecular realizado através do
seqlienciamento dos genes A26L, B18R, E3L, Cl1R, J2R, A56R e estudos filogenéticos
apontaram que as amostras apresentavam divergéncias moleculares suficientes para serem
agrupadas em clados diferentes da arvore filogenética, sendo denominadas GP1 e GP2.

O VACV-GP2 alinhou-se com amostras de VACV brasileiras isoladas (VACV-BR) a partir de
surtos de VB (ARAV, CTGV e PSTV), ja a amostra GP1 foi agrupada com as amostras VACV
Western Reserve (VACV-WR) e VBH. Estes resultados mostraram que existe diversidade nas
amostras isoladas no Brasil e reforca a hipotese de que estas amostras ndo possuem uma Unica
origem, mas multiplas origens. Ademais, ambas as amostras ndo se alinharam com as amostras
de VACYV Lister ou 10C utilizadas nas campanhas de vacinacdo para erradicacdo da variola
humana no Brasil, afastando a hip6tese de que as amostras circulantes no Brasil seriam
provenientes de amostras vacinais citadas (Drumondet al., 2008).

Além de apresentarem diferencas genéticas, 0 VACV-GP1 e VACV-GP2 também apresentam
diferencas quanto a viruléncia em camundongos experimentalmente inoculados, sendo que o
GP1, VBH, SAV e BAV causaram doenca e morte nos animais inoculados e GP2, ARAV e
PSTV ndo causaram nenhum sinal clinico (Ferreira et al., 2008a).

2.2.3 Sinais clinicos da VB
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As lesoes tipicas de poxvirus foram observadas em todos os surtos de VB identificados no
Brasil. Em humanos, as lesdes sdo comumente encontradas nas mdos e dedos, no entanto,
alguns autores ja relataram lesGes em outras partes do corpo, como nariz, regido ocular e boca
(Megid et al., 2008; Silva et al., 2008; Silva-Fernandes et al.,2009). Quanto a evolucao clinica,
elas sdo similares em homens e animais acometidos. Trindade e colaboradores (2009)
descreveram a evolugdo clinica de uma infeccdo primaria causada pelo VACV em humanos
(Fig. 6). Inicialmente, pode-se observar o surgimento de maculas e papulas seguidas por edema
e dor local. Apos, surgem vesiculas que, depois de 3 a 4 dias, evoluem para pustulas
umbilicadas envoltas por tecido inflamatério e Ulceras com tecido enegrecido. Em alguns casos,
a linfoadenopatia periférica também pode ser observada (Trindade et al., 2009). As queixas de
mialgia, dor de cabeca e artralgia, além de linfadenopatia axilar, cervical e inguinal, e anorexia
sdo frequentemente observadas durante a evolugdo clinica da infeccdo pelo virus da VB em
humanos (Trindade et al., 2003a; Trindade et al., 2003b; Nagasse-Sugahara et al., 2004; Leite et
al., 2005; Silva et al., 2008; Megid et al., 2008; Silva-Fernandes et al.,2009).

Figura 6: Lesdes e evolucdo de uma infeccdo primaria de VACV em humanos.(A)Papula
inicial na base do dedo médio. (B) LesBes poucos dias depois: presenca de pustulas e Ulceras
(C) Detalhes da figura A. (D) Detalhes da figura B. (E) linfadenopatia periférica no bracgo
direito de um paciente acometido na fase de pustulas e Ulceras. A progressdo completa da
doenca foi de 21 a 25 dias.

Fonte: Trindade et al., 2009 (modificado)

Em bovinos acometidos, as lesdes podem ser observadas nos tetos e Ubere (Fig. 7). A presenca
de lesbes de continuidade nos tetos pode favorecer o estabelecimento de infeccBes secundarias,
como mastites bacterianas nas tetas, causando reducado de até 50% na producdo de leite (Lobato
et al., 2005). Os bezerros comumente se infectam durante a amamentacdo e apresentam lesdes
no focinho, gengiva e mucosa oral. Em todos os focos da VB, pode-se observar a rapida
disseminacdo da doenca dentro da propriedade. Quanto ao tipo de manejo, tanto propriedades
com ordenha manual quanto mecénica foram acometidas pela doenca. No entanto, somente
vacas em lactagdo e bezerros que mamam em vacas doentes foram acometidos (Madureira,
2009; Lobato et al., 2005). A doenca no estado, entretanto, muitas vezes nao é notificada. O
acometimento de pequenas propriedades rurais e de acesso médico precario favorece a
subnotificacdo dos casos (Trindade et al., 2009).

28



Figura 7: Lesbes causadas pelo VACV em bovinos num surto de VB em Mariana
(MG).(A) e (B): LesGes ulcerativas nas tetas das vacas em lactagéo.

Fonte: Surto de VB no municipio de Mariana, MG. Fotos do arquivo pessoal da dra. Marieta
Madureira, 2009.

2.2.4 Transmissao da VB

Em muitos surtos de VB, constatou-se que a transmissdo da doenga de uma vaca para a outra
dentro do rebanho se deu através das méos do ordenhador infectado ou através das ventosas do
equipamento de ordenha mecanica (Madureira, 2009). Durante a ordenha, asparticulas virais
presentes nas lesdes ulceradas nas tetas e Ubere, podem invadir, através de lesdes de
continuidade, o tecido das méos e bragos dos ordenhadores (Trindade et al., 2006; Trindade et
al., 2007). Entre fazendas a doenca pode ser transmitida através da introducdo de animais
doentes no rebanho ou através das médos de ordenhadores que entram em contato animais
doentes em outras propriedades (Madureira, 2009; Lobato et al., 2005; Megid, 2008).

Embora sejam elucidados alguns mecanismos de transmissdo da doenga, existem poucos
estudos acerca dos possiveis hospedeiros e reservatorios naturais do VACV responsaveis pelos
mecanismos de transmissdo e disseminacdo do virus. Recentemente, 0 VACV foi detectado no
sangue de macacos na Amazonia (Abrahdo et al., 2010a). Em 1963, o VACYV foi isolado do
sangue de um roedor do género Oryzomys sp capturado no estado do Para (Brasil) (Lopes et al.,
1965). Embora 0 VACYV tenha sido isolado em animais selvagens, permanecia desconhecida a
participacdo destes animais na transmissdo e disseminacdo do VACV em surtos de VB. Em
trabalho recente, Abrahdo e colaboradores (2009d), identificou a presenca de DNA e de
particulas virais viaveis de VACV no sangue de roedores peridomésticos (Rattus rattus e Mus
musculus) capturados nas proximidades de um foco de VB em Mariana, Minas Gerais. A partir
dai, foi proposto um modelo hipotético de transmissdo da VB, que inclui a participacdo de
roedores peridomésticos no elo de ligagdo entre o ciclo silvestre do VACV e o ambiente das
fazendas. Roedores peridomésticos poderiam ingerir ou aspirar de fezes contaminadas de
bovinos infectados e, posteriormente infectar animais selvagens presentes nos arredores das
fazendas (Abrah&o et al., 2009d; Abrahdo et al.,2010a).

2.2.5 Vias de infeccao e patogénese do VACV

Estudos recentes de patogenia utilizando diferentes formas de inoculagdo e modelos animais
reforcam as evidéncias de uma infecgdo sistémica causada pelo VACV (Ferreira et al., 2008;
Campos et al., 2011; Rehfeld et al., 2013; Cargnelutti et al., 2012a; Cargnelutti et al., 2012b;
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Rivetti et al., 2013). Ferreira e colaboradores (2008a) inocularam via intranasal camundongos
com amostras de VACV-BR. O experimento revelou altos titulos virais em varios 6rgdos como:
traqueia, pulmdes, cérebro, figado, coragdo e baco. Estes achados apontaram para uma infecgdo
sistémica associada ao VACV. Além disso, foi possivel observar um grupo de amostras mais
virulenta e outro que ndo causou sinais clinicos nos animais inoculados. Os animais inoculados
com as amostras GP1, VBH, SAV ou BAV apresentaram sinais clinicos mais severos como:
pilo-erecdo, arqueamento do dorso, perda de peso e morte. Ja os animais inoculados com as
amostras GP2, PSTV ou ARAV nao apresentaram sinais clinicos.

Estudos recentes do nosso grupo acompanharam a evolugdo clinica de vacas secas
experimentalmente inoculadas com o0 VACV-GP2, uma amostra de VACV-BR (Rehfeld et al.,
2013). Vacas secas foram inoculadas nos tetos com VACV-GP2 e acompanhadas diariamente a
fim de caracterizar a evolucdo clinica, aspecto e evolucdo das lesdes. Além disso, alguns
animais foram necropsiados para a pesquisa de imunomarcacdes para o0 VACV através da
imunohistoquimica (IHQ). Quanto a evolucéo clinica, todos os animais apresentaram as lesdes
tipicas causadas pelo VACV, sendo o periodo de incubacéo curto (2-3 dias) (Fig. 8). Apenas um
animal desenvolveu lesdo na gengiva, sendo confirmada através da PCR como sendo uma lesdo
causada pelo VACV (Fig. 8-C). Através da IHQ foi possivel concluir que o virus tende a
desaparecer rapidamente do local de inoculagdo, uma vez que as imunomarcacgdes detectadas
nos tetos diminuiram progressivamente, de acordo com a evolugdo das lesdes. A disseminacdo
viral através da via linfatica pode ser comprovada através da imunomarcacdo positiva em
linfonodos retromamarios (LRM). Além disso, foi observada imunomarcagdo positiva para o
VACV em macrofagos localizados na regido perivascular da derme. Através do exame clinico
foi detectado o aumento de volume dos LRM através da palpacdo. Este foi o primeiro trabalho
descrevendo a evolucéo clinica do VACV em bovinos.

Rivetti e colaboradores (2013), em infeccdo experimental de VACV-GP2 no teto de vacas
lactantes, demonstrou que a infecgdo pelo VACV é sistémica e persistente. A presenca de DNA
do VACV no sangue, fezes e tecidos linfoides apontam que o VACV apresenta disseminacgao
sistémica, com multiplicacdo viral em o6rgdos distantes do sitio primario de infeccdo. Além
disso, a deteccdo de DNA e de particulas viaveis de VACV nas fezes, que persistiu mesmo apos
a resolucdo das les6es nos tetos inoculados, demonstrou que a infecgdo causada pelo VACV néo
¢ aguda, e sim, prolongada. Além disso, sugere que as fezes pode ser uma via de excre¢do do
virus no ambiente, podendo favorecer a transmissao do virus entre propriedades rurais.
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Figura 8: Caracteristicas, localizacdo e evolugdo das leses causadas pelo VACV-GP2 em
vacas secas experimentalmente inoculadas.(A) Evolucdo das lesdes nos tetos das vacas
experimentalmente inoculadas com VACV-GP2. (B) Ulcera e crosta no teto de uma vaca
inoculada com VACV-GP2 no 8° d.p.i. (C) Ulceracdo na boca de uma vaca experimentalmente
inoculada com VACV-GP2 no 7° d.p.i.

Fonte: Rehfeld et al., 2013 (modificado)
2.2.6 Vias de excre¢do do VACV

A maioria dos estudos acerca das vias de excre¢do dos VACV ¢ desenvolvida em espécies de
laboratério como coelhos e camundongos (Cargnelutti et al., 2012; D anunciacdo et al., 2012;
Ferreira et al., 2008b; Abrahdo, 2009a). Recentemente, um estudo do nosso grupo, detectou a
presenca de DNA do VACV assim como de particulas infecciosas nas fezes de vacas
experimentalmente inoculadas como VACV-GP2 (Rivetti et al., 2013).

Embora sejam conhecidas algumas vias de excregdo viral, ainda ndo é conhecida a importancia
destas na transmissdo horizontal do VACV. Recentemente, Abrahdo e colaboradores (2010a;
2009b) propuseram um modelo hipotético no qual, os roedores participariam da disseminagéo e
transmissdo do VACV e fariam o elo entre o ciclo silvestre do VACV no ecossistema selvagem
e 0 ambiente das fazendas (Abrahdo et al., 2010a). As evidéncias de que a eliminagdo do VACV
nas fezes de roedores reforca a hipétese de participacdo destes animais na cadeia de transmissao
da VB. Vérios estudos foram conduzidos a fim de avaliar a viabilidade viral nas fezes de
roedores.

Ferreira e colaboradores (2008b) detectaram particulas virais infecciosas e DNA do VACV nas
fezes de camundongos Balb/c experimentalmente infectados com o virus. Camundongos
sentinelas, expostos as excretas contaminadas com VACYV se infectaram e passaram a eliminar o
VACYV nas fezes por pelo menos 30 dias. Além das fezes, foi possivel detectar DNA do VACV
na urina entre o 7° a 9° dia pds-infeccdo, indicando que a eliminagdo viral através da urina
ocorre somente na fase aguda da doenga (Abrahdo, 2008).
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Abrahdo e colaboradores (2009a) analisaram a estabilidade das particulas infecciosas assim
como do DNA de VACV nas fezes de camundongos experimentalmente inoculados intra-nasal
com diferentes amostras de VACV. As fezes foram coletadas e armazenadas sob diferentes
condicdes térmicas e de umidade, a fim de mimetizar as condi¢bes climaticas comumente
encontradas em surtos de VB no Brasil. Os resultados mostraram que foi possivel recuperar
particulas infecciosas de VACV em até 20 dias enquanto o DNA viral pode ser detectado até o
69° dia pos infeccdo. A viabilidade do VACV nas fezes por tempo prolongado apontam que as
fezes podem abrigar o virus por semanas, mesmo sob condi¢cdes de temperatura e umidade
variadas, servindo, portanto como uma fonte potencial de manutencdo do VACV na natureza e
propiciando a sua circulacdo entre os roedores que sdo comumente encontrados proximos as
instalacbes das fazendas.

D anunciacdo e colaboradores (2012) detectaram a presenca de DNA de VACV nas fezes de
camundongosexpostos a fezes de bovinos experimentalmente inoculados com o VACV-GP2.
Camundongos Balb/c foram expostos a fezes de vacas inoculadas experimentalmente com o
VACV-GP2 por 20 dias. Foi possivel detectar tanto o DNA de VACV quanto particulas virais
infecciosas nas fezes dos camundongos. Este modelo de transmissdo do VACV pode ocorrer em
areas de surto da VB, sugerindo uma possivel transmissdo horizontal do VACV dos bovinos
infectados para roedores.

Além de roedores, outros animais também foram avaliados afim de avaliar a detecgdo de DNA
VACV nas fezes. Cargnelutti e colaboradores (2012) inocularam coelhos com amostras de
VACYV isoladas a partir de um surto acometendo cavalos no sul do Brasil. Foi possivel detectar
0 DNA do VACYV nas fezes destes animais por até 30 dias.

Apesar dos inimeros estudos com roedores e outros animais de laboratorios, a pesquisa de
excrecdo viral em bovinos é recente. Rivetti e colaboradores (2013) identificaram a presenca de
DNA viral assim como de particulas infecciosas de VACV nas fezes devacas
experimentalmente inoculadas com o VACV-GP2. A deteccdo de particulas virais viaveis
sugere que esta via de excrecdo possa ser uma forma de disseminacdo do VACV no ambiente,
podendo favorecer a disseminacdo do VACV. Esta hipotese pode ser reforcada pelo
experimento realizado por D anunciacdo e colaboradores (2012) que detectaram a presenca de
DNA de VACV nas fezes de camundongos expostos a fezes de bovinos experimentalmente
inoculados.

Além das fezes, a presenca do DNA VACV assim como de particulas virais infecciosas no leite
de vacas em um surto de VB chama a atengdo para outra possivel rota de veiculagdo do VACV
(Abrahdo et al., 2009c). Além disso, O VACV-GP2 permaneceu viavel no leite mesmo apds ter
sido submetido a pasteurizacdo lenta (62 — 65 °C/30 minutos), havendo pequena redugdo no
titulo viral apds o tratamento térmico (Oliveira et al., 2010). Este resultado chama a atencdo
para a estabilidade da particula viral, podendo o leite servir como potencial veiculo de
disseminacdo do VACV. Embora ndo tenham sido identificadas lesdes no trato gastrointestinal
associado a ingestdo de leite nos surtos de VB, o Buffalopox virus foi identificado como sendo
0 agente etioldgico de lesbes na boca de uma crianga que ingeriu leite contaminado em um surto
acometendo bubalinos na India (revisado por Berkelman, 2003).

2.2.7 Viabilidade do VACYV e de outros OPV

Em estudo prévio, foi avaliada a viabilidade do VACV-GP2 no leite experimentalmente
inoculado apds diferentes condi¢cdes de armazenamento, producdo de leite fermentado e queijo e
apo6s tratamento térmico (pasteurizacdo lenta 62-65°C/30 min). O VACV-GP2 permaneceu
viavel no leite apés temperaturas de armazenamento em geladeira, cAmara fria e -20°C durante
48 horas (Oliveira et al., 2010). Foi possivel observar grande semelhanca nos resultados das trés
formas de armazenamento a partir dos valores médios das reducdes dos titulos virais. No
entanto, apesar de ser observada menor reducéo no titulo viral das amostras estocadas a -20°C, o
resultado aponta que, estatisticamente, a reducdo média do titulo viral para as todas as
temperaturas de armazenamento foi igual(P>0,05).
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As temperaturas acima avaliadas estdo de acordo com a instrucdo normativa nimero 51 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2002). Segundo esta
legislacéo, o leite cru tipo C pode permanecer estocado sob refrigeracdo a 4 °C ou menos por até
24 horas até ser enviado para o estabelecimento beneficiador. No entanto, este periodo pode ser
estendido para 48 horas quando o leite é proveniente de propriedades que realizam a segunda
ordenha no final da tarde.

Hugq (1976) avaliou a persisténcia da viabilidade do VARV em crostas sob diferentes condi¢des
de temperatura. Foi possivel detectar particulas virais infecciosas além de DNA viral por até
oito semanas quando as crostas foram mantidas a 4°C ou a -20°C. No entanto, o titulo do virus
das crostas mantidas a -20 °C foi superior durante todo o periodo do experimento quando
comparado aos titulos do virus recuperados da crosta que foi mantida a 4°C.

A temperatura do leite, de outros alimentos e até a da agua pode influenciar a viabilidade de
muitos virus. O pH, bem como a luz UV e outros fatores, pode interferir na viabilidade do
VACV (Essbhauer et al., 2007) . No entanto, Mahnel e colaboradores .(1977), ndo observaram a
interferéncia do pH das amostras no titulo do virus inoculado em agua de diferentes fontes. O
titulo viral do VACYV inoculado experimentalmente em agua de beber (pH 7,52), rio ou lago
(pH 8,05) reduziu 1-2 logs depois de 200 dias estocado a 10° C. Essbauer e colaboradores
(2007) observaram a que a agua de chuva ligeiramente acida e a presenca de proteina
favoreceram a viabilidade do VACV no ambiente. Além disso, 0 virus permaneceu viavel sobre
as superficies de alimentos como salsichas e tecidos de algodéo.

Essbauer e colaboradores (2007) avaliaram a viabilidade do VACV (amostra Munich 1) em
agua de chuva, quando estocado a 4 °C. O virus permaneceu viavel durante todo o periodo do
experimento (duas semanas). Neste experimento, a temperatura de 4°C também foi capaz de
manter o virus viavel sem reducdo significativa no titulo do virus. Em alimentos como pao,
salada e salsicha inoculados experimentalmente com 0 VACV e armazenados durante 14 dias a
4°C, também foi possivel detectar a presenca tanto do DNA viral quanto de particulas virais
vidveis.

Outros virus também foram avaliados quanto a viabilidade apds armazenamento a 4°C. O
Ectromelia virus, um OPV, também permaneceu mais estavel mantido a 4°C quando comparado
as demais temperaturas testadas: 23 °C a 25 °C ou 37 °C (Batt e Jacoby, 1987).

Sauerbrei e Wutzler (2009) avaliaram a resisténcia do VACV ao calor seco utilizando um
instrumento capaz de emitir calor, o Keredusy. VACYV foi resistente ao calor quando exposto
durante uma hora as temperaturas de 40 °C, 75 °C, 85 °C e 95 °C. A reducéo significativa do
titulo viral (reducdo de pelo menos 4 log,, o titulo inicial do virus) foi observada somente
quando exposto a temperatura de 95°C durante duas horas. Nas demais temperaturas o0 VACV
nao sofreu reducdo do titulo viral, sendo, portanto, resistente as temperaturas testadas.

A pasteurizacdo tem como objetivo eliminar microorganismos patogénicos como
Mycobacterium tuberculosis e Coxiella Burnetti. No entanto, a sua efetividade na inativacdo de
virus de importancia para a Salde Publica também deve ser considerada (Bona et al., 2005). O
virus da aftosa, por exemplo, embora ndo apresente riscos diretos a satide humana, representa
uma ameaca aos rebanhos de bovinos e ovinos. Contudo, a sua viabilidade no leite apds
diferentes processos de pasteurizacdo € bastante estudada. O virus da aftosa foi totalmente
eliminado do leite apds ter sido submetido a temperatura de 63°C durante um minuto com pH
6,7. Mantendo a mesma temperatura e pH 7,6, o virus foi inativado somente ap6s dois minutos
(Sellers, 1969).

O virus da aftosa permaneceu viavel nos queijos tipo Camembert (pH=5) e Cheddar produzido
a partir de leite aquecido a 63°C durante 6 segundos. O leite cru utilizado para a producéo de
queijos e derivados representa risco potencial de disseminacdo de doencas provenientes tanto de
microorganismos eliminados pelo leite quanto daqueles adquiridos a partir da utilizacdo de
utensilios contaminados no momento da ordenha (Bona et al.,2005; Oliver et al., 2005).

Em Minas Gerais, a Lei Estadual n° 14.185 de 31/01/2002 determina que o inicio do
processamento do queijo Minas artesanal deve ocorrer em até 90 minutos apés 0 comego da
ordenha, utilizando-se culturas laticas naturais como “pingo”, soro fermentado ou soro-
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fermento, coalho e sal e sem que ocorra qualquer tipo de tratamento térmico prévio com o leite
(Minas Gerais, 2002). Em focos da doenca, a utilizacdo do leite cru para a producdo de queijo
pode oferecer risco tanto para o queijeiro, que normalmente manipula a massa sem nenhum tipo
de protegdo (como luvas), quanto para as pessoas que consomem estes produtos, caracterizando
um risco & Salde Publica.

Embora o VACV permanega viavel tanto no leite apds tratamentos térmicos quanto ap6s o
processamento para producdo de queijo, ainda ndo se sabe a respeito da transmissdo do virus
através da ingestdo de produtos contendo o virus. No entanto, a adogdo de medidas que visem o
controle da disseminacdo da doenca no rebanho bem como ndo consumir leite cru ou produtos
produzidos sem prévio tratamento sdo importantes, haja vista o risco potencial de consumo de
leite cru para a Salde Publica.

2.2.8 Patogenos possivelmente veiculados através do leite

O consumo de leite sem prévio tratamento térmico oferece risco a Salde Publica na medida em
que ele pode veicular vérias bactérias patogénicas, dentre elas: Salmonella,Campylobacter,
Listeria monocytogenes, Mycobacteriumbovis, Escherichia coli e Mycobacterium bovis
(Jayarao e Henning, 2001; Murinda et al., 2002; Guide..., 2003; Van Kessel et al., 2004; Oliver
et al., 2005). No entanto, alguns autores destacam a possibilidade de veiculacdo de virus através
do leite, sobretudo quando estes oferecem uma ameagca a Salde Publica (Sellers, 1969; Callis et
al., 1975; Venables et al., 1997; Jayarao e Henning, 2001; Bona et al., 2005; Oliver et al., 2005;
Tomasula e Konstance, 2007; Kaiser, 2008).

Normalmente o leite produzido na glandula mamaria de animais saudaveis ndo contém bactérias
ou virus patogénicos aos humanos. No entanto, se o animal apresentar uma infecgéo sistémica
ou intra-mamadria, 0s microorganismos podem ser eliminados juntamente com o leite no
momento da ordenha (LeJeune e Rajala-Schultz, 2009). Além disso, o leite também pode ser
contaminado a partir do contato direto com utensilios contaminados no momento da ordenha
(Fig. 6) (Oliver et al., 2005; LeJeune e Rajala-Schultz, 2009).

Figura 9: Ciclo de patdgenos veiculados através do leite iniciando no ambiente de ordenha
até sua transferéncia para o leite e derivados.(A) Os microorganismos patogénicos podem
estar diretamente relacionados com a manipulacdo de utensilios contaminados no momento da
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ordenha ou com microorganismos eliminados junto com o leite; (B) o leite torna-se
contaminado durante a ordenha mecanica ou manual; (C) O leite contaminado é encaminhado
aos tanques de expansdo; (D) e (E) O consumo de leite ndo pasteurizado e outros produtos
produzidos a partir de leite ndo pasteurizado favorece a disseminagdo dos patdgenos.

Fonte: Oliver (2005).

Rohrbach et al. (1992), em avaliacdo dos microorganismos isolados a partir de tanques de
expansdo de leite nos estados do Tenesse e Virginia (EUA), observou que quase 35% dos
produtores de leite que participaram da pesquisa afirmaram consumir leite cru estocado em
tanques de expansdo das fazendas, porém, 25% destes mesmos tanques estavam contaminados
com um ou mais patégenos. O consumo de leite ndo pasteurizado bem como de queijos
produzidos a partir de leite ndo pasteurizado representa ameaca a Sadde Publica (Oliver et al.,
2005; Leedom, 2006; Jayarao et al., 2006). Entretanto, alguns microorganismos resistem a
pasteurizagdo (exemplo: Listeria monocytogenes), formando biofilmes que garantem a sua
persisténcia no ambiente e favorecem a contaminacéao dos produtos lacteos (Oliver et al., 2005).
A pasteurizacdo lenta do leite consiste em manté-lo sob temperatura de 62 °C a 65 °C durante 30
minutos, sendo comumente realizado em tanques onde o leite é mantido sob agitacdo mecanica
durante todo o processo (Brasil, 1952). Embora ndo seja adotado em escala industrial, este
processo pode ser empregado em laticinios de pequeno porte para o abastecimento publico ou
para producdo de derivados lacteos de acordo com a instrucdo normativa numero 51 de 18 de
setembro de 2002 (Brasil, 2002). A pasteurizacdo tem como principais objetivos a destruigdo de
bactérias patogénicas e a reducdo da microbiota sapréfita. No entanto, a viabilidade viral no
leite apOs processos de pasteurizagdo é abordada, sobretudo quando se trata de virus que podem
ser veiculados através do leite elevando a disseminacdo da doenca no rebanho, como o virus da
aftosa. A aftosa é altamente contagiosa, sendo o leite cru um veiculo para a disseminacdo do
virus durante a transferéncia para tanques de expansdo ou para inddstrias (Tomasula e
Konstance, 2004).

Sellers (1969) avaliando a viabilidade do virus da aftosa no leite, observou a importancia do pH
e da temperatura na inativacdo do virus. No leite inoculado com particulas virais e mantido a
temperatura de 63°C, observou-se a completa inativacdo do virus apés um minuto com pH 6,7.
Contudo, mantendo a mesma temperatura e pH 7,6, o virus foi inativado somente ap6s dois
minutos. Além do leite, o virus da aftosa também pode sobreviver no queijo tipo Cheedar com
pH 5,0 durante até 4 meses (Callis et al., 1975). Outros virus também podem ser veiculados
através do leite. Venables e colaboradores (1997), pesquisaram a viabilidade do virus da
imunodeficiéncia bovina (BIV) no leite cru e ap6s sofrer processo de pasteurizagdo. A
transmissdo do virus foi constatada através da PCR e sorologia do grupo de animais que foi
alimentado com o leite cru contendo virus. No entanto, nenhum animal inoculado com o leite
previamente pasteurizadocontendo o BIV, desenvolveu a doenca.

Embora as rotas conhecidas de infec¢do natural do VACV ndo incluam a ingestéo de alimentos
que contenham o virus, o leite pode apresentar particulas virais uma vez que lesdes presentes na
teta e Ubere podem se soltar durante a ordenha, contaminando o leite. Dentre 0os membros do
género OPV, apenas o Monkeypox virus (MPXV) é sabidamente transmitido pela carne de
animais selvagens mal-cozidas além das outras formas de transmissdo comuns ao VACV, que
incluem o contato de lesdes de continuidade da pele com lesdes de animais doentes.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Estudar a excrecdo do VACV no leite de vacas em lactacdo experimentalmente inoculadas.
3.2 Objetivos especificos

. Pesquisar a presenca de DNA viral utilizando a técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em leite, queijo, leite pasteurizado, iogurte e nas fases do leite apds
ter sido submetido a processo de centrifugacdo, obtido a partir de leite de animais
experimentalmente inoculados com o VACV amostra GP-2 durante toda a evolugdo
clinica da doenca.

. Quantificar o DNA do VACYV através da PCR em tempo real nas amostras de
leite, queijo, soro do queijo,leite pasteurizado, iogurte e nas fases do leite obtidas apds a
centrifugacéo.

. Realizar analises de qualidade do leite, através da contagem de células
somaticas e pesagem diaria do leite a fim de verificar a correlagdo entre estes critérios
de qualidade e a presenca do virus no leite.

. Estabelecer o periodo de excrecdo do virus em animais experimentalmente
infectados.
. Pesquisar a presenca de DNA viral utilizando a técnica da Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) em leite de animais previamente inoculados com o VACV amostra
GP-2 e posteriormente submetidos a tratamento imunodepressor.

. Quantificar o DNA do VACYV através da PCR em tempo real nas amostras de
leiteanimais previamente inoculados com o VACV amostra GP-2 e posteriormente
submetidos a tratamento imunodepressor.

. Estudar a viabilidade do VACV amostra GP2 em amostras de leite previamente
positivas na PCR.
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MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento e InstalacGes

O experimento foi realizado no Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO), localizado
no municipio de Pedro Leopoldo-MG (Fig. 10). A etapa de processamento das amostras e
realizacdo dos testes moleculares e de viabilidade viral foi realizada na no Laboratério de
Pesquisa em Virologia Animal da Escola de Veterinaria— UFMG e no Laboratorio de Virus do
Instituto de Ciéncias Biologicas — UFMG. Os animais foram distribuidos dois a dois em baias
de concreto com dimensdes 3,5 x 3,5 metros, com instalacGes elétricas e hidraulicas e separadas
por paredes. Todas as frestas e aberturas foram teladas a fim de impedir a entrada de insetos e
roedores. Os efluentes da lavagem das baias foram descartados em fossa séptica exclusiva para
as baias de inoculacdo. A cama de serragem dos animais era trocada diariamente, sendo
composta por serragem e feno. Todos os dejetos foram descartados em fossas apropriadas e
posteriormente cobertas com cal e terra. O leite ordenhado que ndo foi utilizado no experimento
foi desprezado em fossa séptica exclusiva.

Figura 10: Estrutura do LANAGRO onde ocorreu a inoculacéo experimental de VACV-
GP2.(A) visdo interna do corredor que da acesso as baias; (B) visdo externa das baias;(C) visao
interna de uma das baias.

Fonte: Rehfeld, 2011 (modificado)
4.2 Selec@o e manutencdo dos animais

As vacas selecionadas para o experimento foram avaliadas previamente através de exames
clinicos e soroldgicos. Foram selecionadas oito vacas lactacdo, sem bezerro ao pé, soronegativas
para Orthopoxvirus (OPV) pelo teste de soroneutralizacdo pela reducdo do nimero de placas
(SN) além de apresentarem bom estado geral de fazendas localizadas nos municipios de Confins
e Pedro Leopoldo — MG. Todas as vacas foram vermifugadas e receberam banhos de
carrapaticidas, além de brincos de identificacdo. Durante a fase de adaptacdo, precedente ao
inicio do experimento, os animais foram mantidos em baias individuais, sendo oferecida
alimentacdo e dgua. Durante as fases de adaptacdo e do experimento, os animais receberam duas
refeicBes diarias, compostas cada uma por 10 kg de feno de Tyfton tipo B e 2 kg de ragcdo com
22 a 24% de Proteina Bruta (PB). O sal mineral foi fornecido a vontade, calculando-se
aproximadamente 50 g por animal por dia. A agua foi fornecida ad libidum. A manutencédo dos
animais e a limpeza das instalages foram realizadas por um funcionario exclusivo, previamente
treinado.
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4.3 Virus utilizado

O indculo utilizado foi a amostra de VACV-GP2 re-isolado obtido a partir de crostas de um
animal infectado experimentalmente durante um pré-experimento realizado pelo nosso grupo. A
amostra viral Vaccinia virus Guarani P2 (VACV GP2) foi isolado de vacas com lesdes nas tetas
durante um surto de VB ocorrido em 2001, no municipio de Guarani/MG (Trindade et al.,
2006). O virus foi multiplicado, purificado e clonado conforme descrito por Campos e Kroon
(1993).

Resumidamente, estoques de amostra VACV-GP2 foram cultivados com uma multiplicidade de
infeccdo de 0,01 em células Vero (linhagem continua de epitélio de rim de macaco verde
africano, Chlorocelrus aeothiops) obtidas da American Type Culture Collection (ATCC),
catalogo nimero CCL-81 (Maryland, Estados Unidos) semeadas em meio minimo essencial de
Eagle (MEM) (GIBCOTM) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), gentamicina (50
pg/mL), penicilina potassica (200 U/mL) e anfotericina B (2,5 pg/mL), sob incubagdo a 37°C,
por 1 hora, em atmosfera de 5% de CO2 para adsorcdo do virus. Posteriormente foram
adicionados MEM com 1% de SBF e as garrafas foram mantidas sob a mesma temperatura até o
aparecimento do efeito citopatico (ECP) com a destruicdo de 90% da monocamada. O meio foi
desprezado, as células foram raspadas e coletadas em tampdo Tris- HCC 10 mM, pH 8,0. A
suspensdo obtida foi centrifugada durante 10 minutos a 1500 rpm (rotor H1000B - Sorvall
RT6000 B), a 4°C, e o sedimento obtido foi mantido a temperatura de -70°C, para purificacdo
(Trigueiro, 2004).

Paraa purificacdo do virus, o sedimento foi suspenso, em seguida centrifugado a 2.500 rpm
(rotor H1000B - Sorvall RT6000 B) durante 15 minutos a 40C. O sobrenadante obtido foi
mantido em banho de gelo e o sedimento celular foi lisado duas vezes em 10 mL de solucdo de
lise (MgCI2 1mM; Tris1OmM, pH 7,0; KC¢ 10mM Apds a adi¢do desta solucdo, a suspensao
foi incubada em banho de gelo por 10 minutos e homogeneizada mecanicamente 80 vezes em
dounce e centrifugada duas vezes para liberacdo das particulas virais a 23.000 g durante 2
horas a 4°C, em colchdo de sacarose a 36% em Tris-HCI, 10 mM, pH 8,0. O sedimento
foi homogeneizado em 500 pL de Tris-HCI 10 mM pH 8,0, distribuido em aliquotas de 5 puL
e mantido a -70 ° C (Joklik, 1962).

4.4 Escarificagdo e inoculacéo

Trés tetos de cada vaca foram inoculados com 50 pl de suspenséo viral contendo 10° UFP/ml de
VACV-GP2, por regido (Fig. 11). O teto posterior esquerdo (TPE) de cada vaca serviu de
controle negativo. Ele foi escarificado, porém, ndo foi inoculado. Todos os tetos foram
divididos em regido cranial e caudal, sendo feitas escarificacdes em toda area de cada regido dos
tetos com o auxilio de uma lixa do tipo esmeril nimero 4 (JX-41, Lixas Doble A, Argentina)
com 120 de granulagem sendo realizados 10 movimentos ascendentes e 10 descendentes. (Fig.
11 A). A regido do 6stio (1,5 cm acima) foi protegida para que ndo houvesse a formacdo de
lesBes, prejudicando a ejecdo do leite. O TPE foi chamado de teto controle (TC), uma vez que
apesar de ter sido escarificado, ele ndo foi inoculado com o virus. Os demais tetos: teto posterior
direito (TPD) e tetos anteriores direito e esquerdo (TAD e TAE) foram escarificados e
inoculados e, portanto, foram chamados tetos infectados (TI).
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Figura 11: Escarificacéo e inoculacdo do VACV-GP2 nos tetos.(A) Escarificacdo da do teto
com lixa e (B) inoculacdo do teto com VACV-GP2.

Fonte: Rehfeld, 2011 (modificado)
4.5 Descricéo geral do experimento

O experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira, denominada infeccdo experimental
(Fase 1), oito vacas em lactacdo foram inoculadas (Item 4.4), acompanhadas clinicamente e
ordenhadas para a obtencdo de amostras de leite (conforme descrito no item 4.6.1) diariamente
até o 33° dia pds infeccdo (d.p.i). A partir do 33° até o 69° d.p.i. as amostras de leite foram
obtidas em dias alternados. No 69° d.p.i. iniciou-se a segunda etapa do experimento,
denominada Fase 2, na qual quatro animais previamente inoculados na Fase 1 foram submetidos
a tratamento com imunodepressor e as amostras coletadas conforme o item 4.7.1 até o final do
experimento.

Intervalo entre as fases 1 e

8vacasem 2: Coleta de amostras em
lactagdo, dias alternados.
agrupadasem Gl e
G2 com 4 animais I—*H 4vacas
. . cada.
Diaspos . 33 69 21
infeccho (DRI i“ l l ]
] ! j
{
[ Infecgdo Inicial — FASE 1 ] [ Imunodepressao — FASE 2 }

Figura 12: Representacdo esquematica da evolugdo temporal do experimento: Fase 1 e
Fase 2.Na Fase 1 oito animais foram inoculados e acompanhados diariamente até o 33° dia pos
infeccdo. A partir do 69°d.p.i., quatro animais da Fase 1 foram imunodeprimidos, dando inicio a
Fase 2. Estes animais foram acompanhados até o 81°d.p.i. No intervalo entre as duas fases, 0
acompanhamento aconteceu em dias alternados.

4.6 Descricdo geral da Fase 1

Foram formados dois grupos de quatro animais cada: G1 (animais: 1, 2, 3, 4) e G2 (animais 5 a
8). A formacdo de dois grupos teve o objetivo de simular o processamento de produtos lacteos
a partir de um pool do leite de varios animais, situagdo frequentemente encontrada nas
induUstrias lacteas. A coleta das amostras de leite de todos os animais foi realizada diariamente,
de duas formas, dependendo do dia de coleta: par ou impar, como descrito abaixo (Item 4.6.1 e
Item 4.6.2).
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4.6.1 Coleta de amostras de leite nos dias pares

Nos dias pares, a partir do 2° dia pés- infeccdo (d.p.i.), apos a assepsia do 6stio mamario com
iodo glicerinado a 1%, um cateter estéril de fluoroetilenopropileno (FEP) (2,1mm calibre e
30mm de comprimento) foi introduzido no 6stio de cada teto para a coleta de amostras de leite
dos trés Tl e outro exclusivo para a coleta do leite no TC (Fig. 13).

Figura 13: Coleta de leite com o uso de uma cateter estéril nos dias pares.O cateter estéril
foi introduzido no 6stio mamario apds a assepsia com iodo. Foi utilizado um cateter para a
coleta dos Tl e outro para a coleta da amostra do TC.

Fonte: Rehfeld, 2011 (modificado)

A amostra do TI foi obtida a partir da introdugdo do cateter no dstio mamario dos trés Tl, sendo
coletada uma aliquota de leite de cada teto infectado formando um pool, em um frasco estéril
identificado, exclusivo por vaca e de volume total 50 ml. A amostrado TC também foi coletado
e armazenado em um frasco estéril e exclusivo por vaca, com o mesmo volume do frasco
descrito acima. As amostras foram mantidas congeladas em freezer -20 °C até o processamento
e realizacdo da PCR para pesquisa de DNA viral (Item 4.9.1 e Item 4.9.2 ). Posteriormente,
todas as amostras positivas foram submetidas a PCR em tempo real para quantificacdo do DNA
viral (Item 4.9.3). Algumas amostras de leite positivas para 0 DNA viral foram inoculadas em
cultivo de células BSC-40 para pesquisa de particulas virais infecciosas (Item 4.10.2 e Item
4.10.3).

4.6.2 Coleta de amostras de leite nos dias impares

Nos dias impares (a partir do 1° d.p.i) ap6s a assepsia do 6stio com iodo glicerinado a 1%, o
leite foi ordenhado manualmente. Os TI de cada vaca foram ordenhados e reunidos em baldes
identificados, exclusivos por vaca. O TC de cada vaca também foi ordenhado em um balde
exclusivo e identificado. Foram retiradas aliquotas de leite de ambos os baldes, Tl e TC de cada
vaca. Os frascos para coleta destas aliquotas eram estéreis, com volume total 50 ml e foram
identificados com o nimero da vaca, tipo de amostra (Tl ou TC) e d.p.i. Os frascos foram
mantidos congelados em freezer -20 °C até a realizacdo da PCR para pesquisa de DNA viral
(Item 4.9.1 e Item 4.9.2). Posteriormente, todas as amostras positivas foram submetidas a PCR
em tempo real para quantificagdo do DNA viral (Item 4.9.3). Algumas amostras de leite
positivas para 0 DNA viral foram inoculadas em cultivo de células BSC-40 para pesquisa de
particulas virais infecciosas (Item 4.10).

4.6.2.1 Processamento das amostras de leite dos Grupos 1 e 2 da Fase 1
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Somente nos dias impares, o leite dos baldes correspondentes a ordenha dos TI das vacas 1, 2, 3
e 4 foram reunidos em um galdo identificado com o nome do grupo: G1. O leite dos baldes dos
Tl das vacas 5, 6, 7 e 8 também foram reunidos em outro galdo, identificado com G2. Ambos os
baldes foram mantidos refrigerados (10° C) e encaminhados ao Laboratério de Tecnologia do
Leite na Escola de Veterindria da UFMG até o processamento, que ocorria sempre no mesmo
dia da coleta. Quatro litros de leite de cada galdo (G1 e G2) foram destinados a producéo de um
queijo (Item 4.6.2.1.1) (sendo, portanto, produzido um queijo por grupo). Cerca de um litro e
meio de leite de cada galdo (G1 e G2), foi reservado para o processamento e obtencdo de iogurte
(Item 4.6.2.1.5), de leite esterilizado (ltem 4.6.2.1.4) e pasteurizado (Iltem 4.6.2.4), além da
obtencdo das fases do leite apos a centrifugacdo (Item 4.6.2.1.2).

4.6.2.1.1 Producéo do queijo

Nos dias impares foram produzidos dois queijos, a partir de quatro litros de leite de cada grupo
experimental (G1 e G2). O leite foi aquecido em banho-maria com temperatura digital
microcontrolada até 38°C. Quatro mL de coalho® foram adicionados e homogeneizados durante
dois minutos, seguido de repouso absoluto durante 50-60 minutos, até a formacao de uma massa
firme. Apo6s a coagulacdo do leite, foram efetuados cortes longitudinais e transversais em toda a
extensdo do recipiente a fim de favorecer a liberacdo do soro. Com o auxilio de uma
escumadeira, a massa foi misturada até a sua reducgdo e liberacdo quase completa do soro. A
massa foi cuidadosamente retirada do recipiente e acomodada em formas plasticas apropriadas.
Foram retiradas duas aliquotas de soro obtidas a partir do corte da massa e identificadas de
acordo com o grupo. Apoés a realizacdo da prensagem manual, o queijo foi armazenado em
camara fria com temperatura controlada digitalmente (10°C) durante 24 horas. Ap6s 24 horas
em camara fria, o queijo foi desenformado, pesado, macerado e homogeneizado com o auxilio
de um bastdo. Seis aliquotas de massa foram recolhidas de cada queijo e armazenadas a -20°C
em tubos estéreis, identificados com o nome do grupo (G1 ou G2) e o d.p.i correspondente a
data da coleta do leite. Os tubos foram mantidos congelados a -20° C até o processamento das
amostras (4.9.1) para a realizacdo da PCRnested gene vgf(4.9.2)e da PCR em tempo real (4.9.3).

4.6.2.1.2 Separacao das fases do leite através da centrifugacao

Quarenta mililitros de leite de cada grupo experimental foram acondicionados em frascos
estéreis identificados e submetidos a centrifugacdo em centrifuga refrigerada a 4°C, 2500 rpm
durante 15 minutos. Apo6s a centrifugacdo, pode ser observada a formacdo de trés fases:
superior, intermediaria e inferior. Cada fase foi recolhida e acondicionada em tubo estéril
identificado e armazenadas a -20°C. Os tubos foram mantidos congelados a -20° C até o
processamento das amostras (4.9.1) para a realizacdo da PCRnested gene vgf(4.9.2)e da PCR em
tempo real (4.9.3).

4.6.2.1.3 Pasteurizagéo do leite

Para a pasteruizagdo, 500 mL de leite de cada grupo experimental foram acondicionados em
frascos de vidro e submetidos & pasteurizacéo lenta (62-65°C/30 minutos) em banho-maria com
temperatura digital microcontrolada. Para verificar a eficiéncia da pasteurizacao, foi realizada a
pesquisa da atividade das enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase Durante a correta
pasteurizacdo do leite, a enzima fosfatase € inativada e a peroxidase permanece ativa, ja que esta
sO consegue ser totalmente destruida em temperaturas superiores a 80°C (BRASIL, 2002).
Portanto, foi considerado eficiente o método de pasteurizagdo para as amostras de leite que
apresentaram o teste de fosfatase alcalina negativa e peroxidase positiva. O protocolo utilizado

'Coalho marca: Ha-La. Fabricante: Chr Hansen
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para avaliacdo dos dois parametros foi definido pela Instrucdo Normativa Nimero 68, de 12 de
dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

Logo apds resfriamento a temperatura ambiente, aliquotas do leite pasteurizado foram
acondicionadas em tubos identificados e armazenadas a -20°C. Os tubos foram mantidos
congelados a -20° C até o processamento das amostras (4.9.1) para a realizacdo da PCRnested
gene vgf(4.9.2)e da PCR em tempo real (4.9.3).

4.6.2.1.4 Esterilizagdo do leitee producgdo de iogurte

Aliquotas de 500 mL de leite de cada grupo experimental foram acondicionadas em frascos
identificados e colocadas em autoclave convencional para esterilizagdo a 100°C durante 10
minutos. Logo apds resfriamento a temperatura ambiente. Para a producdo do iogurte, os frascos
contendo o leite esterilizado foram mantidos em banho-maria até atingirem a temperatura de 43-
44 °C. Apos, foi adicionada cultura de iogurte natural a 3% (Lactobacillusdelbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus salivariussubsp.thermophilus). Apés 3 horas de fermentacdo e
formacdo do coagulo, os frascos foram mantidos a temperatura ambiente, sendo o pH do
coagulo determinado a partir da utilizacdo do pHmetro®. Aliquotas do iogurte foram
acondicionadas em tubos identificados e armazenadas a -20°C até o processamento das amostras
(4.9.1) para a realizagdo da PCRnested gene vgf(4.9.2)e da PCR em tempo real (4.9.3).

4.7 Avaliacdo da qualidade do leite

Diariamente, uma aliquota de 50 ml de cada balde (T1 e TC) correspondente a cada vaca, foi
retirada e transferida para frascos estéreis e identificados contendo bronopol. Estas amostras
foram mantidas refrigeradas a 4° C até a analise de contagem das células somaticas (CCS) que
ocorreu no Laboratério de Andlise de Leite da Escola de Veterinaria da UFMG. A técnica
utilizada para a CCS foi a citometria de fluxo conforme o protocolo Internacional 1SO 13366-
1:2008 de Contagem de Células Somaticas.

Além da avaliacdo da CCS, diariamente, apds a coleta das amostras nos dias pares e impares, 0
leite das vacas foi pesado. Os Tl de cada vaca foram ordenhados manualmente, esgotados e
reunidos em balde exclusivo, identificado com o nimero correspondente ao brinco do animal. O
TC de cada vaca também foi ordenhado manualmente até o esgotamento completo em balde
exclusivo e identificado por animal. Posteriormente, os baldes foram pesados com o auxilio de
uma balanca portatil tipo relégio de 50kg com subdivisdo de 500g, previamente calibrada. O
peso do leite dos Tl e TC de cada animal foi registrado diariamente em formulario préprio.

Durante todo o experimento, alguns animais foram submetidos ao teste de mastite através do
teste California Mastitis Test (CMT). O principio da prova baseia-se na reacdo de um detergente
(alquil-aril-sulfonato de sédio) que auxilia no rompimento das células do leite e exposi¢do do
nicleo das células presentes no leite, principalmente dos leucdcitos. Quanto maior a
concentracdo de material nuclear, maior a viscosidade do leite, sendo a interpretacdo do teste
dada a partir de um escore que varia desde a auséncia da mudanca na viscosidade (-) até a
presenca de pouca (+), média (++) ou muita viscosidade (+++) (Dirksen e et al., 1993).

4.8 Descricdo geral da Fase 2: Imunodepressédo

Quatro animais que participaram da Fase 1 (animais 2, 4, 5 e 6) (Item 4.6) foram tratadas com
dexametasona (DMS) via intramuscular, na dose de 0,1mg/Kg por dia, durante cinco dias

*Modelo: pH 21 Fabricante: HANNA Instruments. Descri¢io: pHmetro de bancada, faixa de pH de 0,00 a
14,00pH.
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consecutivos, contados a partir do 69° d.p.i conforme descrito por Iketani e colaboradores
(2002). Os animais foram acompanhados diariamente até o 81° d.p.i., sendo realizado o
acompanhamento clinico e a ordenha manual.

4.8.1 Coleta das amostras de leite dos animais da Fase 2

A coleta das amostras de leite de todos os animais foi realizada diariamente, de duas formas,
dependendo do dia de coleta: par ou impar conforme descrito nos Itens 4.6.1 e 4.6.2. Além
disso, diariamente, aliquotas de leite foram submetidas a contagem de células somaticas como
descrito no Item 4.7.

4.9 Provas Moleculares
4.9.1 Extracdo do DNA das amostras com o kit PROMEGA

Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit comercial da Promega
Wizard® Plus SV Minipreps (Wisconsin, EUA). Previamente, as amostras foram diluidas,
conforme descrito: As amostras de leite das Fases 1 e 2 do experimento, 0 soro do queijo
(4.6.2.1.1) e soro do leite obtido a partir da centrifugacdo do leite (4.6.2.1.2) foram diluidas em
agua para injecdo estéril na proporcdo 1:3. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
extracdo. As amostras solidas:massa do queijo (4.6.2.1.1)e do creme, obtido apdés a
centrifugacdo do leite (4.6.2.1.2), foram diluidas e centrifugadas antes de serem submetidas ao
processo de extracao. Foi feito uma diluicdo prévia das amostras em PBS 1X, na proporcdo de 1
g para 2 mL de PBS (0,5 g mL™*).Apds, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a
3000 rpm (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B), a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e submetido
a extragdo. Resumidamente, 300 pldas amostras previamente diluidas como descrito
acima,foram adicionadas a uma solucdo de lise celular, centrifugadas e descartado o
sobrenadante. Apds, o precipitado foi adicionado a uma solucdo de lise nuclear associada a
solucdo de precipitacdo de proteinas e submetido a nova centrifugagdo. O sobrenadante foi
precipitado e reidratado em 100ul da solugdo de reidratacdo. Apos, foi armazenado a - 20°C. O
volume utilizado para as reagdes de PCR nested e PCR em tempo real foi de 1 pl.

4.9.2 PCRnested para ogene vgf

Todas as aliquotas de leite e subprodutos foram submetidas a PCRnested para pesquisa do gene
do fator de crescimento viral (vgf) do género OPV/(Abrahdo et al., 2009d). A reacdo para
amplificacdo do gene vgf foi realizada em duas etapas, sendo o produto da primeira reagéo
utilizado como molde para a segunda etapa (Tabela 1). Nas duas etapas de amplificagdo foram
utilizadas as mesmas condicdes salinas e enzimaticas, descritas a seguir: 2,0mM de MgCI2,
10mM dos nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2U de Tag DNA polimerase (Promega),
2,0uL de Tampdo 10X de Taq polimerase, 4 pmol dos iniciadores especificos, 1uL de amostra.
A albumina sérica bovina (BSA), na concentracdo de 500ng, foi acrescentada na primeira etapa
da reacdo, totalizando20uL de reacdo. As seguintes condi¢fes térmicas foram utilizadas para a
amplificacdo do gene vgf: desnaturacéo inicial de 94°C por 9 minutos, seguido por 30 ciclos de
94°C por 1 minuto (desnaturacdo); 45 °C por 1 minuto (pareamento); 72 °C por 1 minuto
(polimerizagdo) e uma extensao final de 72 °C por 10 minutos. O volume de 1L desta 12 reacdo
foi utilizado, sem diluicdo, como amostra na 22 reagdo. Nos controles negativos, 1L de agua foi
utilizado para substituir as amostras correspondentes. Os controles positivos foram utilizados
10° UFP/ul de VACV-WR, previamente purificado. Os fragmentos amplificados foram
fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 8%, sob voltagem de 100V e
corados pela prata.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmentos do gene vgf — PCRnested

Tamanho

Iniciador Sequéncia produto PCR Referéncia
(pb)
VGFR 5" ATA AAAATT ATG GCACAACCATATCY Fonseca et al.,
381
VGFF 5'CGC AGGATC CATAATCAGTCATTI ¥ (1998)
VGF RT-R S'CTAATACAAGCATAATACY Abrahdo et al.,
180
VGF RT-F 5"ACACGGTGACTGTATCCA Y (2009b)

Fonte: Abrahdo et al., 2009d

4.9.3 PCR em tempo real

Todas as amostras positivas na PCRnested gene vgfforam submetidas a PCR em tempo real em
duplicata. Foram consideradas validas as reagfes onde houve amplificacdo da duplicata das
amostras, com valores da Temperatura de meltting (Tm)de acordo com a curva padrdo
previamente estabelecida. As amostras suspeitas, onde houve amplificacdo em somente uma das
replicatas, foram submetidas novamente ao teste. Repetindo esta condi¢do, a quantificacdo da
amostra ndo foi apresentada nos resultados. Além disso, a Tm (°C) foi analisada de acordo com
os controles positivos, aceitando-se uma variagdo de + 1 °C.

Foi utilizado o mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems) com os
iniciadores VGFforwardeVGFreverse desenhados para amplificagdo de um fragmento com
tamanho 82 pb do gene vgf(Alves, P.A. dados ndo publicados) nas concentragdes de 400 uM de
cada iniciador em uma reagdo com volume final de 10 pl. As condigdes de termociclagem
utilizadas foram as seguintes: 95°C - 10 minutos; desnaturacdo: 95 °C - 15 segundos;
pareamento e extensdo: 60 °C - 60 segundos (40 ciclos) e curva de dissociacdo 60-95 °C
segundo o protocolo padrdo da Applied Biosystems. O controle negativo da reagdo foi feito com
leite sabidamente negativo, submetido a extracdo prévia.

Os resultados da quantificacdo viral das amostras de leite das Fases 1 e 2 do experimento, do
soro do queijo (4.6.2.1.1), soro do leite obtido a partir da centrifugacdo do leite (4.6.2.1.2) e das
diluicdes seriadas da curva padrao (4.9.3.1) foram dados em unidades gendmicas por microlitro
(UG/ml). Os resultados da quantificacdo viral das amostras solidas: massa do queijo (4.6.2.1.1)
e do creme, obtido ap6s a centrifugagdo do leite (4.6.2.1.2), foram dados em unidades
gendmicas por grama (UG/qg).

Todas as PCR em tempo real foram feitas utilizando o termociclador StepOne® da Applied
Biosystems e os dados de quantificacdo e deteccdo foram coletados e analisados pelo
softwareStepOne® versdo 2.1 da Applied Biosystems.

Como normalizador da reacéo, foi utilizado um par de iniciadores para amplificagdo da p-actina
bovina (ACTB), uma proteina altamente conservada e responsavel pela integridade celular
(Ontsuka et al., 2004).

4.9.3.1 Determinacéo da curva padréo do VACYV gene vgf da PCR em tempo real

Para avaliar a sensibilidade e eficiéncia da PCR em tempo real em amostras clinicas e
determinar uma curva padrdo foi feito um experimento de contaminacao artificial de amostra de
leite UHT com o virus VACV GP2 com o titulo de 1,3 x 10°UFP/ml. O resultado das diluicbes
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seriadas da curva padrdo foi dado em unidades gendmicas por mililitro (UG/ml),considerando
que a cada para cada 1 UFP existem cerca de 100 UG (Fenner et al., 1989). Dois microlitros do
estoque do virus foram submetidos a extracdo conforme o Item 58.1 e,
posteriormente,realizadas as diluicdes seriadas na base 10 em &agua estéril para injecdo. A
concentragéo final de Unidades Gendmicas (UG) variou de 10"a 10°por mililitro (UG/ml), sendo
de 100 pl o volume de cada dilui¢do, de acordo com a Figura 14.

2 ul
10 pl
- 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
{’ f f/ Jf’/ -~
Estoquede @ @ E @ '
virus a3 ul
Titulo:1,3 x10° 90 ul 90,4 90, 90l S0yl
- ------
Volume de
leite (ul)
Volume da
diluicdo 10 10 10 10 10
anterior (ul)
Quantidade
de virus 10° 10% 10° 102 101
PFU/ml
Quantidade 7 - = 3
de UG/l 10 10 10 10 10°

Figura 14: Diluicdo seriada do estoque de VACV-GP2 de titulo 1,3x10° UFP ml em
leite.Quantidade de particulas virais em PFU/ ml e de DNA em UG/ml em cada diluicéo,
considerando o volume final de cada dilui¢do de 100 pl.

Foram feitas reacGes utilizando o mix comercial nas mesmas condi¢des acima descritas (Iltem
4.9.3). A partir deste teste foi possivel determinar uma curva padrdo para correlaciona-la com a
amplificacdo das amostras clinicas e estabelecer a quantificagdo das mesmas. Foi possivel
também estabelecer a sensibilidade do teste. Esta curva padrdo foi reproduzida em todas as
placas. Foi considerada aceitavel a curva padrdo que apresentou amplificacdo especifica além
das seguintes condicdes minimas: eficiéncia: 90-110% o que corresponde ao valor do slope
entre -3,1 e -3,6 e coeficiente R? entre 0,998 e 1 (Bustin, S.A., 2009).

4.10 Pesquisa de particulas virais viaveis
4.10.1 Cultivo de células BSC-40

Monocamadas de células BSC-40, linhagem continua de rim de macaco verde africano
Cercopithecus aethiops, foram utilizadas para a pesquisa de particulas virais vidveis nas
amostras positivas para 0 gene vgfna reacdo de PCRnested. As células foram obtidas da
“American Type Culture Collection” (ATCC), catdlago nimero CRL-2761 (Maryland, EUA),
semeadas em meio minimo essencial (MEM) (GIBCOTM) suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), gentamicina (50 pug/mL), penicilina potassica (500 U/mL) e anfotericina B (2,5
ug/mL) e incubadas a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO2.
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4.10.2 Isolamento viral

Apenas as amostraspositivas para o gene vgf na PCRnested foram submetidas a pesquisa de
particulas virais viaveis foi realizada em monocamada de células BSC-40. Apds dois dias de
incubacdo em estufa de CO, a 5%, o meio foi desprezado, as células raspadas e aliquotadas em
tubos tipo eppendorf. Apds trés ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante utilizado como indculo de uma nova placa de 6 pogos com
monocamada de células BSC-40. Ap6s dois dias, as células foram novamente raspadas,
aliquotadas, submetidas aos trés ciclos de congelamento e descongelamento e finalmente
serviram de in6culo para uma placa de 96 pogos contendo monocamada de células BSC-40.
Apobs dois dias de incubacdo, a placa foi submetida a técnica de imunoperoxidase em
monocamada de células (IPMC), o qual identifica a partir da coloragdo vermelho-cobre as
proteinas tardias de construgdo do virus.

4.10.3 Imunoperoxidase em monocamada celular (IPMC)

Apos a terceira inoculacdo em cultivo de BSC-40, as amostras submetidas ao isolamento (ltem
5.8.5.2) foram inoculadas em placas de 96 pogos (Greiner Bio-one; Cellstar, Alemanha)
contendo monocamada de células BSC-40. Apds, a monocamada celular foi fixada com solucéo
de acetona: metanol (1:1) e realizado o bloqueio de reac6es inespecificas com albumina bovina
a 1,5%. Em seguida, soro hiperimune previamente titulado, obtido a partir de coelhos
inoculados com VACV-GP2, foi diluido 1:1250 juntamente com a solucdo de blogueio e
incubado durante 60 minutos, a 37 °C sob agitacdo de 240 rpm (Ika KS 130 basic, Estados
Unidos). Posteriormente, foi realizada uma lavagem com solucdo contendo Tween-20 e NaCl
nas concentracbes 0,5% e 0,85%, respectivamente, seguida da adi¢do de proteina G conjugada
com peroxidase diluida na proporcdo 1:600 e incubacdo nas condi¢Ges acima descritas. Apos
nova lavagem, foi acrescentada a solucdo reveladora contendo cromdgeno 3-amino-9-etil-
carbazol (AEC) por um periodo de até 10 minutos a temperatura ambiente. A leitura da reacdo
de IPMC foi realizada em microscopio dptico de luz invertida (Leitz® Diavert, Alemanha), o
qual identifica a partir da coloragdo vermelho-cobre as proteinas tardias de construcdo do virus
(Gerber et. al., 2012).

4.11 Comité de Etica em Experimentacio Animal - CETEA

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), nimero do protocolo: 167/09.

4.12 Analise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados e submetidos a anélises uni- e bi-variadas com o auxilio do
softwareSPSS (Statistical Package for the Social Science). O teste ndo-paramétrico McNemar
foi utilizado para comparar a frequéncia de deteccdo do DNA de VACV entre as amostras de
leite dos Tl e TC. O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar a existéncia de possiveis
diferencas entre dois grupos dependentes como: frequéncia de deteccdo do DNA de VACV nas
amostras de leite dos Tl comparadas aos TC; Média do Log de CCS dos Tl comparados aos TC;
Tempo médio para deteccdo do DNA VACV nos TC comparados aos Tl; Peso do leite dos TC
comparado ao peso do leite dos TI. Estes testes foram aplicados na Fase 1 e na Fase 2 , sendo
escolhidos em decorréncia do pequeno tamanho da amostra e da ndo normalidade dos testes
segundo o teste de Shapiro-Wilk.

O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar dois grupos
independentes, como: comparagao entre as médias do Log de CCS entre as amostras de leite dos
Tl e TC que foram positivas na PCR; comparacdo entre a deteccdo de DNA de VACV nos Tl e
TC de acordo com o tipo de coleta; comparacdo entre a quantificagdo do DNA de VACV por
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periodo. O teste Exato de Fisher foi utilizado para comparar a frequéncia de amostras positivas
nos TC e Tl de acordo com o tipo de coleta do leite, através de ordenha manual ou por sonda.

A Fase 1 foi dividida em periodos, de acordo com a frequéncia de amostras positivas para o
DNA de VACV. A avaliagdo da frequéncia de amostras positivas para 0 DNA de VACV na
PCR nos diferentes periodos foi feita através do teste de Poisson. A comparagdo entre a
quantificacdo do DNA de VACYV entre os periodos foi feita através do teste de Kruskal-Wallis.

A correlagdo ndo paramétrica de Spearman foi utilizada avaliar se existe associacdo entre a
deteccdo do DNA de VACV nas amostras de leite dos Tl e TC e a elevacdo da CCS em periodo
pré-definidos.

Para determinar se as diferengas e associa¢fes encontradas sdo estatisticamente significativas,
utilizou-se o nivel de significancia de 5%. Assim consideraram-se como significativas, as
diferencas ou associagdes cuja probabilidade de significancia do teste, p-valor, € menor ou igual
a 0,05 (p-valor < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reproducéo da VB

Todos os animais apresentaram lesdes tipicas da VB nos tetos inoculados, sendo as lesGes
limitadas ao local de escarificagcdo com lixa (Fig. 15). Em nenhuma vaca, os TPEs (TC)
apresentaram lesdes tipicas causadas pelo VACV. As lesdes evoluiram como o esperado para a
VB. A partir do 2° d.p.i foi observada a presenca de eritema limitada a area escarificada e
inoculada. Até o 5°.p.i o eritema evoluiu para vesicula e papula em pelo menos um teto
inoculado. No 5° d.p.i. todos os animais apresentaram lesdes ulcerativas em pelo menos um dos
tetos inoculados. No 10° d.p.i., todos os animais apresentaram crostas em pelo menos um dos
tetos inoculados sendo que no 18°d.p.i., todos os animais, com excec¢do de uma vaca, entraram
no estagio de cicatrizacdo (Rehfeld, 2011). Trés dos oito animais inoculados apresentaram
Ulceras bem delimitadas na mucosa oral, sendo que dois animais manifestaram no 9° d.p.i. e
outro no 11° d.p.i. Através da PCRnested , o VACV foi confirmado como sendo o agente
etioldgico destas lesdes(Rehfeld, 2011).

No 69° d.p.i. os animais 2,4,5 e 6 foram submetidos a tratamento imunodepressor, conforme
descrito no Item 4.8. A imunodepressdo foi comprovada através do leucograma que revelou
leucocitose acentuada associada a neutrofilia a partir do 10° d.p.im. (Rehfeld et al., 2013).

Os animais imunodeprimidos (Fase 2) ndo desenvolveram les6es nos tetos. No entanto, duas
vacas apresentaram lesdes ulceradas na mucosa oral confirmadas pela PCR como sendo o
VACV-GP2 o agente etioldgico (Fig. 16). Além disso, foi possivel observar alteracGes
significativas na quantidade e no aspecto do leite ordenhado. A reducdo na sua producdo veio
associada a mudanca no aspecto, que passou de branco para amarelado e pastoso, voltando a
normalidade apds o 9° dia apds o inicio do tratamento com imunodepressor (Rehfeld, 2011).

Figura 15: Evolucdo das lesdes em uma vaca lactante experimentalmente inoculada com
VACV-GP2.4° d.p.i. Vesicula e papula (seta); 5° e 7° d.p.i. Ulcera (seta); 10° d.p.i. Ulcera e
crosta (seta); 15° e 18° d.p.i. fase de cicatrizacéo.

Fonte: Rehfeld, 2011
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Figura 16: Lesdo ulcerada na mucosa oral de uma vaca lactante experimentalmente
inoculada com VACV-GP2 no 7°d.p.i. (seta)

Fonte: Rehfeld et al, 2012
5.2 Resultados da Fase 1

5.2.2 Resultados da avaliagdo dos parametros de qualidade da PCR em tempo real para
deteccdo do VACYV gene vgf

Todas as amostras positivas na PCRnestedpara detecgdo do VACV gene vgfforam submetidas a
PCR em tempo real. Destas, apenas cinco amostras ndo apresentaram amplificagdo adequada na
duplicata ou ndo atenderam aos requisitos minimos de qualidade estabelecidos (Iltem 4.9.3).
Nestas situacdes, a quantificagdo de DNA ndo foi apresentada no trabalho.

A Figura 20 apresenta a curva padrdo obtida a partir da diluicdo seriada do estoque do virus
partindo de 10°UG/ml até 10° UG/ml, ndo sendo observada a amplificacéo da diluicdo do virus
contendo 10 UG/m. A sensibilidade do teste foi de10® UG/mI.A curva foi repetida em todas as
placas e, atendidas as condigdes minimas, a curva foi correlacionada com a amplificagdo das
amostras de leite e estabelecida a quantificacdo das mesmas. O valor da Tm variou entre 75,32 a
75,77 °C. A curva padrdo apresentou os seguintes parametros: Inclinagdo: -3,547; R?: 0,998 e
Eficiéncia: 91,408. N&do houve amplificacdo nos pocos do controle negativo.
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Figura 17: Curva padrdo e resultado da sensibilidade da PCR em tempo real para
deteccdo do VACV gene vgf.A) Curvas de amplificacdo da diluicdo seriado do estoque
purificado do VACV-GP2 em escala logaritmica. Curva D (10° UG/ ml); Curva C (10° UG/ ml);
Curva B (10* UG/ ml); Curva A (10° UG/ ml). N&o ocorreu amplificacdo na diluicdo com 10?
UG/ml e no CN. B) Curva padrdo obtida com a utilizacdo das dilui¢cGes seriadas partindo de
10°UG/ml até 10°UG/ml. Parametros: Inclinacdo: -3,547; R% 0,998; Eficiéncia: 91,408;
Intersecdo (eixo y): 38,786. Parte inferior: Quadro com o Ct correspondente a cada amostra e o
respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em azul indicam a concentracdo de
UG/ml. CN: Controle negativo.

A partir da PCR para amplificacdo da p-actina bovina (ACTB), utilizada como normalizador da
reacdo foi possivel amplificar um fragmento de 130pb, com C+ (Threshold Cycle) entre 15 e 16
e 0 Tmentre 76 a 77 °C em todas as amostras, demonstrando a boa qualidade do DNA extraido
e a auséncia de inibidores da PCR.

5.2.1 Resultados da PCRnested da PCR em tempo real para deteccdo do VACV gene vgf
nas amostras de leite da Fase 1

Todas as amostras de leite coletadas na Fase 1 foram submetidas a PCRnested para detectar o
VACYV gene vgf, totalizando 544 amostras, sendo 144 amostras positivas (Fig. 17 A).
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Figura 17 A: Amplificacdo de DNA do VACV gene vgf pela PCRnested nas amostras de
leite.Os amplicons foram fracionados em gel de acrilamida:bisacrilamida (29:2:0,8) (PAGE) 8%
sob voltagem de 100 V e corados com prata. TM: tamanho molecular; C+: controle positivo;C-:
Controle negativo; Amostras de leite: 1,3,4,5,6 e 7 positivas para 0 DNA do VACV gene vgf.
Amostra de leite 2 negativa para 0 DNA do VACV gene vgf.

A partir do 1° d.p.i., foi possivel detectar a presenca de DNA do VACV no leite das vacas de
ambos o0s grupos.Todos 0s animais, em algum momento do experimento, foram positivos para o
DNA do VACV no leite, tanto nos Tl quanto no TC. A deteccdo do DNA foi intermitente e
persistiu até 0 33° d.p.i. (Ultimo dia de coleta da fase 1) (Fig. 18). Diariamente, foram obtidas 8
amostras de leite dos TC e 8 amostras dos TI, correspondente ao pool dos Tl de cada vaca. A
Figura 18 apresenta a distribuicdo das amostras de leite positivas para 0 DNA do VACV no leite
dos TC e Tl durante os 33 dias de avaliac&o.
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Figura 18: Numero de amostras positivas nos TC e Tl para o DNA do VACV durante a Fase 1. Foi possivel detectar o DNA do VACV a partir do
1° d.p.i. até 0 33° d.p.i. Somente no 22° d.p.i. ndo foi possivel detectar o DNA de VACV nas amostras de leite. Nos demais dias, foi possivel detectar o

DNA do VACV em pelo menos um teto, controle ou infectado.
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O numero de amostras positivas para 0 DNA do VACV gene vgf nos TC e Tl durante todo o
periodo avaliado, foi 76 e 68, respectivamente, ndo sendo observada diferenca significativa no
nimero de amostras positivas na PCR entre 0 TC e 0 TI.

Mesmo apds o fim da Fase 1, na qual diarimanete eram coletadas amostras de leite dos TC e Tl
das 8 vacas que participaram desta fase, as amostras continuaram sendo coletadas em dias
alternados até o 68° d.p.i. No 69° d.p.i. deu-se inicio a Fase 2. A Figura 19 apresenta a
distribuicdo de amostras positivas nos TC e Tl das 4 vacas 2,4,5,6 que participaram da Fase 1 e,
posteriormente da Fase 2. Foi possivel detectar o DNA do VACV até o 43° d.p.i. nos quatro
animais, em pelo menos um dia, nos TC ou TI (Fig. 19).

64 &% Ninerode anostras positivas no Tl
1 Nirerode anostras positvas o TC

Nlmero de anostras de leite positivas

Figura 19: Amostras de leite positivas para o DNA do VACYV gene vgf entre as Fases 1 e 2.
O (*) representa os dias que ndo houve coleta entre 0 34°e 67° d.p.i.;

Entre as Fases 1 e 2, pode-se observar que o DNA do VACYV foi detectado no sangue nos dias
50, 56 e 60, ndo sendo observada correspondéncia com a deteccdo do DNA do VACV no leite
gue ocorreu no 35°, 39°,41° e 43°d.p.i.

A distribuicdo das amostras de leite segundo a presenca e auséncia do DNA de VACV, tipo de
ordenha e teto, controle ou infectado, esta apresentada na Tabela 2. Foi possivel detectar o DNA
de VACV gene vgf em 41 amostras de leite dos TC obtidas a partir da sondagem e 35 amostras
de leite obtidas a partir da ordenha manual. A partir do teste Exato de Fisher foi possivel
concluir que ndo existe diferenca significativa entre as formas de obtencdo do leite, ordenha
manual ou através de sonda, considerando os tetos que ndo foram inoculados (TC) (p-valor >
0,05). Nas amostras de leite dos TI, 37 amostras obtidas a partir da ordenha manual foram
positivas para 0 DNA de VACV contra 31 amostras obtidas a partir da sondagem, ndo existindo
diferenca significativa neste caso também (p-valor > 0,05) (Tab. 2). Estes resultados apontam
que independente da forma de obtencdo do leite, ordenha manual ou sonda, é possivel detectar o
DNA de VACV.

Tabela 2: Distribuicdo das amostras de leite positivas para o DNA do VACV na
PCRnested gene vgfnosTC e T1 de acordo com o tipo de coleta (manual ou sonda)
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PCR

Coleta _ _ Total [n
Negativo  [n Positivo [N (%)] P-
(%0)] (%0)] valor*

. Manual 101 (53.7) 35 (46.1) 136 (51,5)

eto 0,279

controle Sonda 87 (46,3) 41 (53,9) 128 (48,5)

. Manual 99 (50.5) 37 (54.4) 136 (51.5)

Teto 0,673

infectado 5o, 97 (49,5) 31 (45,6) 128 (48,5)

*Teste Exato de Fisher.

A guantificagdo do DNA do VACV nas amostras de leite dos Tl e TC revelou uma variacdo na
quantificacdo do DNA viral que vai desde 3000 UG/ml até 18331000 UG/ml. No entanto,
considerando a sensibilidade do teste que foi de 10° UG/ml, ndo foram consideradas validas as
amostras que apresentaram a quantificacdo de DNA abaixo deste nivel. A Figura 20 apresenta a
média da quantificagio do DNA do VACV nos TC e Tl durante a Fase 1.
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Figura 20: Média da quantificagdo do DNA do VACYV gene vgf nas amostras de leite dos Tl e TC pela PCR em tempo real durante a Fase 1. As
barras verticais indicam o desvio padréo.
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As maiores quantificagdes do DNA do VACV foram detectadas nos TC dos seguintes dias pds
infeccdo: 10°, 18° e 29°. A Tabela 3 compara a média da quantificacdo do DNA do VACV nos
TCeTl

Tabela 3: Comparacéo entre a média da quantificacdo do DNA do VACV nos Tl e TC.

Média Mediana Desvio Padréao P-valor
TC 4,6 x 10°UG/ml 2,6 x 10° UG/ml 5,0 x 10° UG/ml
0,100
Tl 3,2 x 10° UG/ml 2,3 x 10° UG/ml 2,9 x 10° UG/ml

De acordo com a Tabela 3 foi possivel observar que os TC apresentaram média de quantificacdo
superior aos Tl. No entanto, esta diferenca néo foi significativa tendo em vista a probabilidade
de significancia do teste de comparacao de dois grupos dependentes de Wilcoxon, cujo p-valor
foi maior que 0,05.

Com o objetivo de avaliar se existe algum dos periodos em que 0 nimero de amostras positivas
¢ mais frequente, a Fase 1 foi dividida 4 periodos, da seguinte forma: Periodo 1(1° d.p.i.ao 8°
d.p.i), Periodo 2 (9° ao 16° d.p.i), Periodo 3 (17°. ao 24° d.p.i) e o Periodo 4 (25° a0 33° d.p.i).

A Tabela 4 apresenta a comparacdo entre a frequéncia de amostras positivas na PCR nestedpara
deteccdo do DNA do VACV em cada periodo. No periodo 3, pode-se observar a menor
frequéncia de ocorréncias, sendo esta muito inferior a observada nos demais periodos. Esta
diferenca foi significativa de acordo com o teste de Poisson (p valor<0,05). Os periodos 1, 2 e 3
apresentaram frequéncias de amostras positivas muito similares, ndo havendo diferenca
significativa entre eles (p valor >0,05).

Tabela 4: Frequéncia de amostras positivas na PCRnestedpara deteccdo do gene vgf do
VACV nas amostras de leite da Fase 1 considerando 4 periodos.

Grupo Freq. Taxa P-valor
Periodo 1 (1° ao 8° d.p.i) 39 0,61
Periodo 2 (9° ao 16° dpi) 40 0,63

< 0,05
Periodo 3 (17° ao 24° dpi) 22 0,342
Periodo 4 (25° ao 33° dpi) 44 0,69"

* Sobrescritos diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).

A comparagdo da quantificagdo do DNA do VACV nos mesmos periodos avaliados na Tabela
5, revelou maior quantificagdo viral nos periodos 2 e 4 (Tabela 5). Pode-se observar diferenga
significativa entre o periodo 2 se comparado aos periodosl e 3, sendo a média de DNA viral
encontrada no periodo 2 significativamente superior ao do 1 e 3. No entanto, no periodo 2 a
quantificacdo média do DNA do VACYV ndo foi diferente do periodo 4.

Tabela 5: Comparacao da quantificacdo do DNA de VACV (gene vgf) através da PCR em
tempo real nas amostras de leite da Fase 1 considerando quatro periodos.

Grupo Média Mediana Desvio Padrédo  P-valor
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Periodo 1 (1°a0 8°d.p.i) 3,5 x 10° UG/ml 2 2,2x10°UG/ml 4,6 x 10° UG/ml
Periodo 2 (9° a0 16°dpi) 7,1 x 10° UG/mI ° 7,2x10°UG/ml 5,1 x 10° UG/ml

0,028
Periodo 3 (17° a0 24° dpi) 3,6 x 10° UG/mI ® 2,0x10°UG/ml 4,2 x 10° UG/ml

Periodo 4 (25° a0 33° dpi) 6,4 x 10° UG/mI *° 2,2x10°UG/ml 1,0 x 10° UG/ml

* Teste de Kruskal-Wallis;** Sobrescritos diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)
de acordo com o teste de Mann-Whitney.

Rivetti e colaboradores (2013), detectaram a DNAnemia e viremia de forma intermitente e
durante todo o periodo avaliado (33 dias), nestas mesmas vacas nas quais foram feitas as
pesquisas de DNA do VACYV no leite.A detecgdo do DNA do VACV no sangue iniciou no 2°
d.p.i. sendo a concentracdo do nimero de animais com DNAnemia ocorrendo entre o0 9° e 15°
d.p.i. A Tabela 5 chama a atencédo para o Periodo 2, no qual foi observado maior quantificacdo
do DNA do VACV nas amostras de leite. Neste periodo, observou-se também a maior
concentracdo de DNAnemia, sugerindo haver uma correlagdo entre a deteccdo do DNA do
VACYV no leite e o suprimento sanguineo na glandula mamaria (Rivetti et al., 2013).A detec¢do
do DNA do VACV no sangue aponta para a disseminacdo sistémica do VACV, sendo esta
caracteristica comum a outros OPV, como 0 VARV, MPXV e 0 ECMV (Fenner, 1948; Zaucha
et al., 2013).A intima relacdo existente entre a formacao do leite no interior das células epiteliais
secretoras que revestem os alvéolos mamarios e o suprimento sanguineo pelas arteriolas que 0s
envolvem (Cunningham e Klein, 2008), pode ter contribuido com a eliminacdo do DNA do
VACYV no leite. Normalmente, o leite produzido na glandula mamaria de animais saudaveis ndo
contém bactérias ou virus patogénicos aos humanos. No entanto, se 0 animal apresentar uma
infeccdo sistémica, como ocorre no caso da infeccdo pelo VACV e outros OPV, pode ocorrer a
eliminacdo do virus juntamente com o leite no momento da ordenha (LeJeune e Rajala-Schultz,
2009).0 aumento do numero de amostras positivas no leite mesmo ap6s a resolucdo das lesbes
que ocorreu no 22° d.p.i.(Fig. 18) reforca a hipotese de que a presenga do DNA do VACV no
leite ndo esta associada a presenca de lesGes nos tetos. Outra evidéncia que reforca esta
hipotese ¢é a deteccdo do DNA de VACV nas amostras de leite obtidas a partir de sonda (Tabela
2). A partir da sondagem, foi possivel obter o leite sem que ele tivesse contato com as lesdes
presentes no epitélio do teto, local onde foram feitas as escarificagfes e inoculacdo com VACV-
GP2. Este resultado aponta que 0 virus ndo esta presente somente nas lesdes ulceradasdos TI.
Até entdo, acreditava-se que 0s movimentos de ordenha manual favoreciam o desprendimento
de particulas virais causando, consequentemente, a contaminacdo do leite (Abrahdo et al.,
2009c).

A deteccdo do DNA do VACV no leite até o 33° d.p.i. chama a atencdo para a presenca do
DNA do VACV no leite mesmo apds a resolugdo das lesdes nos tetos, que ocorreu no 22° d.p.i.
Em trabalho realizado pelo nosso grupo, Rivetti (2011), detectouimunomarcacdes para 0 VACV
em vacas experimentalmente inoculadas com o VACV nos tetos e submetidas a necropsia. No
82°d.p.i., foi possivel detectar o VACV nas células do intestino delgado, linfonodo mesentérico
e placa de Peyer, através da técnica de IHQ. Apo6s o 82° d.p.i ndo foi possivel detectar
imunomarcacGes nos tetos e glandulas mamarias, apontando que o VACV ndo permanece no
sitio primario de infeccdo. A imunomarcacdo positiva para 0 VACV nas células do intestino
delgado e a presenca de DNA viral nas fezes até 0 67° d.p.i. chamam a atencéo para a infeccdo
prolongada causada pelo VACV. Portanto, a manutencdo do VACV mesmo apoés a resolucédo
das lesdes tipicas localizadas nos tetos inoculados, é garantida pela sua multiplicagdoem 6rgaos
distantes do sitio primario de infeccdo, principalmente em érgdos linféides (Rivetti et al.,
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2013).Apos, via linfo hematogénica, o VACV pode chegar até a glandula mamaria, sendo
eliminado juntamente com o leite.

Comparando a detecgdo do DNA do VACV no leite e no sangue, pode-se observar que ndo
existiu correlagdo direta entre a deteccdo do DNA do VACYV no leite e no sangue nos periodos 3
e 4 (p>0,05), apontando para a possibilidade de existéncia de outros fatores que possam estar
envolvidos na elminacdo do VACV no leite que vao além da participacdo do suprimento
sanguineo na glandula mamaria e a sua relagdo com a producdo do leite no interior dos alvéolos.
Também, ndo foi observada correspondéncia entre a deteccdo do DNA do VACV no leite e no
sangue nos dias que antecederam o inicio da Fase 2 (34° d.p.i até o 68° d.p.i.) (Fig. 19),
reforcando a hipdtese da participacdo de outros fatores envolvidos na eliminacdo do VACV no
leite.

Além da circulacdo sanguinea, a linfatica representa um importante papel na disseminacdo de
alguns OPV como o Monkeypox virus e 0 ECMV (Zaucha et al., 2001; Ma et al., 2013).Ma e
colaboradores, (2013) em infec¢do experimental em camundongos com o ECMV, observaram
que apods penetrar no epitélio das patas de roedores, 0 virus alcanca o linfonodo popliteo através
da via linfatica e, posteriormente o figado, onde ocorre a sua multiplicagdo, culminando na
morte do hospedeiro (Ma et al., 2013).

A disseminacdo dos OPV do local de infeccdo inicial até o alcangarem os linfonodos, via
circulagdo linfatica, é favorecida principalmente pelas células do sistema fagocitico. As células
de Langerhans, por exemplo, sdo sabidamente susceptiveis a infeccdo pelo VACV e, ap6s uma
exposicdo cutanea ao virus, podem migrar até os linfonodos regionais atuando como
apresentadoras de antigenos as células T (Nagao e Inaba, 1976). Além das células de
Langerhans, outras células do sistema fagocitico parecem estar envolvidas na disseminagdo do
virus através da via linfatica. Zaucha e colaboradores (2011), numa infeccdo experimental em
macacos com o Monkeypox virus, um OPV, sugeriram que além do sistema mononuclear
fagocitario,as células dendriticas podem alcancar o seio subcapsular dos linfonodos através dos
vasos linfaticos aferentes. A infeccdo pode progredir ao longo das células reticulares, macéfagos
e células dendriticas localizadas nas regides mais profundas do cdrtex daqueles linfonodos mais
severamente afetados. A partir dai, o antigeno viral associado principalmente aos mondcitos,
pode sair do linfonodo via vasos linfaticos eferentes. Portanto, além da evidéncia de
disseminacdo destes OPV através da circulacdo linfatica, ocorre também a multiplicacdo viral
em linfonodos regionais. Fenner e colaboradores (1948) propuseram um modelo de patogénese
para os OPV, considerando uma infecgdo experimental em um camundongo com o ECMV.
Ficou evidente a presenca de duas fases na infeccdo, sendo a primeira caracterizada pela
multiplicagdo viral no sitio de infec¢cdo e a segunda pela viremia. A infeccdo da-se inicio ap6s a
introducdo do ECMV através de lesdes de continuidade na pele ou através da inoculagdo
experimental. Ap6s cerca de oito horas, o virus alcanca os linfonodos regionais, onde ocorre a
multiplicagdo viral. A necrose das células do linfonodo favorece a liberagdo de particulas virais.
Apos, estas particulas virais alcangcam a corrente sanguinea, mas sdo prontamente fagocitadas
por macr6fagos no figado, baco e, possivelmente, medula dssea. Nestes 6rgdos ocorre a
multiplicagdo viral, dando inicio a segunda fase da infeccdo, sendo denominada viremia
secundaria, por volta do 4° d.p.i. Esta viremia é favorecida pela liberacdo de particulas virais no
sangue apds a multiplicacdo viral nas células destes 6rgdos e posterior a necrose celular,
ocorrendoa disseminacdo viral. Embora este modelo de patogénese tenha sido proposto para o
ECMV, alguns estudos do nosso grupo apontam para a presenca do VACV em linfonodos
retromamarios e para a sua associagao as células de defesa de forma similar aquela observada.

Refeld (2011) observou através da imunohistoquimica (IHQ), a imunomarcacgdo positiva para o
VACYV nos linfonodos retromamarios (LRM) e glandulas mamarias de dois animais inoculados
com o VACV-GP2 nos tetos e necropsiados no 4° e 9° d.p.i. Além disso, foi possivel identificar
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imunomarcacGes positivas para 0 VACV em macrofagos localizados na regido perivascular da
derme. Estes dados reforcam a hipotese de que o VACV pode ser transportado através da
circulagdo linfatica associado as células de defesa. Nas vacas em lactagdo, o fluxo da linfa
proveniente dos ductos mamarios é muito mais elevado quando comparado ao fluxo nas vacas
secas (Reece, 2006) aumentando, portanto, as chances de ocorréncia da disseminacdo viral
através desta via, até alcangar os LRM, onde ocorre a multiplicacdo do VACV. A via linfatica,
portanto, pode somar-se a circulacdo sanguinea favorecendo a disseminagdo do virus e a sua
eliminacéo no leite.

A deteccdo do DNA do VACV no leite pode ser observada a partir do 1° d.p.i. tanto em TC
guanto Tl em 8 das 16 amostras avaliadas. Este resultado chama a atencdo para a detecgédo
precoce do DNA do VACV no leite, antecendo a detecgdo do DNA viral no sangue, que ocorreu
a partir do 2° d.p.i. nestes mesmos animais nos quais foram pesquisados a presenca do DNA
viral no leite (Rivetti et al, 2013). Além disso, a deteccdo do DNA do VACV nas fezes destes
mesmos animais também foi precoce, sendo possivel detectar tanto 0 DNA do VACV quanto
particulas virais infecciosas a partir do 1° d.p.i. (Rivetti et al, 2013). Estes resultados reforcam a
hipétese de uma possivel participacdo da via linfatica na disseminacdo do VACV. Rivetti
(2001), propds um modelo de patogenia para 0 VACV em vacas em lactacdo, considerando os
resultados obtidos a partir da infecgdo experimental do VACV-GP2 e os resultados obtidos a
partir do acompanhamento clinico, sorol6gico e pesquisa de particulas virais no sangue, fezes e
leite destes animais realizados pelo nosso grupo. Foi proposto que apés a infeccdo intradérmica
do VACV,ocorre multiplicacdo primaria com formacéo de lesdes vesiculares e exantematicas
(papulas, vesiculas e Ulceras) nos tetos. Apo6s a replicacdo no local de entrada e com a
penetracdo na derme as particulas virais podem se disseminar a partir de vasos sanguineos e
linfaticos atingindo os linfonodos retromamarios. Com o acometimento desses linfonodos,
através da infecgdo de macrofagos e linfocitos, o virus seria disseminado para os linfonodos
mesentéricos e linfonodulares ileais (placas de Peyer), células epiteliais e caliciformes
localizadas no ileo. A partir da infeccdo destes linfonodos, iniciaria a excrecdo de particulas
virais nas fezes. Posteriormente, também poderia ocorrer a disseminagdo do VACV para outros
tecidos linfoides, como baco, figado, tonsila e outros linfonodos. Portanto, a via linfatica, pode
somar-se a circulagdo sanguinea na disseminagdo do VACV.

Além do VACV, outros virus que infectam homens e animais sdo eliminados pela via
lactogénica. O HIV-1, Citomegalovirus, Herpes simplex tipo 1, HTLV-1 que infecta linfécitos
T e o0 Coxsackie virus B4, podem infectar humanos, sendo eliminados através do leite. O herpes
virus bovino 1, virus da aftosa e herpes virus bovino 4 ja foram detectados em amostras de leite
de bovinos (Moore et al., 1996; Welsh et al., 1979; Wellenberg et al., 2001; Wellenberg et al.,
2002b). O herpes virus bovino 4 possui tropismo pelos leucécito sanguineos. A migracgdo de
células de defesa e, portanto, de leucocitos para a glandula mamaria na ocorréncia de mastite
favorece a sua eliminacdo através do leite (Wellenberg et al., 2001; Wellenberg et al., 2002b).

De acordo com a frequéncia de animais positivos para o DNA do VACV no leite (Tabela4) em
cada periodo avaliado, observou-se que nao existe diferenca significativa entre os periodos 1,2 e
4. No entanto, no periodo 3, ocorreu menor frequéncia de amostras positivas quando comparado
aos demais periodos. Este resultado pode estar relacionado com o pico de IgG total que ocorreu
a partir do 16° d.p.i. Além do IgG total, neste mesmo periodo (a partir do 16° d.p.i.) pode-se
observar o inicio da deteccdo de anticorpos-neutralizantes (AN) anti-VACV em todos o0s
animais deste experimento (Matos, 2010). A presenca de AN anti-VACYV associado ao pico de
IgG total podem ter favorecido a reducdo de particulas virais livres circulantes e,
consequentemente da deteccdo do DNA do VACV no leite. Esta hipotese pode ser reforcada
pela reducdo no nimero de animais positivos para 0 DNA do VACV no sangue a partir do 16°
d.p.i. (Rivetti et al., 2013).
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5.2.4 Resultados das avaliacdes dos parametros de qualidade do leite: CCS e peso

Dentre os animais do experimento, apenas trés nao apresentavam mastite subclinica ao
iniciarem o experimento (0 d.p.i.). As demais vacas iniciaram o experimento apresentando CCS
elevada, porém, nenhuma apresentava sintomatologia clinica caracteristica das mastites clinicas.
Embora os animais ja tenham iniciado o experimento com a média de CCS elevada nos TC e Tl,
houve um aumento progressivo da CCS, alcangando médias muito superiores aquelas
recomendadas pela Instrugdo Normativa n. 62 (IN 62), do MAPA, que considera aceitavel o
limite de 6 x10° células somaticas por mililitro (CS/mL) (Brasil, 2011). Além disso, pode-se
observar um discreto aumento na média da CCS dos tetos infectados quando comparado a
média da CCS nos tetos controle durante todo o periodo avaliado (Fig. 22).

A partir da andlise da Figura 21foi possivel observar o aumento progressivo da média do Logio
da CCS ao longo do tempo, tanto nas amostras de leite dos TC quanto dos TIl. As amostras de
leite coletadas nos tetos infectados apresentaram resultados médios de CCS superiores aos
observados para as amostras de leite dos tetos controle, em todos os dias de avaliaco.

75

7,0
s M
i N

5,5
5,0
4,5
4,0 +
3,5
3,0

Média do Logy, da CCS

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 23 25 27 29 31 33

dp..

m== Teto Infectado

=== Teto Controle

Figura 21: Média do logaritmo na base 10 (Log;o) da contagem de células somaticas (CCS)
das oito vacas inoculadas com VACV-GP2, considerando os tetos controle e infectados
durante a Fase 1.

A Tabela 6, descrita a seguir, apresenta as médias do Log;o da CCS e a comparacao entre 0s
tetos controle e infectados. A partir da analise da Tabela 5 é possivel observar que a média do
Log;o da CCS para o grupo infectado (6,56) é superior ao valor observado para o grupo controle
(6,12), sendo que a diferenca entre as medianas dos grupos é ainda maior. A partir do teste ndo
paramétrico de comparacao de dois grupos dependentes de Wilcoxon foi possivel concluir que
esta diferenca é estatisticamente significativa (p<0,05)

Tabela 6: Comparacéo da média do Log;, da CCSnos TC e Tl na Fase 1.

Média Mediana DeSVI~0 P-valor
Padrao
Teto controle 6,12 6,23 0,60
< 0,001
Teto infectado 6,56 6,69 0,49
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A presenca de lesbes nos Tl pode explicar o porqué eles apresentaram as maiores médias de Log
de CCS quando comparados aos TC. As lesGes de continuidade nos tetos e, em alguns casos,
nos ductos papilares pelo VACV, rompem os mecanismos de defesa naturais das glandulas
mamarias favorecendo o desenvolvimento de mastites (Wellenberg et al., 2002a).

O VACV assim como outros virus que causam lesdes nos tetos das vacas: cCOwpOX,
pseudocowpox, virus da estomatite vesicular (VSV), herpesvirus bovino tipo 2 e aftosa, podem
influenciar indiretamente o desenvolvimento das mastites clinicas e subclinicas, principalmente
pelas suas propriedades imunossupressoras (Wellenberg et al., 2002b). Easterday e
colaboradores (1959) em um experimento com vacas experimentalmente inoculadas com
VACV (amostra IHD) intramamario, observaram o aumento progressivo da CCS, chegando a
ficar superior a 5 x 10° células somaticas/ml (CS/ml). Além da predisposicdo ao
desenvolvimento das mastites causadas pelas lesbes nos tetos, 0 VACV também favorece a
retencdo de leite nas glandulas mamarias, causado principalmente pela dor durante a ordenha
(Madureira, 2009). Este aumento do volume de leite residual nos ductos e acinos glandulares
favorecem a inflamacdo do tecido epitelial de revestimento interno da mama e o consequente
desenvolvimento de infeccdes bacterianas.

De acordo com Tronco (2010), o leite de vacas sadias raramente contém acima de 5x10° CS/ml
e 0 aumento progressivo da CCS pode vir acompanhado pelas alteragGes fisicas nos tetos que
vao desde a inflamagdo leve até o surgimento dos sinais flogisticos nas mamas além de outros
sinais clinicos sistémicos, compativeis com a mastite clinica. Durante um surto de Cowpox
virus, um virus membro do género Orthopoxvirus, vacas e bufalas em lactacdo foram
acometidas, desenvolvendo lesdes caracteristicas nos tetos (Sambyal et al., 1983). Alguns
animais desenvolveram mastite, sendo possivel isolar do leite S. aureus e Klebisiella spp.
Embora ndo tenha sido feita uma relacéo direta entre a presenca da mastite e a infec¢do causada
pelo Cowpox virus, as lesbes nos tetos induzidas pelo virus poderiam ter favorecido o
desenvolvimento da mastite bacteriana secundaria.

Em estudo realizado por Herlekar e colaboradores (2013), foi pesquisada a possivel associacdo
entre a detecgdo do DNA dos seguintes virus: Herpes virus bovino 1,2 e 4 e o virus da diarreia
viral bovina através da PCR em tempo real e 0 aumento da CCS. A partir do estudo, foi possivel
concluir que a mastite bacteriana é a principal responsavel pelo aumento da CCS, tendo a
etiologia viral pequena influéncia na mastite. Diferentemente do VACV, os virus avaliados
neste estudo (Herpes virus bovino 1 e 4 e o virus da diarreia viral bovina), ndo causam lesdes
nos tetos.Considerando a infec¢do causada pelo VACV, as lesdes de continuidade nos tetos e,
em alguns casos, nos ductos papilares, podem ter favorecido o desenvolvimento da infecgédo
bacteriana secundaria, elevando a quantificagdo da CCS principalmente nos tetos infectados.

Durante todo o experimento, alguns animais foram submetidos ao teste de mastite através do
teste California Mastitis Test (CMT). O animal que apresentava viscosidade no leite a partir de
uma cruz (+) foi tratado com doses de antibidtico intramamario com os seguintes principios
ativos: ampicilina (1,5%) e cloxacilina (4 %). No entanto, mesmo ap6s o fim do tratamento com
antibiotico intramamario, os animais apresentavam recidivas. Todas as medidas de controle das
mastites foram adotadas durante o experimento, incluindo o pré e pds dipping com solugdes de
iodo no 6stio mamario, limpeza frequente das baias, utilizagdo de luvas de procedimentos para a
realizacdo da ordenha além de acompanhamento clinico diario e tratamento das vacas que
desenvolviam mastite clinica.

Considerando a evolugdo do peso do leite durante a Fase 1, pode-se observar que as amostras de
leite dos TC apresentaram percentual de peso médio em relagdo ao peso inicial, superior aos
observados para as amostras de leite dos T1 em praticamente todos os dias (Fig. 22).
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Figura 22: Evolugdo do percentual do peso do leite em relagdo ao peso inicial no dia 0,
considerando TC e Tl durante a Fase 1.

Pode-se observar a tendéncia de decréscimo do peso do leite com o passar dos dias, tanto para
as amostras de leite dos TC quanto dos TI. A Tabela 7, descrita a seguir apresenta e compara as
médias do peso do leite nos Tl e TC. Esta tendéncia de decréscimo no peso do leite ocorreu ao
longo do periodo analisado, sendo mais acentuado para as amostras de leite dos TI. Pode-se
observar que os TC apresentaram média do peso do leite (1,21) superior a média dos TI (0,77),
sendo que asmedianas seguiram a mesma tendéncia. Esta diferenca é significativa, de acordo
com a probabilidade de significancia do teste ndo paramétrico de comparacao de dois grupos
dependentes de Wilcoxon (p-valor).

Tabela 7: Média do peso do leite nos tetos controle e tetos infectados durante a Fase 1.

Média Mediana DeSVLO P-valor

Padréao

Teto controle 1,23 kg 1,25 kg 0,61 kg
< 0,001

Teto infectado 0,76 kg 0,83 kg 0,33 kg

As mastites clinicas e subclinicas sdo responsaveis por perdas econdmicas significativas na
producdo leiteira (Akers e Nickerson, 2011). Dentre os prejuizos, pode-se citar a reducdo na
producdo do leite, aumento dos gastos com medicamentos para tratamento dos animais, descarte
do leite, assisténcia veterindria e mudancas significativas no aspecto e composicdo do leite
(Mungube et al., 2005; Seegers et al., 2003; Dijkhuizen e Renkema, 1978). A reducdo na
producdo do leite € um dos principais prejuizos relacionados a mastite, podendo alcancar até
dois tercos do total de perdas econdmicas (Akers e Nickerson, 2011).

Neste trabalho, a reducdo na producdo do leite foi mais significativa nos Tl, que também
apresentarammaior contagem de células somaticas quando comparados aos TC. Estudos prévios
realizados por Dijkhuizen e Renkema, 1978 (revisado por Schepers e Dijkhuizen, 1991)
revelaram que a reducdo na producdo do leite esta diretamente relacionada com a elevagdo
daCCS. Além disso, os autores concluiramque quanto mais elevada a CCS, mais significativaa
perda econdmica relacionada a producdo do leite, sendo alcangadareducdo de cerca de 20 % na
producdo de leite nos tetos comCCS elevada e um acréscimo de 10 % de perda para aqueles
tetos que apresentavam mastite clinica. A reducdo na capacidade de sintetizar e secretar o leite

62



nas vacas acometidas por mastite esta relacionadaprincipalmente a reducédo do epitélio alveolar
e aumento das éareas interalveolares nas glandulas mamarias(Akers e Nickerson, 2011).
Associado a mudanca da composicdo da glandula mamaria, nas vacas com mastiteocorre a
migracdo exacerbada principalmente de neutrofilos e macréfagos para as glandulas mamarias,
elevando, consequentemente, a contagem de células somaticas.

5.2.5 Resultados dos queijos produzidos a partir do leite dos Tl das vacas
experimentalmente inoculadas com o VACV-GP2

Foram produzidos ao todo 26 queijos, sendo 14 do grupo 1 e 12 do grupo 2. As aliquotas de
soro foram recolhidas durante o processo de enformagem do queijo, quando 0 Soro separou-se
completamente da massa. Todas as amostras foram processadas e submetidas a realizacdo da
PCR separadamente. Foi considerada positiva a amostra (de massa ou soro) que apresentou pelo
menos uma aliquota positiva na PCRnestedpara detectar o VACV(Tabela 8). No 39, 19°, 23°,
25° 29° e 31° d.p.i., ndo foi possivel produzir os queijos. As alteracBes fisico-quimicas e
microbioldgicas do leite de vacas com mastite podem ter comprometido a coagulagdo do leite,
uma vez que a reacdo inflamatoria que ocorre na glandula maméria, provoca alteracdes na
composicdo do leite que influenciam tanto a sua composicdo quanto a coagulacdo do
comprometendo, portanto, a producdo do queijo (Seegers, 2003). Além das proteinas
inflamatorias e do plasma (proteinas ndo coagulaveis) estarem aumentadas nas vacas com
mastite, a atividade proteolitica do leite também encontra-se aumentada (Auldist et al, 1996).
Barbano e colaboradores (1991), concluiram que qualquer aumento de CCS do leite acima de
100.000 células/ml impactam negativamente sobre a eficiéncia de produgéo de queijo.

Dos 26 queijos produzidos, 24 (96%) foram positivos para 0 DNA VACV em pelo menos uma
das amostras (soro ou massa) sendo 17 (68%) positivos para a presenca do DNA VACV na
massa e no soro, 6 (24%) somente na massa e 1 (2,5%) positivo para 0 DNA VACV somente
soro. No dia 33° d.p.i. ndo foi produzido queijo.

Tabela 8: Deteccfes de DNA do VACV pela PCRnested gene vgfnas amostras de queijo e
no soro dos Grupos 1 e 2 produzidos durante a Fase 1.

d.p.i.

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 28 31

Gl  massa - nc + + + + + - + nc + + + + + -
50ro _ nc + + - + + + + nec - - + - + -
G2  massa + + + + + + + + + + + nc  nc + nc nc
s0ro + + + + + + + - + - + nc nc o+ nc nc

Obs.: Foi considerada positiva a massa ou 0 soro que apresentou pelo menos uma aliquota
positiva na PCR.(nc) Nao coagulou (+) positivo para 0 DNA do VACV gene vgf(-) negativo
para 0 DNA do VACYV gene vgf

Estudos prévios do nosso grupo, ja haviam evidenciado a presenca de particulas virais viaveis
tanto na massa quanto no soro do queijo produzido a partir de leite experimentalmente
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inoculado e, mesmo apds o armazenamento em geladeira durante 12 horas, foi possivel
recuperar na massa do queijo mais de 80% das particulas virais infecciosas inicialmente
inoculadas no leite(Oliveira et al., 2010). No mesmo trabalho, no soro do queijo, foi possivel
recuperar apenas 61% das particulas virais inicialmente inoculadas.

Tanto a presenca de gordura quanto de proteinas presentes no queijo pode ter favorecido a
protecdo das particulas virais e, portanto favorecido a deteccdo do DNA viral nas amostras
analisadas. No queijo Minas Artesanal do Serro a concentracdo média de proteinas e gorduras é
de 179/100g e 29,229/100g, respectivamente (Machado et al., 2004). Blackwell e Hyde (1976),
avaliando a viabilidade do virus da aftosa no creme de leite obtido a partir de leite integral e
desnatado, concluiram que a gordura presente no leite integral protegeu o virus da acéo do calor.
Ectromelia virus, um OPV, permaneceu viavel apds suspenso em Soro Fetal Bovino (SFB)
quando comparado a suspensao do virus em solugdo de PBS e glicerol. Em manchas secas de
SFB+virus, o virus permaneceu infeccioso por até cinco dias, tempo de permanéncia superior
aquele do virus associado com PBS ou PBS + glicerol (Bratt e Jacoby, 1987). Essbauer e
colaboradores (2007) também observaram a influéncia da presenca de proteina na viabilidade do
VACV. O virus permaneceu vidvel por um periodo superior a 166 dias na agua de chuva
suplementada com SFB, um meio rico em proteinas, e armazenada a 4,5 °C. Ja na dgua de chuva
sem a adicdo de soro fetal bovino, o virus permaneceu viavel por apenas 56 dias. Nos
experimentos citados, a presenca de SFB, rico em proteinas, prolongou a viabilidade viral
guando comparada as amostras sem SFB.

O pH acido também podem ter favorecido a manutencdo do virus na massa do queijo. De
acordo com Machado e colaboradores (2004) o pH médio do queijo Minas Artesanal do Serro
foi 4,98. Essbauer e colaboradores (2007) avaliaram a persisténcia da viabilidade do VACV em
agua de chuva com pH levemente acido (pH 4,5-5,7). O titulo viral permaneceu 0 mesmo por
até 56 dias quando as amostras foram incubadas a 4,5 °C.

A guantificacdo das amostras de massa e soro do queijo estdo apresentadas nas Figuras 23 e 24.
Nem todas as amostras apresentaram quantificacdo adequada, ndo obedecendo aos critérios
minimos de qualidade propostos no item 4.9.3 e, portanto, ndo foram apresentados nas Figuras
23 e 24. Pode-se observar reducdo progressiva na quantificagio do DNA do VACV nas
amostras de queijo e soro ao longo do tempo. As maiores médias de quantificacdo do DNA do
VACYV foram observadas no 7° e 9° d.p.i., na massa e no soro, respectivamente.
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Figura 23: Quantificacdo absoluta em UG/ml nas amostras de soro do queijo da Fase 1.
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Figura 24: Quantificacdo absoluta em UG/g nas amostras da massa do queijo da Fase 1.
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A Tabela 9 apresenta a média da quantificacdo do DNA do VACV nas amostras de massa e soro
dos queijos produzidos durante a Fase 1. N&o houve diferenca entre a quantificacdo do DNA do
VACV nas amostras do G1 quando comparada ao G2 (p>0,05).

Tabela 9: Média da quantificacdo do DNA do VACV gene vgfem UG/g nas amostras de
massa e em UG/ml soro dos G1 e G2 durante a Fase 1.

Media Mediana Desvio Padrdo

soro 59x10°UG/ml 5,2 x10° UG/ml 4,5 x 10° UG/ml

Gl massa 44 x10°UG/ml 4,1 x10°UG/ml 1,9 x 10° UG/mI

soro 6,9 x10° UG/ml  7,2x10° UG/ml 4,7 x 10° UG/ml

G2 massa 4,7x10°UG/ml  4,1x10°UG/ml 3,1 x10° UG/mI

5.2.5.1 Resultado do isolamento das amostras de queijo e soro previamente positivas na
PCR nested para detectar o VACV gene vgf

Dentre as amostras de queijo positivas para 0 DNA do VACV, 10 foram submetidas a tentativa
de isolamento viral em monocamada de células BSC-40 (ltem 4.10.2) e, posteriormente,
submetidas a IPMC (ltem 4.10.3). Destas 10 amostras, sete (70%) apresentaram efeito
citopatico (ECP) e foram positivas na IPMC, sendo o ECP observado na duplicata das amostras.
Né&o foram feitas tentavias de isolamento nas amostras de soro do queijo.

Os seguintes d.p.i. foram avaliados quanto a presenca do DNA do VACV: 5°, 9°, 11°, 13°, 17°,
190, 21°, 230 ,25° , 27°. As amostras dos dias: 9°, 13°, 17°, 19° 23°, 25° sdo do G1 e as
amostras dos dias: 5°, 11°, 21°, e 27° foram do G2.

Trabalhos prévios do nosso grupo detectaram a presenca de particulas de VACV amostra-GP2
viaveis no queijo produzido a partir de leite experimentalmente inoculado (Oliveira et al., 2010).
A comparacdo do titulo viral antes e apds o processamento para producdo do queijo foi
realizada a partir da titulagdo das amostras de massa inoculadas com o virus antes da
enformagem e incubagdo em geladeira comparada com o titulo viral das massas enformadas e
deixadas aproximadamente 12 horas na geladeira.Apds a producdo de queijo a partir do leite
experimentalmente inoculado, foi possivel recuperar particulas virais infecciosas tanto na massa
quanto no soro do queijoNa massa do queijo, apds o armazenamento em geladeira durante 12
horas, ocorreu reducdo do titulo viral de aproximadamente logl0 0,8 quando comparado ao
titulo inicial do virus.

A persisténcia da viabilidade viral na massa do queijo pode ser atribuida tanto a presenca de
proteinas quanto gorduras, ambos componentes importantes na manutencdo da protecdo da
viabilidade do virus no leite (Callis et al., 1975). A concentracdo média de proteinas e gorduras
na massa do queijo Minas artesanal € de 17g/100g e 29,22g/100g, respectivamente (Machado et
al., 2004).

Blackwell e Hyde (1976) avaliando a viabilidade do virus da aftosa no creme de leite obtido a
partir de leite integral e desnatado, concluiram que a gordura presente no leite integral protegeu
0 virus da acdo do calor. No entanto, neste experimento, também foi possivel atribuir a presencga
de gorduras e proteinas presentes a capacidade de protecdo das particulas virais.
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Alguns autores destacaram a manu,tencdo do VACV em ambientes ricos em proteinas. O
Ectromelia virus, um OPV, permaneceu viavel apds suspenso em SFB quando comparado a
suspensao do virus em solucdo de PBS e glicerol. Em manchas secas de SFB+virus, 0 virus
permaneceu infeccioso por até cinco dias, tempo de permanéncia superior aquele do virus
associado com PBS ou PBS + glicerol (Bratt e Jacoby, 1987). Essbauer et al. (2007), também
observaram a influéncia da presenca de proteina na viabilidade do VACV. O virus permaneceu
viavel por um periodo superior a 166 dias na agua de chuva suplementada com SFB, um meio
rico em proteinas, e armazenada a 4,5° C. Ja na agua de chuva sem a adi¢do de soro fetal
bovino, o virus permaneceu viavel por apenas 56 dias. Nos experimentos citados, a presenga de
SFB, rico em proteinas, prolongou a viabilidade viral quando comparada as amostras sem SFB.
Adicionalmente, no Gltimo experimento, a presenca de proteinas associado ao pH ligeiramente
acido, favorecerem a manutencao do virus.

O pH acido também podem ter favorecido a manutencdo do virus na massa do queijo. De
acordo com Machado et al., (2004), o pH médio do queijo Minas artesanal foi 4,98. Essbauer et
al. (2007), avaliaram a persisténcia da viabilidade do VACV em é&gua de chuva com pH
levemente acido (pH 4,5-5,7). O titulo viral permaneceu o0 mesmo por até 56 dias quando as
amostras foramincubadas a 4,5° C.

O virus da aftosa permaneceu viavel nos queijos tipo Camembert (pH=5) e Cheddar produzido a
partir de leite aquecido a 63° C durante 6 segundos. O leite cru utilizado para a producdo de
queijos e derivados representa risco potencial de disseminacdo de doencas provenientes tanto de
microorganismos excretados pelo leite quanto daqueles adquiridos a partir da utilizacdo de
utensilios contaminados no momento da ordenha (Oliver et al., 2005; Bona et al.,2005).

Em Minas Gerais, a Lei Estadual n° 14.185 de 31/01/2002 determina que o inicio do
processamento do queijo Minas artesanal deve ocorrer em até 90 minutos apés 0 comego da
ordenha, utilizando-se culturas laticas naturais como “pingo”, soro fermentado ou soro-
fermento, coalho e sal e sem que ocorra qualquer tipo de tratamento térmico prévio com o leite
(Minas Gerais, 2002). Em focos da doenca, a utilizagdo do leite cru para a producdo de queijo,
pode oferecer risco tanto para o queijeiro que normalmente manipula a massa sem nenhum tipo
de protegdo (como luvas), quanto para as pessoas que consomem estes produtos, caracterizando
um risco & Salde Publica.

Embora o VACV permaneca viavel tanto no leite ap6s tratamentos térmicos quanto ap6s o
processamento para producdo de queijo, ainda ndo se sabe a respeito da transmissdo do virus
através da ingestdo de produtos contendo o virus. No entanto, aadocdo de medidas que visem o
controle da disseminacdo da doenca no rebanho bem como ndo consumir leite cru ou produtos
produzidos sem prévio tratamento, sdo importantes, haja vista o risco potencial de consumo de
leite cru para a Salde Publica.

5.2.6 Resultados das fases do leite obtidas a partir da centrifugacédo do leite dos T1 das
vacas experimentalmente inoculadas com o VACV-GP2

A partir do 1° d.p.i. até 0 33° d.p.i. (dias impares), uma amostra de leite de cada grupo: G1 e G2
foram submetidas a centrifugacdo. Apds a centrifugacdo do leite, foi possivel observar a
formacdo de trés fases: uma superior, composta principalmente por um creme branco formado
pela gordura, uma intermedidria, ou soro, observada como um liquido transldcido que ocupou a
maior parte do tubo e uma composta principalmente por componentes de maior densidade,
como células somaticas e epiteliais, dentre outras, formando um precipitado denso no fundo do
tubo. As fases do leite foram identificadas da seguinte forma: creme, soro e célula. Portanto, a
cada dia impar, foram obtidas duas amostras de creme, duas de soro e duas de célula, sendo uma
amostra de cada grupo (G1 e G2).A Figura 25 apresenta as amostras de creme e célula que
positivas na PCR nestedpara detectar o DNA do VACV gene vgf, enquanto nas amostras de
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soro, ndo foi detectado o DNA viral. Foram positivas para 0 VACV na PCR: 9 (33,3%)
amostras de célula e 5 (15,15% ) amostras de creme (Fig. 25).

@ Soro

@ célula
@8 Creme

Numero de amostras de célula,
creme e soro positivas para o DNA
do VACV

0_ T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33

d.p.i.

d.p.i 5 7 9 11 13 19 21
Amostras célula Gl célula Gl célulaGl célulaGl célulaGl célulaG2 creme G2
positivas parao célulaG2 célulaG2 creme G1 creme G2 célula G2
DNAdo VACV creme G2 creme G1

Figura 25: Amostras de creme e célulapositivas na PCR nestedpara detectar o DNA do
VACYV gene vgf durante a Fase 1. As amostras foram obtidas a partir da centrifugacéo das
amostras de leite do G1 e G2.

Todas as amostras positivas na PCRnested foram submetidas a PCR em tempo real para
quantificacdo do DNA viral (Fig. 26 e Fig. 27). No entanto, em alguns casos, algumas amostras
ndo apresentaram amplificacdo adequada em ambas as amostras da duplicata ou ndo atenderam
aos requisitos minimos de qualidade estabelecidos (item 4.9.3). Nestas situacbes, a
quantificacdo de DNA ndo foi apresentada no trabalho. As amostras de creme (G1) do 5°, creme
(G1) e célula (G2) do 11° e creme (G2) do 21° d.p.i. ndo foram apresentados nas Figuras 26 e
27, uma vez que os valores de quantificagdo do DNA do VACV foram inferiores aquele
definido no teste de sensibilidade da PCR em tempo real (item 4.9.3).
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Figura 26: Quantificacdo do DNA do VACYV gene vgfnas amostras de célula, obtidas a
partir da centrifugacéo do leite, Fase 1.
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Figura 27: Quantificacdo do DNA do VACV gene vgf nas amostras de creme, obtidas a
partir da centrifugacéo do leite, Fase 1.

A maior concentragdo de DNA em UG/ml pdde ser observada no 7° d.p.i. nas amostras de
creme e célula (Fig. 26 e Fig. 27).0s resultados obtidos sugerem que o0 VACV esteja associado
as células presentes no leite, hipdtese reforcada tanto pelo nimero de amostras de células
positivas para 0 DNA de VACV quanto pela maior concentracdo de DNA de VACV nestas
amostras. O fato de todas as amostras de soro terem sido negativas reforca a hipotese de que o
virus ndo esteja livre, mas sim, associado as células presentes no leite. O Herpesvirus bovino
tipo 4 (BoHV-4), um virus capaz de causar infeccbes persistentes em tecidos linféides de
bovinos, também foi identificado associado as células do leite apds ter sido submetido ao
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processo de centrifugacdo (Donofrio et al., 2000). Neste experimento, também nao foi possivel
detectar DNA viral no soro do leite.

Associada a multiplicacdo viral dentro das células de defesa, evidenciada pelas imunomarcacdes
positivas para 0 VACV através da técnica de imunohistoquimica (IHQ) em macrofagos
localizados na regido perivascular da derme e linfdcitos de linfonodos retromamarios de vacas
experimentalmente inoculadas com VACV-GP2, como discutido anteriormente (Rivetti et al.,
2013),deve-se considerar a possibilidade de veiculacdo destas células através do leite. Sabe-se
que as CS sdo comumente encontradas no leite, no entanto, quando ocorre uma infeccdo ou
injuria tecidual a CCS econtra-se aumentada. As CS sdo constituidas principalmente por
leucdcitos (75%), como: neutrofilos, macréfagos e linfocitos e 25% de células epiteliais
(Sharma et al., 2011). As células epiteliais sdo originarias da descamacdo do revestimento
interno da glandula mamaria e, durante a mastite, elas estimulam a producdo de inimeros
mediadores da cascata inflamatoria, como citocinas, quimiocinas, peptideos de defesa do
hospedeiro e metabdlitos do &cido aracdonico (Sharma et al.,, 2011). Estes mediadores
estimulam também a migracdo de neutréfilos e outros leucocitos que participardo ativamente
tanto da defesa quanto da reparacdo do tecido danificado na glandula mamaria, contribuindo
com o aumento da CCS no leite (Akers e Nickerson, 2011). O aumento progressivo da CCS
observada durante o experimento (Fig. 22) esta associado, portanto, a migracdo exacerbada das
células de defesa para a glandula mamaéria. Por sua vez, o desenvolvimento da mastite pode ter
sido favorecido pela presenca de lesdes de continuidade presentes nos tetos e pela multiplicagéo
do VACV, como discutido anteriormente (Item 5.2.4). Estes resultados reforcam as evidéncias
de possivel associacdo do VACV aos macréfagos e consequente a sua eliminagdo no leite.

Além do VACYV, existem evidéncias de que o MPXV, um OPV, também esteja associado as
células brancas. Zaucha e colaboradores (2001), em uma infeccdo experimental com o MPXYV,
um OPV, em macacos, observaram a replicacdo viral em macrofagos localizados nos linfonodos
mediastinais através da microscopia eletrénica. Neste estudo, a via linfatica foi apontada como a
principal responsavel pela disseminacdo do MPXV. Apds a infeccdo dos linfonodos, 0 MPXV
alcanga a via hematogénica, sendo a viremia secundaria a infeccdo pelo MPXV, conhecida
como viremia associada a leucdcito (Cho e Wenner, 1973, revisado por Zaucha et al 2001).

A presencga de DNA viral no creme de algumas amostras pode ser justificada pela suspensdo de
células somaticas (CS)que eventualmente tenham ficado presas nesta fase do leite. No 5°, 7° e 9°
d.p.i, foi possivel detectar o DNA viral tanto nas células quanto no creme das amostras
avaliadas. Sendo possivel observar maior quantificagdo do DNA viral na fase celular.

5.2.7 Resultados das amostras de leite obtidas a partir dos Tl das vacas
experimentalmente inoculadas com 0 VACV-GP2 e submetidas a pasteurizagao

Das 33 amostras de leite submetidas a pasteurizacdo lenta,6 (18,18%) foram positivas para o
DNA de VACV (Fig. 28). A deteccdo do DNA viral no leite pasteurizado foi intermitente,
assim como ocorreu com a deteccdo no leite sem prévio tratamento térmico, sendo possivel
detectar o DNA do VACV até o0 27° d.p.i.Além disso, a detecgdo do DNA do VACV no leite se
estendeu além do periodo de resolucdo das lesGes, que ocorreu em média, no 22° d.p.i. N&o foi
observada diferenca significativa entre o niimero de amostras positivas nos Grupos 1 e 2.
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Figura 28: Amostras de leite submetidas a pasteurizacdo lenta e positivas para o DNA do
VACYV gene vgfnos G1 e G2 durante a Fase 1.

A quantificacdo do DNA viral das amostras positivas na PCR em tempo realesta apresentada na
Figura 29. Foi possivel observar um aumento progressivo da concentracdo do DNA viral nas
amostras de leite pasteurizado, sendo alcangada a maior quantificagdo no 9° d.p.i na amostra do
Grupo | (Fig. 29).
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Figura 29: Quantificacdo do DNA do VACV gene vgfnas amostras de leite submetidas a
pasteurizaco lenta durante a Fase 1.

A resisténcia do VACV ao calor foi avaliada por Sauerbrei e Wutzler (2009). O VACV foi
avaliado quanto a sua resisténcia ao calor seco utilizando um instrumento capaz de emitir calor,

71



o Keredusy. O VACYV foi resistente ao calor quando exposto durante uma hora as temperaturas
40 °C, 75°C, 85 °C e 95 °C. A reducéo significativa do titulo viral (reducéo de pelo menos 4
logso o titulo inicial do virus) foi observada somente quando exposto a temperatura de 95 °C
durante duas horas. Nas demais temperaturas, o0 VACV ndo sofreu reducdo do titulo viral,
sendo, portanto, resistente as temperaturas testadas.

Em estudos prévios, foi possivel recuperar particulas viaveis de VACV-GP2 permaneceu no
leite experimentalmente inoculado mesmo ap6s ter sido submetido as temperaturas de 56° e 65
°C durante 30 minutos (Oliveira et al, 2010). De acordo com a instrugdo normativa numero 51
do MAPA (Brasil, 2002), a pasteurizagdo lenta (Low Temperature Long Time equivalente a
expressao Baixa Temperatura /Longo Tempo) pode ser adotada em laticinios de pequeno porte
para 0 abastecimento publico ou para a producdo de derivados lacteos. No entanto, a
manutencdo de DNA e particulas virais viaveis no leite, mesmo ap6s a pasteurizacdo lenta,
chama a atencdo para a possibilidade da sua veiculagdo oferecendo risco a Saude Publica. A
pasteurizacdo tem como objetivo eliminar microorganismos patogénicos como Mycobacterium
tuberculosis e Coxiella Burnetti. No entanto, a sua efetividade na inativagdo de virus de
importancia para a Satde Pablica também deve ser considerado (Bona et al., 2005).

5.2.8 Resultados das amostras de leite obtidas a partir dos Tl das vacas
experimentalmente inoculadas com o0 VACV-GP2 e submetidas a esterilizagédo e producéo
de iogurte.

Das amostras de iogurte, 5 amostras (14,7% ) foram positivas na PCR nested para 0 VACV
(Fig. 30). No 29° d.p.i ambos os grupos (1 e 2) foram positivos para 0 DNA de VACV.

A deteccdo do DNA viral pode ser explicada pela sua caracteristica de resisténcia as altas
temperaturas, como explicado anteriormente. Além disso, 0 pH &cido também pode ter
favorecido a manutencdo do virus no iogurte. Durante todo o experimento, o pH do iogurte foi
mensurado, chegando a alcangar o valor entre 4,6 — 4,4 em todas as amostras ao final do
processamento do iogurte. Essbauer e colaboradores (2007), avaliaram a persisténcia da
viabilidade do VACV em agua de chuva com pH levemente acido (pH 4,5-5,7). O titulo viral
permaneceu 0 mesmo por até 56 dias quando as amostras foramincubadas a 4,5 °C. Embora ndo
tenha sido testada a viabilidade viral em cultivo de células para as amostras positivas na
PCRnested , foi possivel observar que associada a resisténcia do virus as altas temperaturas, a
acidez pode ter contribuido para manutencdo do DNA do VACV no iogurte.
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Namero de amostras de iogurte
o =
|
o

I I I I I I I I I I I I
7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33
d.p.i.

72



Figura 30: Amostras de leite submetidas a esterilizacdo e posteriormente a producéo de
iogurte e positivas para o DNA do VACV gene vgf nos G1 e G2 durante a Fase 1.

A quantificacdo viral das amostras de iogurte revela a maior concentracdo de DNA viral no 5°
d.p.i. (Fig. 31).
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Figura 31: Quantificacdo do DNA do VACV gene vgf nas amostras de leite submetidas a
esterilizagdo e posterior producdo de iogurte durante a Fase 1.

Em trabalhos prévios do nosso grupo, nao foi possivel detectar particulas virais viaveis no leite
experimentalmente inoculado e processado para a producdo de leite fermentado (Oliveira,
2009). O leite fermentado sem diluicdo prévia destruiu a monocamada celular em todas as
amostras impedindo a visualizacdo das placas de lise na monocamada causadas pelo virus.

5.2.9 Resultado do isolamento das amostras de leite da Fase 1

Dentre as amostras positivas para 0 DNA do VACV no leite durante a Fase 1, 29 foram
submetidas a tentativa de isolamento viral em monocamada de células BSC-40 (Item 4.10.2) e,
posteriormente, submetidas a IPMC (Item 4.10.3). Foram selecionadas algumas amostras que
apresentaram as maiores quantificacbes do DNA do VACV. Nenhuma amostra apresentou
efeito citopatico caracteristico do VACV. Serdo necessarios novos testes, a fim de testar
amostras que ndo participaram desta tentativa de isolamento.

5.3 Resultados da Fase 2: Animais previamente inoculados com o VACV-GP2 e
posteriormente submetidos a tratamento imunodepressor

5.3.1 Resultados da PCRnested para detecgdo do VACV-GP2 gene vgf no leite

A Fase 2, iniciou no 69° d.p.i., correnspondendo ao 0 d.p.im. A imunodepressao foi comprovada
através da avaliacdo dos niveis de linfdcitos, observada a queda no nimero de linfocitos a partir

73



do 1° dia pos imunodepressao (d.p.im). A partir do 5° d.p.im. pdde-se observar linfopenia em
todos os animais do experimento (Rehfeld, 2011). Foi possivel detectar o DNA do VACV a
partir do dia O d.p.im. (dia p6s imunodepressao).

Foi possivel detectar DNA viral nas amostras de leite de todos os animais submetidos ao
tratamento com imunodepressor, em pelo menos um dia de avaliacdo. A deteccdo do DNA viral
ocorreu de forma intermitente, assim como ocorreu na Fase 1(Fig. 32). O teto posterior
esquerdo de cada vaca continuou sendo chamado de TC e os TAD, TPD e TAE continuaram
com a denominacao de TI.

A deteccdo do DNA do VACV no leite destes animais, antes mesmo do inicio da queda da
linfopenia, que ocorreu a partir do5° d.p.mi. chamam a atengéo para a eliminagdo do VACV no
leite antes mesmo do inicio da imunodepressdo. Quando comparado 0 nimero de amostras
positivas para 0 DNA do VACV no leite nos dias que antecedem o tratamento com
imunodepressores (46° d.p.i a 68 d.p.i.), pode-se observar aumento significativo no nimero de
amostras positivas apds o tratamento com imunodepressor (69 d.p.i.) (Fig. 32). Portanto, pode-
se concluir que ocorreu aumento da frequénciade amostras positivas para 0 DNA do VACV no
leite ap6s o inicio do tratamento com imunodepressor.

Todas as amostras de leite coletadas na Fase 2 foram submetidas a PCRnested para detectar o
VACV gene vgf, totalizando 104 amostras, sendo 11 (11,44%) amostras positivas. A
distribuicdo das amostras de leite segundo a presenca e auséncia do DNA de VACV, tipo de
ordenha e teto, controle ou infectado, esta apresentado na Tabela 10.

Tabela 10: Distribuicdo das amostras de leite positivas para o DNA do VACV na
PCRnested gene vgf nosTC e T1 de acordo com o tipo de coleta (manual ou sonda) durante
a Fase 2.

PCR
Coleta Total [n
Negativo  [n Positivo  [n (%)] P-
(%0)] (%0)] valor*
Teto Manual 23 (46,9) 1(33.3) 24 (46,2)
1,000
controle Sonda 26 (53,1) 2 (66,7) 28 (53,8)
Teto Manual 21 (47,7) 3 (37,5) 24 (46,2)
. 0,711
infectado  ~gonga 23 (52,3) 5(62,5) 28 (53,8)

* Teste Exato de Fisher.
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Figura 32: Ndmero de amostras de leite positivas para o
DNA do VACYV gene vgf nos Tl e TC pela PCR nested por
dia de experimento (A) Fase 1 (1° d.p.i. até 33° d.p.i.); (B)
entre as fases 1 e 2 (34° ao 67° d.p.i.) O (*) representa 0s
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Foi possivel detectar o DNA de VACV gene vgf em 2 amostras de leite dos TC obtidas a partir
da sondagem e 1 amostra de leite obtida a partir da ordenha manual. A partir do teste Exato de
Fisher foi possivel concluir que ndo existe diferenca significativa entre as formas de obtencédo
do leite, ordenha manual ou através de sonda, considerando os tetos que ndo foram inoculados
(TC) (p-valor > 0,05).Nas amostras de leite dos TI, 3 amostras obtidas a partir da ordenha
manual foram positivas para 0 DNA de VACV contra 5 amostras obtidas a partir da sondagem,
nao existindo diferenca significativa neste caso também (p-valor > 0,05) (Tab. 10). Estes
resultados apontam que independente da forma de obtencéo do leite, ordenha manual ou sonda,
¢ possivel detectar o DNA de VACYV tanto nos Tl quanto nos TC, nos animais submetidos a
tratamento com imunodepressor.

5.3.2 Resultado da PCR em tempo real para deteccdo do VACV gene vgf nas amostras de
leite da Fase 2

A Figura 33 apresenta a quantificacdo do DNA do VACV nas amostras de leite da Fase 2. Foi
possivel quantificar as amostras dos dias 3, 5, 8 e 12° d.p.im dos tetos infectados e do 2° d.p.im.
do teto controle. A quantificacdo média do DNA do VACV gene vgfdurante a Fase 2 foi inferior
a Fase 1. Enquanto na Fase 1 a média da quantificacdo do DNA viral foi de 3200000UG/ml, na
Fase 2, o valor médio foi 454000UG/ml.
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Figura 32: Quantificacdo do DNA do VACYV gene vgf nas amostras de leite dos TC e T
durante a Fase 2.

5.3.4 Resultados das avaliacdes dos parametros de qualidade do leite: CCS e peso

Todos os animais do experimento apresentavam mastite subclinica no dia O d.p.im. Embora
tenha sido observado um discreto aumento na CCS nos primeiros dias p6s imunodepressao, nao
pode ser observado um aumento progressivo da CCS ao longo do tempo, como ocorreu na Fase
1 do experimento (Fig. 34).
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Figura 33: Média do Logaritmo na base 10 (Logl0) da contagem de células somaticas
(CCS) das 4 vacas submetidas a imunodepressdo, considerando os tetos controle e
infectados.

Apartir da Tabela 11, foipossivel observar que durante a Fase 2 a média do Log;o da CCS para
os Tl (3,45) estd muito proxima do valor observado para os TC (3,42). A partir do teste ndo
paramétrico de comparacéo de dois grupos dependentes de Wilcoxon, foi possivel concluir que
ndo existe diferenca significativa entre a CCS nos TC e TI (p-valor > 0,05).Este resultado difere
na Fase 1, na qual a média do Log;o da CCS nos TI foi superior aos TC (p-valor > 0,05). A
presenca das lesdes nos Tl na Fase 1, pode ter favorecido o aumento de CCS, ja na
imunodepressdo, como ndo ocorreu o desenvolvimento de lesdes nos tetos, a CCS ndo alterou
significativamente ao longo do tempo. Este resultado reforca a hipotese de que a presenca de
lesBes nos tetos, observada durante a infeccdo pelo VACV, favorecem o aumento da CCS.

Tabela 11: Comparacgédo da média do Log;, da CCS nos TC e Tl na Fase 2.

Grupo Média Mediana DeSVLO P-valor
Padréao
Controle 6,42 6,40 0,40
0,771
Infectado 6,45 6,56 0,39

A fim de avaliar a possivel relagdo entre a presenca do DNA viral e a quantificacdo da média do
Log;oda CCS, foi feito uma comparagéo entre a quantificagdo da CCS entre as amostras de leite
positivas para 0 DNA do VACV e as amostras negativas (Tab. 12), Pode-se observar que tanto
as amostras de leite dos TI quanto dos TC que foram positivas para 0 DNA do VACV na PCR
nested apresentaram resultados médios e medianos de Log de CCS similares as amostras de
leite que foram negativas para 0 VACV. De acordo com o teste ndo paramétrico de comparagao
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de grupos independentes de Mann-Whitney, ndo existe correlacdo entre a amostra de leite ser
positiva para 0 DNA do VACV e a quantificacdo da CCS.

Tabela 12: Comparagdo da média do Log;, da CCS nos tetos controle e infectados de
acordo com a deteccdo do DNA do VACYV gene vgfpela PCRnesteddurante a Fase 2.

Desvio

PCR Média Mediana ~ P-valor
Padrao
Teto Negativo 3,41 3,39 0,40
Control 0,503
ontrole Positivo 3,58 3,47 0,34
Teto Negativo 3,44 3,55 0,40
Infectado " 0.775
Positivo 3,51 3,58 0,30

Considerando a evolugdo do peso do leite durante a Fase 2, pdde-se observar que as amostras de
leite dos TC apresentaram percentual de peso médio em relacdo ao peso inicial, superior aos
observados para as amostras de leite dos T1 em praticamente todos os dias (Fig. 35).
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Figura 34: Evolugdo do percentual do peso do leite em relacdo ao peso inicial no dia 0,
considerando TC e Tl durante a Fase 2.

A partir do dia 0 até o 5° d.p.mi, pode-se observar a reducdo do peso do leite, tanto para as
amostras de leite dos TC quanto dos TI. A partir do 6° d.p.mi, ocorre aumento progressivo do
peso do leite nos TC e TI, no entanto, o peso do leite nos Tlpermanece superior ao peso do leite
dos TC. A Tabela 13, descrita a seguir apresenta e compara as médias do peso do leite nos Tl e
TC. Esta tendéncia de decréscimo no peso do leite ocorreu ao longo do periodo analisado, sendo
mais acentuado para as amostras de leite dos tetos infectados. Pode-se observar que os TC
apresentaram média do peso do leite (0,88) superior a média dos Tl (0,48), sendo que as
medianas seguem a mesma tendéncia. Esta diferenca é significativa, de acordo com a
probabilidade de significancia do teste ndo paramétrico de comparacdo de dois grupos
dependentes de Wilcoxon (p-valor). O peso médio do leite tanto nos TC quanto nos TI foi
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inferior aquele observado durante a Fase 1. Além da redugdo na producéo do leite, foi observada
mudanca no aspecto do leite, que passou de branco para amarelado e pastoso, voltando a
normalidade apds o 9° dia apds o inicio do tratamento com imunodepressor (Rehfeld, 2011).

Tabela 13: Média do peso do leite nos tetos controle e tetos infectados durante a Fase 2.

Desvio

Grupo Media Mediana Padrio P-valor
Controle 0,88 1,00 0,71

< 0,001
Infectado 0,48 0,46 0,31

Além da presenca do DNA no leite, outro trabalho do nosso grupo, identificou a DNAnemia e
excrecao do virus nas fezes durante o periodo da imunodepressdo (Rivetti, et al., 2013). A partir
da titulacdo dos anticorpos neutralizantes (AN)anti-VACV e de IgG total anti-VACV apos a
imunodepressdo, foi construida um curva de anticorpos. A partir dela, pode-se observar uma
correlacgdo positiva entre o aumento do titulo de IgG total anti-VACV e o retorno da DNAnemia
(Rivetti, et al., 2013; Matos, 2012).Além disso, a presenca de lesdes ulceradas na mucosa oral
de duas vacas, no 5° e 8° d.p.im, sendo positivas para 0 DNA do VACV através da PCR nested
, reforcam a hip6tese de uma nova circulagao viral.

A presenca do DNA do VACV no leite assim como nas fezes e no sangue dos animais
submetidos a imunodepressao, indicam que o VACV permaneceu nos tecidos dos animais
previamente inoculados. Apds terem sido submetidos a tratamento com imunodepressores,
pode-se observar o retorno da DNAnemia assim como o aumento da frequéncia de amostras
positivas para 0 DNA do VACV no leite e nas fezes, indicando um retorno da replicacéo viral.
Apos a replicacdo viral, em drgaos distantes do sitio inicial de infeccdo, o virus pode alcancar
via linfo hematogénica as glandulas mamarias, sendo excretado juntamente com o leite. Além
disso, a eliminacdo viral no leite, fezes e a presenca do DNA do VACV no sangue, foram
indiferentes a presenca de AN nos animais submetidos a tratamento imunodepressor, uma vez
que, com excecdo de um animal, todos apresentavam AN assim como IgG total anti-VACV
antes do inicio do tratamento com imunodepressor.

Existem evidéncias de que além do VACV outro virus da familia Poxviridae, o Parapoxvirus,
que causa lesdes similares ao VACV, pode causar infec¢des prolongadas em bovinos. O
Parapoxvirus foi isolado a partir do sangue periférico de uma vaca que ndo apresentava sinais
clinicos da doenca. Neste estudo, Sentsui e colaboradores (1999), concluiram que o0s
Parapoxvirus sdo capazes de causar infeccdo prolongadaem bovinos. Quando 0s animais Sao
submetidos a condigdes de estresse, a doenca pode ser reativada, podendo o virus ser detectado
no sangue destes animais.

5.3.5 Resultado do isolamento viral das amostras de leite dos animais submetidos a
imunodepressao

Dentre as amostras positivas para 0 DNA do VACV, 65 foram submetidas a tentativa de
isolamento viral em monocamada de células BSC-40 (ltem 4.10.2) e, posteriormente,
submetidas a IPMC (Item 4.10.3). Destas 65 amostras, 6 apresentaram efeito citopatico (ECP) e
foram positivas na IPMC. A Figura 36 apresenta o efeito citopatico com formacéo de placas de
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lise e imunomarcacdo positiva para 0 VACV através da IPMC em monocamada de BSC-40
previamente inoculadas com amostra de leite de uma vaca no 5° d.p.mi.

A presenca de particulas virais viaveis no leite nos seguintes d.p.im.:0°, 4°, 5°, 8° e 10° chama a
atencdo para o retorno da deteccdo do DNA do VACV em animais que nao apresentavam lesdes
nos tetos. Esses resultados associados a estudos prévios do nosso grupo que evidenciaram o
retorno da DNAnemia e viremia nestes mesmos animais submetidos a imunodepressao (Rivetti
et al., 2012), reforca a hipotese de infeccdo ptolongada e de retorno na replicagdo viral em locais
distintos daquele da inoculagdo inicial.

Relatos de infecgdes prolongadas ja foram descritas para outros poxvirus. Os Parapoxvirus, por
exemplo, membros da familia Poxviridae, foram identificados como sendo responsaveis por
causar infeccdo prolongadas em bovinos. Fatores de stress que induzem mudancgas nas respostas
imunes podem favorecer a replicacdo viral e a retomada da infeccdo (Sentsui, 1999). O CPXV
também foi identificado num nédulo apds exérese de um linfonodo de uma paciente jovem dois
anos depois do inicio de uma celulite facial causada por um cowpox virus (Pahlitzsch, 2006).

Easterday et al. (1959), isolou 0 VACV (amostra IHD) no leite de quatro das oito vacas
experimentalmente inoculadas com o mesmo virus. Os animais foram inoculados nas glandulas
mamarias através dos ductos papilares, sendo observado o surgimento de sinais clinicos
sistémicos como elevacdo da temperatura corporal e sinais flogisticos no Gbere além das lesdes
caracteristicas nos tetos de todos os animais inoculados.

Figura 35: Efeito citopatico com formacao de placas de lise (seta preta) e imunomarcagéo
evidenciada pela cor vermelho-cobre (seta azul) identificando a presenca do VACV pela
IPMC em monocamada de BSC-40 previamente inoculadas com amostra de leite do 5°
d.p.mi.
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CONCLUSOES

0 O DNA do VACV pode ser detectado no leite de forma intermitente em vacas
experimentalmente infectadas a partir do 1° d.p.i. até o0 33° d.p.i indicando que 0 VACV
continua sendo eliminado no leite mesmo ap6s a resolucdo das lesGes, que ocorreu no
22°d.p.i.

0 O VACV pbde ser detectado(tanto DNA quanto particulas virais viarveis) no queijo
produzido a partir de leite de vacas experimentalmente infectadas.

0 A deteccdo do DNA do VACV apenas nas fragdes do creme e da célula do leite,
sugerem que o virus ndo fica livre e sim associado a células no leite.

0 Foi possivel detectar DNA viral em amostras leite de vacas experimentalmente
infectadas e posteriormente, submetidas a processo de pasteurizacdo e apds a producao
de iogurte.

o Foi possivel isolar particulas virais vidveis de VACV no leite de vacas
imunodeprimidas reforcando a hipétese denova replicacdo viral em locais distintos
daquele da inoculacéo inicial ap6s tratamento com imunodepressor.

0 Ocorreu a reducdo na produgdo do leite assim como aumento da CCS no leite de vacas
experimentalmente inoculadas com VACV-GP2.

0 A rreducdo na producdo do leite e 0 aumento da CCS foram mais significativos nos tetos
que foram inoculados com 0 VACV-GP2 quando comparados aos tetos que serviram de
controle e, portanto ndo foram inoculados com o virus, reforcando a hipdtese de
associacdo entre a presenca do virus no teto e 0 comprometimento da qualidade do leite.
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