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RESUMO

TORELLI, C. S.Ocorréncia de anticorpos contra o EHV dos tipos 1 e 4 em animais
vacinados e nao vacinados do Estado de Sao Paulo. [Occurrence of antibodies
against EHV types 1and 4 invaccinated and unvaccinated animals of the

State of S3o Paulo].2011. 62 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Os herpesvirus equinos do tipo 1 (EHV-1) e do tipo 4 (EHV-4) sdo considerados os principais
agentes infecciosos para a espécie equina. Dentre as doengas causadas por estes agentes,
destacam-se a rinopneumonite em animais jovens, o abortamento em fémeas no tergo final
da gestacdo, a mortalidade perinatal em potros e a mieloencefalopatia. Estudos anteriores
relatam ampla disseminagdao do EHV-1 na populagao eqlina no Estado de S3o Paulo,
entretanto a ocorréncia de infeccdo pelo EHV-4 ndo possui registro. Devido a similaridade
antigénica entre os dois tipos virais, a diferenciacdo pelos métodos de sorodiagndstico
tradicionais, como a Soroneutralizagdo e a Reagao de Fixagdo de Complemento, ndo é
possivel. Assim, este trabalho avaliou, pela primeira vez no Estado de S3o Paulo, através de
um teste de ELISA indireto que emprega uma regiao da glicoproteina G para diferenciar o
EHV-1 do EHV-4 (iELISAgG),a presenca de anticorpos especificos para os dois tipos de
herpesvirus equino em 512 animais de 20 municipios de 8 mesoregidoes do Estado de Sao
Paulo, dentre equinos, muares e asininos, de ambos os sexos, diferentes faixas etarias,
vacinados e ndo vacinados. As mesmas amostras foram testadas para o EHV através do teste
de soroneutralizacdo, tradicionalmente empregado para a pesquisa de anticorpos contra o
virus. Os resultados obtidos com a soroneutralizagdo revelam 205/512 (40,03%) animais
soropositivos. Através do teste de ELISA obteve-se 3/512 (0,59%) animais positivos para o
EHV-1, 347/512 (67,77%) animais positivos para o EHV-4 e 108/512 (21,09%) animais
positivos para ambos. O grupo de animais ndo vacinados apresentou 127/352 (36,07%)
soropositivos pelo teste de soroneutralizacdo; enquanto 4/352 (1,14%) foram positivos para
o EHV-1, 237/352 (67,33%) foram positivos para o EHV-4 e 69/352 (19,6%) foram positivos
para ambos, pelo teste de ELISA. O grupo de animais vacinados apresentou 78/160 (48,75%)

soropositivos pelo teste de soroneutralizagdo; enquanto 1/160 (0,63%) foram positivos para



o EHV-1, 112/160 (70%) foram positivos para o EHV-4 e 37/160 (23,13%) foram positivos
para ambos, pelo teste de ELISA. Os resultados sugerem baixa circulacdo de EHV-1 e alta
circulacdo de EHV-4, de acordo com os resultados encontrados nos animais nao vacinados. A

analise de correlacdo entre os dois testes empregados mostrou baixa concordancia.

Palavras-chave:Herpesvirus equino tipo 1, Herpesvirus equino tipo 4, soroneutralizagdo,

iELISAEG



ABSTRACT

TORELLI, C. S. Occurrence of antibodies against EHV types 1 and 4 in vaccinated

and unvaccinated animals of the State of S3ao Paulo. [Ocorréncia de anticorpos
contra o EHV dos tipos 1 e 4 em animais vacinados e ndo vacinados do Estado de Sdo Paulo].
2011. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

The equine herpesvirus type 1 (EHV-1) and type 4 (EHV-4) are considered the major
infectious agents for the equine species. Among the diseases caused by these agents, we
highlight the rinopneumonite in young animals, abortion in females in the final third of
pregnancy, perinatal mortality in foals and encefalopathy. Previous studies have reported
wide spread of EHV-1 equine population in the State of Sao Paulo, however the occurrence
of infection with EHV-4 is not registered. Due to the antigenic similarity between the two
virus types, the differential serodiagnosis by traditional methods such as neutralization and
complement fixation reaction, it is not possible. Thus, this study evaluated the first time in
Sado Paulo, through an indirect ELISA employing a region of glycoprotein G to differentiate
EHV-1 EHV-4 (iELISAgG), the presence of specific antibodies to the two types of equine
herpesvirus in 512 animals from 20 municipalities in 8 regions the State of Sdo Paulo, among
horses, mules and donkeys of both sexes, different age groups, vaccinated and
unvaccinated. The same samples were tested for EHV through the neutralization test,
traditionally used for the detection of antibodies against the virus. The results obtained with
the neutralization revealed 205/512 (40.03%) seropositive animals. By ELISA we obtained
3/512 (0.59%) animals positive for EHV-1, 347/512 (67.77%) animals positive for EHV-4 and
108/512 (21.09% ) animals positive for both. The group of unvaccinated animals showed
127/352 (36.07%) HIV-positive by serum neutralization test, while 4/352 (1.14%) were
positive for EHV-1, 237/352 (67.33%) were positive for EHV-4 and 69/352 (19.6%) were
positive for both ELISA. The group of vaccinated animals showed 78/160 (48.75%)
seropositive by neutralization test, while 1 / 160 (0.63%) were positive for EHV-1, 112/160
(70%) were positive for EHV-4 and 37/160 (23.13%) were positive for both ELISA. The results



suggest low circulation of EHV-1 and high circulation of EHV-4 according to the results found

in unvaccinated animals. The correlation analysis between the two tests employed showed

poor agreement.

Keywords: Equid Herpesvirus type 1, Equid Herpesvirus type 4, seroneutralization, iELISA gG



LISTA DE ABREVIATURAS

AHV — Herpesvirus Asinino

BHV — Herpesvirus Bovino

EAV — Virus do Aborto Equino

EHV — Herpesvirus Equino

ELISA — Ensaio Imunoenzimatico

HSV — Herpes Simplex

PsR — Virus da Pseudoraiva ou Doenca de Aujezky

SN — Soroneutralizacao

*Devido ao fato de terem sido consagradas, na literatura especializada, algumas
abreviaturas seguem sua grafia no idioma inglés.
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1 INTRODUCAO

1.1  HERPESVIRUS DE EQUIDEOS

Os herpesvirus de equideos (EHVs) sdo patdgenos altamente bem sucedidos em
todos os membros da familia Equidae ao redor do mundo. Sabe-se que cinco herpesvirus
infectam o cavalo, conforme disposto no quadrol. Os EHVs estdo presentes nas populacdes
equinas domésticas e selvagens, e provavelmente o sucesso do EHV como um patdgeno estd
relacionado a sua capacidade de inducdo de laténcia, assegurando assim uma disseminacao

eficiente dentro da populac¢do equidea (SLATER, 2007; WOOD et al., 2008).

Familia Sub-Familia Género Espécie

Herpesvirus Equino tipo 1 — Virus do Abortamento

Equino

Herpesvirus Equino tipo 3 — Virus do Exantema Coital

Equino
Alphaherpesvirinae | Varicellovirus

Herpesvirus Equino tipo 4 — Virus da

Herpesviridae rinopneumoniteequina

Herpesvirus Equino tipo 8 — Herpesvirus Asinino tipo 3

Herpesvirus Equino tipo 9 — Herpesvirus de Gazela

Herpesvirus Equino tipo 2

Gammaherpesvirinae | Rhadinovirus Herpesvirus Equino tipo 5

Herpesvirus Equino tipo 7

Fonte: ICVT (www.ictvdb.org)

Quadro 1 - Classificagao dos Herpesvirus de Equideos

O herpesvirus equino do tipo 1 (EHV-1), um DNA-virus dupla fita (MURPHI, 1995), é o
agente causador da rinopneumoniteeqiina, podendo também causar abortamento e
mieloencefalopatia. A primeira descricdo da doenca em equinos foi feita por Dimock e
Edwards em 1936, nos Estados Unidos, em éguas que abortaram em seguida a alteracdes do

sistema respiratorio com sintomas semelhantes aos da gripe.
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EHV-1 e EHV-4 s3o Alphaherpesvirus relacionados, os quais sao os principais
causadores de aborto e doenca respiratoria, respectivamente, e sdo de importancia
econdmica consideravel ao redor do mundo (CAMPBELL; STUDDERT, 1983; ALLEN;BRYANS,
1986; ALLEN, 1997).

Os herpesvirus podem sobreviver de uma geragao para a proxima através do
estabelecimento de infec¢Oes latentes. Laténcia, isto €, persisténcia do virus por toda a vida,
€ uma caracteristica de todos os herpesvirus. A reativacdo é geralmente intermitente e pode
estar associada com estresse bem como uma doenga intercorrente, transporte, frio ou
aglomeracdo. A eliminagdo do virus é nasal, oral ou através de secrecdes genitais, inclusive
podendo transmitir da égua para o potro. Muitos Alphaherpesvirus persistem em neurdnios,
provavelmente como uma forma circular epissomal do genoma. Alphaherpesvirus mostram

crescimento rdpido e produzem infeccdes liticas agudas (SLATER, 2007; WOOD et al., 2008).

Dentre os herpesvirus isolados de cavalos, pelo menos 4 sdo distinguiveis
antigenicamente. Eles causam uma variedade de infecgdes variando de doengas subclinicas a

fatais e podem ser assim classificados:

1. Herpesvirus Equino tipo 1 (EHV-1), também conhecido como virus do aborto
equino (EAV), anteriormente conhecido como subtipo 1 do EHV-1 (PLUMMER et
al., 1969);

2. EHV-2, o citomegalovirus equino (ECM) (PLUMMER; WATSON, 1963);

3. EHV-3, conhecido como o virus do exantema coital dos equinos (ECE) (PETZOLDT,

1970; LUDWIG et al., 1971) e

4. EHV-4, o virus da rinopneumonite, anteriormente o subtipo 2 do EHV-1. Este virus
foi recentemente reclassificado como um novo tipo, o virus tipo 4 (STUDDERT et

al., 1981; ALLEN; TURTINEN, 1982; CHOWDHURY et al., 1986).

Foi entdo aceito que dois tipos de herpesvirus, EHV-1 e -4 s3o agrupados
separadamente com base nas diferencas em seus genomas (ALLEN; TURTINEN, 1982). Estes
dois tipos foram anteriormente classificados como subtipos 1 e 2 do complexo virus do
aborto/rinopneumonite equinos (EHV-1) (DOLL et al., 1957). Deste modo, as estirpes
agrupadas como EHV-4 sdo em sua maioria associadas a doencas respiratdrias e aquelas

definidas como EHV-1, por suas propriedades biologicas e seus meios moleculares
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(PLUMMER et al., 1973; BORGEN; LUDWIG, 1974; STUDDERT et al., 1981; ALLEN; TURTINEN,
1982; STUDDERT, 1983; PATEL; EDINGTON, 1983) sdo causas de infec¢Oes respiratorias,
abortos, natimortos, mortes neonatais e encefalites ocasionais em cavalos (THEIN, 1981;
ALLEN et al.,, 1983; CHOWDHURY et al., 1986). Assumiu-se que o EHV-1 causava doenca
respiratdria, estabelecia uma infeccdo latente e subsequentemente causava aborto por
reativacdo do virus latente. Uma série similar de eventos estava implicita para a ocorréncia
da encefalite por EHV-1. Através de enzimas de restrigdao foi possivel separar e visualizar em
padroes eletroforéticos os dois tipos de virus (SABINE et al., 1981; STUDDERT et al., 1981;
TURTINEN et al., 1981). Em 1988 os virus foram designados EHV-1 e EHV-4 (ROIZMAN et al.,
1992).A propriedade abortiva do EHV-1 aparentemente esta restrita ao cavalo. Entretanto,
relatos de isolamento de estirpes de EHV-1 de bezerros abortados (SMITH, 1976; CRANDELL
et al., 1979) levantaram a questdao do cruzamento da barreira natural de espécies agindo
como patdégeno em outros animais. Em 2011, Wohlseinet al. relataram a ocorréncia de
infecgao por EHV-1 em quatro ursos e duas gazelas de um zooldgico e em 18 cobaias de um
outro. Os ursos morreram ou foram eutanasiados, todos com doenga neurolodgica causada
pelo herpesvirus, semelhante a que ocorre em equinos. As gazelas também tiveram doenga
neuroldgica fatal.Até 1981, EHV-1 e EHV-4 eram considerados o mesmo virus e nomeados

EHV-1.

Apesar da dissimilaridade genética entre EHV-1 e EHV-4 (ALLEN; TURTINEN, 1982)
estes dois virus mostraram significante reatividade soroldgica cruzada intertipos. Relatos
preliminares revelaram que ambos possuem glicoproteinas com reatividade cruzada (ALLEN;
BRYANS, 1986).Na comparacdo entre as seqliéncias de bases dos genes das regides
homdlogas que codificam as glicoproteinas G (gG) e B (gB) do HVE-4, HVE-8, HVE-9 e do HVE-

1 demonstrou que, na analise filogenética, o HVE-9 é o mais proximo (FUKUSHI et al., 1997)

(Figura 1).
EHV-8 WEFVBEDETYDT ITRAEAKNLETHVHSSAADSSSENQLSQENVNNEPEY . . ..o e iane e a AHLRSCONEDNAHTGGVLNGLDDCD
GHV-1 WEFVEDETYDTIRAEAKNLENHVHSNAADSPPETESPQENLNDPEV . . . ..ot e e e i ieenas AHLRSGONEDNTHTGGASNGIPDCD
EHV-1 WEFVEDETYDTTRARAKNLETHVPSSAAESSLENOSTOEESNSPEV. . . ov i e u v e et .. . . AHLRSVNSDDSTHTGGASNGIDDCD
EHV-4 WEFVENETYSS IRADAKELMLHSQSCTADSSOES TSMEKNNP I Y SEGSLMLNVQOHDDS THTEGMKNNEPVY SESLMLNVOHDDS IHTGGVLHGLPDCD
con WKFW--ETY-- IRA-AK-L--H--S--A-§——E-—--———--—— Er——mmmm e mmmmmmmmmmmmmm e D--HTGG- - -G-pOCD

Fonte: (TELFORD et al., 1998)



19

Figura 1- Sequéncia de aminodcidos alinhados contendo epitopos tipo especificos EHV-1 e EHV-4
proximos da regido terminal varidvel C da gG. A linha de consenso (con) demonstra
residuos idénticos

O herpesvirus equino tipo 1 é similar a outros herpesvirus em caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas. Sua estrutura gendbmica é composta de quatro segmentos: Uy,
Iz, Us e Tg, arranjados em duas formas isoméricas as quais exemplificam os herpesvirus de
classe D-tipo (ROIZMAN, 1982) similar ao genoma do virus PsR (STEVELY, 1977; BEN-PORAT
et al., 1979), VZV (DUMAS et al., 1981; STRAUS et al., 1982) e BHV-1 (MAYFIELD et al., 1983).
No genoma de HSV, entretanto, tanto a sequéncia U, quanto a Us sdo limitados por
repeticOes invertidas (tipo E), consequentemente, tanto o componente U, quanto o Us se
invertem relativamente ao outro, dando origem a quatro formas isoméricas do genoma

(HAYWARD et al., 1975; SKARE; SUMMERS, 1977).

O genoma do EHV-1 se mostrou uma molécula de DNA dupla fita com peso molecular
de 92 Md (O’CALLAGHAN et al., 1983; SOEHNER et al., 1965), densidade flutuante de 1,716
g/cm3 em CsCly— densidade flutuante é diferente de coeficiente de sedimentagdo —
(SOEHNER et al., 1965; O’CALLAGHAN et al., 1968), contetido de G + C de 56% (SOEHNER et
al.,, 1965; O’CALLAGHAN etl al., 1983) e temperatura de fusdo de 93°C (SOEHNER et al.,
1965). Topograficamente, o DNA viral consiste em quatro segmentos: uma regido longa
Unica (Uy; 71,6 md), repeticGes internas (lg; 6,4 md), uma regido curta Unica (Us; 6,5 md) e
repeticdes terminais (Tg; 6,4 md) (HENRY et al., 1981; WHALLEY et al., 1981; RUYECHAN et
al., 1982). Este arranjo permite que a molécula de DNA do EHV-1 exista em duas formas
isoméricas uma vez que a regidao Us pode inverter em relagdo a orientagdo da regido U,

(HENRY et al., 1981; RUYECHAN et al., 1982).

Estudos sobre a homologia genética entre o virus da pseudo raiva (PsR) e o
herpesvirus simples (HSV) relevaram cerca de 10% de homologia DNA-DNA (LUDWIG et al.,
1972) e uma colinearidade parcial indicando que ambos evoluiram de um ancestral comum
(BEN-PORAT et al., 1983; DAVISON; WILKIE, 1983). Esta afirmacdo tem base nos relatos de
reacOes antigénicas cruzadas entre diferentes herpesvirus (HONESS; WATSON, 1977). Os
herpesvirus equinos EHV-1, -2, -3 e -4 sdo morfologicamente indistinguiveis entre si e
similares aos herpesvirus de outras espécies. Seu tamanho varia de 150 a 190 nm, mas entre

150-170 nm é o mais frequentemente registrado (O’CALLAGHAN et al., 1978).
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A composicdo protéica do EHV-1 compreende seis polipeptideos arranjados para
formar uma subunidade 162, estrutura icosaédrica, formam o nucleocapsideo completo do
virus, de 100 nm de diametro, que envolve o conteddo de DNA no centro do virus
(O’CALLAGHAN et al., 1983). A proteina mais abundante do nucleocapsideo, a fosfoproteina
(VP9) de 140 Kd, estd presente em 800 cépias por virion e participa de mais de 65% da
massa total de proteina do capsideo viral (O’CALLAGHAN; RANDALL, 1976).

O capsideo destes virus possui diametro de 100 nm e consiste de 162 capsémeros
elongados, poligonais, concavos arranjados para formar um icosaedro que exibe simetria
dupla, tripla ou quintupla (DARLINGTON; RANDALL, 1963; DARLINGTON; JAMES, 1966;
ABODEELY et al., 1970; LUDWIG et al., 1971; O’CALLAGHAN et al., 1978; WHARTON et al.,
1981). O centro dos virions de EHV mostraram conter genoma viral de forma
significativamente resistente a DNAse (PERDUE et al., 1976) e que exibe as caracteristicas
morfolégicas de uma estrutura toroide (FURLONG et al., 1972; ROIZMAN & FURLONG, 1974;
NAZERIAN, 1974). Esta estrutura toroide elétron-densa no EHV tem um didmetro interno de
16 nm e o diametro externo de 64 nm e contém um cilindro central menos elétron-denso de
estrutura de barra (aproximadamente 13 nm de didmentro) ao redor do qual a molécula
linear de DNA viral esta disposta em vertentes com espacamento regular (PERDUE et al.,
1975, 1976; O’CALLAGHAN; RANDALL, 1976). A area entre o capsideo e o envelope dos
virions EHV aparece como camadas de material amorfo (tegumento) (ROIZMAN; FURLONG,
1974) e se mostrou de tamanho varidvel de acordo com a familia de herpesvirus bem como
entre os virions de EHV do mesmo tipo ou de tipos diferentes (ROIZMAN; FURLONG, 1974;
O’CALLAGHAN; RANDALL, 1976; SPEAR; ROIZMAN, 1980). O envelope é a membrana
exterior, de camada tripla que envolve o nucleocapsideo e é composto de uma camada
dupla lipidica e proteinas associadas (SPEAR; ROIZMAN, 1980). Contém lipideos,
glicoproteinas virais e fosfoproteinas e é derivado da membrana intranuclear da célula
infectada através do processo de brotamento dos nucleocapsideos maduros (DARLINGTON;
JAMES, 1966; ABODEELY et al., 1970; O'CALLAGHAN; RANDALL, 1976; O’CALLAGHAN et al.,
1978; WHARTON et al., 1981).

As glicoproteinas G (gG) das regides C-terminais do EHV-1 e do EHV-4 sdo
especificamente reconhecidas pelo soro de cavalos infectados com os respectivos virus

(CRABB; STUDDERT, 1993), e ensaios ELISA com regides tipo-especificas como antigenos
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podem distinguir sorologicamente infec¢Ges por estes virus (CRABB et al., 1995). Uma
modificacdo de um ELISA tipo-especifico para isolados do Japdo foi util para estudos
soroepizodticos e para o sorodiagndstico de infeccdes com ambos os tipos de EHV
(YASUNAGA et al., 1998). Este método ndo detectou nenhum anticorpo induzido por vacina
inativada contra o EHV-1 mas pode distinguir entre EHV-1 e EHV-4 cavalos vacinados e nao

vacinados (YASUNAGA et al., 2000).

Desde seu isolamento a partir de seus hospedeiros naturais (membros da familia
Equidae), os herpesvirus equinos tem sido inoculados em uma variedade de animais
experimentais. O cultivo de EHV-1 em cultura de tecidos foi primariamente relatada em
tecidos fetais de cavalo, gato e hamster por RANDALL et al. (1953, 1954). Resultados
variaveis foram obtidos das tentativas de propagar o EHV-1 em cultura de tecidos. Nao
houve proliferacdo em tecido renal bovino (HENSEL, DONATH, 1964). Woychiechowska
(1962) notou efeito citopatico (ECP) parcial em rim de macaco e nenhum efeito em rim de
coelho ou células da linhagem L (fibroblasto de camundongo). Em contraste, Plummer e
Waterson(1963) e Girardet al. (1963) registraram pronta proliferacdo em células renais de
coelho, enquanto Randall e Lawson (1962) adaptaram EHV-1 passado em Hela para crescer
em células da linhagem L. Burrows e Goodridge (1973) encontraram que a maioria das
linhagens de referéncia e fetais do virus produziam placas em rim de bezerro, testiculo de
bezerro, rim de cordeiro, rim embrionario de cobaia e células RK-13, enquanto a maioria das
linhagens isoladas do trato respiratério nao induziam placas em tais células. Variagdes na
morfologia da placa e caracteristicas de crescimento sdo marcadores Uteis para distinguir
entre as linhagens virais. Borgen (1970, 1972) diferenciou linhagens com base na producao
de placas na linha L de células murinas. Em um importante estudo, células equinas e suinas
se mostraram o sistema mais adaptado para isolamento, proliferacio e passagem de

linhagens do EHV-1 (KOCH, 1967).

Os ciclos replicativos dos herpesvirus equinos exibem diferengas em relagao a
guantidade de virions infecciosos produzidos, a duracdo do periodo de eclipse, e a
quantidade de virus liberada da célula. O EHV-1 se replica rapidamente a altos titulos virais
de 10’ UFP/mL a 10° UFP/mL. A quantidade de virus liberado varia de acordo com o tipo
celular (DARLINGTON; JAMES, 1966; O’CALLAGHAN et al., 1968; LAWRENCE, 1971; ALLEN;
BRYANS, 1974, 1976).
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InfeccGes com o herpesvirus equino (tipos 1-4) sdo caracterizadas pela formacdo de
corpusculos de inclusdo eosinofilicos tipicos, intranucleares (Cowdry tipo A) (McKERCHER,
1973; STTUDERT, 1974). Em infec¢des por EHV-1 os efeitos citopaticos se desenvolvem
rapidamente e sdo concomitantes com a aparicao de corpusculos de inclusdo, as células
cultivadas em monocamada perdem sua morfologia caracteristica, se tornando
arredondadas, agregadas e destacadas. Ambos os tipos formam sincicio bem como placas
sob a camada embora o tamanho das placas e o tempo necessdrio para sua formacgao variem

(PASCOE et al., 1969).

O EHV-1 se replica em uma etapa cinética (?) de crescimento in vivo no Hamster Sirio
(RANDALL; BRACKEN, 1957; O’'CALLAGHAN et al., 1972) e in vitro na linhagem celular L-M
(DARLINGTON; JAMES, 1966; O’CALLAGHAN et al., 1968). Shimizu et al. (1957, 1963)
relataram para cultivos em monocamada um periodo latente de 7 horas para o EHV-1. O
mesmo grupo (ISHIZAKI et al, 1962; ISHIZAKI; SHIMIZU, 1964) demonstrou por técnica de
imunofluorescéncia que durante o periodo latente do EHV-1 somente o antigeno soltuvel “S”
se desenvolveu no interior do nucleo e provavelmente seja codificado pelo DNA viral. Um
antigeno “V” associado a particula infecciosa viral poderia ser demonstrado no citoplasma a
hora 7 coincidindo com o primeiro aparecimento de virus associados a células; apds a
propagacdo através do citoplasma, pouca fluorescéncia ou infectividade permaneceu a hora

24 pos-infeccao.

Particulas defeituosas que interferem com a replicacdo de virus ndo-defeituosos
(padrdo) relacionados foram detectadas na maior parte dos sistemas virais animais (HUANG,
1973). A producdo de particulas defeituosas interferentes (DI) foi demonstrada durante
passagens de rotina de diversos herpesvirus incluindo o virus herpes simplex (BRONSON et
al., 1973; FRENKEL et al., 1975), virus da pseudoraiva (BEN-PORAT et al., 1974, 1975;
RUBINSTEIN; KAPLAN, 1975), herpesvirussaimiri (FLECKENSTEIN et al., 1975) e herpesvirus
equino tipo 1 (CAMBELL et al., 1976). EHV-1 é o Unico herpesvirus que demonstrou produzir
particulas DI in vivo (CAMBELL et al., 1976).

Tanto o EHV-1 quanto o EHV-4 mostram um padrao complexo e varidvel de produgao
de doenca no cavalo. Em quase todas as tentativas, feitas para estabelecer uma correlagdo

entre EHV-1 e EHV-4 (anteriormente classificados como tipos 1 e 2 do EHV-1) e uma
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entidade patoldgica especifica no cavalo, foram encontradas inconsisténcias. A primeira
observacdo relatada que indicava que poderiam haver maiores diferencas antigénicas entre
isolados clinicos de EHV-1 e EHV-4 foi feita em 1959 (SHIMIZU et al., 1959). Estes
investigadores registraram que um isolado de material fetal proveniente do Japdo (estirpe
45) diferia significativamente da estirpe Americana Ky-D através de testes de neutralizagdo
cruzada. Mais tarde, Burrows e Goodridge (1972) demonstraram alta correlagdo entre o tipo
antigénico e a origem anatomica dos isolados virais. Na maioria das instancias, virus isolados
de fetos abortados pertenciam a um tipo antigénico, EHV-1, (anteriormente subtipo 1),
enguanto isolados recuperados de infecgdes do trato respiratério se encaixavam num tipo
diferente, EHV-4, (anteriormente subtipo 2). Comparag¢des posteriores de isolados fetais e
neonatais com isolados de trato respiratério (EHV-4) por pesquisadores na Australia
(STUDDERT; BLACKNEY, 1979) e no Reino Unido (BURROWS; GOODRIDGE, 1975) revelaram
diferencas adicionais entre os dois grupos antigénicos do virus na sua gama de hospedeiros
de cultura de tecidos, medida de multiplicagdo e eliminagdo nasofaringea do cavalo,
capacidade de causar viremia e abortigenicidade. Embora as consistentes, mas leves,
diferengas entre os isolados de EHV-1 e EHV-4 (aproximadamente 4-8 vezes de diferenga nos
titulos de neutralizacdo cruzada) permitiram que fossem separados em dois tipos distintos
(anteriormente subtipos do EHV-1) em 1959, a magnitude das diferengas entre os dois tipos
nao foi plenamente reconhecida e gerou confusdes como isolados fetais eventualmente
classificados como subtipo 2 através de sorologia e ensaios de gama de hospedeiros, e
isolados caracterizados como subtipo 1 eram ocasionalmente recuperados da nasofaringe de
cavalos com infeccbes do trato respiratdrio. Devido a tais incertezas, a identificacdo
definitiva ndo foi possivel até 1981, quando seus DNAsgenO6micos foram comparados por
analise de endonucleases de restricdo (SABIN et al., 1981; STUDDERT et al., 1981; TURTINEN
et al., 1981). A andlise de DNA viral com enzimas de restricdo foi recentemente estabelecida
como uma poderosa ferramenta para investigar diversidade genética entre isolados de
espécies particulares de herpesvirus e para estudos epidemiolégicos (BUCHMAN et al., 1978;
LONSDALE et al., 1979; ALLEN et al., 1983; CHOWDRHURY et al., 1986). A aplicacdo desta
nova e altamente sensivel técnica de fingerprinting para isolados de EHV-1 representativos
dos dois subtipos do virus previamente revelaram um achado inesperado: a variedade das
diferencas genéticas entre os dois subtipos de EHV-1 era muito maior do que podia ser

previsto a partir de testes extensos de reatividade cruzada entre os dois grupos de virus. A
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falha em demonstrar qualquer padrao de clivagem da endonuclease de restrigdo comum aos
dois subtipos de EHV-1 imediatamente levaram a sugestdo feita por Studdertet al. (1981) de
que dois grupos de herpesvirus equinos classificados por muitos anos como subtipos do
EHV-1 deveriam agora ser tratados como agentes bioldgica, genética e taxonomicamente
distintos (EHV-1 & EHV-4) que retiveram um grande grau de relagdo imunoldgica durante

sua evolucgdo divergente a partir de um herpesvirus ancestral comum.

O aborto do feto equino devido a uma possivel infeccdo viral especifica foi
primeiramente descrito como uma entidade clinica por Dimock e Edwards (1932) e no
mesmo ano foi produzido em éguas através da inoculagdao de material proveniente de fetos
abortados. Estudos subsequentes estabeleceram a etiologia viral e definiram a manifestacdo
clinica e as lesGes patoldgicas definidas no potro abortado (DIMOCK; EDWARDS, 1933;
DIMOCK, 1940). Desde sua origem nos EUA a doenca tem sido relatada em diversos paises
em varias partes do mundo. Os virus isolados em muitas partes do mundo s3ao
antigenicamente muito similares ao virus originalmente isolado cerca de quatro décadas

antes a partir de fetos abortados no Kentucky (STUDDERT, 1974).

A infeccdo respiratéria associada ao virus do aborto equino (EAV) foi pela primeira
vez estudado experimentalmente por Dollet al. (1954). As evidéncias deste estudo
mostraram que o EAV era o agente etioldégico de uma doenca respiratdria epizodtica de
cavalos jovens. Dollet al. (1957) sugeriram que o agente primordialmente conhecido como
EAV deveria ser considerado como um virus respiratério devido as lesGes histoldgicas como
necrose epitelial e formacdo de trombos e petéquias no trato respiratdrio de cavalos jovens

e potros abortados. Portanto, o agente foi nomeado virus da rinopneumonite.

A epidemiologia da infecgao por EHV-1 se tornou mais complexa com o aparecimento
de sindromes diferentes da doenca respiratoria e do aborto. O EHV-1 foi isolado a partir do
material proveniente de 22 de 27 potros que morreram em uma fazenda durante um surto
de natimortos e morte perinatal (HARTLEY; DIXON, 1979). Além disso, houve um numero de
relatos de infecgdes por EHV-1 associadas a sindromes paraliticas. A ultima doenga é
geralmente esporadica, mas foram registrados surtos (SAXEGAARD, 1966; GREENWOOD;
SIMSON, 1980; CROWHURST et al.,, 1981; THEIN, 1981). Em ocorréncias naturais e

experimentais a prenhez se mostrou como um pré-requisito para a doenga neuroldgica
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(JACKSON; KENDRICK, 1971; LITTLEE; THORSON, 1976; JACKSON et al., 1977), mas diversos
trabalhos (DINTER; KLINGEBORN, 1976; THOMSON et al.,, 1979; PLATT et al., 1980;
CROWHURST et al., 1981; THEIN, 1981) demonstraram que a doenca também ocorre em
fémeas improdutivas, garanhdes, castrados e potros.Nugentet al. (2006) encontraram uma

associagao significativa da mutagao na ORF30 com surtos de doengas neuroldgicas.

Como ocorre com todos os herpesvirus, assume-se que tanto o EHV-1 quanto o EHV-
4 estabelecem infecgBes latentes persistentes e vitalicias. Experimentalmente, ambos os
virus podem ser reativados com altas e prolongadas doses de corticosterdides e leve trauma
nasal (EDINGTON et al.,, 1985; BROWNING et al., 1988). A reativacdo do EHV-4 latente
provavelmente causa doencga recorrente acompanhada de dispersdo viral e a oportunidade
de transmissdo para outros animais, direta ou indiretamente. Usualmente, cada geragao de
potros nascida em uma fazenda é acompanhada de uma rodada de doenca respiratoria
causada por EHV-4 (rinopneumonite). A reativacdo do EHV-1 latente no cavalo pode causar
doenca respiratéria branda e transmissdo para os outros animais contactantes. Se o virus é
reativado em uma fémea prenhe sem histdrico de aborto, ela pode vir a abortar em
decorréncia desta reativacdo. O abortamento de um feto (feto, membranas e fluidos fetais)
infectado por EHV-1 proporciona um alto risco de infeccdo para fémeas contactantes. E
assim que se forma o cendrio para um surto de abortamentos onde até 80% de fémeas
infectadas desta forma podem abortar em 3 semanas a partir do primeiro caso. Onde ha
ocorréncia de abortamento, o caso pioneiropode ter pelo menos trés origens: 1) uma fémea
portadora que dissemina o virus apds reativacdo a partir somente do trato respiratdrio; 2)
uma fémea que aborta um feto; ou 3)uma fémea que inicialmente dissemina o EHV-1 pelo
trato respiratério e em seguida aborta. Aparentemente as fémeas abortam por EHV-1
apenas uma vez. Seguindo o primeiro caso de abortamento, o virus é transmitido
eficientemente de forma horizontal para outras fémeas contactantes (CAMPBELL;

STUDDERT, 1983; ALLEN; BRYANS, 1986; STUDDERT et al., 1992).

A doenca nervosa associada a infeccdo por EHV-1 foi relatada com aumento da
frequéncia em 20 anos (SAXEGAARD, 1966; BITSCH; DAM, 1971; CHARLTON et al., 1976;
DINTER; KINGEBORN, 1976; LITTLE; THORSON, 1976; THEIN, 1979; GREENWOOD; SIMSON,
1980; CROWHURST et al., 1981; THEIN, 1981). Surtos naturais de doenca nervosa por EHV-1

sdo geralmente associados a abortos e/ou doenga respiratdria, mas este ndo é o caso
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invariavelmente; houve relatos de doenga nervosa por EHV-1 sem aborto concorrente ou
doenca respiratéria (DINTER; KLINGEBORN, 1976; THEIN, 1981). Estudos epizootioldgicos
moleculares feitos por analise de endonuclease de restrigdo revelaram que estirpes de EHV-
4 raramente sdo causa de abortos equinos e nunca foram associadas a surto de multiplo
caso de aborto, mortalidade perinatal ou casos de doenga do sistema nervoso central
relacionada ao EHV-1. Reciprocamente, epizootias evidentes de doenca do trato respiratorio
por EHV-1 em cavalos jovens, embora geralmente resultado de infec¢gao por EHV-4
(anteriormente subtipo 2 do EHV-1), podem ocasionalmente ser causadas por EHV-1

(anteriormente subtipo 1 do EHV-1), também.

Embora o hospedeiro natural de infec¢des por EHV-1 seja o cavalo, ha relatos de
jumentos susceptiveis ao EHV-1 (HENNING, 1946; MATUMOTO et al., 1965). Bovinos, ovinos
e suinos sdo improvaveis de serem portadores (SHIMIZU et al., 1963). Entretanto, Crandellet
al. (1978) caracterizaram com base em sorologia e infeccdo experimental em pbneis um

isolado de EHV-1 proveniente de feto bovino.

Os mapas de clivagem da enzima de restricdo foram construidos para os genomas de
duas estirpes de EHV-1, a estirpe de célula de camundongo adaptada L-M de alta passagem
(HENRY et al., 1981), e a estirpe HVS-25, isolado de campo de baixa passagem em cultura de
tecido (WHALLEY et al., 1981). Diferencas significativas entre as duas estirpes de EHV-1 sdo
evidentes na distribuicdo dos sitios de clivagem da enzima de restricdo dentro do DNA viral.
Tais diferengas levantaram a questdo sobre o efeito da passagem multipla serial do EHV-1

em cultura de células ou animais de laboratdrio na estabilidade do genoma viral.

Passagens multiplas de EHV-1 em linhagens celulares derivadas de diversas espécies
ndo equinas (p. e. camundongo, macaco, coelho, hamster) ou em hamster sirio rapidamente
deu origem a perda ou ao ganho de sitios de clivagem de restricdo. As alteragcdes nos
padrdes de restricdo do DNA de diversas estirpes de EHV-1 vacinais atenuadas sao sem
duvida o resultado do alto nimero de passagens laboratoriais em linhagens celulares nado

equinas (ALLEN et al., 1983).

Um segundo tipo de passagem induziu variagdo genodnica do EHV-1 consistindo em
alteragdes menores de tamanho, e, portanto, de mobilidade eletroforética dos fragmentos

selecionados da enzima de restricdo. Este tipo de variacdo aparentemente foi o resultado de
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alteragdes nas freqliénciasde copias de sequencias repetitivas de DNA curto ocorrendo em
regioes restritas do genoma do herpesvirus (UMENE et al., 1983; HAMMERSCHMIDT et al.,
1986). Entretanto, a uniformidade das impressdes de DNA do EHV-1 durante mdltiplas
passagens em linhagens celulares equinas fazem a andlise de endonuclease de restricdo uma

ferramenta valiosa para diferenciagao destas estirpes virais.

Isolados de EHV-1 foram subdivididos em 16 estirpes genéticas através das
impressdes de DNA. Dois dos tipos eletroforéticos isolados de fetos abortados foram
identificados como estirpe vacinal de EHV-1 vivo modificado. Somente 14% do numero total
de sitios de clivagem reconhecidos por cinco enzimas de restricdo foram variaveis entre 235
isolados de campo de EHV-1 de origem nado-vacinal. Este fato juntamente com a observagao
de que 67% das epizootias de aborto por EHV-1 sdo causadas por isolados de EHV-1 que ndo
podem ser diferenciados por andlise de restricdo (ALLEN et al., 1983) indicam que as estirpes
de EHV-1 ndo exibem a variabilidade extensa observada entre os isolados de herpesvirus
humanos (ROIZMAN; BUCHMAN, 1979). Uma diversidade mais extensa nos padrées de
impressao de DNA foi observada entre os isolados de EHV-4 nos quais 13 distintos padroes
de DNA se revelaram entre 21 isolados epizootioldgicos ndo relacionados (ALLEN et al.,

1983).

Allen e Turtinen(1982) investigaram a relacdo entre os genomas dos EHV-1, -2 e -4.
Os resultados mostraram que o DNA do EHV-2 ndo compartilha homologiacom os EHV-1 e -4

e vice-versa.

A analise da distribuicdo de sequéncias relacionadas no genoma de diferentes
herpesvivurs pela técnica de hibridizacdo Southern blot indica que embora a histdria
evoluciondria separada estes virus evoluiram a partir de um ancestral comum (BEN-PORAT

et al., 1983; DAVISON; WILKIE, 1983).

Os genomas dos HSV-1 e -2 sdo colineares e compartilham homologia extensiva em
aproximadamende 50% de suas sequencias (LUDWIG et al., 1972; DAVISON; WILKIE, 1983).
Os genomas do EHV-1 e do VZV sdo colineares com certos arranjos gendmicos isoméricos do
HSV (DAVISON; WILKIE, 1983). Aproximadamente 7-8% das sequéncias do virus PsR sdo
compartilhadas com o DNA dos HSV-1 e -2 (LUDWIG, 1972) e as regides homdlogas sdo
distribuidas por todo o genoma do virus PsR (RAND; BEN-PORAT, 1980). O genoma do virus

PsR é essencialmente colinear com arranjos especificos do genoma do HSV exceto a regido
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das unidades 0,1 a 0,4 do genoma fracional, aparentemente invertidas (DAVISON; WILKIE,
1983). A comparacdo entre o tipo D de herpesvirus animais revelaram 8% de sequencias
homadlogas no DNA do virus PsR e BHV-1 (BUSH; PRITCHELL, 1985). Entretanto, o EHV-1 ndo

foi comparado com outros herpesvirus animais tipo D em respeito a homologia de DNA.

Do ponto de vista da infecgao em inicio, variante viral, tropismo tecidual e imunidade
provocada do animal, os polipeptideos presentes no envelope viral sdo as proteinas mais
importantes do EHV-1. Estes sdao também os antigenos que imunizam o cavalo contra a
infeccdo viral e servem como antigenos-alvo contra os quais a resposta imune do hospedeiro
é direcionada (PAPP-VID; DERBYSHIRE, 1978, 1979). Uma analise compreensiva das
proteinas do envelope do EHV-1 e -4 (TURTINEN; ALLEN, 1982; TURTINEN, 1983) revelaram
gue cerca de 12polipeptideos diferentes (6 maiores e 6 menores) estdo localizados dentro

do envelope para os dois grupos virais.

Os polipeptideos estruturais de isolados ndo relacionados epizootiologicamente ou
geneticamente distintos de EHV-1 exibem uma notdvel homogeneidade em seus perfis
eletroforéticos em gel de acrilamida. Entretanto quando proteinas de EHV-1 e -4 sdo
comparadas, sdo detectadas diferencas maiores (TURTINEN; ALLEN, 1982; TURTINEN, 1983).
Tais diferencas ndo foram relacionadas a variagdo na mobilidade eletroforética de

grlicoproteinas de envelope e proteinas ndo-glicosiladas estruturais.

Os antigenos individuais do EHV-1 que provocam a formagao do anticorpo especifico
para o virus tanto no cavalo quando no coelho de laboratdrio, foram identificados e
caracterizados (TURTINEN, 1983; TURTINEN et al., 1985). O soro convalescente de animais
recuperados de infecgOes respiratdrias por EHV-1 continham anticorpos reativos com 5 das 6
glicoproteinas maiores do virus (VGP1, 10, 13, 14 e 22a) além da proteina de capsideo maior
(VP9). Foi demonstrada também uma imunorreatividade similar no soro produzido contra o
EHV-1 para as proteinas VGP2, 10, 13 e 14 do EHV-4. A reagdao de imunoblotting com soro
hiperimune de coelho com nove isolados de EHV-1 ndo relacionadosentre si mostrou quatro
glicoproteinas que geram reagdo cruzada sorologicamente entre EHV-1 e -4 (VGP2, 10, 13 e
14). As glicoproteinas VGP2, 10, 13 e 14 parecem ser os antigenos mais imunogénicos em
cavalos e coelhos, enquanto VGP2 e 14 foram os antigenos que geraram mais reacao

cruzada nestes dois grupos de herpesvirus equino.
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1.2 SORODIAGNOSTICO DOS HERPESVIRUS

Para diagnosticar a presenca de anticorpos contra os herpesvirus, pode-se lancgar
mao de testes imunoldgicos, como o ELISA (teste de ligacdo primaria), a soroneutralizagdo e

a fixacdo de complemento (testes de ligacdo secundaria).

O teste de ELISA indireto consiste em revestir o fundo de placas de poliestireno com
o antigeno (a particula viral a qual o anticorpo se liga preferencialmente). Adiciona-se aos
pogos o soro a ser testado: se houver anticorpos, havera ligacdao. Segue-se a este passo a
adicao de anticorpos marcados com enzima contra particulas conhecidas do anticorpo que

deve estar presente no soro testado e entdo a reacdo é revelada, como indica a figura 2.

Antigen
- -olared
L OIFc I L ¥
Frimary antibody
Cenjugalad
Sacandary
antibody

Figura 2- llustragcdo do principio da técnica de ELISA indireto. O anticorpo primario é a variavel do sistema;
em sua presenga ha ligagdo do anticorpo secundario e posterior geragdo de sinal revelando a
positividade no teste

> b

Fonte: www.abcam.com

O teste de soroneutralizacdo consiste em adicionar ao soro testado, virus com titulo
conhecido. Adiciona-se entdo células de cultivo em concentracdo conhecida e o resultado da
reacdo advém da presenca ou nao de efeito citopatico. Se houver ligacdo anticorpos-virus, as
células nada sofrerdo. Se o soro testado ndo contiver os anticorpos procurados, os virus

ficam livres e atacam as células, gerando o efeito citopatico, como indica a figura 3.
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Figura3- Esquema ilustrativo da reagdo de soroneutralizagdo viral. A presenga de anticorpos especificos
contra o virus adicionado a reacdo impede a geracao de efeito citopdtico no cultivo celular

O teste de fixacdo de complemento utiliza um sistema hemolitico como revelador da

reacdo de ligacdo antigeno-anticorpo, de acordo com a figura 3.
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Complement Fixation Test

Serum wﬁh Serum without
N antibodies antibodies
| [
AN % N
Antigen hinds Unboumnd
&* & | vith antibodies > & Antlgen
| ? |'; &
Complement 2 Unbowml
.’lf s 2 bintk: with *° ¢ complement
? | Agil complex o &
Hemohrsin Hemolysin
Sensttized red m Sensitized
blood cells RBCs serve
serve as an indicator w &% an
indicator

¢ @<

RBCs settle into RBCs hWsed Iy
a pellet uirbound
complement
no lysis hysis
Reactive Monreactive

Fonte: Texas Department of State Health.

Figura 4 - llustracdo do principio da técnica de Fixacdo de Complemento. A presenga, no soro testado, do
anticorpo contra o virus conhecido, consome o complemento adicionado a reagdo mantendo as
células sanguineas intactas

O conhecimento da extensa reatividade cruzada entre os dois subtipos de EHV-1 e o
fato de que repetidas infeccdes respiratérias pelo EHV-4 em cavalos podem resultar no
desenvolvimento de um nivel significativo de imunidade a infecgGes com o virus EHV-1
abortigénico é compativel com uma observacdo epizootiolégica precoce de abortos por EHV-
1 de que os surtos mais sérios de abortamento ocorreram em fazendas que estiveram livres

de doencas do trato respiratdrio em animais jovens por diversos anos (DOLL; BRYANS, 1963).

Testes soroldgicos realizados para evidenciar a presenca de anticorpos contra o EHV-
1 e o EHV-4 tém demonstrado que esses virus estdo disseminados em todos os paises do

mundo (MATUMOTO et al., 1965) incluindo Australia (BAGUST; PASCOE, 1968; DUXBURY;
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OXER, 1968; STUDDERT et al., 1970; GILKERSON et al., 1994, 1999b; CRABB et al., 1995),
Japdo (KAWAKAMI et al., 1962), Reino Unido (POWELL et al., 1976), Nova Zelandia (JOLLY et
al., 1986), Canadad (CARMAN et al.,, 1997), EUA (DOLL; BRYANS, 1963; MUMFORD et al.,
1998) e China (MASON et al., 1989). A categoria da populagdo eqgliina mais susceptivel a
doenga respiratéria causada pelo EHV-1 e pelo EHV-4 é a de potros, mais notadamente ao
desmame (BRYANS, 1981). Entretanto, estudos epidemioldgicos focados em animais com
mais de 12 meses de idade (DOLL; BRYANS, 1963; TURNER et al., 1970; BAGUST et al., 1972)
e em diversos casos a exposicdo ao EHV-1 e ao EHV-4 ndo era diferenciada pelos testes
soroldgicos tradicionais, como por exemplo, a fixacdo de complemento e a soroneutralizacdo

devido a reagdes cruzadas de antigenicidade.

Ambos 0s virus possuem ampla distribuicdo e possuem importancia econémica
consideravel para a industria da equinocultura. Uma vez que os anticorpos policlonais ao
EHV-1 e ao EHV-4 possuem altas taxas de reagdo cruzada, determinagdes soroldgicas da
infeccdo causada por qualquer um dos dois tipos virais tem sido dificil. A maioria dos animais
recuperados clinicamente se mantém infectados para o resto da vida. Os animais podem se
tornar portadores crénicos da doenca, disseminando o virus. As vacinas disponiveis
atualmente proporcionam um meio de restringir a disseminacdo do virus. Entretanto, ndo
proporcionam protecdo total, portanto pode se valer de métodos diagndsticos para
identificar e isolar animais infectados.

Foi desenvolvido um teste ELISA capaz de distinguir animais infectados por EHV-1,
EHV-4 e ambos (CRABB et al., 1995), conforme a figura 5. Utilizando este teste em uma
ampla pesquisa soroepidemioldgica, Crabbe Studdert (1993) mostraram que apenas 9% dos
soros testados foram positivos para o EHV-1, enquanto todos os soros testados foram
positivos para o EHV-4. Os soros eram provenientes de animais Autralianos Puros escolhidos
randomicamente obtidos entre 1967 e 1974, anterior ao primeiro caso de abortamento
confirmado na Australia em 1977. Mais recentemente, a prevaléncia do anticorpo especifico
ao EHV-1 em uma amostragem randdémica de 97 cavalos Australianos Puros foi de 30%
(CRABB et al., 1994) enquanto a prevaléncia de anticorpos especificos ao EHV-4 nestes

cavalos foi de 100%.
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J Legenda
@-= antigeno EHV-1
= antigeno EHV-4
A = anticorpo
pesquisado
\= anticorpo
AAAAAAAA AAAAAAAAJ marcado
AA
ARAAAAAAAMAARAAA
Figura5- llustracdo do kit de ELISA utilizado para detectar simultaneamente EHV-1 e EHV-4, utilizando em

espacos adjacentes regides que diferenciam os dois tipos virais como antigenos
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1.3 HERPESVIRUS EQUINO NO BRASIL

Uma vez que o agronegécio ligado a cavalos emprega mais de 1 milhdo de pessoas no
Brasil, distribuidas em mais de 120 atividades que variam desde a confecgdao de selas até o
turismo equestre, reconhece-se a importancia de estudar doengas que possam de alguma

forma afetar este panorama.

No Brasil, o primeiro relato de doenca relacionada ao EHV foi feito por Corréa e
Nilsson(1964), com a identificacdo de inclusdes de particulas virais em hepatdcitos de fetos
equinos abortados, provenientes da regido de Campinas — SP, em propriedades com

historico prévio de sintomatologia respiratéria.

As vacinas disponiveis no Brasil sdo compostas de virus morto, contendo tanto EHV-1
quanto EHV-4. O esquema de vacinagao proposto é de dose dupla inicial em intervalo de 1
més, sendo repetida anual ou semestralmente, para animais adultos. Para potros, o
esquema vacinal sugerido é de 1 dose aos 4 meses e refor¢o 30 dias depois, seguindo o
esquema vacinal para adultos a partir de entdo. Para fémeas adultas vacinadas, propde-se
que seja feita aplicacdo no quinto, sétimo e nono meses de gestacdo, de acordo com as

informacgdes fornecidas pelos fabricantes.

Atualmente, o diagndstico laboratorial dos EHVs em nosso pais é feito por meio do
isolamento e identificacdo viral e por testes soroldgicos com anticorpos policlonais (KOTAIT
et al.,, 1989; MODOLO et al.,, 1989; WEIBLEN et al., 1994). No entanto, as provas de
sorodiagndstico empregadas rotineiramente, como a fixacdo de complemento e a
soroneutralizagao viral, sdao ineficientes na diferenciacao dos tipos 1 e 4 do EHV devido as
reacOes cruzadas, fato que compromete a interpretacdo dos resultados de levantamentos

epidemioldgicos (ALLEN; BRYANS, 1986; CRABB; STUDDERT, 1993).

No Brasil, foi relatado isolamento de EHV-1 de caso de doenca neurolégica (LARA et
al., 2008) e de abortamento ou mortalidade perinatal (REINER et al., 1972; CUNHA et al.,
1993; WEIBLEN et al., 1994; CARVALHO et al., 2000; CARVALHO et al., 2004).

Através de PCR e sequenciamento, a deteccdo do EHV-1 de caso de doenca

neurolégica no Brasil foi realizada por Costaet al., 2006.
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Levantamentos soroldgicos realizados no Brasil empregando o EHV-1 como antigeno,
revelam diferentes porcentagens de animais sororreatores (Quadro 2). Vale ressaltar que a
maioria destes trabalhos foi realizada com bancos de conveniéncia, excetuando os estudos
de Heinemann (2002) e Cunha (2009), os quais empregaram amostragem a fim de estimar a

prevaléncia da infecgao.

Autores | Amostras Teste’ . Antigeno % d.e. N Localidade
sorolégico positivos
FERNANDES (1988) | BC FC EHV-1 67,2 586 SP
MODOLO et al. BC FC EHV-1 17,6 250 SP (Noroeste)
(1989)
KOTAIT et al. - SN EHV-1 13,5 1.178 |SP
(1989a)
KOTAIT et al. - SN EHV-1 24,3 (1986) - SP (Ribeirdo Preto)
(1989b) SN 50,0 (1987) - SP (Ribeirdo Preto)
SN 70,0 (1988) — SP (Ribeirdo Preto)
SN 40,0 (1989) — SP (Ribeirdo Preto)
VASCONCELLOS BC FC EHV-1 88,14 59* SP
(1992) FC 67,3 52*%* | Sp
GAMA (1992) BC FC EHV-1 55,0 300 SP
IP 92,0 300 SP
IFI 92,0 300 SP
SN 92,3 300 SP
DIAS (2000) BC EHV-1 PA
EHV-4
CUNHA et al. - SN EHV-1 27,2 1.341 |SP (noroeste)
(2002)
HEINEMANN et DE SN EHV-1 17,71 96 PA (Uruara)
al. (2002)
LARA, et al. BC SN EHV-1 14,3 70 PR
(2003a)
LARA, et al. BC SN EHV-1 33,4 659 SP
(2003b)
CUNHA et al. BC SN EHV-1 22,7 174 RO
(2005)
LARA, et al. BC SN EHV-1 4,1 97 PR
(2006)
DIEL et al. (2006) |BC SN EHV-1 4,5 1506 RS
CUNHA et al. DE SN EHV-1 26,0 163 SP (sul)
(2009)

BC = Banco de Conveniéncia; DE = Delineamento Experimental; FC = Fixacdo de
Complemento; SN = Soroneutralizacdo.

*histérico de abortamento

**sem histérico de abortamento

Quadro 2 - Histérico de Pesquisa de Anticorpos contraHerpesvirus no Brasil
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Até o presente somente um estudo relata a pesquisa de anticorpos especificos contra

o EHV-4, realizado no Para (DIAS, 2000).

Vale ressaltar que todos os demais levantamentos soroldgicos realizados no Brasil
empregaram as técnicas de fixagdo de complemento ou de soroneutralizagao, as quais nao

permitem diferenciar os dois tipos de EHV.
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2 OBIJETIVOS

Face a inexisténcia, na literatura consultada, de informac¢Ges sobre a ocorréncia de
anticorpos contra o EHV-1 e o EHV-4 em equinos do Estado de Sao Paulo, foi delineado o

presente estudo, visando:

v’ Pesquisar, através da técnica de iELISAgG, a ocorréncia de anticorpos contra o EHV-1
e o EHV-4 em equinos,vacinados e ndo vacinados, assintomaticos,de propriedades do

Estado de S3o Paulo assintomaticos;

v" Comparar os resultados obtidos pela técnica de iELISAgG com aqueles obtidos pela

técnica convencional de soroneutralizagdo em cultivo celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

Animais Estudados
Foram estudados os soros de 512equideos de propriedades do Estado de Sao Paulo,

provenientes de banco de soros, de acordo com o quadro 3.

Mesorregiao Municipio N2 de Animais Status Vacinal
Aracatuba Lavinia 54 NV
Bauru Agudos 25 NV
Aguas de Linddia 25 NV
. Amparo 42 \Y,
Campinas
Campinas 20 \"
Pirassununga 59 NV
Apiai 22 NV
o Capao Bonito 59 NV
[tapetininga
Cesaério Lange 13 NV
Iporanga 25 NV
Barra do Turvo 27 NV
Eldorado 6 NV
. Miracatu 1 NV
Litoral Sul
Pariquera-Acu 8 NV
Pedro de Toledo 4 NV
Sete Barras 10 NV
] ] Ibilna 5 \Y
Macro Metropolitana Paulista
Itu 25 \
. N Cotia 16 Vv
Metropolitana de S3ao Paulo
Mairipora 8 NV
. Colina 31 NV
Ribeirdo Preto
Orlandia 27 Vv
Total 512 V=160 / NV=352

NV = Nao Vacinados; V = Vacinados

Quadro 3-Relagdo dos Animais Estudados, Classificados de Acordo com os Municipios
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Destes animais, foram colhidas informagGes como: espécie, idade e sexo.

Obtencdo dos Soros

Dos animais estudados foram obtidas, por puncdo em sistema de colheita a vacuo
(BD) da veia jugular externa, amostras de 10,0 mL de sangue sem anticoagulante. Em
seguida, as amostras de soro foram separadas pela centrifugacao a 260 g por 15 minutos em
centrifuga Eppendorf e armazenadas em tubos de polipropileno de 1,5 mL a -20°C até a

realizagao das provas de soroneutralizagdo viral ou iELISAgG.

Pesquisa de Anticorpos Séricos para o EHV pela Técnica de Soroneutralizagdo

A detecgdo de anticorpos contra o EHV foi realizada utilizando a microtécnica de

soroneutralizacdo, segundo metodologia publicada por Kotaitet al. (1989) e descrita a seguir:

» Depositar 25 pL de meio MEM em cada um dos 96 pocos de uma placa 8 X 12 de

poliestireno de fundo plano;
» Depositar 10 plL de soro ndo reagente no poco A6;
» Depositar 10 L de soro reagente no pogo A7;
» Depositar 10 pL de cada soro a ser testado nos pocos A8, A9, A10, All e Al12;

» Diluir os soros, passando 25 plL da solugdo formada para os pocos da linha B, desta

para a C e assim sucessivamente, retirando 25 pL da linha G e descartando;
» Diluir o virus de acordo com a titulagdo:

» A solugdo que contém 100 doses de virus é colocada na coluna 2 e em todas as

outras colunas de soros a serem testados;
» A solugdo que contém 10 doses é colocada em toda a coluna 3;

» A solugdo que contém 1 dose é colocada em toda a coluna 4;
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» Asolucdo que contém 0,1 dose é colocada em toda a coluna 5;
» Incubar em estufa a 37°C por 1 hora;

» Adicionar, em cada orificio, 200 puL de suspensdo de células VERO, contendo

aproximadamente 100.000 — 200.000 células;
» Incubar em estufa a 37°C por 72 horas;
» Proceder a leitura em microscépio 6ptico;

» A presenca de efeito citopatico indica soro ndo reagente e a auséncia do efeito indica
soro reagente (os anticorpos presentes foram capazes de neutralizar a agao do virus

sobre as células).

Os titulos dos soros sanguineos (expressos em logl0) foram considerados positivos a

partir da menor diluigdo (maior ou igual a 4) capaz de inibir 100% do efeito citopatico.

Pesquisa de Anticorpos Séricos para o EHV pela Técnica de iELISAgG

Para a deteccgdo e diferenciacdo dos anticorpos contra o EHV-1 e o EHV-4 foi utilizado
o kit comercial SVANOVIR EHV % Ab (SvanovaBiotech AB), com antigeno recombinante
da regido variavel C terminal da glicoproteina G (gG) do EHV-1 e do EHV-4, de acordo

com 0s passos descritos a seguir:

» Todos os reagentes devem estar a temperatura ambiente antes do uso. Dar a

cada faixa da placa um numero;
» Pré-diluir as amostras de soro a 1/100 com tampao de diluigdo de amostra;

» Adicionar 100 de Solucdo Controle Positivo e 100 puL de Solucdo Controle
Negativo aos orificios selecionados. Para fins de confirmacgao, recomenda-se que

as solugdes-controle sejam utilizadas em duplicata;

» Adicionar 100 pL da amostra de soro pré-diluida a cada orificio;
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» Selar as faixas e incubar por 2 horas a temperatura ambiente sob agitagao;

» Lavar as placas 4 vezes com Tampdo PBS-Tween: a cada ciclo de lavagem,
preencher os orificios, esvaziar a placa e bater contra a bancada para eliminar

todos os resquicios de fluido;
» Adicionar 100 pL de conjugado HRP diluido a cada orificio;
» Incubar a placa por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo;

» Llavar as placas 4 vezes com Tampdo PBS-Tween: a cada ciclo de lavagem,
preencher os orificios, esvaziar a placa e bater contra a bancada para eliminar

todos os resquicios de fluido;

» Adicionar 100 pL de Solugdo Substrato a cada orificio. Incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Iniciar a contagem do tempo ao preencher o primeiro
orificio;

» Interromper a reacdo ao adicionar 50 pL de Solucdo Stop a cada orificio. Adicionar

a Solugao Stop na mesma ordem que a Solugao Substrato;

Medir a Densidade Optica (OD) dos controles e das amostras a 450 nm em
espectrofotdmetro Multiskan, Titertek (utilizar ar como branco). Medir a OD em 15 minutos

apos a adicdo da Solucdo Stop para prevenir a variacao dos valores de OD.

Analise dos Resultados
Infecgdes pelo EHV-1 e EHV-4
As infecgbes por EHV-1 e EHV-4, diagnosticadas pelas técnicas de iELISA gG e

Soroneutralizacdo foram analisadas em relacdo a localizacdo da propriedade e raca, sexo,

idade e uso dos animais.

Comparacdo das técnicas de iELISAgG e Soroneutralizacdo na Pesquisa de Anticorpos

Séricos para o EHV
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As reagdes de iELISA gG e Soroneutralizagdo na pesquisa de anticorpos séricos para o
EHV foram comparadas pela sua concordancia, co-positividade e co-negatividade

(THRUSFIELD, 1990).
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4 RESULTADOS

Foram estudados os soros de 512 equideos, vacinados e ndo vacinados, assintomaticos,

de acordo com o listado no quadro 3.

Os resultados gerais obtidos na avaliacdo soroldgica estdo dispostos na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados Gerais

ELISA
SN
EHV-1 EHV-4 EHV-1 + EHV-4
40,03% 0,59% 67,77% 21,09%

(205/512) | (3/512) | (347/512) (108/512)

Os resultados obtidos da avaliagdao soroldgica, separando os animais por status

vacinal, estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados de acordo com o status vacinal

ELISA

Status Vacinal SN
EHV-1 EHV-4 EHV-1 +EHV-4
0,63% 70%

Vacinados 48,75% (78/160) 23,13% (37/160)
(1/160) (112/160)
19,6%
N3o vacinados | 36,07%(127/352) | 1,14% (4/352) | 67,33% (237/352) /
(69/352)

Os resultados obtidos na avaliagao soroldgica, agrupados segundo a faixa etdria e o

sexo, estao dispostos na tabela 3.



Tabela 3 - Resultados de acordo com faixa etaria, sexo e status vacinal
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ELISA
Grupo Status Vacinal SN
EHV-1 EHV-4 EHV-1 + EHV-4
\Y 10,52% (2/19) 0(0/19) 89,47% (17/19) 0(0/19)
Potros Desmamados
NV 5%(1/20) 0(0/20) 50%(10/20) 10%(2/20)
\Y 20%(4/20) 0(0/20) 65% (13/20) 0(0/20)
Potros Lactentes
NV 28,57% (4/14) 7,14% (1/14) | 71,43% (10/14) 14,28% (2/14)
\Y 80,95% (17/21) | 4,76% (1/21) | 76,19% (16/21) 14,28% (3/21)
Potro de Sobreano
NV 0(0/9) 0(0/9) 66,67%(6/9) 22,22% (2/9)
\Y 53,33% (32/60) 0(0/60) 66,67% (40/60) 33,33% (20/60)
Egua Adulta
NV 46,23% (43/93) 0(0/93) 76,34% (71/93) 23,65% (22/93)
\Y 73,07% (19/26) 0(0/26) 53,85% (14/26) 42,3% (11/26)
Cavalo Adulto 0
NV 32,71% (35/107) 73,83% (79/107) | 24,29% (26/107)
(0/107)
Vv 28,57% (4/14) 0(0/14) 78,57% (11/14) | 21,42% (3/14)
Cavalo Jovem
NV 34,38% (10/29) 0(0/29) 65,52% (19/29) 31,03% (9/29)
24% 64% 24%
Muares NV 4%(1/25)
(6/25) (16/25) (6/25)
Asininos NV 50,9% (28/55) | 1,82% (1/55) | 45,45% (25/55) 1,82% (1/55)

Os resultados provenientes da avaliacao soroldgica, de acordo com a cidade e o status

vacinal, estdo dispostos na tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados de acordo com a localizagdo geografica e status vacinal

Mesorregido Cidade Status ELISA
i i
Vacinal SN EHV-1 +
EHV-1 EHV-4 EHV-4
Aracatuba Lavinia NV 25,92% 0 68,52% 31,48%
(14/54) (0/54) (37/54) (17/54)
Bauru Agudos NV o 0 60% 0
28% (7/25) (0/25) (15/25) 32% (8/25)
Aguas de
e NV 40% 0 56% 44%
Linddia (10/25) (0/25) (14/25) (11/25)
Campinas Ambaro v 21,42% 0 71,43% 14,28%
P P (9/42) (0/42) (30/42) (6/42)
Campinas v 90% 0 50% 50%
P (18/20) (0/20) (10/20) (10/20)
Pirassununga NV 46,76% 1,69% 52,54% 6,78%
& (27/59) (1/59) (31/59) (4/59)
Apiai NV 0 81,82% 18,18%
00722) 1 (520) | (18/22) (4/22)
Cap3o Bonito NV 35,59% 0 81,36% 15,25%
Itapetininga P (21/59) (0/59) (48/59) (9/59)
Cesario Lange NV 38,46% 0 84,62% 15,38%
& (5/13) (0/13) (11/13) (2/13)
()
Iporanga NV 32% (8/25) | 4% (1/25) (16;_3;’5) 20% (5/25)
Barra do Turvo NV 22,22% 7,41% 70,37% 14,81%
(6/27) (2/27) (19/27) (4/27)
0 83,33% 16,66%
Eldorado NV 50% (3/6 ! !
B0 | e | (s/8) (1/6)
0 0
1 1 0, ()
Litoral Sul Miracatu NV 100% (1/1) (0/1) 100% (1/1) (0/1)
Pariquera-Agu NV 62,5% (5/8) (0(/)8) 87,5% (7/8) | 12,5% (1/8)
Pedro de NV 25% 0 50% 50%
Toledo (1/4) (0/4) (2/4) (2/4)
Sete Barras NV 50% (4/10) (0710) 60% (6/10) | 10% (1/10)
M . Ibiuna \Y o 0 0
acro Metropolitana 20% (1/5) (0/5) 100% (5/5) 0(0/5)
Paulista 0 4%
0, ° 0,
Itu Vv 32% (8/25) (0/25) (21/25) 16% (4/25)
. ~ Cotia Vv 81,25% 0 75%
Metropolitana de Sao ! %
P P' | (13/16) (0/16) (12/16) | 2>%(4/16)
aulo
Mairipor3 NV %0608 | 038) 12,5% (1/8) | 87,5% (7/8)
Colina NV 51,61% 0 64,52% 3,22%
Ribeirdo Preto (16/31) (0/31) (20/31) (1/31)
Orlandia v 81,48% 3,7% 70,37% 18,51%
(22/27) (1/27) (19/27) (5/27)

Os resultados comparativos entre os testes estao dispostos a seguir. Na tabela 5,
observa-se a comparagdo entre os resultados obtidos na soroneutralizagao com aqueles
obtidos no iELISA gG para o EHV-1.
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SN Total
" -
.| 059% | 039% | 098%
CHVAL (3/512) | (2/512) | (5/512)
39,45% | 59,57% | 99,02%
" 1 (202/512) | (305/512) | (507/512)
40,04% | 59,96%
Total | o05/512) | (307/512) | >

Na tabela 6, observa-se a comparacdo entre os resultados obtidos na soroneutralizacdo com

aqueles obtidos no iELISA gG para o EHV-4.

Tabela 6- Comparacao entre SN e ELISA para EHV-4

N Total
+ -

.| 2676% | a1,41% | 68,16%
ey || (137/512) | (212/512) | (349/512)
| 13,28% | 1855% | 31,84%
(68/512) | (95/512) | (163/512)

40,04% | 59,96%
Total | H0s/512) | (307/512) | °12

Na tabela 7, observa-se a comparacdo entre os resultados obtidos na soroneutralizacdo com

aqueles obtidos no iELISA gG para os dois tipos de EHV.

Tabela 7- Comparacdo entre SN e ELISA para EHV-1 e EHV-4

SN Total
+ -

.| 996% | 1074% | 207%

(51/512) | (55/512) | (106/512)
EHV-1 + EHV-4

[ 30,08% | 49,22% | 79,30%
(154/512) | (252/512) | (406/512)
40,04% | 59,96%

Total (205/512) | 307/512) | °*?
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Comparando-se a SN com o ELISA para o EHV-1, obteve-se ao teste de concordancia

k=0,01, ou seja, concordancia ruim.

Ao comparar a SN com o ELISA para o EHV-4, obteve-se ao teste de concordancia k=-

0,02, ou seja, ndo houve concordancia.

Quando se compara a SN com o ELISA para os dois virus simultaneamente, obteve-se

ao teste de concordancia k=0,08, ou seja, concordancia ruim.
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5 DISCUSSAO

Em relacdo a pesquisa de anticorpos contra o EHV, o presente estudo é o pioneiro na
tipificacdo de anticorpos contra o EHV-1 e o EHV-4 pelo iELISAgG na populacdo de eqtiideos
do Estado de S3o Paulo. Levantamentos soroldgicos realizados anteriormente limitaram-se
as técnicas de soroneutralizacdo viral e de fixacdo de complemento, incapazes de diferenciar
os anticorpos contra esses dois agentes devido a reagles cruzadas antigénicas entre eles

(CRABB; STUDDERT, 1990).

De todos os animais, 40,03% (205/512) foram positivos através do teste de
Soroneutralizagdo. Destes, 36,07% (127/352) dos ndo vacinados e 48,74% (78/160) dos
vacinados. A presenca de anticorpos na populacdo ndo vacinada indica a circulagdo do virus.
Ainda assim, proporcionalmente, a ocorréncia de anticorpos na populagdao de vacinados é
maior. E importante ressaltar que este estudo n3o pretende inferir sobre a prevaléncia de
anticorpos no Estado de S3o Paulo, uma vez que a amostra utilizada foi obtida para outro
estudo realizado no mesmo laboratério, gerando um banco de conveniéncia de niumero

expressivo (512 animais), com amostras provenientes de varias regioes.

Do total de animais pesquisados, 68,16% (349/512) foram sororreatores
exclusivamente para o EHV-4, fato que sugere a disseminacdo deste agente na populacdo
analisada, corroborando assim com os resultados epidemiolégicos de estudos realizados em
outras localidades, como no Estado do Pard, onde foram encontrados 95,7% positivos para o
EHV-4 (DIAS, 2000), na Colémbia, onde, em duas regides, 98,7% e 96,6% dos animais foram
positivos para o EHV-4 (RUiZ SAENZ et al., 2007, 2008), na Turquia, onde 81,7% dos 290
animais foram positivos para o EHV-4 (ATASEVEN et al., 2009) e na Australia, onde mais de
99% dos animais testados foram positivos para o EHV-4 (GILKERSON et al., 1999).Dos ndo
vacinados, 67,32% (237/352) foram positivos para o EHV-4,enquanto 70% (112/160) dos
vacinados foram positivos para o mesmo virus.Por outro lado, os resultados do iELISA gG
mostraram 0,59% (5/512) do total de eqliideos sororreatores exclusivamente para o EHV-1,
sendo que 4 destes animais ndo eram vacinados. Esta propor¢do surpreende ao revelar a

baixa circulacdo do EHV-1 na populacdo equidea do Estado de S3o Paulo. Estes dados
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diferem do descrito por outros autores em diferentes regides geograficas, como no Par3,
onde 18,3% dos animais foram sororreatores para o EHV-1 (DIAS, 2000), na Colombia, onde
18,8% e 33,3% dos animais de duas regides foram sororreatores para o EHV-1 (RUIZ SAENZ
et al.,, 2008), na Austrdlia, onde 26,2% das éguas e 11,4% dos potros foram sororreatores
para o EHV-1 (GILKERSON et al., 1999), e na Turquia, onde foram encontrados 14,5% dos
cavalos, 37,2% dos muares e 24,2% dos asininos como soropositivos para o EHV-1
(ATASEVEN et al., 2009).De acordo com Dias (2000), esta diferenca entre as ocorréncias de
anticorpos contra os dois tipos virais pode ter explicacdo nas formas de transmissdo de cada
um. O EHV-1 é transmitido principalmente pela ingestdo ou inalagdo do virus proveniente de
fetos abortados, membranas e descargas uterinas. O EHV-4, por sua vez, é transmitido
principalmente por descargas nasais, oculares e por aerossbéis do trato respiratério,
atingindo assim rapidamente grande niumero de animais susceptiveis. Nota-se a semelhanga
entre as proporg¢des de soropositivos para os dois tipos virais para os grupos de animais
vacinados e ndo vacinados, fato este que levanta a hipdtese de os anticorpos provenientes
da infeccdo natural sejam mais duradouros do que aqueles formados pela a¢do da vacina, a

qual é produzida com virus mortos.

Tanto na prova de ELISA guanto na SN, a maior proporcao de soropositivos para o
EHV-1 e para o EHV-4 foi observada na categoria de animais adultos, sobretudo entre as
fémeas, grupo este em que 66,67% (40/60) dos vacinados e 76,34% (71/93) dos néao
vacinados foi soropositivo para o EHV-4. Verificou-se também que entre os potros lactentes,
65% (13/20) dos vacinados e 71,42% (10/14) dos ndo vacinados apresentavam anticorpos
contra o EHV-4 enquanto nenhum dos vacinados e 7,14% (1/14) dos ndo vacinados
apresentavam anticorpos contra o EHV-1. Apesar dos potros em lactacdo serem susceptiveis
a infeccdo por tais agentes, estes resultados também podem ser decorrentes da presenca de
residuos de anticorpos maternais provenientes do colostro (FOOTE et al., 2004), podendo
ser mais um indicador da circulacdo destes virus entre as fémeas adultas. Segundo os
autores, a detecgdo dos EHV-1 e EHV-4 por PCR de swab nasal de potros lactentes é um

indicio mais seguro de infeccdo nesta fase.

E interessante observar que no grupo de potros de sobreano nenhum animal n3o
vacinado foi positivo a SN enquanto 80,95% (17/21) dos vacinados foram positivos neste

teste. O teste iELISAgG revelou que 4,76% (1/21) dos animais vacinados foram positivos
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para o EHV-1 e que nenhum dos animais ndo vacinados foi positivo para este virus. Para o
EHV-4, 76,19% (16/21) dos vacinados e 66,67% (6/9) dos ndo vacinados foram positivos no
teste iELISAgG. Sobre estas proporgdes, pouco pode ser inferido uma vez que o numero de

animais em cada grupo ndo é expressivo.

No teste de soroneutralizacdo, entre os muares e asininos (animais ndo vacinados),
24% (6/25) e 50,9% (28/55), respectivamente, foram sororreatores. Ao analisar os resultados
do iELISA gG nos grupos de muares e asininos, constatou-se que 4% (1/25) dos muares e
1,82% (1/55) dos asininos foram positivos para o EHV-1, enquanto 64% (16/25) dos muares e
45,45% (25/55) dos asininos foram positivos para o EHV-4. E importante ressaltar que o
teste de iELISA gG foi padronizado para deteccdo de anticorpos de equinos (conjugado
marcado com peroxidaseanti-IgG equina) e neste estudo o teste foi empregado em muares e
asininos, podendo este fato interferir com os resultados obtidos. Outro fato que deve ser
destacado é a similaridade entre o EHV-8 e o AHV-3, virus este que pode ser detectado como
EHV-1 no iELISAgG, uma vez que EHV-8 e EHV-1 ndo possuem diferenca na regido da

glicoproteina G empregada como antigeno no teste.

Tanto no total quanto nas diferentes categorias, observou-se maior numero de
soropositivos pela prova de SN quando comparada a técnica de iELISA gG para o EHV-1. Em
todos os grupos foi detectada a ocorréncia simultanea de anticorpos contra o EHV-1 e o

EHV-4.

Admitindo-se que as vacinas disponiveis no mercado brasileiro possuem antigenos
dos herpesvirus tipos 1 e 4, ndao é possivel inferir sobre a infecgdao por EHV-4 nos animais
vacinados. A populacdo de animais vacinados utilizada no estudo foi incluida somente para
aprimorar a comparagdo entre as técnicas de soroneutralizagao e iELISA gG, uma vez que

nesta populacdo a inferéncia sobre a infecgdo viral fica prejudicada.

A falta de correlacdo entre os testes de soroneutralizacdo e de iELISAgG poderia ser
explicada pelo fato da primeira prova detectar anticorpos neutralizantes dirigidos para
diferentes glicoproteinas do EHV, ao passo que a segunda prova detecta anticorpos contra

uma regido especifica da glicoproteina G do EHV, diferente entre o EHV-1 e o EHV-4.
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No presente estudo, ao detectar anticorpos especificos contra os diferentes tipos do
EHV, ficou evidente a baixa ocorréncia de anticorpos contra o EHV-1 em todas as categorias
animais estudadas. Estes dados sugerem que os levantamentos soroldgicos anteriormente
realizados no Brasil, os quais empregaram como antigeno o EHV-1 em provas de
soroneutraliza¢do e fixagdo do complemento (técnicas que ndo possibilitam diferenciar

anticorpos contra o EHV-1 daqueles contra o EHV-4), devem ser analisados com cautela.

A presenca de anticorpos na populacdo de jumentos chama a atencdo para a presenca
de mais uma fonte de transmissdo do virus nas popula¢gdes, uma vez que em muitas
propriedades existe 0 manejo conjunto destas duas espécies, além do interesse comercial na
formacdo de hibridos — os quais também apresentaram anticorpos contra o EHV nos dois

testes e para os dois tipos.

A presenca de anticorpos contra o EHVna populacdo de asininos e muares,
demonstrada tanto na soroneutralizagdo quanto no iELISAgG em nosso meio é inédita e
desperta a atencdo para que outros estudos sejam realizados para avaliar a circulacdo de

herpesvirus nesses animais, procurando esclarecer qual herpesvirus estaria envolvido.
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CONCLUSOES

O presente estudo sugere que tanto o herpesvirus equino do tipo 1 quanto o do tipo
4 circulam na populagdo equina do Estado de S3ao Paulo, uma vez que foram
encontrados anticorpos contra ambos os virus em animais ndo vacinados de todas as

mesorregides estudadas.

A frequéncia acentuadamente maior de anticorpos contra o EHV-4 em relagdo aos
contra o EHV-1, sugere uma maior circulagao de EHV-4 na populagdo equidea do
Estado de Sdo Paulo, fazendo com que levantamentos soroldgicos anteriormente
realizados no Brasil empregando como antigeno o EHV-1 sejam cuidadosamente

interpretados.

A comparagdao dos resultados obtidos com as duas técnicas empregadas,

soroneutralizagao e iELISA, mostrou baixa concordancia no teste kappa.
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