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1. INTRODUCAO

As infeccbes pelos herpesvirus em equinos sao endémicas e
frequentemente associadas a doenca clinica e importantes prejuizos econémicos
em nivel mundial (OLADUNNI et al., 2019). Classificados na familia Herpesviridae,
0s herpesvirus séo virus envelopados com genoma DNA fita dupla linear (FRANCO
et al., 2017). S&o descritos nove herpesvirus que infectam equideos, sendo cinco
capazes de infectar cavalos domésticos, os Alphaherpesvirus equideo tipos 1, 3 e
4 (EHV-1, 3 e 4), pertencentes ao género Varicellovirus e os Gammaherpesvirus
equideo tipos 2 e 5 (EHV-2 e 5), pertencentes ao género Percavirus (ICTV, 2019).

O EHV-1 é considerado um dos patdgenos virais mais importantes e
prevalentes de cavalos (OLADUNNI et al., 2019). As infec¢des por EHV-1 podem
resultar em doenca respiratéria, reprodutiva e, em menor frequéncia, doenca
neurolégica (NEGUSSIE et al., 2017; HUSSEY, 2019). A infeccdo por EHV-4 é
restrita ao trato respiratorio, sendo considerado um dos principais patdgenos
causadores de doenca respiratéria aguda em equinos (NEGUSSIE et al, 2017). A
infeccdo por EHV-3 causa doenca venérea em éguas e garanhdes, conhecida
como exantema coital equino (FRANCO et al., 2017).

O real impacto clinico das infec¢cdes pelo EHV-2 e 5 ainda ndo é bem
esclarecida. Entretanto, o EHV-2 tem sido relacionado com doenca respiratoria,
ocular, imunossupressao e ulceras gastricas (PENNINGTON et al., 2017; DALL
AGNOL et al.,, 2019), e o EHV-5 tem sido relacionado a casos de fibrose
multinodular pulmonar equina (EMPF) (WILLIAMS et al., 2007; ESTIMA-SILVA et
al., 2019).

ApoOs a infeccdo primaria, os herpesvirus possuem a capacidade de
estabelecer laténcia nos linfocitos e ganglio trigémeo do hospedeiro (FRANCO et
al., 2017). Dessa forma, o animal torna-se portador e, em periodos de estresse e
imunossupressao, pode ocorrer a reativacao e excrecao viral, contribuindo para a
disseminacgéo desses patdégenos nos rebanhos equinos (GILKERSON et al., 2015).

No Brasil, a maioria dos estudos envolvendo o EHV-1 e EHV-4 séo
soroldgicos (DIEL et al., 2006; AGUIAR et al., 2008; DIAZ et al., 2015). Entretanto,
ha trabalhos de deteccdo e identificacdo genética demonstrando EHV-1 em
infecgoes latentes (CARVALHO ET AL., 2000) e associado com enfermidades
(ESTIMA-SILVA et al., 2019). Para EHV-2 e EHV-5, somente em 2019 foi publicado
0 primeiro relato de detecgdo em animais assintomaticos (DALL AGNOL et al.,
2019). Além disso, os dois casos de EMPF relacionados ao EHV-5 no pais foram
descritos na regido sul (PANZIERA et al., 2014; ESTIMA-SILVA et al., 2019).

Considerando a escassez de dados, principalmente no que se diz respeito a
situacdo epidemiolégica de EHV-2 e EHV-5 e, devido & importancia clinica e
econbmica desses agentes, o0 objetivo do trabalho foi detectar e identificar
geneticamente herpesvirus (EHV-1, EHV-2, EHV-4 e EHV-5) em amostras clinicas
de equinos da regido sul do Rio Grande do Sul.
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2. METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de sangue e de secrecdo nasal de 179 equinos
de sete propriedades (A - F) nos municipios de Pelotas, Capéo do Ledo, Bagé e
Jaguardo. As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo EDTA, e a
secrecdo nasal foi coletada com o auxilio de swabs estéreis e armazenada em
solucéo contendo meio essencial minimo (MEM) e antibioticos. Os materiais foram
mantidos sob refrigeragdo durante o transporte até o Laboratério de Virologia e
Imunologia da Universidade Federal de Pelotas (LabVir/lUFPel). O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) sob o nimero 13938-2019.

A extracdo de DNA da capa de leucdcitos, obtida a partir das amostras de
sangue, e da secrecdo nasal, foi realizada com o kit comercial ReliaPrep™ Viral
TNA Miniprep. Em seguida, foi realizada a reacado em cadeia da polimerase (PCR)
do tipo semi-nested multiplex para deteccdo de EHV-1/4 e do tipo nested multiplex
para deteccdo de EHV-2/5, ambos para amplificacdo de fragmentos do gene da
glicoproteina B (gB) (WANG et al., 2007).

Além das amostras de sangue e secrecao nasal, foi processada uma
amostra de tecido pulmonar parafinado de um animal da propriedade F, que veio a
Obito alguns meses antes da coleta das amostras, e teve o diagndstico histologico
de EMPF pelo Laboratério Regional de Diagnéstico, LRD — UFPEL (dados nao
mostrados). Para a extracdo do DNA dessa amostra foi utilizado o kit comercial
ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System, conforme instru¢bes do fabricante.
Posteriormente, foi realizada PCR convencional para amplificagéo de um fragmento
do gene da gB (PANZIERA et al., 2014).

As reagbes de PCR foram elaboradas contendo 100-200 ng de DNA, 1x
GoTaqg® Colorless Master Mix e 0,4 uM de cada primer. As condicdes da PCR
seguiram a referéncia dos primers. Para a eletroforese, realizada em gel de agarose
1,5%, foi utilizado o corante Blue Green Loading Dye |I. Em seguida, o gel foi
visualizado sob luz UV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas amostras de sangue, secrecdo nasal e uma amostra de
tecido pulmonar parafinado, obtidas de equinos distribuidos em sete propriedades
da regido sul do Rio Grande do Sul, com o objetivo de detectar e identificar
geneticamente o EHV-1, 2, 4 e 5.

O EHV-1, EHV-2 e EHV-4 foram detectados em 4,47% (8/179), 0,56%
(1/179) e 2,23% (4/179) das amostras de sangue, respectivamente. Nas amostras
de secreg¢ao nasal, o EHV-1 foi detectado em 2,73% (3/110) das amostras,
engquanto o EHV-2 foi detectado em 2,79% (5/179) e o EHV-4 em 8,18% (9/110). O
EHV-5 foi detectado em 7,26% (13/179) das amostras de sangue e nao foi
detectado nas amostras de secrec¢ao nasal.

Das sete propriedades onde foram realizadas as coletas, trés tiveram
animais positivos. Na propriedade A, houve deteccdo de EHV-1 e EHV-4 nas
amostras de sangue, sendo 11,43% (8/70) das amostras positivas para EHV-1 e
5,71% (4/70) positivas para o EHV-4. Nessa propriedade havia historico de
doencas respiratérias e reprodutivas, porém, no momento da coleta nenhum animal
apresentava sinais clinicos. Dessa forma, os achados sdo sugestivos de infecgcao
latente, considerando que os linfécitos sdo apontados pela literatura como sitio de
laténcia para o EHV-1 e 4 (CARVALHO et al., 2000; PUSTERLA et al., 2010). Ja
na propriedade G, somente o EHV-4 foi detectado em uma amostra (1/5) de
secrecdo nasal, também sugerindo excrecao viral.
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Na propriedade F, nas amostras de secrecdo nasal, 8,57% (3/35) foram
positivas para EHV-1, 22,86% (8/35) para EHV-4 e 14,29% (5/35) para EHV-2. A
presenca de DNA viral nas amostras de secrecdo nasal sugere excrecao viral no
momento da coleta, podendo ser infeccdo priméria ou periodo de reativacéo viral
com ou sem recrudescéncia clinica. Além disso, das amostras de sangue, 2,86%
(1/35) foi positiva para EHV-2 e 37,14% (13/35) foram positivas para EHV-5. A
deteccdo do DNA viral nas amostras de sangue sugere a ocorréncia de infeccfes
latentes, visto que os linfocitos B sdo considerados como principal sitio de laténcia
para o EHV-2 (GILKERSON et al., 2015). A presenca do EHV-5 exclusivamente
nas amostras de sangue também foi descrita por Van Cleemput e colaboradores
(2019), onde foi observado que linfécitos infectados podem entrar em apoptose ou
permanecer como reservatorio do virus em animais infectados. A amostra de tecido
parafinado, também da propriedade F, foi positiva para EHV-5, confirmando o
diagnostico de EMPF associado ao EHV-5.

Além das deteccdes individuais, foi observado a presenca de infeccbes
mistas duplas (EHV-1/4 n=1; EHV1/5 n=1; EHV-4/5 n=2 e EHV-2/4 n=2) e triplas
(EHV-1/4/5 n=1 e EHV2/4/5 n=1). Coinfec¢Bes por herpesvirus ja foram descritas
por outros autores (WANG et al., 2007; NEGUSSIE et al., 2017; DALL AGNOL et
al., 2019), porém, o real significado clinico necessita de investigacdes adicionais.

4. CONCLUSOES
A partir da deteccao e identificacdo genética de EHV-1, EHV-2, EHV-4 e
EHV-5, podemos concluir que ha ocorréncia e circulacdo desses patdogenos nos
rebanhos equinos da regido sul do Rio Grande do Sul. Esses dados representam
uma contribuicdo para o diagndstico e conhecimento da situacdo epidemiolégica
desses agentes em nivel regional e nacional.
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