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RESUMO

A herpesvirose equina é uma das principais afeccdes virais que causa impactos negativos na
equideocultura, principalmente na reproducédo de equinos. Objetivou-se com este estudo realizar um
inquérito epidemiolodgico da infecgdo por herpesvirus em equinos na microrregido do Vale do Ipojuca,
agreste do estado de Pernambuco, Brasil. A soroneutralizacao viral foi realizada em 322 equinos ndo
vacinados contra a infeccdo herpética, procedentes de 42 propriedades de 16 municipios pertencentes
a Microrregido do Vale do Ipojuca. Um questionério investigativo foi utilizado para analise dos
fatores de risco associados a infeccdo por herpesvirus equino. Observou-se ocorréncia de 23,3%
(75/322; indice de confianca (IC) 95%: 18,9 — 28,4%) para infeccdo por herpesvirus em equinos.
Além disso, 61,9% (26/42) das propriedades possuiam pelo menos um animal positivo, com variagao
da ocorréncia de infeccdo entre 5 a 100% inter-rebanhos. Foram considerados fatores de risco
associados a infec¢do: criagdo consorciada de equinos com muares (Odds ratio - OR: 6,64; IC 95%:
2,66% - 16,58%) e tipo da propriedade, fazenda (OR: 1,88; IC 95%: 0,99-3,57) e haras (OR: 2,76; IC
95%: 1,42-5,35). Ao analisar indices reprodutivos, associou-se a infeccao herpética: a utilizacdo de
biotécnicas reprodutivas com a monta natural (p = 0,003); histérico de mortalidade perinatal no
rebanho (p = 0,004); intervalo entre partos superior a dois anos (p = 0,003); e a sazonalidade
reprodutiva, com a presenca de éguas com ciclos irregulares no rebanho (p = 0,041). Este é o primeiro
registro da infeccdo por herpesvirus em equinos no estado de Pernambuco, Brasil. A partir dos
resultados obtidos, sugere-se a adocdo de medidas profilaticas direcionadas aos fatores de risco
identificados, a fim de reduzir a ocorréncia da infec¢do herpética na regido estudada.

Palavras-chave: Aborto, fatores de risco, Herpesvirus equi, Soroneutralizagéo.



ABSTRACT

Equine herpesvirus is one of the main viral diseases that causes negative impacts on equidae culture,
especially on equine reproduction. This study’s objective to conduct an epidemiological investigation
of herpesvirus infection in horses in the micro-region of the Ipojuca Valley, in the state of
Pernambuco, Brazil. A viral seroneutralization was performed in 322 non-vaccinated horses against
herpetic infection, from 42 properties of 16 municipalities belonging to the Ipojuca Valley
Microregion. An investigated questionnaire was used to analyze the risk factors associated with
equine herpesvirus infection. The occurrence of 23.3% (75/322; 95% confidence interval (Cl): 18.9
- 28.4%) for herpesvirus infection in horses was observed. In addition, 61.9% (26/42) of the good
possessing at least one positive animal, with variation of the occurrence of infection between 5 to
100% inter-herds. (OR: 6.64, 95% CI: 2.66% - 16.58%) and farm type (OR: 1.88, 95% CI: 0.99-3.57)
and farms (OR : 2.76, 95% CI: 1.42-5.35). When analyzing reproductive indexes, associate with
herpetic infection: a use of reproductive biotechniques with a natural mount (p = 0.003); history of
perinatal mortality without herds (p = 0.004); interval between deliveries greater than two years (p =
0.003); and reproductive seasonality, with presence of mares with irregular cycles in the herd (p =
0.041). This is the first record of herpesvirus infection in horses in the state of Pernambuco, Brazil.
From the results obtained, it is suggested to adopt prophylactic measures directed to the identified

risk factors, in order to reduce the occurrence of herpetic infection in the studied region.

Keywords: Abortion, risk factors, Herpesvirus equi, Seroneutralization.



1 QUALIFICACAO DO PROBLEMA

A equideocultura constitui um importante setor do agronegocio brasileiro. As atividades
equestres movimentam cerca de R$ 7 bilhdes por ano, com ocupacgéo direta de, aproximadamente,
640 mil pessoas e indireta de 2,6 milhdes de pessoas (CNA, 2010). O rebanho equino brasileiro é o
quarto maior do mundo, ficando atrds apenas dos Estados Unidos da América (EUA), China e
México. No Nordeste, estdo 1,2 milhdo desses animais, sendo o segundo maior plantel do pais e,
destes, aproximadamente, 128 mil se encontram no estado de Pernambuco (FAO, 2010; IBGE, 2016).

A Microrregido do Vale do Ipojuca é uma subdivisdo do estado de Pernambuco e esta
localizada na Mesorregido do Agreste pernambucano, ao longo da bacia hidrogréafica do rio Ipojuca.
Abrange 16 municipios, onde a economia da regido é predominantemente advinda do setor de
Servicos ou terciario, seguido da industria e setor agropecuario (SILVA et al., 2015). Neste Gltimo, a
equideocultura possui grande importancia, pois os equinos sdo utilizados desde a pratica de esportes
equestres, em destagque para a vaquejada, até atividades reprodutivas ou destinados ao lazer (IBGE,
2016).

Nesse contexto, sabe-se que todo cavalo € resultado do equilibrio harmonico entre o
fornecimento de uma alimentacgdo de boa qualidade, associado a uma genética integra e consistente e
adequado manejo sanitario e reprodutivo. A préatica firmada em tais principios permite, entdo, almejar
resultados desejaveis na performance de cada animal (BECK; CINTRA, 2011). A competéncia
reprodutiva da égua, inclusive, € analisada pela producéo viavel de potros anualmente. Porém, um
fator essencial é a capacidade dessa égua de manter a gestacdo, com um ambiente uterino favoravel
a vida embrionéria e fetal (TRACA, 2010).

Porém, apesar dos grandes investimentos realizados, inclusive em biotecnologias reprodutivas
a fim de potencializar a produtividade, ainda ha falhas no manejo higiénico-sanitario que resultam
em significativos prejuizos econdmicos (DIAZ, 2013). Adicionalmente, tem-se cada vez mais
relacionado a ocorréncia de enfermidades infecciosas com impactos negativos na reprodu¢do, como
a ocorréncia de surtos de abortos (NUGENT et al., 2006).

As afeccdes virais tém elevada importancia epidemiolégica e econdmica na equideocultura
mundial, destacando-se as infec¢Oes herpéticas (AGUIAR et al., 2008). A herpesvirose equina causa
impacto negativo devido a quadros clinicos respiratorios, reprodutivos e/ou neurolégicos, como a
rinopneumonite em potros, os surtos de abortos e a mieloencefalopatia, respectivamente. A deteccdo
da infeccdo herpética em animais ndo-vacinados torna-se importante indicativo de exposi¢ao prévia
a esse agente (LUNN et al., 2009).

14



Esta enfermidade é considerada uma das que causam mais prejuizos para a criagao de equinos,
principalmente quando ocorrem surtos de abortos. Além disso, a capacidade de estabelecer laténcia,
caracteristica inerente aos herpesvirus, garante sua sobrevivéncia no hospedeiro e a disseminacédo
natural entre os hospedeiros (GRINDE, 2013). A reativacdo do virus latente pode levar a
recrudescéncia e resultar em transmissao viral para hospedeiros suscetiveis no rebanho. A gravidade
da doenca clinica associada a infeccdo por herpesvirus equino € influenciada por uma série de fatores
relacionados ao ambiente e ao hospedeiro, incluindo idade, condicéo fisica e estado imunolégico (MA
et al., 2013).

A fonte de infec¢do em rebanhos equinos pode ser desde um animal recentemente introduzido
a propriedade, sem prévia realizacdo de quarentena, a fémeas ou garanhd@es latentemente infectados.
Esses, na maioria das vezes, sdo negligenciados quanto a vacinagdo, colocando em risco a protecéo
imunoldgica do rebanho, pela disseminacdo do virus por secre¢fes nasais ou sémen, apesar da
transmissdo venérea em equinos ainda ndo estar bem elucidada (HEBIA-FELLAH et al., 2009).

Sabe-se do expressivo poder econdmico atribuido a equideocultura, importante setor do
agronegacio brasileiro que movimenta milhdes de reais todos 0s anos. E por isso, considerando que
0 tempo de gestacdo desses animais € relativamente longo, e que alguns sao de alto valor econémico,
assim como seus produtos, é de grande importancia o estudo das principais enfermidades causadoras
de abortos nessa espécie, a obtencdo dos dados epidemiolGgicos regionais, assim como 0
aprimoramento de técnicas laboratoriais que possibilitem a identificacdo do agente a curto prazo
(SILVA, 2014).

Considerando-se 0 impacto que a herpesvirose equina causa na cadeia produtiva da
equideocultura, principalmente na reproducéo de equinos, e devido a limitacdo no conhecimento atual
sobre a infeccdo herpética em equinos no agreste pernambucano, faz-se necessario o estudo
epidemioldgico da infeccdo por herpesvirus equino a fim de se poder adotar as devidas medidas

profilaticas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
e Realizar inquérito epidemioldgico da infeccdo pelo herpesvirus equino no estado de

Pernambuco.

2.2 Especificos
e Detectar a ocorréncia de anticorpos anti-HVE em equinos ndo vacinados de propriedades do
Agreste de Pernambuco;

e Identificar os fatores de risco associados a infec¢do por Herpesvirus equi.

16



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 HERPESVIRUS EQUINO

A palavra herpes vem do grego herpein, que significa “rastejar, rastejamento” e relaciona-se
com as primeiras observacdes das lesdes causadas por estes tipos de virus, que pareciam “rastejar”
na epiderme dos animais afetados. A evolucdo dos herpesvirus ocorreu paralelamente aos seus
hospedeiros naturais, explicando-se, assim, o alto nivel de adaptacdo desses agentes virais a seus
hospedeiros. Sdo diversas semelhancas estruturais entre os diferentes tipos de herpesvirus, o que
corrobora ao fato de sua existéncia ser relacionada a um ancestral comum com duas linhagens: a dos
herpesvirus alfa, beta e gama, potenciais infectantes de animais de sangue quente, como mamiferos e
aves, e a dos herpesvirus com potencial infectante a animais de sangue frio (FRANCO, ROEHE,
2007).

3.1.1 Histoérico

O herpesvirus equino foi descrito pela primeira vez em 1933, por Dimock e Edwards, que
observaram surtos de abortos epizo6ticos em éguas, no estado do Kentucky (EUA), com possivel
etiologia viral (DIMOCK; EDWARDS, 1933). Em 1947, Dimock e colaboradores realizaram estudo
retrospectivo no mesmo estado americano, de 1921 a 1947, e observaram que de 1.150 fetos
abortados, 26% eram de etiologia viral.

Acreditava-se inicialmente que os abortos seriam sequelas da Influenza Equina, visto que esse
agente etiolégico pode ocasionar sinais clinicos respiratorios e abortos em éguas (MANNINGER;
CSONTOS, 1941). No entanto, as lesdes observadas por Influenza em equinos ndo poderiam ser
relacionadas com as causadas pelos surtos de abortos, uma vez que essas lesdes eram necroticas e
com corpusculos de inclusdo intranucleares em 6rgdos como figado, baco e pulmdes dos fetos
abortados. Além disso, os abortos observados geralmente ndo possuiam quaisquer sinais clinicos
prévios. Por isso, em 1959, Doll e colaboradores, com base nos achados histopatolégicos do trato
respiratdrio de potros e de alguns 6rgdos dos fetos abortados ja observados, sugeriram que 0 virus
causador do aborto equino fosse renomeado para virus da rinopneumonite equina.

Plumer e Waterson classificaram, entdo, em 1963 o virus da rinopneumonite e dos abortos
equinos como o herpesvirus equino (HVE), na familia Herpesviridae, pela sua semelhanca
microscopica a Herpes simplex. Pelas suas caracteristicas morfologicas e antigénicas semelhantes,
até 1981 herpesvirus equino possuia Unica classificagdo, herpesvirus equino tipo 1 (HVE-1) com

subtipos 1 e 2 (STUDDERT et al., 1981). A reclassificagdo ocorreu posteriormente, onde os subtipos
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1 e 2 equivaleram aos tipos 1 e 4 (HVE-1 e HVE-4), respectivamente, devido a estudos que
permitiram estabelecer suas particularidades bioldgicas, genéticas e consequentemente taxondmicas
(ICTV, 2016).

Associou-se, pela primeira vez, as lesdes neuroldgicas ao herpesvirus equino em 1966, quando
Saxegaard realizou isolamento viral de partes do encéfalo e da medula de um equino com paralisia

dos membros posteriores.

3.1.2 Histérico no Brasil

O primeiro registro da infec¢do herpética em equinos no Brasil foi realizado em 1966, em
Campinas-SP, pela identificacdo de inclusdes de particulas virais a partir de lesbes hepaticas e
pulmonares de dois fetos abortados, com caracteristicas de doenca herpética (NILSON; CORREA,
1966).

Desde entdo, diversos estudos foram realizados para determinar a ocorréncia da infec¢do em
equinos no Brasil (Tabela 1). Porém, até o presente momento, a ocorréncia da infeccao herpética em

equinos criados no estado de Pernambuco ainda néo foi investigada.

Tabela 1. Estudos epidemioldgicos da infecgdo pelo HVE em equinos no Brasil

Autores Ano Estado Teste N % de positivos
soroldgico

Fernandes 1988 SP FC 586 67,2%
Kotait et al. 1989 SP SN 1.178 13,5%
Modolo et al. 1989 SP FC 250 17,3%
Vargas; Weiblen 1991 RS SN 348 84,7%
Vasconcellos 1997 SP FC 59 88,1%
Moreira et al. 1998 PR IF 21 19%
Moreira et al. 2000 PR SN 299 17, 7%
Cunha et al. 2002 SP SN 1.341 27,2%
Heinemann et al. 2002 PA SN 96 17,7%
Lara et al. 2003 SP SN 659 33,4%
Diel et al. 2006 RS SN 1.506 4,5%
Lara et al. 2006 PR SN 97 4,1%
Pena et al. 2006 PA SN 506 45%
Aguiar et al. 2008 RO SN 176 22,7%
Cunha et al. 2009 SP SN 163 26,0%
Lara et al. 2010 MG SN 826 17,6%
Sangioni et al. 2011 RS SN 91 0%
Alencar-Araripe 2014 CE SN 68 41,2%
et al.

Diaz et al. 2015 RJ SN 581 29,6%

Convengdes: FC - fixagdo do complemento; SN - soroneutralizacao viral; IF - imunofluorescéncia.

18



3.1.3 Etiologia

A herpesvirose equina é causada pelo herpesvirus equino, que sdo virus envelopados que
medem, aproximadamente, 150 nm de didmetro e possui DNA linear de cadeia dupla. A composicao
proteica do HVE-1 consiste em seis polipeptideos arranjados para formar uma subunidade, o
nucleocapsideo icosaédrico, envolvendo o DNA no centro do virus. O envelope, de camada tripla que
envolve o nucleocapsideo, é composto de uma bicamada proteica e lipidica (Figura 1) (MURPHY et
al., 1999). As sequéncias de nucleotideos ou as sequéncias de amino&cidos previstas de membros da
subfamilia formam uma linhagem distinta dentro da familia. A regido do genoma que compreende a
sequéncia curta unica (US) e as repeticdes inversas internas e internas flanqueadoras (IRS e TRS)
contém genes homologos aos encontrados no Virus do herpes simples humano (HHV-1) e
caracteristicos da subfamilia. Os virus infectam fibroblastos em cultura e células epiteliais in vivo.
Muitos membros causam lesdes epiteliais, geralmente vesiculares, em seus hospedeiros naturais
(ICTV, 2016).

O processo de replicacdo viral inicia-se pela ligacdo do virus a membrana citoplasmatica com
entrada auxiliada pelas glicoproteinas de membrana do virus (SLATER et al., 2006). Ja foram
classificadas 12 glicoproteinas de membrana: gB, gC, gD, gG, gH, gl, gK, gL, gM, gN e gp2
(PAILLOT et al., 2008). Estas se ligam aos receptores da membrana citoplasmatica, permitindo,
assim, a fusdo das duas membranas. A transcricdo é dividida em trés fases ou trés grupos de genes,
immediate early (IE), early (E) e late (L), que s&o transcritos e traduzidos em proteinas. As proteinas
imediatas (IE) sintetizam novas moléculas de DNA virais. As proteinas imediatas primarias
participam da transcri¢do adicional. As proteinas tardias (L) montam os capsideos e incorporam o
DNA viral recém-adquirido. Logo apds, os nucleocapsideos deixam o nucleo por brotamento,
formando, assim, o envelope, e direcionando-se ao espaco perinuclear. Por fim, as particulas virais
se ligam as vesiculas exociticas, fundem-se a membrana plasmatica permitindo, assim, a liberacéo de

novos virus extracelularmente (SLATER et al., 2006).

B
12 glicoproteinas Eatope
g Tegumento
9G, g+
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gl gM ~ Nucleocapsideo
oN. gp2
" DN viral

Figura 1. (A) Foto de imunofluorescéncia do herpesvirus equino. Fonte: Stannard (1995); (B)
Esquema do herpesvirus equino. Fonte: Paillot et al. (2008).
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Ja foram identificadas 12 espécies de herpesvirus que podem acometer equideos, sendo que
destas cinco sdo potencialmente relevantes para equinos (Quadro 1), em destaque para o herpesvirus
equino tipo 1 (HVE-1) e o tipo 4 (HVE-4) (MORI, 2012; ICTV, 2016) O equino é o hospedeiro
natural dos gamaherpesvirus tipos 2 e 5 e dos alfaherpesvirus tipos 1, 3 e 4, que possui espécies com
ciclo replicativo curto e rapida disseminacdo em cultivos celulares (PATEL et al., 2005; DAVISON
et al., 2009).

Os herpesvirus sdo agentes de facil inativacdo, justamente por serem envelopados, e sensiveis
a altas temperaturas, éter, pH acido e desinfetantes a base de surfactantes, iodo, fen6is (CARVALHO,
2005).

Quadro 1. Principais espécies de herpesvirus que acometem equinos

Familia Subfamilia Género Virus Hospedeiro | Apresentacdo
HVE-1 Equus Surtos de abortos,
Alphaherpesvirinae | Varicellovirus caballus natimortos,
mieloencefalopatia
HVE-3 | Equus Exantema coital
Herpesviridae caballus
HVE-4 | Equus Rinopneumonite
caballus
HVE-2 | Equus Rinite e conjuntivite
Gammaherpesvirinae | Rhadinovirus caballus (antigo
citomegalovirus
equino)
HVE-5 | Equus Né&o definida
caballus

Fonte: Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, 2016) — www.ictv.com

3.1.4 Epidemiologia

Agente cosmopolita, o herpesvirus equino apresenta alta morbidade e baixa mortalidade nas
criacOes de equinos (AGUIAR et al., 2008), onde cerca de 70% dos animais permanecem infectados
por toda a vida até que alguma atividade desencadeie o estresse, favorecendo a reativacdo viral
(SPRAYBERRY; ROBINSON, 2014).

A transmissdo do HVE-1 é horizontal, ou seja, ocorre pela inalagdo de aerossois ou pela
ingestdo de &gua e alimentos contaminados por secrecfes. A transmissdo por fomites contaminados
também pode ocorrer, onde se compartilham os mesmos instrumentos de trabalho com varios animais
(ALLEN, 2002). A importancia da transmissdo venérea do HVE-1 ainda ndo foi bem elucidada, no
entanto, sabe-se que garanhOes podem ser fontes de infeccdo persistentes na propriedade
(CARVALHO et al., 2000; HEBIAH-FELLAH et al., 2009). As principais fontes de infeccéo
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envolvem: animais infectados, que disseminam o virus por secre¢des respiratorias; fetos e restos

placentarios apds casos de abortos; e reativacdes endogenas do virus (FRANCO, 2012).

Apesar dos casos de abortos serem comuns no Brasil, ttm-se poucos relatos associados a

infeccdo herpética (NILSON; CORREA, 1966; VARGAS; WEIBLEN, 1991; MOREIRA et al.,
1998; MOREIRA et al., 2000; CUNHA et al., 2000; HEINEMANN et al., 2002; SILVA, 2014). Os
surtos de abortos podem ocorrer tanto isoladamente como acometer varios animais (epizoo6tico),
podendo atingir pelo menos 10% do plantel (DIAZ, 2013).

Os fatores de risco associados a infecgcdo pelo herpesvirus em equinos sdo multifatoriais e

envolvem o agente, hospedeiro e ambiente, tais como:

Presenca do herpesvirus equino e de animais suscetiveis na mesma propriedade — provaveis
fontes de infeccéo latentes (GOEHRING et al., 2006);

A introducdo de novos animais ao rebanho, sem a realizagdo de quarentena, € comumente
relatada apos o desenvolvimento dos surtos por herpesvirus equino (GOEHRING et al., 2006;
HENNINGER et al., 2007);

Animais que sdo transportados com frequéncia para participacdo em provas equestres. Nessas
aglomerac0es, sdo expostos ao risco de infeccéo (DIEL et al., 2006);

Uso compartilhado de fomites entre animais saudaveis e suspeitos isolados;

Né&o implementar ou néo respeitar calendario vacinal, para todos os animais, contra a infecgéo
herpética (KYDD et al., 2012);

A regido geogréfica parece estar associada ao desenvolvimento das cepas neurogénicas, mais
comumente observadas na América do Norte (STUDDERT et al., 2003).

Outros fatores de risco estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2. Fatores de risco associados a infeccao herpética

Variavel OR Valor de p Autor e ano
Fémeas 28 0,005 Gilkerson et al. (1999)
Cavalos de tragédo 33,76 0,005
Fémea 1,76 0,005 Goehring et al. (2006)
Idade 1,14 0,005
Febre em animais néo vacinados 3,2 0,001
Febre em animais vacinados 3,0 0,001 Goehring et al. (2010)

(vacina inativada)

InfecgOes bacterianas associadas 10,88 0,002 Marenzoni et al. (2013)
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Animal inserido a propriedade sem 8,87 0,002
o Galen et al. (2015)
quarentena prévia

Espécie asinina 3,89 0,03
3-8 anos de idade 1,99 0,01 Mekonnen et al. (2017)
> 8 anos de idade 1,98 0,13

Convencdes: OR: odds ratio.

3.1.5 Patogenia e sinais clinicos

A infeccdo tem inicio, geralmente, pela inalagdo de aerossdis ou por contato com fomites
contaminados. A partir de entdo, tem-se replicacdo primaria no trato respiratério (células epiteliais da
nasofaringe, traqueia e brénquios) e consequente lise celular (OSTLUND, 1993). Logo apds, pelas
vias linfatica e circulatoria, o herpesvirus se dissemina sistemicamente infectando linfécitos T
circulantes e células do endotélio, ocasionando viremia associada a leucdcitos, e alcangcam o0s
linfonodos regionais, aproximadamente, ap6s dois dias (PAILLOT et al., 2008).

Sabe-se que a patogenia tanto do aborto como da mieloencefalite sdo multifatoriais, porém a
fase virémica da infeccdo é fundamental, desde o transporte intracelular do virus no trato respiratério
até o SNC ou Utero, pois pode ocasionar sequelas importantes como quadros abortivos e/ou
neurolégicos (GOEHRING et al., 2011).

Os herpesvirus estdo presentes nas populacdes equinas domésticas e selvagens e, devido sua
capacidade de induzir de laténcia, possibilita a disseminacéo eficiente, tratando-se de uma forma de
evasao do sistema imune do hospedeiro. Durante esse periodo, o0 animal geralmente é assintomatico
e pode ndo haver excre¢do viral (GREENWOOD et al., 2012). O virus tende a permanecer em estado
de laténcia no ganglio do nervo trigémeo, porém, ele mantém a sua capacidade de gerar novos ciclos
replicativos no hospedeiro. Este estado de quiescéncia dificulta tanto o diagndstico clinico quanto o
laboratorial (SAENZ et al., 2008). Silva (2014) confirmou em estudo, em infecgdo experimental de
hamsters, que o virus nao se apresentou inerte no SNC dos hamsters nem nos fetos equinos positivos,
demonstrando intensa atividade viral no SNC, mesmo em estado de laténcia.

Além da laténcia, HVE-1 desenvolveu estratégias eficientes para evitar sua eliminacdo do
hospedeiro, como a capacidade de regular a expressdo das principais proteinas do complexo 1 em
células infectadas, que resulta em evitar a lise pelas natural-killers (MA et al., 2012). Outro

22



mecanismo de evasao é a supressdo da ativagdo linfocitaria através de interacGes com as citocinas do
hospedeiro (COOMBS et al., 2006).

E possivel, inclusive, os titulos de HVE-1 estejam tdo baixos, em animais com infeccio
cronica, que ndo seja possivel detectar nos testes laboratoriais. Por isso, a infec¢do latente de HVE-1
ndo pode ser excluida de animais com resultados soroldgicos negativos para HVE-1 (GRYSPEERDT
et al., 2010). A reativacdo dessa infeccdo latente ainda nédo esta bem esclarecida. Porém, fatores que
desencadeiem o estresse nesses animais favorecem a reativacao viral, tais como desmame, outras
afeccBes, transporte, dentre outros (PATEL et al., 2005). Por estas razbes, ¢ fundamental o
conhecimento regional da situacéo epidemioldgica e da circulagdo dos principais agentes infecciosos
associados com prejuizos econdmicos a equideocultura (DIAZ, 2015), além de, a depender do caso,
associar com isolamento viral, principalmente nos casos de infeccdo crénica (PUSTERLA et al.,
2009).

O HVE-1 é cosmopolita e é considerado um dos agentes que mais causa prejuizos aos
criadores de equinos, principalmente quando relatados casos de surtos de abortos Os abortos podem
ocorrer de 14 a 120 dias apds a gestacao, porém mais comumente observado no terco final da gestacéo
(REED, TORIBIO, 2004). A maioria dos casos de abortos ocorrem apés disfuncdes placentarias. A
morte fetal pode resultar em abortos, com expulsdo do feto do Utero, ou retencao deste no Utero, seja
ele macerado (com alteracOes degenerativas apds retencdo no utero em ambiente ndo estéril) ou
mumificado (quando héa reabsorcdo do liquido do feto retido em ambiente uterino estéril) (SMITH,
2006).

Os sinais clinicos respiratorios, quando observados, sdo inespecificos, tais como hipertermia
(41°C), corrimento nasal seroso, congestdo das mucosas nasais e conjuntivas palpebrais, e
geralmente, acomete animais mais jovens. Em animais idosos, caracterizam-se as infecc¢des
subclinicas, tornando-os provaveis fontes de infeccdo na propriedade (LARA et al., 2003).

Nas infec¢Oes subclinicas, o herpesvirus equino se evade do sistema imune do hospedeiro pelo
estabelecimento de laténcia. No inicio da infeccdo do trato respiratério, o HVE-1 infecta neurdnios
periféricos, alcangando o nervo trigémeo 48 horas pos infecgdo, desencadeando uma infeccao latente
com persisténcia do DNA viral no nicleo neuronal. O DNA viral também pode persistir latentemente
nos linfdcitos T circulantes e no sistema linforreticular, logo ap6s o fim da fase virémica. Em fase
latente, a expressao do genoma viral é suprimida e somente um RNA transcrito do gene IE (immediate
early) esta presente (PAILLOT et al., 2008).

O motivo desses abortos ocorrerem, normalmente, no Gltimo trimestre da gestacédo ainda nédo
é bem esclarecido, mas se sabe que alguns horménios presentes na gestacdo podem influenciar no

quadro inflamatério da infeccdo por HVE-1. A progesterona (P4) tem efeito expressivo
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imunossupressor justamente na Ultima fase gestacional, além de, em altas concentra¢es, inibir a
resposta linfocitaria, assim como corticosteroides e o estrogeno (SMITH et al., 1996). Além disso,
observou-se que tanto as mudangas vasculares no endometrio como a expressao de antigenos virais
nas células do endotélio foram expressivamente inferiores em éguas no primeiro trimestre de gestacéo
(LUNN et al., 2009).

Sabe-se, portanto, que a viremia é necessaria para inducao dos abortos, mas nem toda égua,
em periodo virémico, aborta. O aborto ocorre por um quadro de vasculite severa e trombose
multifocal, devido as alteracfes causadas pelo herpesvirus equino nos vasos sanguineos endometriais.
A infeccdo no endométrio determina previamente o aborto, porém o feto abortado pode ser ou ndo
infectado ainda no utero. Caso o comprometimento sanguineo seja de curso agudo, o feto ndo se
infecta e é expulso do Gtero. No entanto, se a infeccdo for moderada, o virus ultrapassa a unidade
uteroplacentaria e determina a infeccdo do feto (PATEL; HELDENS, 2005). Este feto, quando
abortado, contém grande quantidade de virus e torna-se potencial via de transmissdo para o plantel
(OSTLUND, 1993).

No entanto, éguas que abortam, devido a infec¢do por herpesvirus equino tipo 1, raramente
abortam novamente no ano seguinte, sugerindo que a imunidade obtida a esse agente infeccioso é
complexa e possivelmente tem duracdo maior quando comparada a reinfeccdo por reativacéo
enddgena. Torna-se, por isso, dificil diferenciar devido tanto as similaridades antigénicas das cepas
quanto a impossibilidade de diferenciacdo de reativacdo enddgena de ativacao exdgena, por surto de
aborto (HENNINGER et al., 2007).

Também podem ocorrer as chamadas infecgdes transplacentarias, que ocorrem proximas ao
parto e ocasionam nascimentos de potros infectados ndo viaveis, que geralmente vém a 6bito dentre
poucos dias. Estes casos sdo designados como mortalidades perinatais, na “sindrome do potro fraco”
(PATEL; HELDENS, 2005).

Ja a placenta pode se apresentar com aspecto normal ou levemente edemaciada. As lesbes
macroscopicas que podem ser observadas nos fetos sdo caracterizadas por edema pulmonar e/ou
subcutaneo, ictericia, esplenomegalia e acimulo de liquidos pleural e peritoneal, além de pontos
necrdticos multifocais, de coloragdo branco-acinzentada, de 1 a 5mm de didmetro dispostos
aleatoriamente (DONALDSON, 2003).

E, a depender da cepa circulante, podem ocorrer casos com sinais neurologicos. Equinos de
todas as idades sdo suscetiveis a desenvolver sinais neurologicos decorrentes da infec¢do por HVE-1
(WEIBLEN, 1998). No interior dos axdnios do nervo trigémeo (forma latente), o herpesvirus equino
pode atingir o SNC e desencadear alteracGes clinicas graves e de rapida evolugdo (FRAMPTON et
al., 2004; PUSTERLA et al., 2009).
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Além disso, 0 macho além de poder ser acometido e transmitir o agente infeccioso, por
secrecOes respiratorias ou, possivelmente, pelo sémen, pode também ter sua funcdo reprodutiva
comprometida por diversos fatores, desde disfungdes sistémicas a locais. Pode-se observar lesées no
trato reprodutivo, especificamente nos 6rgdos genitais, ou lesdes nos cascos, impedindo a monta na
fémea ou a coleta de sémen (HEBIA-FELLAH et al., 2009). Através das lesdes, tem-se uma porta de
entrada para as infeccdes. Dentre as infeccdes viricas que podem acometer esses animais nos 6rgaos
genitais, tem-se 0 exantema coital equino, causado pelo herpesvirus equino tipo 3. Constitui-se em
dermatite na regido genital de éguas e garanhdes podendo, assim, ser transmitida de forma venérea.
A doenca é recidivante, geralmente transitdria, acometendo pénis e prepucio de garanhes (SMITH,
2006).

3.1.6 Diagnostico

3.1.6.1 Clinico-epidemioldgico

Em episédios com sinais clinicos, como em casos de surtos de abortos, o diagndstico da
infeccdo por herpesvirus equino pode ser realizado de acordo com os dados clinicos e evidéncias
epidemioldgicas relacionados ao manejo higiénico-sanitario e reprodutivo. O periodo gestacional,
como o terco final da gestacdo, mais propicio a ocorréncia de abortos; sinais clinicos apresentados,
principalmente observados na primo-infec¢do, poucas horas ap6s o contato, ou em situacdes que
desencadeiem quedas na imunidade do animal, ocasionado a reativagdo viral (OSTLUND, 1993;
PUSTERLA et al., 2009). Também é imprescindivel a analise de alguns fatores reprodutivos, tais
como: taxa de abortos, taxa de mortalidade de potros, intervalo entre partos e taxa de fecundidade das
fémeas (MENDES, 2011). Devido a inespecificidade dos sinais clinicos, deve-se associar tais achados
com testes laboratoriais confirmatdrios para que se obtenha precisdo no diagndstico (OSTLUND,
1993).

3.1.6.2 Métodos diretos

O diagnostico laboratorial, por técnicas diretas, pode ser realizado por isolamento e a
identificacdo viral, a partir de amostras de swabs nasais ou de amostras de pulméo, figado ou baco do
feto abortado. Estas amostras devem ser coletadas assepticamente e acondicionadas a 4°C para,
posteriormente, poder-se realizar o cultivo celular (OIE, 2008). Ceélulas das linhagens RK-13 (rabbit-
kidney cells) e VERO (African green monkey kidney cells) sdo as mais comumente utilizadas para o

cultivo de herpesvirus equino. Também podem ser utilizadas técnicas como a Imunofluorescéncia

25



direta ou imunoperoxidase, que sao capazes de identificar o virus pelo uso de anticorpos monoclonais
em cortes de tecidos congelados ou células infectadas com HVE (FRANCO, 2012).

Os resultados falso-negativos ocorrem devido a diversos varios fatores, como ma conservagédo
térmica das amostras a serem analisadas (quando, por exemplo, congeladas em vez de resfriadas) ou
armazenamento em formol (que faz inativagdo viral, ndo permitindo o isolamento) (LUNN et al.,
2009).

Com isso, as técnicas de deteccdo do DNA viral facilitam o diagnostico em amostras
impréprias para isolamento. Dentre elas, tem-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (GALOSI
et al., 2001). A PCR ¢é uma técnica diagndstica Util na confirmacdo de casos abortivos por HVE-1.
Tanto é possivel detectar o herpesvirus equino tipo 1 como diferencid-lo de sua cepa antigénica
similar, o herpesvirus equino tipo 4. Diversos tipos de amostras bioldgicas podem ser utilizadas para
analise, tais como amostras clinicas, de cultivos celulares, de cortes histolégicos parafinados
(KIRISAWA et al., 1993) e amostras congeladas (PRADO, 2011).

3.1.6.3 Sorologia

Técnicas laboratoriais indiretas também sdo rotineiramente utilizadas, como os diversos testes
soroldgicos capazes de detectar a presenca de anticorpos anti-HVE, tais como o Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), Fixacdo do Complemento e soroneutralizacdo viral. ELISA indireto
possui como vantagens altas sensibilidade e especificidade, rapidez e a capacidade de analisar
diversas amostras ao mesmo tempo. Como desvantagens, destaca-se 0 custo alto de alguns Kits,
muitas vezes importados, e a possibilidade de resultados falso-positivos pela inespecificidade de
alguns anticorpos (CARVALHO et al., 2000). Enquanto o teste de Fixacdo do Complemento é
possivel detectar anticorpos cerca de duas semanas apos a primo-infecc¢do, como as imunoglobulinas
G (IgG). Além disso, possui boas sensibilidade e especificidade e permite a realizacdo de varias
amostras simultaneamente. Como desvantagens, tem-se a grande probabilidade de reagdes cruzadas,
ocasionando falso-positivos, por dilui¢cbes inadequadas ou perda da atividade do complemento, ou
falso-negativos, devido a utilizacdo de hemacias velhas, soros ndo adequadamente inativados ou nao
adicdo de antigenos (PAILLOT et al., 2008).

Ja os anticorpos neutralizantes além de poder serem detectados em duas semanas pos a
infeccéo, estes podem persistir por anos, facilitando sua deteccdo. Com a soroneutralizagdo viral
pode-se detectar estes anticorpos especificos presentes no soro capazes de, basicamente, neutralizar
a infectividade do virus, sendo uma técnica de altas sensibilidade e especificidade (BRUM,;

WEIBLEIN, 2012). E apesar de ser uma técnica laboriosa e ndo permitir diferenciacdo antigénica
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entre cepas, HVE-1 de HVE-4, permite o diagndstico definitivo com esta técnica por titulos altos de
anticorpos, com amostras coletadas pareadas (na fase aguda e na fase convalescente, 21 dias de
intervalo) e, principalmente, se forem amostras de animais sabidamente ndo vacinados (FOOTE et
al., 2006; BRUM; WEIBLEIN, 2012).

3.1.7 Profilaxia

O controle da fase virémica torna-se 0 ponto-chave na prevencdo de abortos e,
presumivelmente, também de doencas neuroldgicas. Por isso, 0 objetivo de qualquer programa de
vacinacao deve ser pautado em estimular as respostas imunes, que podem reduzir ou suprimir a fase
virémica (KYDD et al., 2006). Sabe-se que 0s anticorpos de mucosa podem desempenhar importante
papel na prevencao da infeccdo do trato respiratério e na limitagcdo da disseminagdo viral. Embora
tenham acédo curta, 0s anticorpos presentes na mucosa Sdo protetores e sua secrecdo pode ser
aumentada pela vacinagdo. Por isso, a vacinagdo pode reduzir a disseminacdo do HVE, via
nasofaringea, durante um surto, limitando, assim, a propagacdo do virus (BREATHNACH et al.,
2001). Goehring e colaboradores (2017) realizaram um experimento no qual testaram trés vacinas
comerciais, com intervalos de 27 a 70 dias, seguida de infec¢do natural 24 dias p6s-exposicéo. Foi
observado reducdo da disseminacdo viral, assim como reducdo de varios dias na viremia.

Como prética profilatica, a vacinacao continua sendo recomendada, seja a partir de virus vivo
ou de particulas virais inativadas (disponiveis comercialmente no Brasil). Porém, o que dificulta, por
vezes, a sua préatica é a reduzida capacidade de inducdo da imunidade pela vacina, além de ndo
garantir protecdo contra todas as cepas de herpesvirus equino. Por isso, recomenda-se a revacinagdo
anual de todos os animais, incluindo fémeas prenhes no 5°, 7° e 9° més de gestacdo, além dos potros
paridos de éguas vacinadas, seguindo calendario de vacinacdo normal, a partir dos 3 a 4 meses de
idade (FRAPE, 2008; BRESGEN et al., 2012). Wagner e colaboradores (2015) observaram, apos
realizacdo de protocolo com vacinas inativadas comerciais, em intervalos de 20, 60 e 90 dias, em
varios grupos de equinos, que as respostas vacinais variaram nesses animais, porém sempre induzindo
imunidades de curta duracdo, decrescentes.

Portanto, a inducdo de imunidade protetora continua a ser um desafio substancial. Um dos
motivos ¢é a falta de compreensdo da capacidade do herpesvirus equino de interferir no sistema
imunoldgico. Assim como 0s outros tipos de herpesvirus, o herpesvirus equino desenvolveu, ao longo
de diversas mutacGes génicas, varias estratégias de evasdo imunoldgica, limitando as respostas
imunes mediadas por anticorpos. Por isso, fala-se em imunidade humoral de curta duracéo seguida a

infeccdo natural. Logo, o futuro da vacinagdo contra o HVE dependerd, principalmente, da
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compreensdo de tais estratégias evasivas realizadas pelo HVE continuamente (KOPPERS-LALIC et
al., 2005; VAN DER MEULEN et al., 2006).

Para muitas outras enfermidades, a prevencédo ou controle pode ser realizada pela erradicacéo
do agente infeccioso, porém isso ndo é possivel para 0 herpesvirus equino. Frente a isso, devem-se
considerar alguns fatores, e coloca-los em pratica, no planejamento de resposta a surtos. As medidas
de controle podem ser divididas em medidas destinadas a prevenir ou reduzir a probabilidade de
surtos e medidas destinadas a limitar a propagacao do agente em surtos. Allen e colaboradores (2004)
descreveram alguns procedimentos para prevencdo de doencas neuroldgicas ou abortos em éguas
prenhes sintetizadas no acronimo “SISS” (SISR), onde pode-se realizar:

e Separacdo de éguas gestantes de todos os outros equinos nas instalagcBes (piquetes-
maternidade);

e Isolamento de todas as éguas que entram na propriedade por um periodo ndo inferior a trés
semanas, incluindo aquelas que estdo retornando as instalaces apos viagens, por exemplo;

e Subdivisdo das éguas prenhes em pequenos grupos, conforme periodo de gestacao;

e Reducdo do estresse a fim de evitar o estresse fisiologico: mantendo estruturas sociais,
evitando transportes prolongados, realocacfes, manejos nutricionais deficientes, parasitismos,
exposi¢cOes ambientais e realizacdo de desmame em conjunto de potros.

Tais principios podem ser estendidos para outros tipos de populagdes. Fundamentalmente, sendo

assim, resume-se em alguns principios fundamentais para controle do HVE:

1. Realizar o diagnostico correto precocemente;

2. Subdividir os equinos em pequenos grupos isolados epidemiologicamente;

3. Minimizar os riscos de introducdo exdgena (primo-infeccéo) e endégena (reativacao viral) de
HVE (ALLEN, 2002); Adicionalmente, nos casos de abortos, deve-se incinerar o feto,
membranas fetais e cama, evitando deixar quaisquer materiais contaminantes remanescentes
no ambiente (OSTLUND, 1994).

4. Manejo clinico adequado dos animais infectados;

5. Maximizar a imunidade do rebanho pela vacinagdo (ALLEN, 2002).

A importancia da deteccéo precoce do foco € vital pois varias intervencdes especificas podem ser
adotadas assim que o resultado for concluido. Enquanto isso, medidas protetivas para conter a
disseminacdo viral sdo indispensaveis (HENNINGER et al., 2007).

Logo ap6s um surto de herpesvirus equino, os desafios continuam, pois é preciso saber, por
exemplo, quando retirar os animais da quarentena e como descontaminar as instalacdes.
Recomendava-se o periodo de 21 dias, apds a ocorréncia de novos casos, sendo este periodo trés
vezes maior que a fase virémica (sete dias). Relata-se, atualmente, um periodo de 28 dias, pelo fato
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dos casos clinicos neuroldgicos poder superar os 21 dias e disseminar-se. Sabe-se, porém, que este
intervalo s6 pode ser considerado a partir do momento que novas infecgdes ndo sdo mais detectadas,
utilizando-se procedimentos de biosseguranca (SLATER, 2007; KYDD et al., 2012).

Podem ser utilizadas estratégias alternativas a quarentena, reduzindo-se este tempo para 14
dias e realizando exames laboratoriais de todos os animais por dois a quatro dias consecutivos. No
entanto, o custo versus beneficio desta alternativa pode nao ser vantajoso, pois 0s gastos com 0s
exames podem ser maiores que o custo de realizar uma quarentena mais prolongada e efetiva. Ja a
descontaminacdo das instalacdes pode ser realizada com desinfetantes fendlicos, principalmente, mas
também podem ser utilizados a base de amonia quaternaria ou peréxidos. Além disso, a sobrevivéncia
do herpesvirus equino no ambiente é bastante improvavel apos o intervalo de 21 a 28 dias (ALLEN
et al., 2004; AINSWORTH; CHEETHAM, 2010).
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CAPITULOI

Fatores de risco associados a infec¢édo herpética em equinos

(artigo a ser submetido a Journal of Equine Veterinary Science)
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Abstract: This study’s objective to conduct an epidemiological investigation of herpesvirus infection
in horses in the microregion of the Ipojuca Valley, in the state of Pernambuco, Brazil. A viral
seroneutralization was performed in 322 serological samples of horses not vaccinated against
herpes infection, from 42 properties of 16 municipalities belonging to the Ipojuca Valley
Microregion. An investigative questionnaire was used to analyze the risk factors associated with
equine herpesvirus infection. An occurrence of 23.3% (75/322) was observed; 95% Cl: 18.9-28.4%)
for herpes virus infection in horses. In addition, 61.9% (26/42) of the good having at least one
positive animal, with inter-herd variation ranging from 5 to 100%. (OR: 6.64, 95% Cl: 2.66% - 16.58%)
and farm type (OR: 1.88; Cl) and risk factors associated with infection: equine breeding with mules
95%: 0.99-3.57) and farms (OR: 2.76, 95% Cl: 1.42-5.35). This is the first record of herpesvirus
infection in horses in the state of Pernambuco, Brazil. From the results obtained, it is suggested to
adopt prophylactic measures directed to the identified risk factors, in order to reduce the

occurrence of herpetic infection in the studied region.

Keywords: Abortion, Herpesvirus equi, EHV, prophylaxis, Seroneutralization.

INTRODUCAO
A herpesvirose equina causa impacto negativo devido a quadros clinicos de rinopneumonite,
principalmente em potros, afec¢Ges reprodutivas, com surtos de abortos, e, com menos frequéncia,
casos neuroldgicos. A deteccdo da infeccdo herpética em animais ndo-vacinados torna-se um
importante indicativo de exposi¢do prévia a esse agente [1].
Esta enfermidade é considerada uma das que causam mais prejuizos para a criacdo de
equinos, principalmente quando ocorrem surtos de abortos. Além disso, a capacidade de

estabelecer laténcia, caracteristica inerente aos herpesvirus, garante sua sobrevivéncia no
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hospedeiro e a disseminagao natural entre os hospedeiros [2]. A reativagao do virus latente pode
levar a recrudescéncia e resultar em transmissao viral para hospedeiros suscetiveis no rebanho. A
gravidade da doenca clinica associada a infecgdo por herpesvirus equino é influenciada por uma
série de fatores relacionados ao ambiente e ao hospedeiro, incluindo idade, condicdo fisica e estado
imunoldgico [3].

A fonte de infeccdo em rebanhos equinos pode ser desde um animal recentemente
introduzido a propriedade, sem prévia realizacdo de quarentena, a fémeas ou garanhdes
latentemente infectados. Os garanhdes, na maioria das vezes, sdao negligenciados quanto a
vacinacdo, colocando em risco a protecdo imunoldgica do rebanho, pela disseminagao do virus por
secrecOes nasais ou sémen, apesar da transmissdo venérea em equinos ainda ndo estar bem
elucidada [4]

Diversos estudos ja foram relatados sobre infeccdes herpéticas, desde manifestacoes
neuroldgicas a casos de surtos de abortos ou mortalidade perinatal em diversos estados brasileiros,
como na regido Sudeste, nos estados de S3o Paulo [5,6,7], Minas Gerais [8,9], Rio de Janeiro [10];
na regido Sul, nos estados do Parana [11,12], no Rio Grande do Sul [13,14]; na regido Norte, nos
estados do Para [15,16] e em Ronddnia [17]; e na regido Nordeste, apenas no estado do Ceara [18].

Sabe-se do expressivo poder econdmico atribuido a equideocultura, importante setor do
agronegécio brasileiro que movimenta milhdes de reais todos os anos [19]. Portanto, em vista do
alto valor econ6mico desses animais, principalmente seus produtos, é de grande importancia o
estudo das principais enfermidades causadoras de abortos nessa espécie, a obtencdo dos dados
epidemioldgicos regionais, assim como o aprimoramento de técnicas laboratoriais que possibilitem
a identificacdo do agente a curto prazo [20].

Considerando-se o impacto que a herpesvirose equina causa na cadeia produtiva da

equideocultura, principalmente na reproduc¢do de equinos, e devido a limitagdo no conhecimento
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atual sobre a infec¢do herpética em equinos no agreste pernambucano, faz-se necessdrio o estudo
epidemioldgico da infeccdo por herpesvirus equino a fim de se poder adotar as devidas medidas

profilaticas.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo transversal em 42 propriedades, distribuidas nos 16 municipios
componentes da microrregido do Vale do Ipojuca, Pernambuco, Brasil (Figuras 1 e 2). Para o estudo
de ocorréncia, considerou-se prevaléncia de 41,2% [18], com intervalo de confianca de 94% e erro
estatistico de 6%. Estes parametros forneceram um nimero de amostras minimo de 260 animais.
Foram coletadas 322 amostras sanguineas de equinos nao vacinados contra a infec¢do herpética,
do sexo masculino e feminino, de diversas idades e ragas, no periodo de dezembro de 2016 a
setembro de 2017.

A escolha das propriedades foi realizada por conveniéncia, como critério de inclusao foram
selecionadas propriedades sem histérico de vacinacdo contra a infeccao herpética. Antes da coleta
de material bioldgico, aplicou-se questionario investigativo com perguntas referentes ao manejo
higiénico-sanitario da propriedade, visando identificar os possiveis fatores de risco associados a
infeccdo por herpesvirus equino (Tabela 2). Além dos fatores de risco, perguntou-se sobre o
histérico reprodutivo (Tabela 3).

As amostras sanguineas foram coletadas por puncdo em sistema de coleta a vacuo da veia
jugular externa em tubos esterilizados sem anticoagulante. Para obtencdo dos soros, as amostras
foram centrifugadas a 900 g por 10 minutos e armazenadas em tubos de polipropilenode 2 mL a -
20°C até a realizacdo das provas de soroneutralizacdo viral. As amostras foram, entdo, submetidas
ao teste de Soroneutralizacdo viral para pesquisa de anticorpos contra o herpesvirus equino [21]. A

amostra viral padrdo utilizada foi a A4/72 mantida no Instituto Biolégico de S3do Paulo em células
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VERO. Os titulos dos soros sanguineos (expressos em log10) foram considerados positivos a partir
da menor diluicdo (maior ou igual a 4) capaz de inibir 100% do efeito citopatico (ECP).

Para o estudo dos fatores de risco associados ao herpesvirus equino, foi realizada uma
analise univariada das varidveis de interesse pelo teste de qui-quadrado de Pearson.
Posteriormente, uma andlise de regressdo logistica foi realizada considerando como variavel
dependente o exame soroldgico (positivo ou negativo). As varidveis independentes ou explanatdrias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentarem significancia estatistica < 0,05. Essa
probabilidade estatistica foi estipulada para que possiveis fatores de risco do evento ndao fossem
excluidos da analise [22]. O programa Epi Info 3.5.2 foi utilizado para a execugdo dos calculos
estatisticos.

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob o nimero de licenga 133/2016 (Apéndice 1). Todos
os proprietdrios ficaram cientes do procedimento e assinaram, durante a coleta, o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecimento (Apéndice 2).

RESULTADOS
Observou-se a ocorréncia de 23,3% (75/322, I.C. 95% 18,9 — 28,4%) de animais positivos para
a infeccdo pelo herpesvirus equino (HVE). Além disso, 61,9% (26/42) das propriedades possuiam ao
menos um animal positivo, com variacdo entre 5 a 100% inter-rebanhos (tabela 1). Os resultados da
analise de fatores de risco associados a infeccao pelo HVE estdo dispostos na tabela 2.
Os fatores de risco identificados neste estudo foram: criagdo consorciada de equinos com
muares (OR: 6,64; IC 95%: 2,66-16,58) e tipo da propriedade, fazenda (OR: 1,88; IC 95%: 0,99-3,57)

e haras (OR: 2,76; IC 95%: 1,42-5,35).
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Ao analisar os indices reprodutivos, observou-se associagdo com a infecgao herpética entre:
a utilizacdo de biotécnicas reprodutivas com a monta natural (p = 0,003); histérico de mortalidade
perinatal no rebanho (p = 0,004); o intervalo entre partos, principalmente nos casos em que o
intervalo superava dois anos ou mais de producdo de potros (p = 0,003); e a sazonalidade
reprodutiva, com a observacdo de éguas que apresentaram ciclos irregulares no rebanho (p = 0,041)

(Tabela 3).

DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da infeccdo em equinos pelo herpesvirus equino (HVE) no estado de
Pernambuco. Segundo informagdes dos proprietarios, nenhum animal foi vacinado contra o agente,
portanto, todas as reagdes sao indicativas de infecgdo natural. A ocorréncia observada é similar as
relatadas na regido sudeste do pais, no estado de Sdo Paulo, onde foram observadas, em equinos,
ocorréncias de 27,2% [5] e 26% [23], e no estado do Rio de Janeiro, 29,6% [10]. Na regiao norte, no
estado de Ronddnia, também foi observada ocorréncia semelhante, com 22,7% de animais positivos
para infeccao herpética [17].

Em estudo realizado com animais hospitalizados no estado de Michigan (EUA), observou-se
gue nenhum dos 124 equinos estudados foram positivos para herpesvirus equino [24]. Relatou-se
ocorréncia de 23,2% de animais positivos na Turquia [25]. Observou-se ocorréncia de 66,7% de
animais infectados contra a infeccdo herpética, inclusive em propriedades de criagGes consorciadas
de equinos, muares e asininos na Etidpia [26]. Tal fato pode ser explicado devido a influéncia dos
efeitos das espécies (muares e asininos), exercendo papeis de reservatério, como hospedeiros
alternativos para o herpesvirus equino tipo 1 (HVE-1) [27,28,29].

A soroprevaléncia, neste estudo, nao foi elevada, porém observou-se elevado nimero de

propriedades com animais positivos. Os motivos podem estar relacionados a: ambientes de alto
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estresse, fluxo continuo de animais nessas regides, o manejo inadequado atribuido a estes animais
e o fato de equinos e muares serem criados em conjunto[30]. Foi visto que a criacdo consorciada de
equinos com muares aumentou o risco de infec¢do nos rebanhos (OR: 6,64; IC 95%: 2,66-16,58).

O tipo da propriedade, seja esta fazenda (OR: 1,88; IC 95%: 0,99-3,57) ou haras (OR: 2,76; IC
95%: 1,42-5,35), favorece a ocorréncia de animais positivos. Isso se deve, principalmente, as
frequentes situagdes que desencadeiam estresse nesses animais, como os realocamentos,
transportes prolongados, pelas participacdes em eventos equestres, a auséncia de realizacdo de
guarentena, assim como a nao subdivisdao do rebanho por faixas etarias [31], além de auséncia de
implementacdo de protocolo profilatico com vacinacgao [3].

O tipo de atividade desenvolvida pelas diferentes espécies e racas e o frequente
deslocamento podem explicar a hipdtese de os equinos serem mais suscetiveis as infecgdes virais,
além do contato com outros animais em eventos esportivos, aumentando o risco de exposicdo e
disseminacgdo [13,32].

Observou-se maior ocorréncia da infeccdo herpética de acordo com o aumento da idade dos
animais [8,33,18]. Relatou-se maior ocorréncia de animais positivos com idade entre 3 e 8 anos (OR:
1,99; p= 0,01) [26], assim como maior ocorréncia entre animais entre 5 e 9 anos (70/123, 58,8%)
[34], em concordéancia ao presente estudo.

Relata-se que a idade é um fator determinante para o aumento da ocorréncia da infeccado
por HVE, possivelmente relacionada a maior probabilidade de exposicao ao virus [8]. As fontes mais
comuns de infeccdo por HVE sdo animais adultos, pelo fato de excretarem o virus nas secrecoes
nasais apos a reativacao de infec¢des latentes [35].

A observacdo de ocorréncia de positividade apenas de machos corrobora com a importancia
do macho na cadeia epidemioldgica da infeccdo herpética [18]. O frequente deslocamento desses

animais, em participa¢des de eventos equestres pode contribuir consideravelmente para
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disseminagdo do virus. Geralmente, os garanhdes sao negligenciados quanto a vacina¢ao, colocando
em risco a protecdo imunoldgica do rebanho.

O macho também é utilizado para o melhoramento genético do rebanho, entrando em
contato com diversas fémeas, facilitando, assim, sua infeccdo e propagacao do virus no rebanho,
trazendo sérias repercussoes sanitarias [4]. A transmissdo venérea de garanhdes a fémeas, através
do sémen, ainda ndo esta bem elucidada, porém verificou-se ocorréncia de 15% de positividade em
amostras de sémen fresco e congelado de equinos [36]. Tal fato foi observado na fase aguda da
infeccao, visto que apds o periodo virémico, nao se pode mais detectar antigenos virais no sémen.
Também observaram reducdo na disseminacdo viral com protocolo profilatico realizado nos
garanhdes infectados. Os garanhdes ndo foram utilizados para reproduc¢ao no momento da infeccao
e, por isso, a transmissao venérea ndao pdde ser associada, porém, ressalta-se a necessidade de
testar os garanhdes que servem como doadores de sémen.

Uma falha comum e persistente nas propriedades é inserir um animal no rebanho sem
realizar, preventivamente, a quarentena seguida da realizacdo de exames soroldgicos em todo o
rebanho. Esta varidvel constitui-se como potencial fator de risco (OR: 8,87; p = 0,002) [37], no
entanto, ndo foi possivel associar nesta pesquisa a auséncia de quarentena prévia a ocorréncia de
infeccao herpética nos equinos.

Em relacdo aos indices reprodutivos, apesar de saber que varios fatores podem interferir na
fecundidade das fémeas, inclusive causando surtos de abortos, ndo sdo observadas perdas efetivas
a longo prazo na performance reprodutiva das éguas que abortam devido a infec¢do herpética. As
éguas podem conceber, normalmente, potros vidaveis e saudaveis em esta¢des subsequentes as que
ocorreram abortos [38]. Foram analisados, na Itdlia, 67 casos de abortos e 14 casos de mortalidade
perinatal causados por infec¢ao herpética, e ndo observaram disfungdes placentdrias permanentes.

Apenas duas éguas (2/67) abortaram novamente em estacGes posteriores, no entanto, todas eram

38



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

vacinadas regularmente contra a infec¢dao herpética, ressaltando-se, portanto, a importancia da
pratica vacinal regular [39]. Dessa forma, recomenda-se que mais estudos sejam conduzidos em
contextos reprodutivos e econémicos, de modo a melhor analisar as possiveis predile¢des do virus
aos tecidos uterinos e suas consequéncias na reprodugao.

Devido essa enfermidade ser considerada uma das que mais causam prejuizos a
equideocultura, a prevencdo e controle tornam-se imprescindiveis. A capacidade de estabelecer
laténcia garante sua sobrevivéncia no hospedeiro, além de segura disseminacdo entre os
hospedeiros suscetiveis no rebanho [2]. Alguns fatores devem ser observados e reavaliados, tanto
no manejo higiénico-sanitario como reprodutivo, sabendo-se que diversos fatores relacionados ao
hospedeiro, como idade, condigao fisica e estado imunolégico também podem estar relacionados
[3].

A vacinacdo continua sendo a forma mais eficaz de prevenir a infeccdo nos hospedeiros
suscetiveis. Inclusive, sabe-se que essa pratica profilatica é capaz de reduzir a disseminacao do HVE,

via nasofaringea, durante um surto [40,41].

CONCLUSAO
Relata-se a ocorréncia da infeccdo por herpesvirus em equinos no estado de Pernambuco,
associada aos fatores de risco higiénico-sanitarios e reprodutivos. Sugere-se, portanto, a adoc¢do de
medidas profilaticas direcionadas a identificacdo dos fatores de risco observados no estudo, a fim

de reduzir a ocorréncia da infeccdo herpética em equinos.
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1  Tabela 1. Ocorréncia de anticorpos anti-HVE em equinos da microrregido do Vale do Ipojuca.

SN
Cidade Positivo Negativo
F.A F.R.% F.A. F.R.% Total

Alagoinha 0 0% 19 100% 19
Belo Jardim 10 50% 10 50% 20
Bezerros 7 26,9% 19 73,1% 26
Brejo da Madre de Deus 5 25% 15 75% 20
Cachoeirinha 3 15% 17 85% 20
Capoeiras 1 4,7% 20 95,3% 21
Caruaru 8 36,3% 14 63,7% 22
Gravata 14 48,2% 15 51,8% 29
Jatauba 5 33,3% 10 66,7% 15
Pesqueira 4 23,5% 13 76,4% 17
Pogdo 1 5% 19 95% 20
Riacho das Almas 6 30% 14 70% 20
Sanharé 1 6,2% 15 93,8% 16
Sao Bento do Una 4 20% 16 80% 20
Sao Caetano 5 21,7% 18 78,3% 23
Tacaimbo 1 7,1% 13 92,9% 14

Convencdes: F.A. — Frequéncia Absoluta; F.R. — Frequéncia Relativa; SN — Soroneutralizacdo.
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1  Tabela 2. Fatores de risco associados a infecgao herpética em equinos no estado de Pernambuco.

SN Regressao Logistica
Variavel N Valor de p
Positivo (%) OR IC 95% Valor de p

Sexo

Fémea 159 42 (26,4%)

0,119 0,70 0,42-1,18 0,191

Macho 163 33 (20,2%)

Equinos 283 59 (20,8%) -

Equinos e muares 22 14 (63,6%) 0,000 6,64 2,66 — 16,58 0,000

Equinos e asininos 17 2(11,8%) 0,50 0,11-2,27 0,374
Sistema de criagao

Intensivo 136 27 (19,9%)

Semi-intensivo 136 38 (27,9%) 0,240

Extensivo 50 10 (20,0%)
Finalidade da criagdo de
equinos

Reprodugao 36 8(22,2%)

Esportes 170 36 (21,2%) 0,655

Esportes + Reproducao 115 31 (27,0%)

Lazer 1 -
Tipo de propriedade

Sitio, Chacara ou Rancho 137 21 (15,3%)

Fazenda 106 27 (25,5%) 0,008 1,88 0,99 - 3,57 0,050

Haras 78 26 (33,3%) 2,76 1,42 -5,35 0,002
Zona

Rural 273 67 (24,5%)

0,141 0,59 0,26 -1,34 0,214

Urbana 49 8(16,3%)
Fonte de dgua

Agua tratada 45 13 (28,9%)

. 0,218

Agua ndo tratada 277 62 (22,4%)
Fornece sal mineral

Sim 193 48 (24,9%) 0,247

Nao 129 27 (20,9%)

Sal mineral especifico para
equinos




Sim 193 48 (24,9%) 0,247

Ndo 129 27 (20,9%)
Limpeza de baias, cochos e
comedouros
Diaria 194 52 (26,8%)
A cada 2 dias 12 1(8,3%)
3 vezes por semana 29 5(17,2%) 0,389
1 vez por semana 63 13 (20,6%)
Nao se aplica 23 4 (17,4%)

Destino dos restos
placentarios/ fetos abortados

Lixo comum 21 3(14,3%)
Ambiente 177 45 (25,4%)
0,416
Incinera e enterra 103 22 (21,4%)
Outros 4 -
Realiza quarentena
Sim 28 8 (28,6%)
0,314
N3o 294 67 (22,8%)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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1

2

Tabela 3. Histdrico reprodutivo associado

a infeccdo herpética em equinos no estado de

Pernambuco.
Varidvel N SN P
Técnicas reprodutivas
Monta natural 214 39 (18,2%) 0,003
Biotécnicas 53 21 (39,6%)
MN + Biotécnicas 39 10 (25,6%)
Casos de aborto na
propriedade
Sim 122 41 (33,6%) 0,000
Ndo 183 29 (15,8%)
Mortalidade perinatal
Sim 63 23 (36,5%) 0,004
N3o 244 48 (19,7%)
Taxa de fecundidade
1 potro por ano 122 36 (29,5%)
1 potro a cada 2 anos 25 5(20,0%) 0,239
Mais de 2 anos de intervalo 5 -
Tempo de gestagdo (média)
320-335 dias 136 41 (30,1%)
>335 dias 16 - 0,004
Sazonalidade reprodutiva
Eguas com ciclos regulares 105 34 (32,4%)
Eguas com ciclos irregulares 45 6 (13,3%) 0,041
Eguas jovens que n3o ciclam 2 1 (50,0%)
Intervalo entre partos
Anual 95 20 (21,1%)
Entre 1 e 2 anos 28 6(21,1%) 0,003
Superior a 2 anos 29 15 (51,7%)
Ocorréncia de partos
auxiliados
Sim 7 -
N3o 146 41(28,1%) 0,106
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1

Idade ao primeiro filho
(garanhoes)

4 anos
4-8 anos
8-12 anos
Outros

Idade ao ultimo filho
(garanhoes)

4-8 anos

8-12 anos

> 12 anos

Outros

N¢ de filhos (garanhoes)
Até 20

20-40

40-60

124
76

11

55
114
13

154
19
18

32 (25,8%)
16 (21,1%)

1(9,1%)

1(11,1%)

12 (21,8%)

28 (24,6%)
1(7,7%)

35 (22,7%)
3 (15,8%)
4(22,2%)

0,473

0,455

0,788

SN: soroneutralizacao.
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1 APENDICE 1

'Pernambuco, no uso de suasambmc;aes, aumnzaaexecugﬁodo projet
abaixo. O presente pro;eto também se encontra ¢
Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Nimero da licenga

133/2016

Numero do processo

Data de emissao da licenga

Titulo do Projeto

Finalidade (Ensino,
Pesias, Bl .)
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APENDICE 2
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

UNIDADE ACADEMICA DE GARANHUNS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa intitulada “Inquérito epidemioldgico da infeccéo
por Herpesvirus equino e parametros reprodutivos relacionados em equinos do Agreste
pernambucano”, sob a responsabilidade do pesquisador Gustavo Ferrer Carneiro, a qual pretende realizar um
estudo epidemioldgico sobre a infec¢do por Herpesvirus em equinos da Microrregido do Vale do Ipojuca do
estado de Pernambuco. Sua participacdo com os animais de sua propriedade é voluntaria e se dara por meio da
coleta de soro sanguineo dos animais e coleta de informagdes sobre 0 manejo higiénico-sanitario e reprodutivo
do plantel.

Os riscos decorrentes da participacdo dos seu (s) animal (is) na pesquisa sdo de Grau de Invasividade
I, causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse. Se vVocé aceitar participar, os resultados decorrentes do
estudo com seu (s) animal (is) estara (o) contribuindo para controlar a ocorréncia da infeccdo por Herpesvirus
equino.

Se depois de consentir em sua participacdo o (a) Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito
e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos
dados, independente do motivo e sem prejuizo a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo tera despesas e também n&o receberd remuneracdo. Os resultados da pesquisa serao
analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (is) ndo serdo divulgadas, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a) poderé entrar em contato com o pesquisador no endereco
Avenida Bom Pastor, s/n, Boa Vista, CEP 55292-170, Garanhuns-PE.

Consentimento Pds—Informacao

Eu, , fui informado sobre o projeto
“Inquérito epidemioldgico da infeccdo por Herpesvirus equino e parametros reprodutivos relacionados
em equinos do Agreste pernambucano” que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracéo,
e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que
posso sair quando quiser.

Este documento foi emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma
via com cada um de nds.

Data; / /

Assinatura do participante
Impressdo do dedo polegar
Caso néo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A herpesvirose equina € uma infeccdo que acomete equinos na microrregido do Vale do
Ipojuca, no estado de Pernambuco. A partir deste estudo, pode-se dizer que é necesséria a realizacéo
de novos estudos que estimem as perdas econdmicas ocasionadas pela infeccao herpética, associadas
a problemas reprodutivos.

Diante dos resultados obtidos, os fatores de risco identificados sdo importantes para direcionar
as medidas profilaticas que visem o controle da herpesvirose no rebanho. Diagnostico precoce e
manejo higiénico-sanitario e reprodutivo adequado sdo imprescindiveis para evitar a propagacao do

virus e diminuir a ocorréncia da herpesvirose equina, reduzindo os impactos na equideocultura.
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APENDICE 3

Questionario epidemioldgico para HVE e de pardmetros reprodutivos
PERFIL DO PRODUTOR:
1) Nome:

2) Criacdo: () equinos ( ) asininos ( ) muares  3) Sabe o que € herpesvirus: () Ndo () Sim.

CARACTERISTICAS DA PROPRIEDADE E PRODUC}AO:

4) Endereco: 5) Localidade:

6) A propriedade fica no meio: () rural ( ) urbano 7) Area total (ha):
8) Tipo de propriedade: ( )sitio ( )chacara ( )fazenda ( ) haras ( ) outros:

9) Criacdo (em n°: () equinos () asininos () muares

10) Finalidade(s) da criacdo de equinos: ( ) Reproducdo ( ) Vaquejada ( ) Tambor ( )
Marcha () Corrida () Outros:

11) Raca (s) de equinos: ( ) MM ()QM ( )BH () Campolina ( ) Arabe ( ) Outras:

12) Possui assisténcia méd. veterinaria: ( ) Ndo () Sim

NUTRICAO:

13) Volumoso fornecido: ( ) Feno ( ) Silagem ( ) Grama ( ) Capim, espécie:
14) Fornece sal mineral? ( ) Ndo ( ) Sim

15) Se sim, este € especifico para equinos? ( ) Nao ( ) Sim

16) Fonte da &gua utilizada na propriedade para consumo animal:

17) Sistema de criacdo: () Intensivo () Semintensivo () Extensivo

SANIDADE/REPRODUCAO:
18) Vacina os equinos contra herpesvirus? ( ) Ndo () Sim

18.1) Se sim, vacinas utilizadas:

19) Realiza quarentena na propriedade: ( ) Ndao ( ) Sim

19.1) Se sim, faz exames de herpesvirus equino nos animais antes de inseri-los no plantel? () Nédo (
) Sim

20) Faz uso, na propriedade, de quais técnicas reprodutivas? ( ) MN () MN controlada ( ) IA

( )TE ( ) Outras:
21) Casos de abortos na propriedade: ( ) Ndo () Sim
21.1) Quantidade de casos de aborto:

22) Destino de restos placentarios/feto abortado: () lixo comum () ndo se da destino efetivo ( )

incinera e enterra () Outros:
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23) Limpeza das baias, cochos e comedouros: ( ) diaria ( )acada2dias ( )3x/semana ( )
Ix/semana ( ) Nao se aplica.

24) Casos de mortalidade perinatal: ( ) Nao () Sim

24.1) Quantidade de casos de mortalidade perinatal: /estacdo

25) Taxa de fecundidade: ( ) 1 potro/ano ( )1 potroacadaZ2anos ( )maisde 2 anos de intervalo
26) Sazonalidade reprodutiva: ( ) éguas com ciclos regulares* () éguas com ciclos irregulares
() éguas em anestro prolongado ( ) éguas jovens que ndo ciclam

27) Tempo de gestacdo (média) das éguas: ( ) <320 dias ( ) 320-335 dias ( ) > 335 dias

28) Intervalo entre partos: ( ) anual ( )entre 1e2anos ( )superiora 2 anos

29) Ocorréncia de partos auxiliados na propriedade: ( ) Ndo ( ) Sim

30) Idade ao primeiro filho (garanhdes): ( )4 anos ( )4-8anos ( )8-12anos ( ) Outros:
31) Idade ao ultimo filho (garanhdes): ( ) 4 anos ( ) 4-8 anos ( ) 8-12 anos ( ) >12 anos ( ) Outros:

32) Ne° de filhos (garanhdes): ( )até 20 ( )20-40 ( )40-60 ( )acimade60
33) Ja teve alguma infeccdo nos orgaos genitais? ( ) Nao () Sim.
33.1) Teve recidiva? ( ) N&o ( ) Sim.

FIM

* conforme estacdo de monta da raga.
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