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RESUMO

O Brasil possui 0 quarto maior rebanho equino do mundo, e o Estado de Minas Gerais detém o maior
namero de equinos do pais. Portanto, um diagnostico preciso das doencas neurolégicas dos equinos é
prioridade no estado. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi identificar, utilizando a Reacdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR), os agentes infecciosos responsaveis por enfermidades que afetam o sistema
nervoso central (SNC) de equinos. De janeiro de 2009 a janeiro de 2011, foi realizado um levantamento
dos casos de encefalites e encefalomielites em equinos no Estado de Minas Gerais, utilizando-se amostras
de SNC de equinos que morreram com sinais neurologicos. Das 217 amostras de SNC, 47 (21,7%) foram
positivas para 0 virus da raiva pelo método de imunofluorescéncia indireta e inoculagdo em
camundongos. Nas 170 amostras negativas para o virus da raiva, o herpes-virus equino-1 (EHV-1) foi
diagnosticado em 20 (11,8%) e o herpes-virus suino-1 (SHV-1), em uma amostra por meio de PCR, e 0
virus encefalite de Saint Louis (SLEV), em outra amostra, através de transcri¢do reversa (RT) e PCR
(RT-PCR). Constatou-se que o virus da raiva é o principal agente causador de encefalite em equinos,
apesar do crescente nimero de casos de encefalomielite associados ao EHV-1 no Estado de Minas Gerais.
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ABSTRACT

Brazil has the fourth largest equine herd in the world and the State of Minas Gerais has the largest
equine population in the country. Therefore, an accurate diagnosis of cases of neurologic diseases is a
priority in Minas Gerais. The aim of this study was to identify by Polymerase Chain Reaction (PCR)
infectious agents associated with neurological disease in the central nervous system (CNS) of horses. A
survey of encephalitis and encephalomyelitis in horses in Minas Gerais State was performed on samples
of CNS from horses that died with neurological signs from January 2009 to January 2011. Forty seven
CNS samples from 217 (21.7%) horses were positive for rabies virus by the indirect immunofluorescence
assay and mouse inoculation. Among the 170 samples that were negative for rabies, EHV-1 was detected
in 20 (11.8%) and the swine herpesvirus-1 (SHV-1) was detected in one sample by PCR, and the Saint
Louis encephalitis virus (SLEV) was identified in another sample by reverse transcription (RT) and PCR
(RT-PCR). Rabies virus is the most common causative agent of encephalitis in horses, despite the
increasing number of cases of encephalitis associated with EHV-1 in the State of Minas Gerais.
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INTRODUCAO

O Brasil possui 0 quarto maior rebanho equino
do mundo, com aproximadamente 5,5 milhdes de
animais, e o Estado de Minas Gerais detém o
maior nimero de equinos do pais (IBGE, 2011).
Nesse contexto, para a correta vigilancia
epidemioldgica das doencas neuroldgicas dos
equinos, é necessario o diagnostico etiolégico
das encefalopatias que podem afetar essa
espécie. Tal diagnostico é de extrema relevancia,
uma vez que neuropatias sdo geralmente fatais e
algumas tém potencial zoonético.

Frequentemente o diagndstico das doengas
neurolégicas é realizado apenas pela avaliacdo
dos sinais clinicos. Porém, a confirmagdo
laboratorial da etiologia é importante, uma vez
gue a sintomatologia nervosa é comum a muitas
enfermidades dos herbivoros domésticos (Lima
et al.,, 2005). Em Minas Gerais, 0 Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA) é o o6rgédo
responsavel pela execucdo dos programas
sanitarios do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA).

Dentre as enfermidades neuroldgicas que
acometem o SNC dos equideos, que incluem,
além das doencas inflamatérias e infecciosas,
doencas metabdlicas, nutricionais ou genéticas,
traumas, intoxicagdes, abscessos e neoplasias,
neste estudo foram realizados testes diagnosticos
para raiva, as infeccdes por Alfavirus; Flavivirus;
Herpes-virus equino tipo 1 e 4 (Encefalomielite
equina); e Herpes-virus suino tipo 1 (SHV-1),
agente causador da doenca de Aujeszky
(Summers et al., 1995). No Brasil, apesar de o
virus da raiva ser o principal agente causador de
encefalite em equinos, um crescente nimero de
casos de encefalomielite associados ao Herpes-
virus equino tipo 1 (EHV-1) tem sido
diagnosticado (Costa et al., 2009), inclusive
com estudos evidenciando marcadores de
neuropatogenicidade em isolados brasileiros
(Mori et al, 2011). A mieloencefalite
protozodria equina, causada por Sarcocystis
neurona, ja foi diagnosticada no Brasil (Paixao et
al., 2007), mas ndo foi incluida neste estudo
devido & indisponibilidade de amostras de todos
0s segmentos medulares. Recentemente, Silva et
al. (2011) relataram um surto de encefalite
equina causada pelo virus da Encefalite Equina
do Leste (EEEV) no nordeste do pais.
Adicionalmente, evidéncias sorol6gicas em
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equinos indicam a presenca dos EEEV,
Encefalite Equina do Oeste (WEEV), Encefalite
Venezuelana (VEEV) e Encefalite de Saint Louis
(SLEV) em locais onde equinos apresentaram
doenga neurolégica seguida de Obito sem
diagnostico conclusivo (lversson et al., 1993;
Pauvolid-Corréa et al., 2010).

O presente trabalho propde identificar, através de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
especifica, agentes infecciosos causadores de
doenca neurolégica em equinos que tiveram
amostras de SNC negativas para raiva, enviadas
ao IMA durante o periodo de janeiro de 2009 a
janeiro de 2011. Os agentes infecciosos
analisados foram: EHV-1, EHV-4, SHV-1,
EEEV, WEEV, VEEV, SLEV e virus da
encefalite equina do Oeste do Nilo (WNEV).
Essas informagbes poderdo fornecer subsidios
para elaborar futuros programas de controle,
avaliar possiveis falhas no uso e a eficiéncia das
vacinas, bem como o0 acompanhamento de
reservatdrios naturais.

MATERIAL E METODOS

Amostras de SNC provenientes de equinos que
foram a 6bito ap6s sintomatologia neuroldgica
foram coletadas em Minas Gerais por
médicos veterinarios autbnomos e oficiais e
encaminhadas ao Laboratério de Saide Animal
do IMA no periodo de janeiro de 2009 a
janeiro de 2011. As amostras foram enviadas
refrigeradas  (cortex, cerebelo, hipocampo,
tdlamo e medula) e/ou em formol a 10%
(cérebro, cerebelo, tronco encefalico integro e
conjunto da rede admiravel carotidea, hipofise e
ganglios), acompanhadas de um formulario
contendo as informagdes referentes a cada uma,
conforme preconizado por Barros e Marques
(2003). Os dados obtidos nos formularios
referentes as caracteristicas do animal, como
sexo, idade, raga e municipio de origem, foram
catalogados e analisados.

As amostras foram submetidas as andlises de
imunofluorescéncia direta (IFD), prova biolégica
(PB) para o diagndstico da raiva e histopatologia,
dependendo do tipo de conservacdo de cada uma.
Impressdes em [&minas das amostras refrigeradas
de SNC de equinos foram submetidas a IFD para
pesquisa do antigeno da raiva, segundo
preconizado por Dean et al. (1996). A PB foi
realizada através da inoculacéo intracerebral (IC)
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de amostras de SNC de equinos em
camundongos, como descrito por Koprowski
(1996). Foram consideradas positivas para raiva
as amostras com resultado positivo em um destes
dois testes (IFD ou PB).

Para a avaliagdo microscopica, amostras de SNC
encaminhadas em formol a 10% foram
processadas pela técnica rotineira de inclusdo em
parafina, submetidas a microtomia seriada e
coloracdo pela técnica da hematoxilina e
eosina (HE). As amostras foram previamente
seccionadas em  segmentos  especificos
(cérebro, cerebelo, talamo, ganglio trigeminal,
mesencéfalo, ponte, bulbo ou medula), conforme
disponibilidade desses segmentos nas amostras.

As amostras negativas para o virus da raiva
foram enviadas ao Laboratério de Patologia
Molecular da Escola de Veterinaria da UFMG
para o diagnostico através de PCR especificos
para EHV-1 e EHV-4 (Varrasso et al., 2001),
SHV-1 (Fonseca Jr. et al., 2011) ou RT-PCR
para as seguintes arboviroses: SLEV (Ré et al.,
2008), WNV, EEEV (Johnson et al., 2003),
WEEYV e VEEV (Eshoo et al., 2007).

Para a extracdo do DNA/RNA total, as amostras
de fragmentos de SNC (cortex, cerebelo,
hipocampo, tdlamo e medula) foram suspensas
em solucéo salina tamponada a 20% (p/v) e livre
de DNA e RNA, homogeneizadas e
centrifugadas a 2.000 x g, a 4°C, por 30 minutos.
O sobrenadante foi usado para a extracdo do
DNA total através do protocolo de guanidina-
silica, descrito previamente (Boom et al.,
1990). O RNA total das amostras de SNC
foi extraido segundo método de extracdo pelo
Trizol (Invitrogen Life Technologies, EUA),
de acordo com as instrucdes do fabricante.
Foram utilizados 100mg de SNC
homogeneizados em 1mL de reagente Trizol. As
amostras de DNA/RNA total foram quantificadas
por espectrofotdbmetro  (Bio-Rad, modelo
SmartSpec™Plus, EUA).

Para deteccdo dos EHV-1, EHV-4 e SHV-1,
200ng de DNA total foi utilizada como molde
na primeira reacdo de amplificagdo contendo
30uL de mix de PCR comercial (Supermix
PCR, Invitrogen, Brasil) e 1uM de cada
oligonucleotideo iniciador. Os ensaios de PCR
foram feitos em 40 ciclos de desnaturacdo
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.67, n.2, p.391-399, 2015

(EHV-1, EHV-1) ou 55°C (SHV-1) por 45
segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos
em Termociclador (Mastercycler gradient,
Eppendorf, Alemanha). A segunda reacdo dos
semi-nested PCR (EHV-1 e 4) foi feita
utilizando-se a mesma concentracdo dos
reagentes da primeira reacdo e adicionando-se
como amplicon, 1ul da primeira reagdo.
Os oligonucleotideos iniciadores especificos
utilizados para deteccdo dos EHV-1, EHV-4
e SHV-1 foram desenhados e descritos
previamente (Varrasso et al., 2001; Fonseca Jr. et
al., 2011). Para assegurar a qualidade das
amostras de DNA, foi realizada amplificacdo de
parte do gene do fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1), altamente conservado em
mamiferos (Mikawa et al., 1995), sob condicdes
previamente descritas (Costa et al., 2009). Os
iniciadores utilizados neste estudo estéo descritos
na Tab. 1.

Para realizacdo do RT-PCR, o cDNA foi obtido a
partir do RNA total extraido utilizando-se o kit
SuperScriptlll (Invitrogen), conforme instrugdo
do fabricante. As reacBes de amplificacdo de
parte dos genes estruturais dos WEEV, VEEV
(Eshoo et al., 2007), EEEV, WNEV (Johnson et
al., 2003) e SLEV (Ré et al., 2008) foram
feitas utilizando-se oligonucleotideo iniciadores
especificos previamente descritos para cada tipo
viral. A andlise dos amplicons foi feita por
separacéo eletroforética em gel de agarose 1,5%,
corados com solucdo de brometo de etideo
(Invitrogen).

Para confirmar os resultados da técnica de PCR
para EHV-1 e SLEV, um amplicon, escolhido
aleatoriamente, foi sequenciado no Laboratério
de Genética da Escola de Veterinéria da UFMG,
por eletroforese capilar no aparelho ABI3130,
utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1,,
Valid Biotechnology. Os fragmentos de
DNA amplificados foram sequenciados em
ambas as dire¢fes da dupla fita, em duplicata,
empregando-se os oligonucleotideos iniciadores
senso e antissenso especificos, 0s mesmos
utilizados para PCR. A sequéncia consenso final
obtida de cada amostra foi analisada utilizando-
se 0 programa CAP3 Sequence Assembling
Program (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/
phph), alinhada pelo método do CLUSTAL/W,
com o programa BioEdit (1997-2005 versdo
5.09 —http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.
html) e comparadas com outras sequéncias
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previamente disponiveis no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information
(NCBI - Bethesda, EUA -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando-se o0s
algoritmos BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/BLAST/) do pacote BLAST 2.0 (Basic
Alignment Search Tool).

Frequéncias foram comparadas pelo teste exato
de Fisher utilizando-se o GraphPad Instat
software.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo

Agente Sentido Sequéncia (5 — 3°) Produto Referéncias
(pb)
EHV-1 Senso 1 AAGAGGAGCACGTGTTGGAT 287 Varrasso et al., 2001
Antisenso TTGAAGGACGAATAGGACGC
Antisenso 2 AGTAGGTCAGGCCGATGCTT
EHV-4 Senso 1 CTGCTGTCATTATGCAGGGA 323 Varrasso et al., 2001
Antisenso CGTCTTCTCGAAGACGGGTA
Antisenso 2 CGCTAGTGTCATCATCGTCG
EEEV Senso 1 AGGGCTTACCTGATTGAC 140 Young et al., 2008
Antisenso 1 GTAACGCCAGGAGTATTG
Senso 2 GGCTCAAGAGTCAGGAGA
Antisenso 2 CGGATGTGACACAAGAGA
VEEV Senso TGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCA 98 Corréa et al., 2010
Antisenso GGGCGCACTTCCAATGTCAAGGAT
WEEV Senso TGCCAATGCCAGAGCGTTTTCG 98 Corréa et al., 2010
Antisenso GGGCGCACTTCCAATGTCCA
SLEV Senso 1 RRYATGGGYGAGTATGGRACAG 234 Bronzoni et al., 2005
Antisenso 1 CTCCTCCACAYTTYARTTCACG
Senso 2 TGGAYTGGACRCCGGTTGGAAG
Antisenso 2 CCAATRGATCCRAARTCCCACG
WNV Senso 1 ACCAACTACTGTGGAGTC 248 Kleiboeker et al., 2004
Antisenso 1 TTCCATCTTCACTCTACACT
Senso 2 GCCTTCATACACACTAAAG
Antisenso 2 CCAATGCTATCACAGACT
IGF-1 Senso CTCACTGTCACTGCTAAA 225 Mikawa et al., 1995
(controle) Antisenso AAGAAATCACAAAAGCAGC

*EHV-1: herpes-virus equino 1; EHV-4: herpes-virus equino 4; Sarcocystis neurona, EEEV: virus da encefalite
equina do leste; VEEV: virus da encefalite equina venezuelana; WEEV: virus da encefalite equina do oeste; SLEV:
virus da encefalite de Saint Louis; WNV: West Nile virus; IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de SNC avaliadas foram obtidas
de equinos provenientes de 98 municipios,
pertencentes a 45 microrregifes, abrangendo
todas as 12 mesorregides administrativas de
Minas Gerais. Dentre as 217 amostras de SNC de
equinos examinadas, durante o periodo de
janeiro de 2009 a janeiro de 2011, 47 (21,7%)
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foram positivas para o virus da raiva por meio
das técnicas de IFD e/ou PB. A presenca do virus
rabico foi detectada em amostras de equinos
provenientes de 32 municipios distribuidos em
10 mesorregides do Estado (Fig. 1). Durante o
periodo avaliado, a infeccdo pelo virus da raiva
foi diagnosticada somente em casos isolados,
caracterizando a auséncia de surtos epizo6ticos.
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Figura 1. Mapa com distribuicéo

das amostras positivas para o virus da raiva (circulo cheio) e EHV-1

(circulo vazio) no Estado de Minas Gerais. A presenca do virus rabico foi detectada em 32 municipios e o
EHV-1, em 16 municipios amplamente, distribuidos em 10 e 11 mesorregifes do estado, respectivamente.
Mesorregifes: 1 - Campo das Vertentes; 2 - Central Mineira; 3 - Jequitinhonha; 4 - Metropolitana de Belo
Horizonte; 5 - Noroeste de Minas; 6 - Norte de Minas; 7 - Oeste de Minas; 8- Sul e Sudoeste de Minas; 9
- Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba; 10 - VVale do Mucuri; 11 - Vale do Rio Doce; 12 - Zona da Mata.

A dispersdo dos casos positivos ocorreu ao longo
de todos os meses do ano. No entanto, maior
incidéncia de raiva foi observada entre os meses
de marco a agosto, indicando tendéncia sazonal
com maior nimero de casos ao final do periodo
chuvoso e inicio do periodo seco. Essa
observacdo pode estar associada a influéncia
tanto das condi¢Bes climaticas quanto da
disponibilidade de abrigos adequados e de
alimento aos morcegos transmissores da raiva.
S8o fatores que, em conjunto, podem interferir
no deslocamento desses animais, determinando a
concentragdo de populagbes em 4&reas mais
favoraveis, levando a ocupacdo de reflgios
situados nos vales, nas proximidades da agua
(Menezes et al., 2008).

Equinos de ambos 0s sexos, entre varias faixas
etarias e racgas, foram acometidos pelo virus
rébico. Ndo houve diferenga significativa nas
frequéncias de sexo e faixa etaria na comparagéo
entre animais positivos e negativos para raiva
(Tab. 1). Foi observada maior frequéncia da
infeccdo em animais de raca indefinida, com um
risco relativo de 1,71 maior que animais de raga
pura (P<0,05) (Tab. 2), com odds ratio de 1,99.
Contudo, tendo em vista a auséncia de evidéncias
de predisposicdo racial para raiva na literatura,
a hipétese é de que esse indicio ndo
necessariamente reflete uma predisposigéo racial,
mas possivelmente seja decorrente das condigdes
de manejo desses animais, que tendem a diferir
entre animais de raca pura e animais de raca
indefinida.

Tabela 2. Distribuicdo de equinos positivos e negativos para raiva, de acordo com sexo, idade e raga

Caracteristicas Equinos positivos para Equinos negativos para P valor
avaliadas raiva (n=47) raiva (n=170)
Sexo Fémea 20 (42,6%)" 74 (43,5%) 100
Macho 27 (57,4%)" 96 (56,5%) :
Idade (anos) <4 26 (55,3%)" 87 (51,2%) 0.47
5a10 15 (31,9%)" 67 (39,4%) 0’24
>11 7 (14,8%)" 16 (9,4%) '
Raca SRD 29 (61,7%)® 76 (44,7%) 0.047
Raca Pura 18 (38,3%)" 94 (55,3%) ‘

FT — Teste Exato de Fisher. *Valores da mesma coluna seguidos de letras diferentes apresentam diferenca estatistica

significativa no Teste Exato de Fisher (P<0,05).
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Dentre as amostras positivas para raiva,
foram selecionadas, de modo aleatdrio,
nove para serem avaliadas histologicamente.
Inflamagdo ndo supurada foi observada
em cinco amostras (55,5%), caracterizadas
por manguitos perivasculares compostos por
infiltrado inflamatorio linfo-histioplasmocitério,
predominantemente nas regides do cortex
cerebral, mesencéfalo e tronco encefalico e
meninges, associado a gliose focal. Corpusculos
de inclusédo viral, intracitoplasmaticos, redondos
a ovais e eosinofilicos (corplsculos de Negri),
foram visualizados em duas das amostras.

Embora o achado de corplsculos de Negri seja
considerado conclusivo para raiva, foi observado
somente em duas das nove amostras avaliadas.
Peixoto et al. (2000) demonstraram que o
corpisculo de Negri é mais comumente
observado no SNC de bovinos infectados com
virus da raiva, em torno de 80% dos casos, ao
passo que, em equinos, observa-se corpusculo
em apenas 36% dos casos. Esse fato pode ser
explicado pela progressao rapida do curso clinico
da doenca em equinos, de 7 a 10 dias, podendo
levar & morte em apenas 3 a 4 dias (Summers et
al., 1995). Consequentemente, em geral ndo ha
tempo suficiente para o desenvolvimento de
alteracGes histopatoldgicas caracteristicas, sendo
comum a auséncia de lesdes no SNC de equinos
positivos para raiva. Portanto, faz-se necessario o
emprego de técnicas, como IFD, PB como
inoculacho de camundongos, ou imuno-
histoquimica, para confirmacéo da doenca.

Dentre as 170 amostras de SNC negativas para o
virus da raiva, provenientes de 82 municipios
abrangendo todas as 12 mesorregides de Minas
Gerais, 20 (11,8%) foram positivas para EHV-1
através da técnica de semi-nested PCR (Varrasso
et al., 2001). Nao houve detec¢do do EHV-4 no
DNA oriundo do SNC de nenhum dos equinos
analisados, o que indica baixa frequéncia desse
virus no Estado de Minas Gerais, uma vez que a
metodologia empregada apresenta elevada
sensibilidade e especificidade (Varrasso et al.
2001).

As 20 amostras positivas para EHV-1 eram
provenientes de 16 municipios, distribuidos em
11 mesorregides do estado (Fig. 1). A
mesorregido com o maior nimero de casos
positivos foi a Metropolitana de Belo Horizonte,
com sete casos em 62 submissdes. Os casos de
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EHV-1 ocorreram durante todos os meses do ano
sem nenhum agrupamento sazonal, sendo
diagnosticados somente casos isolados, com
no maximo dois equinos acometidos por
propriedade.

Os sinais nervosos mais relatados nos equinos
infectados pelo EHV-1 foram paralisia flacida
dos membros pélvicos, incoordenacgdo e ataxia.
A paralisia flacida dos membros pélvicos,
observada em 76% (14/20) dos animais
positivos para EHV-1, foi considerada o
Gnico sinal clinico significativamente mais
frequente que nos demais animais afetados por
doenca neurolégica (39/150; 26%) (p = 0,002).
Contudo, é importante ressaltar que a avaliacdo
clinica no presente estudo foi realizada por
diversos veterinarios em condi¢gdes de campo
(veterindrios do servico de vigilancia sanitaria
oficial e autbnomos). Portanto, nessas condigdes
de analise de material de campo, os parametros
de avaliagho  neurologica ndo  foram
padronizados, 0 que pode ter influenciado a
interpretacdo das alteragdes clinicas. Geralmente,
em equinos, a paralisia flacida dos membros esta
associada a casos de botulismo (Galey, 2001) ou
raiva (Green, 1993), e ha relatos em casos de
mieloencefalite protozoaria equina (Fenger et al.,
1997), encefalite equina do Oeste do Nilo (Hayes
et al., 2005).

A evolugdo do curso clinico da encefalite pelo
EHV-1 variou de um a nove dias, sendo 75% dos
casos entre um a cinco dias. Equinos de ambos
0s sexos, de varias ragas, vacinados ou ndo,
foram acometidos pelo EHV-1. A idade dos
equinos EHV-1 positivos variou de dois dias a 13
anos, sendo 70% dos casos diagnosticados até
quatro anos de idade. Em relacdo a sexo, fémeas
foram mais frequentemente acometidas pelo
EHV-1 neste estudo do que machos (p = 0,01)
(Tab. 3). Uma provavel explicacdo para essa
observacdo seria a associacdo dos sinais
neurolégicos com casos de abortos, uma vez
que surtos neurologicos pelo EHV-1 estdo
frequentemente relacionados a abortos (Dinter e
Klingeborn, 1976), contudo essa associacdo ndo
foi pesquisada no presente trabalho. Casos de
doenca neurol6gica por EHV-1 também tém sido
relatados em éguas gestantes ou apés 30 dias de
gestacdo (Costa et al., 2009). Animais de raca
indefinida corresponderam a 65% dos animais
EHV-1 positivos, porém ndo houve diferenca
significativa em comparagdo ao grupo de animais
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de raca pura (Tab. 3). Cabe ressaltar que
sdo reconhecidas trés cepas do virus: HVB-1.1
e HVB-1.2b (pouco prevalente no Brasil),
que causam predominantemente inflamacdo do

HVB-1.1 também causa de aborto em
bovinos. JA& o HVB-1.2a estd associado
predominantemente com vulvovaginite pustular e
aborto (Spilki et al., 2004).

trato respiratorio superior (rinotraqueite), sendo o

Tabela 3. Distribui¢do de equinos positivos ou negativos para EHV-1, de acordo com sexo, idade e raca

Caracteristicas Equinos EHV-1 Equinos EHV-1

avaliadas Positivos (n=20) Negativos (n=150) ~Ellen
Sexo Fémea 14 (70%)B 60 (40%) 0,01
Macho 6 (30%)A 90 (60%)
Idade (anos) <4 14 (70%)A 73 (48,7%) 0,13
5a10 5 (25%)A 62 (41,3%) 1,00
>11 1 (5%)A 15 (10%)
Raca SRD 13(65%)A 63 (42%) 0,059
Raca Pura 7 (35%)A 87 (58%)

FT — Teste Exato de Fisher. *Valores da mesma coluna seguidos de letras diferentes apresentam diferenca estatistica

significativa no Teste Exato de Fisher (P<0,05).

O produto de PCR de EHV-1 que foi
sequenciado teve a sequéncia depositada no
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) e
recebeu o seguinte nimero de acesso: JN252406.
Através da comparacdo com sequéncias de
nucleotideos e aminodcidos de amostras de
EHV-1, previamente depositadas no GenBank,
foi observado um grau de identidade de 99%
com as amostras de referéncia de EHV-1, V592
(GenBank AY464052) e Ab4 (GenBank
AY665713). Embora a genotipagem dos isolados
ndo estejam no escopo do presente estudo,
recentemente  demonstraram-se  marcadores
genéticos de neuropatogenicidade em isolados
brasileiros de EHV-1 (Mori et al., 2011).

Das 20 amostras de SNC positivas para EHV-1,
somente oito foram enviadas ao IMA e fixadas
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em formol a 10% para avaliagdo histopatoldgica.
Em quatro amostras (50%), foram observadas
alteragbes circulatorias, como hiperemia e
hemorragias multifocais no cérebro, tendo
sido observada trombose em uma amostra
(Tab. 4). Meningoencefalite ndo supurada
multifocal ou difusa, caracterizada por manguitos
perivasculares compostos predominantemente
por linfocitos e histiécitos localizados no espaco
de Virchow-Robin e gliose multifocal, foi
observada em dois animais (25%). As alteragdes
foram observadas principalmente no cérebro,
cerebelo, tdlamo e mesencéfalo (Fig. 2). N&o foi
observada vasculite necrotizante caracteristica
dos EHV-1 no encéfalo dos equinos analisados.
Geralmente, essas alteracGes lesGes vasculares
sdo observadas com mais frequéncia na medula
espinhal (Henninger et al., 2007).
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Figura 2. Bulbo de uma égua positiva para EHV-1 através da técnica de PCR. Manguito perivascular
linfo-histiocitéario associado a hiperemia acentuada (seta); HE, barra = 200um.
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Dentre as 170 amostras de SNC de equinos
testadas, somente uma amostra foi positiva para
0 SVH-1, agente da doenca de Aujeszky, por
PCR, que amplifica um fragmento especifico de
499 pb de parte do gene da glycoprotein E
(Fonseca Jr. et al., 2011). Essa amostra ndo foi
enviada em formol, ndo sendo possivel avaliagao
histopatolégica. Os suinos sdo considerados 0s
reservatérios naturais do SHV-1 e, portanto,
responsaveis pela manutencdo da doenca. Apesar
de o SHV-1 infectar varias espécies de
mamiferos selvagens e domésticos, 0s equinos e
as aves sdo considerados pouco susceptiveis a
infeccdo (Pomeranz et al., 2005). Contudo,
Kimman et al. (1991) isolaram o virus da doenca
de Aujeszky a partir do cérebro de um cavalo
que tinha demonstrado sinais neuroldgicos
graves e meningoencefalite ndo-supurativa na
avaliagdo microscdpica. Nossos resultados
corroboram a ideia de que SHV-1 deve ser
incluido no diagnostico diferencial de cavalos
com neuropatias em dareas onde o virus €
endémico.

Uma amostra foi positiva para o virus de Saint
Louis (SLEV) através da técnica de transcri¢do
reversa seguida de nested PCR (RT-PCR). Um
fragmento especifico de 256pb para o SLEV foi
detectado  utilizando-se  iniciadores  que
amplificam parte do gene da poliproteina do
SLEV (Ré et al., 2008). Considerando que esse
foi o primeiro diagnostico da infeccdo pelo
SLEV em um equino no Brasil, tal diagndstico
resultou no desenvolvimento de um modelo de
infeccdo em camundongos neonatos, tendo sido
descrito detalhadamente em publicacéo prévia
(Rosa et al., submetido para publicagdo). N&o
houve deteccdo das outras arboviroses testadas
(WNV, EEEV, WEEV, VEEV) no SNC dos
equinos analisados.

CONCLUSAO

Neste estudo, foi constatada prevaléncia mais
elevada do virus da raiva (21,7%) dentre os
agentes causadores de doenga neuroldgica no
SNC de equinos. A pesquisa por outros agentes
virais nas amostras que foram negativas para o
virus da raiva revelou a presenca do EHV-1 em
11,8% das amostras, além de um caso de
infeccdo pelo SVH-1, agente da doenca de
Aujeszky, e um caso de infeccdo pelo SLEV.
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