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RESUMO 

 

O vírus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV), membro da família Retroviridae, 

gênero Lentivirus, causa uma doença de curso crônico e latente em equídeos. A infecção é 

limitada a equinos, asininos e muares e caracteriza-se por episódios febris, perda de peso, 

debilidade progressiva, mucosas ictéricas, edemas subcutâneos e anemia. A AIE não tem 

tratamento nem vacina eficaz. O diagnóstico clínico é difícil pelo fato que os sinais da doença 

não são específicos, além disso, após a fase aguda da infecção a maioria dos animais se torna 

portador assintomático do vírus.  Neste estudo nós detectamos e caracterizamos 

filogeneticamente o vírus isolado na Bahia, Brasil. A partir de amostras de sangue e soro de 

animais de diferentes municípios do estado utilizamos a técnica de referência pela 

Organização Mundial para Sanidade Animal (OIE), a prova sorológica de IDGA, e as  

técnicas moleculares de nested-PCR e nested-RT-PCR. No total 82 animais foram 

examinados neste estudo por IDGA e PCR. Primers para o gene gag foram utilizados para 

amplificar o DNA proviral/RNA do EIAV,  nos ensaios de  nested-PCR e nested-RT-PCR 

respectivamente. Amplicons de 15 amostras positivas por  nested-PCR foram submetidas ao 

sequenciamento e análise filogenética.  As sequencias de EIAV analisadas neste estudo 

formam um clado com as cepas WSU5, EIAVUK e EIAVwyoming, todas dos EUA. 51 amostras 

(62,2%) foram positivas por nested-PCR, enquanto apenas 31 amostras (37,8%) foram 

positivas por IDGA. No presente estudo utilizando técnicas moleculares foi possível 

demonstrar que animais portadores assintomáticos do EIAV, com diferentes status sorológico 

apresentam vírus e/ou DNA proviral detectável por PCR, em PBMC e plasma, demonstrando 

que o vírus se replica mesmo na presença de mecanismos de defesa imunológicos do 

hospedeiro, sendo o animal portador assintomático e sorologicamente negativo, importante 

reservatório do vírus no plantel, e sugerindo que o controle da AIE baseado apenas no IDGA 

precisa ser revisto pelos órgãos fiscalizadores no Brasil. 

 

 

 

Palavras-chave: EIAV. PCR. Análise filogenética. 
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ABSTRACT 

 

The Equine Infectious Anemia Virus (EIAV), a member of the family Retroviridae, genus 

Lentivirus, causes a disease of chronic and latent course in equidae. Infection is limited to 

horses, asinines and mules and is characterized by febrile episodes, weight loss, progressive 

weakness, icteric mucous, subcutaneous edema and anemia. The equine infectious anemia 

(EIA) has no effective treatment or vaccine. The clinical diagnosis is difficult due to the fact 

that the signs of the disease are not specific; moreover, after the acute phase of infection, most 

animals become asymptomatic carriers of the virus. In this study we detected and 

characterized phylogenetically the virus isolated in Bahia, Brazil. We used the reference 

technique from the World Organization for Animal Health (OIE), the serological test of 

AGID, and the molecular techniques of nested-PCR and nested-RT-PCR from blood and 

serum samples from different municipalities of the state.  In total, 82 animals were examined 

in this study by AGID and PCR. Primers for the gag gene were used to amplify the EIAV 

proviral DNA/RNA in the nested-PCR and nested-RT-PCR assays, respectively. Amplicons 

of 15 samples positive by nested-PCR were submitted to sequencing and phylogenetic 

analysis. The EIAV sequences analyzed in this study form a clade with strains WSU5, 

EIAVUK and EIAVwyoming, all from the USA. 51 samples (62.2%) were positive by nested-

PCR, whereas only 31 samples (37.8%) were positive by AGID. In the present study using 

molecular techniques, it was possible to demonstrate that asymptomatic carriers of EIAV, 

with different serological status, have virus and/or DNA proviral detectable by PCR, in 

PBMC and plasma, demonstrating that the virus replicates even in the presence of 

immunological defense mechanisms of the host, being the asymptomatic and serologically 

negative carrier animal, an important reservoir of the virus in the establishment, and 

suggesting that the control of the EIA based only on the AGID test needs to be reviewed by 

the inspection agencies in Brazil. 

 

 

Keywords: EIAV. PCR. Phylogenetic analysis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

A Anemia infecciosa equina (AIE) é uma doença infecciosa grave que acomete os 

animais da Família Equidae. A doença é causada pelo vírus da Anemia Infecciosa Equina 

(EIAV), pertencente à família Retroviridae, gênero Lentivírus. Neste gênero estão 

classificados outros importantes patógenos dos animais e do homem causadores de doenças 

crônicas e persistentes; entre eles o vírus da Artrite-encefalite caprina (CAEV), o vírus 

Maedi-Visna, o vírus da Imunodeficiência bovina (BIV), o vírus da Imunodeficiência felina 

(FIV) e o vírus da Imunodeficiência humana (HIV) (LEROUX et al., 2004).  

A infecção é limitada a equinos, asininos e muares e caracteriza-se por episódios febris 

recorrentes, trombocitopenia, anemia,  perda de peso e edemas subcutâneos. A doença 

apresenta três estágios clínicos distintos, a fase aguda (primeiro episódio da doença), a fase 

crônica (múltiplos e sequenciais episódios da doença) e a fase inaparente, quando o animal se 

torna portador assintomático da infecção (ISSEL et al., 2014).  

O EIAV é transmitido principalmente através do sangue de animais infectados e uma 

das vias de penetração do vírus é através da picada de insetos hematófagos, como os 

tabanídeos (Tabanus sp; Hybomitra spp) e as moscas do estabulo (Stomoxys spp) que servem 

de vetores mecânicos, devido a permanência do vírus no aparelho bucal dos insetos (Hawkins 

et al., 1976; Williams et al., 1981; Foil et al., 1983). 

A imunodifusão em gel de ágar (IDGA) é o teste oficial indicado pela Organização 

mundial para sanidade animal (OIE) para o diagnóstico sorológico da AIE em todo o mundo 

(OIE, 2013).  A IDGA ou teste de Coggins (COGGINS & NORCROSS, 1970) é um teste 

relativamente rápido, de baixo custo, simples e altamente específico para identificar animais 

infectados, entretanto o teste tem baixa sensibilidade e a interpretação dos resultados é 

subjetiva pela leitura visual das curvaturas das linhas  de precipitação (REIS et al., 1994; 

REIS, 1997; SCICLUNA et al., 2013). 

A AIE é, ainda hoje, um obstáculo para o desenvolvimento da equideocultura, uma 

doença transmissível e incurável, que gera prejuízos econômicos importantes ao produtor 

rural que utiliza esses animais como ferramenta de trabalho; aos criadores de elite 

interessados na melhoria das raças, e/ou por interferir nas negociações do mercado 

internacional (ALMEIDA et al., 2006). 
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Desde seu reporte no Brasil, em 1968, a AIE é umas das principais preocupações da 

equideocultura nacional, e foi incluída na lista de doenças passíveis de aplicação de medidas 

previstas no Regulamento de Defesa Sanitária Animal (BRASIL, 2004) que estabelece a 

obrigatoriedade da eutanásia ou isolamento dos equídeos soropositivos.  

A Bahia é o primeiro estado do Brasil em relação ao quantitativo de equídeos (IBGE-

Censo Agropecuário, 2006), entretanto os dados epidemiológicos a cerca da prevalência da 

AIE no estado são insuficientes, alguns levantamentos demonstraram valores entre 5,9% até 

35% de soropositividade (ARAÚJO et al., 2007; GUIMARAES et al., 2011;  ROSA et al., 

2012a; ROSA et al., 2012b). 

No Brasil os dados de prevalência da AIE se reportam aos animais que precisam 

transitar no país, sendo assim nem todos os animais são testados, apenas animais de elite, 

reprodutores ou atletas, que periodicamente participam de eventos equestres no país. A 

depender da região estudada a morbidade pode variar amplamente, devido a fatores como a 

população de hospedeiros e de insetos, vetores mecânicos da infecção e ainda da aplicação de 

práticas de manejo adequadas (FRANCO & PAES, 2011).  

O controle da AIE é possível, mas para tal, um levantamento da distribuição e 

prevalência da doença, utilizando  testes  de diagnóstico mais sensíveis, que permitam 

identificar animais portadores assintomáticos e animais na fase inicial da infecção, são 

elementos fundamentais para uma vigilância sanitária eficaz. 

Desta forma a motivação para a realização deste trabalho foi poder contribuir com os 

estudos sobre EIAV no Brasil, caracterizando filogeneticamente o vírus que circula nos 

equídeos da  Bahia, e por outro lado questionar o diagnóstico da AIE baseado apenas em 

IDGA; principalmente porque animais soropositivos são eutanasiados em prol do controle da 

enfermidade, enquanto animais falsos-negativos continuam transmitindo o vírus no plantel. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1 HISTÓRICO 

 

 

A AIE é uma doença infectocontagiosa crônica de etiologia viral, descrita pela 

primeira vez na França, em 1843 por Ligné como a Febre dos Pântanos. A identificação do 

agente etiológico foi realizada por Carré e colaboradores em 1904, e foi a primeira doença 

comprovadamente causada por um "agente filtrável".   

Nos primórdios do século vinte a pesquisa da AIE desacelerou-se devido à 

incapacidade de se propagar o vírus in vitro, até a década de 60, quando pesquisadores 

japoneses desenvolveram sistemas bem sucedidos de cultura in vitro de leucócitos (KONO et 

al., 1970; CLEMENTS & ZINK, 1996). No inicio de 1970, Dr. Leroy Coggins desenvolveu o 

teste de imunodifusão em gel de ágar (IDGA) para detectar especificamente anticorpos no 

soro de animais infectados (COGGINS & NORCROSS, 1970; COGGINS et al., 1972). 

No Brasil a doença foi constatada em 1968, nos estados do Rio de Janeiro (DUPONT 

et al., 1968; SILVA et al., 1968) e no Rio Grande do Sul (GUERREIRO et al., 1968).  

A AIE gera embargos ao trânsito de equídeos, além de interferir nos eventos 

esportivos equestres, assumindo assim uma relevância econômica considerável. Desde 1981 a 

AIE foi incluída entre as doenças passiveis de medidas de controle pelo Ministério da 

Agricultura, pecuária e abastecimento (MAPA). Segundo o Regulamento de Defesa Sanitária 

(BRASIL, 2004) é obrigatória a eutanásia de equídeos soropositivos. Em 2004, foi implantado 

o Programa Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE), o qual tem como umas das metas o 

controle das AIE através da identificação, segregação e/ou eutanásia dos animais positivos no 

teste de IDGA (BRASIL, 2004).  

  

 

2.2 VÍRUS DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA  

 

 

2.2.1 Classificação 
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A doença é causada pelo vírus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV), pertencente à 

família Retroviridae, gênero Lentivírus.  A família Retroviridae está dividida em subfamílias; 

esta subdivisão baseia-se predominantemente nas propriedades patogênicas do que nos 

critérios moleculares. A maioria dos retrovírus de importância na medicina veterinária 

pertence à subfamília Orthoretrovirinae (GOFF, 2007; RAVAZOLLO & COSTA, 2007).   

No gênero Lentivírus estão importantes patógenos dos animais domésticos e do 

homem; o vírus da Artrite-encefalite caprina (CAEV) e o vírus Maedi-Visna de ovinos estão 

intimamente relacionados e forma um complexo denominado, Lentivírus de pequenos 

ruminantes (LVPR), o vírus da Imunodeficiência bovina (BIV) e felina (FIV), o vírus da 

Imunodeficiência símia (SIV) e humana (HIV). Todos os Lentivírus são conhecidos por 

causar doenças crônicas e persistentes em seus hospedeiros (LEROUX et al., 2004).  

Lentivírus têm sido isolados de ovelhas, cabras, cavalos, bois, gatos, macacos e 

homem. Cinco grupos evolucionários de lentivírus são geneticamente reconhecidos (Figura 

1), a partir do alinhamento de sequencias da transcriptase reversa (RT) com 427 aminoácidos, 

sendo relevante perceber que mesmo dentro de um único grupo, distintos subgrupos podem 

ser definidos de acordo com diferentes espécies hospedeiras, áreas geográficas e distâncias 

genéticas (DESROSIERS, 2007). 
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Figura 1: Filogenia dos Lentivírus mostrando cinco grupos filogenéticos (DESROSIERS, 2007). 

 

 

 

2.2.2 Características morfológicas 

 

 

O vírus da AIE apresenta aproximadamente de 115ηm de diâmetro, com estrutura 

única de tripla camada: a mais interna é o complexo de nucleoproteínas genômicas, que inclui 

por volta de 30 moléculas de RT, com simetria circular ou oval; a segunda camada é o 

capsídeo icosaédrico de aproximadamente 60ηm de diâmetro; que por sua vez é recoberto por 

envelope derivado da membrana da célula hospedeira, no qual se projetam peplômeros 

glicoproteicos de 6-8 ηm. O genoma viral é diploide, composto por um dímero invertido de 

moléculas de RNA fita simples em sentido positivo, e cada monômero tem 7-11kb. O genoma  

compreende  três genes principais que codificam proteínas estruturais  (gag, pol e env), três 

regiões abertas de leitura (ORFs) que codificam proteínas regulatórias (tat, rev e S2) e por 
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duas regiões não codificantes, únicas, situadas nas extremidades 5`(RU5) e 3`(RU3) que 

apresentam elementos promotores da transcrição (MURPHY et al., 1999; COUTINHO et al., 

2013; ISSEL et al., 2014).  

O envelope viral é constituído por lipídeos e glicoproteínas codificadas pelo gene env, 

as quais são denominadas de glicoproteínas de superfície (SU) e transmembrana (TM), que 

atuam como receptores virais durante a interação do vírus com a célula hospedeira. O gene 

gag origina as proteínas da matriz (MA), cápside (CA) e nucleocapsídeo (NU), enquanto o 

gene pol é responsável pela síntese de proteínas com funções enzimáticas envolvidas no 

processo de replicação viral como as proteases (PR), a RT e a integrase (IN) (Figura 2) 

(GOFF, 2007; RAVAZOLLO & COSTA, 2007). 

Os retrovírus são inativados por solventes lipídicos, detergentes e pelo aquecimento a 

56ºC por 30 minutos. Porém, são mais resistentes à radiação UV e X do que outros vírus, 

provavelmente devido ao seu genoma diploide (MURPHY et al, 1999). 

 

 

 

 

Figura 2: Desenho esquemático da estrutura do EIAV mostrando a identificação e a localização das 

proteínas estruturais (Adaptado de ISSEL et al., 2014). 

 

 

 

2.2.3 Genoma do EIAV 

 

 

O genoma de EIAV consiste em duas fitas de RNA idênticas não complementares com 

aproximadamente 8,2kb, o menor genoma entre os lentivírus, compreendendo três genes 
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principais que codificam proteínas estruturais (gag, pol e env) e não estruturais (tat, rev e S2) 

ligadas nas extremidades finais por duas regiões terminais não codificantes (“long terminal 

repeats” ou LTR) (Figura 3).  

As proteínas de gag, pol e env são produzidas como poliproteínas precursoras e são 

clivadas somente na fase final do ciclo, durante o egresso e mesmo após, dando origem às 

proteínas individuais (RAVAZOLLO & COSTA, 2007). 

A poliproteína precursora codificada pelo gene gag contem 55kd  (Pr55gag) é clivada 

pela PR viral, sendo essencial no ciclo de replicação pois está associada a formação da 

partícula viral na célula hospedeira. Esta poliproteína é clivada em quatro proteínas estruturais 

que compõem o virion maduro: a proteína MA (p15), a proteína CA (p26) e duas NC (p11 e 

p9) (COUTINHO et al., 2013). Estas proteínas formam o core viral, com a p11 ligando-se ao 

RNA genômico (RNAg), a p26 compreendendo a estrutura cônica do core e a p15 formando a 

matriz ao redor do core. Desta forma, p15 e p26 são essenciais na formação da partícula viral 

enquanto p9 é critica para a liberação da progênie viral a partir da célula hospedeira (ISSEL et 

al., 2014). Estudos também sugerem a participação da p9 nos eventos de infecção e replicação 

viral (CHEN et al., 2001) assim como o papel desta proteína nos estágios iniciais da 

replicação que levam a geração do DNA proviral e sua estável integração, fundamental para 

uma infecção produtiva na célula alvo (JIN et al., 2005). 

As proteínas do gene pol também são produzidas pela clivagem proteolítica do 

precursor Pr180gag/pol, novamente pelas PR virais, produzindo importantes proteínas com 

função enzimática a PR, a IN e RT (ISSEL et al., 2014). A PR é responsável pelo 

processamento das poliproteínas  Pr55gag e Pr180gag/pol,  a RT faz a conversão do RNAg 

viral em DNA proviral e a IN facilita a integração do DNA proviral ao DNA cromossômico 

da célula hospedeira (DONG et al., 2014). 

Os lentivírus não-primatas codificam uma enzima importante para a síntese de DNA, a 

deoxiuridina trifosfatase (dUTPase; DU) a partir de uma ORF distinta dentro do gene pol 

(Figura 3), esta enzima catalisa a conversão de dUTP em mUTP e PPi, e tem sido reportada 

como importante fator para a eficiente replicação do EIAV em macrófagos, in vitro e in vivo; 

variações na sequencia de DU podem alterar propriedades biológicas e patogênicas do vírus. 

A presença, portanto da DU em lentivírus não primatas pode estar relacionado em parte à 

replicação predominante destes vírus em células com baixo potencial de divisão (macrófagos) 

em contraste com os lentivírus de primatas que se replicam em células com alto potencial de 

divisão (linfócitos), assim a presença da DU reduz a frequência de mutação nos produtos da 

transcrição reversa (DESROSIERS, 2007; LICHTENSTEIN et al., 1995).  
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O envelope viral é constituído pelo produto do gene env, uma poliproteína clivada por 

endoproteinases celulares em duas glicoproteínas: SU (gp90) e TM (gp45); que estão 

envolvidas na ligação do vírus ao receptor celular, recentemente identificado como receptor 

de lentivírus equino-1 (ELR-1), membro da família de receptores do fator de necrose tumoral 

(TNF) (ZHANG et al., 2005). A TM é uma proteína integral de membrana; a SU está 

localizada externamente no virion, associada de forma não-covalente com a região externa da 

TM (GOFF, 2007; RAVAZOLLO & COSTA, 2007). 

Os genes gag e pol mostram-se os mais conservados, enquanto o gene env é 

heterogêneo, em razão das mutações pontuais estabelecidas durante a replicação dos ácidos 

nucleicos dos retrovírus (NARAYAN & CLEMENTS, 1989). As regiões gag, pol e ORF1 

(codifica o exon 2 de tat) e a ORF2 (codifica S2) são conservadas entre as cepas de EIAV, 

enquanto env e ORF3 (codifica o segundo exon de rev) são altamente variáveis (CHONG et 

al., 2014). 

As LTRs são formadas na fase de síntese do DNA pelas sequencias RU3 e RU5 

presentes no genoma do vírus, as quais contêm o sítio de iniciação da transcrição para a RNA 

polimerase II. São regiões não traduzidas, únicas, situadas nas extremidades 5`(RU5) e 

3`(RU3) que flanqueiam o DNA proviral. As regiões LTRs regulam a expressão do genoma 

viral, servindo como ponto de convergência de fatores de transcrição e elementos do 

maquinário transcricional da célula, também são responsáveis pela poliadenilação do RNA 

viral, além de estarem relacionadas com o tropismo celular (MAURY, 1998). A função de 

LTR tem impacto direto sobre (i) a infecção produtiva da célula hospedeira, (ii) a expressão 

viral e montagem suficiente para elevar a carga viral a níveis associados à progressão da 

doença e patogênese, (iii) transição entre os níveis de expressão viral da latência para a 

infecção altamente produtiva e (iv) a produção de proteínas virais citotóxicas (KREBS et al., 

2001). 

O genoma do EIAV apresenta três ORF`s, além dos três genes estruturais, as quais 

codificam proteínas acessórias (tat, rev e S2) que podem ter funções regulatórias na replicação 

viral, na defesa contra o sistema imunológico do hospedeiro e/ou promovem a 

patogenicidade. Embora duas destas proteínas (tat e rev) sejam comuns a todos os retrovírus, 

a terceira, S2 está presente apenas no genoma do EIAV  (COUTINHO et al., 2013; ISSEL et 

al., 2014).  

Por outro lado EIAV é o único do gênero que não codifica a proteína do gene 

regulatório vif; esta proteína tem ação direta sobre a apopoliproteina β (APOβEC-3) 
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importante na defesa do hospedeiro contra os retrovírus (DESROSIERS, 2007; ISSEL et al., 

2014). 

Tat (trans-activator protein) tem a função de recrutar proteínas da célula hospedeira 

essenciais para o alongamento do RNA viral nascente, enquanto Rev (proteína reguladora 

viral) promove o splicing e a exportação nuclear do RNAm viral para o citoplasma. Embora a 

função de S2 não esteja completamente definida a deleção desta proteína acessória resulta na 

atenuação do vírus (BACCAM et al., 2003; ISSEL et al., 2014). Estudos sugerem que S2 

participa da regulação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, induzindo potencialmente 

o quadro de trombocitopenia observado na fase aguda da doença (COVALEDA et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Organização genômica do EIAV. (A) Regiões codificadoras do genoma viral. (B) Produtos 

proteicos e suas respectivas ORF`s no genoma viral (DESROSIERS, 2007; ISSEL & FOIL, 2015). 

 

 

 

2.2.4 Ciclo de Replicação Viral 

 

 

A infecção inicia-se pela ligação sequencial das proteínas do envelope do vírus  à 

receptores primários na superfície das células, e então co-receptores vão mediar a fusão entre 

o vírus e a membrana celular (CLAPHAM & MCKNIGHT, 2002). Zhang e col. (2005) 

identificaram e clonaram um receptor funcional para EIAV, denominado Equine Lentivirus 

receptor-1 (ELR-1), uma proteína semelhante às da família do receptor do TNF. Demonstrou-

se que ERL-1 é expressa em células permissivas à replicação de EIAV, incluindo 
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monócitos/macrófagos, estando ausente em linhagens de células humanas, símias e de 

roedores. 

A subunidade SU de env tem o papel principal de contato com o receptor, e a 

subunidade TM parece ser mais importante na fusão com a membrana celular (GOFF, 2007). 

O rearranjo das proteínas do envelope é especialmente requerido nesta fase, tais rearranjos 

acontecem nas pontes dissulfeto que existem dentro ou entre TM e SU. Em condições 

favoráveis de temperatura, a fusão inicia-se rapidamente (dentro de 5 minutos) e estará 

completamente concluída em 3 horas (GOFF, 2007; COFFIN et al., 1997). 

O processo de desnudação ou abertura do capsídeo, o qual permite o inicio da 

transcrição reversa, é pobremente conhecido, provavelmente fatores celulares são importantes 

nos estágios iniciais. Por exemplo, no caso do HIV a proteína Ciclofilina A interage com CA, 

isto é necessário para o inicio da transcrição reversa. Possivelmente esta proteína facilite o 

desnudamento do virion (GOFF, 2007). 

Os retrovírus diferem de outros vírus, pois cada virion contém duas cópias completas 

do genoma de RNA de cadeia simples. Tem se proposto que os retrovírus carreguem estes 

dois RNAs para aumentar a probabilidade de sucesso da síntese de DNA, ou seja, se um dos 

dois RNAs for degradado, a RT pode mudar o modelo e copiar o RNA viral garantindo assim 

a síntese de DNAc.  

A transcrição reversa e a integração iniciam-se a partir da formação de um complexo 

ribonucleoproteico que inclui não só a RT e o RNA viral, mas outras proteínas virais, como a 

IN e proteínas do gene gag como NC, que parece facilitar a síntese do DNAc  (COFFIN et al., 

1997). 

A integração é uma etapa crucial no ciclo de replicação dos retrovírus. Complexos de 

pré-integração compostos pela enzima IN, proteínas celulares e outras proteínas virais atuam 

na incorporação do DNAc viral no genoma da célula hospedeira. Como resultado, os 

retrovírus na forma de provírus tornam-se parte integrante do cromossomo da célula 

persistindo durante toda a vida do hospedeiro, estabelecendo infecções latentes (SAXENA & 

CHITTI, 2016). Liu e col. (2015) demonstraram em cultivo de células de derme fetal equina 

(FED)  que  cepas de EIAV tendem a integrar em regiões do DNA ricas em adenina e timina,  

e evitar os locais de início de transcrição (TSS), o que também é observado com HIV-1. 

O RNAg é produzido pela transcrição do provírus integrado ao DNA da célula 

hospedeira, reação que é catalisada pelo maquinário celular de transcrição na fase tardia do 

ciclo de replicação viral, nesta fase enzimas da célula hospedeira vão realizar o processo 

normal de transcrição e tradução (RAVAZOLLO & COSTA, 2007). 
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O próximo passo é a montagem, no qual as proteínas da cápside dos retrovírus são 

organizadas e agrupadas em uma forma imatura. Por fim a fase de brotamento, na qual a 

partícula viral imatura adquire a membrana plasmática da célula hospedeira; sobrevém a 

maturação e liberação, na qual as poliproteínas gag e pol dos retrovírus são clivadas pela PR 

retroviral, formando assim a forma madura e infecciosa do vírus (Figura 4) (SAXENA & 

CHITTI, 2016). 

 

 

 

Figura 4: Visão esquemática do ciclo de replicação dos retrovírus (Adaptado de STAKE et al., 2013). 

  

 

 

2.2.5 Células hospedeiras do vírus 

 

 

O EIAV tem tropismo in vivo por células da linhagem monócito/macrófago e são as 

células predominantemente infectadas pelo vírus. A penetração do vírus nos monócitos  

resulta  em  uma  infecção  não  produtiva  e  a  sua diferenciação em macrófagos ativa a 

replicação viral, este evento próprio dos Lentivírus é denominado restrição da replicação 

(MAURY et al., 1994; CLEMENT et al., 1996). O vírus se replica ativamente durante os 
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episódios febris nos macrófagos detectados no baço, fígado, linfonodos, pulmões, rins, 

glândula adrenal e medula óssea. Portanto os monócitos e macrófagos infectados são os 

grandes disseminadores da doença no animal (MAURY, 1994; SELLON et al.,1996).   

 

O baço parece ser o local predominante da replicação e persistência, entretanto outros 

tecidos também podem servir como sitio da replicação viral como a medula óssea  (OAKS et 

al., 1998). 

Algumas outras células mostraram também ser susceptíveis ao vírus como células 

endoteliais (MAURY et al., 1998; OAKS et al., 1999) e células dendríticas derivadas de 

monócitos in vitro (RIVERA & MCGUIRE, 2005), entretanto estas células parecem não 

servir como reservatório do EIAV.  

Em condições laboratoriais, isolados de campo de EIAV podem ser adaptados à 

replicação em culturas de fibroblastos equinos e caninos, resultando na atenuação do vírus  

(ISSEL et al., 2014). 

 

 

2.2.6 Restrição da Replicação Viral 

 

 

A expressão do EIAV in vivo é controlada por mecanismos transcricionais, os quais 

envolvem a maturação e diferenciação dos monócitos. Regiões específicas ou motifs dentro da 

LTR viral interagem com fatores de transcrição específicos dos macrófagos que controlam a 

expressão no monócito/macrófago. Sendo assim, o vírus é capaz de infectar monócitos no 

sangue periférico, entretanto a replicação só ocorre após a diferenciação do macrófago no 

órgão alvo. Desta forma o mecanismo de escape do vírus dentro do hospedeiro se assemelha à 

estratégia do histórico  “cavalo de Tróia”, uma vez que o vírus entra no órgão alvo 

clandestinamente, migrando dentro dos monócitos sem ser percebido pelo sistema 

imunológico (MAURY, 1994).  

A restrição da replicação viral, a nível celular, ocorre quando o animal não apresenta 

sinais clínicos da infecção. Durante a infecção subclínica a carga viral diminui, assim como a 

expressão de RNAm viral. Estudos revelam que o nível de RNA viral no plasma durante a 

fase aguda da infecção pode atingir de 10
5
 a 10

8
 cópias por mL, enquanto em portadores 

assintomáticos, durante a fase de infecção persistente, o numero de cópias de RNAm no 

plasma pode ser menor que 100 cópias por mL, consequência da supressão efetiva da 
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replicação viral  (HAMMOND et al., 2000). Apenas na fase aguda da doença ocorre  

replicação viral intensa nos macrófagos e viremia detectável. Assim o EIAV se comporta de 

forma semelhante ao HIV, onde a replicação inicial do vírus é ostensiva seguida pela redução 

da carga viral e remissão dos sinais clínicos (OAKS et al., 1998). 

 

 

2.2.7 Variação genética e antigênica 

 

 

A RT dos retrovírus é propensa a erros, estima-se que ocorra a substituição de um (1)  

nucleotídeo a cada ciclo de replicação; além disso esta enzima não possui mecanismos 

corretores intrínsecos sendo incapaz de corrigir tais substituições, o que resulta no 

aparecimento de partículas virais distintas, mas que compartilham características genéticas, 

morfológicas e patológicas. Estas partículas virais são denominadas de quasispécies virais 

(EIGEN, 1993; DOMINGO et al., 1996; ISSEL et al., 2014).  

A estrutura populacional das quasiespécies é caracterizada por um complexo sistema 

adaptativo e contribui para a notável evolução dos lentivírus que dificultam os esforços para o 

desenvolvimento de vacinas e terapias antivirais. Subpopulações virais distintas com 

diferentes fenótipos proporcionam grande adaptabilidade às mudanças imunológicas, 

fisiológicas e/ou biológicas do hospedeiro infectado (BACCAM et al., 2003). 

O EIAV é um vírus altamente mutável; as mutações podem ser observadas na 

replicação e/ou na readaptação do vírus ao hospedeiro e durante a passagem horizontal do 

vírus entre hospedeiros. Entretanto a evidente estabilidade do vírus em cultura de células 

sugere que a pressão imunológica do hospedeiro pode ser a principal força seletiva para a 

emergência de variantes antigênicas (PAYNE et al., 1984). 

Variações genômicas levam ao quadro de persistência viral, o qual permite que o vírus 

escape da resposta imune do hospedeiro, ocasionando períodos de recrudescência da doença, 

comuns no primeiro ano da infecção  (KONO et al., 1973; MONTELARO et al., 1984). Na 

AIE o aparecimento destas quasispecies está associado a novos episódios clínicos da doença, 

e esta nova população viral pode ser completamente substituída entre os episódios febris 

(KIM & CASEY, 1992; LICHTENSTEIN et al., 1996; LEROUX et al., 1997; HOWE  et al., 

2002; LEROUX et al., 2004).  



  26 

 

Variantes antigênicas do EIAV surgem a cada ciclo da doença no hospedeiro, sendo 

que estas variantes podem ser completamente substituídas dentro de duas semanas (PAYNE 

et al., 1987). Além disso, diversos autores relatam a existência de variantes geográficos 

isolados em diferentes regiões do mundo (NAGARAJAN & SIMARD, 2007; CAPELLI et 

al., 2011; DONG et al., 2013; BOLDBAATAR et al., 2013; KUHAR & MALOVRH, 2015). 

 

2.2.8 Estudo filodinâmico 

 

O conceito de filogenia surgiu com  Darwin, sendo um corolário do próprio conceito 

de que todas as espécies se originaram de um ancestral comum. Assim as filogenias como 

diagramas indicam hipóteses de relações de ancestralidade para um conjunto de espécies 

(MIYAKI et al., 2012). 

Estudos filogenéticos fornecem valiosas informações sobre a diversidade genética e a 

distribuição geográfica do EIAV. Embora a AIE seja uma infecção endêmica na maior parte 

do mundo, a diversidade e a distribuição dos isolados estão pobremente caracterizados, e 

relativamente pouco se conhece sobre a origem e a transmissão pandêmica do vírus 

(CAPOMACCIO et al., 2012) 

Quatro isolados de campos do EIAV tiveram seu genoma  completamente 

sequenciados e as sequências publicadas em bancos de dados, a cepa de referência Wyoming 

(EIAVWYO) nos Estados Unidos, Liaoning (EIAVLIA) na China, Miyazaki2011-A (EIAVMIY) 

no Japão e Ireland (EIAVIRE) na Irlanda. Estes isolados apresentam 80% ou mais dos 

nucleotídeos idênticos. Na análise filogenética destes isolados cada vírus compreende um 

clade separado dos outros, sugerindo que todos evoluíram independentemente divergindo de 

um ancestral comum (ISSEL et al., 2014). 

A relação entre o EIAV e os equídeos provavelmente aconteceu há milhares ou 

milhões de anos atrás. No processo de evolução o vírus se adaptou ao hospedeiro o que pode 

explicar a evolução clínica da maioria dos animais infectados para o estado de portador 

assintomático do vírus, sugerindo uma relação ancestral entre o vírus e seu hospedeiro 

(WOROBEY et al., 2010). 
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2.2.9 Patogênese 

 

 A AIE é considerada uma doença viral infectocontagiosa limitada a equinos, 

asininos e muares; o curso clínico é variável e está relacionada à susceptibilidade do 

hospedeiro, dose e virulência da cepa do vírus envolvida (GOFF, 2007; RAVAZOLLO & 

COSTA, 2007).   

 Os sinais clínicos da doença têm inicio a partir da liberação de citocinas pró-

inflamatórias, quando a carga viral atinge um limiar crítico. Interleucina (IL)-6 e o Fator de 

necrose Tumoral (TNF)-α induzem febre através da ativação da via do ácido aracdônico, 

aumentando a produção de prostaglandina E2, enquanto TNFα/fatorβ de transformação do 

crescimento (TGF)-β contribuem para o desenvolvimento do quadro de trombocitopenia 

através da supressão dos megacariócitos equinos; a anemia decorre de uma hemólise de 

natureza imunológica, destacando a eritrofagocitose associada à fração C3 do complemento, e 

também à inibição da eritropoiese por citocinas (TNF-α e TGF-β) liberadas por macrófagos 

infectados (LIM et al., 2005; TORNQUIST et al., 1997; SANTOS et al., 2012; ISSEL et al., 

2014). 

 

 

2.2.10 Aspectos clínicos e patológicos 

 

 

A AIE é uma doença caracterizada por dois estágios clínicos que vão desde uma 

infecção aguda (com elevada mortalidade) a formas subagudas, com episódios de febre 

moderada e recuperação, ambas seguidas de uma infecção crônica e persistente por toda a 

vida (MONTELARO et al., 1984).  

O período de incubação tem geralmente duração de 1 a 3 semanas, mas pode chegar a 

3 meses. Cavalos infectados naturalmente ou experimentalmente tipicamente desenvolvem 

dentro do primeiro mês de infecção a doença aguda, apresentando febre, diarreia, letargia, 

anemia e trombocitopenia, associado à elevada viremia resultante da replicação viral intensa 

nos macrófagos teciduais e periféricos.  Os sintomas da fase aguda podem variar de 

moderados a severos e fatais dependendo da virulência da cepa de EIAV e do estado 

imunológico do hospedeiro (ISSEL & COGGINS, 1979).  
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A trombocitopenia é o achado clínico mais comum durante os episódios febris, e 

contribui para o surgimento das hemorragias petequeais durante as fases aguda e crônica da 

AIE (SANTOS et al. 2012). 

Após a fase aguda da infecção, que pode durar de 3 a 5 dias, a maioria dos animais 

apresenta episódios recorrentes da doença associado a picos de viremia com intervalos 

irregulares. Cada episódio febril viremico está associado à emergência de uma variante viral 

nova predominante (KONO et al., 1973).  Esta doença cíclica é denominada de fase crônica.  

Aproximadamente 90% dos animais infectados  sobrevive a fase crônica e se torna 

clinicamente normal. A frequência e a severidade dos sinais clínicos tipicamente diminuem 

com o tempo, e usualmente se resolve completamente no final de um (1) ano pós-infecção. 

Desta forma, animais infectados persistentemente tornam-se clinicamente assintomáticos e 

apresentam viremia negativa no plasma, indicando um controle altamente eficiente da doença 

e da replicação viral (HAMMOND et al., 2000).  

Subsequentes episódios clínicos podem ser provocados nestes animais por estresse 

ambiental ou drogas imunossupressoras (Figura 5) (CHEEVERS & MCGUIRE, 1985). 

 

 

Figura 5: Cinética da infecção por EIAV em animais experimentalmente infectados (Adaptado de 

ISSEL & FOIL, 2015). 
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Durante os episódios febris lesões patológicas incluem linfadenomegalia, 

hepatomegalia e esplenomegalia, hemorragias viscerais e nas mucosas, edema ventral 

subcutâneo e trombose. No exame histopatológico há acúmulo de linfócitos e macrófagos em 

áreas periportais do fígado e nos gânglios linfáticos, baço, meninges e pulmão (SELLON et 

al., 1994).  

Semelhante a outros retrovírus, a infecção pelo EIAV é persistente, ou seja, os animais 

infectados tornam-se portadores do vírus por toda a vida; entretanto a diferença da AIE das 

outras infecções causadas por CAEV, MVV e FIV é que o EIAV causa picos de viremia e a 

recidiva da infecção (RAVAZOLLO & COSTA, 2007). 

Bolfa e col. (2013) avaliaram o potencial do EIAV para causar lesões pulmonares, 

assim como já foi relatado em outros lentivírus, tais como CAEV e MVV em caprinos e 

ovinos, FIV em felinos e HIV-1 em crianças, e demonstraram a presença de inflamação em 

torno dos bronquíolos, em animais naturalmente infectados com EIAV. Também observaram 

hiperplasia bronquiolar em 22% dos casos, destruição do epitélio bronquiolar e acúmulo de 

células musculares no parênquima pulmonar em 6,5% dos animais doentes. Neste estudo a 

expressão da cápside do EIAV foi evidenciado em macrófagos, células endoteliais e epiteliais 

alveolares e bronquiolares, sugerindo que o EIAV é responsável pelos danos bronco-

intersticiais observados. 

 

2.2.11 Transmissão 

 

A transmissão do vírus esta relacionada com a transferência de sangue de um cavalo 

infectado a um receptor sadio; por via vertical (intrauterina) ou horizontal, por meio de 

utensílios (esporas, agulhas, freios e outros), leite materno ou sêmen (GONÇALVES & 

RIBEIRO, 2005). 

Por via transplacentária, a transmissão pode ocorrer se durante a gestação a fêmea 

apresentar  um episodio febril com altos títulos viremicos. Experimentalmente, menos de 10% 

dos potros nascidos de éguas portadoras do vírus nascem soropositivos (SELLON et al., 

1994). 
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 Já a transmissão mecânica é uma das mais controversas vias de transmissão do vírus; 

ocorre através da picada de insetos hematófagos da ordem Diptera, como a mosca do estabulo 

(Stomoxys calcitrans) e os tabanídeos (Tabanus sp), vetores mecânicos da infecção, devido a 

permanência do vírus no aparelho bucal dos insetos (ISSEL & FOIL, 1984).  

Embora a transmissão da AIE por insetos hematófagos seja considerada relativamente 

eficiente entre animais na fase aguda e viremica, o homem representa um potencial de 

transmissão superior pela quantidade de sangue que pode veicular por meios de fômites 

(SANTOS et al., 2012). 

Nos vetores, o EIAV pode permanecer infeccioso por um período de 30 minutos a 

4horas, de modo que o inseto deve completar o repasto sanguíneo, que foi interrompido no 

animal contaminado, rapidamente em um animal susceptível para que haja transmissão 

(HAWKINS et al., 1976; WILLIAMS et al., 1981; FOIL et al., 1983). Fatores que controlam 

a transmissão por vetores incluem o volume de sangue retido nas peças bucais do inseto, o 

tempo requerido para o contato com um segundo hospedeiro suscetível e a carga viral 

presente no sangue (ISSEL et al., 2014). 

A incidência maior da AIE ocorre com frequência em áreas ou habitats preferidos dos 

tabanídeos. Regiões de áreas alagadas, presença de rios, lagos assim como meses de alta 

pluviosidade formam o ecossistema ideal para aumentar o risco de transmissão de EIAV 

através desta via. Por outro lado os muares e asininos também constituem importantes fontes 

de infecção ao suportar melhor as picadas dos insetos hematófagos (SPYROU et al., 2003). 

Entretanto a via de transmissão que envolve uma maior carga viral do que aquela 

transportada no aparelho bucal dos insetos é a via iatrogênica. Objetos de uso individual, tais 

como arreios, esporas, freios, agulhas ou material cirúrgico, se compartilhados podem 

transmitir o vírus entre animais infectados e susceptíveis. Desta forma, em muitas ocasiões o 

homem torna-se o principal componente da cadeia de transmissão do vírus em função do 

manejo inadequado dos animais (TASHJIAN, 1984; GONÇALVES & RIBEIRO, 2005). 

Estudos demonstraram que o EIAV mantem sua capacidade infecciosa por até 96 horas em 

agulhas contaminadas com sangue (WILLIAMS et al., 1981). 

A importância do proprietário, veterinários e das pessoas que lidam diariamente com 

os animais, que podem indiretamente transmitir a infecção através de agulhas contaminadas e 

instrumentos cirúrgicos, deve ser enfatizada, pois o uso de materiais sem prévia desinfecção 

e/ou esterilização tem sido responsável por surtos da doença em todo o mundo (SANTOS et 

al., 2012). 
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 A transmissão do EIAV por meio de aerossóis foi relatada por Bolfa e col. (2013), 

que descreveram uma doença pulmonar intersticial em cavalos infectados por EIAV, 

demonstrando a expressão das proteínas da cápside em macrófagos, células endoteliais e 

epiteliais do pulmão. 

 A detecção de infecção pulmonar e de lesões consistentes com aquelas induzidas por 

outros lentivírus podem sugerir a possibilidade da transmissão do EIAV através de partículas 

em aerossol como relatado para outros retrovírus, tais como os LVPR ou o Retrovírus de 

ovelhas Jaagsiekte (JSRV), segundo os autores esta via de transmissão precisa ser mais 

explorada (BOLFA et al., 2013).  

 

2.2.12 Aspectos Imunológicos 

 

A resposta imune humoral ao EIAV se detecta entre 7 a 10 dias pós-infecção com a 

presença de anticorpos anti-gp90 e contra a principal proteína do capsídeo viral a p26 

(MONTELARO et al., 1993; HAMMOND et al., 2000). A resposta imune humoral requer de 

6 a 8 meses pós-infecção para se tornar completamente madura. Durante este tempo os 

anticorpos específicos contra EIAV evoluem gradualmente, a partir de uma população que 

apresenta baixa avidez e são não-neutralizantes (MONTELARO et al., 1993; HAMMOND et 

al., 2000).  

Alguns estudos sugerem que o término da viremia inicial coincide com a presença de 

linfócitos T citotóxicos CD8+ (CTL) e ocorre antes do aparecimento de anticorpos 

neutralizantes (PERRYMAN et al., 1988;  MCGUIRE et al., 1994).  

Animais infectados pelo EIAV desenvolvem forte resposta imune contra as 

glicoproteínas de superfície, SU e TM, e contra a principal proteína do core viral a p26. 

Apesar de a p26 ser a mais abundante proteína do vírus, a resposta humoral anti-p26 é de 10 a 

100 vezes mais baixa do que a reatividade contra SU e TM (HAMMOND et al., 1999).  

Estudos sobre a resposta  de CTL contra HIV-1 e EIAV demonstraram que as 

proteínas codificadas pelo gene gag são preferencialmente reconhecidas pelos CTL. E as 

proteínas da MA (p15) e da CA (p26) são as mais frequentes. As proteínas MA e CA foram  



  32 

 

reconhecidas por CTL em 100% e 86% de sete animais infectados, respectivamente (CHUNG 

et al., 2004). 

Entretanto não há expectativas que os CTL possam prevenir a infecção por qualquer 

lentivírus, inclusive EIAV. Variação antigênica e polimorfismo do MHC de classe I do 

hospedeiro são as principais barreiras para induzir uma resposta imune protetora por CTL 

contra lentivírus humano e de outros animais (CHUNG et al., 2004; MACGUIRE et al., 

2004). 

Citocinas são responsáveis por modular a progressão da doença assim como a 

persistência viral. EIAV induz uma forte resposta pro-inflamatória em cultivo de macrófagos 

derivados de monócitos (MDM) e o gene S2 é responsável por promover esta resposta.  Um 

aumento significante na expressão de TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-34, proteína 

indutora de interferon gama (IP)-10,  proteína quimiotática de monócitos (MCP)-1, MCP-2, 

proteínas inflamatórias de macrófagos (MIP)-1α e MIP-1β foi observado em MDM infectadas 

com EIAV em comparação com células não infectadas.   

Entretanto a dinâmica da resposta de citocinas durante o curso da replicação de EIAV 

é desconhecido. Mudanças nos níveis de citocinas e quimiocinas podem ter impacto na 

resposta imune, influenciando a patogênese pela promoção ou supressão da replicação do 

vírus, assim como favorecer a formação de células reservatórias infectadas (LIM et al., 2005; 

COVALEDA et al., 2010). 

Durante a fase aguda, a atividade de TNF-α, TGF-β e interferon (IFN)-α estão 

aumentadas no soro, antecedendo o quadro de trombocitopenia, além disso, o nível de IFN-α 

também está fortemente relacionado à replicação viral/viremia (TORNQUIST et al., 1997). 

A resposta imune é duradoura no equídeo mantendo a replicação viral abaixo do limiar 

e evoluindo para infecções crônicas e inaparentes, porém as variantes virais emergentes 

durante a replicação no hospedeiro escapam à resposta imune e levam a recrudescência da 

doença (MONTELARO et  al.,  1984;  CARPENTER et al., 1987; LEROUX  et  al.,  1997; 

LEROUX  et  al.,  2001; MEALY et al., 2003). 
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2.3 DIAGNÓSTICO 

 

 

2.3.1 Clínico 

 

O diagnóstico clínico é difícil, pois os sinais da doença não são específicos e muitos 

dos equídeos entram no estado portador assintomático entre 12 e 24 meses pós-infecção, 

sendo imprescindível o diagnóstico laboratorial (LEROUX et al., 1997).  

 

 

2.3.2 Laboratorial 

 

 

Até 1960 as pesquisas sobre o EIAV eram restritas pela falta de sistemas in vitro 

confiáveis para o isolamento, propagação e quantificação do vírus (MONTELARO et al., 

1993).  Devido á dificuldade do cultivo e isolamento viral , o diagnóstico da AIE era realizado 

através da inoculação do sangue de um animal suspeito em um animal susceptível, até 1968, 

quando Kobayash e Kono conseguiram replicar o vírus em cultura de leucócitos  e depois 

adapta-lo a linhagens celulares contínuas. A partir disso vários testes sorológicos foram 

desenvolvidos, dentre eles a IDGA, por Coggins em 1972 (COGGINS et al.,1972; KONO et 

al., 1973).    

Em 1974, o teste de Coggins ou IDGA foi aprovado como exame oficial para AIE, e 

desde então tem sido empregado em todo o mundo (COGGINS & NORCROSS, 1970). 

 

 

 2.3.2.1 Isolamento viral 

 

 

A maioria das cepas virulentas do EIAV não se propaga em linhagens celulares, mas 

apenas em cultura primaria de macrófagos equinos (SELLON et al., 1994).  

Infelizmente o cultivo de macrófagos para isolamento viral não é prático, pois 

consome tempo, é laborioso e requerem técnicas especializadas para se manter viáveis as 

culturas primárias de macrófagos equinos (NAGARAJAN & SIMARD, 2007). 
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 A infecção in vitro de cultivo primário de macrófagos com EIAV induz efeito 

citopático o qual não se pode distinguir facilmente dos efeitos normais da senescência celular 

(KONO et al., 1970; SELLON et al., 1994). 

Também é possível infectar in vitro linhagens de células endoteliais e fibroblasticas 

felinas (FEA) e caninas (Cf2Th), assim como rim e derme equina (BENTO et al., 1981). 

  

 

2.3.2.2 Detecção sorológica do vírus 

 

 

A) Imunodifusão em gel de ágar (IDGA) 

 

 

O teste de IDGA também conhecido como “teste de Coggins” baseia-se na migração 

do antígeno e do anticorpo presente no soro animal, em um meio semissólido (ágar-gel), com 

a formação de uma linha de precipitação visível a olho nu (COGGINS et al.,1972; ISSEL & 

COGGINS, 1979). 

A IDGA é o teste oficial indicado pela OIE para o diagnóstico sorológico da AIE em 

todo o mundo (OIE, 2013). Este teste utiliza como antígeno a proteína da CA, a p26, e 

constitui o teste padrão-ouro para o diagnóstico da AIE (COGGINS & NORCROSS, 1970;  

COGGINS et al.,1972).   

O teste de Coggins recebeu rápida aceitação internacional e permanece como teste 

confirmatório em laboratórios em todas as partes do mundo, onde o teste tem sido adotado 

pelos órgãos regulatórios (ISSEL & FOIL, 2015). 

Apesar de ser utilizado em larga escala, é um teste relativamente rápido, de baixo 

custo, simples e específico para identificar animais infectados, a IDGA apresenta algumas 

limitações:  é um teste pouco sensível e sua interpretação é subjetiva pela leitura visual das 

curvaturas das linhas de precipitação. Estudos relatam a baixa sensibilidade da IDGA, animais 

com baixos níveis de anticorpos não são detectados por esta técnica, o que permite a 

circulação de animais falsos negativos (REIS et al., 1994; REIS, 1997; SCICLUNA et al, 

2013).  

De acordo com Issel e Foil (2015) o único teste sorológico que provou estar 

correlacionado com a presença do vírus no animal é o teste de IDGA; desta forma, no IDGA a 

presença de anticorpos está relacionada à presença do vírus sendo um bom indicador de 
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infecção para os equídeos com AIE, pois uma vez infectados os animais soropositivos irão 

carregar o vírus por toda a vida. 

 

 

B) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

 

Desde 1980 vários testes de ELISA tem sido padronizados e validados para um 

diagnóstico sorológico mais rápido e mais sensível quando comparados ao clássico teste de 

IDGA (REIS & LEITE, 1994; SOUTULLO et al., 2001).  

É uma técnica de grande sensibilidade, especificidade, e permite o processamento e 

automação de um grande número de amostras. Este teste se baseia no uso de um antígeno, 

anticorpos e de anti-imunoglobulinas marcadas com uma enzima. (ISSEL & COOK, 1993).  

As características do ELISA levaram alguns países a adota-la como primeira estratégia 

na triagem sorológica combinando seu uso com a oficialmente reconhecida, IDGA. Países de 

América do Norte e Europa que aprovaram kits de ELISA de uso comercial mostraram a 

eficácia do uso combinado com a IDGA, nos programas de vigilância sanitária (PARE & 

SIMARD, 2004; SCICLUNA et al., 2013).  

Diversos trabalhos têm descrito a produção de testes de ELISA utilizando como 

antígeno a proteína p26 devido à estabilidade antigênica da mesma, apresentando grande 

correlação com os resultados obtidos por IDGA (MATSUSHITA et al., 1989; PIZA et al., 

2007; COUTINHO et al., 2013); entretanto, embora os resultados do ELISA apresentem uma 

boa correlação com o IDGA, um problema comum observado nos testes sorológicos, 

incluindo o ELISA, são os falsos resultados negativos oriundos de animais com baixos títulos 

de anticorpos, sendo assim o ensaio não é capaz de detectar animais fracamente positivos nos 

estágios iniciais da infecção (ISSEL & COOK, 1993); ou reações inespecíficas que podem 

dificultar a interpretação dos resultados positivos (ALVAREZ et al., 2007). 

Testes de ELISA também foram produzidos utilizando as glicoproteínas do envelope 

viral, gp45 e gp90. Entretanto as reações positivas para a gp45 recombinante (rp) não 

puderam comprovar se o antígeno continha epitopos conservados, o que pode ter resultado em 

falso-positivos no teste  (LEW et al., 1993).  

Por outro lado kits de ELISA produzidos com a rpGp90 apresentaram vantagens frente 

ao IDGA devido a capacidade de detectar precocemente anticorpos anti-gp90, que são os 
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primeiros a aparecerem no sangue e os mais abundantes, diminuindo o número de resultados 

falsos-negativos (REIS, 1997). 

Métodos de ELISA indiretos usando peptídeos sintéticos, proteínas do capsídeo 

purificadas ou recombinantes têm sido amplamente explorados e descritos na literatura 

(ARCHAMBAULT et al., 1989; ISSEL & COOK, 1993; SOUTULLO et al., 2001 PARE & 

SIMARD, 2004; SCICLUNA et al., 2013; ALVAREZ et al. 2015).  

 

 

C) Sistema de tripla-triagem (three-tired diagnostic system) 

 

 

O sistema de tripla-triagem utiliza o ELISA como primeira escolha e o IDGA como 

confirmatório. Embora o IDGA seja altamente especifico, ele é relativamente insensível, 

estudos recentes demonstraram um aumento de 17% nos casos de EIAV positivos quando o 

soro era testado por ELISA (SCICLUNA et al., 2013; ISSEL et al., 2014). Estes resultados 

levaram a adoção do sistema de tripla-triagem. Neste caso todas as amostras positivas por 

ELISA são confirmadas por IDGA. Quando estes testes discordam, o terceiro teste sorológico 

utilizado é o Western-blotting (WB), que deve ser utilizado a fim de se esclarecer o resultado 

final. O WB detecta anticorpos direcionados contra os três principais antígenos de EIAV (p26, 

gp90 e gp45) e tem provado ser altamente sensível (ISSEL et al., 2014). 

 

 

2.3.2.3 Detecção molecular 

 

 

A) Reação em cadeia de polimerase (PCR) 

 

 

Uma alternativa ao uso dos testes sorológicos é o diagnóstico molecular por PCR. Um  

método  sensível e  específico, que tem sido proposto como método de diagnóstico 

confirmatório para a AIE e outras retroviroses (KIM & CASEY, 1994; LANGEMEIER et al., 

1996). 

Diversos trabalhos demonstram resultados promissores com protocolos de PCR 

altamente específico e sensível em amplificar sequencias específicas do genoma do EIAV; a 
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especificidade do teste é geralmente satisfatória quando são usados iniciadores dirigidos a 

uma região conservada do genoma do EIAV, tais vantagens da PCR permitem considerar o 

seu futuro uso como teste confirmatório para a AIE (KIM & CASEY, 1994; LANGEMEIER 

et al., 1996; OAKS et al., 1998; NAGARAJAN et al., 2001; CAPELLI et al., 2011). 

A PCR pode ser utilizada para detecção de RNA viral no soro (RT-PCR) ou DNA 

proviral nas células do sangue, identificando animais recentemente infectados ou em estágios 

subclínicos (MCCONNELL  et  al.,  1983; ISSEL  & COOK,  1993; LANGEMEIER et  al.,  

1996; OAKS et al., 1998).  

Pesquisas utilizando PCR para detectar o DNA proviral de EIAV mostraram que a 

técnica é sensível e específica não só para identificar animais em estágio subclínico, como 

também animais recentemente infectados e potros com anticorpos colostrais que interferem na 

correta interpretação dos testes sorológicos (ISSEL & COGGINS, 1979; ISSEL & COOK, 

1993). 

Entretanto alguns trabalhos contestam a sensibilidade da técnica devido à ocorrência 

de resultados falsos negativos por PCR, proveniente de animais positivos sorologicamente, 

demonstrando a baixa concordância entre os testes sorológicos e a PCR, ou até mesmo a baixa 

reprodutibilidade da técnica (BIENZLE et al., 2004; HIRSCH, 2005; ISSEL & FOIL, 2015).  

Resultados falsos negativos por PCR podem acontecer na fase final de viremia, devido a 

insuficiente numero de células infectadas ou baixo numero de cópias de DNA proviral por 

célula (SANTOS et al., 2010). De acordo com Issel e Foil (2015) a PCR é uma técnica de 

difícil implantação como rotina de diagnóstico devido principalmente às altas taxas de 

mutação e diversidade do genoma do EIAV na natureza. Outros fatores que também 

influenciam na aplicabilidade da PCR são (i) os primers (e sondas) utilizadas que estão 

baseadas em regiões altamente conservadas do genoma viral, variações nestas sequencias 

podem inibir ou mesmo reduzir significantemente a detecção e (ii) técnicas baseadas em PCR 

precisam ser sensíveis o suficiente  para detectar o ácido nucleico específico de EIAV em 

baixíssimas concentrações presente em alguns animais portadores assintomáticos. 

Infelizmente até o momento nenhum ensaio baseado em PCR apresentou estes critérios 

(ISSEL et al., 2014). 

Protocolos de diagnóstico baseados em PCR são importantes ferramentas para 

detecção precoce de ácidos nucleicos do vírus tendo alta sensibilidade de diagnóstico; para o 

sucesso do PCR é necessário o conhecimento da sequencia genética do EIAV. Recentemente, 

um aumento do  número de sequencias do EIAV isoladas de campo, de diferentes partes do 
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mundo, foram publicadas em bases de dados públicas, facilitando o desenho de iniciadores 

das reações de PCR (CAPPELLI, et al., 2011).   

 

 

 

2.4 CONTROLE E PROFILAXIA 

 

 

A AIE não tem cura nem tratamento eficaz; devido à ausência de vacinas com 

comprovada eficácia o controle da doença nos equídeos se baseia em práticas de manejo 

adequadas, identificação sorológica dos animais infectados, segregação ou eutanásia dos 

mesmos (MONTELARO et al., 1993). 

No Brasil, o controle e a profilaxia da AIE seguem as medidas previstas no Programa 

Nacional de Sanidade dos Equídeos  (PNSE), e atualmente está em vigor a Instrução 

Normativa número 45, de 15 de junho de 2004, que contem as normas para o controle da AIE 

no país (BRASIL, 2004).  

Quando se detecta um foco de AIE as seguintes medidas são preconizadas pelo 

MAPA: interdição da propriedade, cumprimento do termo de interdição, notificação ao 

proprietário da proibição de trânsito dos equídeos da propriedade e da movimentação de 

fômites passíveis de veiculação do vírus; investigação epidemiológica de todos os animais 

que reagiram ao teste de diagnóstico da AIE, incluindo histórico de trânsito; marcação 

permanente dos equídeos portadores da AIE, através da aplicação de ferro candente, na paleta 

do lado esquerdo com um “A”, contido em um círculo de oito centímetros de diâmetro, 

seguido da sigla da unidade federativa (UF), conforme modelo do MAPA; eutanásia, que 

deverá ser rápido e indolor, sob responsabilidade do serviço veterinário oficial, de acordo com 

a Instrução Normativa Nº 45, ou isolamento dos equídeos portadores; realização de exame 

laboratorial, para o diagnóstico da AIE, de todos os equídeos existentes na propriedade; 

desinterdição da propriedade foco após realização de 2 (dois) exames com resultados 

negativos para AIE, consecutivos e com intervalo de 30 (trinta) a 60 (sessenta) dias, nos 

equídeos existentes; orientação aos proprietários das propriedades que se encontrarem na área 

perifocal, pelo serviço veterinário oficial, para que submetam seus animais a exames 

laboratoriais para diagnóstico de AIE (BRASIL, 2004). 

Segundo a legislação a doença é de notificação obrigatória, sendo que animais 

destinados ao comércio, trânsito, participação em exposições, feiras e competições devem ser 
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necessariamente testados e, apresentar resultado negativo por IDGA (FRANCO & PAES, 

2011).  

As principais medidas de controle são: isolamento ou eutanásia dos animais positivos; 

uso individual de seringas e outros utensílios que possam transmitir o vírus; controle de 

vetores em áreas endêmicas; e evitar o contato entre animais de “status” sanitário 

desconhecido (SILVA et al., 2001; RAVAZOLLO & COSTA, 2007). 

Regiões com alta prevalência da AIE, como o Pantanal brasileiro, adotam como 

prática para o controle da doença a segregação dos animais soropositivos, já que a eutanásia 

de grande número de animais comprometeria ou mesmo inviabilizaria a pecuária extensiva 

praticada como principal atividade econômica da região (SILVA et al., 2001).  

Para Issel e Foil (2015) a transmissão da AIE pode ser controlada através da 

identificação e segregação dos animais positivos a uma distância de pelo menos 200 metros 

de outros equídeos; esta distancia deve ser considerada como segura para evitar a transmissão 

pelo inseto vetor. 

Nas últimas décadas, os ensaios para o desenvolvimento de uma vacina contra o EIAV 

produziram um amplo espectro de resultados, que vão desde a reprodução da doença até a 

imunidade potencial após desafio com vírus homólogos. No entanto, a associação entre 

proteção contra a doença "versus" infecção não foi ainda claramente esclarecida, e podem 

variar dependendo do tipo de vacina empregada (COOK et al., 2013).  

Como com outras doenças infecciosas, as vacinas atenuadas parecem oferecer o mais 

alto nível de eficácia possivelmente porque a replicação contínua é necessária para estimular a 

maturação da resposta imune equina. Como demonstrado pelo programa maciço de vacinação 

com o EIAVFDDV1 atenuado, implementado na China, a proteção contra a doença em grandes 

populações de equídeos pode ser uma meta atingível (MA et al., 2014).  

Ma e col. (2014) relatam que a vacina  atenuada Chinesa foi capaz de proteger 

milhares de animais nas últimas décadas. Tal vacina surgiu a partir de cultura de macrófagos 

pré-infectados com a cepa atenuada EIAVFDDV1. Tais cultivos apresentaram forte resistência à 

infecção, in vitro, pela cepa virulenta EIAVUK3.  Estes achados estão de acordo com prévios 

estudos realizados por Maury e col. (2003) que demonstram que provavelmente ocorre um 

“disfarce” do receptor ELR-1 quando este se liga a SU de uma primo-infecção, não 

permitindo uma segunda infecção, este fenômeno é denominado de resistência a 

superinfecção. 

No entanto, estudos subsequentes com esta vacina atenuada mostraram que a mesma 

não é capaz de induzir imunidade contra cepas heterólogas.  Além disso, o risco de reversão 
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não deve ser negligenciado no caso de vacinas virais atenuadas, especialmente quando 

consideramos a notável plasticidade do genoma do lentivírus (COOK et al., 2013). 

Finalmente, o fato destas vacinas atenuadas provocarem respostas humorais que são 

indistinguíveis das induzidas por infecções naturais, a vacinação é incompatível com todos os 

programas de controle da AIE baseados em testes serológicos. Portanto, o uso generalizado de 

vacinas atenuadas não é, neste momento, aplicável como uma estratégia de gestão de EIAV a 

médio-longo prazo (COOK et al., 2013; ISSEL et al., 2014). 

Até o momento nenhuma vacina está aprovada para uso no Brasil (BRASIL, 2004). 

Assim como na China, em Cuba também se preconiza a vacinação dos equídeos com 

cepas atenuadas, entretanto a proteção também parece ser apenas contra amostras homólogas 

àquelas usadas como antígeno (MONTELARO et al., 1993). 

 

 

 

2.5 EPIDEMIOLOGIA DA DOENÇA NO BRASIL E NO MUNDO 

 

 

A AIE é uma doença de distribuição mundial, e tem considerável importância na 

equideocultura. Com exceção do continente Antártico, a doença é endêmica em várias partes 

do mundo e a prevalência pode atingir 70% dos animais adultos  (RAVAZOLLO & COSTA, 

2007). 

Recentes surtos reportados na Bélgica, Bósnia, Croácia, França, Alemanha, Grécia, 

Hungria, Irlanda, Itália, Latvia, Romênia, Servia e Reino Unidos, entre os anos de 2007 e 

2014 ocasionaram importantes impactos financeiros ao setor equestre. Sendo que apenas na 

Itália e  na Romênia a doença é relatada como endêmica (BOLFA et al., 2016). 

A prevalência da AIE é bastante variável, na Índia, pesquisa utilizando 67.042 

amostras de soro, coletadas entre 1999 e 2012 demonstraram soropositividade para AIE 

apenas em duas amostras (MALIK et al., 2013) e no Sudão a prevalência do vírus foi de 

5,58% para o período de 2008 a 2013 (WEGDAN et al., 2017). 

 Na Espanha a doença não é reportada desde 1983, mesmo com a re-emergencia da 

doença em alguns países da Europa (CRUZ et al., 2015) 

O Brasil ocupa a terceira posição mundial em relação ao número de equídeos após o 

México e a China (OIE, 2012). Sendo a Bahia, o  primeiro estado do Brasil em relação ao 

quantitativo destes animais (IBGE, 2006), com 3.864.42 equídeos.  
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Devido a grande extensão territorial e características geo-climáticas diferentes em cada 

unidade federativa, a prevalência da AIE no Brasil varia imensamente. No Norte do país, na 

ilha de Marajó, a prevalência da AIE é de 46,26% (FREITAS et al., 2015), em Uruará, 

município do estado do Pará relatou-se 17,71% (HEINEMMAN et al., 2002) entretanto Pena 

e col (2006) relataram uma prevalência de 1,34% nos equídeos do Sul do Pará. Estudos de 

prevalência no estado de Mato Grosso do Sul, no município de Poconé relatam  52,2% de 

prevalência entre as  propriedades testadas e 31,5% dos animais soropositivos para AIE 

(BORGES et al., 2013). Minas gerais é o segundo estado em quantitativo de equídeos no 

Brasil, sendo o primeiro no rebanho equino (IBGE, 2006), de acordo com Bicout e col. (2006) 

no período de 2002 a 2004 a prevalência da AIE no estado foi de 2,8%. Devido a grande 

extensão territorial dados de prevalecia da AIE variam desde 0.07% até 5.1% (ALMEIDA et 

al., 2006; NOCITI et al., 2007).   

Os dados epidemiológicos a cerca da prevalência da AIE na Bahia são insuficientes e 

estão defasados em relação ao tempo, alguns levantamentos sorológicos  demonstram valores 

entre 5,9% até 35% de soropositividade (GUIMARAES et al., 2011; ARAÚJO et al., 2007;  

ROSA et al., 2012a; ROSA et al., 2012b). Enquanto dados não divulgados da Agência 

Estadual de Defesa Agropecuária da Bahia (ADAB) aponte alguns municípios como os 

principais focos de AIE na Bahia (Serra do Ramalho, Barreiras e Bom Jesus da Lapa), em 

números absolutos, foram diagnosticados mais de 400 casos no ano de 2009. 

A Bahia  tem a maior população de equídeos do Brasil (IBGE, 2006) mas a AIE ainda 

é uma doença negligenciada na região, outros estados  já realizaram estudos sobre as 

condições locais que determinam a distribuição da doença, fatores de risco ou pontos críticos 

do programa elaborando inclusive planos regionais específicos (BORGES et al., 2013). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Estudar a interação entre a resposta imunológica humoral e a infecção viral  em 

animais portadores assintomáticos do EIAV. 

 

  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

-Comparar técnicas de diagnóstico ao padrão ouro e a concordância entre as mesmas; 

 

- Detectar a presença do vírus  através de técnicas moleculares;  

 

 -Analisar as sequências genéticas do EIAV para um estudo filogenético; 

  

 -Estudar as variações genéticas em associação com o relatado em outras regiões do 

país. 
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1. Introduction 

 

Equine infectious anemia (EIA) is an infectious viral disease affecting equids 

characterized by recurrent fever, thrombocytopenia, edema, anemia and rapid weight loss 

(Leroux et al., 2004). EIA is caused by equine infectious anemia virus (EIAV) which belongs 

to the subfamily Orthoretroviridae and genus Lentivirus  in the family Retroviridae (Goff, 

2007). 

In Brazil, works on prevalence of EIA are scarce. As a result of the large territorial 

extension of the country and lack of rigorous surveillance policy, not all animals undergo 

testing, what leads to underdiagnosing. Serum-positive teste does not reflect, therefore, the 

real morbidity rate. In addition, this morbidity may even present variable rate among different 

regions of the county, mainly due to differences in the vector population, host population and 

prophylactic practice (Franco and Paes, 2011).   

Since EIA is a great problem for national horse breeding, The National Program for 

Equine Health (Programa Nacional de Sanidade Equina) at Ministry of Agriculture was 

created in 2004, and one of the objectives is to prevent transmission of EIA by identifying and 

segregating positive animals (Brasil, 2004). Animal diagnostic is performed by agar gel 

immunodiffusion test (AGIDT), following recommendation of the World Organization for 

Animal Health (OIE) (OIE, 2012). Although AGIDT presents excellent specificity, the test 

has also several shortcomings, such as low sensibility in detecting the infection in its initial 

stages with low antibodies’ levels (Reis et al., 1994; Scicluna et al., 2013). 

EIA is a disease that can be kept under control. For this, however, early diagnostic 

with more advanced techniques should become a key element, providing, consequently, a 

more efficient health surveillance. 

The aim of this work was, thus, to demonstrate that asymptomatic EIAV carrier 

animals, with different serological status, present detectable virus and/or proviral DNA when 
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molecular techniques are used. Suggesting, therefore, that regulation of EIA surveillance 

program based solely in the AGIDT should be revised in Brazil. 

2. Materials and methods 

2.1 Field samples  

The study covered 82 clinically healthy horses (n=70) and mules (n=12), males and 

females of different ages, coming from diverse properties in the state of Bahia, Brazil.  

Samples were collected by jugular venipuncture into sterile glass tube for serum, and with 

EDTA for peripheral blood mononuclear cells (PBMC). 

2.2 Agar gel immunodiffusion test (AGIDT) 

Serum samples were tested by AGIDT following the manufacturer's instructions 

(Biovetech, Brazil) in order to detect EIAV anti-p26 antibodies.  

2.3 Monocyte-derived macrophage cell culture   

Blood samples were subjected to peripheral blood monocyte cells (PBMC) isolation 

by Ficoll gradient (Ficoll Plaque-Plus™, GE Healthcare) according to the manufacturer`s 

instructions. The PBMC were suspended in Dulbeco's modified Eagle medium (DMEM) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO-BRL) and antibiotics (100UI penicillin 

G sodium and 100mg of streptomycin sulfate per ml). The suspended PBMC (at least 

10
6
cells/well) were plated in 24-well microplates and incubated for 2h at 37°C in a 5% CO2. 

After this time, the plates were washed so that only monocytes would remain due to 

adherence, and DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics was added. 

The monocyte-derived macrophage (MDM) cultures were incubated at 37°C in a 5% CO2 for 

14 days. After this period, cultures were stores at -20°C until DNA extraction.  
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2.4 Nucleic acid extraction 

Viral RNA was extracted from serum samples according to Trizol® LS Reagent 

protocol (GIBCO BRL) for further use in amplification by nested-RT-PCR. While, for nested-

PCR amplification, proviral DNA was extracted from MDMs using a QIAamp kit (QIAGEN, 

Germany). 

2.5 Molecular analysis 

Both nested-RT-PCR and nested-PCR followed the protocol described by Oaks et al., 

(1998). A partial sequence of the gene gag was amplified, and the PCR product (427bp) were 

separated by agar gel electrophoresis, stained with ethidium bromide, and detected using a 

UV transilluminator. To confirm the analytical specificity a total of 15 amplicons sequences 

was determined by sequencing.  

2.6 Statistical analysis 

The AGIDT was considered as the standard for comparison. The degree of agreement 

between each pair of test was determined by a Kappa (k) test (www.openepi.com).   

 

3. Results 

3.1 Detection of antibodies and viral RNA 

 Of the 82 serum samples analyzed by AGIDT, 34 (41.5%) were seropositive and 48 

(58.5%) were seronegative. The extracted serum viral RNA was detected in 23 (28%) 

samples, whereas 59 (72%) were negative by nested-RT-PCR (Table1). Statistical analysis 

showed that the nested-RT-PCR and AGIDT tests had poor agreement (k = 0.108). 

When comparing the results, it was observed that 12 samples were positive and 36 

samples were negative in both AGIDT and nested-RT-PCR. By nested-RT-PCR it was 
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possible to detect the virus in 12 serologically negative samples by AGIDT; however in 22 

samples there was no viral detection, although the animals were serologically positive. 

Interestingly, of these 22 negative samples by nested-RT-PCR, proviral DNA extracted from 

MDM was detected in 20 samples. 

3.2 Detection of proviral DNA  

Of the 82 samples which nested-PCR was performed, there was the detection of 

proviral DNA in 51 (62.2%) and 31 (37.8%) there was no detection (Table 2). Statistical 

analysis showed that the nested-PCR and AGIDT had a moderate agreement (k = 0.461). 

When comparing the results, 31 samples were positive and 28 samples were negative 

in both AGIDT and nested-PCR. The nested-PCR technique was able to detect the virus in 20 

samples that had negative serology. However in 3 samples there was no proviral DNA 

detection, although the animals were serologically positive; of these 3 negative results by 

nested-PCR, it was possible to detect viral RNA in the serum of 2 animals. The sequences, of 

15 amplicons were, sequenced and aligned for confirm the specificity of PCR. These 

sequences were deposited under GenBank accession numbers KC213776-KC213790 and are 

the first sequences of the gene gag isolated from Brazil (Tigre et al., 2016). 

 

4. Discussion 

 

The EIAV is responsible for a chronic disease of challenging diagnosis. The adversity 

in the diagnosis is related to the absence of clinic symptoms, associated to a diagnostic test 

with low sensitivity. Studies report the low sensitivity of the AGIDT in detecting low levels 

of antibodies in equids during early stages of the infection (Reis et al., 1994; Scicluna et al., 

2013).  Ricotti et al., (2016) showed that EIAV nucleic acid can be detected by more the one 



  59 

 

PCR protocol, though the animals remained serological negative, tested by AGIDT and/or 

ELISA gp45/gp90., for up to 24 month. 

Some authors call attention for the need to combine the specificity of AGIDT and the 

sensibility of other diagnostic methods, such as ELISA and/or Western blotting, in order to 

promote diagnostic accuracy for this type of infection (Scicluna et al., 2013). 

In this case, molecular assays, such as PCR, may be a great potential test to work as a 

complementary tool for the serological diagnosis of EAIV (Nagarajan and Simard, 2001; 

Scicluna et al., 2013; Ricotti et al., 2016). 

In the work presented in this article, the molecular test used detected the presence of 

the EIAV proviral DNA in 24,4 % of the serological negative infected animals, indicating that 

the molecular assay has greater sensitivity than the AGIDT. Considering the shortcoming of 

AGIDT, United States and Italy adopted a three-tied diagnostic system, avoiding false-

negative results derived from low sensitivity (Reis et al., 1994; Scicluna et al., 2013). 

An essential step to ensure the sensitivity of the molecular test is the in vitro 

differentiation of monocytes into macrophages, which activates viral replication, allowing a 

successful amplification of the proviral DNA. For each sample to be diagnosed by the 

molecular test nested-PCR, a culture of PBMC was performed, and monocytes were selected 

by adherence (Maury, 1994; Raabe, 1998).  

Some considerations should be taken in account when detecting EIAV proviral DNA 

in PBMC using molecular assay: (i) 85% of the proviral DNA is concentrated in the spleen 

and liver tissues (Oaks et al., 1998; Harrold et al., 2000); (ii) the amount of proviral DNA in 

PBMC of asymptomatic animals is very low (150-350 copies per 10
5
 cells), while in the acute 

phase it can reach 16.000 copies (Harrold et al., 2000). Additionally, monocytes infected by 

EIAV appear cyclically in the blood, and its presence is associated to viremic episodes 
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(O’Rourke et al., 1991). Any of the above conditions may be the reason for the 3 negative 

results found by nested-PCR. 

The absence of clinical signs, undetectable levels of viral RNA in plasma and low 

frequency of infected cells are all indication of the strong control that the immune system 

exert on the viral replication during this stage of the infection, restraining the virus to organs 

of the lymphopoietic system (Maury, 1998; Hammond et al., 2000; Harrold et al., 2000; 

Leroux  et  al.,  2001). 

Another finding of this work was the detection of free virus in plasma of 

asymptomatic and serum-positive animals. This suggests that the event of viral replication 

suppression occur during the latent phase of the infection, even when antibodies are present 

(Spyrou et al., 2003). Nevertheless, other authors propose that the detection of free virus in 

the presence of antibodies is a consequence of the viral variants or quasispecies that appear in 

each cycle of the viral replication. Those variants may scape the immune response, causing 

new viral spikes and the recrudescence of the disease (Leroux  et  al.,  1997; Leroux  et  al.,  

2001; Mealy et al., 2003).  

This study has demonstrated that equids clinically healthy, though serologically 

positive, are carriers of the virus, in both: free form and integrated proviral DNA. This finding 

may indicate that the viral replication occur while still in the presence of antibodies. The 

animals that are serological negative and asymptomatic, but carriers, such as found in this 

work, constitute, however, the great source of EIAV transmission within the stud. 

 

5. Conclusion 

 

The course of control of EIA in Brazil are based mainly on a routine serological test, 

separation of positive animals of the squad or humane euthanasia, besides the restriction of 
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the animals' movement, testing of new individuals to be placed on the troops, control of 

insects vectors, and not share anything object that can be vehicle of infected cells (Franco and 

Paes, 2011) 

The test of reference approved by the OIE for the diagnosis of EIAV has limitations, 

as shown by the results here presented using PCR method; detecting animals positive for 

EIAV, which were negative for AGIDT. It is, therefore, necessary to rethink the current 

diagnostic strategy and devise new ones that improve the detection of positive animals in 

order to promote better and proper methods for the control of EIA in Brazil. 
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Table 1 

Comparison of results obtained using the nested-RT-PCR and AGIDT in serum samples. 

 

nested-RT-PCR  

                           AGIDT  

     Total     Positive    Negative 

Positive 12 12 24 

Negative 22 36 58 

Total                                         34                                             48                       82 
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Table 2 

Comparison of results obtained by virus detected in PBMC and serology. 

 

nested-PCR
* 

                          AGIDT
** 

 

     Total     Positive    Negative 

Positive 31 20 51 

Negative 03 28 31 

Total                                         34                                             48                       82 

*PBMC 

**serum samples 
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Highlights 

 Asymptomatic carriers show absence of antibodies in the presence of virus in blood. 

 The presence of false-negative animals on the fields impairs the control of EIA. 

 To improve the diagnostic accuracy is essential a more sensitive test than AGID.  
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MANUSCRITO 2 

 

CHARACTERIZATION OF ISOLATES OF EQUINE INFECTIOUS ANEMIA VIRUS 
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6 CONCLUSÕES  

 

Os ensaios de PCR realizados nesta pesquisa demonstraram potencial uso como 

ferramenta complementar de diagnóstico do EIAV, detectando animais positivos que não 

apresentaram reação no teste sorológico de referência. 

A detecção do DNA proviral em amostras de animais portadores assintomáticos e 

sorologicamente negativos comprova a importância destes animais como fontes de infecção 

para o resto do plantel.   

O teste molecular detectou, em uma grande porcentagem de animais (24,4%), a 

presença do DNA proviral de EIAV em equídeos portadores assintomáticos da infecção mas 

sorologicamente negativos. 

Para a detecção do DNA proviral a partir do sangue foi realizado o cultivo das PBMCs 

e a seleção de monócitos pela propriedade de aderência. O cultivo de monócitos in vitro 

estimula a diferenciação em macrófagos ativando a replicação viral. 

Adicionalmente, monócitos infectados por EIAV aparecem ciclicamente no sangue, e 

sua presença esta associada a episódios viremicos. Desta forma os 3 resultados negativos por 

nested-PCR encontrados nessa pesquisa podem ter ocorrido pelo baixo numero de cópias 

provirais por célula, ou pela pequena quantidade de células infectadas na amostra. 

A detecção do RNA do EIAV ocorre em amostras de soro de animais assintomáticos e   

sorologicamente positivos, ou seja a replicação viral ocorre na presença de anticorpos.  

Outro achado deste trabalho foi a detecção de vírus livre circulando no plasma em  

animais assintomáticos e soropositivos. Isto sugere que (i) a supressão do fenômeno de 

restrição da replicação viral, ocorre na fase latente da infecção, mesmo na presença de 

anticorpos ou (ii) variantes virais ou quasispecies surgem a cada ciclo da replicação viral e 

escapam da resposta imunológica do hospedeiro. 

Este estudo demonstrou que equídeos clinicamente sadios e sorologicamente positivos 

são possíveis portadores do vírus, tanto na forma livre ou como provírus integrado ao DNA 

celular, sugerindo que a replicação viral ocorre ainda na presença de anticorpos e, por outro 

lado, animais portadores assintomáticos, sorologicamente negativos constituem uma 

importante fonte de infecção para o plantel.  

Nossos resultados sorológicos e moleculares demonstram a importância de se 

implementar outros testes de diagnóstico complementares ao IDGA na Bahia, e assim 

contribuir com o Programa de Controle de AIE e com o Comitê Estadual de Sanidade Equídea 
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(CESE-BA) para o desenvolvimento e implantação de normas para o controle da AIE no 

estado. 

O vírus identificado  na Bahia tem homologia com as cepas isoladas nos EUA, 

sugerindo que o vírus que circula na Bahia é similar à cepa Wyoming isolada nos EUA; além 

disso as cepas identificadas  na Bahia apresentam elevada similaridade entre elas. 

O estudo da diversidade genética do EIAV no Brasil permite avaliar os métodos de 

diagnóstico molecular e a escolha de iniciadores ideais para detectar diferentes isolados de 

campo, assim como identificar regiões de gag imunorelevantes as quais possam ser potenciais 

epitopos para os linfócitos citolíticos e o desenho de uma vacina contra EIAV. 

 

 

 


