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Resumo

MALQOSSI, C. D. Caracterizacdo molecular do Virus da Anemia Infecciosa Equina no
Pantanal e padronizacdo de qPCR para diagnostico. 2019. 139 f. Tese (Doutorado) — Instituto
de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Botucatu, S&o Paulo.

O Virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE) é um lentivirus que infecta equideos causando
a Anemia Infecciosa Equina. A doenca possui distribuicdo mundial e o principal método de
controle empregado é a eutanasia dos animais positivos, uma vez que ndo existe cura ou
vacina disponivel. No Brasil, a regido do Pantanal é endémica para a doenca e, somente
nessas areas, a eutanasia nao é obrigatdria. A alta variacdo genética de lentivirus durante uma
infecgdo prolongada é bem conhecida em varias espécies e também descrita em sequéncias de
VAIE de outros paises. Ndo ha sequéncia gendmica brasileira completa descrita ou mesmo
um estudo da variacdo genética do virus em um ambiente endémico como o Pantanal
Brasileiro. Com isso, este trabalho teve como objetivos a caracterizacdo molecular do VAIE
em equinos da regido do Pantanal Brasileiro, e a padronizagdo da PCR quantitativa (QPCR)
para deteccdo do DNA proviral de VAIE. Duas amostras de plasma equino positivas para
VAIE foram submetidas ao sequenciamento do genoma completo utilizando uma combinagéo
de técnicas tradicionais e de nova geracdo. O genoma a partir do RNA viral foi obtido,
anotado e comparado com sequéncias virais obtidas de animais naturalmente infectados em
outros paises. As sequéncias provenientes do Pantanal apresentaram identidade entre 75 e 77
% com sequéncias de outros paises e 88,54 % entre si, classificando-as em um clado
individual na arvore filogenética dos virus ja descritos, exibindo a maior variacdo genética
descrita entre sequéncias de um mesmo pais. Com a analise do gene do envelope viral,
observou-se que os dois animais estudados estavam infectados por diferentes quasispécies
virais. Baseado nas sequéncias obtidas, um gPCR foi padronizado para amplificar 71pb do
gene tat de VAIE. A técnica foi testada em 255 amostras de DNA total de equinos do
Pantanal e comparada com os resultados obtidos em testes sorolégicos (IDGA e ELISA) e
uma Semi Nested PCR. A gPCR apresentou melhor sensibilidade, especificidade e alta
correlagdo com os resultados da Semi Nested PCR, sendo ainda um teste com menor risco de

contaminacdo e melhor praticidade. A gPCR detectou 0 mesmo numero de amostras positivas



que o padrdo ouro IDGA, porém ambos detectaram amostras diferentes, confirmadas por
sequenciamento. Um fluxograma diagnostico foi proposto para diminuir o risco de falsos

negativos em areas endémicas, com o uso de IDGA, seguido de ELISA e gPCR.

Palavras-chave: Virus da Anemia Infecciosa Equina, Anemia Infecciosa Equina, Pantanal,

area endémica, sequenciamento gendmico, diagnéstico, equinos.



Abstract

MALQOSSI, C. D. Molecular characterization of Equine Infectious Anemia Virus from
Pantanal and qPCR standardization for diagnosis. 2019. 139 p. Thesis (Doctorade) — Botucatu
Biosciences Institute, Sdo Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, Séo
Paulo.

Equine infectious anemia virus (EIAV) is a lentivirus that infects equids and causes equine
infectious anemia (EIA). This disease presents worldwide distribution and the main control
method is the euthanasia of positive animals, since there is no cure or vaccine available. The
Pantanal region in Brazil is endemic for the disease, and euthanasia is not mandatory in this
area. The high lentivirus genetic variation during a prolonged infection is well known in
several species and also described in EIAV sequences in other countries. There are no
Brazilian viral genomic sequences available or even a study of genetic variation in an
environment such as Brazilian Pantanal. This work aimed to characterize the EIAV complete
genome in equines from Brazilian Pantanal and to standardize a quantitative real time PCR
(gPCR) for detection of EIAV proviral DNA. Two plasma samples of EIAV positive horses
were submitted to massive sequencing by combination of Sanger and NGS sequencing. The
complete genome from viral RNA was obtained, annotated and compared with viral
sequences of naturally infected animals from other countries. Sequences from Pantanal
showed identity between 75% and 77% with other countries sequences and 88.54% with each
other, classifying them into an individual cluster in EIAV cladogram and exhibiting the
greatest genetic variation between sequences from the same country. With viral envelope gene
analysis, both Brazilian sequences were classified as two quasispecies. A gPCR based on the
sequences obtained was standardized to amplify 71 bp of tat gene of EIAV. This technique
was tested in 255 equine total DNA from Pantanal and compared with results of serological
tests (AGID and ELISA) and a Semi Nested PCR. Quantitative PCR presented better
sensitivity, specificity and high correlation with Semi Nested PCR results, still considered a
test with lower risk of contamination and better practicality.
The qPCR detected the same number of positive samples as the gold standard AGID, but both
detected different samples, confirmed by sequencing. A diagnosis flowchart was proposed to

decrease false-negative risks in endemic areas, using a sequence of AGID, ELISA and qPCR.



Key words: Equine Infectious Anemia Virus, Equine Infectious Anemia, Pantanal, endemic

area, genome sequencing, diagnosis, equine.
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1 Revisdo bibliografica

O virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE) é o agente etiolégico da Anemia
Infecciosa Equina (AIE), uma doenca considerada um desafio para a medicina veterinaria
desde sua descoberta. Afetando equideos em geral e sendo uma doenca persistente por toda a
vida do animal (como observado em todas as doengas acometidas por lentivirus), os estudos
até hoje realizados ainda ndo chegaram a cura ou vacina eficaz. Com isso, um diagnostico

com alta acuracia é essencial para o controle da doenca.

1.1 Historico

O primeiro relato da doenca data de 1843 na Franca (LIGNE, 1843), e em 1904 foi
relacionada com um agente filtravel que persistiam no hospedeiro equideo e era transmitida
pelo sangue (VALEE; CARRE, 1904). Portanto, o virus da anemia infecciosa equina (VAIE)
foi o primeiro retrovirus animal a ser atribuido como agente etiol6gico de uma enfermidade
viral, precedendo em alguns anos as principais descobertas de agentes filtraveis, como a
leucemia aviaria (ELLERMAN; BANG, 1908) e o sarcoma aviario (ROUS, 1910). A
transmissao mecanica de VAIE por insetos hematdfagos vetores (especificamente tabanideos)
foi demonstrada em 1942 (STEIN et al., 1942) e em 1967, o virus foi pela primeira vez
propagado em cultura de leucdcitos de equino (KOBAYASHI; KONO, 1967). A limitacdo
imposta pela falta do cultivo do virus restringiu muito o conhecimento a respeito do virus e
consequentemente da doenca (LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004). Dessa forma,
praticas de controle para AIE somente foram possiveis a partir de 1972 quando foi
padronizado o teste de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) que detecta anticorpos contra o

virus usando antigeno extraido de bago de equinos infectados (COGGINS et al., 1972).

Mais de 100 anos depois da descoberta da doenca, em 1952, Manete admitiu a
ocorréncia da doenca no Brasil (REIS; LEITE, 2016). Em 1967, no Jockey Club do Rio de
Janeiro, Dupont relatou o primeiro caso no pais em exame post mortem de um equino (REIS;
LEITE, 2016) e a doenca também foi constatada no Rio Grande do Sul (GUERRERO et al.,
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1968). Em 1984, Montagnier observou que o soro de equinos positivos para AIE reconhecia
proteinas virais em soro de pacientes com HIV e descreveu a relagdo antigénica entre as
doencas (REIS; LEITE, 2016).

No Brasil, o diagndstico, as acdes de profilaxia e controle, a erradicacdo dos focos, o
controle de transito dos animais e outras normas estdo pautados na Instrucdo Normativa 45
(IN45) de 15 de junho de 2004, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2004). Nela, estd determinada a notificacdo obrigatdria, marcacdo e
eutandsia de animais positivos confirmados pelo teste de IDGA em laboratérios credenciados.
As propriedades identificadas com animal(is) positivo(s) devem ser interditadas e o
isolamento dos demais deve ser realizado, bem como sorologia do efetivo equideo restante do

local. A contraprova é facultativa e ndo ha indenizacéo.

Suspeita de doenca n3o confirmada B Doenga ausente Nunca reportada

M Doenca limitada a uma ou mais regides W Doenca presente Sem informagdes

AR

e s

Figura 1: Situacdo da Anemia Infecciosa Equina reportada mundialmente de 2005 a 2018
segundo o Banco de Dados de Informacdo sobre Saude Animal Mundial (World Animal
Health Information Database - WAHIS Interface) da Organizacdo Mundial de Saude (OIE) -
Disponivel em:
<http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Countryinformation/Countrytimelines>.
Acesso em: 08/10/2018.
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Atualmente, equideos infectados com anemia infecciosa equina sdo encontrados no
mundo todo e reportados frequentemente em paises da Europa, Asia, Oceania e Américas. A
OIE n#o apresenta relatos recentes de AIE na Africa, exceto um caso em marco de 2013 em
Shambiko, Eritrea (OIE, 2018). Desde 2005, 55 paises reportaram a presenca da doenca no
mundo (Figura 1) (OIE, 2018).
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6 Conclusfes finais

Neste estudo foram obtidas duas sequéncias genomicas completas do VAIE em
animais naturalmente infectados no Pantanal brasileiro, area endémica para a doenca. A
estratégia da NGS desenvolvida foi capaz de obter leituras suficientes para uma sequéncia
completa, sem pré-amplificacdo, da amostra de equideos de RNA. Com base em alinhamentos
de sequéncia e andlise da arvore filogenética, BRA1 e BRA2 ndo estdo intimamente
relacionados com qualquer outra linhagem relatada até o momento, formando um grupo
monofilético separado. A analise molecular dos genes mostrou alta variacdo de nucleotideos e
aminoécidos em LTR e env, e genes ja relatados como conservados pol e gag com menor
variacdo. Com a anélise do gene do envelope, quasispécies virais diferentes puderam ser

observados em ambos equinos.

Baseado nos dois genomas obtidos, um qPCR amplificando o gene tat de VAIE foi
padronizado. A analise de 255 equinos com os testes diagndsticos disponiveis (IDGA, ELISA,
Semi Nested PCR e o gPCR descrito neste trabalho) mostrou que nenhum teste possui
capacidade de detectar todos os animais positivos. Um numero significativo de equinos
infectados pela VAIE pode escapar da deteccdo se apenas o teste AGID for realizado (padréo
ouro). Para realmente implementar um plano de controle efetivo e minimizar a chance de
manter animais positivos em meio a uma fazenda controlada, sugerimos a implementacéo dos

testes disponiveis em uma sequéncia de diagnostico.
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