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RESUMO

O Senecavirus A (SVA) é um picornavirus emergente relacionado a doenca vesicular em
suinos jovens e adultos, e a sindrome multissistémica neonatal em leitbes até cinco dias.
Surtos da infeccao por SVA foram relatados em paises como Brasil, Canada, Estados Unidos
e China a partir de 2014. Neste periodo, foram detectados os primeiros casos de Senecavirus
A em granjas brasileiras nas regides Sudeste, Sul e Centro-oeste. Sendo observadas altas
taxas de mortalidade (15 a 30%) em leitdes neonatos, além de perda do desempenho de
animais em terminacdo. As lesdes vesiculares causadas pelo SVA s&o clinicamente
indistinguiveis das ocasionadas por doencgas vesiculares classicas, como a febre aftosa, cuja
notificacdo é obrigatéria. Esse aspecto pode gerar uma série de impactos no comércio de
carne suina do pais. O Brasil € o quarto maior produtor de carne suina do mundo, com
producdo de 4,4 milhdes de toneladas em 2020. Diante desse cénario, € necessario o
desenvolvimento de testes diagnostico para monitoramento do patdégeno nos rebanhos de
suinos. Apesar do método de Imunoperoxidase em Monocamada Celular (IPMC) ser de facil
execucdo, de poder ser feito em larga escala e de dispensar equipamentos laboratoriais
sofisticados ainda nédo esta disponivel para detec¢do de anticorpos contra o0 SVA. Por isso, 0
objetivo deste estudo foi desenvolver o teste de IPMC para SVA e comparar o desempenho
desse método em relagdo ao teste de referéncia, a soroneutralizacdo (SN). O IPMC foi
desenvolvido com base em protocolos dpré-existentes para outros patdégenos como o
circovirus suino e o Vaccinia virus, e demonstrou capacidade de distinguir resultados positivos
e negativos. A comparacdo e a avaliacdo do desempenho do teste foram feitas pelo
Coeficiente Kappa, e a area sob a curva de ROC associada ao indice de Youden. As analises
estatisticas foram feitas pelo software Epitools (Sergeant, ESG, 2018. Ausvet). A técnica de
IPMC apresentou valor de kappa de 0.22, o qual representa concordancia razoavel (60%) em
relacdo a soroneutralizagdo. As divergéncias encontradas entre os métodos podem estar
correlacionadas com o padrédo de resposta imune humoral observada na infecgéo por SVA,
caracterizada por um aumento rapido e robusto de anticorpos neutralizantes fortemente
associados a classe IgM, com posterior elevacdo do isotipo IgG. A SN pode detectar
anticorpos neutralizantes de isotipos IgM e IgG e o IPMC padronizado no presente estudo,
detecta anticorpos totais do isotipo IgG. Em concluséo, até o momento em populagées cujo
historico epidemioldgico seja desconhecido, ndo é recomendado o uso do teste de IPMC
como Unico método de diagnostico.

Palavras — chave: Seneca Valley virus, diagnostico sorolégico, imunoglobulina, doenca

vesicular, monitoramento soroepidemioldgico.
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ABSTRACT

Senecavirus A (SVA) is an emerging picornavirus related to vesicular disease in young and
adult pigs, and neonatal multisystem syndrome in piglets up to five days old. Outbreaks of SVA
infection have been reported in countries such as Brazil, Canada, the United States and China
since 2014. During this period, the first cases of Senecavirus A were detected on Brazilian
farms in the Southeast, South and Midwest regions. High mortality rates (15 to 30%) were
observed in newborn piglets, in addition to loss of performance in finishing animals. The
vesicular lesions caused by SVA are clinically indistinguishable from those caused by classic
vesicular diseases, such as foot-and-mouth disease, whose notification is mandatory. This
aspect can generate a series of impacts on the country's pork trade. Brazil is the fourth largest
producer of pork in the world, with production of 4.4 million tons in 2020. Given this scenario,
it is necessary to develop diagnostic tests to monitor the pathogen in swine herds. Although
the Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA) method is easy to perform, can be performed
on a large scale and does not require sophisticated laboratory equipment, it is not yet available
for detection of antibodies against SVA. Therefore, the aim of this study was to develop the
IPMC test for SVA and compare the performance of this method in relation to the reference
test, serum neutralization (SN). The IPMA was developed based on pre-existing IPMC
protocols for other pathogens such as Porcine circovirus and Vaccinia virus and has
demonstrated the ability to distinguish positive and negative results. The test performance was
compared and evaluated using the Kappa coefficient, and the area under the ROC curve was
associated with the Youden Index. Statistical analyzes were performed using Epitools software
(Sergeant, ESG, 2018. Ausvet). The IPMC technique presented a kappa value of 0.22, which
represents reasonable agreement (60%) in relation to serum neutralization. The differences
found between the methods may be correlated with the pattern of humoral immune response
observed in SVA infection, characterized by a rapid and robust increase in neutralizing
antibodies strongly associated with the IgM class, with subsequent elevation of the 1gG isotype.
The SN test can detect neutralizing antibodies of IgM and IgG isotypes while the IPMC
standardized in the present study detects total antibodies of the IgG isotype. In conclusion, in
populations with an unknown epidemiological history, the use of the IPMC test as the sole
diagnostic method is not recommended.

Key — words: Seneca Valley virus, serological diagnosis, immunoglobulin, vesicular disease,

seroepidemiological monitoring.
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1. INTRODUCAO

O Senecavirus A (SVA) é Unico representante do género Senecavirus, pertencente a
familia Picornaviridae (ICTV, 2021) e foi descoberto acidentalmente, em culturas de células
PER.C6 contaminadas com o agente, no ano de 2002, em Maryland, EUA (Knowles et al.,
2006). Pouco tempo depois, Pasma et al. (2008) relataram um surto de Doenca Vesicular
Idiopatica Suina (DVIS) em animais transportados do Canada, cujas lesbes eram
indistinguiveis das ocasionadas pelos agentes virais responsaveis pelas infec¢des vesiculares
classicas, como Febre Aftosa, Estomatite Vesicular, Doenca Vesicular do Suino e Exantema
Vesicular dos Suinos. Entretanto, as amostras biol6gicas coletadas foram negativas no teste
de RT-PCR para os agentes vesiculares classicos, tendo sido detectado o RNA do SVA.

Desde 2014, surtos de doenca vesicular em suinos associada ao SVA vém sendo
relatados em paises como Brasil, Estados Unidos, China, Tailandia, Colémbia e Vietna (Leme
et al., 2015, Hause et al., 2016, Wu et al., 2017, Saeng-Chuto et al., 2018, Sun et al., 2017,
Arzt et al., 2019). Neste periodo, foram detectados os primeiros casos de Senecavirus A em
granjas nos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais. A doenca pode acometer todas as categorias de
producdo, e 0os animais geralmente apresentam lesdes vesiculares e ulcerativas no focinho,
na cavidade oral, na banda coronaria e outras regides dos cascos. Em animais adultos foi
verificada a ocorréncia de dificuldade de locomogédo e, consequentemente, redugcdo no
consumo de racao e no ganho de peso diario. Foram demonstradas altas taxas de mortalidade
(15-30%) entre leitdes com até cinco dias de idade (Leme et al., 2015; Maggioli et al., 2017).

Aspectos relacionados a epidemiologia e a patogenia da doenca ainda precisam ser
elucidados. No entanto, Joshi et al. (2016a) demonstraram que 0 SVA pode ser eliminado nas
secre¢fes nasais, orais e nas fezes por até vinte e oito dias poés-infeccdo, sendo a
contaminacdo ambiental uma possivel rota de transmisséo do agente. Além disso, 0 mesmo
estudo mostra que provavelmente a principal forma de disseminacao do virus se da pelo
contato direto entre animais doentes com animais susceptiveis, diante da alta carga viral
presente nas amostras de fluido vesicular.

O Brasil tem um papel importante na producdo mundial de suinos, sendo hoje o quarto
produtor e exportador mundial de carne suina (EMBRAPA, 2021). Os prejuizos causados pela
infeccéo por SVA relacionados a perda de desempenho dos animais e mortalidade dos leitdes,
bem como o fato de ser uma enfermidade clinicamente indistinguivel de outras doencas
vesiculares de notificacdo obrigatoria a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) e ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Leme et al., 2015), podem gerar

barreiras comerciais e sanitarias interferindo no mercado internacional de suinos e também



de bovinos. De acordo com o Manual de Investigacdo de Doenca Vesicular (BRASIL, 2020),
a identificacdo de casos suspeitos de doenca vesicular em estabelecimentos de abate de
animais susceptiveis a febre aftosa acarreta a suspenséo imediata da saida dos produtos
obtidos do abate do dia em que foi constatado o caso provavel.

Por isso, testes diagndsticos que permitam a rapida identificacdo e o monitoramento
do agente séo ferramentas importantes para que seja feita a vigilancia epidemiolégica nas
granjas. A realizacdo de estudos soroldgicos retrospectivos e prospectivos possibilita
caracterizar o perfil sanitdrio dos rebanhos, bem como determinar os fatores de risco
relacionados a infeccéo e verificar a eficiéncia da adoc¢éo de medidas de controle (Saporiti et
al., 2017).

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica competitivo (CELISA) e a soroneutralizacdo
(SN) séo os testes frequentemente utilizados para deteccdo de anticorpos contra SVA (Goolia
et al., 2017). No entanto, sdo métodos com desenvolvimento laborioso e de elevado custo.
Até o0 momento nao existem testes de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC)
para deteccdo do Senecavirus. Estudos mostram que o IPMC é uma importante alternativa
para o diagnostico indireto de doencas infecciosas como a variola bovina, a circovirose suina,
peste suina africana e também arboviroses em humanos. Este método possui aspectos
positivos por ser de facil execucdo, ndo exigir estrutura laboratorial muito sofisticada, e por
poder ser utilizado em larga escala, pois as placas podem ser previamente preparadas e
congeladas por até trés meses. Além disso, a técnica de IPMC dispensa o pré-tratamento
(56°C/30min) dos soros antes da realizacdo do exame, podendo também ser facilmente
adaptada para deteccao de diferentes isotipos de imunoglobulinas, como IgM e 1gG, apenas
com a alteracdo do anticorpo secundéario conjugado a peroxidase (Soliman et al., 1997
Direksin et al., 2002; Gerber et al., 2012; Gallardo et al., 2015).

Gerber et al. (2012) fizeram a comparacéo entre o IPMC e a técnica de referéncia, o
teste de neutralizacdo por reducdo de placas de lise (PRNT) para deteccdo de anticorpos
contra o virus da vaccinia bovina, e demonstraram que o IPMC foi capaz de detectar
anticorpos totais 17 dias antes da deteccdo de anticorpos neutralizantes pelo PRNT, além de
permitir a deteccdo das imunoglobulinas por um periodo de tempo maior que o teste padrao,
em animais naturalmente infectados. Soliman et al. (1997), relataram que testes de IPMC para
deteccdo de anticorpos contra os virus da febre do Vale do Rift e da febre do Nilo Ocidental
apresentaram sensibilidade de 96% e 91% respectivamente, e especificidade de 100%.
Diante disso o desenvolvimento da técnica de IPMC para deteccdo de anticorpos contra o
SVA se torna promissor, por ser um teste rapido e que pode ser executado fora do fluxo
laminar. E dessa forma, permitir maior agilidade no acompanhamento soroepidemiol6gico dos

rebanhos de suinos do pais.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver os testes de soroneutralizacdo (SN) e de imunoperoxidase em
monocamada de células (IPMC) para deteccdo de anticorpos contra 0 Senecavirus A em
amostras de soro de suinos, para comparar o desempenho entre os métodos, utilizando a SN
como teste de referéncia, de modo que a técnica de IPMC possa ser estabelecida como hovo
método de diagndstico sorolégico e de monitoramento soroepidemiolégico do SVA nas
granjas brasileiras.

2.2 Objetivos Especificos
- Desenvolver a técnica de soroneutralizacao utilizando as linhagens de células de carcinoma
pulmonar humano (NCI-H1299) para deteccéo de anticorpos neutralizantes contra 0 SVA;
- Desenvolver a técnica de IPMC com as linhagens de células NCI-H1299 para deteccédo de
anticorpos totais contra SVA,
- Avaliar o desempenho da técnica de IPMC em relacdo a soroneutralizagdo em amostras de
soro controle e amostras de soro teste provenientes de granjas, nas quais tenha ocorrido surto

de Senecavirus A.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Classificagdo e Morfologia do Senecavirus A

Os picornavirus tém demonstrado um papel relevante na histéria da medicina humana
e veterinaria. Classificada em 68 géneros diferentes, a familia Picornaviridae € considerada
uma das mais diversificadas familias virais. Esse grupo é composto por virus pequenos com
cerca de 25 a 30 nm de diametro, de capsideo icosaédrico, que nao possuem envelope lipidico
(Figura 1) e que apresentam genoma RNA linear de fita simples e de polaridade positiva, com
7 a 8,5kb. Os picornavirus sao agentes causadores de importantes doencas em animais e em
humanos. Dentre as principais enfermidades na medicina veterinaria podem ser citadas a
Febre Aftosa, a Doenca Vesicular de Suinos, a Encefalomiocardite dos camundongos, Perdas
Neonatais Epidémicas Transientes (PNET) e Doenca Vesicular associada a infeccao por
Senecavirus A, que ocasionam grande impacto na cadeia produtiva das espécies acometidas
(MacLachlan, 2011; Flores, 2017; Gorbalenya et al., 2020).

Para ser classificado como um membro da familia Picornaviridae, o virus deve possuir
um conjunto basico de caracteristicas como a mesma estrutura do sitio interno de entrada dos
ribossomos (internal ribossomal entry site — IRES), homologia nos peptideos Leader, 2A, 2B
e 3A, além de correspondéncia minima de 40% entre a sequéncia de aminoacidos das regides
P1, P2 e P3. Outro trago tipico dos picornavirus é o genoma que contém uma unica e longa
sequéncia aberta de leitura (open reading frame — ORF), cuja tradugéo resulta em uma
poliproteina precursora de proteinas estruturais e ndo estruturais, que pode ser dividida em
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trés regides: P1 que da origem as proteinas do capsideo; P2 e P3 que geram proteinas ndo

estruturais, responsaveis pela replicacao viral (Flores, 2017; Gorbalenya et al., 2020).

Senecavirus A

SVV 001 (3CJI)
@ 31.4 nm

Figura 1 — A: Esquema do capsideo viral de formato icosaédrico dos picornavirus, ilustrando o
protdmero composto pelas proteinas VP1, VP3 e VPO (clivada em VP2 e VP4 — compde a regido
interna do capsideo). B: Representacao da estrutura dos picornavirus. Fonte: ICTV, 2020.

O Senecavirus A (SVA), anteriormente, nomeado como Seneca Valley virus (SVV) é o
anico representante do género Senecavirus, pertencente a familia Picornaviridae (ICTV,
2021). Esse virus foi descoberto acidentalmente, em 2002, durante o cultivo de células
PER.C6, contaminadas com o agente viral, em Maryland, nos EUA. Ha suspeita que o virus
tenha sido introduzido no cultivo celular por meio de insumos, como a tripsina suina
contaminada com SVA (Knowles et al., 2006). Mas somente em 2008, Pasma e colaboradores
relataram um surto de Doenca Vesicular Idiopéatica Suina (DVIS) em animais transportados
do Canadéa associada a infecgdo por SVA, no qual foram observadas lesdes clinicamente
indistinguiveis das ocasionadas pelos agentes virais responsaveis pelas doencas vesiculares
classicas.

A partir desse momento, foram feitos estudos demonstrando a sequéncia completa do
genoma do Senecavirus A, provando que o0 virus possui genoma tipico dos picornavirus, com
0 padrédo Leader — 4 polipeptideos da P1 — 3 polipeptideos da P2 — e 4 polipeptideos da P3
(L-4-3-4) (Figura 2). O RNA linear de fita simples do SVA é composto por aproximadamente,
7.300 de nucleotideos (nt), flanqueada por duas regiées nao traduzidas (untranslated region
— UTR) de 666 nt na extremidade 5 e de 71 nt na 3’, com cauda poli (A). Assim como os
demais membros dessa familia, 0 genoma do SVA contém uma Unica e longa regido ORF
originando uma extensa poliproteina, com cerca de 2180 aminoacidos (aa) (Hales et al.,
2008).

Apb6s a traducdo essa poliproteina é clivada por uma protease, resultando em 11
proteinas virais (Figura 2). A regido P1 é codificada nos polipeptideos estruturais VPO, VP3 e
VP1, que constituem o capsideo viral, e em seguida, ao processo de maturacéo a VPO origina
as proteinas VP2 e VP4, essa Ultima compBe a parte interna do capsideo. As regibes

gendmicas P2 e P3 codificam polipeptideos ndo estruturais envolvidos no processamento de
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proteinas (2AP©°, 3CP® e 3CDP®) e também as associadas a replicacdo viral (2B, 2C, 3AB,
3BVPg, 3CDP° e 3D). A regido P2 é dividida em trés secBes: 2A composta por 9 aa e
finalizada por uma regido conservada NPG|P cuja funcdo esta relacionada a inducédo de
“salto” ribossomal; 2B cuja sequéncia primaria difere os outros picornavirus conhecidos. No
entanto, as estruturas secundarias das proteinas 2B de picornavirus sdo semelhantes entre
si e provavelmente, desempenham um papel no aumento da permeabilidade da membrana,
agindo como uma virosporina; 2C € um polipeptideo semelhante a helicase envolvido na
sintese de RNA. J4, a regido P3 é composta por quatro segmentos: 3A cuja funcdo nao é
conhecida; 3B codifica uma proteina VPg que atua como um iniciador para a sintese de RNA
viral; 3C que atua como proteinase e 3D principal componente da RNA polimerase
dependente de RNA (Hales et al., 2008; Racaniello, 2007).

Poliproteina

IRES 1
Q

5' Type IV

AAAN3’

Capsideo Proteinas ndo estruturais

P1 P2 P3
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28 38 i
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Figura 2 — Representagdo esquematica do genoma do Senecavirus A.
Fonte: Adaptado de Segalés et al., 2017.

Estudos feitos por Hales et al., 2008 estabeleceram comparacdes entre 0 genoma do
SVA e o de outros picornavirus, e demonstraram que os polipeptideos P1, 2C, 3C e 3D do
Senecavirus A estavam mais relacionados aos dos cardiovirus, enquanto outras regides
diferiam consideravelmente de todos os outros membros da familia. Além disso, as proteinas
ndo estruturais 2C, 3C e 3D, que séo regides consideradas relativamente conservadas em
picornavirus, o SVA demonstrou também estar mais relacionado aos do género Cardiovirus.
Assim como os outros virus da familia Picornaviridae, as sequéncias dos residuos de
aminoacidos dos sitios ativos e do motif das proteinas 3C e 3D do SVA também séao
conservadas. No entanto, apesar de existirem semelhancas foram também notadas
diferencas significativas entre outras regides gendmicas do SVA e os Cardiovirus e até mesmo
entre outros picornavirus, como, por exemplo, o IRES do SVA que € do tipo IV e as regibes
2A, 2B, 3A e 3B que diferem consideravelmente entre esses virus. Em vista disso, o

Senecavirus A foi classificado pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) como uma
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nova espécie dentro de um novo género da familia Picornaviridae (Hales et al., 2008;
Willcocks et al., 2011).

3.2 Ciclo de Replicacdo do SVA

O ciclo de replicagdo dos picornavirus se inicia com a interagdo dos virions com 0s
receptores celulares, que estdo relacionados ao tropismo tecidual, tendo uma influéncia
fundamental na patogenia da doenca (Flores, 2017). Como o SVA é conhecido por ter como
alvo células com caracteristicas tumorais neuroenddcrinas possivelmente, o tropismo celular
desse virus esta direcionado pela ligacdo a receptores expressos em tais células. Em testes
in vitro para verificacdo da interagdo do SVA com linhagens celulares de tumor humano foi
identificado o receptor 1 da toxina do antraz (ANTRX1), também conhecido como marcador
endotelial tumoral 8 (TEM8), considerado essencial para fixagdo e desnudamento do virus
nessas células (Miles et al., 2017; Cao et al.,, 2018). No entanto, ainda sdo necessarios
estudos para avaliar a participacdo desta molécula para a infecgdo do SVA em suinos.

Trabalhos relacionados a estrutura do Senecavirus A demonstraram que o agente
apresenta o motif DGK exposto na superficie do capsideo viral, localizado no canyon formado
pelos loops VP1/2 e o puff de VP2. Dessa forma, é provavel que o motif DGK possa
desempenhar um papel importante no reconhecimento dos receptores de integrina nas
superficies das células. Além de haver indicios que o receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDLR) possa ser outro local de ligacdo do SVA (Venkataraman et al., 2008).

ApoOs essa interagdo alguns picornavirus seréo internalizados por endocitose, como o
Foot-and-mouth disease virus (FMDV) e outros, como os poliovirus, por meio da ejecao do
RNA viral para o interior da célula por poros na membrana celular provocados pela proteina
VP1 (MacLachlan, 2011). Estudos com SVA demostram que o virus utiliza o TEM8 como uma
glicoproteina transmembrana para facilitar a entrada na célula, no entanto esse mecanismo
ainda néo foi bem estabelecido in vivo (Evans et al., 2018).

A replicacdo dos picornavirus ocorre inteiramente no citoplasma das células
hospedeiras. ApGs adsorcao, desnudamento e liberagdo no citoplasma, ocorre a tradugéo do
RNA viral diretamente pelos polirribossomos. Os picornavirus possuem um mecanismo de
iniciacdo da sintese de proteinas independente de Cap, composto pelos sitios internos de
entrada dos ribossomos (IRES) capazes de formar uma estrutura secundaria complexa que
serve de sitio de ligacdo para ribossomos e os direciona ao codon de iniciacdo da tradugao.
A ORF é traduzida em uma Unica poliproteina, clivada em precursores P1, P2 e P3, e em
seguida, origina as proteinas individuais. (Flores, 2017) (Figura 3). Entre as proteinas
sintetizadas estdo a RNA polimerase dependente de RNA viral e proteinas acessorias

necessarias para a replicagdo do genoma e sintese de mRNA (Racaniello, 2007).
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Figura 3 — Esquema do ciclo de replicacdo da familia Picornaviridae. 1. Ligag&o aos
receptores celulares; 2. Penetracdo e desnudamento; 3. Tradu¢do do RNA no sentido positivo; 4.
Clivagem dos precursores das proteinas; 5. Replicagdo do genoma via producédo de um RNA
antigen6mico; 6. Morfogénese; 7. Liberacéo das particulas virais por lise celular. Fonte: Adaptado de
Flores, 2017.

A replicacdo do material genético ocorre apos alguns ciclos de traducdo e maturacao
de proteinas (Flores, 2017). A primeira etapa na replicacdo consiste na sintese de uma coépia
do RNA de sentido gendmico para formar um intermediario de RNA antigendmico, e em
seguida, iniciar producao de cépias de RNA no sentido positivo. Esses eventos ocorrem em
pequenas vesiculas membranosas que sao induzidas por varias proteinas virais. Uma vez
gue o pool de proteinas do capsideo é suficientemente grande, a encapsidacao comeca. O
RNA genbémico recentemente sintetizado se associa a pentameros para formar o virus
infeccioso. Os capsideos vazios encontrados nas células infectadas séo provavelmente uma
forma de armazenamento de pentdmeros. A cinética de replicagdo dos picornavirus é rapida,
sendo necessario para completar um Unico ciclo de 5 a 10 horas, dependendo de muitas
variaveis, incluindo o virus especifico, temperatura, pH, célula hospedeira e multiplicidade de
infec¢@o. Muitos picornavirus séo liberados por meio de lise celular, apds perda de integridade

da membrana (Racaniello, 2007).



3.3 Epidemiologia do Senecavirus A

No periodo entre 2002 e 2014, foram relatados poucos casos de doenca vesicular
relacionada a infeccdo por SVA em suinos, no Canada e nos EUA. No entanto, estudos
moleculares retrospectivos demonstraram que 0 agente ja circulava nas granjas
estadunidenses desde 1988 (Knowles, et al., 2006). Apesar disso, somente a partir do final
de 2014, é que foram relatados surtos de doenca causada pelo SVA em suinos nos seguintes
paises (Figura 4): Canada, Estados Unidos, Brasil, Coldmbia, China, Tailandia e Vietna (Leme
et al., 2015, Hause et al., 2016, Wu et al., 2017, Saeng-Chuto et al., 2018, Sun et al., 2017,
Arzt et al., 2019). Nesta época, foram detectados os primeiros casos de Senecavirus A em
granjas brasileiras nos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul (sul), Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (centro-oeste), Sdo Paulo e Minas Gerais (sudeste) (Figura
4). Essas trés regides geograficas concentram 95% da producéo nacional de carne suina do
pais (ABPA, 2020).

Knowles et al., 2006 detectaram titulos de anticorpos neutralizantes (AN) contra o SVA
de 1:4 e 1:8 em suinos e bovinos, respectivamente. A identificacdo de AN sugere que houve
exposicdo ao Senecavirus A em quantidade e de forma suficiente para induzir uma resposta
imunolégica mensuravel nessas espécies domésticas. Do mesmo modo, pesquisas anteriores
demonstraram a presenca de AN em suinos, que foram indicados como hospedeiros naturais
do Senecavirus (Knowles&Hallenbeck, 2005) Sinais clinicos relacionados a infecgdo por SVA
foram observados apenas em porcos, nao tendo sido investigado o papel dos ruminantes
domésticos na epidemiologia da doenga até o momento (Knowles et al., 2006; Joshi et al.,
2016b). Dessa forma, atualmente, os suinos séo considerados hospedeiros do Senecavirus
A. Além disso, esse agente foi isolado de amostras de fezes e de intestino delgado de
camundongos, dados que corroboram os estudos de Knowles e colaboradores (2006) que
detectaram anticorpos especificos contra 0 SVA nesses animais. (Joshi et al., 2016b). O RNA
viral foi também detectado em moscas domésticas coletadas em fazendas afetadas pelo
agente, apesar disso ainda ndo foram realizados estudos para investigar a funcdo de
camundongos e moscas na disseminacdo da doenca, ou seja, se poderiam atuar como
possiveis reservatorios ou vetores mecanicos do SVA. Ainda ndo ha indicios de que o SVA
possa infectar seres humanos (Knowles et al. 2006; Joshi et al., 2016b).

Dados de soroprevaléncia do SVA, no mundo, permanecem escassos. Houston e
colaboradores (2019) detectaram anticorpos contra SVA em granjas, nos EUA, que nado
apresentavam sinais clinicos da doenca durante a coleta. Neste estudo foi obtida prevaléncia
em nivel de rebanho de 42,7% e 75,8% em unidades de terminacdo e em granjas de
reprodutores, respectivamente. No total foram testadas 219 propriedades localizadas em 18
estados norte-americanos diferentes. Trabalhos existentes, na China, detectaram infeccdo

por SVA em mais da metade das provincias chinesas (Zhang et al., 2019).



Canada

a
e
Estados Unidos China
@
Tailandia
® .Vietné
2018
Colémbia ( '
@
Brasil
®
Até 2014
® Durante/Apds 2015 até inicio de 2017
., ® Apods 2017
5 P A Estados brasileiros afetados pela infecgao por SVA em suinos

Figura 4 — Distribuicdo mundial do Senecavirus A de 1988 até 2018.
Fonte: Adaptado de Leme et al., 2017.

No Brasil, ndo existem estudos recentes acerca da situagdo soroepidemiolégica do
SVA nas propriedades. No entanto, no segundo semestre de 2018, novos surtos de doenca
vesicular foram relatados em rebanhos de suinos da regido Sul (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parand), Sudeste (Sdo Paulo e Minas Gerais) e Centro-Oeste (Mato Grosso e
Goias) brasileiros, principalmente em suinos em terminagdo (Leme et al., 2019). Neste
periodo, foi realizada uma pesquisa para diagnodstico diferencial entre SVA e FMDV em
unidades de terminagdo, no estado de MG, e as taxas de morbidade e mortalidade obtidas
foram de 20% e 2,2%, respectivamente (Muller et al., 2020).

As taxas de mortalidade e morbidade variam de acordo com a categoria afetada.
Durante os surtos de SVA, em 2015, as taxas de morbidade e mortalidade eram
significativamente maiores em leitdes recém-nascidos até cinco dias de vida, com valores de
morbidade que atingiam até 70%, e taxas de mortalidade que variavam de 15 a 30%.
Entretanto, esses indices retornavam a normalidade apds duas a trés semanas no rebanho
afetado. Foram observadas também as taxas de morbidade entre 0,5 a 5% em leitGes de
creche e 5 a 30% em animais de terminacgéo e reprodutores (Leme et al. 2015; Leme et al.,
2016). Esses valores variavam de acordo com a regido geografica e a origem do rebanho.

Apesar dos indices de morbidade consideravelmente, mais altos relatados em matrizes,
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podendo atingir de 70 a 90%, a mortalidade nestas categorias era muito baixa (0,2%),
ocorrendo a recuperacdo dos animais apds a resolucdo dos sinais clinicos que duravam
aproximadamente, 15 dias (Leme et al., 2016; Gimenez-Lirola et al., 2016; (Baker et al., 2017).

A principal forma de transmissédo do SVA é o contato direto entre animais susceptiveis
e animais doentes, uma vez que foi detectada uma alta carga viral presente nas amostras de
fluido vesicular, com cerca de 2x10” a 1,2x10*! cépias gendmicas/mL. Estudos de patogenia
mostram que a inoculacao intranasal de animais de terminacdo com elevada quantidade do
virus (107° TCIDsp mL™) provoca a doenca nesta faixa etaria (Guo et al., 2016; Joshi et al.,
2016a). Além disso, no intuito de investigar possiveis rotas de disseminacdo do SVA, um
grupo de pesquisadores introduziu leitbes sadios de 28 dias de idade, em baias contendo
leitdes de mesma idade infectados por SVA, e foram observados sinais clinicos semelhantes
nesses animais sentinelas (Liu et al., 2021).

Pesquisas recentes evidenciam a possibilidade de existir animais portadores do SVA,
que atuam como importantes fontes de infec¢do para os susceptiveis na granja. Neste estudo,
matrizes inoculadas via intranasal com o SVA apresentaram altos niveis de acido nucleico do
virus nas tonsilas até 60 dias pos-infeccdo. Também foi detectado o RNA do Senecavirus em
amostras de suabe oral, fecal e nas tonsilas de leitdes recém-nascidos mantidos com as maes
consideradas portadoras do SVA. Este resultado demonstra a capacidade dessas matrizes
de albergar o virus possivelmente, nas tonsilas e de transmitir esse agente aos leitbes
(Maggioli et al., 2019).

Existem também indicios de que o SVA possa ser transmitido verticalmente, pois o
virus foi detectado por RT-PCR e ensaios imunohistoquimicos em diferentes amostras de
tecidos e 6rgaos de leitdes de um a dois dias de idade. No entanto, mais estudos tém de ser
realizados para investigar essa hipétese (Leme et al., 2016). Além disso, Sturos et al., 2017
detectaram RNA do SVA em amostras de sémen de reprodutores experimentalmente e
naturalmente infectados, com valores de Ct “Cycle Threshold” variando entre 20 a 34. Trés
meses apos o surto, os reprodutores com infec¢éo natural foram eutanasiados e 0 RNA viral
foi detectado nos testiculos desses animais. Adicionalmente, na avaliacao histologica foi visto
orquite linfocitica intersticial e degeneracdo dos tubulos seminiferos. Esses resultados
sugerem que o sémen possa ser uma fonte de infeccdo para fémeas susceptiveis (Sturos et
al., 2017).

Outra importante rota de disseminacdo do SVA é a contaminacdo ambiental, pois
geralmente, virus ndo envelopados apresentam maior resisténcia no ambiente (Sattar, 2007).
Joshi e colaboradores (2016a) relataram que o SVA pode ser eliminado nas secrecfes nasais,
orais e nas fezes por até 28 dias pos-infecgdo, ou seja, mesmo apos a resolugdo dos sinais
clinicos. Este mesmo grupo conseguiu detectar particulas virais vidveis a partir de amostras

ambientais coletadas em granjas afetadas e ndo afetadas, como em veiculos de transporte
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de animais, no chdo ao redor da fazenda, na poeira dos exaustores e nas fezes de
camundongos (Joshi et al., 2016b), evidenciando a probabilidade de transmissdo SVA por
fébmites. Além disso, estudos de avaliacao da estabilidade do SVA em ingredientes da racao
demonstraram que o virus tem meia-vida de 9,8 e 25,6 dias em farelo de soja e em gréos
secos de destilaria, respectivamente, quando mantidos a 4°C (Caserta et al., 2021).

Os virus da familia Picornaviridae geralmente sdo resistentes ao éter, cloroférmio e
alcool, porém sao inativados rapidamente, por meio do uso da radiacao i6nica, do fenol e dos
formaldeidos (Flores, 2017; Gorbalenya et al., 2020). Foram realizados testes para medir a
capacidade de inativagcdo do SVA pela luz ultravioleta C (UVC) em amostras de tecido, plastico
e papeldo. Mas nao houve reducao significativa do titulo viral nas superficies de papelédo e
tecido contendo PBS ou fezes e em plastico com fezes. O que corrobora com outros estudos
que mostraram menor eficacia da luz UVC em superficies porosas e irregulares, pois a
irregularidade pode proteger o virus da luz. Além disso, matéria organica, como fezes também
podem proteger e bloquear a acao da luz UVC sobre o patégeno, diminuindo sua eficacia
como desinfetante (Ruston et al., 2019).

Singh et al. (2017) demonstraram que o hipoclorito de sodio (5.25%) diluido em 1:20
foi eficaz na inativacdo de SVA em superficies como aluminio, borracha, cimento, plastico e
aco inoxidavel, eliminando 99,9% do virus ap6s 15 minutos de contato a 4°C e a 25 °C. Neste
estudo compostos a base de fenol ndo foram eficientes na eliminacéo total do patdgeno,
mesmo apds 60 minutos em contato com a superficie, diferentemente, do que é notado em
outros picornavirus que sao sensiveis ao fenol. O quaternario de aménio (26%) associado ao
glutaraldeido (7%) diluido 1:256 foi capaz de inativar o0 SVA somente ap0s uma hora de agéo.
Produtos comerciais a base de perdxido de hidrogénio (1:20) e monopersulfato de potassio
(1%) também se mostraram eficazes contra o SVA apos tempo de agéo de dez minutos (Hole
et al., 2017).

3.4 Epidemiologia Molecular do Senecavirus A

Desde a descoberta do Senecavirus A em 2002, e a associacdo desse agente com a
Doenca Vesicular Idiopatica em Suinos (DVIS) em 2008 (Pasma et al., 2008), varias
sequéncias gendmicas parciais e completas do SVA foram depositadas no GenBank. Até o
momento, estdo disponiveis 442 sequéncias dos diferentes paises nos quais foram
identificados surtos da infecgé@o pelo SVA, desde 2014 (disponivel em Genbank, jan/2022).
Este aumento na disponibilidade de dados acerca do genoma do virus constitui-se como um
fator que permitiu avancos nos estudos da epidemiologia molecular desse agente.

Leme et al., (2017) observaram que sequéncias totais e parciais de Senecavirus A de
diferentes paises, disponiveis entre os surtos de 2015 e 2016, apresentaram alta similaridade
de nucleotideos (nt) (95,8 a 99,9%) entre si. No entanto, demonstraram menor semelhanca
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de nt (93,8 a 94,6%) com o SVA de referéncia, denominado SVV-001/2002. Sendo notado
que apenas um isolado canadense 11-55910-3 (nimero de acesso GenBank KC667560)
apresentava maior identidade (95%) com o SVV-001 e (96-98,2%) com amostras
contemporaneas de Senecavirus (2015-2016). Com base na comparacao nas sequéncias da
regido VP1 do capsideo viral, os isolados de SVA foram agrupados em trés clados temporais
diferentes (Figura 5), bem como observado por Joshi et al., 2016.

O clado | inclui as amostras inicialmente identificadas, como o SVV-001 de referéncia,
o clado Il os Senecavirus identificados nos EUA no banco de amostras de 1988 e 1997 e o
clado Il que contém os virus contemporaneos detectados nos surtos no Brasil, Canada,
China, Tailandia e EUA identificadas entre 2001 e 2016 (Figura 5). Além disso, podem ser
observados agrupamentos geogréaficos dentro do clado lll, visto que os diferentes isolados de
SVA se associam de acordo com o pais de origem (Leme et al., 2017; Segalés et al., 2017).

Fernandes et al. (2018) curiosamente relataram que suinos de 15 semanas de idade
inoculados com o virus SVV-001 histérico ndo apresentaram sinais de doenca vesicular. No
entanto, foi observada soroconverséo e uma baixa viremia nesses animais, sendo também
detectada a eliminagéo do virus em amostras de suabe nasal, oral e retal. Diferentemente, 0s
porcos que foram infectados com isolado SD15-26 contemporaneo apresentaram doenca
clinica, com aparecimento de lesdes vesiculares no focinho e nos cascos. Esses resultados
sugerem que o SVV-001 possivelmente, € menos virulento em compara¢cdo com amostras
contemporaneas.

Neste estudo de comparacgdo entre SVA SVV 001 e o isolado SVA contemporaneo
foram notadas varias alteragdes de nucleotideos envolvendo as regides da ORF e da UTRs
5' e 3'. No entanto, ainda ndo é possivel afirmar que as mudangas genéticas observadas no
SVA contemporaneo sejam responsaveis pelo aumento da viruléncia do virus (Fernandes et
al., 2018). Apesar das diferencas observadas no genoma dos isolados de Senecavirus A,
estudos demonstram que ocorre neutralizacdo cruzada entre os virus, sugerindo que exista
apenas um sorotipo de SVA (Buckley et al., 2021).

Nascimento-Laguardia e colaboradores (2016) analisaram sequéncias parciais
brasileiras de Senecavirus A coletados de janeiro a agosto de 2015, nos estados de Minas
Gerais, Mato Grosso, Santa Catarina, Goias, Parana e Rio Grande do Sul, e observaram que
as amostras nacionais eram semelhantes as identificadas nos EUA em 2015. E ao serem
comparados pela regido da proteina VP1, esses isolados apresentaram maior similaridade
com regides do genoma de amostras de SVA canadenses (2011) do que com as
estadunidenses de 1988 a 1997. Foi entdo proposto que esses virus tenham uma origem
genética em comum, uma vez que todos os isolados brasileiros se encontram agrupados em

um mesmo clado.
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Figura 5 — RelagGes evolutivas dos isolados de Senecavirus A identificadas nos EUA, Canada, Brasil,
China e Tailandia entre 1988 e 2016. A Arvore filogenética foi construida com base em 56 sequéncias
nucleotidicas parciais (541 pb) da regido VP1 (capsideo viral) do genoma do Senecavirus. Fonte:
Leme et al., 2017.

3.5 Patogenia da Infeccdo por SVA

O Senecavirus induz uma doenca vesicular aguda e autolimitada em suinos adultos e
em terminacdo, que é clinicamente indistinguivel das lesdes causadas por agentes
vesiculares classicos, como Febre Aftosa e Estomatite Vesicular. Os sinais clinicos sdo vistos
apos um curto periodo de incubagéo de cerca de trés a cinco dias. Estudos sugerem que as
tonsilas sdo os possiveis sitios de replicacdo priméria do Senecavirus durante a fase aguda
da infeccdo. H4 essa hipotese, uma vez que foram detectadas altas concentragfes de RNA
viral nesse local, bem como foram demonstradas evidéncias de que hé replicagdo do SVA no
epitélio que reveste as criptas tonsilares por meio da demarcacéo do &cido nucleico do virus
em testes de hibridizacdo in situ. Além disso, foi observado que a infeccdo pelo SVA é

caracterizada por uma viremia de curta duracdo, entre um a dez dias (Joshi et al., 2016a;

Maggioli et al., 2018).
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Trabalhos de patogenia em animais de terminacdo demonstraram que a inoculacéo
oronasal do SVA causa inicialmente, letargia e claudicacdo, associada a laminite que
observadas no 4° dia pés-infeccéo (d.p.i.). Logo depois, sdo nhotadas vesiculas nos labios, no
focinho e nos cascos principalmente, na banda coronaria (Figura 6) e nos espacos interdigitais
desses animais (Joshi et al., 2016a; Maggioli et al., 2018). A principio ocorre a formacéo de
eritema na pele, que progride e se desenvolve nas lesdes vesiculares. Depois essas
estruturas se rompem, deixando uma eroséo no local, e posteriormente, sdo formadas crostas
na area afetada. A completa resolucao clinica da doenca ocorre apos cerca de duas semanas

da infeccéo (Leme et al., 2015; Joshi et al., 2016a).

Figura 6 — Les@es causadas por infeccao natural por SVA. A — Focinho, matriz. Grande vesicula
tipica de infecgao por SVA presente na face dorsal do focinho. B — Casco, matriz. Ulceracao da banda
coronaria. Fonte: Segalés et al., 2017.

Na histopatologia da pele de suinos que apresentavam lesdes vesiculares nos cascos
foi observada dermatite na banda coronéria, caracterizada pela separagédo multifocal entre a
derme e a epiderme, com formacdo de uma fenda subepidérmica preenchida de células
inflamatérias. Nessas areas foi visto edema com grande nimero de queratindcitos necréticos,
hemorragia leve, fibrina e infiltrados inflamatoérios constituidos de macréfagos, linfocitos,
plasmacitos e neutréfilos (Joshi et al., 2016a).

Durante a fase aguda da doenca, foi avaliada a distribuicdo do SVA nos tecidos, e
foram isoladas particulas virais viaveis entre 0 3° e 0 5° d.p.i. em amostras de pulmao,
linfonodos mediastinais e mesentéricos, figado, baco, intestino delgado, intestino grosso e
tonsilas. No entanto, s6 foram observadas alteraces histolégicas nas tonsilas, no baco, nos
linfonodos e nos pulmdes, caracterizadas por uma leve a moderada hiperplasia linfoide
(Figura 7A) (Joshi et al., 2016a). Além disso, neste estudo também foram observadas altas
guantidades de RNA do SVA nas tonsilas na fase de convalescéncia (38° d.p.i.) da doenga
(Figura 7B).

A eliminacéo viral foi evidenciada em secrec¢fes orais e hasais, e nas fezes podendo

ser detectada até 28 dias apds a infeccdo, em suinos experimentalmente inoculados com o
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SVA. Foram detectados valores de 10%a 10* copias gendmicas/mL nesses espécimes clinicos
no 28°dia. Foram isoladas particulas virais viaveis nas excre¢des orais até 21 d.p.i. (Joshi et
al., 2016a). Esses dados sugerem que secrec¢des orais, nasais e fezes constituem importantes

fontes de disseminacéo do SVA para animais susceptiveis, bem como as amostras de fluido

vesicular que apresentam alta carga viral (2,0x107 até 1,2x10!! copias gendmicas/mL) (Leme
et al., 2015).

Figura 7 — Alteragdes histoldgicas observadas em animais inoculados com SVA. Corte
histolégico da tonsila de um animal infectado com SVA (4° d.p.i.). A — Alteracdes caracterizadas por
hiperplasia linfoide. B — Hibridizacg&o in situ demonstrando a presenca de acido nucleico do SVA
(coloragédo rosea - seta) nos foliculos linfoides. Fonte: Joshi et al., 2016a.

Leitdes com até cinco dias de vida naturalmente infectados pelo SVA demonstraram
sinais clinicos como fraqueza muscular, letargia, salivacdo excessiva, hiperemia cutanea,
manifestacdes neurologicas e diarreia, alguns animais apresentaram morte subita. No
entanto, nos leitées que permaneceram foi observada a resolucgéo total da doenca apos cerca
de 3 a 10 dias. (Leme et al., 2016). Estudos mostram que a taxa de mortalidade nesta
categoria retorna a normalidade ap6s 2 a 3 semanas do inicio dos surtos (Segalés et al.,
2017). Foi também realizado um experimento com inoculacédo do SVA em leitdes de 28 dias
de vida, e nesses animais foi observado letargia, laminite, diarreia (Figura 8) e formacéo de
pequenas vesiculas na mucosa oral e nos cascos a partir do 2° dia de infeccdo (Liu et al.,
2021).

As manifestacdes macroscopicas mais frequentemente observadas por Leme et al.,
(2016) nos leitbes neonatos foram hemorragias petequiais nos rins, lesfes ulcerativas na
lingua (Figura 9A), e nas bandas coronarias, edema pulmonar, leves impressdes das costelas
na superficie da pleura e congestéo dos vasos da meninge (Figura 8B). Pneumonia intersticial
foi a alteracdo histopatologica predominantemente relatada nessa categoria. Outras lesGes
comumente observadas na histologia foram: a miocardite linfocitica, a degeneracao hidrépica
(balonosa) do epitélio de transicdo da bexiga urinaria e dos ureteres, a encefalite
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linfoplasmocitica e a atrofia somada a fusdo das vilosidades intestinais, associada a

vacuolizacédo das células epiteliais superficiais do intestino delgado (Leme et al., 2016).

)

Figura 8 — Sinais clinicos observados em leitdes de 28 dias inoculados com SVA. A — Letargia
observada no 2° d.p.i. B — Diarreia causada pela infec¢do por SVA observada no 3°dpi. Fonte: Liu et
al., 2021.

Animais de 28 dias de idade experimentalmente infectados com SVA demonstraram
lesBes histopatolégicas, como hemorragia, edema e infiltrado de células inflamatérias, em
orgaos como pulmao, figado, coragéo, intestino delgado, rim e linfonodos (Liu et al., 2021). O
RNA do Senecavirus A foi detectado na lingua, gengiva, pulméo, figado, rim, bexiga, cérebro
e intestino delgado de leitbes até cinco dias de idade (Leme et al., 2016). Entretanto, foi
observada marcacgéo especifica na imunohistoquimica (IHC) apenas no epitélio de transi¢éo
da pelve renal e da bexiga urinaria, nas células epiteliais e ependimarias do plexo coroide e
no endotélio vascular e nos enterécitos das vilosidades do intestino delgado (Leme et al.,
2016). Nos leitdes de 28 dias o RNA do virus também foi detectado no figado, baco, pulméao,
rim e linfonodos, mostrando que o virus se distribui para varios 6rgédos do hospedeiro (Liu et
al., 2021).

Figura.9 — Alteracdes macroscopicas observadas durante a necropsia de leites recém-nascidos
naturalmente infectados por SVA. A — Glossite diftérica. B — Congestéo dos vasos meningeos do
cérebro. Fonte: Leme et al., 2016.

Foram também testados outros agentes possivelmente relacionados aos sinais
clinicos observados, como virus da diarreia epidémica dos suinos (PEDV), Sapelovirus A,
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Teschovirus A, e Circovirus suino tipo 2 (PCV2). No entanto, nenhum outro agente foi
detectado nas amostras coletadas, sendo verificada apenas a presenca do acido nucleico do
SVA nas lesdes. Os resultados demonstram a suscetibilidade de leitbes recém-nascidos a
infeccdo por SVA, que além das lesdes vesiculares apresentam outros sinais clinicos

associados, resultando na sindrome neonatal multissistémica (Leme et al., 2016).

3.6 Resposta Imune contra SVA

Estudos sugerem que a resposta imune produzida contra o SVA é caracterizada por
um desenvolvimento rapido e robusto de anticorpos neutralizantes (NA). Esse padrdo de
resposta também é observado em outros membros da familia Picornaviridae, com o aumento
significativo de anticorpos logo no inicio da infec¢é@o fortemente correlacionada a reducao da
carga viral na corrente sanguinea, nos tecidos e nas secre¢fes dos animais infectados
(Dotzauer & Kraemer, 2012; Joshi et al.,2016a).

Dessa forma, foi avaliada a resposta imune adaptativa frente a infeccao pelo SVA em
suinos de terminagéo inoculados com o agente. Neste estudo foram detectados anticorpos
neutralizantes logo no 5° d.p.i., atingindo concentragdes maximas entre os dias 7 e 14 pés-
infeccdo (Figura 10). E como observado em outros picornavirus, este rapido aumento dos
niveis anticorpos neutralizantes apresentava alta correlagdo negativa com o numero de copias
gendmicas do SVA no soro desses animais, demonstrando o papel importante que os NA tém
na eliminacgdo do virus durante a fase aguda da doenca (Maggioli et al., 2018).

Segundo Maggioli e colaboradores (2018), foram identificados a partir do 5° e 7° d.p.i.,
respectivamente, tanto o isotipo IgM quanto o IgG (Figura 10) por meio do teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI), sendo que os anticorpos da classe IgM foram altamente
correlacionados aos elevados niveis de NA presentes no soro. Posteriormente, para
verificagdo de qual proteina estrutural viral estava especificamente associada a resposta
humoral, foi realizado o imunoensaio de microesferas fluorescentes (FMIA), demonstrando
que apesar de haver producéo de anticorpos contra as trés proteinas externas do capsideo,
as mais imunogénicas eram VP2 e VP3 (Yang et al., 2012; Maggioli et al., 2018).

ApOs a fase clinica da doenga, foi notada uma queda das imunoglobulinas do tipo IgM
ndo sendo mais detectada a partir do 21° d.p.i., bem como IgG anti-VP1 e anti-VP3. No
entanto, anticorpos IgG contra a proteina VP2 foram mantidos até 35 dias p.i. (Figura 10),
corroborando com estudos anteriores nos quais a classe IgG contra SVA foi detectada até 38
a 60 dias poOs-infecgéo (Yang et al., 2012; Joshi et al., 2016a). Este resultado, sugere que o
IgG anti-VP2 seja responsavel pela neutralizagdo viral durante a fase crénica da doenca
(Maggioli et al., 2018). No entanto, Gimenez-Lirola e colaboradores (2016) detectaram
anticorpos IgG anti-VP1 até seis semanas apds o surto de SVA, tanto em animais que
apresentaram sinais clinicos quanto em suinos que ndo tiveram lesdes, sugerindo que possa
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haver também a participacdo dessa imunoglobulina na neutralizacdo viral durante a fase
cronica da infeccao.

Além da resposta humoral, o contato com antigenos do Senecavirus estimula uma
forte imunidade celular logo nas primeiras semanas da infeccdo. A partir do 7° d.p.i. pode ser
observado um aumento significativo de células T af, correlacionado a elevados niveis de
células T CD4" expressando interferon-gama (IFN-y). Também foi relatada uma elevagao na
frequéncia de células T CD8+ e CD4+CD8* duplamente positivas, no 10° d.p.i., com producao
de IFN-y (Figura 10) em resposta ao estimulo promovido pelo SVA (Maggioli et al., 2018). O
interferon-gama possui acgdes importantes na imunidade contra micro-organismos
intracelulares, pois atua na ativacdo de macréfagos bem como na diferenciacéo de células T
CD4* no subgrupo Thl (Abbas, 2015).

No intuito de avaliar a resposta imune celular no periodo crénico da doenca, foram
coletadas células mononucleares do sangue periférico de animais no 35° dia pos-infeccédo
para ensaios de liberacdo de IFN-y. Neste teste foi possivel observar o mesmo padréo de
resposta de células T detectado durante a fase aguda, com aumento na producéo de IFN-Y
pelos linfocitos T CD4*, CD8* e CD4*CD8*. Esse resultado também sugere que a infeccdo por
SVA consegue induzir células T de memoéria, visto que houve uma resposta especifica rapida
contra o antigeno no teste de reestimulagdo in vitro (Maggioli et al., 2018). Além disso, foi
observado que assim como na inducdo da imunidade humoral as trés proteinas externas do
capsideo viral apresentam epitopos com capacidade de se ligar e estimular os linfocitos T.
Esses resultados sugerem que a integracdo entre as respostas humoral e celular é importante
para o controle da infecgdo causada pelo Senecavirus A (Maggioli et al., 2018).

Dinamica de infecgdo do SVA
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Figura 10 — Dindmica de infeccdo do SVA. Primeiramente, é observado um curto periodo de
incubacéo (3-5 dias), com duracgéo dos sinais clinicos até 14 dias ap0s a infec¢do. Pode ser notado
uma curta viremia (1-10) fortemente, correlacionada ao rapido aumento de anticorpos neutralizantes

detectados a partir do 5° d.p.i. No 7°d.p.i. é visto o0 aumento das células T principalmente T CD4*, que
também esta associada a eliminacao da infeccéo viral. O RNA viral pode ser detectado nas fezes e
secrecdes oral e nasal até 28 dias pos-infeccéo, sendo que particulas virais viaveis séo isoladas da
secrecao oral até 21 d.p.i. Fonte: Adaptado de Maggioli et al., 2018.
Em leitbes de 28 dias experimentalmente infectados com SVA também foi observada

uma forte resposta imune humoral detectada logo nos primeiros dias de infeccdo. Esses
animais apresentaram soroconversao no 5° d.p.i., com detecc¢do continua de anticorpos até o
14° dia. No entanto, NA foram observados apenas a partir do 7° d.p.i. (Liu et al., 2021). Outro
aspecto importante a ser abordado na imunidade contra o SVA em leitdes é a capacidade de
transferéncia de passiva de anticorpos observada em porcas soropositivas
independentemente do estado clinico dessas matrizes. Estudos detectaram altos niveis de
lgG em leitbes com sete dias de vida. Esses niveis de anticorpos foram reduzindo até
desaparecerem com seis semanas ap0s 0 nascimento. Esse resultado sugere que o
fornecimento de colostro possa ser uma acao de protecdo neonatal contra a infecgdo por SVA
(Gimenez-Lirola et al., 2016).

Estudos de mecanismos de evasao do SVA ao sistema imune do hospedeiro ainda séo
insipientes. Entretanto, Liu et al. (2019) observou que proteinas néo estruturais 2C e 3CP™
virais eram responsaveis pela supressdo da imunidade inata do organismo causando
apoptose celular por meio da ativagdo de caspases, proteases envolvidas a iniciacdo e
execucdo da morte celular programada, e dessa forma favorecendo a replicacdo viral.
Adicionalmente, estudos recentes realizados por Oliveira e colaboradores (2021) sugerem
gue a infec¢do causada pelo SVA também é capaz de provocar deplecao linfoide em leitdes
lactentes devido a apoptose de linfécitos B, evidenciada pela reducdo da expressao do

marcador Ki-67, substancia liberada durante a divisao celular.

3.7 Diagnostico do Senecavirus A

Diante da incapacidade de distincdo entre a doenca vesicular causada pelo
Senecavirus A de lesdes associadas a Febre Aftosa ou a Estomatite Vesicular, que s&o
doencas de notificacdo obrigatéria. E necesséario que seja feito um diagnostico rapido e
confiavel para realizacdo da diferenciacéo entre as enfermidades. O diagnéstico do SVA pode
ser feito por meio de métodos diretos com a detecc¢éo do virus, de antigenos virais ou do RNA
viral, e também por testes indiretos que detectam a resposta imune do hospedeiro contra o
agente (Zhang et al., 2018; Houston et al., 2020).

Dentre as técnicas de deteccdo do agente viral temos o isolamento que é baseado na
observacao do efeito citopético caracteristico do SVA, que consiste em arredondamento e lise
celular. Para realizacdo desta técnica ja foram utilizadas varias linhagens de células

diferentes, como NCI-H1299 — células de carcinoma pulmonar humano; IBRS-2 e PK-15 —
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células de rim de suino; ST-6 — células de testiculo de suinos; e BHK-21 — células de rim de
hamster neonato (Yang et al., 2012; Zhu et al., 2017; Leme et al., 2015; Qian et al., 2016).

Pinheiro de Oliveira (2019) fez tentativas de isolamento do SVA em cinco tipos de
células diferentes, e o arredondamento e a lise celular foram observados apenas na linhagem
NCI-H1299. Estudos de comparacdo da cinética do SVA em trés linhagens celulares
demonstraram que a NCI-H1299 era a mais susceptivel ao virus, produzindo altos titulos virais
(10° UFP/mL) ap6s 24 horas da inoculagéo (Yang et al., 2012).

No entanto, o uso do isolamento em cultura de células na rotina de diagnostico do SVA
e de outros agentes virais pode apresentar alguns desafios, como a necessidade de pessoal
treinado para execucao da técnica, o alto custo associado a compra e manutencdo de insumos
para as diferentes linhagens celulares, a possibilidade de contaminacao bacteriana, e o longo
tempo de espera para incubacdo dependendo do patégeno, como por exemplo, o virus da
dengue que deve permanecer cerca de cinco dias na estufa para ser isolado (Medina et al.,
2012; Hermatian et al., 2016).

Existem diversas técnicas de RT-PCR disponiveis para detec¢éo do acido nucleico do
SVA. Alguns exemplos, podem ser citados como Dall Agnol et al. (2017) que desenvolveram
um RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) utilizando sonda fluorescente (Tag-man®) para
amplificacdo de uma regido conservada da proteina estrutural VP1. Neste estudo, o teste foi
capaz de quantificar o RNA do SVA em amostras de tecido de leitbes de 15 semanas de
idade, apresentando um limite de deteccdo de 13 copias gendmicas/pL. O ensaio de nested
RT-PCR com alvo na proteina VP1 (316 pb) foi descrito por Feronato et al. (2017), e
demonstrou maior sensibilidade que o RT-PCR convencional sem perda da especificidade.
Pinheiro de Oliveira et al. (2019) relataram desenvolvimento da técnica de RT-PCR digital em
gotas (ddRT-PCR). Além disso, o sequenciamento de nova geragdo (NGS) também ja foi
utilizado em estudos de identificag@o e epidemiologia molecular do SVA (Vanucci et al., 2015).

Apesar da rapidez, da alta sensibilidade e especificidade dos métodos moleculares na
deteccdo do SVA e de outros patdgenos virais, esses testes apresentam desvantagem
associada a identificacdo inconstante dos agentes devido a progressao da infeccao. Visto que
sao relatadas variac6es na excre¢do e na carga viral em diferentes amostras biol6gicas. Por
isso, é recomendada a coleta de varios tipos de amostras incluindo soro, tonsilas, fezes e
fluidos orais e vesiculares, para diagnostico do SVA por meio de técnicas moleculares
(Gimenez-Lirola et al., 2016).

Sao relatados também outros métodos diretos, como a hibridizacédo in situ (ISH) e a
imunohistoquimica (IHC), que séo ferramentas importantes no estudo da patogenia da
infeccéo pelo SVA (Leme et al., 2016; Resende et al., 2017). Esses testes permitem identificar
a presenca do patdgeno associado com alteracbes morfolégicas nos tecidos (Maes et al.,

2014).
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A deteccao de anticorpos contra o Senecavirus A além de possibilitar o processamento
de um grande nimero de amostras, permite avaliar a situacdo epidemiolégica do rebanho,
indicando se houve exposicdo prévia ou se 0 agente esta presente na granja (Goolia et al.,
2017). Os testes de soroneutralizacdo, ensaio de absor¢cdo imunoenzimatico competitivo
(cELISA) e imunofluorescéncia (IFI) estdo disponiveis para o diagndstico indireto do SVA. O
trabalho de desenvolvimento e validacdo desses ensaios foi realizado por Goolia e
colaboradores (2017), e demonstrou alta concordéncia entre os trés ensaios, indicando que
sdo adequados para a deteccéo de anticorpos contra o SVA.

Foi também desenvolvido um ELISA indireto com base na proteina VP2 do capsideo
viral que apresentou sensibilidade de 94,2% e especificidade de 89,2%. No entanto, neste
mesmo estudo foi demonstrada uma variagcdo na concordancia entre este método e a técnica
de IFA de acordo com a fase da doenca, com base nos resultados o teste ELISA se mostrou
mais sensivel no inicio da infeccdo (Dvorak et al., 2017). Bai et al., (2021) desenvolveram um
teste CELISA baseado em particulas pseudovirais (VPLS) e o0s resultados mostraram
especificidade e sensibilidade de 100% e 94%, respectivamente. Além de apresentar taxa de
concordancia de 90% com o cELISA comercial — AsurDx™ Senecavirus A Antibody Test Kit
(Biostone™) — e de 94,2% com o ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI).

Embora ainda ndo esteja disponivel para o diagndstico do SVA, o teste de
imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC) é comumente utilizado para deteccéo
de patdégenos importantes para a criacdo de suinos, por exemplo, o virus da Peste Suina
Africana (PSAV), o Circovirus Suino (PCV), o Virus da Sindrome Reprodutiva Respiratdria em
Suinos (PRRSV). De acordo com a OIE, o IPMC deve ser utilizado como teste confirmatorio
para diagnéstico sorolégico em areas livres e endémicas de PSA (Gerber et al., 2011; OIE,
2021). Gallardo e colaboradores (2015) observaram maior sensibilidade do método de IPMC
em relagdo aos testes ELISA comerciais para deteccdo de anticorpos contra PSA em
amostras de animais experimentalmente infectados e em espécimes de campo, uma vez que
o IPMC foi capaz de detectar anticorpos em um ponto mais precoce da resposta sorolégica.

A dificuldade de distincdo dos sinais clinicos da infeccdo do SVA de outras doencas
vesiculares classicas, somada a inconstancia dos resultados do PCR entre as espécimes
coletadas, demonstram a necessidade de associacéo entre historico clinico e epidemioldgico,
métodos moleculares e soroldgicos para garantir um diagnéstico definitivo de SVA (Houston
et al., 2020).

3.8 Prevencéo e Controle
Ainda ndo hé tratamento especifico e nem vacina comercial contra o Senecavirus A
no mundo. No entanto, j& existem trabalhos mostrando possiveis candidatas para vacinacao
em suinos (Liu et al., 2020). O grupo de Sharma et al., (2019) desenvolveu uma vacina viva
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atenuada baseada na utilizacdo de virus recombinante produzido por genética reversa, e
observou que uma Unica dose dessa formulacéo vacinal foi capaz de proteger os animais
contra o desafio realizado com isolado de SVA diferente do vacinal, pois foi demonstrada a
auséncia de sinais clinicos da doenca e reducao da viremia, da eliminacdo do agente e da
carga viral nos tecidos analisados. Foi relatada recentemente, a tentativa de produgéo de uma
vacina contendo pseudovirus composto pelas proteinas do capsideo viral, VPO, VP1 e VP3.
Neste estudo, apesar de a vacina inativada ter apresentado maiores niveis de resposta imune
humoral e celular, a vacinac@o utilizando particulas semelhantes a virus (VLPs) também
promoveu protecao contra a doencga, pois ndo foram notados sinais clinicos e RNAnemia nos
suinos vacinados (Mu et al., 2020).

Yang e colaboradores (2018) mostraram que uma unica dose (2ug) da vacina inativada
contra SVA foi capaz de proteger todos os leitdes na fase de terminagéo apés a realizagéo
dos ensaios de protecdo. Pois nenhum dos animais apresentou febre ou qualquer outro sinal
clinico da doenca. Além disso, esse grupo de pesquisadores observou que porcas vacinadas
no 38° e no 78° dias de gestagdo com vacina inativada contra SVA foram capazes de transferir
anticorpos maternos contra o agente para os leitdes por meio do colostro. As imunoglobulinas
maternas foram mantidas até aproximadamente 98 dias ap6s nascimento em leitdes cujas
maes receberam a vacina contendo a maior concentragdo de antigeno (4 pg). Esse resultado
sugere que a vacinagdo podera se tornar uma importante medida de prevencdo da
mortalidade de neonatos durante surtos de Senecavirus A (Yang et al., 2021).

Por ser um virus ndo envelopado e a transmisséo ocorrer por contato direto e indireto,
as medidas sanitarias adotadas para prevencédo e controle do SVA devem incluir tanto os
animais quanto o ambiente. Em vista disso, a introdu¢do do Senecavirus no rebanho bem
como a de outros patdgenos pode ser evitada por meio da adogdo de rigidas acbes de
biosseguranca (Leme et al., 2017). Os veiculos de transporte, os equipamentos de remogao
de carcacas e o acesso de funcionarios de forma descontrolada foram citados como as
principais fontes de introducdo do agente na granja (Baker et al., 2016).

Dessa forma, a entrada de veiculos, equipamentos, pessoas, animais e alimentos
devem ser rigorosamente controlados na unidade de producdo de suinos. Por isso, é
recomendado que a area de circulacdo de veiculos ao redor da granja seja distante das
instalacbes onde o0s animais estao alojados. Além disso, o transporte dos suinos deve ser
realizado por veiculo limpo e que néo tenha tido contato com pessoas ou animais de rebanhos
positivos para Senecavirus (Reis, 2014; Baker et al., 2016).

Medidas de biosseguranca para acesso e movimentacao de pessoas também devem
ser empregadas, como por exemplo, os funcionarios devem tomar banho ao entrar e ao sair
das instalacdes bem como trocar as roupas e as botas, e também nao devem ter tido contato

com outros suinos por um periodo minimo de 48 a 72 horas (Reis, 2014; Baker et al., 2016).
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No caso de animais reposicdo, esses devem ser preferencialmente adquiridos de
granjas livres de agentes infecciosos importantes, testados e mantidos em quarentena antes
de serem introduzidos ao rebanho. Além disso, por ter sido detectado RNA do SVA em fezes
de ratos e em moscas domeésticas, o controle de pragas se torna uma medida preventiva
relevante, como também a restricdo do acesso de outros animais domeésticos as instalacbes
(Reis, 2014; Baker et al., 2016).

Em granjas onde o SVA ja é um problema, é indicado que sejam seguidos rigidos
protocolos de limpeza e desinfeccéo das instalacfes e equipamentos, com a utilizacdo dos
desinfetantes apropriados na diluicdo e tempo adequados, além da adocdo do sistema all
in/all out, respeitando o tempo estimado de vazio sanitario (Baker et al., 2016). Um estudo
mostrou que a utilizacdo de desinfetantes comerciais a base de perdéxido de hidrogénio
acelerado (AHP) foi eficaz contra o virus da febre aftosa, virus da doenca vesicular de suinos
e 0 Senecavirus A, quando aplicados na diluicdo de 1:20 durante 10 minutos, que séo valores
acima da recomendacéo do fabricante (Hole et al., 2017).

Além das medidas mencionadas é recomendada a realizacdo do monitoramento
soroepidemioldgico do rebanho, para avaliagéo dos niveis de anticorpos nos rebanhos. Sendo
importante ressaltar que conforme o Oficio Circular Conjunto n°1/2019/DIPOA/DSA/SDA de
28 de fevereiro de 2019 a suspeita de qualquer doenga vesicular em sistemas de criagdo ou
em abatedouros de suinos deve ser imediatamente notificada ao Servigo Veterinério Oficial
(SVO), que fara a investigagdo e o diagnostico diferencial da infeccdo por SVA de outras
doencas vesiculares classicas, bem como a interdigdo imediata do estabelecimento e de seus
produtos (Brasil, 2020).

3.9 Anédlise Estatistica
O indice kappa é uma ferramenta padrdao para a andlise de concordancia entre duas
variaveis nominais dicotdmicas, como por exemplo, a comparacgéo dos resultados (positivo e
negativo) entre dois métodos de diagndstico. Para realizagédo do célculo de k, deve ser
considerada a acuracia encontrada em comparagdo com a acuracia esperada, levando em
conta que o teste de referéncia e a nova técnica foram realizados de forma independente
(Daly and Bourke, 2000). Para a interpretacdo do indice Kappa, Landis and Koch (1977)

propuseram os padrbes descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Interpretacao do indice Kappa

Valor de k Nivel de Concordancia
<0.00 Pobre
0.01-0.20 Fraca
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0.21-0.40 Razoavel

0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Forte
0.81-1.00 Quase perfeita

Fonte: Adaptado de Landis and Koch (1977).

A acuracia de um teste de diagndstico corresponde a capacidade desse método em
classificar corretamente duas condicdes, por exemplo, doente (positivo) e saudavel (negativo).
Dessa forma, para determinacgédo da eficacia do teste de IPMC, foi utilizada a analise da curva
de ROC (Intervalo de Confianga de 95%) que consiste em uma ferramenta de representagcao
grafica que avalia o efeito de diferentes que pontos de corte tém sobre os valores de
sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) de um teste (Metz, 1978; Castanho et al., 2004). Essa
andlise, geralmente é realizada em conjunto com a avaliacdo da area sobre a curva (AUC)
que corresponde a medida global da acuréacia do teste. A interpretacdo da AUC é feita por
meio da observacao da proximidade da curva ao canto superior esquerdo do grafico, quanto
mais essa se aproxima, maior é a capacidade do teste em discriminar os resultados positivos
e negativos. Dessa forma, esses parametros permitem obter o ponto de corte mais apropriado,
gue apresenta os melhores valores de Se e Sp do novo teste em relagdo ao método de
referéncia (Lopes et al., 2014).

O indice de Youden (J) também pode ser utilizado para avaliar a desempenho global
do teste, pois fornece critérios para escolha do valor de corte “ideal”, para o qual os valores
de Se e Sp maximos podem ser obtidos. O célculo do J é feito com base no Valor Esperado
(VE) de cada ponto de corte avaliado. Os VEs podem ser obtidos diretamente multiplicando
0s custos de decisbes erradas e os beneficios de escolhas corretas por suas proporcdes
correspondentes, somado aos parametros de falso-positivo falso-negativo, e verdadeiro-
positivo e verdadeiro-negativo. O ponto de corte que apresentar menor valor é 0 mais
apropriado para 0 novo teste (Smits, 2010). Além disso, o J tem como vantagem, em relacdo
a outros testes, a caracteristica de ndo ser afetado pela prevaléncia da doenca (Greiner et al.,
2000).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizagdo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal da Escola
de Veterinaria da UFMG (LPVA-UFMG).

4.2 Cultivo celular

As células de linhagem epitelial de carcinoma pulmonar humano provenientes do

subcultivo da amostra NCI-H1299, ATCC® CRL-5803™, gentilmente cedidas pelo LFDA-MG,
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foram cultivadas em garrafas planas com 25 cm2 de area para cultivo celular (A25), em meio
essencial minimo de Eagle (MEM) (GIBCO™), suplementado com 1,5% de caldo triptose
fosfato (TPB) (BD Difco™), 5% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO™), 1% de solugdo de
penicilina G sédica (10MU) (Sigma-Aldrich) e sulfato de estreptomicina (720 1.U/mg) (P/S)

(Sigma- Aldrich) e incubadas a 37°C em estufa com 5% de COa..

4.3 Amostra viral

Para o desenvolvimento das técnicas de soroneutralizacdo e IPMC foram inicialmente,
avaliadas duas amostras de isolados de Senecavirus A. A primeira CR006/19 gentilmente
cedida pelo LFDA-MG, e a segunda SVA LPVA4 isolada no surto de Senecavirus no Brasil
em 2015, atenciosamente cedida pelo Professor Dr. Roberto Guedes do Laboratério de
Patologia Molecular da EV-UFMG. Foram realizadas inoculacdes dos isolados de SVA em
quatro passagens consecutivas em monocamada de células da linhagem NCI-H1299 (ATCC®
CRL-5803™) com 80-90% de confluéncia. As garrafas eram incubadas por cerca de 48-72
horas na estufa a 37°C com 5% de CO., e ao ser observado 90% de efeito citopatico (ECP)
ou quando atingia o tempo de incubacao de 96 horas, os in6culos eram congeladas a -80°C,
para que toda a monocamada fosse desprendida. Apds multiplicacdo das amostras, foi feita
a titulacéo viral pelo método de Reed and Muench (1983) conforme descrito por Saporoti et
al. (2017). A amostra viral foi escolhida com base na intensidade e no tempo de incubagéo
necessario para observacao do efeito citopatico, ou seja, propor¢éo de arredondamento e lise
celular pelo periodo de incubacéo, além do titulo viral final obtido apds esse processo.

4.4 Multiplicagdo da amostra viral SVA LPVA4

Os estoques virais foram obtidos a partir do cultivo de células NCI-H1299 infectadas
com o SVA LPVA4. Uma garrafa A175 (175cm?) com monocamada com 80% de confluéncia,
apos a lavagem por duas vezes com solucdo tampéo fosfato salina (PBS1X) (NaCl 137mM,;
KCl 7mM; Na2HPO4 1,4mM, pH 7,2) foi infectada com 2mL de virus (1x107/TCID50/mL)
diluido 1:10 em MEM adicionado de 1% P/S. A garrafa foi incubada por uma hora em
atmosfera de 5% de CO,, para adsorcao viral. Posteriormente, foram acrescentados 33 mL
de MEM com 2,5% de SFB e a garrafa mantida na estufa a 37°C. Foram feitas observacfes
diarias em microscoépio éptico de luz invertida, até a deteccao de 90% de ECP, que ocorreu
aproximadamente, 48 horas apds a incubacdo. Em seguida, o in6culo foi aliguotado e
armazenado a -80°C. Como controle negativo, foi utilizada uma garrafa A25 com
monocamada com 70% de confluéncia, incubada com 500 pL de MEM puro por uma hora,
posteriormente, foi acrescido de 4,5 mL de MEM com 2,5% de SFB, e mantida na estufa a

37°C durante as 48 horas.
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4.5 Titulacéo viral SVA LPVA4

O titulo dos estoques virais foi determinado por ensaio em placa de 96 pocos, de
acordo com método de Reed and Muench (1983). Apds o descongelamento, uma aliquota do
virus foi submetida a uma série de dez diluicGes seriadas na base 10, em MEM com 1% de
P/S. Em seguida, 50uL de cada diluigdo foram distribuidas nas respectivas colunas (em
octuplicata) na placa de 96 pocos. Posteriormente, foram adicionados 100uL de suspensao
de células NCI-H1299 considerando 50.000 cél./cm?/pogo em MEM acrescido de 2,5% de
SFB. A placa foi incubada a 37°C em estufa de CO, por 48-72 horas. Foi incluido controle de
células na ultima coluna da placa. ApGs esse periodo, foi realizada a leitura em microscopio
optico invertido, para verificacdo do efeito citopatico nas células. O célculo do titulo viral foi
feito pela dose infectante para 50% dos cultivos celulares (TCIDso/mL) utilizando a formula:

(% positivo acima de 50%) - 50

K=
(% positivo acima de 50%) - (% positivo abaixo de 50%)

4.6 Avaliacdo da cinética viral isolado SVA LPVA4

A cinética de replicacdo do isolado SVA LPVA 4 foi avaliada por teste realizado em
placa de 24 pocos em cultura de células NCI-H1299, infectadas com concentracdes de
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0.1,1 e 10. Primeiramente, foram adicionados 950uL de
suspensdo de células considerando 43.000 cél/cm?/poco em MEM com 2,5% de SFB. Em
seguida foi feita a adicao das diluicbes do virus nos respectivos pocos. A placa foi incubada
a 37°C em estufa de CO;, e a coleta das concentragfes foi feita por meio da raspagem da
monocamada junto ao do sobrenadante em cada poco apoés 24, 48 e 72 horas de incubacao.
Foi incluso o controle de células na placa. A determinacao do titulo viral foi feita pelo método
de Reed & Muench, expresso em TCIDso € com leitura apds 48-72horas (Saporoti et al., 2017,
Sharma et al., 2019; Mu et al., 2020).

4.7 Amostras de soro de suino

Para o desenvolvimento das técnicas de SN e IPMC foram utilizadas oito amostras
padrdo de soro suino, sendo quatro amostras positivas, gentilmente cedidas pelo LFDA-MG,
e previamente testadas no ensaio de virus neutralizacdo do LFDA-MG. E quatro amostras
negativas provenientes do banco de soro de 2009 do LPVA-UFMG coletadas em granjas de
Minas Gerais durante a realizagcdo de um trabalho de doutorado. Essas amostras foram
escolhidas como controle padrdo negativo em acordo com os resultados obtidos em estudos
sorolégicos retrospectivos de Saporoti et al., 2017 cujas evidéncias demonstraram que o SVA
ainda ndo circulava nas principais regides produtoras de suinos brasileiras antes de 2014. A

quantidade minima de amostras de referéncia utilizadas para o desenvolvimento dos testes
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foi definida de acordo com capitulo Principles and Methods of Validation of Diagnostic assays
for infectious diseases (OIE, 2019).

Em seguida, para a avaliacdo do desempenho e comparacao entre os testes de IPMC
e SN foram escolhidas aleatoriamente 50 amostras de soro de suino provenientes do banco
de soros formado a partir de amostras enviadas ao LFDA-MG, durante casos de suspeita de
doenca vesicular em granjas brasileiras, em 2021. Esses soros eram encaminhados ao
Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal (LPVA-UFMG) somente apds a confirmacao do
diagnoéstico negativo para Febre Aftosa e Estomatite Vesicular realizado pelo LFDA-MG. O
calculo do numero de amostras foi estimado com base no valor de observacdes estabelecido
por Donner & Eliasziw (1992) para avaliagéo do Coeficiente Kappa com intervalo de confianca

minimo de 95%.

4.8 Teste Soroneutralizagéo (SN) para SVA

Os ensaios de neutralizagdo viral foram realizados conforme o protocolo
MET/LDDV/PL/063 —V.3 (LFDA, 2019) com modifica¢des. Para realizacdo do método foram
utilizadas células da linhagem NCI-H1299 (ATCC® CRL-5803™), em placas de fundo chato
com 96 pocos para cultivo celular. Primeiramente, os soros foram inativados a 56°C por 30
minutos. Em seguida, foi feita a distribuicio do MEM sem soro fetal bovino na placa. Dessa
forma, foram adicionados 93,75uL na linha A dos soros teste, 87,5uL na linha B e 50uL nos
pocos C até H. Na primeira placa foram incluidos a retrotitulagéo, os controles de soro padrédo
positivo e negativo, o controle de células e o controle de virus. Nos pocos da retrotitulacéo
foram colocados 50uL de MEM, nos controles na linha A 87,5l e no restante da coluna 50pL,
no controle de células 100uL e no de virus 50uL.

Posteriormente, foram adicionados 6,25uL dos soros teste na linha A em duplicata,
para avaliacdo da toxicidade das amostras de soro ha monocamada. Na linha B foram
colocados 12,5uL das mesmas amostras em duplicata, resultando na diluicdo 1:16. Em
seguida, foi feita a diluicdo seriada na base dois, com auxilio da micropipeta multicanal,
passando 50uL da linha superior para a inferior, e assim sucessivamente até o final da placa.
Depois, foram adicionados 50uL da diluicdo de trabalho do virus, contendo 100TCIDso/poco,
exceto nas colunas referentes a retrotitulacdo e ao controle de células. Como controle padréo
positivo foi utilizado soro suino previamente testado pelo LFDA-MG, e negativo proveniente
do banco de soros do LPVA-UFMG de 2009, testados anteriormente seguindo este mesmo
protocolo. Apos a adi¢do do virus, as placas foram incubadas por uma hora a 37°C em estufa
de CO., e dessa forma, permitir a interagdo anticorpo com o antigeno. Ao final, foi feita a
adigao de 50uL da suspenséo de células por pogo, considerando 36.500 cél/cm?/poco, com

micropipeta multicanal, e entdo, encubadas a 37°C por 48 horas (Figura 11).
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Figura 11 — Fluxograma de execucéo do teste de Soroneutralizacdo do SVA. Fonte: Adaptado

de LFDA/2019.

A interpretagéo dos ensaios de neutralizagao viral foi realizada com base em Mu et al.
(2020), no qual o resultado do titulo de anticorpos neutralizantes do soro € expresso pela
maior diluicdo em que néo foi observado mais de 50% de ECP na monocamada. Os niveis de
anticorpos protetores séo definidos com base na capacidade dessas estruturas de neutralizar
0 virus, impedindo a destruicdo das células. Neste teste, amostras com titulo igual ou acima
de 1:64 eram consideradas positivas (Goolia et al., 2017; Saporoti et al., 2017).

4.9 Desenvolvimento da técnica de IPMC para SVA

Os parametros de execucdo da técnica de imunoperoxidase em monocamada de
células (IPMC) para SVA foram desenvolvidos com base em Gerber et al. (2011). Para
realizacdo do teste utilizadas células da linhagem NCI-H1299, em placas 96 pogos para cultivo
de celular. Inicialmente, foram analisadas duas concentracées celulares: 5x10* e 3,65x10*
células por cm?, infectadas com duas concentracdes de virus: 0,1 e 1 MOI, observadas em
dois tempos de incubacao 64 e 72 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,. ApGs a incubacao
as placas foram fixadas em solucdo de metanol e acetona (1:1) durante 15 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram mantidas sem tampa até a secagem
completa dos pocos e posteriormente, foram congeladas a -20°C.

Para o desenvolvimento da técnica foram realizadas diluicdes seriadas dos soros
padrdo na base 4 (1:20 a 1:1280), em solu¢do de albumina bovina (1.5%, 2.5%, 3.5%), em
solucdo de PBS-Tween 20 0,05% com (1.5%; 2%, 3%, 5%) de leite em pd. Além disso,
também foi avaliada a diluicdo do anticorpo secundario na solucdo tampéao (SFB 2.5%; Soro
de coelho 1.0%; Tween 80 0,08% e PBS1X 96,42%). Posteriormente, 50uL de cada poco
foram distribuidos com auxilio da micropipeta multicanal, nas placas infectadas previamente

descongeladas.
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As placas foram incubadas a 37°C durante uma hora e depois lavadas com solucéo
de lavagem (Salina 0.85%; Tween 20 0,05%). Em seguida, proteina G conjugada com
peroxidase (Invitrogen®) nas diluicbes 1:100, 1:200 e 1:250, e anti-lgG suino conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich) na diluicdo 1:100 em PBS 1X foram adicionadas e as placas foram
incubadas por uma hora e duas horas a 37°C. Ao final as placas foram novamente lavadas, e
foi colocado 60uL da solugédo de reveladora (3-amino-9-diethyl-carbazole (AEC) em solucdo
tampdo acetato 50mM pH 5,0 com peréxido de hidrogénio 35%) incubadas durante 15 minutos
em temperatura ambiente. Em cada placa os soros controle negativo e positivo foram testados
na monocamada infectada e no controle de células para verificacdo de reacdes inespecificas.
A leitura das placas foi realizada em microscopio de luz invertida, sendo observada a
marcacao rosada especifica no citoplasma das células nas amostras de soro positivas. A
leitura foi realizada por dois observadores diferentes.

Excugéao do IPMC
Placa Infectada com SVA

Diluic&o do soro
(base 4)
| -BSA
- PBS-Tween 20 0,05% com
Solugao de bloqueio — de leite em p6
[ - Solugéo tampéo

50.000
%

36.500
(céllcm?)
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®
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&! . @
L Y ProteinaG 10 secundario ﬁﬁy

Anti-lgG suino
0.1 MOl |

1 MOl Incubagéo — lhou?2hrs

Aoloilialias Revelagéo e Leitura

Figura 12 — Fluxograma de execucéo do teste de IPMC do SVA. Fonte: Adaptado de Gerber et
al., 2011.

4,10 Avaliacdo do desempenho do IPMC para SVA

Para determinar o desempenho do teste de IPMC foram utilizadas 50 amostras de soro
de suino em duplicata proveniente de granjas brasileiras com suspeita de doenca vesicular
coletadas pelo LFDA-MG. Foram utilizadas placas de 96 pocos contendo 36.500 células/cm?
da linhagem NCI-H1299, infectadas com a concentracéo de 0,1 MOI do isolado SVA LPVA4,
em MEM suplementado com 5% SFB. As placas foram incubadas durante 64 horas em estufa
de CO,. Como controle de células, na tltima coluna de cada placa foram acrescentados 100puL
de suspenséo celular sem adig&o viral.

Posteriormente, os pocos foram fixados com solucéo de acetona:metanol (1:1) por 15
minutos em temperatura ambiente, e apds a secagem as placas foram armazenadas a -20°C.
Diluicbes seriadas dos soros padrdo na base 4 (1:20 a 1:1280) foram realizadas em PBS-
Tween 20 0,05% com 1,5% de leite em pé e 50uL de cada diluicdo, foram dispensados nas

placas infectadas com SVA. Em seguida, as placas foram incubadas por uma hora a 37°C e
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posteriormente, lavadas com solucéo de lavagem. Foram adicionados 50pL do anti-lgG suino
conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich SAB 3700427-2), diluido em 1:100 em PBS 1X e
novamente, incubados durante uma hora na estufa a 37°C. Ao final as placas foram
novamente lavadas, e foi colocado 60uL da solugdo de reveladora (3-amino-9-diethyl-
carbazole (AEC) em solucdo tampdao acetato 50mM pH 5,0 com peréxido de hidrogénio 35%)
incubadas durante 15 minutos em temperatura ambiente. Em uma placa 0s soros controle
negativo e positivo foram testados no controle de células para verificacdo de reacdes
inespecificas.

A leitura das placas foi realizada em microscopio de luz invertida, sendo considerada
como positiva as amostras de soro nas quais foram observadas a coloragéo rosada especifica

no citoplasma das células. A leitura foi realizada por dois observadores diferentes.

4.11 Anélise Estatistica

Para avaliagdo da concordancia entre o teste de imunoperoxidase em monocamada
de células (IPMC) e a soroneutralizagdo, utilizado como teste de referéncia, foi aplicado o
coeficiente de kappa (k), e o ponto de corte e a acuracia foram determinadas com base no
indice de Youden (J) associado aos parametros da area sobre a curva (AUC) e a curva de
ROC (Receiver Operating Characteristic) (Cohen, 1960; Youden, 1950).

Para realizacdo do calculo de k, deve ser considerada a acuracia encontrada em
comparagdo com a acuracia esperada, levando em conta que o teste de referéncia e a nova
técnica foram realizados de forma independente (Daly and Bourke, 2000). Para a
interpretacdo do indice Kappa, Landis and Koch (1977) propuseram os padrées descritos na
Tabela 1.

Tabela 1 — Interpretacao do indice Kappa

Valor de k Nivel de Concordancia
<0.00 Pobre
0.01-0.20 Fraca
0.21-0.40 Razoavel
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Forte
0.81-1.00 Quase perfeita

Fonte: Adaptado de Landis and Koch (1977).

As analises foram feitas pelo software Epitools — Epidemiological Calculators
(Sergeant, ESG, 2018. Ausvet. Disponivel em: http://epitools.ausvet.com.au.) e pelo Stata®
Statitics Data Analasys (Version 16.0) software (StataCorp. 2019).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdo da Amostra Viral

O isolado SVA LPVAA4, coletado durante os surtos de Senecavirus A em 2015, foi
escolhido como amostra viral para o desenvolvimento dos testes de soroneutralizagéo e
IPMC. O SVA LPVA4 apresentou maior titulo (1x10”'TCIDso/50uL) em relagédo ao isolado
CRO006/19 (1X10°°TCIDso/50uL) do LFDA-MG, sendo também observado maior intensidade
do efeito citopatico em um menor periodo de incubacdo do primeiro frente ao segundo. No
indculo SVA LPVA4 era notado o arredondamento celular associado a lise de 90% da
monocamada celular (Figura 13A) entre 48-72 horas de incubacdo, enquanto no outro era
observado o arredondamento celular com ocorréncia de lise em cerca de 40-50% da
monocamada apods 96 horas de incubacgdo. Nao foi observado ECP nos controles negativos
(Figura 13B).

Figura 13 — A: Efeito citopatico caracteristico do SVA LPVA 4 — arredondamento celular e destruicdo
da monocamada; B: Controle negativo — monocamada integra de células NCI- H1299. Fonte: Arquivos

pessoais.

5.2 Titulacéao Viral
Apo6s a multiplicacdo do SVALPVA4 em células da linhagem NCI-H1299, o titulo do
virus utilizado no desenvolvimento das técnicas de IPMC e SN foi de 2x10%*? TCIDso/mL.

5.3 Cinética de Replicagéo Viral

A cinética de replicacéo viral foi realizada com trés concentrag¢des do virus (0.1, 1 e 10
MOI) coletadas em trés tempos diferentes (24, 48 e 72 horas). Os resultados encontrados
demonstram que o virus se replica eficientemente em células da linhagem NCI-H1299 (Yang
et al., 2012; Pinheiro de Oliveira, 2019), com a concentracdo méaxima do titulo viral sendo
detectada 72 horas p6s-inoculagéo (h.p.i.) em 0.1 MOI (Joshi et al., 2016), 48 h.p.i. em 1 MOI
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e 24 h.p.i. em 10MOI (Grafico 1). Do mesmo modo que outros membros da familia
Picornaviridae, o SVA também apresenta um rapido ciclo de replicacdo, sendo detectados
titulos de 10*TCIDso/50uL em quatro horas pés-inoculacdo (Yang et al., 2018).

A multiplicidade de infeccdo (MOI) consiste na correlagdo entre a quantidade de
particulas virais e 0 nimero de células hospedeiras em um determinado meio de infec¢éo
(Abedon & Bartom, 2013). Por isso, a avaliacdo da cinética de replicacdo do isolado SVA
LPVA4 foi utilizada para orientar na escolha das concentracdes inicias de virus a serem
utilizadas e nos periodos de incubacdo mais adequados, tendo em vista que para o
desenvolvimento do teste de IPMC dois parametros tém de ser considerados, o titulo viral e a
confluéncia da monocamada. Uma vez que é esperado que as células sejam infectadas, mas
sem destruicdo completa da monocamada. Por isso, foi observado que as concentragdes de
0.1 MOI e 1 MOI no periodo de 48 a 72 horas eram as mais adequadas para o0
desenvolvimento do teste de IPMC (Figura 12).

Cinética de replicacgao viral SVA

10
-~ 0.1MOI
8- = 1Mol
— 10MOI

Titulo viral (Log4TCIDs/50pL)
(=]
1

0 T T 1
0 24 48 72
Horas pos-inoculagédo

Figura 14 — Avaliacdo da cinética de replicacdo do isolado SVA LPVA4 em células da linhagem NCI-
H1299 inoculadas com diferentes concentra¢des de virus 0.1MOI, 1 MOI e 10MOI em trés tempos de

incubacéo 24, 48 e 72 horas.

5.4 Desenvolvimento da Imunoperoxidase em Monocamadas de Células (IPMC)

De acordo com os testes realizados para o desenvolvimento da técnica de IPMC para
deteccgdo de anticorpos contra o Senecavirus A em amostras de soro de suino a concentragéo
celular mais apropriada foi de 3,65X10* cél/cm? da linhagem NCI-H1299, infectadas com
0,1MOI do isolado SVA LPVA4, mantidas na estufa de CO, durante 64 horas. Para
determinag&o do intervalo de incubacao ideal, foi observado o equilibrio entre 0 ECP e a
manutencdo da monocamada celular (Gerber et al., 2011). As amostras de soro foram diluidas
na solucdo de bloqueio composta por PBS-Tween 20 0,05% com 1,5% de leite em pé
desnatado, com a qual foi observada reducdo da marcacao inespecifica no fundo da placa. O
anticorpo anti-IgG suino conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich SAB 3700427-2) na diluicdo
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1:100 foi utilizado devido a maior afinidade com anticorpo primario. Deste modo, foi definido
0 protocolo do método de IPMC para SVA posteriormente, utilizado na verificacdo de
desempenho em relacdo a soroneutralizacéo.

A leitura das placas foi realizada no microscépio Optico de luz invertida. Nas amostras
de soro positivas foi observada marcacao rosa especifica no citoplasma das células infectadas
principalmente, nas quais apresentavam aspecto arredondado (Figura 14A). No entanto, nas
maiores diluicées do soro, como 1:1280, era notada a reducdo da intensidade da coloracgéo,
por isso, nesses casos é recomendada que a leitura seja realizada no aumento de 40X. Os
soros negativos ndo demonstraram alteracdo de cor na monocamada (Figura 14B). Desta
forma, foi demonstrado que o teste de Imunoperoxidase em Monocamada Celular foi capaz
de diferenciar soros positivos e negativos, além de permitir a obtencédo do titulo de anticorpos
nessas amostras.

.
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Figura 15 — A: Marcacéo rosa especifica no citoplasma das células observada na amostra de soro suino

positivo; B: Auséncia de colora¢@o observada nas amostras de soro negativo. Fonte: Arquivo Pessoal.

5.5 Comparacédo entre os testes de Soroneutralizacédo e IPMC

Ainda nao ha relatos na literatura de testes de imunoperoxidase em monocamada de
células (IPMC) para deteccdo de anticorpos contra o Senecavirus A. Apesar de pouco
difundida, a técnica ja é utilizada para o diagnéstico indireto de doencas infecciosas virais
como variola bovina, circovirose suina, arboviroses em humanos, e também doencas
bacterianas, como a enteropatia proliferativa suina causada por Lawsonia intracellularis
(Soliman et al., 1997; Guedes et al., 2002; Gerber et al., 2011; Gerber et al., 2012).

Dentre as vantagens da utilizagdo do teste de IPMC é importante ressaltar
caracteristicas como a facilidade de execugéo, a ndo exigéncia de infraestrutura laboratorial
muito sofisticada, e a possibilidade escalonamento do método, devido ao armazenamento das

placas previamente preparadas, a -20°C por até trés meses (Soliman et al., 1997; Gerber et
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al., 2012). Além disso, a técnica dispensa o pré-tratamento térmico (56°C/30min) dos soros,
e pode facilmente ser adaptada para deteccdo de diferentes isotipos de imunoglobulinas,
como IgM e IgG, apenas com a mudanca do anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(Direksin et al., 2002; Gerber et al., 2011).

A investigacao do perfil sorolégico para circovirus suino tipo 2 por meio da técnica de
IPMC foi realizada em oito granjas brasileiras. Neste estudo, foram testadas 240 amostras de
soro, que demonstraram baixos, médios e altos titulos de anticorpos contra o PCV2,
detectados em animais de diferentes categorias em rebanhos com e sem sinais clinicos. Desta
forma, foi possivel acompanhar o periodo em que ocorreu a queda de anticorpos maternos e
a soroconversao dos animais, demonstrando que avaliagdo soroepidemiolégica com o teste
de IPMC constitui uma importante ferramenta para tomada de decisdes na granja, como por
exemplo, a determinacao do calendario vacinal (Barbosa et al., 2008).

Direksin et al. (2002) demonstraram que o método de IPMC foi capaz de detectar
anticorpos contra o virus Influenza A suino (SIV), cerca de quatro dias antes do teste de
Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI), em amostras de animais experimentalmente infectados.
Apesar de ndo permitir a diferenciacéo dos anticorpos contra os diferentes subtipos do virus,
como no HI, o IPMC se mostrou um método indireto eficiente para o diagnostico de SIV na
granja. Além de apresentar vantagens como dispensar o pré-tratamento do soro e o uso de
hemacias recentemente coletadas.

Para o diagnoéstico do SVA esté@o disponiveis os testes de soroneutralizagdo (SN),
ensaio de absor¢do imunoenzimatico competitivo (CELISA) e imunofluorescéncia indireta (IFI)
para o diagnéstico do SVA. Goolia et al., 2017 observou valores Kappa entre 0,82 a 0,95 que
indicam que houve alta concordancia entre os testes entre a SN, o cELISA e o teste de IFI
utilizado como referéncia. Neste estudo, foram obtidos especificidade e sensibilidade 98.2%
e 96.9% (CELISA), e 99.6% e 98.2% (SN), respectivamente.

Neste experimento, as amostras de soro negativas utilizadas na validacdo dos testes
tinham duas origens, suinos livres de patégenos especificos (SPF) e rebanhos sem histérico
de doenca vesicular. Ja& as positivas foram obtidas de fontes variadas, suinos
experimentalmente infectados com SVA, soro com altos titulos de anticorpos neutralizantes,
previamente testados em protocolos de SN anteriormente descritos, além de amostras de
rebanho onde foi relatado surtos de doenca vesicular associada ao SVA, previamente
avaliados em IFI (Goolia et al., 2017).

No presente trabalho, durante o desenvolvimento dos métodos de diagndstico foram
utilizadas oito amostras de soro padrdo, sendo quatro amostras negativas e quatro amostras
positivas. Na SN os titulos dos soros positivos foram >1024, 1:512, 1:256, 1:256 e 0s
negativos <1:16, e no IPMC 1:320, 1:320, 1:80, 1:80 e <1:20, respectivamente. Em estudos

de avaliagcéo da resposta imune adaptativa contra o SVA foram identificados anticorpos IgM a
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partir do 5° dia pds-infeccéo e IgG desde o 7° d.p.i. Durante a fase aguda da doenca a classe
IgM foi altamente correlacionada aos elevados niveis de NA presentes no soro. No entanto,
apos a resolucdo dos sinais clinicos foi sugerido que o isotipo IgG seja responsavel pela
neutralizacao viral (Maggioli et al., 2018).

Dessa forma, o valor inferior do titulo de anticorpos observado no teste de IPMC em
relacdo a SN pode ter ocorrido, pois de acordo com o0 momento da coleta do soro, teremos
primeiramente, maior deteccao de NA da classe IgM demonstrando titulos mais elevados na
SN, do que no IPMC no qual foi utilizado anticorpo secundario anti-IgG suina. Bem como foi
observado por Direksin et al. (2002) que obteve baixa concordancia (Kappa = 0,42) entre os
testes de IPMC e HI para deteccdo de anticorpos contra o virus Influenza (H1N1)
possivelmente, devido a capacidade de cada método em detectar diferentes isotipos de
imunoglobulinas.

Posteriormente, para a verificagao do desempenho da técnica de IPMC frente ao teste
de referéncia, foram testadas 50 amostras em duplicata de soro suino, provenientes de
granjas com suspeita de doenca vesicular, enviadas ao LFDA-MG. No entanto, o status
soroldgico desses rebanhos era desconhecido, e possivelmente, foram feitas coletas em
diferentes fases da infec¢do. Por isso, foram observadas diferencas entre os resultados

obtidos no teste de SN e IPMC, representados nas figuras 14 e 15, respectivamente.
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Figura 16 — Distribuicdo dos titulos de anticorpos neutralizantes obtidos no teste de SN, considerando

0 ponto de corte de 1:64.
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Figura 17 — Distribuicdo dos resultados do teste de IPMC. As amostras com titulo de 21:1280 foram
consideradas positivas como determinado pelo indice de Youden, com base nos resultados obtidos no
teste de referéncia (SN).

Para comparagdo dos resultados obtidos (Tabela 2) em ambos os métodos foi
emprega a estatistica Kappa de Cohen, que resultou em baixa concordancia entre o IPMC e

a SN - 0,22 (p<0,01), apesar de estatisticamente significativa.

Tabela 2 — Comparacao dos resultados obtidos pelas técnicas de IPMC e SN das 100
amostras de soro suino.

Resultados Resultados SN
IPMC Positivo Negativo Total
Positivo 30 12 42
Negativo 28 30 58
Total 58 42 100

Niveis de baixa concordancia entre métodos de diagndstico também foram observados
por Dvorak et al. (2017) num estudo de validacdo do teste ELISA indireto, em comparacgéo
com a imunofluorescéncia indireta (IFI) para deteccao de anticorpos IgG contra o SVA. Neste
estudo as amostras de soro positivo foram obtidas a partir da coleta de 34 matrizes que
apresentavam sinal clinico de doenca vesicular, com confirmacao do diagndstico de infeccéo
causada pelo SVA. Os soros foram coletados nos dias 0, 4, 11,18, 25, 39, e 60 apdés o inicio
das lesbes e as amostras negativas eram provenientes de matrizes e leitdes de terminacao
de rebanhos sem evidéncia prévia de doenca vesicular.

Dvorak et al. (2017) observaram concordancia 89% nas amostras negativas, enquanto
nas positivas houve variacdo de 73 a 100% na concordancia dos resultados ao longo do

periodo de tempo avaliado. No entanto, a maior discordancia entre os métodos foi
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demonstrada no dia 0, em que os sinais clinicos foram identificados pela primeira vez, com
amostras positivas no ELISA, expressando resultado negativo ou suspeito na IFI, o que gerou
valor de concordancia de 40%. Esse aspecto reforca a possibilidade de haver discordancia
entre testes de diagndstico de acordo com a fase da infec¢ao pelo Senecavirus A.

Além disso, o desempenho do IPMC foi determinado pela andlise da curva de ROC
(Figura 16), sendo observada area sob a curva (AUC) de 0.601 (IC95% 0.495 a 0.706). Esse
parametro esta relacionado com a capacidade do teste em discriminar resultados positivos e
negativos, em relagdo a SN (Lopes et al., 2014). O valor de AUC encontrado reforgca a
concordancia de 60% demonstrada na avaliacdo do coeficiente kappa. Dessa forma, neste
estudo, o teste de IPMC demonstrou ter menor eficiéncia em detectar verdadeiros-positivos e
falsos-positivos com base nos resultados obtidos na soroneutralizagao.

Curva de ROC
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T
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Figura 18 — Curva de ROC com representacdo area sob a curva (AUC).Fonte: Sergeant, ESG, 2018.

Ausvet.

O indice de Youden também foi empregado como ferramenta de verificacdo da
acuracia global do IPMC. Essa analise, auxilia na determinacdo do ponto de corte mais
apropriado para o novo método, considerando os valores maximos de especificidade e
sensibilidade que podem ser obtidos (Smirts, 2010) em relacdo ao teste de referéncia. Deste
modo, o valor de titulo de anticorpos de 1:1280 foi definido como o melhor ponto de corte para
o IPMC, com sensibilidade e especificidade de 51% e 71%, respectivamente, frente a técnica

de soroneutralizagéo (Figura 17).
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Figura 19 — Avaliacéo da eficiéncia do teste de IPMC pela estatistica de Youden. Fonte: Sergeant,
ESG, 2018. Ausvet.

As diferengas nos resultados da SN e do IPMC provavelmente foram observadas
devido a capacidade de detecc¢éo de diferentes isotipos IgM e IgG entre os métodos, visto que
a infeccdo por Senecavirus A acarreta uma rapida resposta imune humoral com elevacgéo de
anticorpos neutralizantes da classe IgM, e posterior aumento do isotipo IgG (Maggioli et al.,
2018). O teste de IPMC desenvolvido no presente estudo para deteccéo do isotipo IgG, devido
ao tipo de anticorpo secundario utilizado. Diante disso, a utilizagdo do IPMC, como teste Unico
em amostragem por conveniéncia ndo se mostrou uma ferramenta interessante para detecgéo
eficiente de anticorpos contra o Senecavirus A. Nesses casos, em que ndo se conhece o
historico epidemiolégico da populagéo avaliada e diante das caracteristicas da resposta imune
frente a infecg@o pelo SVA, a associagcdo de métodos de diagndstico se mostra como uma
alternativa mais eficiente para a deteccao de anticorpos contra o SVA (Houston et al., 2020).

Apesar de ter sido verificado menor desempenho da imunoperoxidase em
monocamada celular em relacdo a soroneutralizacdo, a maior facilidade de execucédo da
técnica, a possibilidade de armazenamento das placas por até trés meses e 0 menor custo
reforcam as vantagens do novo método. Em vista disso, estudos com amostras mais bem
estabelecidas e em maior quantidade devem ser novamente avaliadas, para verificacdo da

performance do IPMC em um novo cenario.

6. CONCLUSAO
As técnicas de soroneutralizagdo e IPMC foram desenvolvidas e demostraram
eficiéncia na deteccdo de anticorpos contra o SVA, sendo possivel discriminar resultados

positivos e negativos. No entanto, o teste de IPMC apresentou baixo desempenho em relacéo
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ao método de referéncia, quando utilizado em amostras soro coletadas em rebanhos com
histérico soroepidemiolégico desconhecido, e em diferentes fases da infeccdo pelo
Senecavirus A. Por isso, é necessario que novas avaliagdes do método sejam refeitas em
amostras de soro cujo periodo de coleta esteja bem determinado, além do conhecimento
acerca do historico do rebanho, para que possamos verificar a influéncia das diferentes fases
da infeccdo por SVA nos resultados obtidos pelos métodos de IPMC e SN. Em vista disso, até
0 momento € recomendada a utilizacdo do teste de IPMC em associacdo com outros métodos

indiretos para avaliacéo do perfil sorolégico de rebanhos com histérico desconhecido.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — PROCESSO N° 21181.000083/2021-69. INFORMACAO N°
20/DIFA/CAT/CGSA/DSA/SDA/MAPA. Acordo do LFDA-MG com o projeto de “Verificagao de
desempenho da técnica de Imunoperoxidase em Monocamada de Células para detecgéo de
anticorpos contra o Senecavirus A em amostras de soro de suinos” sob responsabilidade da
professora Maria Isabel Maldonado Coelho Guedes.

02/02/2021 SEIVMAPA - 13736935 - Informagéo

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
DEPARTAMENTO DE SAUDE ANIMAL
COORDENACAO-GERAL DE SANIDADE ANIMAL
COORDENACAO DE ANIMAIS TERRESTRES
DIVISAO DE FEBRE AFTOSA E OUTRAS DOENCAS VESICULARES

INFORMACAO N2 20/DIFA/CAT/CGSA/DSA/SDA/MAPA
PROCESSON°  21181.000083/2021-69

INTERESSADO(A): DIFA

Assunto: Desenvolvimento e padronizagdo de técnicas de imunodiagndstico para o Senecavirus A em
amostras de soro de suinos.

Senhor Coordenador da CAT

1 Essa Difa esta de acordo com o projeto descrito no documento SEI 13563980 e na declaragdo
descrita no documento SEI 13563980.

2. Solicitamos que a dissertagdo de mestrado, assim como as produgdes cientificas produzidas a
partir desse estudo, sejam inseridas neste processo.

Respeitosamente,

‘ o ’i Documento assinado eletronicamente por DIEGO VIALI DOS SANTOS, Chefe de Divisdo, em 01/02/2021,
-)el' :ﬂ as 14:58, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,§ 12, do Decreto n2 8.539, de 8
de outubro de 2015.

assinatura
eletrénica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sistemas.agricultura.gov.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo verificador 13736935 e o
% codigo CRC 84FAD900.

Referéncia: Processo n° 21181.000083/2021-69 SEI n°® 13736935

https://sistemas.agricultura.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=25320386&in... 1/1



Anexo 2 — Protocolo de detec¢do de anticorpos para o Senecavirus A em amostras de soro

pelo ensaio de neutralizag&o viral.

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA Codigo: MET/LDDV/PL/063 - V.3
Laboratorio Nacional Agropecuario - LANAGRO/MG Fase: Vigente

Divisdo Técnica Laboratorial - DLAB / Laboratério de Aprovado em: 08/02/2019
Diagnostico de Doencas Virais - LDDV/PL

Método de Ensaio — MET

Deteccao de anticorpos para o Senecavirus A em amostras de soro pelo ensaio de neutralizagao viral

1.0 Objetivos e alcance
Este método objetiva avaliar a presenca de anticorpos para o Senecavirus A (SVA) em amostras de soros
pela técnica de neutralizagéo viral.

2.0 Fundamentos
A pesquisa de anticorpos pelo método de neutralizacéo viral tem como principio a perda da infectividade
viral para um determinado sistema celular mediante a presenca de anticorpos especificos.

3.0 Reagentes, padroes, materiais e insumos
3.1 Reagentes e meio de cultura
- Meio essencial minimo (MEM) (IP/PMC/PL/035).

3.2 Padrbes

- Suspensao da linhagem celular NCI-H1299 contendo 225.000 células/mL e 5 % de soro fetal bovino;
- soros controle: reagente e n&o reagente o SVA,

- suspensé&o do SVA contendo 100 TCIDse/50 L.

3.3 Materiais

- Algodé&o hidrofilo;

- bandeja de aluminio;

- caneta de retroprojetor;

- erlenmayer de 100 ou 250 mL,

- frascos para descarte;

- frascos tipo penicilina de 10 mL;

- microplaca de fundo plano de 96 pocos para cultivo celular,;
- pipetas volumétricas de 10 mL;

- ponteiras descartaveis;

- reservatérios para pipetagem com pipeta multicanal,
- tampas para frasco tipo penicilina.

4.0 Equipamentos

- Agitador magnético para tubos;

- banho maria 56 °C £ 2 °C;

- cabine de seguranca bioldgica;

- estufaa 37 °C £2°C com5 % de CO,;

- microscopio invertido;

- micropipetas monocanal e multicanal com volumes ajustaveis de 5 pL, 10 pL, 50 pL, 100 yL, 200 pL e 5
mL;

- pipetador automatico;

- ultrafreezer.

5.0 Precaucoes analiticas
- As atividades seréo realizadas em laboratério com nivel 2 de biosseguranca.

Aprovado por: Marcelo Fernandes Camargos
Pedro Moacyr Pinto Coelho Mota

Verificado por: Kelly Fagundes Nascimento

Elaborado/Revisado por: Anselmo Vasconcelos Rivetti Junior

Pagina 1/5



Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA Coddigo: MET/LDDV/PL/063 - V.3
Laboratoério Nacional Agropecuario - LANAGRO/MG Fase: Vigente

Divisao Técnica Laboratorial - DLAB / Laboratorio de Aprovado em: 08/02/2019
Diagnostico de Doencas Virais - LDDV/PL

Método de Ensaio — MET

Deteccao de anticorpos para o Senecavirus A em amostras de soro pelo ensaio de neutralizagéo viral

- Seguir as orientacdes prescritas no POP/LDDV/PL/002.

6.0 Procedimentos

Os procedimentos descritos neste método séo baseados nas referéncias descritas no item 9 deste MET.

As amostras para diagnostico sorolégico recebidas pelo LDDV/PL devem ser submetidas aos
procedimentos descritos no POP/LDDV/PL/001. As cepas de virus devem ser utilizadas conforme descrito
no POP/LDDV/PL/005. Apos retirar as cepas do ultrafreezer, registrar no FOR/LDDV/PL/010.

Todos os registros relativos ao método devem ser realizados no FOR/LDDV/PL/013.

A critério do Responsavel Técnico as amostras podem ser avaliadas com ou sem repeticdo (duplicata).

- Inativar as amostras em banho-maria a 56 °C + 2 °C durante 30 minutos.

6.1 Método quantitativo

- Avaliar a toxidez apenas se o soro néo tiver sido testado em outro ensaio de neutralizac&o viral.

- Antes de pipetar as amostras de soro, homogeneizar com auxilio de agitador de tubos ou fazer
movimentos de inverter os microtubos;

- Adicionar 93,75 puL de MEM e 6,25 uL de soro na linha A (controle de toxidez).

- Adicionar 87,5 yL de MEM e 12,5 uL de soro na linha B (diluicdo inicial 1/8 e final 1/16). Cada
amostra de soro deve ser adicionada & uma coluna da placa;

- Adicionar 50 pyL de MEM nas linhas C a H;

- Distribuir as amostras, controles e retrotitulagdo conforme o quadro 1.

- Homogeneizar as amostras e transferir 50 yL MEM/soro da linha B para C, e assim sucessivamente
até a linha H. Ao final descartar 50 pL.

- Em caso da toxidez ja ter sido avaliada, iniciar o ensaio na linha A conforme descrito acima
(Adicionar 87,5 L de MEM e 12,5 L de soro ...);

Quadro 1 — Localizagdo das amostras, controles e retrotitulacdo na placa

5 6 | 7|8 9|10 | 11| 12 | Log | Diluicdo
CN |[CP|1|-2[3|]CCc|CcC|cC | TX X
CN |[CP| 1 |-2|-3]|]CC|CC]|CC 1,2 1/16
CN |[CP| 1 |-2]-3]|]CC]|CC]|CC 1,5 1/32
-1]/-2|-3|CC|CC]|CC 1.8 1/64
CN |[CP| 1 |[-2[-3|CC|CC|CC | 21 1/128
CN |[CP|1|-2|[-3|]CC|CC|CC | 24 1/256
CN |[CP| 1 |-2[-3]|]CC|CC|CC | 27 1/512
CN |[CP| 1| -2|-3|]CC|CC]|CC| 30 |1/1.028
RT

- Preparar as colunas referentes aos controles conforme o item 6.2.
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6.2 Controles
- Utilizar uma coluna para o soro controle negativo (CN) e uma coluna para o soro controle positivo
(CP). Adicionar o MEM e os soros controle em cada uma das colunas conforme descrito no item
6.1, sem avaliacédo da toxidez;
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Método de Ensaio — MET

Deteccao de anticorpos para o Senecavirus A em amostras de soro pelo ensaio de neutralizagao viral

Para o controle de retrotitulacéo viral (RT), adicionar 50 yL de MEM nas trés colunas destinadas a
retrotitulacao;

Para o controle de células (CC), adicionar 100 yL de MEM. Reservar, pelo menos, uma coluna
como controle de células. Nessa coluna ndo deve ser adicionado virus ou soro.

6.3 Diluigao de trabalho (DT) do virus, incubacao e adicao da suspensao celular

7.0

Utilizar um virus de titulo conhecido titulado conforme IP/LDDV/PL/007. A partir do titulo, obter a
diluicdo de trabalho (DT) diminuindo-se 102 do titulo. Exemplo: virus com titulo de 108 deve ser
diluido a 10* (ou seja 10.000 vezes). Preparar diluicdes em base 10 do virus (10, 102, 103, etc.)
até o obter a diluicéo de trabalho desejada, utilizando para o célculo a férmula Ci.Vi = Cf.Vf, onde:
Ci = concentracéo inicial 10-1;
Vi = volume inicial (volume de virus a ser utilizado);
Cf = concentracéo final = DT;
Vf = volume final (volume necessario de virus, para uma placa utilizar 5 mL);
Exemplo: virus com titulo de 10*5. DT = 1025 = 1/316. Para 4 placas. Foram feitas duas diluicdes em
base 10 (10" e 102);
Ci.Vi= Cf.Vf;
1/100.Vi=1/316.20
Vi=20.100/316 = 6,3 mL da diluicéo 1/100 (10-2) e 13,7 mL de MEM;
Registrar os célculos da diluicdo no FOR/LDDV/PL/013;
A partir da diluicdo de trabalho, preparar diluicdes 1/10 (10-"), 1/100 (102) e 1/1.000 (10-3) utilizando
MEM;
Adicionar 50 pL da suspenséo viral diluida (1/10, 1/100 e 1/1.000) em cada um dos pogcos das
colunas destinadas a retrotitulacéo (uma coluna por diluicdo), comecando pela suspenséo mais
diluida, desta maneira pode-se utilizar o mesmo reservatério e as mesmas ponteiras;
Adicionar 50 uL da DT em todos os pog¢os da placa, exceto nos destinados ao controle de toxidez,
controle de células e retrotitulacéo.
Incubar as placas em estufa a 37 °C durante uma hora.
Distribuir 100 uL de suspenséo celular a 225.000 células/mL em todos os pogos da placa, inclusive
em todos os controles;
Incubar as placas por aproximadamente 48 a 72 horas a 37 °C;
Realizar a leitura em microscépio invertido e registrar no FOR/LDDV/PL/013 utilizando:

P para indicar presenca de efeito citopatico (ECP);

N para indicar auséncia de ECP;

TX para indicar toxidez do soro;

C para indicar contaminacéo.

Resultados

Avaliar os resultados dos controles para considerar o ensaio valido;

O titulo do soro controle positivo deve ter inserido na carta controle (PLN/LDDV/PL/037) e apresentar
valores dentro da faixa esperada e que deve ser superior a 64 (1,8). Em caso de variagdo fora dos
limites avaliar criticamente;

O soro controle negativo deve apresentar titulo inferior a 64 (1,8);

A quantidade de virus deve estar entre 31,6 a 316 TCIDs,.
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Método de Ensaio — MET

Deteccao de anticorpos para o Senecavirus A em amostras de soro pelo ensaio de neutralizagao viral

7.1 Interpretacdo dos resultados

- Deve-se considerar como titulo, o inverso da diluicdo em que foi observada neutralizacdo. Esses
valores devem ser convertidos em log base 10;

- s&o considerados reagentes os soros em que houve de neutralizac&o a partir do titulo 64 (1,8);

- nas excecdes abaixo, podem ser considerados vélidos os seguintes resultados:

- soros reagente (titulo maior ou igual 64 (1,8) em placas com mais de 316 TCID50;

- soros ndo reagentes (titulo inferior a 64 (1,8) em placas com menos de 31,6 TCID50;

- soros toxicos: onde houve destruicdo das células por componentes do soro impedindo a interpretacéo
do resultado;

- soros contaminados: soros em que houve presenca de contaminacdo bacteriana ou por fungos
impedindo a interpretacdo do resultado.

7.2 Transferéncia dos dados brutos e emissédo do certificado de analise

- Os resultados devem ser emitidos como reagente, inconclusivo, ndo reagente, téxico ou contaminado;
- incluir o titulo dos soros, entre parénteses, apos descricdo do resultado;

- registrar os resultados seguindo as instrucdes descritas na IT/LDDV/PL/095;

- conferir se os resultados foram transferidos corretamente para a o Sample Manager.

8.0 Responsabilidades

- Cabe ao responsavel pelo LDDV/PL, seu substituto ou pessoa designada por ele, assegurar o
treinamento deste MET para os analistas que irdo executa-lo.

- Cabe a responsavel pelo LDDV/PL ou seu substituto autorizar possiveis desvios do método, bem como
justifica-lo tecnicamente e conferir se os dados brutos foram corretamente transferidos para o relatério
de ensaio.

- Cabe ao responsavel pelo LDDV/PL ou seu substituto a supervisdo das andlises realizadas no
laboratério de forma a garantir a rastreabilidade e confiabilidade dos dados gerados.

9.0 Referéncias

Goolia M, Vannucci F, Yang M, Patnayak D, Babiuk S, Nfon CK. Validation of a competitive ELISA and a
virus neutralization test for the detection and confirmation of antibodies to Senecavirus A in swine sera.
Journal of Veterinary Diagnostic Investigation 2017, Vol. 29 (2) 250-253.

Joshi LR, Fernandes MHV, Clement T, Lawson S, Pillatzki A, Resende TP, Vannucci FA, Kutish GF, Nelson
EA, Diel DG. Pathogenesis of Senecavirus A infection in finishing pigs. Journal of General Virology (2016),
97, 3267-3279.

Saporiti V, Fritzen JTT, Feronato C, Leme RA, Lobato ZIP, Alfieri A, Alfieri AA. A ten years (2007-2016)
retrospective serological survey for Seneca Valley virus infection in major pig production states of Brazil. Vet
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Método de Ensaio — MET

Deteccao de anticorpos para o Senecavirus A em amostras de soro pelo ensaio de neutralizagao viral

IP/PMC/PL/035-Meio Essencial Minimo (MEM) com Hepes
IT/LDDV/PL/095-Uso do Sample Manager

POP/LDDV/PL/001-Controle de amostras para analise e emissdo de resultados
POP/LDDV/PL/005-Controle de cepas virais e soros de referéncia

11.0 Anexos referenciados

FOR/LDDV/PL/010-Registro de sementes, cepas e soros de referéncia
FOR/LDDV/PL/013-Acompanhamento da neutralizacéo e titulacéo viral
PLN/LDDV/PL/037-Carta controle

12.0 Informacoes de registro

Acompanhamento da neutralizacé&o e titulac&o viral (FOR/LDDV/PL/013)
Carta controle (PLN/LDDV/PL/037)

Registro de sementes, cepas e soros de referéncia (FOR/LDDV/PL/010)

13.0 Arquivos anexados
N&o aplicavel

14.0 Controle de alteragoes
3.2 Diminuicéo na concentracdo de SFB.

Aprovado por: Marcelo Fernandes Camargos
Pedro Moacyr Pinto Coelho Mota

Verificado por: Kelly Fagundes Nascimento

Elaborado/Revisado por: Anselmo Vasconcelos Rivetti Junior

Pagina 5/5

12



	2a6b92a259d52b1e7b5bf2969e6a1c6e8a96071e3e112685ba7098d2498a9731.pdf
	f2a3536bfc3e82b9b4ecfdc515c3ea8598c5c1d764bd637281592161c0389e37.pdf
	92eba167fd38e593f2b1b8654aa377421bb87d1266a117fa76748b37533aadea.pdf
	2a6b92a259d52b1e7b5bf2969e6a1c6e8a96071e3e112685ba7098d2498a9731.pdf

