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RESUMO

SANTOS, Junio César, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Identificacao e perfil de infeccao de Senecavirus A em granjas comerciais pos
ocorréncia da doenga clinica. Orientador: Abelardo Silva Junior. Coorientador:
Carlos Eduardo Real Pereira.

A suinocultura é uma atividade de notéria importancia para a economia mundial.
O Brasil, quarto maior produtor de carne suina, possui muitas propriedades suinicolas,
e de acordo com a expansao do setor, crescem também as preocupacdes e medidas
preventivas a respeito de doengas emergentes. Destas, merecem destaque as
doencas vesiculares, e dentre elas, a infeccao pelo Senecavirus A, constatado no
Brasil em surtos entre os anos de 2014 e 2015, apresentando episddios clinicos com
vesiculas em suinos, além de diarreia em leitdes, com mortalidade e morbidade
consideraveis. Diante do desafio, esta pesquisa apurou a presenca do Senecavirus A
(SVA) e respostas imunoldgicas dos animais frente a infeccao natural causada pelo
agente, em 5 propriedades suinicolas ja desafiadas anteriormente, mas sem
manifestacao clinica da doenca no momento da coleta, na microrregiao de Ponte
Nova, Minas Gerais. Foram coletadas 100 amostras em cada propriedade, totalizando
500, e a partir destas, foram realizadas técnicas de PCR em tempo real através de
fezes e ensaios soroldgicos por meio de soroneutralizagdo. Foi possivel verificar a
circulacao viral em duas propriedades da regiao estudada, através da PCR em Tempo
Real. Nas demais granjas, observaram- se positividade sorolégica em 4, com
diferentes titulos de anticorpos, exceto uma que revelou resultados negativos nas
duas técnicas executadas no experimento, o que pode inferir em um bom controle
sanitario da propriedade. Com esses resultados foi possivel destacar pontos
importantes de controle de rotas de entradas do virus, bem como caracterizar o perfil
sorolégico das granjas, 0 que pode auxiliar na elaboracdo de possiveis protocolos
vacinais e demais medidas preventivas. Ademais, o estudo se faz de grande
relevancia para que também outros mais possam ser confeccionados, e também é de
serventia como auxilio aos pesquisadores envolvidos ao Senecavirus A, em prol da
suinocultura e do engrandecimento da ciéncia.

Palavras-chave: Senecavirus; Doencgas vesiculares; PCR; Soroneutralizagao;

Isolamento viral.



ABSTRACT

SANTOS, Junio César, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2023.
ldentification and profile of Senecavirus A infection in commercial farms after the
occurrence of clinical disease. Adviser: Abelardo Silva Juanior. Co-adviser: Carlos
Eduardo Real Pereira.

Pig farming is an activity of notorious importance for the world economy. Brazil is the
fourth largest producer of pork meat and has many pork farms and in line with the
expansion of the sector, concerns and preventive measures regarding emerging
diseases. In addition, vesicular diseases deserve to be highlighted, and among them,
there is infection with Senecavirus A, found in Brazil in outbreaks between 2014 and
2015, presenting clinical episodes with vesicles in pigs and diarrhea in piglets. In this
scenario, this research investigated the presence of Senecavirus A (SVA) and the
animals' immune responses to the natural infection caused by SVA. Five farms were
previously challenged with SVA but without clinical manifestation of the disease at the
time of collection from the Ponte Nova microregion, Minas Gerais. One hundred
samples were collected in each farm, totaling 500. PCR real-time technique were
performed through feces and serological assays through serum neutralization.
Through Real-Time PCR, it was possible to verify viral circulation in two farms in the
studied region. In the other farms, serological positivity was observed in four farms,
with different antibody titers, except one that revealed negative results. Considering
these results, it was possible to highlight important points of control of virus entry routes
and characterize the serological profile of the farms, which can help in elaborating
possible vaccine protocols and other preventive measures. In addition, the study is of
great relevance so that other studies can be carried out, and it is also useful as an aid
to researchers involved in Senecavirus A, in favor of pig farming and the advancement
of science.

Keywords: Senecavirus; Vesicular diseases; PCR; Serum neutralization; Viral

isolation.
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1. INTRODUCAO

Senecavirus A (SVA) € um picornavirus de RNA fita simples, causador de
doenca vesicular em suinos de diferentes idades (MAGGIOLI et al., 2019a). O virus
foi identificado de forma acidental, como contaminante de cultura celular Per C6
(Células imortalizadas de retina humana) em 2002 nos Estados Unidos. No Brasil, foi
detectado em surtos entre os anos de 2014 e 2015, através de técnicas de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), a partir de amostras de animais acometidos por
vesiculas (LEME et al., 2015a).

A presenga do virus também foi detectada em paises de importancia na
producdo suinicola, como Canadd, China, Colémbia, Estados Unidos, Tailandia e
Vietna (GUO et al., 2020). Ainda h& poucas informagdes acerca de sua circulagcao no
mundo, dinamica de infeccao, caracteristicas genéticas e medidas preventivas. Os
sinais clinicos sao idénticos aos de outras doencas vesiculares de importancia
sanitaria, como a febre aftosa, estomatite vesicular, exantema vesicular dos suinos e
doenca vesicular dos suinos. Tais sinais sdo compreendidos por lesées vesiculares e
ulceragdes em cavidade oral, focinhos e bandas coronarias (LEME; ALFIERI,;
ALFIERI, 2017), e embora ndo comum, ha relatos de mortalidade neonatal, perda de
peso, sindrome de refugagem e diarreia, culminando em perdas econdémicas e
entraves sanitarios aos produtores e abatedouros (CANNING et al., 2016).

Atualmente, o Laboratério Federal de Defesa Agropecuéaria de Minas Gerais
(LFDA/MG) em Pedro Leopoldo, MG, é o laboratério oficial credenciado para o
diagnéstico de doencas vesiculares dos suinos do Ministério da Agricultura e Pecuaria
(RODRIGUES, 2006). Na suspeita de doenca vesicular, a propriedade ¢é interditada e
a Defesa Sanitaria Animal € comunicada, e todo o fluxo de animais da propriedade
fica suspenso até que se obtenham os resultados oficiais dos exames necessarios
(MAPA, 2007).

Pesquisas de identificacao e sorologia das propriedades sao muito importantes
para o monitoramento e status sanitério dos rebanhos. Este estudo contribuira para
que se estabeleca a caracterizacao viral, através de técnicas de PCR em tempo real,
além de sorologia de SVA, por meio de soroneutralizagdo, e a caracterizagao da
circulacao viral permitira estratégias de elaboracdo de um protocolo de vacinacao.
Espera-se que os resultados encontrados neste estudo possam contribuir para os
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desafios de campo causados pelo SVA, bem como para a elaboracdo de testes
diagnésticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais e econdmicos da suinocultura

A suinocultura é um setor agropecuario de grande importancia, sendo a carne
suina um produto amplamente consumido em nivel mundial. Trata-se de uma
atividade rentavel, que tornou o Brasil o quarto maior produtor de produtos carneos
suinos. Diante de tal fato, percebe- se que ha uma grande demanda e perspectiva
para com o setor em questdo (MARTINS; TRIENEKENS; OMTA, 2017). Entre os
maiores produtores mundiais em suinocultura, se destacam a China, Uni&do Europeia
e Estados Unidos (NAAS, 2002).

No Brasil, hd um vasto numero de propriedades suinicolas, em diversas regioes,
concentrando- se nos estados de Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul e Minas
Gerais (SOUZA, 2017), e de acordo com a expansao da criacao de suinos, crescem
de forma proporcional, as fiscalizagdes e medidas preventivas de doencas regionais
e emergentes (SU, 2019).

Dentre as enfermidades que preocupam a suinocultura, merecem destaque as
doencas vesiculares, que exigem notificagdo compulséria, uma vez que a Febre
Aftosa pode ser uma doencga suspeita. Por terem sinais clinicos semelhantes, séo
principais diagnésticos diferenciais a estomatite vesicular, exantema vesicular dos
suinos, doenca vesicular dos suinos e senecavirus, sendo entdo necessarios exames
laboratoriais comprobatérios (PEZZONI et al., 2020). E valido ressaltar que, o virus do
Exantema Vesicular dos Suinos foi considerado erradicado e que a Doencga Vesicular
dos Suinos nunca foi detectada no Brasil (RIET-CORREA et al., 1996).

2.2. Febre Aftosa e importéancia das doencas vesiculares

A febre aftosa é uma doencga causada por um Picornavirus, que afeta animais de
cascos fendidos e por parte da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é a
enfermidade mais preocupante relacionada a doengas vesiculares. Trata-se de uma
doencga altamente contagiosa e requer notificagdo compulséria. A apresentacao

clinica da doenga persiste em vesiculas localizadas principalmente em focinho,
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cavidade oral e bandas coronarias, acompanhadas de febre e incOmodos aos animais
doentes, considerando as regibes acometidas pelas vesiculas (PATON; GUBBINS;
KING, 2018).

O Brasil é considerado livre da febre aftosa com vacinag¢do, com exce¢ao dos
Estados de Santa Catarina, Acre, Parana, Rio Grande do Sul, Rondbnia e regides dos
Estados do Amazonas e do Mato Grosso, que sdo considerados livres da doenca sem
0 agente imunizante (MAPA, 2020). O controle da enfermidade se d& principalmente
por medidas de biosseguridade em toda cadeia produtiva animal e com vacinagéo em
areas e animais em que tal conduta é necessaria (MARQUES et al., 2016). As demais
doencas sao também de muita importancia para a producao animal, embora nao seja
da mesma magnitude da febre aftosa. Os problemas relacionados ao bem estar
animal e entraves econdmicos podem variar de acordo com a intensidade das
manifestacdes clinicas de cada animal, bem como os locais de acometimento das
lesbes (PEZZONI et al., 2020).

2.3. Familia Picornaviridae

Picornaviridae é compreendida por uma familia de virus pequenos, nao envelo-
pados, sendo representados por mais de 30 géneros e mais de 75 espécies (ZELL et
al., 2017). Exemplos memoraveis sao os Aphtovirus (ALEXANDERSEN et al., 2003)
e Senecavirus, que por sua vez trazem grandes transtornos para a produgéao suinicola,
acarretando em prejuizos econémicos e preocupacdes de carater sanitario (ZAN-
ELLA; MORES; DE BARCELLOS, 2016). Na infeccdo da célula hospedeira por virus
pertencentes a esta familia, ha processos de adsorcdo e penetracdo do virus, por
meio de interacdes de receptores celulares e proteinas do capsideo viral. Estas se
ligam aos receptores celulares do hospedeiro, e tem seu o capsideo liberado no cito-
plasma, com a liberacao do material genético, e ali entdo, acontece replicagao viral do
agente (ROSSMANN; HE; KUHN, 2002).

2.4. Senecavirus e seus aspectos gerais

Senecavirus, denominado pelo comité internacional de taxonomia viral em 2019,
€ um virus oncolitico, de carater emergente, nao envelopado, e assim como o virus
da Febre Aftosa, é pertencente a familia Picornaviridae. (ICTV, 2019). Tal virus foi
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descoberto a partir de contaminantes de células Per C6 (Células imortalizadas de
retina humana) em 2002. Trata- se de um virus pequeno, de RNA fita simples, com
polaridade positiva, genoma de 7,2kb. Seu capsideo viral € constituido pelas proteinas
estruturais: VP1, VP2, VP3 e VP4, e pelas proteinas nao estruturais: L, 2A, 2B, 2C,
3A, 3B, 3C e 3D (ZHANG et al., 2019). Em relacao a infectividade do SVA, um estudo
sugeriu fortemente a interacdo direta e especifica da proteina transmembrana
ANTXR1 com o SVA, descrevendo- a como necessaria para infec¢ao do patégeno em
diversas linhas celulares. Foi descrito que o SVA é Unico entre as espécies virais
conhecidas em usar a proteina transmembrana ANTXR1 como um receptor primario.
Dados apresentados no trabalho identificam esta proteina como um receptor essencial
a permissividade do SVA, inclusive em algumas linhagens de células cancerigenas
(MILES et al., 2017).

Figura 1: Demonstrativo da imagem de microscopia eletronica de transmissdo do

[{Peei)

Senecavirus, representado em “a”. Esquema do virus em “b” e “c”, demonstrando face
externa e o virus seccionado, respectivamente. Em “d” é possivel ver o esquema do
genoma do SVA, com as proteinas do capsideo viral. Em “e” se observam os locais
de clivagem representados pelas pontas das setas, na poliproteina do SVA.(LIU et al.,

2020)
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2.5. Senecavirus A no Brasil

No Brasil, a presenga do SVA foi constatada entre os anos de 2014 e 2015, em
surtos em propriedades produtoras de suinos, em alguns estados brasileiros, através
de técnicas de PCR, a partir de amostras obtidas em liquidos vesiculares de animais
acometidos por tais lesdes (LEME et al., 2015b). No ano de 2018, um novo surto da
doenca ocorreu nos estados de Minas Gerais, Goids, Sdo Paulo, Mato Grosso,
Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (LEME et al., 2019). Além do Brasil,
paises importantes produtores de suinos como Canada, China, Colémbia, Estados
Unidos, Tailandia e Vietnd também relataram a descoberta do virus em seus
respectivos territorios (ZHANG et al., 2021). Um estudo retrospectivo avaliou uma
série de amostras de soros de suinos coletados entre os anos de 2007 a 2016 nos
principais estados produtores suinicolas do territorio brasileiro, através de técnicas de
soroneutralizacao, e seus resultados determinaram que antes do ano de 2014, ainda
nao havia a presenga do SVA no pais (SAPORITI et al., 2017).

2.6. Ocorréncia e sinais clinicos

O SVA é a unica espécie representante do género, sendo também descrito como
SVA 1. Trata-se de um virus também associado a doengas vesiculares em suinos, de
caracteristica aguda, autolimitante e transiente. Antes de sua descoberta, muitos
relatos foram considerados como doenca vesicular idiopatica dos suinos (GUO et al.,
2016). Atualmente ha mais facilidades em detectar infecgbes por Senecavirus A por
meio de exames laboratoriais. Os sinais clinicos, assim como nas demais doencas
vesiculares j& conhecidas, consistem principalmente em lesdes vesiculares,
localizadas em regido de focinho, cavidade oral, patas e banda coronaria (JOSHI et
al., 2016a). Ha relatos isolados sobre a ocorréncia de diarreia em leitbes em
maternidade, ocorréncia de lesdes vesiculares em matrizes e incidéncia de
mortalidade neonatal, associados a tal infeccdo viral, em fazendas dos Estados
Unidos (CANNING et al., 2016). A doenca esta fortemente relacionada ao estresse e
a queda de imunidade dos animais, onde tal ocasiao favorece a infec¢do do virus no
organismo (MAGGIOLI et al.,, 2019b). Ha também a manifestagdo subclinica da
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doenca, o que contribui para a perpetuagao do virus nas instalagdes suinicolas, o que
€ um fato preocupante e que persiste em andlise (HOUSTON; TEMEEYASEN;
PINEYRO, 2020).

2.7. Variabilidade genética

Embora seja a mesma espécie, ha uma variedade genética do virus ao se
comparar sua linhagem histérica e contemporanea. Diferengas genéticas entre
linhagens foram encontradas no Brasil e outros paises. E importante salientar que os
virus histéricos relatados ndao apresentaram patogenicidade ao hospedeiro. Uma
andlise filogenética entre os virus histéricos e contemporaneos, entre 1988 e 2017 foi
realizada, evidenciando que a maioria das cepas de SVA formavam clados
filogenéticos com base em sua origem geografica. Essas observacdes indicaram
relacdes filogenéticas, sugerindo transferéncias genbémicas de cepas entre regides
distintas no mundo. Embora a real origem do surto de SVA seja desconhecida, a
relacao filogenética entre as sequéncias incluidas no estudo apresentado é sugestiva
de que a cepa histérica SVA pode ser 0 ancestral das cepas contemporaneas que
atualmente circulam na populagéo suina sugerindo fortemente o processo evolutivo
do viral (JOSHI et al., 2020).

2.8. Ensaios experimentais

Em inoculagdes virais experimentais, observaram viremia decrescente entre o
terceiro e décimo dia, e excregéo viral até os 28 dias apds infecg¢éo, pelas vias oral,
fecal e nasal. No estudo, em 38 dias ap6s a infeccao, notaram- se a presenca do virus
nas amigdalas, no epitélio das criptas intestinais, nos linfocitos e foliculos linfoides
(JOSHI et al., 2016). Picos de infeccdo da doenca ja foram descritos aos 14 dias de
infeccdo, com produgdo de IgM e anticorpos neutralizantes, estes quais se
mantiveram com a diminuicdo da viremia. Na resposta celular a infecgao,
predominaram- se linfocitos TCD4 e TCD8, respectivamente (MAGGIOLI et al., 2017).
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2.9. Desafios

Entraves relacionados ao controle do SVA podem ser encontrados de diversas
maneiras. A presenca desse patdgeno fora também descrita em fezes de
camundongos, em bovinos, moscas de propriedades, bem como nos ambientes e
instalac6es das mesmas, o que pode favorecer a transmissdo e disseminacao do
virus, dificultando sua erradicacao (JOSHI et al., 2016).

Ademais, a ocorréncia subclinica da doenca é um fator relevante e desafiador,
uma vez que a nao manifestacdo da doenca pode culminar na perpetuagéo do agente
etioldégico, com consequente evolucao e resisténcia no ambiente e nos animais
acometidos (HOUSTON; TEMEEYASEN; PINEYRO, 2020).

2.10. Diagndstico e controle

Quanto ao isolamento do virus, ha autores que relatam este método em células
de carcinoma de pulmdo humano (NCI-H1299) (PINHEIRO-DE-OLIVEIRA et al.,
2019), células de rim suino (PK-15) (GUO et al., 2020), células de rim de hamster
(BHK-21) (SEGALES et al., 2017), sendo esta primeira linhagem celular descrita, a
que obteve melhor resultado, o que condiz com o fato de o SVA ser um virus com
tropismo oncolitico.

O diagnostico da doencga pode ser realizado através de técnicas moleculares
como a PCR, em todas as suas modalidades (BRACHT et al., 2016), como também
por isolamento viral (QIAN et al., 2016), soroneutralizacdo (GOOLIA et al., 2017), ou
também através de exames histopatolégicos (OLIVEIRA et al., 2017). Na técnica de
PCR em tempo real, tém se mostrado resultados satisfatorios, utilizando intercalantes
de acidos nucleicos de fita dupla (MU et al., 2020) ou sonda TagMan (DALL AGNOL
et al., 2017).

Por se tratar de uma doenca viral de suinos, ndo ha um tratamento especifico a
fim de que se resolva a problematica. Medidas paliativas de suporte podem ser
empregadas, podendo ser de diferentes formas, que variam de acordo com a
apresentacao clinica dos animais acometidos (ZANELLA; MORES; DE BARCELLOS,
2016).

Atualmente, ha vacinas comerciais e experimentais utilizadas na prevencao da
doenca (BUCKLEY; LAGER, 2022), porém, as demais medidas de biosseguridade
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sdo indispensaveis fatores capazes de prevenir tal problema. Sao acdes
preconizadas, além da delimitacdo da area da unidade produtora com cercas
adequadas as granjas, higienizagdo das instalagcdes rotineiramente, controle de
entrada e saida de veiculos nas propriedades, controle de roedores e insetos,
aquisicao de animais de procedéncia, quando pertinente (SANTOS et al., 2008), e
isolamento de animais suspeitos imediatamente, além de notificagcdo imediata ao
Servigo Veterinario Oficial, conforme a legislagdo vigente, quando houver
acometimento por lesdes vesiculares (BRASIL; MAPA, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Realizar a identificacao e a distribuicdo de anticorpos de Senecavirus A em
granjas de suinos que ja sofreram desafio natural nos anos de 2015 e 2016, mas que
ja nao apresentava doenca clinica no momento da coleta, na microrregiao de Ponte

Nova, no estado de Minas Gerais.
3.2. Objetivos especificos
e \Verificar a soroprevaléncia de Senecavirus A nas granjas amostradas;

e Determinar o soroperfil da distribuicdo das frequéncias e titulos de anticorpos
contra 0 SVA dos animais amostrados;

e Detectar a presenca do RNA de Senecavirus A na microrregido de Ponte nova,

em Minas Gerais e adjacéncias, por meio da técnica de PCR em tempo real;

e Realizar a caracterizacao genética viral nas granjas positivas para o RNA viral.



21

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensao
do DVT/UFV

O estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vicosa (CEUA-UFV), por meio do processo de niumero
66/2021 (Anexo 1). As Normas de Conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa
e extensdo do DVT/UFV foram seguidas rigorosamente, sob a coordenagdo do
Médico Veterinario Junio César Santos CRMV-MG 16601.

4.2. Coleta das amostras e histérico das granjas

Foram coletadas entre marco e julho de 2022, amostras de sangue e de fezes
de 500 suinos, sendo distribuidas entre cinco granjas sem ocorréncia de doenca
clinica apds o ano de 2016, nas cidades de Urucénia, Teixeiras, Rio Casca, Jequeri e
Ponte Nova, respectivamente, onde ocorreram os episédios de doengas vesiculares,
entre os anos de 2014 e 2015, culminando em interdicao até a visita do Servico
Veterinario Oficial e consequente diagnéstico clinico. Em cada uma destas
propriedades, foram coletadas amostras de 100 animais, subdivididas entre 20
animais de cada grupo, sendo: matrizes (Maiores que 12 meses de idade), leitdes de
maternidade (0 a 21 dias), leitdes de creche (22 a 60 dias), animais de crescimento
(61 a 90 dias) e de terminacao (91 a 130 dias). Tal numero foi determinado por meio
da plataforma online “Epilnfo”, com um intervalo de confiangca de 95%. A tabela 1
ilustra a distribuicdo amostral do experimento.

Foram coletados 10mL de amostras de sangue total, proveniente das veias
jugulares dos animais, para posterior obtencao de soro. As amostras de sangue foram
coletadas em tubos sem anticoagulante e armazenadas em caixa térmica com gelo,
até seu envio ao laboratério. Posteriormente, foram centrifugadas a 1107 x g por 10
minutos, e os sobrenadantes devidamente coletados em microtubos e armazenados
sob refrigeracédo de -20°C, até o momento de serem analisados.

Foram também coletados aproximadamente 20g de fezes das ampolas retais
dos suinos. Estas amostras foram depositadas em frascos estéreis, com posterior

acondicionamento em caixa térmica com gelo, até o envio ao laboratério, onde foram
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armazenadas em ultrafreezer com temperatura controlada a -80°C, até o momento de

serem manipuladas.

4.3. Virus

A cepa de Senecavirus A (SVALPVA 4) foi cedida em sua quinta passagem
pelo Laboratério de Virologia, do Departamento de Medicina Veterinaria, da
Universidade Federal de Minas Gerais, e armazenada em ultrafreezer a -80°C no
Laboratdrio de Imunobioldgicos e Virologia Animal do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, até o momento de sua utilizacéao.

4.4. Células

Células da linhagem NCI-H1299 (Carcinoma de pulmao humano) foram
cedidas pelo Departamento de Virologia da Universidade Federal de Minas Gerais.
Apés a aquisicao, elas foram cultivadas em Meio RPMI-1640 modificado contendo L-
glutamina 2 mM, HEPES 10 mM, piruvato de sédio 1 mM, 4500 mg/L de glicose e
1500 mg/L de bicarbonato de sédio e 10% de soro fetal de bovino a 37°C, em estufa
umidificada, com 5% de CO:2 e 95% de ar atmosférico, de acordo com as orientacdes
do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).

4.5. Soroneutralizacao

Para o teste de soroneutralizacdo, foi utilizada a metodologia adaptada de
HOUSE & BAKER, 1971. O procedimento foi realizado em microplacas de 96
cavidades TPP® de forma invertida, diferente da maneira tradicional, com a finalidade
de haver mais diluicbes para os soros testes. Nesta placa, a primeira coluna foi
constituida pelo controle de citotoxicidade do soro. Esta recebeu suspenséo celular e
soro nao diluido. A diluicao do soro suspeito foi realizada entre as colunas 2 a 12 da
microplaca na base 2 de forma crescente do soro (1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096). As amostras que tiveram titulo acima de 4096
foram submetidas a maiores diluicdes até 1:32768, com o auxilio de microplacas
complementares. Desse modo, cada amostra de soro foi equivalente a cada uma das
linhas das placas, e cada diluicado do soro ocupou um po¢o de cada coluna da
microplaca em ordem decrescente de concentracao. Apds as diluigdes, cada cavidade
recebeu uma dose de virus contendo 100TCIDso/50ul da cepa de Senecavirus, exceto
a coluna 1. Apds incubagao da mistura de soro e virus por 1 hora a 37°C em estufa a
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5% de CO2, uma suspensdo de 50ul contendo 3x10* Células NCI-H1299 fora
adicionada, seguida de incubacdo em estufa de CO2 a 37°C. A leitura dos testes
realizou-se ap0s 72 horas de incubacao através do monitoramento do efeito citopatico.
Foram considerados titulos de anticorpos neutralizantes as reciprocas das maiores
diluicbes do soro capazes de inibir a replicacdo viral e, consequentemente, a
ocorréncia de efeito citopatico. Amostras de referéncia positiva e negativa foram
utilizadas como controle, juntamente com o controle de células e prova de titulagéo

viral.

4.6. Extracao do RNA viral

O RNA viral foi extraido das fezes. Estas foram ressuspensas e dissolvidas
em uma aliquota de 400uL de PBS e posteriormente submetidas a centrifugacao. A
partir do sobrenadante proveniente deste procedimento, houve a continuidade com o
processo de extracdo de RNA, utilizando o kit Bio Gene Extracdo de DNA/RNA Viral
(Bioclin), conforme as recomendag¢des do fabricante. O produto de extragéo foi obtido

e armazenado em ultrafreezer a -80°C, até o momento de sua utilizagéo.

4.7. Transcricao Reversa

A transcricdo reversa foi realizada para a obtencdo do DNA complementar
(cDNA). Este foi sintetizado a partir do RNA extraido, conforme o item 3.5. Foi utilizado
o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), seguindo se as instru¢des

do fabricante.

4.8. PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real ocorreu a partir do material genético extraido das fezes
coletadas e submetido a transcriptase reversa. Foi utilizada a metodologia adaptada
de (MU et al., 2020). Os oligonucleotideos utilizados na reacao foram: SVAFP1 (5'-
TGAAGTTGCGGAGAAGAT-3)  (localizagédo: 878-896) e SVARP1 (5-
TTGCGTAGTAATTGAAGGT-3') (localizagao: 966-985), que possibilitou a ampliacdo
de regides altamente conservadas do gene L/VP4 (codificante da proteina do
capsideo viral) nas amostras positivas. Os ensaios de gRT-PCR foram baseados em
intercalantes de acidos nucleicos de fita dupla, utilizando o GoTag® gPCR Master Mix
Promega. A amplificacdo e analise de curva de Melting foram realizadas utilizando o
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sistema de deteccdo de PCR em tempo real Rotor-Gene 5- Plex HRM (QUIAGen),
Software Version: 2.3.1 (Build 49), Machine Serial No 0918158.

4.9. Nested-PCR

A PCR convencional foi realizada com o RNA de cinco amostras sabidamente
positivas por meio da PCR em tempo real, com o intuito de obter um amplicon util para
a realizacdo da reacdo de Nested PCR, que consequentemente proporcionou a
obtenc&o de maior numero de cdpias no produto da reagéo. Para tal, foi utilizada a
metodologia de FERONATO, et al., 2017, que utilizaram os oligonucleotideos foward
e reverse: 5-TTCCACTCCACCGACAACG-3’' e 5-GATACCTTCCCACCCTTGC-3,
respectivamente. O cDNA e demais componentes da reacao totalizaram um volume
de 25 microlitros, contendo 12,5 uL de Mix, 10 pmol de cada oligonucleotideo
mencionado, 2uL de cDNA e 8,5uL de agua livre de RNase foram submetidos as
temperaturas: Desnaturacédo a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por
1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por um minuto, compreendidas por desnaturacao,
anelamento e extensdo, e com etapa final de extensdo a 72°C por 7 minutos. O
produto de PCR obtido foi armazenado a 20°C até a sua posterior utilizacao.

A reacdo de Nested PCR foi realizada, também baseada na metodologia de
FERONATO, et al, 2017. Os oligonucleotideos utilizados foram: foward:
5’ACTGACACCGATTTCTCTG-3 e reverse: 5- CTAAAGTAAGTGAAACAGGC-3,
que possibilitou a amplificagcdo de uma regido referente ao fragmento genético da
proteina estrutural VP1, representada por 316 pare de bases.

Tal reacao resultou em um volume final de 50uL, contendo 25ulL de Mix, 20pmol
de cada oligonucleotideo, 2uL do produto de PCR, e 19uL de agua livre de RNase. As
temperaturas utilizadas, foram: 94°C de desnaturacao, além de 30 ciclos de 94°C de
desnaturacao por 1 minuto, 52°C a 1 minuto, 72°C por 1 minuto, e etapa final de
extensao a 72°C por 7 minutos.

Uma fracdo de 10uL do produto desta reagao foi submetido a eletroforese, a
fim de se observar as bandas com os pares de bases mencionados. O restante do
volume do produto foi enviado a um laboratério comercial qualificado para a realizagao
de sequenciamento por eletroforese capilar.
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4.10. Sequenciamento

Para a anélise de sequenciamento, foi eleito o método de sequenciamento por
eletroforese capilar, a fim de verificar a identidade nucleotidica e propriedades
moleculares do virus detectado pela PCR. Os amplicons obtidos na reacéo de Nested-
PCR mencionada em 4.9 foram enviadas ao laboratério ACTGene
(https://actgene.com.br/) para confeccao da etapa de sequenciamento.

A edicao das sequéncias e a montagem do denovo foram realizadas com o
programa computacional Geneious v2023.1 (Kearse et al. 2012). Foram baixadas 47
sequéncias adicionais disponiveis no GenBank. As sequéncias foram alinhadas
usando MAFFT v.7 (Katoh e Standley 2013) com parametros padrao. A abordagem
de Maxima Verossimilhanga (ML) foi realizada com o modelo Kimura de 2 parametros
(Kimura 1980) no MEGA X (Kumar 2018).

4.11. Anadlise estatistica

Os dados foram analisados descritivamente utilizando frequéncias absolutas e
médias aritméticas. Para avaliar associacao entre varidveis dependentes categéricas
(soropositividade ou PCR-positivo) e independentes (diferentes categorias, como:
matrizes, maternidade, creche, crescimento e terminagao) realizou-se o teste de Chi-
quadrado de Person (para sorologia) ou o teste exato de Fisher, dependendo da
exigéncia do teste. As analises estatisticas de varidveis quantitativas foram realizadas
pelo teste One-way ANOVA e para testar a homocedasticidade dos dados, realizou-
se o teste de Bartlett. Para avaliar as relacoes entre as médias das categorias totais,
realizou-se o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para avaliar as associa¢oes
de risco de infeccdo entre duas categorias (bivariada) de produgdo: matrizes,
maternidade, creche, crescimento e terminacao, realizou-se avaliacdo comparativa
dicotdmica com obtencao de razao de chance (OR), quando realizado o Chi-quadrado
ou Teste exato de Fisher. Todas as analises estatisticas e os graficos foram realizados
por meio do programa GraphPad Prism® versao 8.0.2, considerando o intervalo de
confianga de 95% e P< 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccao de RNA viral por PCR em Tempo Real em diferentes categorias

Das granjas abordadas no presente estudo, obtiveram- se positividade por
meio da PCR em tempo real nas granjas 1 e 5. Na granja 1 foi detectada positividade
de um total de 19% dos animais, sendo 1 matriz, 9 leitbes de maternidade, 1 animal
da fase de crescimento e 8 suinos da fase de terminagdo. Na granja 2 encontraram-
se positividade a partir das fezes também de 19% dos animais, sendo de 16 leitdes
de maternidade, e 3 leitdes da fase de creche. Nas demais granjas estudadas nao foi
detectado o RNA viral a partir das amostras de fezes coletadas.

5.2. Deteccao de anticorpos neutralizantes nas diferentes fases

No presente estudo foi possivel observar dentre as diversas amostras, soros
positivos e negativos. No primeiro, na técnica de soroneutralizacao, puderam observar
uma monocamada de células integra, com preservacdo na estrutura celular e
cobertura celular por toda a extensao da superficie do po¢o de cultivo, enquanto no
segundo foi possivel perceber destruicao celular, com perda de continuidade da
monocamada celular, arredondamento e lise das células.

Das amostras coletadas, somente as oriundas da granja 2 ndo apresentou
atividade de anticorpos no ensaio de soroneutralizacdo. Nas demais granjas,
observaram- se atividade de anticorpos neutralizantes desde a diluicdo de 1:4 até
1:16384

A granja 1, apresentou 55% de positividade total sorol6gica, sendo de 19
matrizes (95%), 9 leitdbes de maternidade (45%), 3 leitdes de creche (15%), 4 animais
de crescimento (20%), e 20 suinos de terminacdo (100%). Na granja 2, todas as
amostras analisadas apresentaram titulos de anticorpos menores que 4, onde, no
presente estudo, foi considerado que nao houve deteccao de atividade de anticorpos
neutralizantes. A granja 3, demonstrou 52% de positividade total, com 10 matrizes
(50%), 18 leitbes de maternidade (90%), 13 leitdes de creche (65%), 8 animais de
crescimento (40%), e 3 animais da fase de terminagéo (15%). Na granja 4, obteve- se
65% de animais positivos, distribuidos em 15 em matrizes (75%), 17 em maternidade
(85%), 12 em creche (60%), 13 animais em crescimento (65%), e 8 em animais de
terminacéo (40%). A granja 5 apresentou um percentual de 80% total de positividade,
sendo que desses animais, 20 eram matrizes (100%), 15 leitdes de maternidade
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(75%), 15 leitdes de creche (75%), 10 animais de crescimento (50%), e 20 animais de
terminacao (100%). Na figura 3, é possivel observar o perfil sorolégico, que possibilita
uma melhor compreensado a respeito da positividade encontrada em cada granja, e
em suas respectivas fases de produgéao.

Ao considerar a andlise quantitativa, ainda com o método de soroneutralizagéo,
observou- se uma variabilidade nos resultados obtidos a partir das amostras
analisadas. Na granja 1, obtiveram- se atividade de anticorpos neutralizantes desde a
diluicdo de 1:4 a 1:16384, onde a maior titulacdo encontrada foi em 2 matrizes. Na
granja 2, como mencionado anteriormente, ndo apresentou presenca de atividade de
anticorpos neutralizantes. Na granja 3, foi observada atividade de anticorpos
neutralizantes, da diluicao de 1:4 até 1:8192, onde nesta maior diluicdo, os animais
acometidos foram 2 matrizes e 3 leitdes de creche. Na granja 4, a quantificacao
encontrada foi desde a diluicdo de 1:4 até 1:8192, sendo este maior titulo
representado por 1 matriz, 1 leitdo de maternidade, e 1 animal de creche. Ja na granja
5, encontraram atividade de anticorpos neutralizantes com a diluicao de 1:4, se
estendendo até a diluicdo de 1:8192, sendo esta maior representada por 1 leitdo da
fase de maternidade. A tabela mostra o nUmero de animais positivos por meio do

ensaio sorolégico, bem como a titulacdo encontrada em cada um.

5.3. Nested PCR

Houve amplificacdo dos fragmentos de cinco amostras selecionadas, o que foi
confirmado com a eletroforese em gel, explicitando a regido demarcada em 316 pares
de bases, conforme a referéncia bibliografica utilizada como base para a realizagéo
do Nested PCR.

5.4- Sequenciamento

Através da andlise de sequenciamento dos amplicons obtidos, péde- se afirmar
qgue realmente tal fragmento se referia ao Senecavirus A. Como é observado na arvore
filogenética, a regido do genoma viral se assemelha geneticamente a cepas brasileiras
(UEL) depositadas no Gen Bank (Figura 2). As cepas SVA-14 e SVA-421
apresentaram 99,7% de identidade com a amostra brasileira MZ032152, ja as cepas
SVA-88, SVA-405 e SVA-402 apresentaram uma identidade de 99,5%, 99,3% e 99,2%

com a amostra MZ032152, respectivamente
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Figura 2: Arvore filogenética baseada no método de maxima verossimilhanca
construida com o0 modelo Kimura de dois parametros baseado na sequéncia nt parcial
da regido gen6mica VP1 das cepas de Senecavirus A obtidas neste estudo
(sequéncias em negrito) e outras disponiveis no GenBank. Os nimeros de acesso do
GenBank sado dados entre parénteses. Os niumeros nas ramificacdes referem-se a
valores de significancia de 1.000 réplicas de bootstrap. Valores < 50% n&o sé&o

mostrados.
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5.5. Analise sorologica e PCR positivos

Foram analisados 0os numeros de animais positivos por categoria, de acordo
com o método diagnostico empregado. Sempre foi definida a suina matriz como
referéncia, por ser uma categoria considerada uma importante fonte na cadeia
produtiva. Nesse sentido, ela foi inserida como um fator de exposicdo, sempre
comparando- a com as demais. Por meio do teste de chi quadrado, foi analisada a
comparagao entre as caracteristicas dicotdmicas, comparando as fases de criagao.

Ao considerar a analise e a figura 3, é possivel perceber que matrizes e leitdes
de maternidade apresentaram maior numero de individuos com presenca de
anticorpos com diferengas estatisticas significativas em relagdo ao crescimento e a
creche, que por sua vez, também sao diferentes quando comparados com a
terminacdo, sendo esta a se apresentar com positividades maiores. Nao houve
diferenca entre matrizes e leitdes de maternidade, em relacao as outras fases. Matriz,
animais de maternidade e terminagdo foram os mais importantes de acordo com a
analise, e ndo houve diferenca estatistica entre creche e crescimento em relacédo a

soropositividade.

Figura 3: Média dos soropositivos de cada fase de criacao, representando todas as

granjas analisadas no experimento.

254

20+ I__l
|

15+ |

|

Media total de soropositivos




30

Na figura 4A, considerando- se as médias dos logs de anticorpos dos ensaios
de todas as granjas, observaram destaque de positividades soroldgicas entre as fases
de matrizes e de maternidade, com titulos de anticorpos mais altos, se diferenciando
estatisticamente em posi¢céo superior, seguida entdo de semelhanca estatistica entre
as fases de creche e terminagdo com um menor nivel do titulo de anticorpos. Quanto
a fase de crescimento, foi possivel notar menor intensidade nos titulos de anticorpos

detectados nos ensaios.

Figura 4. Média dos titulos de anticorpos e RNA viral por cada fase de criacdo. A: Média total
dos Log4 dos titulos de anticorpos de cada fase de criagcdo, de todas as granjas analisadas.
B: Média total de cada fase de criagdo dos animais positivos por meio da técnica de PCR em
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Destacando- se a figura 4B, com énfase na analise de PCR, observaram- se
destaque no ponto de vista estatistico em fase de maternidade, com maiores
positividades, seguida da fase de terminacao e creche, respectivamente. As fases de
matrizes e crescimento se mostraram semelhantes estatisticamente, inferior as

demais fases estudadas, com apenas um animal em cada fase mencionada.
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Considerando a granja 1, e com base nas figuras 5A e 5B, é possivel observar
que os resultados das matrizes e dos animais de terminacao foram estatisticamente
mais altos que as demais categorias, considerando a soropositividade, tendo
resultados significativos diante todas as demais, exceto terminacdo, que foi
estatisticamente semelhante que a fase de matrizes. Ao considerar a média dos titulos
de anticorpos encontrados, foi possivel notar que tal referéncia foi estatisticamente
mais intensa para maitrizes, seguida de terminacdo e maternidade. Nas fases de
creche e crescimento, observaram- se semelhanca estatistica, com intensidade mais
baixa nos titulos de anticorpos. Em relagdo a PCR, notaram- se semelhanca
estatistica entre as fazes de maternidade e terminacao, além de semelhanca entre

matrizes e crescimento, e negatividade em fase de creche.

Figura 5. Numero de soropositivos, média dos Log4 de anticorpo e PCR positivos
na granja 1. A: Numero total absoluto de soropositivos na granja 1, considerando
suas respectivas fases de producao. B: Média do Log4 dos titulos de anticorpos
dos animais da granja 1 e numero absoluto de positividade em PCR na
propriedade
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Na granja 3, a fase de maternidade, a positividade sorolédgica foi superior do
que as demais, tendo destaque quando comparada pelo pardmetro de numero de
animais soropositivos. O resultado das matrizes foi estatisticamente diferente dos
animais da fase de terminagdo apenas, enquanto o resultado da maternidade foi
estatisticamente diferente dos animais da fase de crescimento e de terminacao;
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Considerando- se a analise sorologica, observaram- se maior intensidade
estatisticamente em fase de maternidade, seguida de semelhanca entre matrizes e
animais de creche. Crescimento e terminagdo mostraram- se inferiores, de forma
decrescente, respectivamente; Destaca- se ainda que a técnica de PCR constatou
negatividade para todas as fases de producéo. Tais dados sao ilustrados nas figuras
6A e 6B.

Figura 6. Numero de soropositivos, média dos Log4 de anticorpo e PCR positivos
na granja 3. A: Numero total absoluto de soropositivos na granja 3, considerando
suas respectivas fases de producdo. B: Média do Log4 dos titulos de anticorpos
dos animais da granja 3 e numero absoluto de positividade em PCR na propriedade
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Ao analisar os resultados da granja 4, verificaram que animais de maternidade
foram estatisticamentre diferentes de forma significativa apenas com a fase de
terminagé@o. Na sorologia quantitativa, foi possivel notar semelhancga estatistica entre
as fases de matrizes e maternidade, com decaimento dos niveis de anticorpos nas
demais fases de creche, crescimento e terminacao, respectivamente. Em relacao a

PCR, todas foram negativas. Tais resultados sao ilustrados pelas figuras 7A e 7B.
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Figura 7. Numero de soropositivos, média dos Log4 de anticorpo e PCR positivos
na granja 4. A: Namero total absoluto de soropositivos na granja 4, considerando
suas respectivas fases de producgéo. B: Média do Log4 dos titulos de anticorpos
dos animais da granja 4 e numero absoluto de positividade em PCR na propriedade
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Em relacao a granja 5, sob o auxilio das figuras 8A e 8B, foi possivel verificar
que o numero de animais soropositivos das categorias de matrizes e animais de
terminacdo foram estatisticamente superiores em relacdo ao numero de animais
soropositivos da fase maternidade, creche e crescimento. Leitbes de maternidade e
de creche tiveram diferenca estatistica, quando comparadas com a fase de
crescimento. Quanto a analise de titulos de anticorpos, observaram- se semelhanca
estatistica entre todas as fases, com excecdo da fase de crescimento que se
demonstrou titulos de anticorpos inferiores. Na técnica de PCR, se sobressaiu a fase
de maternidade, com maior deteccdo do RNA viral, seguida da fase de creche, ainda
com uma importante diferenca. Enquanto as demais fases nao apresentaram

positividade.
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Figura 8. Numero de soropositivos, média dos Log4 de anticorpo e PCR positivos na
granja 5. A: Numero total absoluto de soropositivos na granja 5, considerando suas
respectivas fases de producdo. B: Média do Log4 dos titulos de anticorpos dos
animais da granja 5 e numero absoluto de positividade em PCR na propriedade
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Na comparacao realizada entre as fases de producédo nas granjas estudadas,
a qual esta ilustrada na figura 9, pode- se observar imagens em verde que mostram
diferenca estatistica, e em vermelho, que ndo ha tal diferenca. Ha uma
heterogeneidade entre as granjas, com destaque na comparacao entre maternidade
e terminagdo, uma vez que ha diferencas estatisticas entre elas no método soroldgico
qualitativo, o que é ilustrado na figura 9. Na granja 2 foi irrelevante tal analise, pelo

motivo de esta se apresentar negativa, tanto no ambito sorol6gico quanto molecular.



Figura 9: Avaliacao de relacao de significancia entre as fases de criacdo de suinos
soropositivos, em anadlise qualitativa, onde verde mostra diferenca estatistica entre

as fases, e em vermelho onde tal diferenga ndo ocorre.
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6. DISCUSSAO

A infeccao e doenca causada pelo Senecavirus A € de suma importancia para
a suinocultura, uma vez que pode afetar a saude e bem-estar dos animais, com
importantes perdas zootécnicas, como também trazer sérios prejuizos, uma vez que
se trata de uma doenca vesicular, 0 que acarreta em tramites indispensaveis na cadeia
produtiva e sanitaria de producao de produtos de origem animal. Trata- se de um
grande desafio trazido de um virus pequeno, nao envelopado, de dificil controle, sem
predilecdo de idade, com perfil de resisténcia no ambiente e potencial perpetuacao
nas propriedades (HAWKO et al., 2022) . Este estudo trouxe importantes colocagbes
a respeito de granjas expostas naturalmente pelo SVA em anos anteriores,
ressaltando que os rebanhos ndo foram vacinados para a doenca, e também néo
manifestaram sintomatologia clinica relacionada a infecgéao pelo SVA.

De acordo com a analise da PCR em tempo real, a positividade mencionada
nos animais das granjas 1 e 5 se justificam pela excrecdo do RNA viral nas fezes
coletadas, o que fundamenta a afirmagéo de (JOSHI et al., 2016), quando descreve a
excrecao viral pelas vias nasal, fecal e oral. Ainda sobre esta positividade nas
propriedades em questado, percebe- se um alinhamento com as ideias de (JOSHI et
al., 2016), os quais afirmaram que a presenca do virus em instalacées, ambientes,
moscas e demais espécies de animas, sendo estes veiculos de extrema capacidade
de transmissao do virus, trazendo desafios para controle e erradicagdo do mesmo que
ja € endémico no pais (MULLER et al., 2020).

Em relacao as fases pelas quais apresentaram- se positividade para infeccao
viral, & possivel perceber uma presenca marcante em matrizes, que sdo animais
alojados por longo periodo, sendo altamente desafiados e expostos aos patdégenos
que uma granja pode conter. Embora ha relatos de doengas pelo SVA em animais
com idade, sexo ou fase de producao diferentes conforme (VIEIRA et al., 2022),
percebe- se que as matrizes foram as mais desafiadas no estudo.

Por ser uma infecgdo transiente, € plausivel que nem todos os animais
apresentem excrec¢ao viral, pois uma provavel infeccao pode ter cessado antes que
fosse realizada a coleta dos materiais biolégicos para o presente estudo (LIU et al.,
2020).

Em relacdo a técnica de soroneutralizacao, se faz valido mencionar que um
soro positivo contém anticorpos especificos, que impedem que o virus atinja a

monocamada celular, e, por conseguinte, ela se mantenha integra, diferentemente do
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soro negativo que, na auséncia de anticorpos neutralizantes, o virus atue livremente
na monocamada celular pela qual ele tenha tropismo, gerando destruicao e alteragao
celular (FLORES, 2007). A positividade encontrada nos ensaios se justifica pelo fato
de que os animais em questao tiveram contato prévio com o virus, apresentando entéo
resposta imunolégica, em diferentes intensidades, o que é mencionado na tabela 2. E
importante mencionar que a granja 2 nao apresentou atividades de anticorpos nas
diluicoes realizadas. JOSHI et al., 2016 observaram resposta imunolégica frente ao
SVA, com produgéo de anticorpos neutralizantes, do 5° ao 38° dia pds infecg¢ao viral.
Por outro lado, GOOLIA et al., 2017 mostraram em seu trabalho que, apds 180 dias
de infeccao, ja puderam observar decaimento de anticorpos em alguns animais.
Nesse sentido, € possivel inferir que ndo havia desafio pelo Senecavirus no momento
da coleta ha pelo menos 180 dias antes da coleta na propriedade, considerando que
esta granja ja era povoada com animais diferentes daqueles que passaram pelo
desafio da doenca. Ademais, exalta-se a importdncia de um bom manejo de
biosseguridade para erradicacdo da doenca, mesmo diante do fato de o virus ser
endémico, juntamente com todos os desafios que isto traz para a cadeia produtiva
animal e saude unica (BAKER et al., 2017) (PREIS et al., 2022).

E valido ressaltar que a positividade em matrizes é marcante em todas as
propriedades positivas nos ensaios sorologicos, principalmente nas granjas 1 e 4.
Tratam- se de animais sempre muito desafiados, por consequéncia dos longos tempos
de permanéncia na granja, com grandes oscilagbes hormonais, como também é
importante considerar sua alta rotatividade necessaria nas fases de producéo
(HOUSTON; TEMEEYASEN:; PINEYRO, 2020).

Através do sequenciamento foi possivel notar que o RNA viral detectado nos
animais do experimento manteve coeréncia com a realidade da regido, se
equiparando as cepas brasileiras, que certamente circulam desde sua deteccao no
pais, e desafiam diversas propriedades suinicolas, acarretando muitas vezes em
doencas vesiculares (FERONATO, et al., 2017).

Em se tratando dos animais positivos sorologicamente na fase de maternidade,
muito provavel a detecgao de anticorpos provenientes de imunidade passiva, por meio
de colostragem, apesar de isso ndo anular a ocorréncia de infecgao natural e resposta
imunoldgica dos animais submetidos ao estudo (MAGGIOLI et al., 2019b). Na fase de
creche, um ponto critico a ser analisado, é a intensidade do estresse que o animal é

exposto, uma vez que ha mudancga brusca em sua vida, somado a separagao da mae



38

e interagdo com outros individuos nas baias. E conhecido que o estresse é fator
predisponente para infecgdes diversas, nao diferente com o SVA. Ha possibilidade de
imunossupresséo, e baixas respostas humorais frente a tal desafio, embora ainda
assim titulos altos tenham sido encontrados nessa fase de criagdo, principalmente nas
granjas 3 e 4 (MONTIEL et al., 2016).

Um decaimento no numero de animais positivos em sorologia qualitativa e
quantitativamente na fase de animais de crescimento pode ser justificado pelo pico de
decaimento de provaveis anticorpos maternos (HOUSTON et al., 2019). E uma fase
importante na qual os animais iniciem mais autonomia imunoldgica, frente aos
desafios naturais que os animais dessa fase sdo submetidos. E possivel a ocorréncia
de infecgdo natural, mesmo em fases de criagdo anteriores, justificando respostas
imunoldgicas e producéo de anticorpos neutralizantes em alguns animais. Também é
um ponto importante a ser estudado para fins de protocolos vacinais, pelo provavel
decaimento de anticorpos e autonomia imunoldgica (LIU et al., 2022).

Para os animais da fase de terminacdo, importante se faz colocar a
consideracao de que sdo animais mais velhos, cuja trajetoria na granja permita maior
possibilidade de exposicao a infeccao viral, com consequente producao de anticorpos
neutralizantes, somada a maturidade imunoldégica com producdo de anticorpos,
mesmo que nao tao intensa (HOUSTON et al., 2019).

E muito importante ressaltar que a individualidade de cada animal e o0 ambiente
ao qual ele é exposto condiz muito com seu perfil soroldégico em uma determinada
propriedade (MAGGIOLI et al., 2019b). Tal fato pode justificar as oscilacées entre o
perfil sorolégico e titulacao de anticorpos constatados no experimento em cada granja.

Doencas virais sempre foram desafiadoras para animais e humanos, uma vez
que ha limitagdes em tratamentos para a solugao da problematica (MORENS; FAUCI,
2020). Embora ja existam vacinagdes para profilaxia da doenga causada pelo SVA,
medidas de biosseguridade estdo dentre as mais importantes para o controle de
enfermidades infecciosas. Nesse sentido, PREIS et al., 2022 ressalta que basicas
acOes como estas resultam em protecao aos planteis frente as ameacas biolégicas,

promovendo uma criagdo mais segura e produtiva.
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7. CONCLUSOES

E irrefutavel que a presenca de infeccdo sem ocorréncia de sinais clinicos da
doenca é real no presente estudo, e pode ser fator impar em se tratando da evolugao
e perpetuacao do agente nas propriedades ou mesmo na regido em que 0 mesmo se
instala, isso € explicado pelas positividades em PCR, em 3,8% dos animais
estudados, em duas granjas, ou seja, nelas o material genético do virus foi
encontrado. A distribuigdo e resposta imunolégica de 50,4% dos animais soropositivos
em todas as propriedades, exceto a granja 2, mostraram importantes pontos de
controle e monitoracdo, sendo a sorologia fator primordial na rotina de producao
suinicola, promovendo um melhor controle de sanidade e de eficiéncia produtiva dos
planteis, uma vez que isso conforma o contato dos animais com o virus. Ademais, tal
método diagndstico permite verificar a resposta imunolégica dos animais frente as
infecgbes, com presenga de anticorpos, em diferentes intensidades conforme foi
mostrado no estudo.
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