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RESUMO 
LEME, Raquel Arruda. Senecavirus A: virose vesicular emergente na suinocultura brasileira. 
2017. 165f. Tese (Doutorado em Ciência Animal; Área de Concentração: Sanidade Animal) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017. 
 
 
 

RESUMO 
 
 

As doenças vesiculares são de grande importância para a Medicina Veterinária. A febre aftosa, a 
doença vesicular suína, o exantema vesicular suíno e a estomatite vesicular são doenças 
vesiculares clássicas de etiologia viral. Na família Picornaviridae estão incluídos o vírus da febre 
aftosa e o vírus da doença vesicular suína que ocasionam lesões vesiculares em suínos. Entretanto, 
dois estudos realizados no Canadá e nos EUA a partir de 2008 identificaram uma nova espécie de 
picornavírus, denominada Senecavirus A, como o mais provável agente etiológico de doença 
vesicular, similar à febre aftosa, em suínos. No final de 2014 e início de 2015 houve diversos 
relatos de doença vesicular em suínos nas fases de creche e terminação, além do aumento da 
incidência de doença multissistêmica em leitões, com altas taxas de mortalidade, nos principais 
estados brasileiros produtores de suínos. O objetivo deste estudo foi investigar a infecção natural 
pelo Senecavirus A em suínos de diferentes categorias de produção provenientes de granjas dos 
estados brasileiros de maior importância para a suinocultura. Para isso foram realizados três 
estudos. O primeiro estudo teve como objetivo investigar a infecção pelo Senecavirus A em surtos 
de doença vesicular de origem desconhecida em suínos das categorias de creche e adultos. Um 
conjunto de primers específico para amplificar um produto de 542 pb da região VP3/VP1 do 
genoma do vírus foi desenhado para ser utilizado na técnica de RT-PCR. Amostras clínicas de 
suínos foram coletadas em oito granjas com surto da doença vesicular, incluindo fluido vesicular 
(n=4), swabs de vesículas rompidas (n=7) e raspados de lesões ulcerativas (n=5). Foram também 
analisadas raspados de pele (n=52) de suínos assintomáticos provenientes de granjas com e sem 
histórico da doença. Os agentes virais de doenças vesiculares clássicas foram investigados e não 
foram detectados. O RNA do Senecavirus A foi detectado em todas as amostras (16/16) 
provenientes de animais acometidos pela doença vesicular, enquanto nenhuma das amostras de 
animais assintomáticos foram positivas para o vírus. O segundo e o terceiro estudos descrevem, 
respectivamente, novas manifestações clínicas associadas ao Senecavirus A assim como os 
achados patológicos, imunohistoquímicos e moleculares associados à infecção, ambos em leitões 
neonatos com 1 a 5 dias de idade. No segundo estudo, foram analisadas amostras de 
órgãos/tecidos (n=81) e de fezes (n=6) de 10 leitões, provenientes de cinco granjas dos estados do 
Paraná, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul. O terceiro estudo é complementar ao segundo e 
foram incluídas amostras clínicas de mais dois leitões provenientes dos estados de São Paulo e 
Santa Catarina, totalizando 102 amostras de órgãos/tecidos e 8 amostras de fezes. Todos os leitões 
incluídos nos estudos manifestaram sinais clínicos de fraqueza, letargia, salivação excessiva, 
hiperemia cutânea, sinais neurológicos, diarreia e/ou morte espontânea. Em conjunto, os 
resultados desses dois estudos revelaram que os achados de necropsia mais comuns foram 
impressão das costelas em pulmões (n=9), glossite diftérica (n=6) e lesões ulcerativas na banda 
coronária (n=5). A histopatologia revelou pneumonia intersticial (n=12), miocardite (n=6), 
glossite diftérica (n=3), encefalite (n=3) e atrofia das vilosidades intestinais com vacuolização das 
células epiteliais superficiais (n=6). A imunohistoquímica com anticorpos monoclonais 
específicos para Senecavirus A demonstrou imunorreatividade no plexo coróide do cérebro, 
epitélio degenerado de lesões ulcerativas da língua, uroepitelio do rim e vesícula urinária e nas 
células superficiais do intestino e em vários tecidos dos leitões; os ensaios moleculares para os 
outros vírus avaliados apresentaram resultados negativos. Os estudos descrevem pela primeira vez 
a infecção pelo Senecavirus A fora da América do Norte e sugerem que o vírus seja o agente 
causal dos surtos de doença vesicular descritos no Brasil, bem como a participação do vírus em 



 

  

múltiplas lesões observadas em leitões neonatos, caracterizando-se como um vírus pantrópico 
capaz de causar doença multissistêmica em suínos infectados precocemente.  

 
Palavras-chave: Picornaviridae. Seneca Valley virus. Suínos. Leitões. Doença vesicular. 



 

  

ABSTRACT 
LEME, Raquel Arruda. Senecavirus A: an emerging vesicular infection in Brazilian pork 
production. 2017. 165p. Thesis (PhD degree in Animal Science; Concentration area: Animal 
health) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017. 
 
 

ABSTRACT 
 
 

Vesicular diseases are of great importance for Veterinary Medicine. Foot-and-mouth disease, 
swine vesicular disease, vesicular exanthema of swine, and vesicular stomatitis are classical 
vesicular diseases of viral etiology. In the Picornaviridae family are included the foot-and-
mouth disease virus and swine vesicular disease virus that cause vesicular lesions in pigs. 
However, two studies conducted in Canada and in the United States from 2008 identified a 
new species of picornavirus, known as Senecavirus A, as the most likely etiological agent of 
vesicular disease, similar to foot-and-mouth disease, in swine. At the end of 2014 and early 
2015 there were several reports of vesicular disease in pigs at nursery and finishing ages, as 
well as an increasing in the incidence of multisystemic disease in piglets with high mortality 
rates in the major Brazilian pig-producing states. The objective of this study was to 
investigate the natural infection by Senecavirus A in pigs of different production categories 
from herds of the Brazilian states of greater importance for pork industry. Three studies were 
carried out. The first study aimed to investigate the Senecavirus A infection in outbreaks of 
vesicular disease of unknown etiology in weaned and adult pigs. A specific primer set for 
amplifying a 542 bp product from the VP3/VP1 region of the virus genome was designed for 
use in the RT-PCR technique. Clinical samples of pigs were collected from eight farms with 
vesicular disease outbreak, including vesicular fluid (n=4), swabs of ruptured vesicle (n=7), 
and scrapping of ulcerative lesions (n=5). Cutaneous scrappings (n=52) of asymptomatic pigs 
from farms with and without vesicular disease history were also analyzed. The viral agents of 
classic vesicular diseases were investigated and were not detected. Senecavirus A RNA was 
detected in all samples (16/16) of vesicular disease-affected animals, while none of the 
samples from asymptomatic pig were positive for the virus. The second and third studies 
describe, respectively, new clinical manifestations associated with Senecavirus A and 
pathological, immunohistochemical, and molecular findings associated with infection, both in 
neonatal piglets at 1 to 5 days of age. In the second study, organ/tissue samples (n=81) and 
feces (n=6) of 10 piglets from five herds of the states of Paraná, Santa Catarina, and Mato 
Grosso do Sul were analyzed. The third study is complementary to the second, and clinical 
samples of two more piglets from the states of São Paulo and Santa Catarina were included, 
totalizing 102 organ/tissue samples and 8 fecal samples. All piglets included in the studies 
showed clinical signs of weakness, lethargy, excessive salivation, cutaneous hyperemia, 
neurological signs, diarrhea, and/or spontaneous death. Overall, the results of these two 
studies revealed that the most common necropsy findings were faint rib impressions on the 
pleural surface of the lungs (n=9), diphtheritic glossitis (n=6), and ulcerative lesions at the 
coronary band (n=5). Histopathology revealed interstitial pneumonia (n=12), myocarditis 
(n=6), diphtheritic glossitis (n=3), encephalitis (n=3), and atrophy of intestinal villi with 
vacuolation of the superficial epithelial cells (n=6). Immunohistochemistry with monoclonal 
antibodies specific for Senecavirus A demonstrated immunoreactivity of the choroid plexus of 
the cerebrum, degenerate epithelium of ulcerative lesions of the tongue, the urothelium of the 
kidney and urinary bladder, and the superficial cells of the intestine and in various tissues of 
the piglets. The molecular tests for the other viruses evaluated showed negative results. The 
studies describe for the first time the infection by Senecavirus A outside of North America and 



 

  

suggest that the virus is the causative agent of the outbreaks of vesicular disease described in 
Brazil, as well as the participation of the virus in multiple lesions observed in neonatal piglets, 
characterizing as a pantropic virus able to produce a multisystemic disease entity in pigs 
infected at an early age. 
 
Key Words: Picornaviridae. Seneca Valley virus. Swine. Piglets. Vesicular disease. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 
1.1 INTRODUÇÃO 

 

 O Seneca Valley virus (SVV), como foi inicialmente denominado, foi isolado pela 

primeira vez em Gaithersburg, cidade localizada no estado de Maryland, nos Estados Unidos 

da América (EUA), em 2002, a partir de meio de cultura de células. Presume-se que o vírus 

tenha sido introduzido no cultivo celular pelo uso de soro bovino ou tripsina suína 

contaminados com o SVV (KNOWLES; HALLENBECK, 2005). O nome do vírus tem sua 

origem no Seneca Creek State Park, local próximo ao laboratório (Neotropix, Inc.) onde o 

vírus foi descoberto, em Maryland (SEGALÉS et al., 2016).   

Até 2014 havia apenas três sequências genômicas completas de SVV disponíveis em 

bases públicas de dados (números de acesso no GenBank NC_011349, DQ641257 e 

KC667560). Consequentemente, há poucos estudos baseados no genoma completo do vírus, 

cujo protótipo foi denominado SVV-001 (número de acesso no GenBank DQ641257) 

(HALES et al., 2008; VENKATARAMAN et al., 2008; WILLCOCKS et al., 2011). Esses 

estudos permitiram a classificação definitiva do Seneca Valley virus como o único 

representante do novo gênero da família Picornaviridae, denominado gênero Senecavirus, 

espécie Senecavirus A (ICTV, 2016) (Anexo 7.1). 

 

1.2 CARACTERÍSTICAS DO SENECAVIRUS A 

O SVV-001 possui o genoma típico de outros picornavírus, com o padrão L-4-3-4, ou 

seja, Leader – 4 polipeptídeos da P1 – 3 polipeptídeos da P2 – e 4 polipeptídeos da P3. O 

RNA genômico do SVV consiste de aproximadamente 7200 nucleotídeos (nt), além de 666 nt 

na porção 5’UTR e de 71 nt na 3’UTR, com cauda poli(A). O genoma viral possui uma única 

ORF que codifica uma poliproteína com cerca de 2180 aminoácidos (aa) (HALES et al., 

2008). A Figura 1 demonstra a representação do genoma do Senecavirus A antes e após o 

processamento da poliproteína única, precursora das demais proteínas virais. 
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Figura 1. Organização esquemática do genoma do Senecavirus A. No topo, a poliproteína precursora é 
flanqueada pela região 5’UTR, no qual a proteína ligada ao genoma (genome-linked protein, VPg) e o 

sítio interno de entrada ao ribossomo (internal ribosome entry site, IRES) do tipo IV estão 

representados; a cauda poli(A) está representada na porção terminal da região 3’UTR. Na porção 
intermediária da figura, a proteína Leader (L) e as três outras principais proteínas P1, P2 e P3 são 

apresentadas, com a indicação das sequências codificantes do capsídeo e das proteínas não estruturais. 

Na porção inferior, está representada cada uma das proteínas virais maduras após o processamento da 
poliproteína, com o padrão L-4-3-4 definido. O motif NPG↓P, conservado para os picornavírus, na 

porção terminal da proteína 2A está presente, assim como a VPg codificada pela 3B. A 3C protease e 

3D polimerase, a qual é representada pela RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), são 

apresentadas. 
Fonte: Adaptado de Segalés et al. (2016). 

 

A análise da sequência dos nt 1-400 da 5’UTR do protótipo SVV-001 revelou altos 

níveis de estruturas secundárias (HALES et al., 2008). A região 5’UTR do genoma do 

Senecavirus A possui um sítio de entrada no ribossomo (internal ribosome entry site - IRES), 

cuja função é permitir a tradução do RNA viral de forma independente por meio da inibição 

da tradução do RNA celular. A sequência entre os nt 406-625 apresenta identidade de 57,3% 

com o vírus da Hepatite C (família Flaviviridae), sugerindo que a IRES do SVV-001 seja do 

tipo IV (WILLCOCKS et al., 2011). Esse estudo corrobora resultados anteriores, em que 

várias estruturas secundárias a partir de flavivírus e picornavírus foram identificadas 

(FLATHER; SEMLER, 2015; HELLEN; DE BREYNE, 2007; MARTINEZ-SALAS et al., 

2015).  

As características genômicas do Senecavirus A são muito semelhantes às dos vírus 

membros do gênero Cardiovirus, especialmente em relação aos polipeptídeos P1, 2C, 3C e 

3D. Por outro lado, o SVV-001 difere dos cardiovírus nos polipeptídeos 2B e 3A, além da 

IRES, que nos cardiovírus é do tipo II. As regiões 2A, 2B, 3A e 3B do SVV-001 diferem 

consideravelmente daquelas de todos os outros picornavírus (HALES et al., 2008). 
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Desde 2002 foram realizados estudos enfocando as propriedades biológicas e 

sorológicas do Senecavirus A, bem como a sua epidemiologia em rebanhos suínos de 

diferentes estados norte-americanos. Com base nestes estudos, os suínos foram considerados 

hospedeiros naturais do Senecavirus A, ao qual não foi, inicialmente, estabelecida uma 

patologia específica (KNOWLES et al., 2006). 

 

1.3 HISTÓRICO 

 

1.3.1 Doença vesicular idiopática suína 

As doenças vesiculares são de grande importância para a Medicina Veterinária. A 

febre aftosa (FMD), a doença vesicular suína (SVD), a estomatite vesicular (VS) e o 

exantema vesicular suíno (VES) são doenças vesiculares clássicas que acometem suínos. A 

FMD é considerada a doença animal de maior importância em todo o mundo. A SVD, VS e o 

VES causam sinais clínicos semelhantes aos da FMD, incluindo a manifestação de lesões 

vesiculares, e são clinicamente indistinguíveis da infecção pelo vírus da FMD. Portanto, todos 

os agentes virais de doenças vesiculares clássicas estão incluídos na lista de doenças de 

notificação obrigatória estabelecida pela OIE (OIE, 2016).  

Casos de doença vesicular de etiologia desconhecida haviam sido descritos em suínos 

provenientes de diferentes países. Na Nova Zelândia, na Austrália e nos EUA (Florida) os 

relatos ocorreram na década de 1980; a descrição de doença vesicular idiopática suína na 

Europa foi realizada no Reino Unido em 2007 e na Itália em 2010. Nos relatos da Nova 

Zelândia (MONTGOMERY et al., 1987) e da Austrália (MUNDAY; RYAN, 1982) a 

ocorrência de lesões vesiculares em suínos foi associada com alimentação à base de produtos 

marinhos e com vegetais (aipo, nabo e cenoura) contaminados com toxinas do fungo 

Sclerotinia sclarotiorum. Já nos casos ocorridos na Florida (GIBBS et al., 1983), Reino Unido 

(ISID, 2007) e na Itália (SENSI et al., 2010), os resultados foram negativos para as doenças 

vesiculares clássicas (FMD, VS, SVD, VES), não sendo identificada(s) a(s) possível(is) 

causas dos surtos de doença vesicular nesses animais (SEGALÉS et al., 2016).   

Em nenhum dos surtos descritos anteriormente o Senecavirus A foi pesquisado. Na 

Nova Zelândia, na Austrália e na Flórida o Senecavirus A certamente não foi investigado 

devido às datas em que os eventos ocorreram, uma vez que ainda não se tinha conhecimento 

do vírus naquela época. Já nos casos do Reino Unido e da Itália, as informações disponíveis 
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referentes a esses surtos são limitadas, não sendo possível estabelecer os motivos pelos quais 

o Senecavirus A não foi investigado e impedindo uma abordagem apropriada de ambos os 

eventos (LEME  et al., 2015).  

Em 2004, em Indiana (EUA), surtos de doença vesicular foram descritos em suínos 

alojados em maternidade, creche e terminação. Os animais apresentavam um ou mais dos 

sinais clínicos de letargia, febre e lesões vesiculares íntegras e/ou rompidas em mucosas oral e 

gengival, língua, focinho, casco, principalmente na região da banda coronária, além de 

claudicação. Naquela ocasião, os agentes virais responsáveis pelas infecções vesiculares 

clássicas (FMD, VS, SVD e VES) foram pesquisados e não foram encontradas evidências da 

ocorrência de alguma dessas viroses nos rebanhos acometidos. Outro vírus, atualmente 

denominado Teschovirus A e também pertencente à família Picornaviridae, foi detectado em 

amostras de alguns dos animais acometidos e também em tecidos de suínos saudáveis 

pertencentes ao mesmo rebanho. Por se tratar de um vírus ubíquo em populações de suínos de 

diferentes idades em todo o mundo, a presença do Teschovirus A não foi associada à 

ocorrência das doenças vesiculares e foi considerado apenas um achado acidental. Enfim, o 

agente etiológico causal das lesões vesiculares deste surto não foi identificado. Por ser de 

etiologia desconhecida, a doença passou a ser chamada de doença vesicular idiopática suína 

(AMASS et al., 2004). 

 

1.3.2 Senecavirus A associado à doença vesicular em suínos 

Em 2007, três anos após os surtos ocorridos no estado norte-americano de Indiana, 

Pasma; Davidson e Shaw (2008) relataram que suínos procedentes de sete granjas do Canadá 

e que estavam sendo transportados para Minnesota, EUA, apresentaram lesões vesiculares ou 

ulcerativas em focinho e ao longo da banda coronária, com separação dos tecidos do casco e 

descamação dos seus anexos. Cerca de 80% destes animais apresentavam claudicação e 

apenas alguns apresentavam febre. Todos os testes realizados para a identificação de vírus 

causadores de lesões veiculares em suínos tais como os vírus da FMD, VS, SVD e VES 

resultaram negativos. Entretanto, por meio da técnica molecular da reação da polimerase em 

cadeia, precedida de uma etapa de transcrição reversa (RT-PCR), o RNA do Senecavirus A foi 

detectado no material biológico proveniente dos suínos acometidos, sendo considerado o 

provável agente causal da doença vesicular naquele lote de animais (PASMA; DAVIDSON; 

SHAW, 2008). 
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Ao longo de 20 anos (1988-2008), por meio de estudos sorológicos retrospectivos, 

outras 12 cepas virais, sorologicamente semelhantes ao protótipo SVV-001, foram detectadas 

no Laboratório Nacional de Serviços Veterinários (NVSL), em Ames, Iowa, EUA, a partir de 

suínos provenientes de diferentes estados norte-americanos, o que sugere que o SVV-001 e as 

outras cepas são comuns e estão amplamente distribuídas, tanto temporal quanto 

geograficamente, naquele país (HALES et al., 2008). 

Um caso isolado de doença vesicular suína ocorreu em um animal presente em uma 

exposição agropecuária do estado americano de Indiana em 2012 (SINGH et al., 2012). 

Raspados das lesões vesiculares e fluido orofaríngeo do animal de 6 meses de idade e com 

sinais clínicos foram negativos por RT-PCR para os vírus da FMD, VS, SVD e VES. Foram 

também realizados estudos sorológicos a partir de amostras deste animal utilizando diferentes 

metodologias, com resultados também negativos para os vírus classicamente envolvidos com 

a ocorrência de sinais clínicos vesiculares em suínos. A tentativa de isolamento viral a partir 

das amostras de raspados das lesões vesiculares e do fluído orofaríngeo não foi eficiente em 

isolar qualquer vírus. Entretanto, por meio da técnica de RT-PCR, foi possível identificar o 

Senecavirus A a partir das lesões vesiculares deste animal. Este foi o segundo estudo em que o 

Senecavirus A foi identificado em suínos com doença vesicular em que as outras doenças 

vesiculares clássicas haviam sido descartadas por testes específicos (SINGH et al., 2012). 

Desde 2015, vários outros surtos de doença vesicular associada à infecção pelo 

Senecavirus A têm sido relatados em rebanhos suínos nos EUA (CANNING et al., 2016; 

GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; GUO et al., 2016; HAUSE et al., 2016; WANG et al., 2016; 

ZHANG et al., 2015), especialmente em animais de reprodução, colocando em alerta as 

autoridades sanitárias daquele país.  

 

1.3.3 Senecavirus A e doença vesicular em suínos no Brasil 

Desde o final de 2014 e o início de 2015 surtos de doença vesicular em suínos nas 

fases de creche, terminação e em reprodutores foram relatados nos estados de Mato Grosso, 

Minas Gerais, Goiás, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os casos 

relatados no Paraná e em Santa Catarina foram investigados por pesquisadores brasileiros da 

Universidade Estadual de Londrina (LEME et al., 2015), enquanto os casos descritos em 

Minas Gerais e Goiás foram investigados por pesquisadores da Universidade de Minnesota, 

EUA (VANNUCCI et al., 2015).  
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 O estudo realizado pelo grupo brasileiro identificou o Senecavirus A a partir de líquido 

de vesículas de suínos adultos, em lesões vesiculares de língua e mucosa oral e em raspados 

cutâneos de lesões vesiculares de animais de 22 a 65 dias de idade. Animais assintomáticos de 

granjas suinícolas, com e sem relatos da doença, também foram amostrados e foram negativos 

para todos os agentes virais pesquisados, incluindo o Senecavirus A. Por meio de técnicas 

moleculares, como PCR, RT-PCR e PCR quantitativa (qPCR), que não exigem a manipulação 

do agente viral, outros picornavírus (Teschovirus A, Sapelovirus A e Enterovirus G), 

previamente descritos como possíveis agentes causais de lesões cutâneas em suínos e/ou já 

identificados em rebanhos suinícolas brasileiros, foram também pesquisados, não tendo sido 

detectados (LEME et al., 2015).  

Paralelamente, os estudos conduzidos nos EUA a partir de amostras biológicas de 

rebanhos suínos acometidos pela doença vesicular provenientes dos estados de Minas Gerais e 

Goiás confirmaram a presença do Senecavirus A nos animais avaliados (VANNUCCI et al., 

2015).   

Tendo como base os resultados negativos para outras importantes doenças vesiculares 

suínas, na epidemiologia dos surtos e na detecção do genoma do Senecavirus A em animais 

acometidos e do isolamento do vírus a partir de líquido de vesícula desses animais, este vírus 

foi considerado o mais provável agente causal da doença vesicular suína relatada nos 

rebanhos brasileiros (LEME et al., 2015; VANNUCCI et al., 2015). Posteriormente, outro 

estudo conduzido por pesquisadores brasileiros a partir de amostras de tecidos e soro de 

suínos com suspeita de doença vesicular associada ao Senecavirus A e provenientes dos 

estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Goiás, Santa Catarina, Paraná e Rio Grande do Sul 

também detectou o RNA do vírus (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2016). Estes foram 

os primeiros relatos do Senecavirus A fora do território norte-americano, o que sugere que o 

vírus seja um agente infeccioso emergente na suinocultura brasileira (LEME et al., 2015; 

VANNUCCI et al., 2015). 

 

1.3.4 Senecavirus A associado à síndrome multissistêmica neonatal 

Simultaneamente aos casos de doença vesicular que estavam ocorrendo no Brasil, 

também foram relatados aumentos nas taxas de mortalidade em leitões neonatos, ou seja, 

entre um e cinco dias de idade, nas principais regiões brasileiras produtoras de suínos. Os 

sinais clínicos relatados nos leitões incluíam letargia, hiperemia cutânea, diarreia, sinais 
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neurológicos e/ou morte súbita (VANNUCCI et al., 2015, LEME et al., 2016a, 2016b). 

Leitões que apresentaram morte espontânea foram submetidos à investigação diagnóstica e 

apresentaram resultados positivos para o Senecavirus A em diferentes órgãos/tecidos, tanto 

pela técnica de RT-PCR quanto por imunohistoquímica. Infecções por outros agentes virais 

responsáveis por quadros clínicos semelhantes, como os picornavírus entéricos suínos 

(Teschovirus A, Sapelovirus A e Enterovirus G), Parvovírus suíno (PPV), Circovirus suíno-2 

(PCV2), Rotavirus A (RVA), B (RVB), C (RVC) e H (RVH), Vírus da diarreia epidêmica dos 

suínos (PEDV), Vírus da gastroenterite transmissível dos suínos (TGEV) e o 

Deltacoronavírus suíno (SDCoV) foram descartadas após resultados negativos em testes 

diagnósticos realizados a partir de amostras dos mesmos animais (LEME et al., 2016a, 

2016b). 

Poucos meses após os casos relatados no Brasil, a infecção pelo Senecavirus A 

também foi associada ao aumento da incidência de mortalidade em leitões neonatos nos EUA, 

especialmente em granjas que possuíam matrizes com histórico de lesões vesiculares 

(CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016).  

Os resultados das investigações patológicas e moleculares demonstraram a 

participação do Senecavirus A em múltiplas lesões observadas nos leitões de maternidade, o 

que mostrou a suscetibilidade de suínos jovens à infecção pelo vírus (CANNING et al., 2016; 

GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; LEME et al., 2016a, 2016b). Dessa maneira, a infecção 

pelo Senecavirus A revelou-se muito importante também para essa categoria de produção.  

 

1.3.5 Senecavirus A fora do continente americano 

Em 2015, na China, suínos de granjas localizadas na província de Guangdong 

apresentaram doença vesicular, incluindo úlceras nas cavidades oral e nasal, anorexia, 

claudicação e morte súbita de leitões neonatos. As amostras derivadas desses surtos foram 

negativas para as doenças vesiculares clássicas; entretanto, apresentaram resultados positivos 

para o Senecavirus A (WU et al., 2016a, 2016b). De acordo com o que se conhece na 

literatura atual, não havia, até então, relatos sobre a infecção pelo Senecavirus A fora do 

continente americano.  
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1.4 EPIDEMIOLOGIA 

O ano de 2015 pode ser considerado um divisor na epidemiologia da infecção pelo 

Senecavirus A. Entre os aspectos da infecção que reforçam essa afirmação estão a distribuição 

geográfica do vírus, as categorias de produção acometidas, os sinais clínicos associados à 

infecção e a gravidade da doença.  

Antes de 2015, o Senecavirus A somente havia sido descrito em animais provenientes 

de países norte-americanos. Até aquele ano, nos EUA, haviam ocorrido apenas casos isolados 

de doença vesicular em suínos associada à infecção pelo Senecavirus A (LEME et al., 2015). 

Contudo, em 2015, o vírus foi descrito pela primeira vez fora da América do Norte, 

ampliando a sua distribuição geográfica. No Brasil, onde em praticamente cinco meses o vírus 

se disseminou por rebanhos de todos os principais estados brasileiros produtores de suínos, o 

Senecavirus A foi descrito como agente causal de doença vesicular em suínos de creche e 

terminação e em reprodutores, além de ter sido associado pela primeira vez à doença 

multissistêmica em leitões neonatos (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2016; LEME et 

al., 2015, 2016a, 2016b; VANNUCCI et al. 2015). A partir de então, surtos da infecção pelo 

Senecavirus A em leitões de até uma semana de idade passaram a ser relatados também nos 

EUA (CANNING et al, 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016).  

Ainda em 2015 houve a primeira descrição do Senecavirus A fora do continente 

americano, causando doença vesicular em matrizes e morte em leitões neonatos na província 

de Guangdong, China (WU et al., 2016a, 2016b). Em março de 2016, outro surto de doença 

vesicular associado à infecção pelo Senecavirus A foi relatado em leitões na província de 

Hubei, também na China (QIAN et al., 2016). 

 

1.4.1 Vias de eliminação e transmissão do Senecavirus A 

Apesar de ter sido demonstrada a circulação do Senecavirus A em rebanhos suínos dos 

EUA desde o final da década de 1980, a ocorrência de surtos em outros países (Brasil e 

China) e os sinais clínicos associados à infecção, pouco se sabe sobre a origem do 

Senecavirus A, seus reservatórios naturais, vias de transmissão e patogenia da infecção 

(BRACHT et al., 2016; JOSHI; DIEL, 2015; LEME et al., 2016b).  

Após diversos surtos da infecção pelo Senecavirus A terem sido relatados em suínos 

durante o verão de 2015 nos EUA, 2.033 amostras de fluído oral de suínos assintomáticos 
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provenientes de 25 estados norte-americanos foram investigadas pela técnica de RT-PCR para 

a identificação do Senecavirus A e apenas 1,2% das amostras avaliadas, provenientes de cinco 

estados diferentes, foram positivas para o vírus (HAUSE et al., 2016). Por outro lado, o RNA 

do Senecavirus A foi amplificado a partir de diferentes amostras biológicas de suínos de 

engorda/terminação com doença vesicular. Líquido vesicular e áreas com lesões vesiculares 

de animais naturalmente infectados apresentaram alta carga viral (2 × 10
7
 a 1,2 × 10

11
 cópias 

genômicas/mL) (GUO et al., 2016), sugerindo que o contato direto entre animais com lesões 

vesiculares íntegras e/ou rompidas e indivíduos suscetíveis provavelmente represente uma das 

mais importantes vias de transmissão do vírus.  

A excreção do Senecavirus A também foi demonstrada em amostras de fezes tanto de 

leitões que apresentavam sinais clínicos multissistêmicos, incluindo diarreia (LEME et al., 

2016a, 2016b), quanto de suínos de creche/terminação com lesões vesiculares naturalmente 

infectados pelo vírus (GUO et al., 2016). Adicionalmente, testes de imunohistoquímica e de 

RT-PCR revelaram a presença do Senecavirus A no epitélio urinário de leitões com doença 

multissistêmica, o que sugere que a urina possa ser uma possível fonte de contaminação em 

unidades produtoras de leitões acometidas pela infecção (LEME et al., 2016a, 2016b).  

A infecção experimental de suínos na fase de terminação com o Senecavirus A revelou 

a excreção viral por até 28 dias pós-inoculação (dpi) (JOSHI et al., 2016b). Todos os animais 

infectados excretaram o Senecavirus A nas secreções oral e nasal e nas fezes entre o 3° e 14° 

dpi; o pico de excreção ocorreu entre o 1° e 5° dpi, especialmente em secreção oral, que 

apresentou carga viral mais alta que secreção nasal e fezes. Após o 14° dpi, apenas alguns 

animais mantiveram a excreção viral até 28 dpi e não foi possível detectar o RNA do 

Senecavirus A em nenhum dos animais no 35° dpi (JOSHI et al., 2016b). Adicionalmente, o 

isolamento do Senecavirus A infeccioso em cultivo celular foi realizado com sucesso a partir 

de secreção oral até o 21° dpi, das fezes até o 10° dpi e da secreção nasal até o 7° dpi (JOSHI 

et al., 2016b). Portanto, a presença de secreções, especialmente oral e nasal, e excreções, ou 

seja, fezes e urina, de animais infectados pelo Senecavirus A possivelmente contribuem para a 

disseminação do vírus tanto por meio de transmissão direta, pelo contato entre animais de 

uma mesma baia, quanto indireta, na qual o agente viral contamina o ambiente, impactando na 

epidemiologia da infecção. 

Um estudo realizado em 2015 em granjas suinícolas com e sem histórico de doença 

vesicular detectou e isolou pelas técnicas de RT-PCR quantitativa e isolamento em cultivo 
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celular, respectivamente, o Senecavirus A a partir de amostras de intestino delgado e fezes dos 

ratos provenientes das granjas com histórico da infecção (JOSHI et al., 2016a). No mesmo 

estudo, o RNA do vírus também foi detectado em moscas domésticas coletadas em granjas 

acometidas e em uma granja sem histórico clínico da presença de animais com doença 

vesicular. A detecção de RNA do vírus em moscas domésticas e a partir de amostras 

biológicas provenientes de ratos, bem como o isolamento de partículas virais viáveis em 

amostras de intestino delgado e fezes dos roedores sugerem que essas espécies possam 

desempenhar algum papel na epidemiologia da infecção (JOSHI et al., 2016a). A entrada de 

pessoal; veículos, especialmente aqueles utilizados para o transporte de animais e rações; e 

equipamentos para remoção de carcaça contaminados também foram apontados como 

possíveis vias de introdução e transmissão indireta do Senecavirus A em diferentes granjas 

dos EUA (BAKER et al., 2017). 

Um estudo conduzido no Brasil investigou o Senecavirus A em 10 leitões neonatos, 

dos quais sete tinham entre um e dois dias idade. Todos os leitões incluídos naquele estudo 

apresentaram sinais clínicos agudos da infecção e morreram espontaneamente (LEME et al., 

2016a). As lesões patológicas e a detecção do Senecavirus A por RT-PCR e por 

imunohistoquímica em múltiplos tecidos/órgãos dos sete leitões neonatos sugerem a 

possibilidade de transmissão vertical. Entretanto, mais estudos devem ser realizados nessa 

linha de pesquisa para confirmar essa via de transmissão. 

 

1.4.2 Morbidade e Mortalidade nas diferentes categorias de produção de suínos 

As taxas de morbidade e mortalidade de doença associada ao Senecavirus A variam de 

acordo com as categorias de produção acometidas. Os surtos de doença associada ao 

Senecavirus A disseminam-se rapidamente entre os rebanhos. Dentro de um lote ou de cada 

rebanho onde há a infecção pela primeira vez, as taxas de morbidade variam entre 4 e 70%, na 

dependência do conjunto de sinais clínicos apresentados e da faixa etária/categoria dos 

animais (BAKER et al., 2017; CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; 

LEME et al., 2015). Não há relatos da ocorrência de novos surtos em granjas previamente 

acometidas. Acredita-se que, posteriormente, há tendência da infecção tornar-se endêmica, 

com a maioria dos animais assintomáticos e a manifestação de sinais clínicos apenas nos 

animais não infectados previamente, soronegativos ou, até mesmo, com baixos títulos de 

anticorpos.  
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Na dependência da região geográfica e dos rebanhos de origem, os surtos da doença 

apresentaram morbidade entre 0,5 e 5% para animais na fase de creche e de 5 a 30% para 

terminação e reprodutores (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; LEME et al., 2015; SEGALÉS 

et al., 2016). Excepcionalmente são relatadas taxas maiores de morbidade em matrizes, 

podendo chegar a 70-90% em algumas granjas (BAKER et al., 2017). As taxas de morbidade 

têm reflexos negativos expressivos para a produtividade uma vez que, em muitas granjas onde 

a doença vesicular foi relatada, a população de animais era relativamente grande. Em alguns 

casos a população total de suínos era de aproximadamente 30 mil, incluindo animais de 

diferentes categorias de produção (A. A. ALFIERI, comunicação pessoal). Em relação à 

mortalidade nessas categorias, de acordo com produtores e/ou responsáveis por granjas das 

principais regiões brasileiras produtoras de suínos, as taxas foram baixas (±0,2%) e de difícil 

mensuração, uma vez que a doença geralmente não ocasiona a morte de animais adultos, que 

podem ser recuperar após a remissão dos sinais clínicos.  

Para animais de maternidade as taxas de morbidade e mortalidade aumentam 

consideravelmente, especialmente em leitões entre um e quatro dias de idade. Nos casos de 

primo-infecção nessa faixa etária, as taxas de morbidade podem chegar a até 70%, enquanto 

as taxas de mortalidade variam entre 15 e 30%. Entretanto, a manifestação dos sinais clínicos 

e as altas taxas de mortalidade são transientes; a mortalidade retorna aos índices aceitáveis em 

duas a três semanas após o início da síndrome (BAKER et al., 2017; CANNING et al., 2016; 

GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; LEME et al., 2016a, 2016b;  SEGALÉS et al., 2016).  

 

1.4.3 Epidemiologia molecular 

  Após a ocorrência e/ou o aumento da incidência de surtos de doença associada ao 

Senecavirus A nos EUA, Brasil e China, sequências genômicas completas do vírus foram 

estabelecidas a partir de cepas de origem em cada um desses países (GUO et a., 2016; 

VANNUCCI et al., 2015; WANG et al., 2016; WU et al., 2016a, 2016b; ZHANG et al., 

2015). Consequentemente, algumas inferências sobre a epidemiologia molecular do 

Senecavirus A, ainda que de maneira limitada, podem ser realizadas. As sequências 

genômicas completas de Senecavirus A disponíveis até o final de 2015 apresentam, 

aproximadamente, 94% a 98% de similaridade entre si nas suas sequências de nt e aa, 

respectivamente (SEGALÉS et al., 2016). As menores identidades foram encontradas entre a 

cepa protótipo SVV-001 e uma cepa de origem norte-americana determinada em 2015. A 
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partir da análise do gene da VP1, as cepas de Senecavirus A conhecidas até então se agrupam 

em 3 grupos distintos, onde o grupo I contém o protótipo SVV-001, o grupo II contém as 

cepas norte-americanas identificadas entre 1988 e 1997 e o grupo III possui as cepas de 

Senecavirus A originárias do Brasil, Canadá, China e EUA identificadas entre 2011 e 2015 

(Figura 2) (SEGALÉS et al., 2016). 

 

 

Figura 2. Relação genética entre as cepas de Senecavirus A disponíveis em bases públicas de dados 

(GenBank) identificadas nos EUA, Brasil, China e Canadá, desde 1988 até 2016. A árvore 
filogenética, construída a partir de 540 pb da região VP1 do Senecavirus A, indica o agrupamento das 

cepas do vírus em três clusters, de acordo com o país e o período de identificação.  

Fonte: Adaptado de Segalés et al. (2016). 
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1.5 PATOGENIA, SINAIS CLÍNICOS E LESÕES 

 

1.5.1 Animais de creche, terminação e reprodutores 

A associação de doença clínica com o Senecavirus A é recente e, portanto, a biologia e 

patogenia do vírus são pouco esclarecidas, bem como o seu sítio primário de replicação e 

período de incubação. A infecção experimental de suínos com 4 meses de idade com uma 

cepa contemporânea de Senecavirus A revelou que as tonsilas dos animais infectados 

apresentaram carga viral mais alta que os demais tecidos avaliados. Vírus infeccioso foi 

isolado a partir de tonsilas até o 7° dpi, o que sugere que as tonsilas podem ser um dos sítios 

primários de replicação do Senecavirus A durante a fase aguda da infecção (JOSHI et al., 

2016b). Neste, e também em outro estudo experimental em suínos com nove semanas de 

idade, o período de incubação do vírus foi de 4-5 dias (JOSHI et al., 2016b; MONTIEL et al., 

2016,). O período de viremia foi curto, de aproximadamente 7 dias, com pico de cópias 

genômicas do vírus (≈ 1 x 10
6,5

/mL) ocorrendo no 3° dpi com subsequente redução 

progressiva, até não ser mais detectado após o 10° dpi, coincidindo com a fase aguda da 

doença (JOSHI et al., 2016b).  

Com base nos relatos descritos no Brasil, EUA e China, os sinais clínicos da infecção 

pelo Senecavirus A em suínos são clinicamente indistinguíveis daqueles causados pelos vírus 

classicamente associados à doença vesicular (FMD, VS, SVD, VES), em que a formação de 

vesículas nas regiões de mucosa oral, focinho e pés e a ocorrência de febre são características 

comuns (LEME et al., 2015; SEGALÉS et al., 2016; WU et al., 2016b).   

Os sinais clínicos da infecção pelo Senecavirus A em suínos alojados nas fases de 

creche e terminação e em reprodutores podem ser lesões vesiculares íntegras semelhantes a 

aftas, preenchidas com fluido (CANNING et al., 2016; GIMÉNEZ-LIROLA et al., 2016; 

LEME et al., 2015; SINGH et al., 2012; VANNUCCI et al., 2015); essas vesículas 

permanecem íntegras por um curto período de tempo, em alguns casos por poucas horas, e 

rapidamente se rompem, apresentando-se como úlceras epiteliais (JOSHI et al., 2016b, 

SEGALÉS  et al. 2016). As lesões são comuns na cavidade oral, no focinho e nas 

extremidades dos membros. Adicionalmente, também podem aparecer vesículas cutâneas. O 

aparecimento de vesículas pode ser antecedido por um curto período de anorexia e febre (39,5 

°C–40,8 °C) (SEGALÉS et al., 2016; WU  et al., 2016b), entretanto, febre parece não ser um 

evento comum. Os sinais clínicos nas granjas persistem por 10 a 20 dias (JOSHI et al., 2016b, 

SEGALÉS  et al. 2016, WU  et al., 2016b), na dependência do tamanho da população de 
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suínos da granja. As infecções bacterianas secundárias podem agravar o quadro clínico 

(VANNUCCI et al., 2015). 

Em animais de creche, terminação e em reprodutores as lesões macroscópicas surgem, 

inicialmente, como áreas esbranquiçadas ou eritematosas que, posteriormente, evoluem para a 

formação de vesículas (JOSHI et al., 2016b; SINGH et al., 2012). As lesões vesiculares são 

comuns na cavidade oral, principalmente na mucosa oral, na gengiva, na língua e nos lábios; 

em focinho (Figura 3) e nas extremidades dos membros, principalmente no espaço interdigital 

e na região da borda coronária dos cascos (Figura 4), podendo-se observar separação da coroa 

do casco, fissuras, desprendimento das úngulas de seus anexos e, consequentemente, 

claudicação (JOSHI et al., 2016b; LEME et al., 2015; SINGH et al., 2012). Os animais podem 

apresentar lesões vesiculares íntegras, preenchidas com fluido seroso, serosanguinolento ou, 

em casos em que há infecção bacteriana secundária, purulento (SEGALÉS et al., 2016). Após 

a ruptura, as lesões apresentam-se como úlceras epiteliais (WU  et al., 2016b) que podem ou 

não estar recobertas por exsudato serofibrinoso. Outros achados de necropsia descritos em 

matriz com lesões vesiculares incluem linfonodos edemaciados e hemorrágicos, enfisema e 

pneumonia lobular, hemorragia de miocárdio, pontos esbranquiçados em fígado e rins, 

hemorragia grave e congestão de baço e nas superfícies do cérebro e cerebelo (WU  et al., 

2016b). Como em outras doenças vesiculares, a cicatrização das úlceras inicia-se cerca de sete 

dias após o aparecimento e a reparação completa do tecido epitelial se completa em duas 

semanas (JOSHI et al., 2016b).  

Os sinais clínicos associados à infecção pelo Senecavirus A em estudos experimentais 

ficaram restritos à manifestação de doença vesicular (JOSHI et al., 2016b; MONTIEL  et al., 

2016). Entretanto, a avaliação da carga viral e da distribuição do Senecavirus A em tecidos de 

animais experimentalmente infectados revelou a presença do RNA do Senecavirus A e de 

partículas virais infecciosas em pulmões, linfonodos mediastínicos e mesentéricos, fígado, 

baço, intestinos delgado e grosso e tonsilas durante a fase clínica aguda da doença (JOSHI et 

al., 2016b). Aos 38 dpi o RNA do vírus foi também detectado em diversos órgãos dos animais 

covalescentes, com exceção dos pulmões, coração e fígado; entretanto não foi possível o 

isolamento de vírus infeccioso a partir de nenhum dos tecidos molecularmente positivos para 

o vírus (JOSHI et al., 2016b). Adicionalmente, o RNA do Senecavirus A foi detectado em 

amostras de soro (1,1 × 10
2
 a 8 ×10

5
 cópias genômicas/mL) no 3° dpi, ou seja, imediatamente 

antes do aparecimento de lesões vesiculares (JOSHI et al., 2016b; MONTIEL et al., 2016). 
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Figura 3. Lesões vesiculares em focinho e lábio inferior de suínos na fase de creche positivas para o 

Senecavirus A. 
Fonte: Laboratório de Virologia Animal/Patologia Animal – Universidade Estadual de Londrina, 

2015. 

 

 

 
Figura 4. Lesões vesiculares ulcerativas de casco de suínos de recria e terminação que foram positivas 
para o Senecavirus A. 

Fonte: Laboratório de Virologia Animal/Patologia Animal – Universidade Estadual de Londrina, 

2015. 
 

As alterações microscópicas descritas em animais dessas categorias incluem a 

observação de hiperqueratose ortoqueratótica e paraqueratótica nos membros, além de 

ulceração focal contendo debris celulares, neutrófilos íntegros e degenerados em meio a 

fibrina (SINGH et al., 2012). Na derme foi observado discreto infiltrado inflamatório 

perivascular composto por neutrófilos, linfócitos e plasmócitos acompanhado por edema e 

tecido de granulação (SINGH et al., 2012). Ulcerações com características morfológicas 

semelhantes foram observadas na cavidade oral e focinho (SINGH et al., 2012). Podem 

também ser observadas hemorragia e congestão do miocárdio e enfisema; necrose da mucosa 
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intestinal; infiltrações de linfócitos, monócitos e células plasmáticas acompanhada de necrose 

focal de hepatócitos (WU  et al., 2016b).  

Sob as condições experimentais de infecção em suínos as alterações microscópicas 

durante a fase clínica aguda da doença ficaram restritas às tonsilas, baço, linfonodos, que 

apresentaram hiperplasia linfoide leve a moderada, e aos pulmões. Neste caso, foi observada 

discreta atelectasia multifocal e, ocasionalmente, congestão difusa com discreto acúmulo 

perivascular multifocal de linfócitos, plasmócitos e macrófagos (JOSHI et al., 2016b). 

Entretanto, os estudos com base em alterações microscópicas em suínos de creche e 

terminação e reprodutores acometidos pelo Senecavirus A são limitados e investigações 

histopatológicas mais complexas da infecção em animais dessas categorias devem ser 

realizadas.  

A manifestação dos sinais clínicos resulta na dificuldade de movimentação e 

locomoção dos animais acometidos, devido à claudicação (WU  et al., 2016b; SINGH et al., 

2012), o que impede o deslocamento até os comedouros. Adicionalmente, as lesões da 

cavidade oral não permitem que os animais se alimentem adequadamente (BAKER  et al., 

2017). Consequentemente, ocorre redução na eficiência da conversão alimentar e a queda 

abrupta do ganho de peso diário dos animais. Não se pode deixar de destacar a questão de 

bem-estar dos animais acometidos que se torna, invariavelmente, comprometida (LEME et al., 

2015; PASMA; DAVIDSON; SHAW, 2008). 

Outro agravante importante nos impactos da infecção é que animais de terminação 

com lesões vesiculares ativas e/ou cicatrizadas na linha de abate são desviados para inspeção 

e não podem mais ser exportados e/ou são processados como produto submetido à cocção (A. 

A. ALFIERI, comunicação pessoal). Essa conduta de inspeção sanitária contribui 

consideravelmente com aumento nos custos da doença clínica para o produtor e, com isso, 

aumenta a importância da infecção. Portanto, as perdas na produtividade dos rebanhos devido 

à doença vesicular ocasionada pelo Senecavirus A podem ser expressivas, com impactos 

econômicos negativos que se refletem em toda a cadeia produtiva. 

 

1.5.2 Maternidade 

Na maternidade, os sinais clínicos apresentados por matrizes são semelhantes àqueles 

descritos anteriormente. Entretanto, leitões de até uma semana de idade podem apresentar 
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sinais clínicos distintos daqueles descritos para suínos de outras faixas etárias. Os sinais 

clínicos em leitões neonatos, especialmente entre um e quatro dias de idade, são mais graves e 

incluem fraqueza, letargia, hiperemia cutânea, relutância em mamar, sialorreia, diarreia, sinais 

neurológicos e/ou morte súbita (CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA, 2016; LEME 

et al., 2016a, 2016b; VANNUCCI et al., 2015;  WU  et al., 2016b). A maioria dos animais 

acometidos nessa faixa etária vem a óbito dentro de pouco tempo (um a dois dias) após o 

início dos sinais. Nos leitões que sobrevivem, os sinais clínicos persistem por três a 10 dias e 

depois desaparecem (LEME et al., 2016a, 2016b). Entretanto, esses animais apresentam taxas 

ineficientes de conversão alimentar, ganho diário de peso e crescimento, caracterizando-se 

como refugos.  

Geralmente, os leitões acometidos são mais suscetíveis a outras infecções, tanto por 

outros agentes virais quanto por outras classes de micro-organismos, como bactérias e 

protozoários (CANNING et al., 2016; LEME et al., 2016a, 2016b; SEGALÉS et al., 2016). 

Na maioria das granjas acometidas, a síndrome multissistêmica associada à infecção pelo 

Senecavirus A persiste por duas a três semanas (BAKER et al., 2017; SEGALÉS et al., 2016). 

Em algumas granjas com maior número de leitões alojados a taxa alta de mortalidade regular 

nessa categoria animal pode se manter aumentada por até quatro semanas (A. A. ALFIERI, 

comunicação pessoal). 

Em leitões neonatos, as alterações macroscópicas incluem lesões ulcerativas e/ou 

crostosas cutâneas multifocais em diferentes localizações anatômicas, incluindo a região 

ventral da mandíbula, metacarpo, vulva, articulação metatarsofalangeana e de banda coronária 

(Figura 5); aumento dos linfonodos; impressão das costelas na superfície pleural dos pulmões; 

edema pulmonar; congestão dos vasos meníngeos; hemorragias petequiais dos rins; gengivite 

e glossite diftérica e/ou necrotizante (Figura 6) (LEME et al., 2016a, 2016b; WU  et al., 

2016b). Fezes líquidas, indicativo de diarreia, foram observadas no intestino delgado de 

leitões. Outros achados são a presença de vesículas cutâneas íntegras ou rompidas, congestão 

da mucosa do intestino delgado, esplenomegalia e onfalite (LEME et al., 2016a, 2016b). 

Adicionalmente, os estômagos dos leitões costumam estar cheios de leite, o que afasta a 

possibilidade de inanição como causa dos sinais clínicos, especialmente a letargia e/ou morte 

súbita (LEME et al., 2016a, 2016b; SEGALÉS et al., 2016).  
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Figura 5. Lesões crostosas e ulcerativas em região de banda coronária e coxim plantar de um leitão de 
04 dias de idade. 

Fonte: Laboratório de Virologia Animal/Patologia Animal – Universidade Estadual de Londrina, 

2015. 

 

 
Figura 6. Glossite diftérica em leitões de 03 dias de idade. 

Fonte: Laboratório de Virologia Animal/Patologia Animal – Universidade Estadual de Londrina, 
2015. 

 

 Entre as alterações microscópicas em leitões, pode-se observar gengivite necrotizante; 

estomatite necrotizante; queilite necrotizante com degeneração balonosa de células epiteliais; 

dermatite necrotizante; depleção linfoide em tonsilas, baço e linfonodos; miocardite 

linfocítica; edema e congestão pulmonar e pneumonia intersticial; degeneração balonosa do 

epitélio transicional da vesícula urinária e dos ureteres; hemossiderose em linfonodos (LEME 

et al., 2016a, 2016b; WU  et al., 2016b). Pode, ainda, ser observada vacuolização das células 

epiteliais superficiais de intestino delgado de leitões com histórico clínico de diarreia e 
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atrofia, achatamento e fusão das vilosidades intestinais. Em sistema nervoso central os 

achados incluem encefalite linfoplasmacítica, congestão cerebral e cerebelar, meningite não 

purulenta no cerebelo (LEME et al., 2016a, 2016b; WU  et al., 2016b). 

 

1.6 IMUNIDADE  

Os títulos de anticorpos específicos contra o Senecavirus A foram investigados tanto 

em condições experimentais quanto em infecção natural; entretanto são poucos os estudos 

direcionados à essa linha de investigação. O primeiro estudo a avaliar a imunidade específica 

para o vírus foi conduzido a partir de infecção experimental de suínos (YANG; VAN 

BRUGGEN; XU, 2012). Os animais apresentaram soroconversão no 6º dpi, mesmo não 

apresentando sinais clínicos de doença. O perfil da resposta humoral foi estabelecido com 

base no teste de ELISA indireto, em que a imunoglobulina (Ig)M específica para o 

Senecavirus A foi detectada a partir do 5º-6º dpi e manteve a concentração máxima até 14 dpi. 

A partir de então, a concentração sérica de IgM passou a declinar até títulos indetectáveis aos 

21 dpi. No mesmo estudo, títulos séricos de IgG desenvolveram-se tardiamente e mostraram 

forte resposta positiva 21 dpi e mantiveram-se altos durante os 57 dias do experimento 

(YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012).  

Resultados semelhantes foram descritos em outros estudos experimentais. No estudo 

conduzido em suínos de nove semanas de idade, os títulos de anticorpos contra o vírus, 

detectados pela técnica de imunofluorescência indireta (IFI), foram ≥640 em cerca de 15 dpi 

(MONTIEL et al., 2016). Suínos de quatro meses de idade experimentalmente infectados com 

o Senecavirus A desenvolveram resposta imunológica rápida contra o vírus, com títulos de 

anticorpos neutralizantes sendo detectados pela técnica de vírus neutralização (VN) a partir do 

5° dpi. Anticorpos isotipo IgG Senecavirus A-específicos foram revelados por IFI no 10° dpi 

(JOSHI et al., 2016b). Altos títulos de anticorpos neutralizantes foram também detectados ao 

final do experimento (38 dpi). Neste estudo, os títulos crescentes de anticorpos neutralizantes 

ocorreram simultaneamente à redução da gravidade do quadro clínico, da viremia, da 

excreção viral e da carga viral nos tecidos dos animais experimentalmente infectados, o que 

sugere que anticorpos neutralizantes possam atuar na remoção do Senecavirus A (JOSHI  et 

al., 2016b). 
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A soroconversão para o Senecavirus A foi demonstrada, pela técnica de IFI, em suínos 

naturalmente acometidos pela infecção, com títulos de anticorpos variando entre 160 a 1.280 

em duas a três semanas após o surto clínico da doença (GUO et al., 2016).  Outro estudo, de 

caráter longitudinal, avaliou a dinâmica da resposta imune (IgG) para o Senecavirus A em 

infecção natural, a partir de matrizes e em suas respectivas leitegadas, pelo teste de ELISA 

indireto específico para a detecção de anticorpos contra a proteína VP1 do vírus. A 

soroconversão ocorreu em 100% das matrizes em que o RNA do Senecavirus A foi detectado, 

independentemente de apresentarem ou não os sinais clínicos da infecção. Os títulos de 

anticorpos IgG anti-VP1 do Senecavirus A aumentaram significativamente na 2ª-3ª semanas 

após o início dos sinais clínicos e atingiram um plateau que perdurou até o final do período 

observacional que ocorreu na sexta semana (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016).  

No mesmo estudo, três semanas após o início da doença clínica, o RNA viral em 

amostras de soro dos mesmos animais alcançou número de cópias não mais detectável pelo 

sistema de RT-PCR utilizado no estudo, sugerindo que a viremia possa ter sido reduzida pela 

presença de anticorpos VP1-neutralizantes (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016). Ainda nesse 

estudo, a avaliação da resposta imune IgG-específica foi também realizada em leitões 

provenientes dessas mesmas matrizes (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016). Os títulos de IgG no 

soro dos leitões foram maiores (p≤0,05) durante a 1ª e 2ª semana após o início do surto, 

quando comparados aos títulos observados entre a 4ª a 6ª semana após o aparecimento dos 

sinais clínicos. Por outro lado, ao longo do período observacional, não houve diferenças 

(p>0,05) nos títulos de IgG entre leitões provenientes de matrizes com ou sem sinais clínicos. 

Entretanto são escassos os estudos com base no período de viremia e excreção do Senecavirus 

A em suínos natural ou experimentalmente infectados, bem como no potencial de atividade 

neutralizante de anticorpos anti-VP1 do Senecavirus A, sendo necessárias informações 

adicionais para a abordagem apropriada sobre a imunidade induzida pela infecção. 

 

1.7 DIAGNÓSTICO 

Os poucos estudos já realizados com o objetivo de diagnóstico do Senecavirus A 

utilizaram, principalmente, a técnica molecular de RT-PCR. Knowles e Hallenbeck (2005) 

descreveram a técnica da pan-PCR como sendo de grande valor para a identificação inicial de 

novos candidatos de picornavírus. Entretanto, a técnica torna-se dispendiosa devido ao 
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número de oligonucleotídeos iniciadores (primers) necessários para o seu desenvolvimento, 

especialmente aqueles com bases degeneradas e/ou alternativas.  

Outras técnicas de RT-PCR convencionais foram estabelecidas e tiveram como alvo 

para amplificação regiões conservadas do genoma viral, como a 5’UTR e os genes VP1 

(LEME et al., 2015; WANG et al. 2016) e 3D (WANG et al. 2016) do Senecavirus A. 

Adicionalmente, a RT-PCR quantitativa, tanto com SYBR Green  quanto com TaqMan 

(BRACHT et al., 2016; CANNING et al., 2016; FOWLER et al., 2017; GIMENEZ-LIROLA 

et al., 2016; GUO et al., 2016; JOSHI et al., 2016a, 2016b), e o sequenciamento de nova 

geração (Next Generation Sequencing – NGS) (FOWLER et al., 2017; JOSHI et al., 2016b, 

MONTIEL et al., 2016; VANNUCCI et al., 2015) também são metodologias alternativas 

utilizadas para a detecção e/ou quantificação do RNA do Senecavirus A. Ambas as técnicas 

têm mostrado serem rápidas, específicas e sensíveis, permitindo o diagnóstico a partir de 

diferentes tipos de amostras biológicas; entretanto esses métodos são de alto custo e exigem 

equipamentos diferenciados e conhecimento técnico especializado para a sua execução, o que 

pode representar fatores limitantes para a sua implementação na rotina diagnóstica de 

laboratórios veterinários.  

 Técnicas sorológicas de diagnóstico para o Senecavirus A também já foram descritas, 

incluindo ELISA indireto (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 

2012), ELISA competitivo (YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012) e IFI (GUO et al., 2016; 

JOSHI et al., 2016a, 2016b; MONTIEL et al., 2016; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012). 

As técnicas foram desenvolvidas utilizando anticorpos monoclonais para o Senecavirus A ou 

com a proteína VP1 recombinante do vírus.  

A VN é outra técnica possível de ser empregada para o diagnóstico da infecção pelo 

Senecavirus A (JOSHI et al., 2016b; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012,); a realização 

dessa técnica depende da utilização de cultivo celular e de vírus infectivo e com título 

conhecido. A leitura do resultado final da VN pode ser realizada após 2 a 3 dias de incubação.  

A hibridização in situ e a imunohistoquímica com anticorpos monoclonais também são 

técnicas já estabelecidas e utilizadas por diferentes pesquisadores (JOSHI et al., 2016b; 

LEME et al., 2016a, 2016b; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012). Entretanto, hibridização 

in situ, imunoshistoquímica, ELISA competitivo e VN são metodologias menos utilizadas na 

rotina laboratorial em relação às demais técnicas moleculares e sorológicas disponíveis. 
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Independentemente da técnica diagnóstica a ser utilizada o médico veterinário deve 

estar sempre atento para a ocorrência de doenças vesiculares em animais de produção, pois 

todas são de comunicação obrigatória. Com isso, o profissional deve imediatamente relatar os 

sinais clínicos e lesões aos órgãos de defesa sanitária animal local e regional para que outros 

testes diagnósticos diferenciais oficiais, especialmente para a febre aftosa, possam ser 

realizados e assim as medidas cabíveis em cada situação específica possam ser imediatamente 

adotadas (ZANELLA; MORÉS, 2015). 

   

1.8 CONTROLE E PROFILAXIA 

Atualmente não existem vacinas disponíveis no mercado para a profilaxia da infecção 

pelo Senecavirus A. Com isso, o manejo sanitário deve incluir medidas de controle e 

profilaxia que envolva tanto a granja quanto os animais e o ambiente. As medidas devem ser 

conduzidas com o objetivo principal de evitar a introdução do agente etiológico nos rebanhos 

e, naqueles rebanhos onde a infecção já tenha se estabelecido, evitar a disseminação do agente 

infeccioso entre os demais animais das distintas categorias presentes no mesmo lote/rebanho.    

A introdução de um agente infeccioso em uma unidade de produção pode ser 

prevenida por meio da adoção de medidas rígidas de biosseguridade. A entrada de veículos, 

pessoas, animais e alimentos na unidade de produção deve ser controlada com muito rigor 

(ZANELLA; MORÉS, 2015). A área de circulação de veículos, de um modo geral, em torno 

da granja deve ser limitada a áreas afastadas dos barracões onde os animais ficam alojados. O 

transporte de animais deve ser realizado, preferencialmente, sempre pelos mesmos veículos. 

No caso de reposição de animais, o ideal é que sejam adquiridos de granjas livres dos agentes 

infecciosos de importância em sanidade suinícola e mantidos em quarentena antes de sua 

incorporação ao rebanho.  

Nas granjas já positivas para o Senecavirus A, além das medidas anteriormente citadas, 

devem ser adotadas a limpeza e desinfecção rigorosas das instalações e equipamentos, a 

adoção de vazio sanitário e de sistema all in-all out (ZANELLA; MORÉS, 2015). A eficácia 

de desinfetantes contra o Senecavirus A ainda não é bem conhecida. Uma vez que os sinais 

clínicos ocasionados pela infecção pelo Senecavirus A são muito semelhantes àqueles 

causados pelo vírus da febre aftosa, os cuidados devem ser tomados considerando a 

possibilidade de circulação do vírus da febre aftosa, incluindo os protocolos de desinfecção. 
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Isso inclui o uso de hidróxido de sódio, carbonato de sódio, ácido cítrico a 0,2%, aldeídos e 

agentes oxidantes, como o hipoclorito de sódio, entre outros. Três desinfetantes a base de 

água sanitária
1
, derivados fenólicos

2
 e composto quaternário de amônia e aldeído

3
 que têm 

sido utilizados contra o Senecavirus A foram avaliados em cinco diferentes superfícies, como 

cimento, borracha, plástico, aço inoxidável e alumínio e em diferentes temperaturas (4°C e 

≈25°C) (GOYAL, 2015). Os resultados mostraram que a água sanitária diluída na proporção 

1:20 (hipoclorito de sódio 5,25%) foi eficaz na inativação do vírus em qualquer temperatura e 

em qualquer uma das cinco superfícies  avaliadas. O desinfetante a base de derivados 

fenólicos não foi efetivo contra o vírus em qualquer uma das temperaturas, enquanto os 

resultados obtidos a partir do desinfetante a base de composto quaternário de amônia e 

aldeído ficaram entre o hipoclorito de sódio e aquele composto por derivados fenólicos 

(GOYAL, 2015).  

O peróxido de hidrogênio acelerado (accelerated hydrogen peroxide
®
 - AHP

®
) é outro 

composto químico que tem sido testado como desinfetante de amplo espectro contra bactérias, 

fungos e vírus (HOLE et al. 2016). Desinfetantes contendo AHP
®
 mostraram atividade 

virucida contra algumas viroses de humanos e animais, como o vírus da diarreia viral bovina 

(BVDV), o calicivírus felino e o poliovírus, que também pertence à família Picornaviridae. 

Em 2016 foi demonstrado que o AHP
®
 é um desinfetante efetivo contra os vírus da febre 

aftosa, doença vesicular suína e Senecavirus A; entretanto a sua eficácia é dependente da 

diluição (1:20) e do período de contato (10 min), acima das recomendações do fabricante 

(HOLE et al., 2016). 

O monitoramento da circulação do agente infeccioso deve ser realizado por meio de 

exames diagnósticos periódicos conduzidos em amostras biológicas de animais sintomáticos e 

assintomáticos dos diferentes sítios da unidade de produção. Além dos testes sorológicos, 

podem ser realizados os testes moleculares e/ou de imunohistoquímica a partir de líquido 

vesicular, fluido oral e fragmentos de órgãos/tecidos de leitões neonatos, especialmente 

tonsila, coração, pulmão, rins e vesícula urinária (JOSHI et al., 2016b, LEME  et al., 2016a,b).  

O uso de animais sentinelas, ou seja, a introdução de suínos suscetíveis na granja também 

pode ser adotada, desde que com muito critério. Para animais de maternidade, especialmente 

leitões com até uma semana de idade, deve-se garantir a ingestão de colostro de qualidade em 

                                                
1 Hipoclorito de sódio. 
2 P-amilfenol-terciário (4%); O-benzil-p-clorofenol (10%); O-fenilfenol (12%). 
3 Amônia quartenária (26%); Glutaraldeído (7%). 
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quantidade adequada e um ambiente apropriado que proporcione conforto e bem-estar aos 

recém-nascidos e às matrizes. 

Um estudo conduzido nos EUA com o objetivo de avaliar medidas de biosseguridade e 

de entrada da infecção em uma granja suinícola sugeriu que, entre os eventos que, 

hipoteticamente, representaram alto risco de introdução de novo patógeno na granja estavam 

os trabalhadores, a movimentação interna de pessoal e o acesso de animais domésticos e 

roedores às áreas de alojamento dos suínos (CANNING et al., 2016). Outro estudo realizado 

em granjas com e sem sinais clínicos da infecção pelo Senecavirus A identificou e/ou isolou o 

RNA viral a partir de amostras de roedores e moscas domésticas capturados nas granjas, 

sendo ambos considerados potenciais vias de introdução e/ou disseminação do vírus para os 

rebanhos (JOSHI et al., 2016a). Embora a extensão da transmissão do Senecavirus A a partir 

de outros animais não seja conhecida, o controle de roedores, moscas e a limitação do acesso 

de animais domésticos às áreas de criação dos suínos podem se constituir em importantes 

medidas de controle e prevenção da infecção. 

 

1.9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em 2012, a Associação de Saúde Animal dos EUA (United States Animal Health 

Association – USAHA) elaborou uma resolução na qual o Senecavirus A e a doença vesicular 

idiopática suína foram incluídos como importantes focos de estudos, particularmente devido 

aos sinais clínicos semelhantes com os da febre aftosa. A USAHA sugeriu ainda o 

desenvolvimento e implementação de planos para minimizar as consequências de lesões 

vesiculares não associadas às doenças exóticas de animais encontrados em suínos daquele 

país, reforçando a importância sanitária e econômica deste patógeno como causador de uma 

potencial doença emergente em suínos (USAHA, 2012). Em 2016, o Departamento de 

Agricultura dos EUA (United States Department of Agriculture – USDA) divulgou uma lista 

de recomendações, procedimentos e responsabilidades no manejo de propriedades suspeitas 

de apresentarem a circulação do Senecavirus A no sentido de garantir que investigações por 

doenças exóticas de animais ocorram adequadamente e visando medidas de prevenção de 

disseminação de doenças de comunicação obrigatória (USDA, 2016).  

No Brasil, em Julho de 2015, o Departamento de Saúde Animal (DSA) do Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) publicou a Circular nº 
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018/2015/CGI/DIPOA/DAS (Anexo 7.1) com orientações de procedimentos a serem adotados 

frente a quadros clínicos de lesões vesiculares em suínos. O documento também orienta os 

veterinários dos Departamentos de Inspeção Federal sobre como proceder nos casos de abate 

de lote de suínos que apresentam animais com lesões suspeitas (BRASIL, 2015). Contudo, 

com o propósito de evitar interpretações incorretas com relação às condutas a serem adotadas 

é fundamental a padronização de procedimentos dentro e entre as unidades produtoras de 

suínos (ZANELLA; MORÉS, 2015).  

O Senecavirus A é um agente infeccioso emergente na suinocultura brasileira e ainda 

pouco se conhece sobre as suas propriedades biológicas e sobre a sua epidemiologia. Assim, 

estudos adicionais sobre a infecção por esse vírus, tanto em condições naturais quanto 

experimentais, são necessários para elucidar aspectos importantes da fisiopatogenia da 

infecção, bem como propor medidas efetivas de controle e profilaxia da doença. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 Investigar a ocorrência de infecção natural pelo Senecavirus A em suínos de diferentes 

categorias de produção provenientes de granjas com e sem histórico de surto de 

doença vesicular dos principais estados brasileiros produtores de suínos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Definir um conjunto de primers específico e padronizar a técnica de RT-PCR para a 

detecção de RNA do Senecavirus A. 

 

 Padronizar a técnica de imunohistoquímica para a detecção de antígenos específicos 

do Senecavirus A em diferentes amostras de órgãos/tecidos dos animais incluídos no 

estudo. 

 

 Investigar a presença do Senecavirus A em diferentes tipos de amostras biológicas, 

incluindo líquido de vesícula, swabs e raspados de lesões vesiculares 

rompidas/ulceradas, diferentes órgãos/tecidos e fezes de suínos de diferentes faixas 

etárias e provenientes de diferentes estados brasileiros.  

 

 Investigar a ocorrência de lesões macro e microscópicas nos diferentes órgãos/tecidos 

de animais positivos para o Senecavirus A. 

 

 Realizar o isolamento do Senecavirus A em cultivo celular a partir de diferentes tipos 

de amostras biológicas de suínos. 

 

 Amplificar e sequenciar os fragmentos de nucleotídeos para a identificação do genoma 

viral a partir de amostras biológicas e para a confirmação do isolamento viral. 

 

 Realizar análise filogenética comparativa das cepas virais encontradas com as cepas 

virais de referência (protótipos) disponíveis em bases públicas de dados (GenBank). 
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NEONATAL PIGS, BRAZIL, 2015 
(https://dx.doi.org/10.3201/eid2207.151583) 
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Table 2. Distribution of nucleic acid and antigens of Senecavirus A in 1 to 5 day-old piglets * 

Farm  Piglet no. 
Identification of Senecavirus A 

Organs RT-PCR IHC 

A 1 Tongue + + 

Gingiva +† + 

Ruptured cutaneous vesicle (thorax) + - 

Coronary band ulcerations + Not done 

Myocardium +† - 

Lung + - 

Liver - - 

Renal pelvis +† + 

Cerebrum - +§ 

Cerebellum + - 

Brainstem - - 

    

2 Tongue + + 

Myocardium +†,‡ - 

Lung + - 

Liver + - 

Renal pelvis +† + 

Cerebrum - +§ 

Cerebellum + - 

Brainstem + - 

B 3 Tongue + + 

Coronary band ulceration + Not done 

Myocardium +† - 

Lung + - 

Liver + - 

Renal pelvis +† + 

Brain - + 

Cerebellum + - 

Brainstem + - 

    

4 Tongue + + 

Gingiva +† + 

Myocardium +† - 

Lung + - 

Liver + - 

Renal pelvis +†,‡ + 

Cerebrum + +§ 

Cerebellum + - 

Brainstem +† - 

C 5 Myocardium + - 

Lung +†,‡ - 

Liver - - 

Small intestine with fecal content + + 

D 6 Small intestine with fecal content +†,‡ + 

E 7 Myocardium - - 

Lung - - 

Spleen +† - 

Renal pelvis - + 

Urinary bladder + + 

Small intestine with fecal content - - 

Cerebrum - +§ 

Cerebellum - - 

Brainstem - - 

    

8 Myocardium + - 

Lung +† - 

Spleen + - 

Renal pelvis + + 

Urinary bladder + + 

Small intestine with fecal content - - 

Cerebrum  + +§ 

Cerebellum + - 

Brainstem - - 

    

9 Gingiva + + 

Myocardium + - 

Lung + - 

Spleen + - 

Renal pelvis + + 
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Urinary bladder +† + 

Small intestine with fecal content + - 

Cerebrum - +§ 

Cerebellum - - 

Brainstem + - 

    

10 Tongue +†,‡ + 

Gingiva + + 

Myocardium + - 

Lung + - 

Spleen + - 

Renal pelvis + + 

Urinary bladder + + 

Small intestine with fecal content + - 

Cerebrum + +§ 

Cerebellum + - 

Brainstem - - 

* RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; IHC, immunohistochemistry 

† amplicons submitted for sequence analysis. 

‡ amplicons representative of each farm in the phylogenetic tree construction.  

§ choroid plexus. 
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3.3 PATHOLOGICAL, IMMUNOHISTOCHEMICAL AND MOLECULAR FINDINGS 

ASSOCIATED WITH SENV-A-INDUCED LESIONS IN NEONATAL PIGLETS 

(http://doi.org/10.1016/j.jcpa.2016.06.011) 
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4 CONCLUSÕES 

 

CONCLUSÕES 

 
 O conjunto de primers desenhado neste estudo e padronizado para uso na técnica RT-

PCR foi apropriado para a detecção molecular do Senecavirus A, representando uma 

nova técnica para estudos com base na epidemiologia molecular da infecção e 

evolução do vírus.  

 

 A técnica de imunohistoquímica com anticorpos monoclonais para a detecção de 

antígenos de Senecavirus A em diferentes amostras de órgãos/tecidos de suínos foi 

padronizada com sucesso, representando uma técnica adicional de diagnóstico da 

infecção pelo vírus.  

 

 A detecção molecular e o isolamento de Senecavirus A em cultivo celular a partir de 

líquido de vesícula demonstram que este vírus é o agente causal dos surtos de doença 

vesicular relatados em suínos de diferentes categorias de produção.  

 

 A detecção molecular do RNA do Senecavirus A, a imunoreatividade positiva na 

técnica de imunohistoquímica e as lesões macro e microscópicas observadas em 

diferentes órgãos/tecidos de leitões neonatos com sinais clínicos de doença 

demonstram uma nova síndrome clínica associada à infecção pelo Senecavirus A, 

resultando em doença de múltiplos órgãos/tecidos dos leitões acometidos, incluindo 

diarreia.  

 

 A detecção concomitante do Senecavirus A em matrizes e em leitões de 1-2 dias de 

idade das mesmas granjas sugere a possibilidade de transmissão vertical do vírus. 

 

 As sequências parciais de nt/aa da região VP1 do Senecavirus A obtidas neste estudo 

foram muito semelhantes entre si, mesmo sendo amplificadas a partir de diferentes 

amostras biológicas, de animais de diferentes faixas etárias, provenientes de várias 

granjas localizadas em distintos estados brasileiros, sugerindo que as cepas de 

Senecavirus A atualmente circulando no rebanho suíno brasileiro sejam homólogas.  
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5 PERSPECTIVAS 

 
PERSPECTIVAS 

 
Os casos de doença vesicular suína relatados nos EUA (CANNING et al., 2016; 

GIMENEZ-LIROLA et al., 2016), Brasil (LEME et al., 2015, 2016a, 2016b; VANNUCCI et 

al., 2015) e China (WU et al., 2016) alertam para o potencial patogênico do Senecavirus A, 

que pode levar a perdas produtivas e econômicas. Adicionalmente, o fato da infecção por esse 

vírus ser clinicamente indistinguível das infecções por agentes virais classicamente associados 

a doenças vesiculares, como a febre aftosa, a estomatite vesicular, o exantema vesicular suíno 

e a doença vesicular suína ressalta a importância do diagnóstico da infecção. Destaca-se a 

posição que o Brasil ocupa no ranking mundial de produção de suínos, sendo o quarto maior 

produtor e exportador mundial de carne suína (ABPA, 2016). A suspeita de doenças de 

notificação obrigatória pode levar a embargos ao comércio internacional de animais e de 

produtos de origem animal brasileiros, podendo gerar impactos negativos significativos para a 

economia do país. Portanto, o Senecavirus A deve ser incluído na lista de diagnósticos 

diferenciais de doenças vesiculares clássicas de suínos. 

Por ser um vírus RNA fita simples há maior probabilidade de mutações no genoma do 

Senecavirus A, que podem ser expressas por alterações em proteínas importantes tanto na 

imunogenicidade quanto na virulência do vírus. Com isso, é importante o constante 

monitoramento das características moleculares e, principalmente, antigênicas das cepas virais 

circulantes em regiões geográficas distintas.  

O estabelecimento de sequências do genoma completo de cepas de Senecavirus A 

detectadas no Brasil é fundamental para a caracterização das cepas virais circulantes nos 

rebanhos suinícolas brasileiros, bem como para a realização de análises comparativas com 

cepas contemporâneas identificadas em outros países como EUA, Canadá e China.  

  

 

 

 

 

 

 



 

 

86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 APÊNDICE 



 

 

87 

 

6.1 Capítulo de livro  

 

LEME, R. A., ALFIERI, A. F., ALFIERI, A. A. Senecavirus A. In: FLORES, E. F. Virologia 

Veterinária. 3ª edição. Santa Maria: Editora UFSM, 2017. Cap. 36, p. 1073-1084. 

 



 

 

88 

 

 

 

 

 



 

 

89 

 

 

 

 

 



 

 

90 

 

 

 

 

 



 

 

91 

 

 

 

 

 



 

 

92 

 

 

 

 

 



 

 

93 

 

 

 

 

 



 

 

94 

 

 

 

 

 



 

 

95 

 

 

 

 



 

 

96 

 

 

 

 



 

 

97 

 

 

 

 



 

 

98 

 

 

 

 



 

 

99 

 

 

 

 

 



 

 

100 

 

6.2 Artigos técnicos  

 

6.2.1 Senecavirus A e doença vesicular idiopática suína 

LEME, R. A., ALFIERI, A. F., ALFIERI, A. A. 

Revista Porkworld, Ano 19, Número 92, Setembro/Outubro, p. 88-92, 2015. 

 



 

 

101 

 

 

 

 



 

 

102 

 

 

 



 

 

103 

 

 



 

 

104 

 

 

 



 

 

105 

 

 

 



 

 

106 
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http://pt.engormix.com/
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LEME, R.A., DINIZ, J.A., ALCÂNTARA, B.K., POSSATI, F., MOLINARI, B.L.D., 

LORENZETTI, E., FAVERO, L.M., OLIVEIRA, M. V., ALFIERI, A.F., ALFIERI, A.A. 
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6.4 Números de acesso em base pública de dados (GenBank) das sequências 

genômicas parciais (VP1) das cepas de Senecavirus A 

 

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-E10/15 VP1 gene, partial cds 

541 bp linear RNA 

Accession: KT445977.1 

  

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-D6/15 VP1 gene, partial cds 

541 bp linear RNA 

Accession: KT445976.1 

  

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-C5/15 VP1 gene, partial cds 

541 bp linear RNA 

Accession: KT445975.1 

  

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-B4/15 VP1 gene, partial cds 

541 bp linear RNA 

Accession: KT445974.1 

  

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-A2/15 VP1 gene, partial cds 

541 bp linear RNA 

Accession: KT445973.1 

  

Senecavirus A strain BRA/UEL-SVV-B2/15 VP1 gene, partial cds 

541 bp linear RNA 

Accession: KR075678.1 

  

Senecavirus A strain BRA/UEL-SVV-A1/15 VP1 gene, partial cds 

542 bp linear RNA 

Accession: KR075677.1 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445977.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445976.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445975.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445974.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KR075678.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KR075677.1
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7.1 Circular nº18/2015/CGI/DIPOA/SDA 

 

Circular nº18/2015/CGI/DIPOA/SDA, de 07 de Julho de 2015 
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7.2  Classificação da Família Picornaviridae 

 

Classificação da Família Picornaviridae 

 

 

 
 

Ordem    

Picornavirales Família   

 Picornaviridae Gêneros Espécies 

  Aphtovirus Bovine rhinitis A virus 

   Bovine rhinitis B virus 
   Equine rhinitis A virus 

   Foot-and-mouth disease vírus* 
    

  Aquamavirus Aquamavirus A 
    

  Avihepatovirus Avihepatovirus A 
    

  Avisivirus Avisivirus A 
    

  Cardiovirus Cardiovirus A 

   Cardiovirus B 

   Cardiovirus C 
    

  Cosavirus Cosavirus A 
    

  Dicipivirus Cadicivirus A 
    

  Enterovirus Enterovirus A 

   Enterovirus B* 
   Enterovirus C 
   Enterovirus D 

   Enterovirus E 
   Enterovirus F 

   Enterovirus G 
   Enterovirus H 

   Enterovirus J 

   Rhinovirus A 

   Rhinovirus B 

   Rhinovirus C 
    

  Erbovirus Erbovirus A 

  Gallivirus Gallivirus A 
    

  Hepatovirus Hepatovirus A 
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  Hunnivirus Hunnivirus A 
    

  Kobuvirus  Aichivirus A 

   Aichivirus B 

   Aichivirus C 
    

  Kunsagivirus Kunsagivirus A 
    

  Limnipivirus Limnipivirus A 
   Limnipivirus A 

   Limnipivirus C 
    

  Megrivirus Melegrivirus A 
    

  Mischivirus Mischivirus A 
    

  Mosavirus Mosavirus A 
    

  Oscivirus Oscivirus A 
    

  Parechovirus Parechovirus A 

   Parechovirus B 
    

  Pasivirus Pasivirus A 
    

  Passerivirus Passerivirus A 
    

  Potamipivirus Potamipivirus 
    

  Rosavirus Rosavirus A 
    

  Sakobuvirus Sakobuvirus A 
    

  Salivirus Salivirus A 
    

  Sapelovirus  Avian sapelovirus 

   Sapelovirus A 

   Sapelovirus B 
    

  Senecavirus  Senecavirus A 
    

  Sicinivirus Sicinivirus A 
    

  Teschovirus Teschovirus A 
    

  Tremovirus Tremovirus A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp 
 
 

http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp
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7.3 Lista de Reagentes 

 

Lista de Reagentes 
 

1. Acetona, P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinâmica
®
) 

2. Ácido acético glacial, P.A. (CH3COOH) P.M. 60,05 (Nuclear
®
) 

3. Ácido bórico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab
®

) 

4. Ácido cítrico P.A. – Anidro (Reagen®) 

5. Ácido clorídrico (HCl) P.M. 36,46 (Reagen
®
) 

6. Ácido etilenodiaminotetraácido sal di-sódico – EDTA, P.A. (C10H14N2O8Na22H2O) P.M. 

372,24 (Reagen
®
) 

7. Ácido fórmico P.A./ACS (Reatec
®
) 

8. Acrilamida P.M. 71,08 (Gibco BRL
®
) 

9. Agar Noble (Difco
®

) 

10. Agarose (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

11. Água DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies
®
) 

12. Álcool etílico absoluto (C2H2OH) P.M. 46,07 (Nuclear
®

) 

13. Álcool isoamílico ((CH3)2CHCH2CH2OH) P.M. 88,15 (Synth
®
) 

14. Antibiótico-antimicótico (Gibco
®
) 

15. Anticorpos (E-caderina e Ki-67) (Zymed
®
) 

16. Azul de bromofenol (Sigma
®
) 

17. Bicarbonato de sódio P.A. (NaHCO3) P.M. 84,01 (Biotec®) 

18. BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems®) 

19. Bis-acrilamida P.M. 154,2 (Sigma
®
) 

20. Borohidreto de sódio P.M. 37,83 (Sigma
®
) 

21. Brometo de etídeo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma
®
) 

22. Cloreto de cálcio puro (CaCl2) P.M. 110,94 (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

23. Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl2) (Invitrogen Life Technologies
®
) 

24. Cloreto de potássio, P.A. (KCl) P.M. 74,56 (Reagen
®
) 

25. Cloreto de sódio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen
®
) 

26. Clorofórmio, P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dinâmica
®
) 

27. DAB (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

28. Didhiothreitol – DTT (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

29. Dimetil sulfóxido (DMSO) C2H6SO (Sigma
®
) 



 

 

148 

 

30. Dióxido de sílica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma
®
) 

31. Dithiothreitol (DTT-10 mM) (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

32. DNA Ladder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

33. dNTP Set (100 mM), 4 x 250 µL; 25 µmol each (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP 

Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life 

Technologies
TM

) 

34. Dodecil sulfato de sódio – Lauril Sulfato de Sódio – SDS (C12H25NaO4S) P.M. 288,38 

(Synth
®
) 

35. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL
®
) 

36. Eosina (Nuclear
®
) 

37. Fenol (C6H5OH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

38. Formaldeído P.A. (Vetec
®
) 

39. Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) P.M. 141,96 (Synth
®
) 

40. Fosfato de sódio dihidratado (Na2HPO4.2H2O) P.M 177,99 (Merck
®
) 

41. Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4 . 2H2O) P.M. 155,99 (Reagen
®
) 

42. Gelatina U.S.P. (Sinth
®
) 

43. Glicina, P.A. (Nuclear
®
) 

44. Glicose (C6H12O6) P.M. 180,16 (Reagen
®
) 

45. Hematoxilina (Nuclear
®
) 

46. Hidroquinona (Nuclear
®
) 

47. Hidróxido de sódio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinâmica
®
) 

48. Hidroximetil amino metano – TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab
®
) 

49. Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL
®)

 

50. Metanol P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia
®
) 

51. M-MLV Reverse Transcriptase - 200 units/μL (Invitrogen Life Technologies
®
) 

52. Nitrato de Prata (Sinth
®
) 

53. Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward SVV-2682FW (forward; 5´- 

TTCCACTCCACCGACAACG -3´; nucleotide (nt) 2682-2700) Leme et al. (2015) - 200 

pmol (Invitrogen Life Technologies®) 

54. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse SVV-3224RV (reverse; 5´- 

GATACCTTCCCACCCTTGC -3´; nucleotide (nt) 3206-3224) Leme et al. (2015) - 200 

pmol (Invitrogen Life Technologies®) 

55. PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl) (Invitrogen Life 

Technologies
TM

) 
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56. Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

57. Proteinase K (10mM Tris; 1mM ethylenediamine tetra-acetic acid [EDTA]; 0.5% Nonidet 

P40; 1% sodium dodecyl sulfate [SDS]; 0.2mg/mL proteinase K) (Invitrogen Life 

Technologies
TM

) 

58. PureLink
TM

 Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen Life 

Technologies
TM

) 

59. RT-Buffer (5x) (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 375 mM KCl) (Invitrogen Life 

Technologies
TM

) 

60. Soro fetal bovino (Gibco BRL
®
) 

61. SuperPicture
TM

 Polymer Detection kit (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

62. SuperScript III
TM

 Reverse Transcriptase 200 U/µL (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

63. QuantIT 
TM

 dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

64. Sacarose, P.A. – sucrose (C12H22O11) P.M. 342,31 (Reagen
®
) 

65. TripLE
TM

 Express Stable Trypsin-like Enzyme (Gibco
®

) 

66. Triton x-100 (Synth
®
) 

67. Tris (Nuclear
®
) 

68. Xileno P.A. (Nuclear
®
) 

69. Vermelho de fenol (C19H14O5S)  P.M. 354,38 (Reagen
®

) 
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7.4 Soluções e Tampões 

 

Soluções e Tampões 

 

 Diluição dos primers 

 

PCR para detecção da região VP1 do genoma do Senecavirus A 

 

-Primer forward SVV-2682FW  

Sequência: 5´- TTCCACTCCACCGACAACG -3´ 

Posição: nt 2682-2700  

Concentração: 41,1 nmoles 

Data de fabricação: Fev / 2015 

  

 41,1 x 1000 = 41100 pmoles 

 41100 / 200 = 205,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 205,5 L de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

- Primer reverse SVV-3224RV  

Sequência: 5’- GATACCTTCCCACCCTTGC – 3’ 

Posição: nt 3206-3224 

Concentração: 30,7 nmoles 

Data de fabricação: Fev / 2015 

  

 30,7 x 1000 = 30700 pmoles 

 30700 / 200 = 153,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 153,5 L de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 
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 Diluição de dNTP 

- Solução estoque (100 mM) – 100 L de cada dNTP 

- Solução uso (10 mM) – 10 L da solução estoque + 90 L de água ultrapura autoclavada 

 

 Fenol / clorofórmio – álcool isoamílico (25:24:1) 

- 25 mL fenol saturado  

- 24 mL clorofórmio 

- 1 mL álcool isoamílico 

 

 Gel de agarose 2%  

- 1,0 g agarose 

- 50 mL de tampão TBE 1x 

- 20 µL de brometo de etídio  

 

 Hidratação da sílica 

- 6 g de sílica (SIGMA


) 

- Adicionar 50 mL de água ultrapura autoclavada 

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h 

- Por sucção, desprezar 44 mL do sobrenadante 

- Ressuspender a sílica em 50 mL de água bidestilada 

- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar 

- Desprezar 44 mL do sobrenadante 

- Ajustar o pH (pH 2,0) 

- Aliquotar e autoclavar 

 

 SDS 10% 

- 5 g dodecil sulfato de sódio – Lauril sulfato de sódio – SDS (C12H25NaO4S) 

- água bidestilada q.s.p. 50 mL 

 

 Solução L6 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

- 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0 

- 2,6 g de Triton x-100 



 

 

152 

 

 Solução L2 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

 

 Tampão de amostra para eletroforese em gel de agarose  

- 0,25 g de azul de bromofenol 0,25% 

- 45 g de sacarose – sucrose (C12H22O11) 45% 

- água bidestilada q.s.p.100 mL 

 

 Tampão de amostra para eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)  

- 0,2 mL de azul de bromofenol 0,25% 

- 6 mL de SDS 10% 

- 1 mL de 2-mercaptoetanol 

- 2,5 mL de TRIS-HCl 0,5 M 

 

 Tampão de corrida – TBE (Tris – Ácido bórico – EDTA) 10x 

- 107,78 g de TRIS 0,89 M 

- 55,03 g de ácido bórico 0,89 M 

- 7,45 g de EDTA 0,02 M 

- água bidestilada q.s.p. 1 litro 

- ajustar o pH  (pH 8,4) 

 

 Tampão de corrida para PAGE 

- 3 g de TRIS 0,24 M 

- 14,4 g de ácido amino acético (glicina) NH2CH2COOH 0,19 M 

- água bidestilada q.s.p. 1 litro 

 

 Tampão de stabilização para o rotavírus (TRIS/Ca
++

) 10 x – pH 7,2 

- 12,12 g de TRIS 0,89 M 

- 2,2 g de de cloreto de cálcio 1,5 mM 

- água bidestilada q.s.p. 1 litro 
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 Tampão Fosfato Salina – PBS 

- 137 mM Cloreto de sódio (NaCl) 

- 3 mM Cloreto de potásso (KCl) 

- 8 mM Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) 

- 15 mM Fosfato de potássio monobásico anidro (KH2PO4) 

- Água ultrapura autoclavada q.s.p. 500 mL 

 

 Solução Salina Saint Groth 

- 8 g de Cloreto de sódio (NaCl) 

- 0,4 g Cloreto de potásso (KCl) 

- 1,77 g Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) 

- 0,69 g Fosfato de potássio monobásico anidro (KH2PO4) 

- 2 g Glicose 

- Água ultrapura autoclavada q.s.p. 1 L 

- pH 7,2 
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7.5 Protocolo de Técnicas 

 

Protocolos de Técnicas 

 

 Extração do ácido nucléico pela associação das técnicas fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico e sílica/isotiocianato de guanidina  

1. Suspensão fecal – extração bruta  

- 100 μL ou 100 mg de fezes 

- 500 μL de PBS 

- Vortexar 

- Centrifugar a 5000 x g / 3 min 

- Utilizar 400 μL do sobrenadante para extração 

2. Suspensão de tecido/órgão – extração bruta 

- 1,5 g do fragmento de órgão (fígado ou pulmão) 

- Macerar 

- 15 mL PBS 

- Vortexar 

- Centrifugar a 3000 x g / 10 min 

- Utilizar 250 μL do sobrenadante para extração 

- 250 μL da suspensão do fragmento de órgão 

- 10 μL de tampão de lise (Proteinase K) 

- Homogeneizar em vortex 

- Incubar a 56 °C / 30 min 

- Utilizar todo o volume para a extração do ácido nucléico 
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3. Extração do ácido nucléico 

Fase I – Fenol 

- 400 L da suspensão fecal  OU 200 L da suspensão de tecido 

- Adicionar 40 L de SDS 10% OU 20 L de SDS 10 % 

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 °C /20 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s  

- Adicionar 400 L de fenol/clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) 

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 °C /15 min 

- Homogeneizar manualmente por 15 s 

- Centrifugar 10.000 x g /10 min 

- Recolher o sobrenadante em outro microtubo  

Fase II – Sílica / isotiocianato de guanidina 

- Adicionar 500 L da solução L6 

- Adicionar 25 L de sílica hidratada 

- Homogeneizar em vortex 

- Agitar em temperatura ambiente /30 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo  NaOH 10 M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 1000 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 
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- Adicionar 1000 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 1000 L de acetona P.A. gelada 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante  

- Secar o pellet em termo bloco a 60 ºC (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56 ºC 

(15 min)  

- Adicionar 50 L de água DEPC 

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 ºC/15 min 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 13.000 x g /4 min 

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 L 

- Estocar à -20 ºC até a utilização 

 Transcrição reversa (RT) 

- Mix de Desnaturação e RT para detecção parcial da região da VP3/VP1 do genoma do 

Senecavirus A 

Desnaturação (65 °C / 5 min) 

Reagentes Volume (L) 

Primer SVV-3224RV (20 pmol) 2 

dNTP (2,5 mM) 1 

Água ultrapura 6 

RNA 5 

Volume final 14 
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Transcrição reversa (55°C / 50 min; 70°C / 15 min) 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 5X 4 

DTT 1 

SuperScript™ III (200 U/L) 1 

Produto da desnaturação 14 

Volume final 20 

 

 Reação em cadeia pela polimerase (PCR): 542 pb 

- Mix de PCR para detecção parcial da região da VP3/VP1 do genoma do Senecavirus A 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

PlatinumTaq DNA Polymerase (5U/L) 0,5 

Primer SVV-2682FW (20 pmol) 1 

Primer SVV-3224RV (20 pmol) 1 

Água ultrapura 36 

cDNA 4 

Volume final 50 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da PCR 

Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 

Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 35 

Anelamento 55 1 35 

Extensão 72 1 35 

Extensão final 72 7 1 
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 Eletroforese em gel de agarose a 2% 

- 1,0 g de agarose 

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; ácido bórico 89 mM; EDTA 2mM) pH 8,4 

- 20 L de brometo de etídeo (0,5 g/mL) 

São utilizados 5 L do amplicon e 1 L do tampão de amostra. A eletroforese sob 

voltagem (100V) e amperagem (80A) constantes por aproximadamente 50 min. 

 Purificação de produto de PCR excisado do gel 

1. Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL. 

2. Adicionar 3 volumes do tampão de solubilização em gel (L3) para cada 1 volume de 

gel. 

3. Incubar o tubo a 50 °C / 15 min, homogeneizando a cada 3 min. 

4. Transferir o gel dissolvido com o amplificado de interesse para um tubo coletor com 

coluna. 

5. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min. 

6. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

7. Adicionar 500 L do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor. 

8. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.  

9. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

10. Centrifugar o tubo novamente à velocidade máxima por 3 min. 

11. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL. 

12. Adicionar 30 L do Elution buffer 1 (E1) no centro da coluna. 

13. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 

14. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min. 

15. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C. 
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 Purificação direta de produto de PCR  

1. Adicionar 4 volumes do Binding buffer (B2) a 1 volume de reação de PCR. 

2. Transferir a solução para uma coluna de purificação. 

3. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min. 

4. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

5. Adicionar 650 L do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor. 

6. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.  

7. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

8. Centrifugar o tubo novamente à velocidade máxima por 3 min. 

9. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL. 

10. Adicionar 30 L do Elution buffer 1 (E1) no centro da coluna. 

11. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 

12. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min. 

13. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C. 

 Quantificação de produto de PCR 

(Certificar-se de que todos os reagentes estão em temperatura ambiente) 

1. Preparar a solução Quant-iT
TM

 Working Solution diluindo o reagente Quant-iT
TM 

em 

Buffer Quant-iT
TM

 1:200. São necessários 200 L desta solução por amostra e para os 

padrões 0 e 100. 

2. Homogeneizar em vortex. 

3. No microtubo das amostras adicionar 198 L da solução Quant-iT
TM

 Working Solution 

a 2 L do fragmento de DNA purificado. 

4. No microtubo do padrão 0 adicionar 190 L da solução Quant-iT
TM

 Working Solution a 

10 L do padrão 0. 

5. No microtubo do padrão 100 adicionar 190 L da solução Quant-iT
TM

 Working 

Solution a 10 L do padrão 100. 

6. Homogeneizar os microtubos em vortex por 2-3 s 

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min 

8. Realizar a leitura usando Qubit
TM

 fluorometer (Invitrogen
TM

 Life Technologies, EUA) 

      9. Multiplicar pelo fator de diluição para determinar a concentração correta da amostra 
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 Sequenciamento pelo método Sanger 

- Preparo de amostras para o sequenciamento 

 

As amostras e os primers devem estar na concentração demonstrada na tabela abaixo: 

 

Tamanho do fragmento  

(pares de base) 

Concentração da amostra 

(ng/µL ou µg/mL) 

Concentração do primer 

(pmol/µL ou µM) 

< 300  2  5 

300 – 700  4  5 

>700  10  10  

 

 

- Mix do sequenciamento 

 

Reagente
*
 Volume 

BigDye Terminator v3.1 2,0 µL 

Tampão 5x 1,5 µL 

Água ultrapura autoclavada 0,5 µL 

Volume final 4,0 µL 

*BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  

 

O volume final de mix do sequenciamento é adicionado a 5 µL de amostra purificada + 1 µL 

de primer. 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da reação de sequenciamento
*
  

 

Reação Temperatura (°C) Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação inicial 96  1 min 1 

Desnaturação 96 15 seg 35 

Anelamento 50  15 seg 35 

Extensão 60 4 min 35 

*Programa recomendado pela Applied Biosystems. 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4337455
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- Precipitação com EDTA e Etanol 

- Adicionar os 10 µL da reação de sequenciamento em um poço de uma placa MicroAmp
®

 

Optical 96-Well Reaction (0,2 mL) (Applied Biosystems).  

- Adicionar 2,5 µL de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 125 mM pH 8,0.  

- Adicionar 30 µL de etanol 100%.  

- Homogeneizar lentamente a placa.  

- Incubar a placa por 10 minutos em temperatura ambiente. 

- Centrifugar a 2720 x g durante 30 min a 20 °C. 

- Desprezar o conteúdo da placa. 

- Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel. 

- Adicionar 100 µL de etanol 70%.  

- Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C. 

- Desprezar o conteúdo da placa. 

- Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel. 

- Cobrir a placa com papel e deixar em temperatura ambiente por 10 min.  

- Adicionar 10 µL de formamida (HIDI). 

- Adicionar a septa. 

- Homogeneizar a placa em vórtex. 

- Submeter à placa a um spin no miniplate spinner. 

- Colocar a placa em termociclador (tampa aberta) por 95 °C por 5 min. 

- Colocar a placa em cooler ou banho de gelo por 1 min. 

- Após a precipitação com EDTA e etanol, a placa é inserida no sequenciador (ABI 3500 

Genetic Analyzer - Applied Biosystems) para realizar a eletroforese capilar. 

 

 Isolamento do Senecavirus A  

1. Células 

- Preparar células PK-15 em garrafas (25 mL) 24 h antes da inoculação do material 

(inóculo). 

- Preparar garrafas extras para utilizar como controles.  

2. Preparo do material a ser inoculado (inóculo) 

Líquido de vesícula 
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- 100 μL de líquido de vesícula 

- 500 μL de meio DMEM (sem SFB) 

- Vortexar 

- Centrifugar a 1000 rpm (baixa rotação) / 5 min 

- 500 μL do sobrenadante + 500 de DMEM (sem SFB) + 50 μL de Anti-Anti 100X 

(antibiótico e antifúngico - Gibco®) 

- Utilizar 1 mL para inoculação 

Suspensão de tecido  

- 1,5 g do fragmento de órgão 

- 1 mL de meio DMEM (sem SFB) 

- Macerar 

- Vortexar 

- Centrifugar a 1000 rpm (baixa rotação) / 10 min 

- 500 μL do sobrenadante + 500 μL de DMEM (sem SFB) + 50 μL de Anti-Anti 100X 

(antibiótico e antifúngico - Gibco®) 

- Utilizar 1 mL do sobrenadante para inoculação. 

3. Adsorção  

- 1 mL do material previamente preparado (líquido de vesícula ou tecido). 

- Remover o meio das garrafas com células. 

- Lavar garrafa 3X com solução salina de Saint Groth.  

- Adicionar 1 mL do inóculo em garrafa contendo monocamada de cultivo de célula 

PK-15 mantida sob condição estacionária. 

- Incubar em agitação em estufa a 37°C/3 h a 5% de CO2 controlado  

- Lavar garrafa 3X com solução salina de Saint Groth 

- Adicionar 10 mL de meio DMEM com 10% de SFB e 10% de Anti-Anti (Gibco®) 

- Incubar em estufa a 5% de CO2 e monitorar diariamente para a presença de efeito 

citopático (ECP).  

- Caso não ocorra ECP, incubar até 7 dias, congelar a - 80°C, descongelar e fazer 

novas passagens. 

- Para fazer “passagens cegas”, caso não tenha ocorrido ECP, as garrafas devem ser 

congelas a - 80°C, descongeladas a 37°C e utilizar 1 mL do sobrenadante para inocular 

outras garrafas com cultivos celulares de PK-15 por 24 h. 
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 Imunohistoquímica  

- Xilol I – 20 min. 

- Xilol II – 20 min. 

- Ácool absoluto I – 10 min. 

- Álcool absolute  II – 10 min. 

- Álcool 90%  – 5 min. 

- Álcool 80%  – 5 min. 

- Álcool 70%  – 5 min. 

- Lavar em água corrente por 10 min. 

- Enxaguar duas vezes em água destilada. 

- Recuperação Antigênica. 

- Para SVV-60: Colocar as lâminas em recipiente plástico com solução tampão citrato pH 

6,0 em micro-ondas (750W) por 9 min. Deixar esfriar em temperatura controlada (25°C), 

na solução tampão citrato pH 6,0 por 30 min. 

- Lavar em água corrente por 10 min. 

- Enxaguar duas vezes em água destilada. 

- Colocar as lâminas em solução de metanol (140 mL) + água oxigenada 20 volumes (10 

mL).  

- Deixar em cuba de vidro em câmara escura por 20 min. 

- Lavar em água corrente por 10 min. 

- Enxaguar duas vezes em água destilada. 

- Secar as lâminas individualmente com papel absorvente e colocar o anticorpo primário 

(SVV-60) cobrindo todo o corte. 

- Incubar em câmara úmida, deixando em geladeira por 18 h. 

- Lavar as lâminas com solução PBS pH 7,2 por 5 min (repetir duas vezes). 

- Secar as lâminas individualmente e colocar uma gota do anticorpo secundário, cobrindo 

todo o corte. Inclubar a 25°C por 20 min. 

- Lavar as lâminas com solução de PBS pH 7,2 por 5 min (repetir duas vezes). 

- Cobrir o corte com o DAB e observar revelação (3 a 4 min). 

- Lavar as lâminas em água corrente por 10 min. 

- Enxaguar duas vezes com água destilada. 

- Contra-corar com hematoxilina (3 min). 

- Lavar em água corrente por 10 min. 
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- Enxaguar em água destilada duas vezes. 

- Álcool 70% – 5 min. 

- Álcool 80% – 5 min. 

- Alcool 90% – 5 min. 

- Álcool absoluto I – 10 min. 

- Álcool absoluto II – 10 min. 

- Xilol I – 20 min. 

- Xilol II – 20 min. 

- Montar as lâminas. 

 Hematoxilina-eosina (HE)  

- Xilol I – 20 min. 

- Xilol II – 20 min. 

- Ácool absoluto I – 2 min. 

- Álcool absoluto II – 2 min. 

- Álcool 95% I – 2 min. 

- Álcool 95% II – 2 min. 

- lavar em água destilada – 2 min. 

- Corar com hematoxilina (10 min). 

- Lavar em água corrente por 10 min, desprezar a primeira água em recipiente apropriado. 

- Álcool 95% – 1 min. 

- Eosina – 1 min. 

- Alcool 95% - 1 min. 

- Álcool absoluto I – 2 min. 

- Álcool absoluto II – 2 min. 

- Xilol I – 2 min. 

- Xilol II – 2 min. 

- Montar as lâminas. 
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7.6 Lista de Softwares 

 

 
 Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3 

 

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) 

 

 BLAST The Basic Local Alignment Search Tool 

 

 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 

 MEGA package software version 6  

 

(http://www.megasoftware.net/mega4/mega41.html) 

 

 BioEdit software version 7.1.11 

 

 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)  
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“Aprendamos a entesourar os dons da vida, respeitando os 

ensinamentos que o mundo nos impõe, na certeza de que, entre a humildade e o 

trabalho, alcançaremos, um dia, os cimos da glória eterna.” 

 

Por minha avó, Odette (in memorian) 

 

(autor deconhecido). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


