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1. INTRODUCAO

O Brasil € o quarto maior produtor e exportador de suinos do mundo (ABPA,
2023). A vigilancia de padrbfes sanitarios na suinocultura é essencial para a
protecdo dessa importante atividade econémica no Pais. O Senecavirus A (SVA),
embora ndo seja um agente causador de doenca de notificacdo obrigatoria ao
Servico Veterinario Oficial (SVO), provoca sinais clinicos semelhantes aos da Febre
Aftosa, o que exige notificacdo e investigacao criteriosa até o diagnostico definitivo
(BRASIL, 2013). Atualmente, o diagnostico oficial de doencas vesiculares em
suinos é realizado pelo Laboratoério Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA), com
o intuito de descartar Febre Aftosa. No entanto, métodos indiretos, como a deteccao
de anticorpos, podem ser Uteis para monitorar a circulacdo de SVA nas granjas ou
avaliar a soroconverséo apos vacinacao (BRASIL, 2020).

Tradicionalmente, a detec¢do de anticorpos € feita por meio de amostras de
soro. Entretanto, suinos séo particularmente sensiveis ao estresse, e a coleta de
sangue, realizada pela puncdo do complexo veia caval/jugular, pode ser
considerado um evento estressor e laborioso dentro do sistema de producdo
(MARTINEZ-MIRO et al., 2016). Buscando alternativas menos invasivas, materiais
como fluido de processamento, swabs de tonsilas e cavidade oro-nasal, e fluidos
orais tém sido explorados no diagnéstico e vigilancia de véarias enfermidades em
suinos (HENAO-DIAZ et al., 2020). Dentre esses, a coleta de fluido oral (FO) é
facilitada pelo comportamento exploratério natural dos suinos, permitindo que a
coleta seja feita sem a necessidade de contencédo, através do acesso oral e
mastigacédo das cordas de algodédo penduradas nas baias (HENAO-DIAZ et al.,
2020). Apesar das variagdes na concentracdo de microorganismos ao longo da
infeccdo nas diferentes amostras usados para diagnostico, ja foi demonstrado que
a cinética de anticorpos no FO de suinos é semelhante & do soro (HENAO-DIAZ et
al., 2020), e sua utilizacédo ja foi avaliada para diagnéstico de patégenos como 0s
virus da Peste Suina Africana (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016), Peste Suina
Classica (POPESCU et al.,, 2019), Influenza A (PANYASING et al.,, 2014), e
Sindrome Reprodutiva e Respiratoria Suina (KITTAWORNRAT et al., 2012).

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de um
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) in house para deteccdo de IgG contra o
Senecavirus A em amostras de fluido oral, visando oferecer um método de
diagndstico menos invasivo e eficaz para 0 monitoramento da circulagéo viral em
granjas de suinos.

2. METODOLOGIA
As amostras de FO utilizadas para padronizagéo do teste de ELISA indireto
foram colhidas de suinos experimentalmente vacinados (controle positivo, n=8) e
nao vacinados (controle negativo, n=4) para SVA, a partir de uma vacina inativada
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desenvolvida previamente e validada em camundongos (BARBOSA et al., 2024).
Para a coleta dos fluidos orais, cordas de algodao foram suspensas nas baias por
20 minutos, e cada amostra representou um pool por baia. Em seguida, as cordas
foram recolhidas e colocadas em sacos plasticos individuais para extracdo do FO
e processamento no laboratorio. Para confirmacdo do status vacinal dos animais,
amostras de sangue foram coletadas concomitantemente com as amostras de FO
e submetidas a deteccdo de anticorpos contra SVA no soro, pelo de ensaio de
soroneutralizacédo (JOSHI et al., 2016) (Comité Etica e Experimentacdo Animal
15/2021).

Para avaliacdo da resposta humoral no FO pelo ELISA in house, placas de
96 pocos (ref. 9017, Corning®) foram sensibilizadas com 37,8 pg/mL de virus
(SVA/BRA/GO/946-22/2019; Genbank OR567056; CMISEA ID 288 3258; SISGEN
ID AFFB5D4) em tampéo carbonato-bicarbonato (0,05 M e pH 9,6) em camara
Uumida a 4 °C, overnight. Para padronizacéo do teste, 100 uL/poco de amostras de
FO foram testadas, em duplicatas, puras e em diluigbes de 1:2, 1:10, 1:20, 1:40,
1:60 e 1:80. Em seguida, as placas foram incubadas com o conjugado Anti-Pig IgG
(whole molecule)—Peroxidase antibody produzido em coelho (Sigma-Aldrich®) na
diluicdo 1:40.000, conforme indicacbes do fabricante. As incubacdes foram
realizadas em camara Umida a 37 °C por 1 hora e foram realizadas 3 lavagens (PBS
+ 0,05% Tween 20) entre cada etapa. Por fim, 100 pL/poc¢o da solucéo reveladora
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich®) foram adicionados. A reacdo de
revelacao foi parada com a adi¢ao de 50 pL/poco de acido sulfurico (2 M) apés 15
minutos. As placas foram lidas em espectrofotbmetro, filtro 450 nm, para
determinacao da densidade 6tica (DO).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos FO coletados de animais comprovadamente positivos e
negativos para anticorpos contra o SVA no soro, com base no ensaio de
soroneutralizacdo, foram realizados testes utilizando diferentes diluicdes dos
fluidos orais. Os resultados obtidos com o uso do FO puro mostraram-se ideais em
comparacao com as demais diluicdes, uma vez que a densidade Optica (OD) do
controle positivo foi 12,88 vezes superior a do controle negativo. Com base nesses
resultados, o FO puro foi selecionado como a diluicdo de trabalho.

Em relacdo as demais amostras de FO testadas no ELISA in house
padronizado neste estudo, embora o nimero de amostras ndo tenha sido suficiente
para a validacdo completa do teste, os resultados obtidos indicam uma clara
distincdo entre as amostras positivas e negativas com 100% de sensibilidade e
especificidade, sendo a menor diferenca de densidade Optica (OD) observada de
8,29 vezes entre o controle positivo com menor OD e o controle negativo com maior
OD (Figura 1).
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Figura 1. Grafico de dispersdo com valores de OD do ELISA in house para
deteccdo de IgG contra SVA em FO. Os valores estdo apresentados
individualmente para cada pool, sendo o quadrado vermelho utilizado para
representar pool de animais ndo vacinados para SVA (controles negativos), e
circulo azul para pool de animais vacinados para SVA (controles positivos),
confirmado por ensaio de soroneutralizacdo. A média e + desvio padrdo sao
representados pelas linhas pretas atras dos valores plotados.

Considerando os altos niveis de anticorpos séricos ja detectados, a vasta
distincdo entre os dois grupos testadas era esperada. Entretanto, para a validacao
robusta do teste, é necessario utilizar amostras de campo provenientes de animais
com diferentes niveis de anticorpos séricos, bem como avaliacdo de reacbes
cruzadas com outros agentes. Isso permitira uma avaliacdo mais abrangente da
aplicabilidade do ELISA in house em cenarios de infeccdo natural ou resposta
vacinal. Testes de ELISA para deteccdo de anticorpos contra SVA ja foram
padronizados por Dvorak et al. (2017) e Yan et al. (2023) utilizando amostras de
soro, entretanto, amostras de FO ndo foram incluidas nas padronizacdes. A
utilizacdo de amostras de FO ja foi descrita para deteccao viral, onde o virus pode
ser detectado antes do surgimento dos sinais clinicos (HOLE; AMBAGALA; NFON,
2019). Entretanto, essa abordagem ¢€ restrita ao diagnéstico na fase aguda da
infeccdo uma vez que a excrecao do virus no FO se mantém por no maximo 28
dias apés a infeccdo (MAGGLIOLI et al., 2018).

A presenca de anticorpos contra SVA no soro de suinos infectados ja foi
detectada por até 60 dias ap6s a infeccdo (MAGGIOLI et al., 2018). A duracao da
circulacao de IgG no soro e, consequentemente, no FO ressalta o valor da sorologia
para o monitoramento prolongado da infeccdo em rebanhos. Esses achados
sugerem que, apesar da menor concentragcédo de anticorpos no FO, sua utilizacao
pode proporcionar uma alternativa eficiente e menos invasiva para a vigilancia
epidemiologica de grandes populacdes suinas, destacando-se como uma
abordagem prética e viavel em cenérios de produgéo intensiva.

4. CONCLUSOES
A analise das amostras de FO permitiu a detec¢cdo de imunoglobulinas IgG
contra o SVA utilizando um teste de ELISA in house, evidenciando-se como uma
fonte promissora para monitoramento de rebanhos. Estudos adicionais, com
amostras de campo, sdo necessarios para confirmar o potencial desse teste em
diferentes cenarios de manejo e infecgao.
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