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INTRODUÇÃO 

O Senecavirus A (SVA) é um vírus RNA de fita simples, não envelopado, pertencente ao gênero 
Senecavirus, membro da família Picornaviridae. O genoma viral é composto por aproximadamente 7300 
pares de base, dividido em região L, P1, P2 e P3 (1, 2). A P1 codifica a proteína do capsídeo que é 
clivada durante a replicação viral em VP0, VP3 e VP1; já a P2 e P3 são proteínas não estruturais e são 
clivadas em 2A, 2B, 2C e 3A, 3B, 3C, 3D, respectivamente (6, 9). O SVA foi detectado inicialmente como 
contaminante celular em 2002 (3) e desde estão seu envolvimento em doença vesicular em suínos foi 
relatado no Canadá em 2008 e nos Estados Unidos em 2012 (3, 10). Em 2015 o SVA foi associado a 
doença vesicular e mortalidade neonatal em suínos nos Estados Unidos, China e Brasil (4, 7, 8, 12, 14). 
Clinicamente, os suínos apresentam lesões vesiculares no focinho, na mucosa oral e na parede do casco, 
podendo manifestar também anorexia, letargia e febre (4, 8, 9). Como estes sinais clínicos são 
indistinguíveis de outros vírus que causam doença vesicular em suínos, como a febre aftosa, estomatite 
vesicular, doença vesicular e exantema vesicular, e as lesões microscópicas encontradas nos suínos 
acometidos pela doença não são patognomônicas da infecção por SVA, é essencial a rápida identificação 
do agente viral envolvido no surto de doença vesicular. Diferentes métodos de diagnóstico têm sido 
descritos, como o isolamento viral e imunofluorescência (4, 13). No entanto, torna-se indispensável utilizar 
um ensaio de diagnóstico que seja rápido, sensível e específico para detecção de SVA em suínos. Este 
trabalho teve como objetivo otimizar um ensaio de RT-PCR para detecção do SVA em suínos. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras de líquido vesicular e pele da vesícula foram coletadas de um suíno que apresentava lesão 
vesicular sugestiva de infecção por SVA (protocolo 235/15). As amostras biológicas foram maceradas em 
meio essencial mínimo e centrifugadas a 3000rpm a 4°C para remoção dos debris celulares. A extração 
de RNA foi realizada com o Kit MagMAX™ Viral RNA Isolation (Ambion) e o RNA foi transcrito com a 
enzima transcriptase reversa fornecida no Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 
Biosystems). Na reação de RT-PCR utilizou-se um par de primers específicos para a região VP1 do SVA: 
C556F- (F5'- TCG GTT TAC TCC GCT GAT GGT TGG -3') e D441R- (R5'- GGT CGT AGA CAA AGC 
TGG AAG CCT GG -3'), descritos por Knowles e colaboradores (2005) (5), que amplifica um produto de 
628 pares de base. Na padronização da RT-PCR foi utilizado o Kit Taq DNA Polimerase, 10X PCR Buffer, 

MgCl2 50mM (Invitrogen), variando as quantidades de magnésio 50mM (1,0, 2,0 e 3,0mM), dNTPs 10mM 
(0,5 e 1,0μL), primers a 10pmol (0,6 e 1,2μL) e temperatura de anelamento dos primers (57, 59, 61 e 
63°C). Como controle negativo da reação foi utilizada água ultrapura. Os produtos da amplificação foram 
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% e visualizados sob luz ultravioleta. Para confirmar a 
identidade do amplicon, o fragmento de DNA foi recortado do gel, purificado com o Kit BigDye 
XTerminator (Qiagen) e, em seguida, foi realizado o sequenciamento de DNA pelo método de Sanger 
utilizando o ABI3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A sequência gerada foi comparada com 
sequências do SVA disponíveis em banco de dados genéticos (GenBank), e analisadas utilizando o 
software MEGA 6 (11). 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A reação de RT-PCR para detecção de SVA foi otimizada com os seguintes parâmetros: 2,0mM de 
MgCl2, 1,0μL de dNTPs (10mM), 0,6μL dos primers forward e reverse (a 10pmol), além de 2,5μL do buffer 
da PCR, 0,3μL de Taq DNA Polimerase e 16,0μL de água ultrapura, totalizando um volume final de 25μL. 
A ciclagem foi estabelecida da seguinte forma: desnaturação inicial a 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de 
desnaturação a 95°C por 1 minuto, anelamento a 61°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, 
seguido de uma extensão final a 72°C por 10 minutos. O produto amplificado foi de 628 pares de base. A 
sequência gerada pelo sequenciamento apresentou 99% de similaridade de nucleotídeos (nt) com outras 
amostras brasileiras, 96-98% de similaridade com amostras de SVA americanas e 93% de similaridade 
com a sequência protótipo SVV001; o que comprova a especificidade da amplificação pela RT-PCR aqui 
otimizada. A técnica de RT-PCR como método de diagnóstico para a detecção do SVA em suínos 
permitiu a distinção entre o SVA e outras infecções vesiculares clássicas, como a febre aftosa, estomatite 
vesicular, doença vesicular suína e exantema vesicular suíno. Diferentes métodos têm sido descritos e 
outros estão sendo desenvolvidos para o diagnóstico do SVA em suínos (1, 4, 13), porém este ensaio de 
RT-PCR mostrou-se rápido, sensível e específico, possibilitando a identificação do SVA em suínos, 
evitando maiores impactos produtivos no setor suinícola. 
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CONCLUSÕES 

A técnica de RT-PCR para detecção de SVA em suínos foi otimizada e apresenta-se como uma 
ferramenta de diagnóstico extremamente útil e importante na detecção de ácido nucleico do SVA em 
amostras clínicas de suínos. Além disto, a detecção viral pode fornecer informações sobre a prevalência 
do SVA nos plantéis brasileiros, auxiliando nas medidas de controle da infecção.  
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