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RESUMO

DALL AGNOL, Alais Maria. Andlise quantitativa de Senecavirus A em fragmentos de
tecidos de leitbes recém-nascidos naturalmente infectados. 2018. 72f. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal; Area de Concentracdo: Sanidade Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Senecavirus A (SVA) € a Unica espécie do género Senecavirus, familia Picornaviridae. SVA é um
virus RNA fita simples, de polaridade positiva, ndo envelopado e genoma com aproximadamente
7,2 kb. Desde 2007, SVA tem sido associado a doenca vesicular em suinos nos Estados Unidos da
América, Brasil, Coldmbia, China e Tailandia. A partir de 2015, uma nova sindrome
multissistémica associada a infec¢do por SVA tem sido relatada em leitbes recém-nascidos nesses
paises. SVA foi identificado por técnicas moleculares (RT-PCR, qRT-PCR e nested-RT-PCR),
imuno-histoquimica e/ou hibridizacdo in situ em diferentes 6rgdos de leitdes recém-nascidos.
Embora a RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) tenha sido utilizada para detectar RNA de SVA a partir
de amostras bioldgicas de suinos, ndo ha relatos da determinacdo da carga viral nos diferentes
tecidos de leitbes recém-nascidos com sinais clinicos consistentes com a infeccdo pelo virus. O
objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo tecidual e a carga viral de SVA em diferentes
amostras biologicas de leitdes sintomaticos, naturalmente infectados, provenientes de rebanhos
suinos com histérico de doenca vesicular. No primeiro estudo foi validado um teste de gRT-PCR
utilizando TagMan como ferramenta para a detec¢do e quantificacdo de RNA de SVA em amostras
biolégicas de suinos. Um conjunto de primers e probe especificos para amplificar um produto de
118 pb da regido VP1 do genoma do virus foi desenhado para ser utilizado na técnica de qRT-PCR.
A avaliacédo da eficiéncia da qRT-PCR TagMan foi realizada em 45 amostras de tecidos de 15
leitdes sintomaticos (n = 38) e quatro (n = 7) assintomaticos previamente caracterizados como
positivos ou negativos para SVA por RT-PCR convencional. Entre amostras biologicas
provenientes de leitdes sintomaticos, 18 (47,4%) e 30 (78,9%) foram positivas por RT-PCR
convencional e qRT-PCR, respectivamente. Todas as amostras obtidas de leitdes assintométicos
foram negativas para o virus em ambas as técnicas utilizado. Os resultados demonstram que a
técnica de gRT-PCR utilizando TagMan padronizada neste estudo é rapida e apresenta alta
sensibilidade, especificidade e repetibilidade, sendo capaz de gerar resultados confiaveis na
deteccdo e quantificacdo de RNA de SVA em amostras bioldgicas de suinos. O segundo estudo
avaliou a distribuicdo e a carga viral de SVA em diferentes amostras de Orgaos/tecidos
provenientes de leitdes recém-nascidos sintomaticos. Por meio da técnica gqRT-PCR previamente
padronizada no primeiro estudo, foram analisados fragmentos de tronco encefalico, cerebelo,
cérebro, coracao, rim, figado, pulmdes, intestino delgado, baco, bexiga e tonsila provenientes de
sete leitdes recém-nascidos. O RNA de SVA foi detectado em 81,4% (57/70) das amostras
avaliadas. A carga viral variou de 4,07 a 10,38 logio cdpias gendmicas/g de tecido. Os resultados
demonstram que o SVA tem tropismo por diferentes 6érgdos em leitbes recém-nascidos
naturalmente infectados, principalmente tonsilas, bago, pulmido e figado. Orgdos linfoides
apresentam altas cargas virais e podem ser importantes sitios de replicacdo de SVA. A ampla
distribuicdlo de RNA de SVA em orgdos/tecidos dos sistemas cardiovascular, respiratorio,
digestorio, urinario, neurologico e linfatico demonstra a capacidade do virus em causar infecgdo
multissistémica em leitbes recém-nascidos e a sua participacdo nas manifestagcdes clinicas
observadas.

Palavras-chave: Picornaviridae. Seneca Valley virus. RT-PCR quantitativa. Suinos. Infeccéo
multissistémica.
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ABSTRACT

DALL AGNOL, Alais Maria. Quantitative analysis of Senecavirus A in tissue samples
from naturally infected newborn piglets. 2018. 72p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal
Science; Concentration Area: Animal Health) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2018.

ABSTRACT

Senecavirus A (SVA) is the only member of the Senecavirus genus, Picornaviridae family.
SVA is a single-stranded, positive-sense, non-enveloped RNA virus with a genome size of
approximately 7.2 kb. Since 2007 reports have revealed SVA-associated vesicular disease in
pigs in the USA, Brazil, China, Colémbia, and Thailand. From 2015, a novel multisystemic
syndrome associated with SVA infection has been reported in newborn piglets from these
countries. SVA was detected by techniques such as molecular (RT-PCR, qRT-PCR and
nested-RT-PCR), immunohistochemical, and/or in situ hybridization assays in different
organs/tissues of newborn piglets. Although quantitative RT-PCR (gRT-PCR) assays have
been used to detect the SVA genome from organ samples of piglets, there are no reports of the
SVA RNA loads in tissues of newborn piglets with clinical signs consistent with SVA
infection. The aim of this study was evaluate the SVA distribution and RNA loads in different
biological samples of naturally infected symptomatic piglets originating from vesicular
disease-affected pig herds. In the first study a TagMan-based gRT-PCR assay was validated
for SVA RNA detection and quantification in biological porcine specimens. A set of specific
primers and probe was designed to amplify a 118 bp length fragment within the VVP1 gene of
the SVA genome. The efficiency of TagMan-based qRT-PCR was evaluated in 45 tissue
samples of 15 symptomatic (n = 38) and 4 (n = 7) asymptomatic piglets, previously
caracterized as positive or negative for SVA by conventional RT-PCR. Among the biological
samples of symptomatic piglets, 18 (47.4%) and 30 (78.9%) were positive for SVA in
conventional RT-PCR and gRT-PCR assays, respectively. All samples obtained from
asymptomatic piglets were negative for the virus in both assays. The results demonstrated that
the TagMan-based gRT-PCR assay in this study is a rapid technique with high sensitivity,
specificity and reproducibility, able to generate reliable results to simultaneously detect and
quantify SVA RNA in porcine biological samples. The second study determined the SVA
RNA distribution and loads in different organs/tissues from symptomatic newborn piglets.
Using the gRT-PCR assay previously developed in the first study, fragments of brainstem,
cerebellum, cerebrum, heart, kidney, liver, lungs, small intestine, spleen, urinary bladder, and
tonsils of seven newborn piglets were analyzed. SVA was detected in 81.4% (57/70) of the
tissue samples. Viral loads ranged from 4.07 to 10.38 logio genomic copies/g of tissue. The
results show that SVA has tropism for different organs in naturally infected newborn piglets,
mainly tonsils, spleen, lungs, and liver. Lymphoid organs contained the highest viral loads
and may be important sites for SVA replication. The wide SVA RNA distribution in
organs/tissues of the cardiovascular, repiratory, digestive, urinary, neurological, and
lymphatic systems demonstrate the virus ability to cause multisystemic infection in newborn
piglets and the participation of SVA in the observed clinical manifestations.

Key words: Picornaviridae. Seneca Valley virus. Quantitative RT-PCR. Swine.
Multisystemic infection.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o0 quarto maior produtor e exportador de carne suina do
mundo. A produgdo de carne suina vem aumentando nos altimos anos, alcancando 3,7
milhdes de toneladas no ano de 2016 (ABPA, 2017). Isso demonstra a grande importancia
econbmica da suinocultura para o pais, envolvendo um grande nimero de produtores, gerando
muitos empregos em toda cadeia produtiva, sendo responsavel pelo abastecimento interno e
contribuindo com as exportacdes. A consolidacdo do Brasil como grande produtor e
exportador de carne suina esta diretamente ligada ao uso de tecnologias modernas, melhores
indices de produtividade e qualidade do produto, bem como a adequacédo as exigéncias dos

diferentes mercados importadores.

Para garantir os avangos constantes na produtividade e na qualidade da carne suina,
novas descobertas nas areas da genética, nutricdo, sanidade e exigéncias de manejo tém
modificado consideravelmente a suinocultura, tanto no ambito nacional quanto mundial,
visando aumentar o bem-estar dos animais e reduzir o impacto ambiental sem o prejuizo da
producio (GUIMARAES et al., 2017).

No entanto, com as modifica¢fes e incrementos tecnoldgicos inseridos no sistema de
producdo de suinos houve maior concentracdo dos animais o que predispde ao estresse, fator
que pode ser indiretamente responsavel pela ocorréncia de diversas enfermidades. Muitas
doencas infecciosas até entdo desconhecidas acabaram emergindo nos ultimos anos,
constituindo-se em grande problema pois, apesar dos esforcos de técnicos, pesquisadores e de
empresas publicas e privadas ligados a suinocultura, ocasionam enormes prejuizos a cadeia
produtiva. Dentre essas enfermidades destaca-se uma nova doenca vesicular causada pelo
Senecavirus A (SVA), que emergiu no Brasil no final de 2014 e ocasionou perdas econdémicas

consideraveis a suinocultura nacional.

1.2 DOENCAS VESICULARES VIRAIS

As doencas vesiculares virais sdo consideradas um grande problema para a saude

animal mundial. As enfermidades vesiculares classicas compreendem o exantema vesicular
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suino (vesicular exanthema of swine - VES), estomatite vesicular (vesicular stomatitis - VS),
doenca vesicular suina (swine vesicular disease - SVD) e a febre aftosa (foot-and-mouth-
disease - FMD). A FMD ¢é uma doenca viral altamente contagiosa que gera perdas
econémicas consideraveis e, por isso, & considerada a enfermidade animal de maior
importancia mundial. O virus causal da FMD pertence ao género Aphthovirus, familia
Picornaviridae. A doenca esta listada no Codigo Sanitario Animal da Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE). A FMD foi a primeira enfermidade incluida na lista oficial da OIE e
a primeira doenca para a qual paises ou zonas foram classificados como livres da doenca com
ou sem vacinacao (OIE, 2009). A SVD é causada pelo enterovirus suino, género Enterovirus,
que também pertence a familia Picornaviridae (OIE, 2013). O agente etioldgico da VS é
classificado no género Vesiculovirus, familia Rhabdoviridae, acomete equinos, bovinos e
suinos. Humanos também sdo suscetiveis ao virus da VS (OIE, 2015). A VES € causada por
um virus classificado no género Vesivirus, da familia Caliciviridae (HORAK, 2016). Os
sinais clinicos induzidos pelas diferentes doencas vesiculares sdo indistinguiveis e em
qualquer caso suspeito é obrigatoria a realizacdo de diagndstico laboratorial para a
identificacdo da etiologia (OIE, 2009).

O ultimo surto de FMD ocorrido no Brasil foi em 2006 (OIE, 2017a); desde entdo o
pais € considerado zona livre da doenca com vacinacdo, com excecdo do estado de Santa
Catarina, que é livre sem vacinacdo (OIE, 2017b). Este status sanitario é fundamental para a
exportacdo de proteina animal e, consequentemente, para a economia do pais, uma vez que 0
agronegocio representa um importante setor da economia brasileira e que essa condicdo

transpde algumas barreiras sanitarias internacionais.

No final do ano de 2014 e inicio de 2015 foram relatadas lesGes vesiculares em suinos
que, posteriormente, comprovou-se estarem associadas a infec¢do por SVA. A doenca clinica
ocorreu nas regides brasileiras (sul, sudeste e centro-oeste) produtoras de suinos com
importantes impactos clinicos, epidemioldgicos e produtivos para os rebanhos acometidos
(LEME et al., 2015; VANNUCCI et al., 2015). Devido aos prejuizos causados pelo agente
infeccioso e aos sinais clinicos serem indistinguiveis daqueles apresentados por outras
doencas vesiculares virais, € de grande importancia o uso de técnicas de diagndéstico rapidas e

sensiveis e que possam auxiliar na elucidagéo da infeccao por SVA.
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1.3 FAMILIA PICORNAVIRIDAE

O nome dessa familia deriva do latim, em que pico significa pequeno, em referéncia
ao tamanho da particula viral, enquanto RNA ¢é referente a0 seu genoma de &cido
ribonucleico. A familia Picornaviridae é composta por virus ndo envelopados com capsideo
de conformacao icosaédrica e tamanho aproximado de 30-32 nm. O genoma viral varia de 6,7
a 10,1 kb e é composto por uma fita de RNA com polaridade positiva (ZELL et al., 2017). Os
picornavirus estdo distribuidos por todo o mundo e representam uma ameaca para a saude

tanto de humanos quanto de animais (ZELL, 2017).

Os membros da familia Picornaviridae possuem capacidade de infectar muitas
espécies de vertebrados como humanos, primatas ndo humanos, bovinos, suinos, equinos,
aves, roedores e de répteis (ZELL et al., 2017), podendo causar doengas em muitas dessas
espécies. Os picornavirus que acometem suinos pertencem aos géneros Aphtovirus,
Cardiovirus, Enterovirus, Sapelovirus, Teschovirus, Kobuvirus, Pasivirus e Senecavirus
(ICTV, 2015).

1.4 SENECAVIRUS A

Seneca Valley virus 001 (SVV-001) foi isolado pela primeira vez em 2002, como
contaminante de cultivo celular em Gaithersburg, cidade localizada no estado de Maryland,
nos Estados Unidos da América (EUA) (KNOWLES; HALLENBECK, 2005). Acredita-se
que o virus foi introduzido no cultivo celular de PER.C6 (células de retinoblastos fetal
transformadas) por meio da utilizacdo de tripsina suina ou soro fetal bovino contendo o virus
(HALES et al., 2008). SVV foi assim denominado devido ao Parque Seneca Creek State
(Maryland, EUA), localizado préximo do laboratério em que o virus foi identificado pela
primeira vez (Neotropix, Inc., Malvern, PA, EUA) (SEGALES et al., 2017). Pertencente a
familia Picornaviridae, o Senecavirus A é a Unica espécie do género Senecavirus, com

caracteristicas gendmicas muito semelhantes ao género Cardiovirus (ICTV, 2015).

1.4.1 CARACTERISTICAS MOLECULARES DE SENECAVIRUS A

A cepa protdtipo de senecavirus foi denominada SVV-001 e a partir dessa foi

estabelecido o genoma completo do virus. O RNA gendmico possui aproximadamente 7.280
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nucleotideos (nt), a regido ndo traduzida 5’ (untranslated region — UTR) contém 666 nt e 71
nt na extremidade 3°’UTR, seguida de uma cauda poli(A) de tamanho n&o definido. O genoma
é constituido por uma unica fase aberta de leitura (open reading frame — ORF) de 6.543 nt,
que codifica uma poliproteina de 2.181 aminoacidos (aa) que, nas suas extremidades, €
flanqueada pelas duas regides ndo traduzidas (5’ e 3’UTR) (HALES et al., 2008). A regiédo
5’UTR do genoma do SVA possui um sitio interno de entrada no ribossomo (internal
ribosome entry site - IRES), cuja funcdo € permitir a traducdo do RNA viral de forma
independente de CAP (WILLCOCKS et al., 2011).

O genoma do virus consiste de uma proteina Leader (L) e trés regiGes maiores,
denominadas poliproteinas P1, P2 e P3. A funcdo da proteina L ainda nédo foi estabelecida. A
regido P1 é clivada em polipeptidios estruturais VPO, VP3 e VP1, sendo que ap0s a maturacao
ocorre clivagem da VPO originando a VP2 e a VP4. Na superficie externa do capsideo do
virus sdo expressas as proteinas VP1, VP2 e VP3, enquanto a VP4 esta localizada na
superficie interna (VENKATARAMAN et al., 2008). Apesar da funcdo dessas proteinas na
patogenia do virus ainda ndo ser totalmente conhecida, a VVP1 é considerada a proteina mais
imunogénica nos virus da familia Picornaviridae (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016). Porém,
acredita-se que com relacdo ao SVA, a VP2 seja a proteina mais imunogénica (DVORAK et
al., 2017). A representacdo esquematica do genoma do SVA antes e apds 0 processamento da

poliproteina estd demonstrada na Figura 1.

Figura 1. Organizagdo esquematica do genoma do Senecavirus A.

Poliproteina
IRES ¢ 1
Q

5' Tipo IV

Proteinas ndo estruturais
P3

Capsideo

A &
e | 3o
3B

Fonte: LEME; ALFIERI e ALFIERI (2017b).

As regibes P2 e P3 codificam as proteinas ndo estruturais do virus, das quais trés sao
codificadas pela P2 (2A, 2B e 2C) e quatro pela P3 (3A, 3B, 3C e 3D) (WILLCOCKS et al.,
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2011). A proteina 2A do SVA atua no mecanismo alternativo de tradugdo. A proteina 2B
possui funcdo semelhante aos outros picornavirus, atuando na formacdo de poros
transmembrana. O polipeptidio 2C esta envolvido na sintese de RNA (SEGALES et al.,
2017). Das proteinas codificadas pela regido P3, a funcdo da 3A ainda nédo é conhecida. O
polipeptidio 3B codifica uma proteina VPg que atua como iniciadora para a sintese de RNA.
O polipeptidio 3C possui fungdo de proteinase e 0 3D é uma polimerase (RNA polimerase
dependente de RNA), sendo esta a por¢cdo com mais sequéncias de aa conservados. Devido a
poliproteina considera-se que a estrutura gendmica do SVA seja tipica de outros picornavirus,
com o padréo L-4-3-4 (HALES et al., 2008).

1.4.2 SENECAVIRUS A E DOENCA VESICULAR EM SUINOS

Em 2004, foram descritos surtos de doenca vesicular em suinos de maternidade,
creche e terminacdo no estado de Indiana, EUA. Os suinos apresentavam sinais clinicos de
letargia, febre, claudicacdo e lesdes vesiculares em mucosas oral e gengival, lingua, focinho e
casco, principalmente na regido da banda coronéria. Os agentes virais causadores de doencas
vesiculares classicas (FMD, VS, SVD e VES) ndo foram identificados por meio de técnicas
moleculares e soroldgicas. Assim, a etiologia ndo foi estabelecida e, entdo, a doenca foi
denominada Doenca Vesicular Idiopatica Suina (Porcine Idiophatic Vesicular Disease —
PIVD) (AMASS et al., 2004). Na década de 1980, outros episddios de PIVD ja haviam sido
descritos em diferentes paises/continentes como nos EUA (GIBBS et al., 1983), Australia
(MUNDAY; RYAN, 1982) e Nova Zelandia (MONTGOMERY; OLIVER; POOLE, 1987).
Em 2007, no Reino Unido (ISID, 2007) e em 2010, na Italia (SENSI et al., 2010) também

foram relatados casos de doenga vesicular em suinos sem etiologia conhecida.

Em 2007, suinos provenientes de sete granjas de Manitoba, Canada, foram
transportados até Minnesota, EUA. Os animais apresentavam erosdes e vesiculas em pele,
focinho, cavidade oral e banda coronaria do casco. Alguns animais apresentaram febre e a
maioria teve claudicacdo. Os testes diagnosticos foram negativos para os virus vesiculares
classicos (FMDV, SVDV, VSV e VESV). No entanto, por meio da técnica molecular da
reacdo da polimerase em cadeia, precedida de uma etapa de transcricdo reversa (RT-PCR), foi
detectado 0 RNA de SVA que passou a ser considerado o possivel agente etioldgico da
doenga (PASMA; DAVIDSON; SHAW, 2008).
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Em 2012, também em Indiana, EUA, um caso isolado de doenca vesicular suina
ocorreu em um suino de seis meses de idade presente em uma exposicdo agropecuéria. SVA
foi identificado em lesBes vesiculares e no fluido orofaringeo do animal. Nenhum outro
agente etioldgico das doencas vesiculares classicas foi detectado ocasionando as lesdes
vesiculares. Esse foi segundo relato de doenga vesicular associada a infeccdo pelo SVA
(SINGH et al., 2012).

No final de 2014 e inicio de 2015, suinos em fase de maternidade, creche, terminacao
e reprodutores provenientes de granjas dos estados brasileiros de Minas Gerais, Goids, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul apresentaram sinais clinicos de doenca vesicular (LEME
et al., 2015; VANNUCCI et al., 2015; LEME et al., 2016a; LEME et al., 2016b). A partir dos
resultados negativos para agentes causadores de doencas vesiculares classicas e com base na
epidemiologia dos surtos, na deteccdo do genoma de SVA em animais acometidos e do
isolamento do virus a partir de liquido vesicular, SVA foi considerado o mais provavel agente
causal da doenca vesicular suina relatada nos rebanhos das principais regiGes suinicolas
brasileiras (LEME et al., 2015; VANNUCCI et al., 2015; LAGUARDIA-NASCIMENTO et
al., 2016). Acredita-se que o SVA ndo circulava no rebanho brasileiro antes de 2014, pois ndo
foram encontradas evidéncias soroldgicas anteriormente a esse periodo (SAPORITI et al.,
2017).

Nos rebanhos suinos acometidos pela primeira vez, conforme a sintomatologia clinica
apresentada e da idade dos animais, a taxa de morbidade variou de 4 a 70%. Em leitdes
desmamados a morbidade variou entre 0,5 a 5%, enquanto que em animais em fase de
terminacdo e reprodutores alcangou até 30%, variando conforme a localizacdo geografica e
origem do rebanho (LEME et al., 2015; SEGALES et al., 2017). Em matrizes, foi relatada
uma alta taxa de morbidade, entre 70 a 90% e a mortalidade em animais da fase de
terminagdo, matrizes e reprodutores foi baixa (0,2%), com a remissdo dos sinais clinicos entre
10 a 15 dias. Os surtos da doenca vesicular pelo SVA disseminam-se rapidamente entre 0s
rebanhos. Em muitas granjas em que a doenca vesicular foi relatada, altas taxas de morbidade
ocasionaram reflexos negativos expressivos na produtividade do rebanho (LEME; ALFIERI;
ALFIERI, 2017a).

Posteriormente a deteccdo de SVA em leitBes lactentes, creche e terminacdo no Brasil, a
doenca associada a esse virus também foi diagnosticada especialmente em leitdes de
maternidade e em matrizes na China (QIAN et al., 2016; WU et al., 2016b; WU et al., 20164a;
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ZHU et al., 2017) e EUA (ZHANG et al., 2015; CANNING et al., 2016; JOSHI et al., 2016b)
em 2015, e Canada (ISID, 2016), Tailandia (SAENG-CHUTO et al., 2017) e Colédmbia (SUN
et al., 2017) em 2016. Portanto, devido a sua intensidade e abrangéncia geografica, a infeccédo
pelo SVA demonstrou-se muito importante para a suinocultura, devido ao grande risco

sanitario representado por seu agente etioldgico.

1.4.2.1 Doencga multissistémica em leitdes recém-nascidos

Concomitante com a sintomatologia vesicular em suinos adultos e em fase de
terminacdo, também foram relatados aumentos nas taxas de mortalidade em leitdes recém-
nascidos, entre um a quatro dias de idade. A sintomatologia multissistémica é caracterizada
por letargia, hiperemia cutanea, diarreia, sinais neurologicos e/ou morte subita (LEME et al.,
2015; VANNUCCI et al., 2015). Os distintos sinais clinicos observados nas diferentes idades
podem ser decorrentes da idade dos suinos infectados e / ou a capacidade de resposta
imunologica produzida pelos animais. Provavelmente os leitdes recém-nascidos sdo mais
susceptiveis a infecdo pelo SVA e com isso desenvolvem uma manifestacdo clinica
multissistémica (DALL AGNOL et al., 2018).

Leitdes com morte espontanea foram submetidos a investigacdo diagndstica e
apresentaram resultados positivos para o SVA em diferentes 6rgaos/tecidos, tanto pela técnica
de RT-PCR convencional quanto por imuno-histoquimica (LEME et al., 2016a; LEME et al.,
2016b). Em leitdes recém-nascidos naturalmente infectados pelo SVA, o RNA viral foi
quantificado nos diferentes 6rgdos, sendo que os tecidos linfoides (baco e tonsila)
apresentaram maior carga viral, seguidos de pulmdes e figado. Foram encontradas as altas
cargas virais nos orgédos linfoides (9,06 a 10,38 logio/cdpias por grama de tecido) desses
leitbes, sugerindo que o virus tem tropismo por esses tecidos (DALL AGNOL et al., 2018).

Em leitdes recém-nascidos as taxas de morbidade e de mortalidade sdo consideradas
altas, principalmente entre um e quatro dias de idade, com taxas chegando a 70% de
morbidade e a 15-30% de mortalidade. A sintomatologia e mortalidade perduram por duas a
trés semanas no rebanho acometido (LEME; ALFIERI; ALFIERI, 2017a). No entanto, 0s
leitdes continuam eliminando SVA por até nove semanas, fato que demonstra o risco de
disseminacdo da doenca apds o desmame, especialmente no periodo que compreende a
entrada na creche (TOUSIGNANT et al., 2017).
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1.4.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Para compreender mais sobre a dinamica de infeccdo e patogenia causada pelo SVA,
estudos experimentais foram conduzidos em suinos de nove semanas (MONTIEL et al., 2016)
e quatro meses de idade (JOSHI et al., 2016a). Esses estudos demonstraram que SVA pode
ser 0 agente etioldgico de doenca vesicular em suinos. Foi observado que os sinais clinicos
iniciaram-se entre 4-5 dias pés-infeccdo (dpi) e perdurou por aproximadamente 10-12 dias
(MONTIEL et al., 2016). O virus teve curto periodo de incubagdo e induziu doenca vesicular
autolimitante aguda nos animais experimentalmente infectados. A viremia ocasionada pelo
SVA coincidiu com a fase clinica da doenca, entre 3 a 10 dpi. Nessa fase ocorreu um pico de
copias gendmicas das particulas virais circulantes e, a partir de 4 dpi, comecaram a surgir as
lesBes vesiculares. No quinto dia os animais soroconverteram e comegou o declinio da
viremia (JOSHI et al., 2016a).

Os sinais clinicos ocasionados pelo SVA s&o clinicamente indistinguiveis daqueles
observados na FMD e nas outras doencas vesiculares classicas. Os primeiros sinais clinicos
ocorreram no 4° dpi e foram caracterizados por claudicacdo, letargia e vesiculas localizadas
em focinhos e/ou cascos, perdurando por até 10 dpi (JOSHI et al., 2016a; MONTIEL et al.,
2016). Inicialmente ocorre eritema da pele, progredindo para o desenvolvimento de vesiculas.
Apbs a ruptura das vesiculas ocorre erosao da pele, a qual evolui para a formacdo de crostas
na area acometida (5-6 dpi). As lesdes se resolvem completamente entre 12-16 dpi. Nem
todos os animais apresentam formacao de vesiculas (JOSHI et al., 2016a). A gravidade das
lesbes nas bandas coronarias variaram de palidez até lesdes vesiculares com ulceragdes,
erosdes, com formacdo de crostas, e necrose focal no espaco interdigital (MONTIEL et al.,
2016).

Os achados histopatoldgicos nos 6rgédos linfoides, tonsilas, baco e linfonodos de
animais de quatro meses de idade experimentalmente inoculados demonstraram moderada
hiperplasia linfoide, sugerindo que provavelmente esses tecidos representem sitios de
replicacdo do SVA. Atelectasia e congestdo difusa foram observadas nos pulmdes. Durante a
fase aguda da infecgdo, particulas infectantes do virus se distribuem amplamente, sendo
detectadas em diversos 6rgdos como pulmdes, linfonodos, figado, baco, tonsilas e intestino
delgado e grosso (JOSHI et al., 2016a).

Em leitdes naturalmente infectados, com idade entre um a dez dias, foram encontradas

alteracdes histopatologicas como, degeneracdo balonosa do epitélio de transicdo da bexiga e
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da pelve renal. No intestino delgado os achados histopatoldgicos revelam atrofia das
vilosidades (enterite atréfica) e fusdo das vilosidades. Nos pulmdes foi observada pneumonia
intersticial e no sistema nervoso central, meningoencefalite ndo-supurativa, necrose neuronal,
edema cerebral e plexo-coroidite. Em 6rgdos linfoides, foi observada hiperplasia linfoide
folicular tanto em linfonodos mesentéricos quanto em tonsilas. Degeneracdo balonosa do
epitélio de transicdo foi a lesdo mais frequentemente encontrada e associada ao SVA, sendo
que o virus foi detectado nas lesdes através da IHC (OLIVEIRA et al., 2017).

1.4.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA E ELIMINACAO VIRAL

Em estudos experimentais, a deteccdo de anticorpos neutralizantes para o SVA
comeca a ocorrer a partir do 5° dpi. Esses altos titulos de anticorpos especificos contra SVA
no soro influenciam na reducdo da viremia, da gravidade da doenca, da excrecdo do virus e da
carga viral detectavel nos tecidos (JOSHI et al., 2016a). Em uma infec¢do natural, relatada
nos EUA, por meio de um teste de ELISA indireto foram detectados anticorpos para a VP2 de
SVA em 84% dos animais amostrados apds o aparecimento dos sinais clinicos. Os animais
permaneceram com titulos de anticorpos por pelo menos 60 dias (Ultima coleta) apés a
observacao dos sinais clinicos, embora iniciassem a regressao, a partir do titulo maximo
observado no 11° dpi (DVORAK et al., 2017). No Brasil, também em infecc¢Bes naturais, por
meio da técnica de virus neutralizacdo (VN) foram encontrados titulos de anticorpos anti-
SVA >4.096 em animais clinicamente infectados (SAPORITI et al., 2017).

Em condicgBes experimentais a eliminagdo viral em secrecdes orais e nasais ocorreu até
28 dpi, em swabs de fezes o virus foi eliminado até 14 dpi. O pico de excre¢do com altas
cargas virais perdurou do primeiro até 5° dpi (JOSHI et al., 2016a). Em um surto em leitdes
na fase de maternidade foi detectada excrecdo do SVA até nove semanas apos a infeccéo
(TOUSIGNANT et al., 2017). Tanto na infec¢do natural quanto na experimental, o SVA é
eliminado nas secrecOes oral e nasal, sémen, fezes, além dos fluidos vesiculares, que contém
grandes quantidades de virus. A excrecdo viral contribui para a disseminag¢do do virus entre
animais e, indiretamente, para a contaminacdo ambiental (JOSHI et al., 2016a; LEME;
ALFIERI; ALFIERI, 2017a; STUROS et al., 2017; TOUSIGNANT et al., 2017).
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1.4.5 DIAGNOSTICO

Muitos testes diagnosticos sdo utilizados tanto para a identificagdo de infec¢des
ocasionadas pelo SVA quanto para realizar a associacdo de lesdes vesiculares e sinais clinicos
com o processo infeccioso, destacando-se entre eles as técnicas moleculares. Diferentes
métodos moleculares foram estabelecidos para o diagnostico e a caracterizacdo molecular das
cepas de SVA incluindo RT-PCR convencional (LEME et al., 2015; JOSHI et al., 2016b;
LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2016; WANG et al., 2016), nested-RT-PCR
(FERONATO et al., 2017), RT-PCR quantitativa (QRT-PCR), tanto com SYBR Green quanto
com TagMan (BRACHT et al., 2016; CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA et al.,
2016; GUO et al., 2016; HAUSE et al., 2016; JOSHI et al., 2016b; LAGUARDIA-
NASCIMENTO et al.,, 2016; DALL AGNOL et al., 2017; FOWLER et al., 2017),
hibridizacéo in situ (JOSHI et al., 2016a; RESENDE; MARTHALER; VANNUCCI, 2017),
assim como as plataformas de sequenciamento genémico de nova geracdo (NGS)
(VANNUCCI et al., 2015; MONTIEL et al., 2016; SUN et al., 2017).

A imuno-histoquimica (IHC) é uma técnica muito utilizada, pois por meio do uso de
anticorpos policlonais e/ou monoclonais possibilita identificar antigenos virais diretamente
em amostras de tecidos/6rgdos demonstrando a presenca da particula viral naquele
determinado material biologico. Adicionalmente, a histopatologia fornece detalhes que,
juntamente com a IHC, auxiliam consideravelmente no diagndstico do SVA (YANG; VAN
BRUGGEN; XU, 2012; JOSHI et al., 2016a; LEME et al., 2016a; LEME et al., 2016b;
OLIVEIRA et al., 2017). A microscopia eletronica de transmissdo possibilita associar a
presenca de particulas virais e observacdo de danos celulares causados pelo virus,
contribuindo para o diagndstico de SVA (OLIVEIRA et al., 2017).

O diagndstico de SVA por meio de técnicas soroldgicas também foi descrito incluindo
sistemas de ELISA indireto (YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012; GIMENEZ-LIROLA et
al., 2016; DVORAK et al., 2017), ELISA competitivo (YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012)
e imunofluorescéncia indireta (IFI) (YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012; GUO et al., 2016;
JOSHI et al.,, 2016a; MONTIEL et al., 2016). As técnicas de IFI e ELISA indireto e
competitivo foram desenvolvidas utilizando anticorpos monoclonais especificos para 0 SVA
ou com a proteina VP1 recombinante do virus. O teste de VN é outra técnica que pode ser
empregada para o diagndéstico sorologico da infecgdo pelo SVA (YANG; VAN BRUGGEN;
XU, 2012; GOOLIA etal., 2017; SAPORITI et al., 2017).
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1.4.5.1 Diagnostico quantitativo em virologia

A utilizagdo da PCR quantitativa (qQPCR) na rotina diagndstica de agentes infecciosos
vem aumentando anualmente, devido a série de vantagens quando comparados com 0s ensaios
de PCR convencional (OIE, 2008). A execucao da gPCR é menos laboriosa, exigindo menos
méo de obra, pois as etapas sdo concentradas, havendo reducao no tempo de sua realizacdo. A
facilidade de desempenho e maior velocidade para obtencdo de resultados s&o outras
vantagens da utilizacdo, pois os produtos amplificados séo detectados durante os ciclos de
amplificacdo ndo necessitando de uma etapa posterior para visualizacdo dos amplicons (ESPY
et al., 2006). O ensaio é considerado um sistema fechado e homogéneo, o que diminui o risco
de contaminacdo por manipulacdo, principalmente dos produtos pés-amplificacdo. A técnica
apresenta excelente sensibilidade e especificidade. Dessa forma, 0 método quantitativo torna-
se uma ferramenta atraente quando comparado com os métodos de PCR convencionais e até
mesmo, com as técnicas biologicas classicas, como isolamento viral em cultivo celular
(MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002).

Vaérios sistemas de deteccdo de acido nucleico por gPCR estdo disponiveis. Os mais
utilizados para a deteccdo e quantificagdo de agentes infecciosos séo SYBR Green e TagMan
(Figura 2). O SYBR Green é um método capaz de detectar a acumulacdo de qualquer produto
de DNA de dupla fita. E um sistema sensivel, mas com menor especificidade quando ao
sistema TagMan. Diferentemente, o0 sistema TagMan utiliza probes de hidrélise para detectar
acidos nucleicos. As sondas sdo pequenos fragmentos de oligonucleotideos que na porgdo 5’
possui um reporter (fluordéforo) e na 3’ um quencher. Durante a amplificagdo, a probe se
hibridiza ao produto de PCR alvo e o quencher impede a emissdo de fluorescéncia pelo
reporter. Na etapa seguinte, durante a extensdo da fita molde, a Taq polimerase cliva a regido
5’ da probe, separando o fluoroforo do quencher, levando a emissé@o de fluorescéncia, que €
entdo absorvida pelo equipamento. O uso de probes de hidrolise torna o sistema mais

especifico quando comparado ao SYBR Green (ESPY et al., 2006).

A gPCR e/ou gRT-PCR tem sido amplamente utilizada para estudos dos agentes
causadores de doengas infecciosas. Com a estimativa da carga viral é possivel determinar o
curso das enfermidades virais e inferindo se a doenca estd na fase aguda ou cronica. A
mensuracdo da carga viral em animais infectados possibilita compreender a interagdo virus-
hospedeiro e, com isso, identificar progressdo da enfermidade ou até mesmo a reativacao da

replicacéo viral. A gravidade de algumas doencas pode ser relacionada com as cargas virais,



435
436
437
438
439

440

441
442

443

444
445
446

447

448

449
450
451

26

enquanto com a utilizacdo da PCR convencional ndo é possivel fazer essa associagdo
simplesmente com detec¢do da presenca ou auséncia do patdgeno. A metodologia quantitativa
também tem sido utilizada como ferramenta diagnostica em doencas emergentes,
proporcionando a vinculacdo entre o virus identificado e os sinais clinicos observados
(MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002).

Figura 2: Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos com os sistemas TagMan e SYBR

Green.

Amplificacio com TagMan Amplificacdo com SYBR Green

O reporter e o quencher da probe (5°- 3°) se hibridizam no DNA alvo. O SYBR Green é um corante fluorescente quando ligado a dupla fita de
DNA.

R = Reporter

Polymerization Q = Quencher

—_—
— — =13
s >

&

Durante a desnaturacdo do DNA, o SYBR Green ¢ liberado e reduz

Enquanto a probe estd intacta, o quencher impede a fluorescéncia do drasticamente a fluorescéncia.

reporter.

Strand Displacement 2 ] .
@ L N

6's 3
3'-

5 3
——

Durante a extensdo, ocorre o anelamento dos primers e o produto da
PCR é gerado.

Durante cada ciclo de extensdo, a DNA polimerase cliva o reporter,

separando do quencher. reamaoraME o
Cleavage L)
) o o
6'a > s 2
4 : ®
3 5 °
5 3 VIR MY

Quando a extensdo do fragmento estiver completa, o SYBR Green se

Apds a separacdo do quencher. o reporter emite fluorescéncia que ¢ liga ao produto de fita dupla, resultando em um novo aumento de

absorvida pelo equipamento. fluorescéncia detectada pelo equipamento.
Polymerization
Completed # Q - -
A - -0- -0- -0--0-
-

5's
3 -

5

Fonte: Bio-Resource (2013). Adaptado. Disponivel em: <http://technologyinscience.

blogspot.com.br/2013/05/tagman-assay-vs-sybr-green-assay.html#.WkJ2qgtKnHIW>.
Acessado em: 26 Dez. 2017.

1.5 CONSIDERACOES FINAIS

Desde 2014, SVA tem-se apresentado como um agente infeccioso emergente na
suinocultura mundial e pouco ainda se conhece sobre as suas propriedades bioldgicas e
epidemiologia. Decorrente das diferencas observadas nas manifestacfes clinicas da infeccdo
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em animais recém-nascidos, jovens e adultos € imprescindivel a realizacdo de estudos, tanto
em condi¢cbes naturais quanto experimentais, na tentativa da elucidacdo de aspectos
importantes relativos a forma de manifestacdo clinica, a fisiopatogenia da infeccdo e ao
tropismo viral nos diferentes orgdos/tecidos. Para isso, é necessario o desenvolvimento de
técnicas de diagndstico que possam fornecer dados e informacges mais especificas sobre o
processo infeccioso incluindo algumas propriedades bioldgicas do SVA, aspectos relativos as
interacdes virus-hospedeiro, distribuicdo da carga viral em diferentes 6rgéos, diferenciacédo de
infeccdo ativa ou persistente, estabelecimento da dindmica de infeccdo e progresso da doenca
clinica. A andlise do conjunto dessas informagcbes permitira, por meio do melhor
conhecimento de caracteristicas inerentes ao virus, ao hospedeiro e ao processo infeccioso,
disponibilizar medidas de mitigacao de risco que incluam condutas de biosseguridade internas
e externas e metodos de diagnostico de alta rapidez, sensibilidade, especificidade e
repetibilidade. O estabelecimento e consolidacdo dessas acOGes abrem a perspectiva do
desenvolvimento de imundgenos para uso no controle e profilaxia das infeccbes por SVA e/ou
para controle de surtos. Com isso, a pesquisa e o desenvolvimento estardo contribuindo com a

conquista e manutencdo da salde na cadeia suinicola brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Avaliar a distribuicdo tecidual e a carga viral de SVA em diferentes amostras de

orgdos/tecidos de leites recém-nascidos, naturalmente infectados, sintomaticos e

provenientes de rebanhos suinos com historico de doencga vesicular em animais adultos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer um teste de gRT-PCR utilizando TagMan, com primers e probe especificos,
como ferramenta diagndstica para deteccdo e quantificagdo de RNA de SVA em
diferentes amostras biologicas de suinos.

Padronizar a técnica de gRT-PCR a partir de clones de produtos especificos
amplificados.

Determinar a distribuicdo de RNA de SVA em diferentes 6rgdos/tecidos de leitdes
acometidos por infecgdo sistémica.

Determinar e comparar a carga viral de SVA em diferentes 6rgdos/tecidos de leitbes
recém-nascidos naturalmente infectados.

Associar a distribuicdo tecidual e a carga viral de SVA com lesGes histopatolégicas e
com a deteccdo de antigenos SVA especificos por meio da técnica de imuno-

histoquimica.
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This study describes a sensitive (1.3 x 10' genomic copies/uL) and specific TagMan-based qRT-PCR assay
able to detect and quantify SVA RNA in porcine biological samples. The technique represents an efficient
tool for the virus diagnosis and assessment of SVA load in tissues of infected animals and for epidemi-

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Senecavirus A (SVA) is the single representative species of the
Senecavirus genus, Picornaviridae family [1]. SVA has been associ-
ated with vesicular disease in pigs of the United States [2], Brazil
[3—6], and China [7]. In 2015, high rates of pig neonatal mortality
associated with SVA infection have been reported in these coun-
tries; however the pathogenicity of this virus is not completely
elucidated.

Different studies used quantitative RT-PCR (qRT-PCR) for the
SVA detection and quantification [2,8—13]; however only one de-
scribes the technique in details [13]. The development and valida-
tion of diagnostic techniques are necessary to identify the virus
presence and/circulation, for retrospective and prospective epide-
miological studies, and to determine the naive status of experi-
mental animals [14]. In this study a TagMan-based qRT-PCR assay
was designed and validated for SVA RNA detection and quantifi-
cation in porcine tissue specimens.

* Corresponding author.
E-mail address: alfieri@uel.br (A.A. Alfieri).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2017.03.002
0890-8508/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The primers and probe were designed and compared among
each other and with other SVA representative nucleotide (nt) se-
quences available in GenBank using the Primer Express Software
(Applied Biosystems™, Foster City, CA, USA). The primer and probe
positions were defined based on the prototype SVV-01 (GenBank
accession number NC_011349). The primers SVV-q2688Fw (5'-
CACCGACAACGCCGAGAC-3') and SVV-q2782Rv (5'-GAGATCGAT-
CAAACAGGAACTTGAC-3') were designed to amplify a 118 bp length
fragment of a conserved genomic region within the VP1 protein of
the SVA. The probe was defined as SVV-q2728Pb (5-FAM-ACTGA-
CACCGATTTC- MGB-3’) (Applied Biosystems™, Foster City, CA,
USA). The primer and probe specificities were tested in silico, using
other picornavirus nt sequences available in GenBank [3].

A fragment of the 118 bp was amplified by conventional RT-PCR
using the primers SVV-q2688Fw and SVV-q2782Rv from a fluid
vesicular SVA isolate [3]. The RT reaction was performed with Su-
perScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen™ Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), according to the manufacture's instructions and
using 40 pmol of SVV-q2782Rv primer. The PCR assay and ampli-
fication reaction were performed as described previously [3], using
20 pmol of each primer (forward and reverse) and 55°C/1 min for
annealing.

38



AM. Dall Agnol et al. / Molecular and Cellular Probes 33 (2017) 28—31 29

The amplicon was cloned into the pCR™ 4-TOPO" (Invitrogen™
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) vector, according to the
manufacturer's instructions. The clone containing the target
sequence was confirmed by sequencing. The quantitation was
determined by Qubit® Fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies,
Eugene, OR, USA). The DNA copy number was calculated using the
equation (X (g/uL)/[clone size in bp x 649]) x 6.022 x 10%* = n
copies/pL (Invitrogen™ Life Technologies).

The qRT-PCR was performed using the SuperScript™ III Plat-
inum™ One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) in a 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™, Foster City, CA, USA). The reactions
were performed in final solutions of 25 pL containing 12.5 pL 2X
Reaction Mix, 50 nM of Rox™ Reference Dye, 0.5 pL of the Super-
Script™ III RT/Platinum™ Taq Mix, and 5 pL of the genomic tem-
plate. Gradient solutions were used for the optimization of the
primer (300 nM—800 nM) and probe (50 nM—250 nM) concen-
trations. The final concentrations for each primer and probe were
defined as 400 nM and 250 nM, respectively. The cycling conditions
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were 50°C/15 min, 95°C/2 min, followed by 40 cycles of 95°C/15 s
and 60°C/30 s. Sterile ultrapure water was used as negative control
in each reaction.

Tenfold serial dilutions of the SVA clone containing 1.3 x 108 to
1.3 x 10° copies/uL were prepared with UltraPure™ diethylpyr-
ocarbonate (DEPC)-treated water (Invitrogen™ Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Each aliquot was used once in each assay for the
construction of the standard curve by plotting the quantification
cycle (Cq) and the plasmid copy number logarithm.

The limit of detection (LOD) of the qRT-PCR assay was deter-
mined using tenfold dilutions of the SVA clone containing 1.3 x 10%
to 1.3 x 10° copies/uL. All dilutions were tested in the qRT-PCR in
three different times and in duplicate to determine the coefficient
of variation (CV). The intra- and inter-assay CVs for Cq values were
calculated for each dilution of the standard curve. Conventional RT-
PCR assays with primers q2688Fw and q2782Rv were also per-
formed for each SVA clone dilution for comparison purposes. The
LOD and sensitivity of the technique was also evaluated by the SVA
genome recovery from biological samples that might contain
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Fig. 1. (A) Amplification curves of TagMan-based qRT-PCR assay using duplicated tenfold serial dilutions (10® to 10° copies/uL) of SVA clone genomic template; y = —3.289;
R? = 0.997; E = 101.37%. (B) Limit of detection of the conventional RT-PCR assay. Left: Lanes 1 and 12 = 100 bp DNA ladder, Lanes 2-10 = serial dilutions (1.3 x 10° to 1.3 x 10°
copies/uL) of the SVA clone, Lane 11 = negative control; Right: Amplification curve of TagMan-based qRT-PCR assay from the 10" and 10° dilutions (13 and 1.3 copies/yL) of the SVA

clone.
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potential reaction inhibitors. SVA clone was spiked into lung tissues
that were collected in 2011 from 2 SVA-negative pigs and then
submitted to the nucleic acid extraction [3,15,16]. Following, the
extracted nucleic acid was tenfold diluted; 5 puL of each dilution was
used in the qRT-PCR assay herein, which was done in triplicate.

The qRT-PCR herein was evaluated for the SVA detection in
clinical samples. The specimens included in this analysis were
selected based on piglet health status and on results of a conven-
tional RT-PCR assay for SVA detection. All samples were received
between June, 2015 and January, 2016 for routine diagnosis pur-
poses and were stored at —80 °C.

Organ fragments (n = 38) of 15 one-week-old symptomatic
piglets were included. Five piglets were SVA-positive and the other
10 animals were SVA negative by conventional RT-PCR assay [3].

Other 7 tissue samples of 4 asymptomatic piglets at the same
age were included. These piglets originated from pig herds with no
consistent SVA-associated clinical signs and all were SVA negative
in conventional RT-PCR [6].

Tissue samples homogenates and nucleic acid extraction were
performed as described [3,15,16]. The qRT-PCR reactions and the
standard curves were conducted in triplicates for all the samples.

The Cq values for the SVA clone ranged from 11.7 to 33.9 cycles.
Based on the standard curve duplicates the linear correlation (R%)
was of 0.997; the slope between the Cq value and the logarithm of
the SVA clone copy number was of —3.289; amplification efficiency
was of 101.37% (Fig. 1A).

The LOD of the qRT-PCR for the SVA clone was of 13 genomic
copies/uL. However, the conventional RT-PCR assay for SVA clone
dilutions presented LOD of approximately 130 genomic copies/uL
(Fig. 1B). The inter-assay qRT-PCR did not show repeatability in the
standard curves for the 1.3 x 10° duplicate dilutions of the SVA
clone. No changes in fluorescence were observed in the negative
control. Reproducibility was measured by determining CVs of the

Table 1

Reproducibility of intra- and inter-assay qRT-PCR for Senecavirus A detection.
SVA clone copies/ulL Cq mean Intra-assay Inter-assay

SD %CV SD %V

1.3 x 10° 11.75 0.10 093 033 2.88
1.3 % 107 14.48 0.15 1.07 025 1.74
1.3 x 10° 16.94 0.14 0.85 0.76 4.52
1.3 x 10° 2019 0.05 0.26 037 1.83
1.3 x 10* 24.08 0.05 0.21 0.17 0.73
1.3 x 10° 26.76 0.11 042 0.16 0.61
1.3 x 10° 3043 0.21 0.69 025 0.84
1.3 x 10! 33.98 0.69 202 0.15 0.46

1.3 x 10° - - - - -

SD = Standard deviation.
%CV = Percentage of coefficient variation.

intra- and inter-assays for each concentration of the standard curve
tested in the qRT-PCR. The intra-assay CVs ranged from 0.21 to
2.02%, while the inter-assay CVs ranged from 0.46 to 4.52%
(Table 1). The qRT-PCR sensitivity from biological samples spiked
with SVA clone was of 1.3 x 10" genomic copies in all the triplicates
of both porcine lung tissue samples. The extraction and reaction
negative controls did not show fluorescence signs.

The in silico analyses of primer set did not reveal annealing with
any of the evaluated picornaviruses. The qRT-PCR assay herein did
not show strong fluorescent signals for the pig fecal samples pre-
viously known as positive for Teschovirus A, Sapelovirus A, Entero-
virus G [17], and/or Aichivirus C [18], as well as for the negative
control.

The 5 piglets that were known as positive for SVA in the con-
ventional RT-PCR also presented positive results for the virus in the
qRT-PCR. Among the 10 symptomatic piglets that have been SVA-
negative in the conventional RT-PCR, 5 were detected with the vi-
rus in the qRT-PCR assay. Tissue samples of the 4 piglets with no
consistent clinical manifestations of SVA infection presented
negative results in the qRT-PCR assay herein.

Comparisons of techniques used herein revealed that 30/38
(78.9%) and 18/38 (47.4%) of the samples were positive for SVA in
the qRT-PCR and conventional RT-PCR, respectively. All the con-
ventional RT-PCR-positive samples were also positive in the qRT-
PCR. For the tissue samples that were positive in both qRT-PCR
and conventional RT-PCR assays, the Cq values ranged of 12—32.3
cycles. The tissue samples that presented positive results exclu-
sively in the qRT-PCR showed Cq values ranging of 27.6—36.8 cycles
(Table 2).

We describe the development and validation a novel qRT-PCR
assay for the SVA detection using hydrolysis probes for the
conserved region within the VP1 gene of the virus genome. The
primer and probe sets have shown to be specific, with no cross-
reaction with the other virus agents tested herein in both in silico
and/or qRT-PCR analyses. The low intra- and inter-assay CV values
of the qRT-PCR indicated that this assay was able to generate
reproducible and reliable results. In addition, piglets with no clin-
ical evidence of SVA infection presented negative results, showing
the specificity of the qRT-PCR assay developed.

Our qRT-PCR assay was able to detect up to 13 copies/uL
(1.3 x 10') of the SVA clone, revealing that this is a sensitive mo-
lecular diagnostic technique. The sensitivity of the qRT-PCR assay
herein was also evident when compared with conventional RT-PCR
assay, which was able to detect approximately 130 (1.3 x 10%)
copies/uL of the SVA clone.

The qRT-PCR assay was also validated in clinical specimens from
symptomatic and asymptomatic piglets. The comparison of results
showed that the qRT-PCR assay has increased sensitive and effi-
ciency than the conventional RT-PCR, since it was able to recover 5

Table 2
Detection of Senecavirus A (SVA) from different symptomatic piglet tissue samples by conventional and quantitative RT-PCR assays and quantification cycle ranges according to
the tissues,
Tissues Number of samples Number of SVA positive samples SVA Cq range
Conventional qRT-PCR Positive samples in both Positive samples exclusively
RT-PCR qRT-PCR and conventional RT-PCR in qRT-PCR
Lung 8 4 5 15.97-28.01 35.18
Heart 7 3 4 21.67-24.34 28.76
Urinary bladder 7 3 7 22.53-28.26 31.83—-34.29
Kidney 5 3 4 20.3-28.64 35.24
Spleen 4 2 4 21.35-30.04 27.66-29.8
Tonsils 4 2 3 12.04-28.92 28.44
Small intestine 3 1 3 28.09—-32.31 36.85
TOTAL 38 18 30 12.04-32.31 27.66—36.85
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piglets and 12 tissue samples that were negative in the conven-
tional RT-PCR assay. This statement is supported by the higher Cq
values observed in tissue samples that presented positive results
exclusively in the qQRT-PCR, revealing that the conventional RT-PCR
assay is not sufficiently sensitive to detect SVA in samples with low
virus loads. A previous study suggested that SVA RNA is more likely
to be detected in pulmonary and myocardial tissues [5]. The qRT-
PCR Cq ranges obtained herein suggest that tissues of tonsils
should also be selected. However, further studies based on SVA
loads in different tissues are needed.

In conclusion, the qRT-PCR assay in this study demonstrated
high sensitivity, specificity, and accuracy for detection and quan-
tification of SVA. SVA is associated with a novel multisystemic
syndrome in neonatal piglets; it is not known whether there is a
principal tissue/organ targeted by the virus. The development of
quantitative based-diagnostic technique for SVA infection is of
value to provide knowledge on the virus biological properties,
including virus-host interactions, SVA loads in different organs,
differentiation of active or persistent infection, and establishing of
infection dynamics and clinical disease progress. This qRT-PCR
assay is proposed as tool for diagnosis and further comprehen-
sion of SVA-associated disease.

The authors thank the following Brazilian Institutes for financial
support: CNPq, CAPES, FINEP, and FAP/PR. Alfieri, AF, Alfieri, AA,
Leme, RA, and Dall Agnol, AM are recipients of CNPq fellowships.

Conflict of interest

The authors declared no potential conflicts of interest with
respect to the research, authorship, and/or publication of this
article.

References

[1] ICTV - International Committee on Taxonomy of Viruses, Virus Taxonomy:
2015 Release, 2015. http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp (accessed
16.06.06).

[2] B.M. Hause, O. Myers, ]. Duff, RA. Hesse, Senecavirus a in pigs, United States,
2015, Emerg. Infect. Dis. 22 (2016) 1323-1325.

[3] RA. Leme, E. Zotti, B.K. Alcantara, M.V. Oliveira, LA. Freitas, A.F. Alfieri,
A.A. Alfieri, Senecavirus A: an emerging vesicular infection in Brazilian pig
herds, Transbound. Emerg. Dis. 62 (2015) 603—611.

[4] RA. Leme, T.E. Oliveira, BK. Alcantara, S.A. Headley, AF. Alfieri, M. Yang,
A.A. Alfieri, Clinical manifestations of Senecavirus A infection in neonatal pigs,
Brazil, 2015, Emerg. Infect. Dis. 22 (2016) 1238—1241.

[5] RA. Leme, T.E. Oliveira, AF. Alfieri, S.A. Headley, A.A. Alfieri, Pathological,
immunohistochemical and molecular findings associated with Senecavirus A-
induced lesions in neonatal piglets, |. Comp. Pathol. 155 (2016) 145—155.

[6] F.A. Vannucci, D.C. Linhares, D.E. Barcellos, H.C. Lam, J. Collins, D. Marthaler,
Identification and complete genome of Seneca Valley virus in vesicular fluid
and sera of pigs affected with idiopathic vesicular disease, Brazil, Transbound.
Emerg. Dis. 62 (2015) 589—593.

[7] Q. Wu, X. Zhao, Y. Bai, B. Sun, Q. Xie, . Ma, The first identification and com-
plete genome of Senecavirus A affecting pig with idiopathic vesicular disease
in China, Transbound. Emerg. Dis. (2016), http://dx.doiorg/10.1111/
tbed.12557.

[8] L.G.Gimenez-Lirola, C. Rademacher, D. Linhares, K. Harmon, M. Rotolo, Y. Sun,
D.H. Baum, J. Zimmerman, P. Pineyro, Serological and molecular detection of
Senecavirus A associated with an outbreak of swine idiopathic vesicular dis-
ease and neonatal mortality, J. Clin. Microbiol. 54 (2016) 2082—2089.

[9] AJ. Bracht, ES. O'Hearn, AW. Fabian, R.W. Barrette, A. Sayed, Real-Time
reverse transcription PCR assay for detection of Senecavirus A in swine ve-
sicular diagnostic specimens, PLoS One 11 (2016) e0146211.

[10] P. Canning, A. Canon, JL. Bates, K. Gerardy, D.C. Linhares, P.E. Pineyro,
K.J. Schwartz, K.J. Yoon, CJ. Rademacher, D. Holtkamp, L. Karriker, Neonatal
mortality, vesicular lesions and lameness associated with Senecavirus A in a
U.S. sow farm, Transbound. Emerg. Dis. 63 (2016) 373—378.

[11] N. Montiel, A. Buckley, B. Guo, V. Kulshreshtha, A. VanGeelen, H. Hoang,
C. Rademacher, K. Yoon, K. Lager, Vesicular disease in 9-week-old pigs
experimentally infected with Senecavirus A, Emerg. Infect. Dis. 22 (2016)
1246-1248.

[12] LR. Joshi, M.H.V. Fernandes, T. Clement, S. Lawson, A. Pillatzki, T.P. Resende,
F.A. Vannucci, G.F. Kutish, E.A. Nelson, D.G. Diel, Pathogenesis of Senecavirus A
infection in finishing pigs, J. Gen. Virol. 97 (2016) 3267—3279.

[13] V.L Fowler, RH. Ransburgh, E.G. Poulsen, ]. Wadsworth, D.P. King, V. Mioulet,
N.J. Knowles, S. Williamson, X. Liu, G.A. Anderson, Y. Fang, ]. Bai, Development
of a novel real-time RT-PCR assay to detect Seneca Valley virus-1 associated
with emerging cases of vesicular disease in pigs, ). Virol. Methods 239 (2017)
34-37.

[14] ). Segales, D. Barcellos, A. Alfieri, E. Burrough, D. Marthaler, Senecavirus A: an
emerging pathogen causing vesicular disease and mortality in pigs? Vet.
Pathol. (2016) http://dx.doi.org/10.1177/0300985816653990.

[15] R. Boom, CJ. Sol, M.M. Salimans, C.L. Jansen, P.M. Wertheim-van Dillen, J. van
der Noordaa, Rapid and simple method for purification of nucleic acids, J. Clin.
Microbiol. 28 (1990) 495-503.

[16] A.A. Alfieri, M.E. Parazzi, E. Takiuchi, K.C. Medici, A.F. Alfieri, Frequency of
group A rotavirus in diarrhoeic calves in Brazilian cattle herds, 1998-2002,
Trop. Anim. Health Prod. 38 (2006) 521—526.

[17] D.G. Donin, RA. Leme, A.F. Alfieri, G.C. Alberton, A.A. Alfieri, First report of
Porcine teschovirus (PTV), Porcine sapelovirus (PSV) and Enterovirus G (EV-G)
in pig herds of Brazil, Trop. Anim. Health Prod. 46 (2014) 523-528.

[18] J. Ribeiro, R.A. Leme, A.F. Alfieri, A.A. Alfieri, High frequency of Aichivirus C
(porcine kobuvirus) infection in piglets from different geographic regions of
Brazil, Trop. Anim. Health Prod. 45 (2013) 1757—1762.

41



42

3.2 CAPITULO 2

QUANTITATIVE ANALYSIS OF SENECAVIRUS A IN TISSUE SAMPLES
OF NATURALLY INFECTED NEWBORN PIGLETS

(DOI 10.1007/s00705-017-3630-8)




Arch Virol (2018) 163:527-531
https://doi.org/10.1007/s00705-017-3630-8

@ CrossMark

BRIEF REPORT

Quantitative analysis of senecavirus A in tissue samples
from naturally infected newborn piglets

Alais Maria Dall Agnol'” - Flavia Megumi Miyabe'* - Raquel Arruda Leme'- -
Thalita Evani Silva Oliveira? - Selwyn Arlington Headley’ - Amauri Alcindo Alfieri'* -

Alice Fernandes Alfieri"?

Received: 21 July 2017 / Accepted: 10 October 2017 / Published online: 13 November 2017

© Springer-Verlag GmbH Austria 2017

Abstract In this study, we determined the distribution
of senecavirus A (SVA) and viral RNA load in different
organs and tissues of naturally infected piglets. A TagMan-
based qRT-PCR assay was performed using RNA extracted
from brainstem, cerebellum, cerebrum, heart, kidney, liver,
lungs, small intestine, spleen, urinary bladder, and tonsils
of seven newborn piglets. SVA was detected in 57 out of
70 tissue samples (81.4%). Viral loads ranged from 4.07
to 10.38 log,, genomic copies per g of tissue. The results
show that SVA has tropism for various organs in naturally
infected newborn piglets, especially for tonsils, spleen,
lungs, and liver. Lymphoid organs had the highest viral
loads and may be important sites for SVA replication.
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Senecavirus A (SVA) is the only member of the genus Sen-
ecavirus, family Picornaviridae. SVA is a single-stranded,
positive-sense, non-enveloped RNA virus with a genome
size of approximately 7.2 kb [6]. The virus has been cir-
culating in pig herds of the United States since 1988 [6].
However, recent reports have revealed that SVA-associated
disease has emerged in other countries, including Brazil,
China, and Thailand [8, 11, 15, 17, 18].

SVA infection has been associated with vesicular dis-
ease in weaned, finishing, and adult pigs under natural
[3, 8, 16] and experimental conditions [7, 12]. It has been
demonstrated that the virus is able to spread to other inter-
nal organs without producing other clinical manifestations
[7]. In piglets, SVA infection has also been associated with
diarrhea and high mortality rates [9, 10, 17]. SVA can be
identified in different organs and tissues of newborn piglets
using techniques such as molecular [3, 5, 8], immunohis-
tochemical (IHC) [9, 10], and/or in situ hybridization [13]
assays. Although quantitative RT-PCR (qRT-PCR) assays
have been used to detect the SVA genome in organ sam-
ples from piglets [11], there are no reports of the SVA RNA
loads in tissues of newborn piglets with clinical signs con-
sistent with a multisystemic SVA infection.

The aim of this study was to analyze the distribution of
SVA and RNA loads in different organ and tissue samples
from symptomatic piglets in vesicular-disease-affected pig
herds.

Biological samples from piglets included in this study
were collected between March and December of 2015 from
seven pig herds located in the Parand and Santa Catarina
states of southern Brazil. All seven pig herds contained pigs
exhibiting clinical signs consistent with SVA infection.
These included the occurrence of vesicular lesions in adult
animals, as well as diarrhea and high rates of neonatal mor-
tality in piglets.
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Table 1 Geographical origin and age of piglets and clinical signs

Piglet no. Brazilian state Age (days) Principal clinical signs

1 Santa Catarina 5 Diarrhea

2 Santa Catarina 5 Diarrhea, wasting

3 Santa Catarina 2 Diarrhea, neurological signs

4 Santa Catarina 7 Diarrhea, wasting

5 Santa Catarina 3 Diarrhea

6 Parand 2 Diarrhea, wasting, neuro-
logical signs

7 Parand 2 Diarrhea, neurological signs

Organs and tissues from newborn piglets from these
herds that had died spontaneously were submitted for rou-
tine SVA diagnosis using a conventional RT-PCR assay for
the amplification of a portion of the VP3/VP1 gene region
[8]. SVA-positive piglets originating from different herds
and from which a variety of organ/tissue samples had been
collected were selected to determine the tissue distribution
and load of SVA RNA. Table 1 presents the epidemiologi-
cal data for the piglets included in this analysis. Accord-
ing to the consulting veterinarians, piglets 1, 3, 5, 6, and 7
showed severe clinical signs that resulted in death within 1
to 3 days after the onset of clinical manifestations. Mortal-
ity rates in most herds ranged from 20 to 30%, while in the
herds from which piglets 2 and 4 originated, the mortality
rate was lower (3 to 5%).

Tissue fragments from the central nervous system
(brainstem, cerebellum, and cerebrum), heart, kidney, liver,
lungs, and spleen from the seven newborn piglets were
selected for analysis by qRT-PCR. However, fragments of
the small intestine and urinary bladder of only five piglets
(no. 1, 2, 3, 4, and 5) and the tonsils from four piglets (no.
1, 2, 3, and 5) were available. A total of 70 tissue samples
were analyzed.

Two swabs of recently ruptured vesicles from sows were
included in the SVA RNA load analysis. In addition, four
asymptomatic piglets from herds with no clinical history
of SVA-associated disease were included in this survey as
negative controls. Heart (n = 4), spleen (n = 4), and kidney
(n = 3) tissue samples were available from these piglets.
In addition, histopathological and THC analyses were per-
formed as described previously [9, 10] for all of the piglet
tissue samples included in this study.

Suspensions (10% w/v) were prepared from a 100-mg
portion of each tissue sample, which was mechanically
disrupted (MagNa Lyser Instrument, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), homogenized in 0.01 M phosphate-
buffered saline (PBS) at pH 7.2, and clarified by cen-
trifugation at 2,000 x g for 10 min. Nucleic acid extrac-
tion was performed on 250-ul aliquots of the tissue/swab
suspensions that had been pre-treated with proteinase K,
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using a combination of phenol/chloroform/isoamyl alco-
hol and silica/guanidine isothiocyanate methods [1, 2]. The
extracted nucleic acids were eluted in 50 pl of UltraPure™
DEPC-treated water (Invitrogen™ Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and stored at -80 °C. Sterile ultrapure
water was used as a negative control in all of the nucleic
acid extractions and subsequent procedures.

The SVA RNA distribution and loads in the biologi-
cal samples were determined using a TagMan-based qRT-
PCR assay designed to amplify 118 bp of a conserved
genomic fragment within the region encoding the SVA
VP1 protein. The qRT-PCR assay was performed using a
SuperScript™ III Platinum™ One-Step Quantitative RT-
PCR System (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). A standard curve was generated using tenfold
serial dilutions of a cloning vector with the target ampli-
con containing 1.3 x 10% to 1.3 x 10° copies/ul accord-
ing to Dall Agnol et al. [4]. All reactions, including those
for the samples from asymptomatic piglets and swabs of
recently ruptured vesicles, were conducted in triplicate.

The principal histopathological findings observed were
alveolar congestion (6/7), random lymphoplasmacytic
hepatitis (4/7), pulmonary edema (3/7), and balloon-
ing degeneration of the epithelium of the bronchus and
bronchiole (3/7) (Fig. 1). Choroid plexus and renal pelvis
were available only in the cerebrum and kidney tissues,
respectively, of five piglets. There was congestion of the
capillaries (5/5) and ballooning degeneration of the epi-
thelial cells of choroid plexus (2/5). Furthermore, there
was ballooning degeneration of the transitional epithe-
lium of the urinary bladder and of the epithelium of the
renal pelvis (5/5), severe hyperplasia (involving 3 to 13
layers of epithelial cells) of the urothelium of the renal

Fig. 1 Histopathological findings observed in newborn piglets natu-
rally infected by SVA. In the lung, there is moderate ballooning
degeneration of the respiratory epithelium resulting in displacement
of nuclei to the periphery (black arrows); compare this with normal
goblet cells (white arrow). Hematoxylin & Eosin stain. Bar, 20 pm
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pelvis, ureters and urinary bladder (3/5), and atrophic
enteritis (5/5) and necrosis of apical enterocytes (3/5).
Vacuolization of the apical enterocytes was observed in
fewer than half (2/5) of the piglets with atrophic enteritis.

No SVA antigens or RNA were detected in any tissue
samples collected from asymptomatic piglets, and all of
the qRT-PCR-negative tissue samples obtained from symp-
tomatic piglets were also negative for SVA antigens in the
IHC assay. The vesicular lesion swabs from sows con-
tained SVA RNA loads of 8.99 and 11.13 log,, genomic
copies/ml. SVA RNA was detected by the qRT-PCR assay
in 81.4% (57/70) of the tissue samples from symptomatic
newborn piglets, with SVA loads varying from 4.07 to
10.38 log,, genomic copies per g of tissue. On the other
hand, SVA antigens were detected in 27.1% (19/70) of the
tissue samples from symptomatic piglets. The organs that
were positive for SVA in both qRT-PCR and THC assays
were cerebellum (4/7), cerebrum (2/7), kidney (4/7), small
intestine (4/5), urinary bladder (3/5), and tonsils (2/4)
(Table 2).

The results of this study show that SVA infection was
distributed among the different organs analyzed, includ-
ing tissues of the central nervous system. The qRT-PCR
assay proved to be a sensitive technique that provided
information about the viral distribution and loads in dif-
ferent tissue samples. Considering the SVA tissue dis-
tribution results and the fact that the piglets included
in this study were no more than 7 days old, this study

demonstrates that dissemination of SVA to different
organs occurs rapidly in naturally infected newborn pig-
lets, leading to a multisystemic infection.

Notably, higher SVA loads were observed in piglets
1, 3, 5, 6, and 7, which were the animals that exhibited
severe clinical signs and were from herds with high rates
of neonatal piglet mortality. These results provide evi-
dence of the participation of SVA in the observed clinical
manifestations. Analysis of the SVA load in each organ
revealed that lymphoid tissues, such as the tonsils and
spleen, had higher viral loads than other organs. However,
the IHC results revealed the absence of SVA antigens in
all of the spleen samples and in one (piglet no. 1) of the
three tonsil tissue samples available from these piglets.
Histopathological analysis of the tonsils of piglet no. 1
also did not reveal tissue alterations. However, hydropic
degeneration (ballooning degeneration) and lymphoid
depletion were observed in tissues of tonsils from piglets
3 and 5 (Fig. 2). The histopathological evaluation of the
spleen of young piglets is not a suitable approach, since
at this age, this organ is not completely developed [14].
However, a spleen sample from one of the piglets (no. 6)
included in this study had previously been subjected to
attempts at viral isolation in another study [8] (data not
shown), and the SVA was successfully isolated from this
piglet spleen after three sequential passages in PK-15
cells, demonstrating that it was indeed infected and that
the THC had given a false-negative result.

Table 2 Senecavirus A (SVA) antigen detection and RNA tissue quantification in different organ samples from naturally infected newborn pig-
lets by immunohistochemistry (IHC) and TagMan-based qRT-PCR, respectively

Organ/tissue Piglet number

1 2 3

4 5 6 7

IHC gRT-PCR IHC ¢RT-PCR IHC ¢RT-PCR IHC gRT-PCR IHC ¢RT-PCR IHC qRT-PCR IHC qgRT-PCR

Brainstem - 0 - 0 - 6.67
Cerebellum 4+ 559 - 0 - 0

Cerebrum + 5i55 - 0 + 5.54
Heart - 7.84 - 4.25 - 7.13
Kidney + 794 - 0 + 730
Liver - 7.98 - 0 - 8.85
Lungs - 8.05 - 0 - 9.96
Small intestine  + 6.50 - 0 + 7.54
Urinary bladder + 6.52 - 4.07 + 7.21
Spleen - 8.14 - 0 - 8.73
Tonsils - 6.74 - 0 + 8.69

- 0 - 5.92 - 7.31 - 7.27
+ 4.57 - 6.72 + 7.20 + 7.16
- 0 - 6.72 - 6.37 - 7.32
- 5.28 - 7.93 - 8.00 - 8.09
S E 5.45 ER 8.73 e 8.89 - 8.89
- 6.01 - 9:19 - 8.40 - 7.96
- 6.78 - 9.06 - 9.51 - 9.44
+ 6.42 + 8.48 NC NC NC NC
- 4.07 + 7.35 NC NC NC NC
- 6.97 - 9.84 - 9.12 - 10.21
NC NC + 10.38 NC NC NC NC

IHC: Immunohistochemistry

qRT-PCR: SVA RNA quantification (Log,, genomic copies per g of tissue)

+ : Positive
- : Negative
NC: not collected
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Fig. 2 Immunohistochemical detection of SVA antigens in newborn
piglets. A sample of the oral mucosa with tonsil tissue is shown.
Positive immunolabelling of the mucosal epithelium is visible within
areas of hydropic degeneration and lymphoid depletion (*) of the ton-
sil. Immunoperoxidase. Bar, 50 um

Likewise, the THC assay from the lungs was not able
to detect SVA antigens in these organ tissues, even in the
cases with evident histopathological changes and high SVA
RNA loads. Clinical signs of respiratory disease in these
piglets were not reported, but it is possible that, due to the
rapid progression of the illness, with the death of the ani-
mals occurring within 72 h, there had not been time for
the manifestation of respiratory disease or even that it had
not been noticed by the consulting veterinarians. Although
negative immunostaining from tissues of damaged lungs
obtained from SVA-infected piglets has been reported pre-
viously [10], and considering that a previous study showed
the ability of SVA to replicate in lung cells [13], the possi-
bility that the presence of SVA in the lungs of infected pig-
lets with ballooning degeneration of the epithelium of the
bronchus and bronchiole was underestimated due to the low
sensitivity of the IHC assay used here cannot be excluded.
However, further studies are needed to establish the clinical
consequences of SVA infection in lungs of piglets.

SVA RNA loads in liver, lung, spleen, and tonsil tis-
sues of most of the piglets ranged from 9.06 to 10.38 log,,
genomic copies per g of tissue, while the viral loads in the
vesicular lesion swabs ranged from 8.99 to 11.13 logy,
genomic copies per ml. These results show that the SVA
loads, specifically in these tissues, were high. Although
other organs such as lymph nodes and large intestine were
not included in this survey, these results are in agreement
with an experimental SVA infection study in 4-month-
old pigs, which revealed high viral loads in tonsil, spleen,
lung, and liver tissues [7]. In the present study, the SVA
loads in these tissues were higher than in the experimen-
tal SVA-based study. This is likely to be due to the natural
conditions of infection and the age of the affected animals.

@ Springer

These results suggest that SVA may have a tissue tropism
for these organs in piglets. A previous study suggested that
tonsils are the primary site for SVA replication during the
acute stage of infection in 4-month-old pigs [7]. With the
highest SVA loads in newborn piglets found in the tonsils,
this hypothesis is also corroborated for young animals.
Together, the results from both studies reveal an important
biological property of the virus.

SVA infection has been associated with two different
clinical manifestations depending on the age of the affected
pigs. In weaned, finishing, and breeder (sows and boars)
animals, the infection is associated with vesicular disease.
In newborn piglets, the reported clinical manifestations of
SVA infection include diarrhea, neurological signs, and
sudden death, as was observed in the piglets evaluated in
this study. These differences may be related to the infec-
tion conditions (natural vs. experimental), the age of the
infected animals, and/or their individual capability to pro-
duce an immunological response. We speculate that new-
born piglets are more susceptible to SVA infection, and
therefore, the systemic clinical manifestations with high
viral loads in various organs/tissues are more evident in
these animals.

Samples from piglet no. 2 yielded negative IHC and
qRT-PCR results for all organs, with the exception of tis-
sues from the urinary bladder and heart, which had the
lowest SVA loads of 4.07 and 4.25 log,, genomic copies
per g, respectively. This piglet had no clinical signs other
than severe diarrhea and wasting, and low mortality rates
were reported in its herd of origin. The histopathological
analysis revealed vacuolization of enterocytes, necrosis of
apical enterocytes, and atrophy and fusion of villi. Fecal
samples from all piglets in this study were screened for
porcine rotaviruses (RV) A, B, C, and H by RT-PCR assay
(data not shown), and RVB RNA was amplified only from
the diarrheic fecal sample of piglet no. 2. Considering the
histopathological lesions, the negative IHC and qRT-PCR
results, and the molecular detection of RVB, it is likely that
the enteric disease presented by this piglet may have been
related to RVB infection.

This is the first study that presents a quantitative analy-
sis of SVA in tissue fragment samples of naturally infected,
newborn piglets with systemic clinical signs. It was shown
that SVA can be distributed among different organs in pig-
lets and that lymphoid organs contained the highest viral
loads, followed by the lungs and liver. Therefore, these
factors should be considered when selecting biological
samples for SVA diagnosis. The qRT-PCR assay is more
sensitive than THC and therefore, should be the preferred
screening method for SVA, although it cannot be used to
determine the location of infected cells in the tissue. Addi-
tional methods, including the IHC, with the capability
to detect specific viral antigens or nucleic acid within the
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damaged tissue, may be useful to associate the presence of
the pathogen with the disease. However, we recommend
caution in interpreting results that cannot be confirmed by
molecular assays. Further studies involving SVA infection
in newborn piglets should be conducted to elucidate the
biological properties of the virus in animals within this age
group, especially to determine whether the SVA infection is
associated with other reported clinical manifestations, such
as neurological signs, diarrhea, and sudden death or with
histopathological changes in the lungs.
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4 CONCLUSOES

CONCLUSOES

A técnica de qRT-PCR desenvolvida nesse estudo apresenta-se como uma excelente
ferramenta para o diagndstico da infeccdo e compreensdo da patogenia da doenca
associada ao virus, devido a alta sensibilidade, especificidade e acurécia para a deteccao
e a quantificacdo de SVA a partir de amostras bioldgicas.

A ampla distribuicdo de RNA de SVA em 6rgdos/tecidos dos sistemas cardiovascular,
respiratorio, digestorio, urinario, neuroldgico e linfatico demonstra a capacidade do
virus em causar infeccdo multissistémica em leitdes recém-nascidos, bem como a sua

participacdo nas manifestacdes clinicas observadas.

A maior carga viral quantificada em baco e tonsilas, em relacdo aos demais Orgaos
avaliados, sugere que estes tecidos linfoides sdo 6rgdos/tecidos de eleicdo para a

replicacdo viral em leitdes recém-nascidos.

Devido as altas cargas virais identificadas, 6rgaos linfoides, pulmdes e figado devem ser
considerados de eleicdo na selecdo de amostras bioldgicas para diagnostico molecular
de SVA.

A técnica de gRT-PCR foi mais sensivel que a imuno-histoquimica e deve ser o método

de eleicdo para o diagndstico de SVA.

A padronizacdo da técnica de QqRT-PCR utilizando TagMan possibilitou o
desenvolvimento de um teste de diagnostico molecular rapido, com alta repetibilidade,
sensibilidade e especificidade tanto para a detec¢do quanto para a quantificacdo de RNA

de SVA em tecidos de suinos naturalmente infectados.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.

Lista de Reagentes

Acetona, P.A. (CH3COCHs3) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CHsCOOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)
Acido borico (HsBOs) P.M. 61,83 (Sicalab®)

Acido citrico P.A. — Anidro (Reagen®)

Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sddico — EDTA, P.A. (C10H14N20sNaz2H,0) P.M.

372,24 (Reagen®)

Agarose (Invitrogen™ Life Technologies)

Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®)
Alcool etilico absoluto (C.H20H) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3)2CHCH2CH20OH) P.M. 88,15 (Synth®)
Anti-Anti 100x (Gibco®)

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

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

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems®)
Brometo de etideo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

Cloreto de célcio puro (CaClz) P.M. 110,94 (Invitrogen™ Life Technologies)
Cloreto de magnésio 50 mM (MgCly) (Invitrogen Life Technologies®)
Cloreto de potassio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

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

Cloroférmio, P.A. (CHCIs) P.M. 119,38 (Dinamica®)

DAB (Invitrogen Life Technologies™)

Dimetil sulféxido (DMSO) C2HsSO (Sigma®)

Didxido de silica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®)

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

DNA Ladder (100 pb) (Invitrogen Life Technologies™)

DNA Ladder (50 pb) (Invitrogen Life Technologies™)
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773
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777
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28.
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dNTP Set (100 mM), 4 x 250 pL; 25 pmol each (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP
Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life
Technologies™)

Dodecil sulfato de sédio — Lauril Sulfato de Sodio — SDS (C12H2sNaO4S) P.M. 288,38
(Invitrogen Life Technologies™)

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

30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.

Eosina (Nuclear®)

Fenol (C¢HsOH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies™)
Formaldeido P.A. (Vetec®)

Fosfato de sodio dibasico anidro (NazHPO.) P.M. 141,96 (Synth®)
Fosfato de sodio dihidratado (NazHPO4 . 2H,0) P.M 177,99 (Merck®)
Fosfato de s6dio monobasico (NaH,POa . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)
Glicose (CeH1206) P.M. 180,16 (Reagen®)

Hematoxilina (Nuclear®)

Hidroxido de sodio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)
Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)
Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

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

Oligonucleotideo iniciador (primer e probe)

- forward SVV-2682FW (forward; 5°- TTCCACTCCACCGACAACG -3"; nucleotide
(nt) 2682-2700) Leme et al. (2015) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

- reverse SVV-3224RV (reverse; 5- GATACCTTCCCACCCTTGC -37; nucleotide
(nt) 3206-3224) Leme et al. (2015) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

- forward SVV-q2688Fw (forward; 5- CACCGACAACGCCGAGAC -3’; nucleotide
(nt) 2688-2706) Dall Agnol et al. (2017) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

- reverse SVV-q2782Rv (reverse; 5- GAGATCGATCAAACAGGAACTTGAC -37;
nucleotide (nt) 2757-2782) Dall Agnol et al. (2017) - 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

- probe SVV-q2728Pb; (5-FAM-ACTGACACCGATTTC- MGB-3"; nucleotide (nt)
2728-2743) Dall Agnol et al. (2017) - 100 pmol (Applied Biosystems™)

PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies™)
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Platinum Tag DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies™)
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™)

PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen Life
Technologies™)

RT-buffer (5x) (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 15 mM MgCI2, 375 mM KClI) (Invitrogen Life
Technologies™)

Soro fetal bovino (Gibco BRL®)

SuperScript™ III Reverse Transcriptase 200 units (Invitrogen Life Technologies™)
SuperScript™ III Platinum™ One-Step Quantitative RT-PCR System 100 reactions
(Invitrogen Life Technologies®)

QuantlT ™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies™)

Sacarose, P.A. — sucrose (C12H22011) P.M. 342,31 (Reagen®)

TOPO® TA Cloning® Kits for Sequencing (Invitrogen Life Technologies®)

TripLE™ Express Stable Trypsin-like Enzyme (Gibco®)

Tris (Nuclear®)

Triton x-100 (Synth®)

Xileno P.A. (Nuclear®)

Vermelho de fenol (C1gH140sS) P.M. 354,38 (Reagen®)
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5.2 Solucdes e Tampdes

Solucbes e Tampdes

Diluicéo dos primers

PCR convencional para deteccdo da regido VVP1 de genoma do Senecavirus A

- Primer forward SVV-2682FW

Sequéncia: 5'- TTCCACTCCACCGACAACG -3
Posicédo: 2682-2700

Concentracédo: 41,1 nmoles

Data de fabricacao: Fev/2015

41,1 x 1000 = 41100 pmoles
41100/ 200 = 205,5

Primer mée (200 pmol/pL): ressuspender em 205,5 uL de dgua ultrapura autoclavada para
obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em &gua ultrapura autoclavada

- Primer reverse SVV-3224RV

Sequéncia: 5°- GATACCTTCCCACCCTTGC -3°
Posicédo: 3206-3224

Concentracdo: 30,7 nmoles

Data de fabricacao: Fev/2015

30,7 x 1000 = 30700 pmoles
30700/ 200 =153,5

Primer mae (200 pmol/pL): ressuspender em 153,5 pL de 4gua ultrapura autoclavada para
obtencéo de solugédo 10x

Primer uso 1x (20 pmol/pL): diluir o primer mée (1:10) em &gua ultrapura autoclavada
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gRT-PCR para deteccdo da regido VP1 do genoma de Senecavirus A

- Primer forward SVV-q2688Fw

Sequéncia: 5'- CACCGACAACGCCGAGAC -3
Posicédo: 2688-2706

Concentragéo: 46,7 nmoles

Data de fabricacdo: Jan/2016

46,7 x 1000 = 46700 pmoles
46700 /200 = 233,5

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 233,5 pL de dgua ultrapura autoclavada para
obtencg&o de solugéo 10x
Primer uso 1x (20 pmol/pL): diluir o primer mée (1:10) em &gua ultrapura autoclavada

- Primer reverse SVV-q2782Rv

Sequéncia: 5’- GAGATCGATCAAACAGGAACTTGAC -3’
Posicédo: 2757-2782

Concentragéo: 46,7 nmoles

Data de fabricacdo: Jan/2016

46,7 x 1000 = 46700 pmoles
46700 /200 = 233,5

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 233,5 pL de &4gua ultrapura autoclavada para
obtencéo de solugédo 10x
Primer uso 1x (20 pmol/pL): diluir o primer mée (1:10) em &gua ultrapura autoclavada

- Probe SVV-q2728Pb

Sequéncia: 5’- FAM-ACTGACACCGATTTC-MGB -3’
Posicdo: 2728-2743

Concentracdo: 6000 pmoles/60 pL

Data de fabricacdo: Dez/2015
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Probe mae (20 pmoles/pL): ressuspender 5 pL em 20 pL de &gua ultrapura autoclavada
para obtencéo de solucéo 7x

Probe uso 1x (250 nM/pL): diluir a probe mée (1:7) em agua ultapura autoclavada

Diluicdo de dNTP
- solugéo estoque (100 mM) — 100 pL de cada dNTP
- solucdo uso (10 mM) — 10 pL da solugdo estoque + 90 pL de agua ultrapura autoclavada

Fenol/cloroférmio — alcool isoamilico (25:24:1)
- 25 mL de fenol saturado em agua
- 24 mL de cloroformio

- 1 mL de alcool isoamilico

Gel de agarose 1%

- 0,5 g de agarose

- 50 mL de tampéo TBE 1x
- 20 pL de brometo de etidio

Meio Luria Bertani (LB) sélido

- 5 g de triptona

- 2,5 g de extrato de levedura

- 2,5 g de NaCl

- Dissolver em 400 mL de agua destilada
- Completar para 500 mL (becker)

- 3,25 g de &gar em cada Erlenmeyer

- Adicionar 250 mL da solucéo a 3,25 g de agar em cada Erlenmeyer que serd autoclavado

Meio LB liquido

- 5 g de triptona

- 2,5 g de extrato de levedura

- 2,59 de NaCl

- Dissolver em 400 mL de agua bidestilada e completar para 500 mL

- Aliquotar a solucdo em tubos de 3 mL e 5 mL e autoclavar
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Hidratacao da silica

- 6 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 mL de agua ultrapura autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por succéo, desprezar 430 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Ajustar o pH (pH 2,0)

- Aliquotar

SDS 10%
- 5 g de dodecil sulfato de sodio — Lauril sulfato de sddio — SDS (C12H25Na04S)
- Agua bidestilada g.s.p. 50 mL

Solucéo L6

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

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

- 2,6 g de Triton 100x

Solucgéo L2
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

Solucéo Salina de Saint Groth

- 8 g de cloreto de sddio (NaCl)

- 0,4 g de cloreto de potasso (KCI)

- 1,77 g de cosfato de sddio dibasico anidro (Na;HPQO4)

- 0,69 g de fosfato de potédssio monobaésico anidro (KH2POa4)
- 2 g Glicose

- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 1 L

-pH 7,2
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e Tampéao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- Azul de bromofenol 0,25%
- Sacarose — sucrose (C12H22011) 45%
- Agua bidestilada ¢.5.p.100 mL

e Tampao de corrida— TBE (Tris — Acido bérico — EDTA) 10x
- Tris 0,89 M
- Acido borico 0,89 M
-EDTA 0,02 M
- Agua bidestilada g.s.p. 1 litro
- Ajustar o pH (pH 8,4)

e Tampao Fosfato Salina — PBS
- 137 mM Cloreto de s6dio (NaCl)
- 3 mM Cloreto de potasso (KCI)
- 8 mM Fosfato de sddio dibasico anidro (NazHPO4)
- 15 mM Potéssio fosfato monobésico (KH2PO4)

- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 500 mL
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5.3 Protocolo de Técnicas

Protocolos de Técnicas

« Extracdo do &cido nucleico pela associacdo das técnicas fenol/cloroférmio/alcool

isoamilico e silica/isotiocianato de guanidina
1. Suspensdo fecal — extracéo bruta

- 100 pL ou 100 mg de fezes

- 500 uL de PBS

- Homogeneizar em vartex

- Centrifugar a 5000 x g/3 min

- Utilizar 400 pL do sobrenadante para extragao
2. Suspensdo de tecido/6rgao — extracao bruta

- 1,5 g do fragmento de 6rgéo

- Macerar

- 15 mL de PBS

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 3000 x g/10 min

- Utilizar 250 pL do sobrenadante para extracao
- 250 pL da suspensado do fragmento de 6rgdo

- 10 puL de tampao de lise (Proteinase K)

- Homogeneizar em vortex

- Incubar a 56 °C/30 min

- Utilizar todo o volume para a extracao do acido nucléico

3. Extragéo do &cido nucleico
Fase | — Fenol

- 400 pL da suspensado fecal ou 200 pL da suspensao de tecido
- Adicionar 40 pL. de SDS 10% ou 20 pL de SDS 10 %

- Homogeneizar em vortex



1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007

1008

1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032

- Banho-maria 56 °C/20 min

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Adicionar 400 pL de fenol/cloroformio-alcool isoamilico (25:24:1)
- Homogeneizar em vartex

- 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 Il — Silica / isotiocianato de quanidina

- Adicionar 500 pL da solugdo L6

- Adicionar 25 pL de silica hidratada

- Homogeneizar em vartex

- Agitar em temperatura ambiente /30 min

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucdo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 pL de solucdo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 pL de solucéo L2

- Homogeneizar em vartex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1 mL de acetona P.A. gelada

- Homogeneizar em vartex
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- Centrifugar 10.000 x g/30 s
- Desprezar sobrenadante

60

- Secar o pellet em termo bloco a 60 °C (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56 °C (15

min)

- Adicionar 50 pL de 4gua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56 °C/15 min

- Homogeneizar em vartex

- Centrifugar 13.000 x g/4 min

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 puL

- Estocar a -20 °C até a utilizagéo

» Transcricao reversa (RT)

- Mix de Desnaturacdo e RT para deteccdo parcial da regido da VP3/VP1 (primer RT-PCR

convencional) e VP1 (primer gRT-PCR) do genoma de Senecavirus A

Desnaturacéo (65 °C/5 min)

Reagentes Volume (pL)
Primer SVV-3224RV/SVV-q2782Rv (20 pmol) 2
dNTP (2,5 mM) 1
Agua ultrapura 6
RNA 5
VVolume final 14

Transcricéo reversa (55°C/50 min; 70°C/15 min)

Reagentes Volume (pL)
Buffer 5X 4
DTT (100 mM) 1
SuperScript™ III (200 U/uL) 1
Produto da desnaturacéo 14
Volume final 20
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1048 + Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional: 542/118 pb
1049 - Mix de PCR convencional para deteccdo parcial da regido da VP3/VP1 do genoma de

1050 Senecavirus A

Reagentes Volume (uL)
Buffer 10 x (pH 8,4) 5
MgCl, (50 mM) 1,5
dNTP (2,5 mM) 1
Platinum®Taq DNA Polymerase (5U/uL) 0,5
Primer SVV-2682FW/ SVV-q2688Fw (20 pmol) 1
Primer SVV-3224RV/ SVV-q2782Rv (20 pmol) 1
Agua ultrapura 36
cDNA 4
Volume final 50

1051

1052 - Ciclos de tempo e temperatura da PCR convencional

Reacao Temperatura (°C) Tempo (min) N° de Ciclos
Desnaturacéo 94 5 1
Desnaturacéo 94 1 35
Anelamento 55 1 35
Extenséo 72 1 35
Extenséo final 72 7 1
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e Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa precedida de transcrigdo reversa (QRT-

PCR): 118 pb

- Mix de gRT-PCR para detecgéo parcial da regido da VVP1 do genoma do Senecavirus A

Reagentes Volume (uL)
2X Reaction Mix 12,5
Rox™ Reference Dye (25 M) 0,1
SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taq Mix 0,5
Primer SVV-q2688Fw (5 pmol) 2
Primer SVV-g2782Rv (5 pmol) 2
Probe SVV-q2728Pb (250 nM) 2,5
Agua ultrapura 0,4
RNA 5
Volume final 25
- Ciclos de tempo e temperatura da gRT-PCR

Reacao Temperatura (°C) Tempo N°de Ciclos

RT 50 15 min 1

Desnaturacéo 95 2 min 1

Desnaturacéo 95 15 seg 40

Anelamento/Extenséo 60 30 seg 40

» Eletroforese em gel de agarose a 2%

- 1,0 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; &cido borico 89 mM; EDTA 2mM) pH 8,4

- 20 puL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Sédo utilizados 5 puLL do amplicon e 1 uL do tampdo de amostra. Corrida eletroforética sob

voltagem (100 V) e amperagem (80 A) constantes por aproximadamente 50 min.
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Purificacdo de produto de PCR excisado do gel

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

Adicionar 3 volumes do tampdo de solubilizacdo em gel (L3) para cada 1 volume de gel.
Incubar o tubo a 50 °C/15 min, homogeneizando a cada 3 min.

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

Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

Adicionar 500 puLL do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor.

Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

10. Centrifugar o tubo novamente a velocidade maxima por 3 min.

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

12. Adicionar 30 pL 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.

© © N o g bk~ w DR

Purificacdo direta de produto de PCR

Adicionar 4 volumes do Binding buffer (B2) a 1 volume de reacdo de PCR.
Transferir a solucdo para uma coluna de purificacao.

Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

Adicionar 650 puLL do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor.
Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

Centrifugar o tubo novamente a velocidade maxima por 3 min.

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

10. Adicionar 30 uL 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.
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e Quantificacao de produto de PCR

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

1. Preparar a solugdo Quant-iT™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT™ em Buffer
Quant-iT™ 1:200. Sao necessarios 200 pL desta solugdo por amostra e para os padroes 0 e
100.

2. Homogeneizar em vartex.

3. No microtubo das amostras adicionar 198 pL da solugdo Quant-iT™ Working Solution em
2 uL do fragmento de DNA purificado.

4. No microtubo do padrao 0 adicionar 190 pL da solugdo Quant-iT™ Working Solution em
10 uL do padrao 0.

5. No microtubo do padrdo 100 adicionar 190 pL da solugdo Quant-iT™ Working Solution
em 10 pL do padrdo 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™ fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies, EUA).

9. Multiplicar pelo fator de diluicdo para determinar a concentracdo correta da amostra.
« Sequenciamento pelo método Sanger

Preparo de amostras para 0 sequenciamento

As amostras e 0s primers devem estar na concentracdo demonstrada na tabela abaixo:

Tamanho do fragmento Concentragéo da amostra  Concentragédo do primer

(pares de base) (ng/uL ou pg/mL) (pmol/pL ou pM)
<300 2 5
300 - 700 4 5

>700 10 10
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Mix do sequenciamento

Reagente” Volume
BigDye Terminator v3.1 2,0 uL
Tampéo 5x 1,5uL
Agua ultrapura autoclavada 0,5 uL
Volume final 4,0 uL

“BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
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O volume final de mix do sequenciamento é adicionado a 5 pL de amostra purificada + 1 pL

de primer.

Ciclos de tempo e temperatura da reacdo de sequenciamento™

Reacao Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 96 1 min 1
Desnaturacéo 96 15 seg 35
Anelamento 50 15 seg 35
Extenséo 60 4 min 35

“Programa recomendado pela Applied Biosystems.

Precipitacdo com EDTA e Etanol

- Adicionar 10 pL da reacdo de sequenciamento em uma cavidade da placa MicroAmp®

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

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

- Adicionar 30 pL de etanol 100%.

- Homogeneizar lentamente a placa.

- Incubar a placa por 10 min em temperatura ambiente.
- Centrifugar a 2720 x g durante 30 min a 20 °C.

- Desprezar o conteudo da placa.

- Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel.
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- Adicionar 100 pL de etanol 70%.

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

- Desprezar o contetdo 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 pL de formamida (HIDI).

- Adicionar a septa.

- Homogeneizar a placa em vortex.

- Submeter a 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.

- ApoOs a precipitacdo com EDTA e etanol, a placa ¢ inserida no sequenciador (ABI 3500

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

e Clonagem do produto da gRT-PCR

Pré-inoculacdo de E.coli One Shot® (Invitrogen Life Technologies®)

1. Em um tubo de 3 mL de meio LB liquido autoclavado acrescentar 15 pL de células de E.
coli.
2. Homogeneizar lentamente o tubo com LB.

3. Incubar em Shaker a 37°C e 180 rpm, overnight.

Ligacdo do produto da PCR ao vetor

1. Em um microtubo (0,5 mL) adicionar o DNA purificado a ser clonado: 0,5 a 4 pL.
2. Adicionar 1 pL da solugéo de 1,2 M NaCl e 0,06 M MgCl».

3. Adicionar 1 uL pCR™4-TOPO® TA vector.

4. Adicionar H,O autoclavada q.s.p 6 pL.

5. Homogeneizar a reacdo delicadamente e incubar por 1 h, em temperatura ambiente e

protegida da luz. Apés a incubacgdo, manter a reagdo em gelo até proceder a transformacao.
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Preparacdo de células competentes

1. Diluir 150 pL da pré-cultura em 5 mL de meio LB liquido e incubar a 37°C, 180 rpm, até
DO 600 nm = 0,4 - 0,6 (aproximadamente 1 h).

2. Logo apds, deixar o tubo em banho de gelo por 5 min.

3. Centrifugar 3 mL da cultura em dois microtubos (1,5 mL em cada tubo), a 5000 rpm/5 min.
Obs: Manter as células e solu¢des em banho de gelo.

4. Eliminar o sobrenadante por inversdo do tubo e adicionar ao precipitado 500 pL de 50 mM
CaCl..

5. Homogeneizar.

6. Transferir o conteddo dos dois tubos para outro tubo.

7. Manter em banho de gelo por 10 min.

8. Centrifugar a 5000 rpm/5 min e eliminar o sobrenadante posteriormente.

9. Ressuspender as células em 300 pL de 50 mM CaCl..

10. Manter em banho de gelo por 20 min.

11. Aliquotar 50 pL de células competentes em microtubos e estocar a -20°C.

Transformacao

1. Adicionar 3 uL do produto da ligacdo a 50 pL de células competentes e colocar em banho
de gelo por 20 min.

2. Incubar a mistura por 2 min a 42°C em banho-maria.

3. Transferir imediatamente para banho de gelo por 5 min.

4. Adicionar 1 mL de LB liquido e incubar por 1 h a 37°C sob agitacéo (180 rpm).

5. Centrifugar a 5.000 rpm/10 min.

6. Descartar o sobrenadante.

7. Ressuspender o sedimento em 100 pL de LB liquido.

8. Semear em duas placas com LB solido, contendo 75 pg/mL de ampicilina, com o auxilio da
alca de Drigalsk.

9. Incubar em estufa a 37°C por 24 - 48 h.

Extracdo do plasmideo

1. Em um tubo contendo 5 mL de meio LB liquido adicionar ampicilina (100 pg/mL).
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2. Com o auxilio de uma haste esterilizada adicionar uma col6nia de bactérias caracteristicas
no tubo.

3. Incubar sob agitacao (180 rpm) a 37°C/24 h.

4. Transferir 1,5 mL da cultura em um microtubo e centrifugar a 5.000 x g/12 min. Descartar
0 sobrenadante. Repetir o procedimento.

5. Adicionar 250 pL de Resuspension buffer (R3) com RNase A ao sedimento de células.
Homogeneizar para ressuspender as células.

6. Adicionar 250 pL de Lysis buffer (L7) para lisar as células e inverter o microtubo
gentilmente por cinco vezes. Incubar em temperatura ambiente por 5 min.

7. Adicionar 350 pL de Precipitation buffer (N4) para precipitar e inverter gentilmente cinco
vezes ou até ficar homogéneo. Centrifugar o lisado a 12.000 x g/10 min.

8. Transferir o sobrenadante para um tubo coletor de 2 mL com coluna e centrifugar a 12.000
x g/1 min. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo e repetir a centrifugacéo.
9. Adicionar 700 pL de Wash Buffer (W9 - tampé&o de lavagem com etanol) no centro da
coluna.

10. Centrifugar a 12.000 x g/1 min, descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo e
repetir a centrifugacéo.

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

12. Adicionar 75 pL de TE Buffer (TE) no centro da coluna. Incubar a temperatura ambiente
por 1 min.

13. Centrifugar a 12.000 x g/2 min.

14. Estocar o plasmideo de DNA purificado a -20°C.

* |solamento do Senecavirus A

1. Células
- Preparar celulas PK-15 em garrafas (25 mL) 24 h antes da inoculagdo do material (indculo).

- Preparar garrafas extras para utilizar como controles.

2. Preparo do material a ser inoculado (in6culo).

Liquido de vesicula

- 100 pL de liquido de vesicula.
- 500 uL de meio DMEM (sem SFB).
- Homogeneizar em vortex.

- Centrifugar a 1000 rpm (baixa rotac¢&o)/5 min.
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- 500 puL do sobrenadante + 500 uL. de DMEM (sem SFB) + 50 puL de Anti-Anti 100X
(antibidtico e antifingico - Gibco®).

- Utilizar 1 mL para inoculacéo.

3. Adsorc¢éo

- 1 mL do material previamente preparado (liquido de vesicula ou tecido).

- Remover o meio das garrafas com células.

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

- Adicionar 1 mL do in6culo em garrafa contendo monocamada de cultivo de célula PK-15
mantida sob condicdo estacionaria.

- Incubar em agitacéo em estufa a 37°C/3 h a 5% de CO> controlado.

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

- Adicionar 10 mL de meio DMEM com 10% de SFB e 3X de Anti-Anti (Gibco®).

- Incubar em estufa a 5% de CO- e monitorar diariamente para a presenca de efeito citopatico
(ECP).

- Caso ndo ocorra ECP, incubar por até 7 dias, congelar a -80°C, descongelar e fazer novas
passagens.

- Para fazer adicionais (passagens cegas), caso nédo tenha ocorrido ECP, as garrafas devem ser
congeladas 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.

* Imuno-histoquimica

- Xilol 1 =20 min.

- Xilol 11 — 20 min.

- Alcool absoluto | — 10 min.

- Alcool absoluto 11 — 10 min.

- Alcool 90% — 5 min.

- Alcool 80% — 5 min.

- Alcool 70% — 5 min.

- Lavar em &gua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes em &gua destilada.
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Recuperacdo Antigénica

- Para SVV-60: Colocar as laminas em recipiente plastico com solugdo tampao citrato pH 6,0
em micro-ondas (750W) por 9 min. Deixar esfriar em temperatura controlada (25°C), na
solucdo tampado citrato pH 6,0 por 30 min.

- Lavar em &gua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes em 4gua destilada.

- Colocar as laminas em solucdo de metanol (140 mL) + agua oxigenada 20 volumes (10 mL).
- Deixar em cuba de vidro em camara escura por 20 min.

- Lavar em &gua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes em 4gua destilada.

- Secar as laminas individualmente com papel absorvente e colocar o anticorpo primario
(SVV-60) cobrindo todo o corte.

- Incubar em cdmara Umida, deixando em geladeira por 18 h.

- Lavar as ldaminas com solugéo PBS pH 7,2 por 5 min (repetir duas vezes).

- Secar as laminas individualmente e colocar uma gota do anticorpo secundario, cobrindo todo
o corte. Incubar a 25°C por 20 min.

- Lavar as laminas com solu¢éo de PBS pH 7,2 por 5 min (repetir duas vezes).

- Cobrir o corte com 0 DAB e observar revelagéo (3 a 4 min).

- Lavar as ldminas em &gua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes com agua destilada.

- Contra-corar com hematoxilina (3 min).

- Lavar em agua corrente por 10 min.

- Enxaguar em agua destilada duas vezes.

- Alcool 70% — 5 min.

- Alcool 80% — 5 min.

- Alcool 90% — 5 min.

- Alcool absoluto | — 10 min.

- Alcool absoluto 11 — 10 min.

- Xilol 1 =20 min.

- Xilol 11 =20 min.

- Montar as laminas.
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- Xilol 1 =20 min.

- Xilol 11 =20 min.

- Acool absoluto I — 2 min.

- Alcool absoluto 11 — 2 min.

- Alcool 95% | — 2 min.

- Alcool 95% 11— 2 min.

- Lavar em agua destilada — 2 min.
- Corar com hematoxilina (10 min).
- Lavar em &gua corrente por 10 min, desprezar a primeira agua em recipiente apropriado.
- Alcool 95% — 1 min.

- Eosina — 1 min.

- Alcool 95% — 1 min.

- Alcool absoluto | — 2 min.

- Alcool absoluto I — 2 min.

- Xilol I — 2 min.

- Xilol 11 — 2 min.

- Montar as laminas.
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5.4 Lista de Softwares

Lista de Softwares

e Primer Express Software

e Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)

e BLAST - The Basic Local Alignment Search Tool
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)



http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi



