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SAPORITI, Viviane. Estudo sorologico retrospectivo (2007-2016) da infeccdo pelo
Senecavirus A em rebanhos suinicolas brasileiros 2017. 73 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal; Area de Concentracdo: Sanidade Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

O Senecavirus A (SVA) ¢ o agente etiologico de doenga vesicular em suinos, clinicamente
indistinguivel das infecgdes vesiculares virais classicas, incluindo a febre aftosa. Os primeiros
surtos de SVA no Brasil foram relatados em 2014. Entretanto, ndo se sabe se o virus circulava
no Brasil antes desse ano. Este estudo tem como objetivo a investigagdo retrospectiva da
presenca de anticorpos neutralizantes anti-SVA em soro de suinos provenientes de granjas de
diferentes regides brasileiras. As amostras de soro (n = 505) neste estudo foram agrupadas de
acordo com a data de coleta no periodo anterior (2007-2013, n = 258) e posterior (2014-2016,
n = 247) a detec¢do do SVA no pais. Foram analisadas 12 granjas, das quais 8 ¢ 4 foram
amostradas antes e apos os surtos de SVA no Brasil, respectivamente. Entre as propriedades
que foram amostradas ap6s os surtos de SVA, duas apresentaram animais com manifestagoes
clinicas associadas a infeccdo pelo virus. As outras duas granjas ndo apresentaram histéria
clinica consistente de infec¢do pelo SVA. O teste de virus neutralizagdo (VN) foi realizado
em triplicata para todas as amostras de soro, utilizando diluigdes de 2 vezes até 1: 4.096. Os
258 soros coletados antes de 2014 nao foram detectados com anticorpos anti-SVA, enquanto
90/247 soros coletados durante e / ou apds 2014 apresentaram titulos de anticorpos anti-SVA
> 64 ¢ foram considerados positivos. Apenas as granjas com historico clinico consistente de
infec¢do por SVA tiveram animais com anticorpos contra SVA. Esses resultados apresentam
evidéncias soroldgicas robustas de que o SVA ndo estava presente nos rebanhos de suinos
brasileiros antes do ano de 2014. Considerando que o SVA pode ser um agente causador de
doenga vesicular emergente que leva a perdas econdmicas em diferentes paises do mundo e
que a infecgcdo por SVA ¢ clinicamente indistinguivel das doencas vesiculares classicas dos
suinos, o estabelecimento de métodos de diagnodstico de SVA e medidas de vigilancia em
paises afetados e ndo afetados sdo a¢des importantes.

Palavras-chave: Seneca Valley virus. Doenga vesicular. Suinos. Vigilancia. Virus
neutralizagao.



SAPORITI, Viviane. A ten years (2007-2016) retrospective serological survey for
Senecavirus A infection in Brazilian pig herds. 2017. 73 p. Dissertation (Master Degree in
Animal Science; Concentration Area: Animal Health) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2017.

ABSTRACT

Senecavirus A (SVA) is the etiological agent of a vesicular disease in pigs, clinically
indistinguishable of classical viral vesicular infections, including foot-and-mouth disease. The
first outbreaks of SVA infection in Brazil were reported in 2014. However, it is not known
whether the virus was circulating in Brazil before this year. The aim of this study is the
retrospective investigation of anti-SVA neutralizing antibody presence in porcine sera
obtained in herds of distinct Brazilian regions. Serum samples (n=505) in this survey were
grouped according to the collection date in before (2007-2013, n=258) and after (2014-2016,
n=247) SVA clinical history in the country. A total of 12 pig herds were analyzed, of which 8
and 4 were sampled before and after the SVA outbreaks in Brazil, respectively. Among the
herds that were sampled after the SVA outbreaks, two presented animals with clinical
manifestations associated with SVA infection. The other two pig herds did not present
consistent clinical history of SVA infection. Virus neutralization (VN) test was performed in
triplicate for all serum samples, using 2-fold dilutions up to 1:4096. All the 258 sera collected
before 2014 were not detected with anti-SVA antibodies, while 90/247 sera that were
collected during and/or after 2014 presented anti-SVA antibody levels > 64 and were regarded
as positive. Only the herds with consistent clinical history of SVA infection had animals with
antibodies against SVA. These results present robust serological evidence that the SVA was
not present in the Brazilian pig herds prior to the year 2014. Considering that SVA may be a
causative agent of an emerging vesicular disease that leads to economic losses in different
countries of the world and that the SVA infection is clinically indistinguishable of the
classical vesicular diseases of swine, the establishment of SVA diagnosis methods and
surveillance measures in affected and non-affected countries are important actions.

Keywords: Epidemiology. Picornavirus disease. Seneca Valley virus. Swine vesicular
infection. Virus neutralization test.
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1 REFERENCIAL TEORICO
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1 REFERENCIAL TEORICO

11 INTRODUGCAO

O Brasil € o quarto maior produtor e exportador de carne suina do mundo. Este
destaque em producdo e produtividade se deve as boas praticas em sanidade, nutri¢éo,
genética, reproducdo e manejo adotados em toda a cadeia produtiva de suinos.
Adicionalmente, a producdo integrada e o aprimoramento da gestdo dos produtores
maximizam a produtividade (BRASIL, 2016). Em 2015 o Brasil produziu 3,643 milhGes
de toneladas de carne suina dos quais 546 mil toneladas foram exportadas, e se estima
que em 2016 a producdo tenha aumentado para 3,775 milhdes de toneladas (ABCS,
2016).

Com a intensificacdo da producdo surgem novos desafios relacionados a alta
densidade populacional dos animais na cadeia produtiva de suinos, destacando-se entre
elas, as doengas infecciosas.

1.2  DOENGCAS VESICULARES EM SUINOS

Desde 1998 a Organizacdo Mundial do Comércio (World Trade Organization —
WTO) responsabilizou a Organizagdo Mundial de Saude Animal (World Organization
for Animal Health — OIE) para o reconhecimento oficial de paises e areas livres de
doencas especificas que representem barreiras sanitarias e que possam, direta ou
indiretamente, comprometer 0 comércio internacional de animais e produtos de origem
animal. O reconhecimento oficial aplica-se a seis doengas principais, entre elas as doencas
vesiculares, destacando a mais importante que ¢ a febre aftosa (Foot-and-mouth disease
- FMD) (OIE, 2017b). Por ser uma doenca viral altamente contagiosa e por apresentar
grande potencial em causar graves perdas econémicas, a FMD foi a primeira doenca para
qual a OIE estabeleceu essa diretriz. Desta maneira, as demais doengas vesiculares, ou
seja, a doenga vesicular suina (Swine vesicular disease - SVD), a estomatite vesicular
(Vesicular stomatitis - VS) e o exantema vesicular suino (Vesicular exanthema of swine
- VES), por apresentarem sinais clinicos indistinguiveis aos da FMD (LEME et al., 2015;
VANUCCI et al., 2015), tornam-se de comunicagéo obrigatdria por constituirem-se em
diagnosticos diferenciais obrigatérios da FMD (OIE, 2017b).
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A espécie suina é suscetivel a todos os agentes virais que causam as doengas
vesiculares de notificagdo obrigatoria a OIE. Apos a primeira descri¢do do Senecavirus A
(HALES et al., 2008), este virus também passou a ser considerado agente etiologico de
doenca vesicular em suinos (LEME et al., 2015; PASMA; DAVIDSON; SHAW, 2008;
SINGH et al., 2012).

Os virus da FMD e da SVD pertencem a familia Picornaviridae, assim como o
Senecavirus A. A FMD é endémica em varios paises da Asia, Africa e Oriente Médio. A
Austrélia, Nova Zelandia, Indonésia, América do Norte e Europa Ocidental estdo,
atualmente, livres da doenga, porém, o virus pode ocorrer esporadicamente em &reas
consideradas tipicamente livres. Na América Latina, como mostra a Figura 1, as regifes
sdo classificadas como zonas livres com e sem vacinacao, e a doenca ainda continua
endémica em alguns paises (OIE, 2017a). O ultimo relato oficial da ocorréncia de FMD
no Brasil foi em 2006 (OIE, 2016). A SVD ja foi relatada em paises da Europa, entretanto
a doenca nunca foi relatada nas Américas e o0 seu status sanitario para paises da Asia ndo
é reconhecido (OIE, 2013).

Figura 1 - Status oficial da América do Sul quanto a ocorréncia de febre aftosa (foot-and-
mouth disease — FMD)

SOUTH AMERICA: OIE Member Countries' official FMD status map

Last update May 2016
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Fonte: Organizacdo Mundial de Satde Animal — OIE, 2016 (http://www.oie.int/)
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SVA foi descrito no Brasil pela primeira vez no final de 2014 e inicio de 2015,
associado a lesdes vesiculares e causando danos as produgdes suinicolas brasileiras
(LEME et al., 2015; VANUCCI et al., 2015). Devido aos danos causados pelo agente
infeccioso e aos sinais clinicos serem indistinguiveis daqueles apresentados por outras
doencas vesiculares virais, € de grande importancia o estudo do status sanitario dos
rebanhos suinos brasileiros em relagdo a infeccdo pelo SVA, assim como monitorar o

perfil imunoldgico atual e retrospectivo do plantel brasileiro.

1.3 PICORNAVIRUS

A familia Picornaviridae possui, atualmente, 31 géneros (ICTV, 2015). O nome
dessa familia deriva do latim, em que pico significa pequeno, uma referéncia ao tamanho
da particula viral, enquanto RNA é uma referéncia ao seu genoma de &cido ribonucleico
(COROCCI; BAKKALI-KASSIMI, 2012). Os picornavirus sdo pequenos, entre 27-30
nm de didmetro, e ndo possuem envelope. O capsideo icosaédrico € formado por 60

protdmeros de trés ou quatro polipeptideos (HALES et al., 2008).

Os picornavirus tém representantes capazes de infectar muitas espécies de
vertebrados, como humanos, primatas ndo humanos, bovinos, suinos, equinos, roedores
e aves (CARDETI et al., 2016), podendo causar doencas em muitas dessas espécies. Os
picornavirus que acometem suinos pertencem aos géneros  Aphtovirus
(ALEXANDERSEN et al., 2003), Cardiovirus (CARDETI et al., 2016), Enterovirus
(DONIN et al., 2014), Kobuvirus (RIBEIRO et al., 2013), Pasivirus (YU et al., 2013),
Sapelovirus (DONIN et al., 2014), Senecavirus (LEME et al., 2015) e Teschovirus
(DONIN et al., 2014).

14 SENECAVIRUS A

SVA anteriormente denominado Seneca Valley virus (SVV), foi isolado pela
primeira vez em 2002 de forma casual a partir de cultivo celular (HALES et al., 2008;
KNOWLES et al., 2006). Acredita-se que o agente foi introduzido acidentalmente como
contaminante de soro fetal bovino ou tripsina suina utilizados no meio de cultura celular
(HALES et al., 2008).
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Em 2005 o genoma completo do virus foi estabelecido, o que permitiu identificar
semelhangas genéticas e de propriedades bioquimicas entre SVA e os cardiovirus
(KNOWLES; HALLENBECK, 2005). Entretanto, com base em analises filogenéticas
comparativas, foi estabelecido um novo género para abrigar o SVA, denominado género
Senecavirus (HALES et al., 2008; KNOWLES; HALLENBACK, 2005).

1.4.1 Caracteristicas do Senecavirus A

SVA tem tamanho aproximado de 27 nm de didmetro e 0 seu genoma possuli
aproximadamente 7,3 kb. O genoma do SVA é composto por RNA de fita simples e
polaridade positiva (VENKATARAMAN et al., 2008), que possui uma Unica sequéncia
aberta de leitura (Open reading frame — ORF), flanqueada por regides ndo traduzidas
(UTR) nas suas extremidades 5’ e 3°. Entre a regido 5° UTR e o inicio da poliproteina
esta a proteina Leader (L), cuja funcdo ainda nédo foi estabelecida (HALES et al., 2008).
A ORF codifica uma poliproteina que virtualmente é dividida em trés regides,
denominadas P1, P2 e P3. A P1 codifica quatro proteinas estruturais, denominadas VP4,
VP2, VP3 e VP1 (WILLCOCKS et al., 2011). Apesar do papel patogénico das proteinas
do SVA ainda serem desconhecidos, a VP1 é considerada a proteina mais imunogénica
em virus da familia Picornaviridae (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016). As regides P2 e
P3 codificam as proteinas ndo estruturais do virus, das quais trés sdo codificadas pela P2
e quatro pela P3 (WILLCOCKS et al., 2011). Portanto, a estrutura genémica do SVA ¢é
tipica de outros picornavirus, com o padrao L-4-3-4, como mostra a Figura 2 (HALES te
al., 2008).

Figura 2 - Organizacdo esquematica do genoma do Senecavirus A.

Capsideo Proteinas n3o estruturais
P1 P2 P3

P .
-~ -

L SUIR(TTUoal Ve | ves | wer R 28 1 2¢ 1 ALl 3¢ 1 30 MR aaaan

Fonte: Elaborado pelo autor

A regido 5’UTR possui uma proteina covalentemente ligada a ela, denominada

VPg (HALES et al., 2008; WILLCOCKS et al., 2011), que provavelmente possui funcéo
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na traducdo do RNA viral (HALES et al., 2008; SEGALES et al., 2017). Ja a porcio
3’UTR possui uma cauda poliadenilada (HALES et al., 2008).

Durante o processo de replicacdo, 0o RNA do SVA é reconhecido pelos ribossomos
através de uma estrutura localizada também na regido 5’UTR, denominada sitio interno
de entrada dos ribossomos (internal ribossomal entry site, IRES) tipo IV (WILLCOCKS
etal., 2011).

Apesar dos poucos estudos disponiveis, ja se sabe que SVA se adapta ao
crescimento em cultivo celular in vitro e pode crescer em diferentes linhagens celulares
(SEGALES et al., 2017) como células de testiculo suino (swine testis - ST), células renais
suinas (swine kidney - SK-RST e porcine kidney - PK-15) e células cancerigenas de
pulm&o humano (NCI-H1299) (LEME et al., 2015; SEGALES et al., 2017; YANG et al.,
2012). Em estudo comparativo entre trés linhagens celulares (ST, SK-RST e NCI-
H1299), a mais permissiva a infeccédo pelo SVA foi a NCI-H1299, que produziu alto titulo
viral (10° PFU/mL — unidade formadora de placa) ap6s 24 h de inoculagio (YANG et al.,
2012). Entretanto as demais linhagens celulares também podem ser utilizadas com
sucesso para estudos com SVA (BRACHT et al., 2016; GOOLIA et al., 2017; LEME et
al., 2015).

Algumas caracteristicas especificas do virus ainda sdo desconhecidas, como a
estabilidade frente a diferentes faixas de pH, atuacdo de macromoléculas celulares como

receptores e correceptores, e ciclo de replicacio (SEGALES et al., 2017).

1.4.2 Doenca Vesicular em Suinos Associada ao Senecavirus A

Em 2004 foram descritos surtos de doenca vesicular em suinos de maternidade,
creche e terminacéo no estado de Indiana, EUA. Néo foi encontrada nenhuma evidéncia
dos agentes causadores de doencas vesiculares classicas e de notificacdo obrigatdria
(FMD, VS, SVD e VES). A etiologia da doenca néo foi estabelecida, portanto, a doenca
foi denominada Doenca Vesicular Idiopatica Suina (Porcine Idiophatic Vesicular
Disease — PIVD) (AMASS et al., 2004).

Casos de PIVD ja haviam sido descritos em varias regiées do mundo, como nos
EUA, Australia e Nova Zelandia nos anos 1980 (GIBBS et al., 1983; MONTGOMERY
et al., 1987; MUNDAY et al., 1982). No Reino Unido em 2007 (ISID, 2007) e na Italia
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em 2010 (SENSI et al., 2010) também foram descritos relatos de doenca vesicular de
etiologia desconhecida em suinos. Um estudo soroldgico retrospectivo, conduzido nos
EUA (1988-2008), detectou que a cepa SVV-001 e outras 12 cepas do SVA sdo comuns
e amplamente distribuidas em suinos daquele pais (HALES et al., 2008),

independentemente da manifestacéo clinica de doenga.

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 coronéria. Os testes diagndsticos foram negativos para 0s
virus vesiculares classicos e positivos para SVA, que passou a ser considerado o possivel
agente etiologico da doenca (PASMA; DAVIDSON; SHAW, 2008). Em 2012, outro
relato nos EUA também sugeriu que a doenca vesicular poderia estar associada a infeccao
pelo SVA (SINGH et al., 2012).

No final de 2014, no Brasil, suinos de creche, terminacdo e reprodutores
apresentaram doenca vesicular clinicamente indistinguivel daquelas causadas pelos virus
da FMD, SVD, VS e VES (LEME et al., 2015; VANNUCCI et al., 2015). SVA foi
detectado tanto nos casos relatados nos estados do Parana e Santa Catarina, que foram
investigados por pesquisadores da Universidade Estadual de Londrina por meio da
técnica de RT-PCR e posterior isolamento viral (LEME et al., 2015), quanto nos casos
dos estados de Minhas Gerais e Goias, que foram descritos por pesquisadores da
Universidade de Minnesota, EUA, através do sequenciamento de nova geracdo (Next
Generetion Sequencing - NGS) (VANNUCCI et al., 2015). A principio os animais
apresentavam lesbes vesiculares principalmente em focinhos, cavidade oral e em patas,
principalmente na regido de banda coronaria (LEME et al., 2015; VANNUCCI et al.,
2015). Em um estudo posterior foram analisadas amostras de soro e tecido de suinos com
manifestacdes clinicas de doenca vesicular provenientes dos estados brasileiros de Minas
Gerais, Goias, Santa Catarina e Rio Grande do Sul por RT-PCR, sendo identificados
também resultados positivos para SVA (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2016).

Leitdes lactentes também podem ser acometidos pelo SVA. No inicio de 2015,
simultaneamente aos surtos de doenca vesicular em suinos ocorridos no Brasil, houve
aumento significativo das taxas de mortalidade de leitbes com menos de uma semana de
vida (LEME et al., 2016a, 2016b; VANNUCCI et al., 2015). As manifesta¢des clinicas

em leitdes neonatos incluiam letargia, manifestagdes neuroldgicas e diarreia. A duragdo
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dos sinais clinicos varia entre trés e dez dias, na dependéncia do conjunto de sinais
clinicos manifestados, podendo levar & morte ou a recuperacao da doenca (LEME et al.,
2016a, 2016b; VANNUCCI et al., 2015).

Alguns meses apos a deteccdo do SVA em leitdes lactentes, creche e terminagéo
no Brasil, a doenca associada ao SVA também foi detectada na China, EUA e Canada,
especialmente em leitGes de maternidade e em matrizes (CANNING et al., 2016; ISID,
2016; JOSHI et al., 2015; QIAN et al., 2016; WU et al., 2016a, 2016b; ZHANG et al.,
2015).

1.4.3 Patogenia e Sinais Clinicos

Pouco se conhece sobre a patogenia do SVA devido a recente associacdo do
agente viral com a doenga clinica. Em estudos experimentais, observou-se que o periodo
de incubagdo do virus é de quatro a cinco dias. O RNA do agente viral foi encontrado no
soro dos suinos desafiados a partir de trés dias pds-inoculacao (dpi), confirmando assim
a viremia nos animais, que durou aproximadamente sete dias nos dois experimentos
(JOSHI etal., 2016b; MONTIEL et al., 2016). Um dos estudos demonstrou que as tonsilas
dos animais experimentalmente infectados apresentavam carga viral mais alta que a dos
demais tecidos analisados; o isolamento viral a partir de tecido de tonsila foi possivel até
7° dpi, 0 que sugere gque este seja um dos sitios primarios de replicacdo do SVA (JOSHI
et al., 2016).

O principal sinal clinico da doenca associada ao SVA ¢ a formacdo de vesiculas,
qgue podem se manifestar nas regibes de focinho, cavidade oral, pele e membros,
principalmente na banda coronaria dos suinos (LEME et al., 2015; SEGALES etal., 2017;
SINGH et al., 2012). As vesiculas aparecem como erupc¢des e evoluem como vesiculas
que se rompem facilmente, formando Ulceras que podem ser cobertas por um exsudato
serofibrinoso. A cicatrizacdo inicia-se por volta de sete dias e a regeneracdo completa do
epitélio ocorre em aproximadamente duas semanas, podendo variar conforme a gravidade
da lesdo. As vesiculas sdo observadas, principalmente, em matrizes e animais de
terminacdo e podem ser precedidas por leve hipertermia (40,3 a 40,8 °C) e/ou laminite
(JOSHI et al., 2016b; SEGALES et al., 2017).
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SVA, particularmente em leitdes, é considerado pantrdpico, pois é responsavel
por causar doenga multissistémica em animais infectados precocemente, acometendo
varios orgaos e tecidos (LEME et al., 2016a, 2016b). Os leitdes também podem apresentar
vesiculas, porém os sinais clinicos também podem incluir diarreia aguda, salivacdo
excessiva, hiperemia cuténea, letargia, morte subita, tendo sido tambeém descritos sinais
neuroldgicos em leitdes neonatos de um a cinco dias de idade (LEME et al., 2016a). Os
leitbes clinicamente acometidos podem ser provenientes de matrizes saudaveis,
infectadas e com sinais clinicos, ou de matrizes ja recuperadas. Em um periodo que pode
variar de uma semana a um més a mortalidade de leitbes em granjas acometidas pela
primeira vez pelo SVA pode variar entre 5 e 60% (SEGALES et al., 2017).

1.4.4 Vias de Eliminacao

Pouco se sabe sobre as vias de eliminacdo do SVA, porém, apos diversos surtos e
alguns estudos experimentais, sabe-se que o agente viral pode ser detectado em diferentes
secrecdes e excregdes, como liquido vesicular, fluido oral, secrecdo nasal e fezes (GUO
et a., 2016, JOSHI et al., 2016b, LEME et al., 2015). O liquido vesicular apresenta alta
carga viral (GUO et al., 2016), o que sugere que o contato de um animal suscetivel com
liguido de vesicula ou com lesdes vesiculares representam um importante meio de
transmissdo do SVA. Um dos estudos experimentais demonstrou que a secre¢do oral
possuia carga viral mais alta que a secrecdo nasal e fezes, revelando a importancia do

fluido oral na disseminacgédo do agente (JOSHI et al., 2016b).

A presenca do RNA e de antigenos do SVA foram demonstrados por meio das
técnicas de RT-PCR e imunohistoquimica, respectivamente, em pelve renal e vesicula
urinaria de leitdes infectados com o virus, sugerindo que a urina possa ser uma via de

eliminacdo/transmisséo do virus (LEME et al., 2016b).

Moscas domésticas e amostras de fezes e intestino delgado de roedores
provenientes de granjas com e sem historico de doenca vesicular foram investigados para
a presenca do SVA. O RNA do SVA foi detectado em moscas domésticas provenientes
de granjas sabidamente acometidas pelo virus. Por outro lado, as amostras bioldgicas de
roedores foram positivas para o virus, tanto por RT-PCR quanto por isolamento viral,
independentemente do status clinico observado nas granjas (JOSHI et al., 2016a),

sugerindo que ratos e moscas possam ser meios de disseminagao/transmissdo do agente.
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1.4.5 Imunidade

As primeiras deteccOes do SVA ndo foram relacionadas a doencgas ou
manifestacbes de sinais clinicos (HALES et al.,, 2008). O virus foi identificado
acidentalmente (HALES et al., 2008; KNOWLES et al., 2006) e pouco tempo depois
utilizado como agente oncolitico em pesquisas para o tratamento do cancer, ndo sendo
observada qualquer patologia especifica em animais ou em humanos (HALES et al.,
2008; REDDY et al., 2007), diferentemente do que vem ocorrendo na atualidade. Sendo
assim, pesquisas estéo sendo realizadas para o esclarecimento da patogenicidade do virus
e das suas caracteristicas imunogénicas (CHEN et al., 2016), que ainda sdo pouco
conhecidas.

O primeiro estudo a avaliar a imunidade induzida pelo virus foi realizado por
Knowles et al. (2006) que, por meio do teste de virus neutralizacdo (VN), encontrou
anticorpos neutralizantes anti-SVA em ratos, bovinos e suinos sem sinais clinicos de
doenca. A partir de entdo, bovinos e suinos passaram a ser considerados possiveis
hospedeiros naturais do virus (KNOWLES et al., 2006).

Em 2012, por meio de infeccdo experimental de suinos com SVA, pdde-se
observar pela técnica de ELISA indireto (ELISAI) a soroconversdao dos animais a partir
do 6° dpi, até mesmo nos animais que ndo apresentaram sinais clinicos da doenca. Titulos
séricos de Imunoglobulinas (Ig) M foram detectados a partir do 6° dpi, com concentracao
maxima até o 14° dpi e queda a partir de entdo, sendo indetectaveis no 21° dpi. Por outro
lado, os titulos de IgG atingiram o pico aos 21 dpi que perdurou por 57 dias, periodo total
do experimento (YANG et al., 2012).

Animais com nove semanas de idade e experimentalmente infectados com o0 SVA
soroconverteram com 14 dpi (MONTIEL et al., 2016). Em outro estudo experimental, 0s
animais foram desafiados aos quatro meses de idade com soroconversao identificada a
partir do 5° dpi por meio do teste VN. Neste mesmo estudo, a técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) revelou titulos séricos de IgG a partir do 10° dpi. Os
titulos de anticorpos neutralizantes passaram a aumentar significativamente e
simultaneamente a reducdo do quadro clinico, da viremia, da excrecdo viral e da carga

viral nos tecidos dos animais infectados, 0 que sugere que 0s anticorpos neutralizantes
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atuem na remocao do virus. Os titulos de anticorpos neutralizantes continuaram altos até
o fim do experimento (38 dpi) (JOSHI et al., 2016b).

Animais naturalmente acometidos pelo virus também apresentaram
soroconversao entre duas a trés semanas apos o inicio dos sinais clinicos em um surto de
doenca vesicular que ocorreu nos EUA. Neste estudo, a técnica utilizada foi a IFI e os
titulos de anticorpos variaram entre 160 a 1.280 (GUO et al., 2016).

Em um estudo longitudinal realizado com matrizes naturalmente infectadas e seus
respectivos leitdes, foi avaliada a resposta imune atraves da deteccdo de titulos de 1gG
contra a proteina VP1 do SVA, por meio de ELISAI. Foi detectado aumento de anticorpos
em matrizes entre a 22 e 3% semanas ap0s 0 aparecimento de sinais clinicos e também
anticorpos em 100% das matrizes, com ou sem sinais clinicos. No mesmo estudo, 3
semanas apos o inicio dos sinais clinicos, o teste de RT-PCR quantitativo (RT-qPCR) nédo
detectou cdpias gendmicas do virus no soro das matrizes, sugerindo que a viremia possa
ter sido debelada pelos anticorpos neutralizantes. Ja nos leitGes, a resposta soroldgica foi
maior nas 12 e 22 semanas apds o inicio do surto, caindo entre a 4% e a 6% semana; nao
houve diferenca significativa nos titulos de anticorpos observados em leitdes provenientes
de matrizes com ou sem sinais clinicos da infeccdo pelo SVA (GIMENEZ-LIROLA et
al., 2016).

A avaliacdo longitudinal de amostras de soro coletadas em um intervalo de 180
dias durante o surto de doenca vesicular associada ao SVA, em duas granjas de matrizes,
revelou soroconversdo dos animais a partir de sete dias ap6s o inicio dos sinais clinicos e
altos titulos de anticorpos até o final do periodo observacional, com declinio dos titulos
em alguns animais (GOOLIA et al., 2017).

1.4.6 Diagnostico

O diagndstico para SVA é de extrema importancia devido ao fato da infeccéo
causar doenca vesicular semelhante e de sinais clinicos indistinguiveis aos de outras
viroses vesiculares, como a FMD (LEME et al., 2015). Para realizar o diagnéstico do
SVA podem-se utilizar técnicas ja validadas, sendo algumas de origem molecular, outras
soroldgicas, além da hibridizacdo in situ e da imunohistoquimica com anticorpos

monoclonais, essas duas Ultimas pouco utilizadas na rotina laboratorial.
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1.4.6.1 Diagnostico molecular

As técnicas moleculares sdo amplamente utilizadas para realizacdo do
diagnostico do SVA. As técnicas de RT-PCR sdo as mais utilizadas, porém, existem
algumas variacdes. O pan-PCR, por exemplo, consegue detectar novos picornavirus
(KNOWLES; HALLENBECK, 2005). J& as técnicas de RT-PCR convencionais
amplificam algumas regides parciais ou completas do genoma viral, como 5’UTR e 3D
(WANG et al., 2016), ou a regidao VP1 (LEME et al., 2015). O RT-gPCR, realizado com
SYBR Green ou com TagMan (BRACHT et al., 2016; CANNING et al., 2016; FOWLER
etal., 2017; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; GUO et al., 2016; JOSHI et al., 2016b), e
0 NGS (FOWLER et al., 2017; JOSHI et al., 2016b; MONTIEL et al., 2016; VANNUCCI
et al., 2015) podem ser usados para a quantificacdo viral e para a amplificacdo do genoma

completo do agente, respectivamente.

As técnicas moleculares sdo répidas, especificas e sensiveis, e podem ser
utilizadas a partir de diferentes amostras biologicas. Porém, algumas dessas técnicas,
como a RT-gPCR e o NGS, sdo de alto custo e exigem equipamentos e pessoal

especializado para sua execucao.

1.4.6.2 Diagnostico sorologico

Quando se trata de diagndstico de doencas infecciosas, a OIE recomenda que
sempre haja pelo menos um teste relacionado & deteccdo de anticorpos, devido a sua
praticidade, facilidade de coleta das amostras, baixo custo e rapidez. Os testes soroldgicos
sdo de extrema utilidade no processamento de grande nimero de amostras, em estudos
epidemioldgicos, em programas de diagnosticos em massa e na vigilancia
epidemioldgica. Os testes soroldgicos sdo também os mais recomendados pela OIE para
a comercializacdo de animais, tanto no mercado interno quanto para a importacao e
exportacdo (OIE, 2014).

As tecnicas soroldgicas de diagnostico para SVA ja descritas incluem o ELISAI
(GIMENEZ-LIROLA etal., 2016; YANG et al., 2012), ELISA competitivo (GOOLIA et
al., 2017; YANG et al., 2012), IFI (GOOLIA et al., 2017; GUO et al., 2016; JOSHI et al.,
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2016b; MONTIEL et al., 2016; YANG et al., 2012) ea VN (GOOLIA et al., 2017; JOSHI
etal., 2016b; KNOWLES et al., 2006; YANG et al., 2012).

Métodos sorologicos como ELISA indireto e IFI, quando realizados com a
adsorcdo do antigeno diretamente sobre um suporte sélido (placa ou l&mina), podem
apresentar ruido no sinal, conhecido como background. Para reduzir o ruido, esses
métodos podem ser realizados com a adsor¢éo de anticorpos, policlonais hiperimunes ou
até mesmo monoclonais, utilizados para a captura do antigeno (OIE, 2014).
Paralelamente, a utilizacdo em fase solida de proteinas recombinantes purificadas em
substituicdo ao antigeno bruto também é uma forma de reduzir o ruido do sinal. Apds a
padronizacdo de todas as etapas essas metodologias tornam-se de facil realizacdo, baixo
custo e alguns, como 0s ensaios imunoenzimaticos, podem ser automatizados reduzindo
a possibilidade de erros de manipulacdo (FLORES; CARGNELUTTI, 2012).

A técnica de VN, embora dependa de sistemas bioldgicos como cultivo celular,
que podem apresentar variagbes inerentes aos processos bioldgicos, quando
adequadamente padronizada quanto a linhagem celular, cepa viral, meio de cultura e
pessoal técnico treinado para a sua realizacéo e, principalmente, interpretacdo, apresenta
excelente relacdo sensibilidade/especificidade (FLORES; CARGNELUTTI, 2012;
STORCH, 2007).

A VN é a técnica que mais se assemelha ao processo natural do sistema imune em
reconhecer e neutralizar antigenos exogenos em organismos superiores (FLORES;
CARGNELUTTI, 2012). Por meio da utilizacdo de titulos virais conhecidos e dilui¢des
sucessivas do soro a ser avaliado é possivel obter o titulo de anticorpos presentes no soro
capaz de neutralizar o efeito citopatico induzido por um virus em um sistema biologico
celular (STORCH, 2007). Outro aspecto de extrema importancia no emprego da técnica
de VN para a avaliacdo tanto da presenca guanto, principalmente, da quantificacdo de
anticorpos especificos contra um determinado antigeno viral € que, por identificar
anticorpos neutralizantes, essa técnica mimetiza o sistema imune do individuo ou do
animal (FLORES; CARGNELUTTI, 2012). Por meio de titulagio a VN também
apresenta a vantagem adicional de identificar variacbes em epitopos de antigenos que

induzem anticorpos neutralizantes, possibilitando caracterizar as variagdes antigénicas.
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1.4.7 Consideracdes Finais

Senecavirus A é um agente infeccioso emergente na suinocultura brasileira e
pouco se conhece sobre as suas propriedades bioldgicas e sobre a sua epidemiologia.
Assim, estudos adicionais sobre a infeccéo por esse virus, sdo necessarios para elucidar
aspectos importantes da fisiopatogenia da infeccdo, bem como conhecer o perfil
imunoldgico e soroldgico dos rebanhos em relacdo ao agente, e assim propor medidas

efetivas de controle e profilaxia da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar retrospectivamente, por meio de teste soroldgico, a presenca da

infeccdo pelo Senecavirus A em rebanhos suinos brasileiros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica de virus neutralizacdo para a deteccdo de anticorpos

neutralizantes anti-Senecavirus A (SVA) em soro de suinos.

e Investigar a presenca de anticorpos anti-SVA em amostras de soro de suinos
obtidas antes e ap0s 0s surtos de doenca vesicular associada a infeccao pelo virus
no Brasil, de animais de diferentes categorias de producdo oriundos de granjas
com e sem histdrico clinico da doenca e provenientes de diferentes regides
geogréficas brasileiras.

e Auvaliar a resposta imunologica a infeccdo pelo SVA.

e Comparar os titulos de anticorpos neutralizantes anti-SVA em amostras de soro

obtidas antes e ap0s o inicio dos surtos da doenca no Brasil.

e Estabelecer o provavel periodo (ano) de introducdo do SVA em rebanhos suinos

brasileiros.
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A ten years (2007-2016) retrospective serological survey for Senecavirus A

infection in Brazilian pig herds

Abstract

Senecavirus A (SVA) is the etiological agent of vesicular disease in pigs, clinically
indistinguishable of classical viral vesicular infections, including foot-and-mouth disease.
The first outbreaks of SVA infection in Brazil were reported in 2014. However, it was
not known whether the virus was circulating in Brazilian pig herds before this year. The
aim of this study is the retrospective serological investigation of porcine SVA health
status in Brazil. Serum samples (n = 505) were grouped in before (2007-2013, n = 258)
and after (2014-2016, n = 247) SVA outbreaks in Brazil. Twelve pig herds were analyzed,
of which 8 and 4 were sampled before and after the beginning of SVA Brazilian
outbreaks, respectively. Two herds sampled after 2014 presented animals with SVA-
associated clinical manifestations, while the other two housed asymptomatic pigs. SVA
antibodies were evaluated by virus neutralization test. The results demonstrated that pig
herds of different Brazilian geographical regions and distinct pig categories were negative
to anti-SVA antibodies in sera obtained before 2014. Antibodies to SVA were detected
only in serum samples obtained after 2014, particularly in herds with the presence of pigs
with SVA-clinical signs. These results present robust serological evidence that the SVA

was not present in the Brazilian pig herds prior to 2014.

Key words: epidemiology, picornavirus disease, Seneca Valley virus, swine vesicular

infection, virus neutralization test.
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Introduction

Senecavirus A (SVA) is the single representative species within the Senecavirus
genus, Picornaviridae family (ICTV 2015). This is a small, non-enveloped, single-
stranded, positive sense RNA virus, which was discovered in 2002 as a cell culture
contaminant (Knowles et al. 2006).

Since 2008 studies have reported porcine idiopathic vesicular disease (PIVD) in
animals from Canada and the United States (USA) (Pasma et al. 2008; Singh et al. 2012).
In both studies SVA was considered to be the causative agent of the vesicular disease.
The infection clinical signs consist in vesicles and erosions on the skin, snout, oral cavity,
and coronary bands, which are clinically indistinguishable of the classical viral vesicular
diseases, such as foot-and-mouth disease (FMD), swine vesicular disease (SVD),
vesicular stomatitis (VS), and vesicular exanthema of swine (VES) (Pasma et al. 2008;
Singh et al. 2012).

The first SVA outbreak reported outside of North America was in Brazil, 2014
(Leme et al. 2015a; Leme et al. 2015b; Vannucci et al. 2015). In these cases, the virus
infection was associated with vesicular lesions on the coronary bands, hooves, and/or
snouts in weaning and adult pigs (Leme et al. 2015b; Vannucci et al. 2015) and with high
mortality rates in piglets at 1 to 5 days old (Leme et al. 2015a; Leme et al. 2016a; Leme
et al. 2016b). In 2015, in China, SVA was detected in pigs with vesicular disease and in
newborn piglets with sudden death (Wu et al. 2016). At the same year, novel outbreaks
of SVA infection in pigs at different ages, including neonatal pigs, were reported in the
USA (Canning et al. 2016; Gimenez-Lirola et al. 2016).

Retrospective and prospective studies to infectious disease investigations are
important to outline the serological profile of livestock, and represent important tools for

the establishment of the time of entrance of an infectious agent in a country, as well as
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for determining the risk factors associated with the infection. Serological studies
conducted in Switzerland and Denmark were relevant to collect data on porcine
reproductive respiratory syndrome virus (PRRSV) infection (Corbellini et al. 2006;
Antunes et al. 2015); serological analyses were also used in the USA to monitor and for
surveillance of porcine epidemic diarrhea (PED) (Fan et al. 2015; Okda et al. 2015).
Considering that until the second half of 2014 there were no reports, and even
clinical evidence of the SVA infection in Brazilian pig herds, this study aimed to

retrospectively investigate the presence of anti-SVA antibodies in swine of this country.

Materials and methods

Inclusion criteria for serum samples

Samples included in this study are part of a bank of swine sera sent to the
Laboratory of Animal Virology from Sate University of Londrina for the serological
profile evaluation of asymptomatic animals newly vaccinated against some infectious
diseases. Additionally, pig serum samples that were submitted to the laboratory by
consulting veterinarians for diagnosis purposes also were included. Individual aliquots of
the serum samples were properly labeled, sealed, and stored at -80°C until used for
analyses.

The inclusion criteria used for selection of serum samples were the serum
collection date (year), diversity of geographical origin of pig herds, and age (categories)
of the pigs. Serum samples (n = 505) obtained before and after 2014 from four different
states of the Southern and Southeast Brazilian regions were included in the survey.
Animals were of different categories, including suckling (< 3 weeks old), nursery (4-8
weeks old), and finishing (> 9 weeks old) pigs. Inclusion criteria for serum samples

collected after the year 2014 also included the health status of the pig herd as samples
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obtained from herds with and without history of clinical signs consistent with the SVA

infection. A total of 505 pig serum samples were selected for analysis of the presence of

anti-SVA neutralizing antibodies. Table 1 shows the distribution of the serum samples

according to the collection period (before and after 2014), the geographical origin and

health status of the pig herds, and the animal categories. Additionally, 14 to 22 days

before the sera collection in the two herds with clinical history of SVA-associated disease,

vesicular fluid from adult pigs in both herds and a neonatal piglet that spontaneously died

soon after birth were collected for the virus investigation by RT-PCR assay, as previously

described (Leme et al. 2015b).

Table 1. Sera collection data according to the period (year), state of origin, and number

of herds and samples for different pig categories, Brazil, 2007-2016.

Number of Pigs according to categories

Collstin - Stteat - Clmeat —
Suckling  Nursery Finishing

2007 - 2013 PR A 6 20 30 80 130
SC A 1 20 0 20 40
SP A 1 30 20 38 88
Subtotal 8 70 50 138 258
2014 - 2016 MG A 1 0 0 50 50
SP A 1 0 0 60 60
SC P 2 0 0 137 137
Subtotal 4 247 247
TOTAL 4 12 70 50 385 505

8PR = Parana; SC = Santa Catarina; SP = S30 Paulo; MG = Minas Gerais.

bA = Absence; P = Presence.

Different herds within the same state.
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Virus neutralization test

The virus neutralization (VN) test was performed with the SVA strain BRA/UEL-
PR/15 (GenBank accession number KX712388). This SVA Brazilian wild-type strain
was isolated in porcine kidney (PK-15) cells from a tissue fragment of spleen of a 3-day-
old piglet that presented diarrhea, neurological signs, and spontaneous death (Leme et al.
2016a), as previously described (Leme et al. 2015b). The 50% endpoint was determined
according to the method of Reed and Muench (1938).

The VN assay was performed in 96 well plates. The tested sera were heat-
inactivated at 56°C/30 min and then 2-fold serially diluted up to 1:4,096. Sera were
incubated with 100 TCIDso (50% tissue culture infective dose) of the SVA BRA/UEL-
PR/15 strain at 37°C/1 h in a 5% CO2 incubator (Thermo Electron Corporations®,
Marietta, OH, USA). Following, 1 x 10° PK-15 cells were added in each well. For the
toxicity evaluation, individual aliquots of each serum sample were tested without addition
of the virus. The citopathic effect (CPE) was evaluated 72 h after inoculation. The
neutralizing titer was considered the reciprocal of the highest dilution of serum capable
of preventing 100% of the CPE production. The serum samples with neutralizing
antibody titer > 64 were regarded as positive result (Yang et al. 2012; Goolia et al. 2017).

All the sera in this survey were tested in triplicates, regardless of their antibody titers.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Epi Info™, using Chi-square (y2) or Fisher
exact tests to compare the proportions of serum samples positive and negative for anti-

SVA antibodies. The confidence limit for the statistical tests was set at 95% (p < 0.05).
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Results

All the serum samples that were collected between 2007 and 2013 presented
antibody neutralizing titers < 64 and were considered as negative in the VN test. For the
serum samples collected between 2014 and 2016, the results were consistent with the
clinical history of the herds. The 110 sera originated from asymptomatic pigs of non-
affected pig herds located in Sdo Paulo and Minas Gerais states had similar results of the
herds sampled before the outbreaks, with low (< 64) titers of neutralizing antibodies.
Conversely, 65.7% (90/137) of porcine sera derived from clinically affected-herds
presented positive (> 64) results (Table 2).

Table 2. Senecavirus A virus neutralization test results in porcine serum distributed in

each period (year) according to the herds and serum samples evaluated, Brazil, 2007-
2016.

Virus neutralization results

Collecti Herd
ollection — jinical Herds (n = 12) Serum samples (n = 505)
date . -
S1gns Total Positive Negative Total Positive (%) Neg;)t)lve
2007 -
2013 A 8 0/8 8/8 258 0(0) 258 (100)
2014 -
2016 A 2 0/2 2/2 110 0(0) 110 (100)
P 2 2/2 0/2 137 90 (65.7)? 47 (34.3)°

A = Absence; P = Presence.

ab Statistically significant difference (p < 0.05).

Among pigs derived from clinically-affected herds, the anti-SVA antibody titers
reached > 4,096 for 38 of 90 positive serum samples. The Fig. 1 presents the anti-SVA
antibody titers among the 137 serum samples of clinically-affected herds. The RT-PCR

assay from vesicular fluid and piglet tissue samples that were collected during the peak
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of SVA-induced infection, which was 14 to 22 days before the serum collection date

presented positive results for SVA RNA.

Fig. 1. Virus neutralization results from pig herds with SVA-associated clinical signs.
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Discussion

This is the first serological survey intended for the retrospective investigation of
SVA circulation in Brazil. Serum samples included in this study were derived from the
Brazilian states with the important pork production. In 2015, the states of Santa Catarina,
Parana, Sdo Paulo, and Minas Gerais were responsible for 65% of the Brazilian pig
production (ABPA 2016).

A twenty-year retrospective study conducted in the USA revealed that SVA has
circulating in that country since 1988 (Hales et al. 2008). Although other studies reported
a possible association of SVA with porcine vesicular disease in the USA (Pasma et al.

2008; Singh et al. 2012), in most of the cases likely there was silent virus infection.
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In Brazil, the first reports of SVA-associated disease were in late 2014 and early
2015 (Leme et al. 2015a; Leme et al. 2015b; Vannucci et al. 2015). However, it was not
known whether the virus was circulating in Brazil before this period.

The VN results from this study revealed that the animals that were sampled before
2014 had no contact with the virus, suggesting that SVA likely was not circulating in
Brazil before that year. On the contrary, most (n = 90) of the porcine sera collected during
and/or after 2014 from clinically affected-pig herds presented high titers of anti-SVA
neutralizing antibodies, indicating the animal were exposed to the virus. This statement
is supported by the results from the RT-PCR assay, which was able to detect the virus
RNA from samples of adult and neonatal pigs obtained at the moment of clinical
manifestation peak in both herds with consistent clinical history of SVA-induced disease.

Sera collected within this same period and assumed as negative (n = 47) for anti-
SVA antibodies were derived from asymptomatic pigs, reflecting their health status at the
moment of the sample collection. SVA-based experimental studies revealed an early
immunological response against the virus (Joshi et al. 2016; Montiel et al. 2016), with
anti-SVA neutralizing antibodies being detected at 5 days post-inoculation (Joshi et al.
2016). Therefore, in this study it is possible that some of the seronegative pigs derived
from herds with symptomatic animals were at early incubation period of the virus
infection.

Thirty-eight serum samples analyzed in this study showed high (> 4,096) anti-
SVA antibody titers. We speculate that if continual dilutions have been performed higher
antibody titers would be detected in some of these samples. This result suggests that SVA
infection is highly immunogenic. Another study detected anti-SVA antibodies in sows up
to 180 days after clinical manifestation peak in a SVA outbreak (Goolia et al. 2017). The

prolonged detection of antibodies against SVA (Goolia et al. 2017) and the high antibody
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titers detected in this and other studies (Guo et al. 2016; Joshi et al. 2016; Montiel et al.
2016) reinforce the SVA immunogenic feature and suggest that the immunological
response against the SVA infection is long lasting. However, this hypothesis should be
taken with caution, since it is also likely that high titers of anti-SVA neutralizing antibody
titers in naturally infected animals may be due to the SVA circulation within the pig herd,
leading to the constant virus exposure of the animals and consequently to immunological

booster.

Since July, 2015 an increased number of SVA outbreaks has been reported in the
USA (Joshi et al. 2016). In the same year the virus was first reported outside of the
American continent, in China (Wu et al. 2016). In all of these cases, SVA infection was
associated with important clinical manifestations, including vesicular disease in different
categories of pig production. Therefore, it is important to determine the SVA
immunological/serological status of pig herds especially in the major pig producing
countries, since SVA-associated vesicular disease in pigs is clinically indistinguishable
from classical vesicular diseases, especially FMD. It is important to note that the
emergence of SVA-associated vesicular disease could adversely affect prompt reporting

of FMD in pigs (Fowler et al. 2017).

Conclusions

The study represents the first serological survey intended for the retrospective
investigation of SVA circulation outside of a North American country. The pork industry
has great economic and social importance worldwide. The Brazilian pig farming is an
important agribusiness segment. At the end of 2014 we experienced the first entry of a
new virus (SVA) in our pig herds demonstrating the vulnerability of the production

system. The results in this study indicate that the virus was not circulating in Brazil before
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2014. The occurrence of swine health emergencies can put the entire productive chain at
risk. To provide timely and efficient foreign disease investigation and surveillance and
the adoption of robust risk mitigation measures are actions intended for the animal health
and industry protection that have to be implemented with responsibilities from both the
public (official) and private (producer and processing companies) sectors. The production
chain as a whole should always be united and alert to the existence and/or constant risk

of entry of exotic diseases in different countries.
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4 CONCLUSOES

CONCLUSOES

A técnica de virus neutralizacdo foi capaz de detectar anticorpos
neutralizantes anti-Senecavirus A (SVA) em soro de suinos, representando
uma ferramenta de diagnoéstico da infeccdo pelo virus especialmente para
0 processamento de grande nUmero de amostras, em estudos
epidemiolégicos, em programas de diagnosticos em massa e na vigilancia
epidemioldgica.

A ndo deteccdo de anticorpos anti-SVA em amostras de soro de suinos
obtidas antes de 2014 sugere que 0 virus ndo estava presente em rebanhos
suinicolas brasileiros até entédo.

A presenca de anticorpos anti-SVA em amostras de soro de suinos obtidas
partir de 2014 sugere que o virus passou a circular no Brasil a partir deste
ano.

Os altos titulos de anticorpos anti-SVA identificados em soros suinos
provenientes de granjas com animais com sinais clinicos de doenca
vesicular sugerem que o SVA seja altamente imunogénico para essa

espécie animal.
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ANEXO A: Lista de Reagentes

o B~ w0 D

© © N o

25.

Lista de Reagentes

Acetona, P.A. (CH3COCHSs) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CHsCOOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

Acido borico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

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

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sédico — EDTA, P.A. (C10H14N20sNa22H,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)2CHCH2CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)

. Antibiotico-antimicético (Gibco®)
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

Azul de bromofenol (Sigma®)

Bicarbonato de sodio P.A. (NaHCOz3) P.M. 84,01 (Biotec®)

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

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 (MgCy,) (Invitrogen Life Technologies®)

Cloreto de potéssio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

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

Cloroférmio, P.A. (CHCI3) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Dimetil sulféxido (DMSO) C2H6SO (Sigma®)

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

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

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

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 (C12H25NaO4S) P.M. 288,38
(Invitrogen Life Technologies™)



26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.

39.

40.
41.
42.

43.

44,
45.
46.
. Vermelho de fenol (C19H140sS) P.M. 354,38 (Reagen®)
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL®)

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

Fosfato de sodio dihidratado (Na,HPO4 . 2H,0) P.M 177,99 (Merck®)

Fosfato de s6dio monobasico (NaH:POs . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

Fosfato de sodio dibasico anidro (Na;HPO.) P.M. 141,96 (Synth®)

Glicose (CsH1206) P.M. 180,16 (Reagen®)

Hidroxido de sédio, 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. (CHzOH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) forward SVV-2682FW (forward; 5'-
TTCCACTCCACCGACAACG -37; nucleotide (nt) 2682-2700) Leme et al. (2015) -
200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

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

PCR-buffer (5x) (20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 1 mM
DTT, 0.01% (v/v) NP-40; 50% (v/v) glycerol)

PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies™)

Soro fetal bovino (Gibco BRL®)

SuperScript™ III Reverse Transcriptase 200 units (Invitrogen Life Technologies™)
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™)

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

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

Triton x-100
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ANEXO B: Solucg6es e Tampdes

Solucgbes e Tampdes

Diluicao dos primers

PCR para deteccdo da regido VP1 do genoma do Senecavirus A

-Primer forward SVV-2682FW

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

Concentracdo: 41,1 nmoles

Data de fabricacdo: Fev /2015

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

Primer mée (200 pmol/uL): ressuspender em 205,5 uL de agua MilliQ autoclavada
para obtencdo de solugédo 10x [ ]
Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mae (1:10) em &gua MilliQ

autoclavada

- Primer reverse SVV-3224RV

Sequéncia: 5’- GATACCTTCCCACCCTTGC -3’
Posicdo: 3206-3224

Concentracdo: 30,7 nmoles

Data de fabricacdo: Fev /2015

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

Primer mée (200 pmol/uL): ressuspender em 153,5 uL de 4gua MilliQ autoclavada

para obtengéo de solugéo 10x [ ]
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Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ

autoclavada

Diluicdo de dNTP

- solucdo estoque (100 mM) — 100 uL de cada dNTP
- solucdo uso (10 mM) — 10 puL da solugdo estoque + 90 uL de agua MilliQ
autoclavada

Fenol / cloroférmio — alcool isoamilico (25:24:1)
- 25 mL fenol saturado em &gua
- 24 mL cloroférmio

- 1 mL éalcool isoamilico

Gel de agarose 1%

- 0,5 g agarose

- 50 mL de tampé&o TBE 1x
- 20 pL de brometo de etidio

Hidratacao da silica

- 60 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 mL de agua MilliQ autoclavada

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

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

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Ajustar o pH (pH 2,0)

- Aliquotar e autoclavar

SDS 10%
- 5 g dodecil sulfato de sodio — Lauril sulfato de sédio — SDS (C12H25Na04S)

- 4gua bidestilada g.s.p. 50 mL

Solucgéo 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 100

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 sodio (NaCl)

- 0,4 g Cloreto de potésso (KCI)

- 1,77 g Fosfato de sddio dibasico anidro (NazHPO4)

- 0,69 g Fosfato de potassio monobaésico anidro (KH2PO4)
- 2 g Glicose

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

-pH 7,2

Tampéao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- azul de bromofenol 0,25%
- sacarose — sucrose (C12H22011) 45%

- 4gua bidestilada g.s.p.100 mL

Tampéo de corrida — TBE (Tris — Acido borico - EDTA) 10x
- Tris 0,89 M

- Acido bérico 0,89 M

-EDTA 0,02 M

- 4gua bidestilada g.s.p. 1 litro

- ajustar o pH (pH 8,4)
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e Tampao Fosfato Salina — PBS
- 137 mM Cloreto de sddio (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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ANEXO C: Protocolo de Técnicas

Protocolos de Técnicas

Extracdo do acido nucléico pela associagdo das técnicas fenol/cloroférmio/alcool

isoamilico e silica/isotiocianato de guanidina

. Suspenséo de tecido — extragéo bruta

- 1,5 g do fragmento de 6rgéo

- Macerar

-15mL PBS

- Vortexar

- Centrifugar a 3000 x g / 10 min

- Utilizar 200 pL do sobrenadante para extragdo

- 200 pL da suspensao do fragmento de 6rgao

- 10 pL de tampéo de lise (Proteinase K)

- Homogeneizar em vortex

- Incubar a 56°C / 30 min

- Utilizar todo o volume para a extracdo do acido nucléico

Extracéo do acido nucléico

Fase | — Fenol

- 200 pL da suspensdo de tecido

- Adicionar 20 uL de SDS 10%

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56 °C /20 min

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Adicionar 400 uL de fenol/cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56 °C /15 min
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- 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 solugédo L6

- Adicionar 25 uL de silica hidratada

- Homogeneizar em vortex

- Agitar em temperatura ambiente /30 min

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

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

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

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

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1000 pL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 uL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 pL de acetona P.A. gelada

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante

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



- Adicionar 50 uL de agua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C/15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 13.000 x g /4 min

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 pL

- Estocar -20°C até a utilizacdo

e Desnaturacdo — Transcricao reversa (RT)

62

- Mix de Desnaturacdo e RT para deteccdo parcial da regido da VP1 do genoma do

Senecavirus A

Desnaturacéo (65°C /5 min)

Reagentes Volume (uL)
Primer SVV-3224RV (20 pmol) 2

dNTP (2,5 mM) 1

Agua 6

RNA 5

Volume final 14

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

Reagentes Volume (uL)
Buffer 5X 4

DTT 1
SuperScript™ III (200 U/uL) 1

Produto da desnaturacéo 14

Volume final

20
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e Isolamento do Senecavirus A
1.Células

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

(inéculo).

- Sempre preparar garrafas extras para utilizar como controles.

2. Preparo do material a ser inoculado (inéculo)

Liquido de vesicula
- 100 pL de liquido de vesicula
- 500 pL de meio DMEM (sem SFB)

- Vortexar
- Centrifugar a 1000 rpm (baixa rotacdo) / 5 min

- 500 pL do sobrenadante + 500 uL. de DMEM (sem SFB) + 50 uL de Anti-Anti
100X (antibiotico e antifungico - Gibco®)

- Utilizar 1000 pL para inoculacéo

Suspensao de tecido

- 1,5 g do fragmento de 6rgao

- 1000 pL de meio DMEM (sem SFB)

- Macerar

- Vortexar

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

- 500 pL do sobrenadante + 500 uL. de DMEM (sem SFB) + 50 uL de Anti-Anti
100X (antibiotico e antifungico - Gibco®)

- Utilizar 1000 uL do sobrenadante para inoculagéo.

3. Adsorcdo

- 1000 pL do material previamente preparado (liquido de vesicula ou tecido)

- Remover meio das garrafas com células



64

- Lavar garrafa 3X com solugéo salina de Saint Groth

- Adicionar 1000 pL do in6culo em garrafa estacionaria contendo monocamada
de cultivo de célula PK-15

- Incubar em agitacdo em estufa a 37°C/3h em atmosfera de 5% de CO>

- Lavar garrafa 3X com solucéo salina de Saint Groth

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

- Incubar em estufa a 5% de CO2 e monitorar diariamente quanto a presenca de
ECP.

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

- Para fazer “passagens cegas”, caso nao tenha ocorrido ECP, as garrafas devem
ser congelas a - 80°C, descongeladas a 37°C, e utilizar 1 mL do sobrenadante para

inocular outras garrafas com cultivos celulares de PK-15 de 24 h.

e Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR): 542 pb

- Mix de PCR para deteccdo parcial da regido da VP1 do genoma do Senecavirus A

Reagentes Volume (uL)
Buffer 10 x (pH 8,4) 5
MgCl: 15
dNTP (2,5 mM) 1
Platinun®Taqg DNA Polymerase (5U/uL) 0,5
Primer SVV-2682FW (20 pmol) 1
Primer SVV-3224RV (20 pmol) 1
Agua 36
cDNA 4
Volume final 50
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- Ciclos de tempo e temperatura da PCR

Reacéo Temperatura (°C) Tempo (min) N° de Ciclos
Desnaturacéo 94 5 1
Desnaturacdo 94 1 35
Anelamento 55 1 35
Extenséo 72 1 35
Extensao final 72 7 1

Eletroforese em gel de agarose a 2%

- 1 g de agarose

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

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

Sdo utilizados 5 uL do amplicon e 1 uL do tampdo de amostra. A eletroforese sob

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

Purificacdo de produto de PCR excisado do gel

Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL.
Adicionar 10 uL do Capture buffer type 2 para cada 10 mg de gel.
Incubar o tubo a 60°C / 15 min, homogeneizando a cada 3 min.
Centrifugar a 13.000 x g / 30s

o & w0 N e

Transferir 600 puL da amostra com o Capture buffer type 2 para um tubo coletor
com coluna

Incubar em temperatura ambiente por 1 min

Centrifugar a 13.000 x g / 30s

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

© © N o

Adicionar 500 uL do Wash buffer type 1 na coluna com tubo coletor
10. Centrifugar a 13.000 x g / 30s

11. Descartar o filtrado e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL.
12. Adicionar 30 uL do Elution buffer type 6

13. Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

14. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.
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15. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C.

e Quantificacédo de produto de PCR

(Certificar-se de que todos 0s reagentes estdo em temperatura ambiente)

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

2. Homogeneizar em vortex.

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

4. No microtubo do padrdo 0 adicionar 190 pL da solucdo Quant-iT™ Working
Solution a 10 pL do padréo 0.

5. No microtubo do padrdo 100 adicionar 190 pL da solugdo Quant-iT™ Working
Solution a 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

e Virus neutralizagdo para o Senecavirus A (SVA)

- Inativar os soros a serem testados a 56°C/30 min

- Distribuir 50 pL de meio DMEM (sem SFB) em cada cavidade de placas de 96
cavidades

- Distribuir em triplicata, na primeira cavidade de cada coluna, 50 pL dos soros a
serem avaliados

- Em uma placa a parte, também com 50 uL de meio DMEM, distribuir 50 pL de
amostra de cada soro, com o objetivo de realizar o teste de toxicidade

- Diluir serialmente os soros homogeneizando 5X em cada diluicdo

- Adicionar o volume de 50 uL contendo 100 TCIDso% do SVA em cada cavidade,
ndo adicionar o virus na placa de teste de toxicidade
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- Incubar as placas em estufa a 37°C/1 h em atmosfera com 5% de CO-

- Adicionar 50 uL da suspenséo de célula PK-15 na concentragdo de 1 X 10° em
cada cavidade, inclusive na placa de teste de toxicidade (suspensdo diluida em
meio DMEM com 10% de SFB)

- Incubar as placas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO-

- Monitorar as placas diariamente quanto a presenca de ECP

- Leitura final apds 72 h de incubacao.
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ANEXO D: Lista de Softwares

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.cqi)



http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ANEXO E: Formato do Periédico

Formato de Artigo do Periddico Veterinary Research Communications

(https://link.springer.com/journal/11259)

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before; that it is not under consideration for publication anywhere else;
that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the
responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has
been carried out. The publisher will not be held legally responsible should there
be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such
permission has been granted when submitting their papers. Any material received
without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your
manuscript files following the instructions given on the screen.

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author

If available, the 16-digit ORCID of the author(s)

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain
any undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting
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Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the
citation of a reference included in the reference list. They should not consist solely
of a reference citation, and they should never include the bibliographic details of
a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and
other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not
given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section on the title page. The names of funding organizations should be written in
full.

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:
Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip
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This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b; Kelso
and Smith 1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that
have been published or accepted for publication. Personal communications and
unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or
endnotes as a substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author
of each work. Order multi-author publications of the same first author
alphabetically with respect to second, third, etc. author. Publications of exactly
the same author(s) must be ordered chronologically.

Journal article

Article by DOI

Book

Book chapter

Online document

Dissertation

ISSN LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the
form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath
the table body.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.


http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
http://static.springer.com/sgw/documents/943037/application/zip/Springer+Basic+EndNote.zip
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For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Name your figure files with "Fig™ and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to make
a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors
are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
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Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-
pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,
"Al, A2, A3, etc."” Figures in online appendices (Electronic Supplementary
Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide

and not higher than 198 mm.



