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RESUMO

LEME, Raguel Arruda. Senecavirus A: virose vesicular emergente na suinocultura brasileira.
2017. 165f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal; Area de Concentracdo: Sanidade Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

As doencas vesiculares sdo de grande importancia para a Medicina Veterinaria. A febre aftosa, a
doenca vesicular suina, o exantema vesicular suino e a estomatite vesicular sdo doencas
vesiculares classicas de etiologia viral. Na familia Picornaviridae estdo incluidos o virus da febre
aftosa e o virus da doenga vesicular suina que ocasionam lesdes vesiculares em suinos. Entretanto,
dois estudos realizados no Canada e nos EUA a partir de 2008 identificaram uma nova espécie de
picornavirus, denominada Senecavirus A, como o0 mais provavel agente etiolégico de doenca
vesicular, similar & febre aftosa, em suinos. No final de 2014 e inicio de 2015 houve diversos
relatos de doenca vesicular em suinos nas fases de creche e terminagdo, além do aumento da
incidéncia de doenca multissistémica em leitdes, com altas taxas de mortalidade, nos principais
estados brasileiros produtores de suinos. O objetivo deste estudo foi investigar a infec¢do natural
pelo Senecavirus A em suinos de diferentes categorias de producdo provenientes de granjas dos
estados brasileiros de maior importancia para a suinocultura. Para isso foram realizados trés
estudos. O primeiro estudo teve como objetivo investigar a infeccdo pelo Senecavirus A em surtos
de doenca vesicular de origem desconhecida em suinos das categorias de creche e adultos. Um
conjunto de primers especifico para amplificar um produto de 542 pb da regido VP3/VP1 do
genoma do virus foi desenhado para ser utilizado na técnica de RT-PCR. Amostras clinicas de
suinos foram coletadas em oito granjas com surto da doenca vesicular, incluindo fluido vesicular
(n=4), swabs de vesiculas rompidas (n=7) e raspados de lesdes ulcerativas (n=5). Foram também
analisadas raspados de pele (n=52) de suinos assintomaticos provenientes de granjas com e sem
historico da doenca. Os agentes virais de doengas vesiculares classicas foram investigados e ndo
foram detectados. O RNA do Senecavirus A foi detectado em todas as amostras (16/16)
provenientes de animais acometidos pela doenca vesicular, enquanto nenhuma das amostras de
animais assintomaticos foram positivas para o virus. O segundo e o terceiro estudos descrevem,
respectivamente, novas manifestages clinicas associadas ao Senecavirus A assim como 0S
achados patologicos, imunohistoquimicos e moleculares associados a infeccdo, ambos em leitbes
neonatos com 1 a 5 dias de idade. No segundo estudo, foram analisadas amostras de
orgdos/tecidos (n=81) e de fezes (n=6) de 10 leitdes, provenientes de cinco granjas dos estados do
Parana, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul. O terceiro estudo € complementar ao segundo e
foram incluidas amostras clinicas de mais dois leitdes provenientes dos estados de Sdo Paulo e
Santa Catarina, totalizando 102 amostras de 6rgaos/tecidos e 8 amostras de fezes. Todos os leitdes
incluidos nos estudos manifestaram sinais clinicos de fraqueza, letargia, salivagdo excessiva,
hiperemia cutanea, sinais neuroldgicos, diarreia e/ou morte espontdnea. Em conjunto, 0s
resultados desses dois estudos revelaram que os achados de necropsia mais comuns foram
impressdo das costelas em pulmdes (n=9), glossite diftérica (n=6) e lesdes ulcerativas na banda
coronaria (n=5). A histopatologia revelou pneumonia intersticial (n=12), miocardite (n=6),
glossite diftérica (n=3), encefalite (n=3) e atrofia das vilosidades intestinais com vacuolizagdo das
células epiteliais superficiais (n=6). A imunohistoquimica com anticorpos monoclonais
especificos para Senecavirus A demonstrou imunorreatividade no plexo cordide do cérebro,
epitélio degenerado de lesdes ulcerativas da lingua, uroepitelio do rim e vesicula urinaria e nas
células superficiais do intestino e em varios tecidos dos leitdes; os ensaios moleculares para 0s
outros virus avaliados apresentaram resultados negativos. Os estudos descrevem pela primeira vez
a infeccdo pelo Senecavirus A fora da América do Norte e sugerem que 0 virus seja 0 agente
causal dos surtos de doenca vesicular descritos no Brasil, bem como a participacdo do virus em



maltiplas lesdes observadas em leitdes neonatos, caracterizando-se como um virus pantropico
capaz de causar doenga multissistémica em suinos infectados precocemente.

Palavras-chave: Picornaviridae. Seneca Valley virus. Suinos. Leitdes. Doenga vesicular.



ABSTRACT

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

ABSTRACT

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



suggest that the virus is the causative agent of the outbreaks of vesicular disease described in
Brazil, as well as the participation of the virus in multiple lesions observed in neonatal piglets,

characterizing as a pantropic virus able to produce a multisystemic disease entity in pigs
infected at an early age.

Key Words: Picornaviridae. Seneca Valley virus. Swine. Piglets. Vesicular disease.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

O Seneca Valley virus (SVV), como foi inicialmente denominado, foi isolado pela
primeira vez em Gaithersburg, cidade localizada no estado de Maryland, nos Estados Unidos
da América (EUA), em 2002, a partir de meio de cultura de células. Presume-se que o0 virus
tenha sido introduzido no cultivo celular pelo uso de soro bovino ou tripsina suina
contaminados com o SVV (KNOWLES; HALLENBECK, 2005). O nome do virus tem sua
origem no Seneca Creek State Park, local proximo ao laboratério (Neotropix, Inc.) onde o
virus foi descoberto, em Maryland (SEGALES et al., 2016).

Até 2014 havia apenas trés sequéncias genémicas completas de SVV disponiveis em
bases publicas de dados (nimeros de acesso no GenBank NC 011349, DQ641257 e
KC667560). Consequentemente, ha poucos estudos baseados no genoma completo do virus,
cujo protétipo foi denominado SVV-001 (nimero de acesso no GenBank DQ641257)
(HALES et al., 2008; VENKATARAMAN et al., 2008; WILLCOCKS et al., 2011). Esses
estudos permitiram a classificacdo definitiva do Seneca Valley virus como o0 Unico
representante do novo género da familia Picornaviridae, denominado género Senecavirus,
espécie Senecavirus A (ICTV, 2016) (Anexo 7.1).

1.2 CARACTERISTICAS DO SENECAVIRUS A

O SVV-001 possui 0 genoma tipico de outros picornavirus, com o padrdo L-4-3-4, ou
seja, Leader — 4 polipeptideos da P1 — 3 polipeptideos da P2 — e 4 polipeptideos da P3. O
RNA gendmico do SVV consiste de aproximadamente 7200 nucleotideos (nt), além de 666 nt
na por¢ao 5’UTR e de 71 nt na 3°’'UTR, com cauda poli(A). O genoma viral possui uma tnica
ORF que codifica uma poliproteina com cerca de 2180 aminoacidos (aa) (HALES et al.,
2008). A Figura 1 demonstra a representacdo do genoma do Senecavirus A antes e apds 0

processamento da poliproteina Unica, precursora das demais proteinas virais.
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Figura 1. Organizacdo esquematica do genoma do Senecavirus A. No topo, a poliproteina precursora é
flanqueada pela regido 5’UTR, no qual a proteina ligada ao genoma (genome-linked protein, VPg) e o
sitio interno de entrada ao ribossomo (internal ribosome entry site, IRES) do tipo IV estdo
representados; a cauda poli(A) esta representada na porgdo terminal da regido 3’UTR. Na porgdo
intermediaria da figura, a proteina Leader (L) e as trés outras principais proteinas P1, P2 e P3 sdo
apresentadas, com a indicacdo das sequéncias codificantes do capsideo e das proteinas ndo estruturais.
Na porcao inferior, esta representada cada uma das proteinas virais maduras ap6s o0 processamento da
poliproteina, com o padrdo L-4-3-4 definido. O motif NPG|P, conservado para os picornavirus, na
porcdo terminal da proteina 2A esta presente, assim como a VVPg codificada pela 3B. A 3C protease e
3D polimerase, a qual é representada pela RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), sdo
apresentadas.

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

A andlise da sequéncia dos nt 1-400 da 5’UTR do protétipo SVV-001 revelou altos
niveis de estruturas secundarias (HALES et al., 2008). A regido 5’UTR do genoma do
Senecavirus A possui um sitio de entrada no ribossomo (internal ribosome entry site - IRES),
cuja funcao € permitir a traducdo do RNA viral de forma independente por meio da inibicéo
da traducdo do RNA celular. A sequéncia entre os nt 406-625 apresenta identidade de 57,3%
com o virus da Hepatite C (familia Flaviviridae), sugerindo que a IRES do SVV-001 seja do
tipo IV (WILLCOCKS et al., 2011). Esse estudo corrobora resultados anteriores, em que
varias estruturas secundarias a partir de flavivirus e picornavirus foram identificadas
(FLATHER; SEMLER, 2015; HELLEN; DE BREYNE, 2007; MARTINEZ-SALAS et al.,
2015).

As caracteristicas genémicas do Senecavirus A sdo muito semelhantes as dos virus
membros do género Cardiovirus, especialmente em relacdo aos polipeptideos P1, 2C, 3C e
3D. Por outro lado, 0 SVV-001 difere dos cardiovirus nos polipeptideos 2B e 3A, além da
IRES, que nos cardiovirus é do tipo Il. As regides 2A, 2B, 3A e 3B do SVV-001 diferem

consideravelmente daquelas de todos os outros picornavirus (HALES et al., 2008).
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Desde 2002 foram realizados estudos enfocando as propriedades bioldgicas e
sorologicas do Senecavirus A, bem como a sua epidemiologia em rebanhos suinos de
diferentes estados norte-americanos. Com base nestes estudos, os suinos foram considerados
hospedeiros naturais do Senecavirus A, ao qual ndo foi, inicialmente, estabelecida uma
patologia especifica (KNOWLES et al., 2006).

1.3 HISTORICO
1.3.1 Doenca vesicular idiopética suina

As doencas vesiculares sdo de grande importancia para a Medicina Veterinaria. A
febre aftosa (FMD), a doenca vesicular suina (SVD), a estomatite vesicular (VS) e o
exantema vesicular suino (VES) sdo doengas vesiculares classicas que acometem suinos. A
FMD é considerada a doenca animal de maior importancia em todo o mundo. A SVD, VS e o
VES causam sinais clinicos semelhantes aos da FMD, incluindo a manifestacdo de lesbes
vesiculares, e sdo clinicamente indistinguiveis da infec¢cdo pelo virus da FMD. Portanto, todos
0s agentes virais de doencas vesiculares classicas estdo incluidos na lista de doencas de

notificacdo obrigatdria estabelecida pela OIE (OIE, 2016).

Casos de doenca vesicular de etiologia desconhecida haviam sido descritos em suinos
provenientes de diferentes paises. Na Nova Zelandia, na Austrdlia e nos EUA (Florida) os
relatos ocorreram na década de 1980; a descricdo de doenca vesicular idiopatica suina na
Europa foi realizada no Reino Unido em 2007 e na Italia em 2010. Nos relatos da Nova
Zelandia (MONTGOMERY et al., 1987) e da Australia (MUNDAY; RYAN, 1982) a
ocorréncia de lesbes vesiculares em suinos foi associada com alimentacdo a base de produtos
marinhos e com vegetais (aipo, nabo e cenoura) contaminados com toxinas do fungo
Sclerotinia sclarotiorum. Ja nos casos ocorridos na Florida (GIBBS et al., 1983), Reino Unido
(I1SID, 2007) e na Italia (SENSI et al., 2010), os resultados foram negativos para as doencas
vesiculares classicas (FMD, VS, SVD, VES), ndo sendo identificada(s) a(s) possivel(is)

causas dos surtos de doenca vesicular nesses animais (SEGALES et al., 2016).

Em nenhum dos surtos descritos anteriormente o Senecavirus A foi pesquisado. Na
Nova Zelandia, na Australia e na Flérida o Senecavirus A certamente ndao foi investigado
devido as datas em que 0s eventos ocorreram, uma vez que ainda ndo se tinha conhecimento

do virus naquela época. Ja nos casos do Reino Unido e da Itélia, as informacGes disponiveis
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referentes a esses surtos séo limitadas, ndo sendo possivel estabelecer os motivos pelos quais
0 Senecavirus A nédo foi investigado e impedindo uma abordagem apropriada de ambos os
eventos (LEME et al., 2015).

Em 2004, em Indiana (EUA), surtos de doenca vesicular foram descritos em suinos
alojados em maternidade, creche e terminacdo. Os animais apresentavam um ou mais dos
sinais clinicos de letargia, febre e lesGes vesiculares integras e/ou rompidas em mucosas oral e
gengival, lingua, focinho, casco, principalmente na regido da banda coronédria, aléem de
claudicacdo. Naquela ocasido, 0s agentes virais responsaveis pelas infeccdes vesiculares
classicas (FMD, VS, SVD e VES) foram pesquisados e ndo foram encontradas evidéncias da
ocorréncia de alguma dessas viroses nos rebanhos acometidos. Outro virus, atualmente
denominado Teschovirus A e também pertencente a familia Picornaviridae, foi detectado em
amostras de alguns dos animais acometidos e também em tecidos de suinos saudaveis
pertencentes a0 mesmo rebanho. Por se tratar de um virus ubiquo em populac6es de suinos de
diferentes idades em todo o mundo, a presenca do Teschovirus A ndo foi associada a
ocorréncia das doencas vesiculares e foi considerado apenas um achado acidental. Enfim, o
agente etiologico causal das lesbes vesiculares deste surto ndo foi identificado. Por ser de
etiologia desconhecida, a doenca passou a ser chamada de doenca vesicular idiopatica suina
(AMASS et al., 2004).

1.3.2 Senecavirus A associado a doenca vesicular em suinos

Em 2007, trés anos apds 0s surtos ocorridos no estado norte-americano de Indiana,
Pasma; Davidson e Shaw (2008) relataram que suinos procedentes de sete granjas do Canada
e que estavam sendo transportados para Minnesota, EUA, apresentaram lesGes vesiculares ou
ulcerativas em focinho e ao longo da banda coronaria, com separacéo dos tecidos do casco e
descamacdo dos seus anexos. Cerca de 80% destes animais apresentavam claudicacdo e
apenas alguns apresentavam febre. Todos os testes realizados para a identificacdo de virus
causadores de lesdes veiculares em suinos tais como os virus da FMD, VS, SVD e VES
resultaram negativos. Entretanto, por meio da técnica molecular da reacdo da polimerase em
cadeia, precedida de uma etapa de transcricdo reversa (RT-PCR), o RNA do Senecavirus A foi
detectado no material bioldgico proveniente dos suinos acometidos, sendo considerado o
provavel agente causal da doenca vesicular naquele lote de animais (PASMA; DAVIDSON;
SHAW, 2008).
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Ao longo de 20 anos (1988-2008), por meio de estudos soroldgicos retrospectivos,
outras 12 cepas virais, sorologicamente semelhantes ao prot6tipo SVV-001, foram detectadas
no Laboratorio Nacional de Servicos Veterindrios (NVSL), em Ames, lowa, EUA, a partir de
suinos provenientes de diferentes estados norte-americanos, o que sugere que o SVV-001 e as
outras cepas sdo comuns e estdo amplamente distribuidas, tanto temporal quanto

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

Um caso isolado de doenca vesicular suina ocorreu em um animal presente em uma
exposicdo agropecudria do estado americano de Indiana em 2012 (SINGH et al., 2012).
Raspados das lesdes vesiculares e fluido orofaringeo do animal de 6 meses de idade e com
sinais clinicos foram negativos por RT-PCR para os virus da FMD, VS, SVD e VES. Foram
também realizados estudos soroldgicos a partir de amostras deste animal utilizando diferentes
metodologias, com resultados também negativos para 0s virus classicamente envolvidos com
a ocorréncia de sinais clinicos vesiculares em suinos. A tentativa de isolamento viral a partir
das amostras de raspados das lesdes vesiculares e do fluido orofaringeo nédo foi eficiente em
isolar qualquer virus. Entretanto, por meio da técnica de RT-PCR, foi possivel identificar o
Senecavirus A a partir das lesdes vesiculares deste animal. Este foi o0 segundo estudo em que o
Senecavirus A foi identificado em suinos com doenca vesicular em que as outras doencas

vesiculares classicas haviam sido descartadas por testes especificos (SINGH et al., 2012).

Desde 2015, varios outros surtos de doenca vesicular associada a infeccdo pelo
Senecavirus A tém sido relatados em rebanhos suinos nos EUA (CANNING et al., 2016;
GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; GUO et al., 2016; HAUSE et al., 2016; WANG et al., 2016;
ZHANG et al., 2015), especialmente em animais de reproducdo, colocando em alerta as

autoridades sanitarias daquele pais.

1.3.3 Senecavirus A e doenca vesicular em suinos no Brasil

Desde o final de 2014 e o inicio de 2015 surtos de doenca vesicular em suinos nas
fases de creche, terminacdo e em reprodutores foram relatados nos estados de Mato Grosso,
Minas Gerais, Goias, S80 Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os casos
relatados no Parana e em Santa Catarina foram investigados por pesquisadores brasileiros da
Universidade Estadual de Londrina (LEME et al., 2015), enquanto 0s casos descritos em
Minas Gerais e Goias foram investigados por pesquisadores da Universidade de Minnesota,
EUA (VANNUCCI et al., 2015).
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O estudo realizado pelo grupo brasileiro identificou o Senecavirus A a partir de liquido
de vesiculas de suinos adultos, em lesGes vesiculares de lingua e mucosa oral e em raspados
cuténeos de lesGes vesiculares de animais de 22 a 65 dias de idade. Animais assintomaticos de
granjas suinicolas, com e sem relatos da doenca, também foram amostrados e foram negativos
para todos 0s agentes virais pesquisados, incluindo o Senecavirus A. Por meio de técnicas
moleculares, como PCR, RT-PCR e PCR quantitativa (QPCR), que ndo exigem a manipulacédo
do agente viral, outros picornavirus (Teschovirus A, Sapelovirus A e Enterovirus G),
previamente descritos como possiveis agentes causais de lesdes cutaneas em suinos e/ou ja
identificados em rebanhos suinicolas brasileiros, foram também pesquisados, ndo tendo sido
detectados (LEME et al., 2015).

Paralelamente, os estudos conduzidos nos EUA a partir de amostras bioldgicas de
rebanhos suinos acometidos pela doenca vesicular provenientes dos estados de Minas Gerais e
Goiés confirmaram a presenca do Senecavirus A nos animais avaliados (VANNUCCI et al.,
2015).

Tendo como base os resultados negativos para outras importantes doengas vesiculares
suinas, na epidemiologia dos surtos e na deteccdo do genoma do Senecavirus A em animais
acometidos e do isolamento do virus a partir de liquido de vesicula desses animais, este virus
foi considerado o mais provavel agente causal da doenca vesicular suina relatada nos
rebanhos brasileiros (LEME et al., 2015; VANNUCCI et al., 2015). Posteriormente, outro
estudo conduzido por pesquisadores brasileiros a partir de amostras de tecidos e soro de
suinos com suspeita de doenca vesicular associada ao Senecavirus A e provenientes dos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Goias, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul
também detectou 0 RNA do virus (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2016). Estes foram
os primeiros relatos do Senecavirus A fora do territério norte-americano, 0 que sugere que 0
virus seja um agente infeccioso emergente na suinocultura brasileira (LEME et al., 2015;
VANNUCCI et al., 2015).

1.3.4 Senecavirus A associado a sindrome multissistémica neonatal

Simultaneamente aos casos de doenca vesicular que estavam ocorrendo no Brasil,
também foram relatados aumentos nas taxas de mortalidade em leitdes neonatos, ou seja,
entre um e cinco dias de idade, nas principais regides brasileiras produtoras de suinos. Os

sinais clinicos relatados nos leitBes incluiam letargia, hiperemia cutanea, diarreia, sinais
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neuroldgicos e/ou morte subita (VANNUCCI et al.,, 2015, LEME et al., 2016a, 2016b).
Leitbes que apresentaram morte espontanea foram submetidos a investigacdo diagnostica e
apresentaram resultados positivos para o Senecavirus A em diferentes drgdos/tecidos, tanto
pela técnica de RT-PCR quanto por imunohistoquimica. Infeccbes por outros agentes virais
responsaveis por quadros clinicos semelhantes, como o0s picornavirus entéricos suinos
(Teschovirus A, Sapelovirus A e Enterovirus G), Parvovirus suino (PPV), Circovirus suino-2
(PCV2), Rotavirus A (RVA), B (RVB), C (RVC) e H (RVH), Virus da diarreia epidémica dos
suinos (PEDV), Virus da gastroenterite transmissivel dos suinos (TGEV) e o
Deltacoronavirus suino (SDCoV) foram descartadas apds resultados negativos em testes
diagndsticos realizados a partir de amostras dos mesmos animais (LEME et al., 2016a,
2016b).

Poucos meses apos 0s casos relatados no Brasil, a infeccdo pelo Senecavirus A
também foi associada ao aumento da incidéncia de mortalidade em leitdes neonatos nos EUA,
especialmente em granjas que possuiam matrizes com historico de lesdes vesiculares
(CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016).

Os resultados das investigagdes patologicas e moleculares demonstraram a
participacdo do Senecavirus A em multiplas lesdes observadas nos leitdes de maternidade, o
gue mostrou a suscetibilidade de suinos jovens a infeccao pelo virus (CANNING et al., 2016;
GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; LEME et al., 2016a, 2016b). Dessa maneira, a infeccdo

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

1.3.5 Senecavirus A fora do continente americano

Em 2015, na China, suinos de granjas localizadas na provincia de Guangdong
apresentaram doenca vesicular, incluindo Ulceras nas cavidades oral e nasal, anorexia,
claudicacdo e morte subita de leitdes neonatos. As amostras derivadas desses surtos foram
negativas para as doencas vesiculares classicas; entretanto, apresentaram resultados positivos
para o Senecavirus A (WU et al., 2016a, 2016b). De acordo com o0 que se conhece na
literatura atual, ndo havia, até entdo, relatos sobre a infeccdo pelo Senecavirus A fora do

continente americano.
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

O ano de 2015 pode ser considerado um divisor na epidemiologia da infeccdo pelo
Senecavirus A. Entre os aspectos da infeccdo que reforgam essa afirmacao estéo a distribuicao
geografica do virus, as categorias de producdo acometidas, os sinais clinicos associados a
infeccdo e a gravidade da doenca.

Antes de 2015, o Senecavirus A somente havia sido descrito em animais provenientes
de paises norte-americanos. Até aquele ano, nos EUA, haviam ocorrido apenas casos isolados
de doenca vesicular em suinos associada a infec¢do pelo Senecavirus A (LEME et al., 2015).
Contudo, em 2015, o virus foi descrito pela primeira vez fora da América do Norte,
ampliando a sua distribuicdo geografica. No Brasil, onde em praticamente cinco meses 0 virus
se disseminou por rebanhos de todos os principais estados brasileiros produtores de suinos, o
Senecavirus A foi descrito como agente causal de doenca vesicular em suinos de creche e
terminacdo e em reprodutores, além de ter sido associado pela primeira vez a doenca
multissistémica em leitGes neonatos (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al., 2016; LEME et
al., 2015, 2016a, 2016b; VANNUCCI et al. 2015). A partir de entéo, surtos da infec¢do pelo
Senecavirus A em leitbes de até uma semana de idade passaram a ser relatados também nos
EUA (CANNING et al, 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016).

Ainda em 2015 houve a primeira descricdo do Senecavirus A fora do continente
americano, causando doenca vesicular em matrizes e morte em leitdes neonatos na provincia
de Guangdong, China (WU et al., 2016a, 2016b). Em marco de 2016, outro surto de doenca
vesicular associado a infeccdo pelo Senecavirus A foi relatado em leitdes na provincia de
Hubei, também na China (QIAN et al., 2016).

1.4.1 Vias de eliminacao e transmissdo do Senecavirus A

Apesar de ter sido demonstrada a circulacdo do Senecavirus A em rebanhos suinos dos
EUA desde o final da década de 1980, a ocorréncia de surtos em outros paises (Brasil e
China) e os sinais clinicos associados a infec¢do, pouco se sabe sobre a origem do
Senecavirus A, seus reservatdrios naturais, vias de transmissdo e patogenia da infeccdo
(BRACHT et al., 2016; JOSHI; DIEL, 2015; LEME et al., 2016b).

Apos diversos surtos da infecgdo pelo Senecavirus A terem sido relatados em suinos

durante o verdo de 2015 nos EUA, 2.033 amostras de fluido oral de suinos assintomaticos
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provenientes de 25 estados norte-americanos foram investigadas pela técnica de RT-PCR para
a identificacdo do Senecavirus A e apenas 1,2% das amostras avaliadas, provenientes de cinco
estados diferentes, foram positivas para o virus (HAUSE et al., 2016). Por outro lado, 0 RNA
do Senecavirus A foi amplificado a partir de diferentes amostras bioldgicas de suinos de
engorda/terminacdo com doenga vesicular. Liquido vesicular e areas com lesdes vesiculares
de animais naturalmente infectados apresentaram alta carga viral (2 x 107 a 1,2 x 10" cépias
gendmicas/mL) (GUO et al., 2016), sugerindo que o contato direto entre animais com lesdes
vesiculares integras e/ou rompidas e individuos suscetiveis provavelmente represente uma das

mais importantes vias de transmissdo do virus.

A excrecdo do Senecavirus A também foi demonstrada em amostras de fezes tanto de
leitdes que apresentavam sinais clinicos multissistémicos, incluindo diarreia (LEME et al.,
2016a, 2016b), quanto de suinos de creche/terminacdo com lesdes vesiculares naturalmente
infectados pelo virus (GUO et al., 2016). Adicionalmente, testes de imunohistoquimica e de
RT-PCR revelaram a presenca do Senecavirus A no epitélio urinario de leitbes com doenca
multissistémica, 0 que sugere que a urina possa ser uma possivel fonte de contaminagdo em

unidades produtoras de leitdes acometidas pela infeccdo (LEME et al., 2016a, 2016b).

A infeccdo experimental de suinos na fase de terminacdo com o Senecavirus A revelou
a excrecdo viral por até 28 dias pos-inoculacdo (dpi) (JOSHI et al., 2016b). Todos os animais
infectados excretaram o Senecavirus A nas secrecdes oral e nasal e nas fezes entre 0 3° e 14°
dpi; o pico de excrecdo ocorreu entre 0 1° e 5° dpi, especialmente em secrecdo oral, que
apresentou carga viral mais alta que secrecdo nasal e fezes. Apos o 14° dpi, apenas alguns
animais mantiveram a excrecdo viral até 28 dpi e ndo foi possivel detectar o0 RNA do
Senecavirus A em nenhum dos animais no 35° dpi (JOSHI et al., 2016b). Adicionalmente, o
isolamento do Senecavirus A infeccioso em cultivo celular foi realizado com sucesso a partir
de secrecdo oral até o 21° dpi, das fezes até o 10° dpi e da secre¢do nasal até o 7° dpi (JOSHI
et al., 2016b). Portanto, a presenca de secrecoes, especialmente oral e nasal, e excrecdes, ou
seja, fezes e urina, de animais infectados pelo Senecavirus A possivelmente contribuem para a
disseminacdo do virus tanto por meio de transmissdo direta, pelo contato entre animais de
uma mesma baia, quanto indireta, na qual o agente viral contamina o ambiente, impactando na

epidemiologia da infec¢éo.

Um estudo realizado em 2015 em granjas suinicolas com e sem historico de doenca

vesicular detectou e isolou pelas técnicas de RT-PCR quantitativa e isolamento em cultivo
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celular, respectivamente, o Senecavirus A a partir de amostras de intestino delgado e fezes dos
ratos provenientes das granjas com historico da infecgdo (JOSHI et al., 2016a). No mesmo
estudo, o RNA do virus também foi detectado em moscas domésticas coletadas em granjas
acometidas e em uma granja sem histérico clinico da presenca de animais com doenca
vesicular. A deteccdo de RNA do virus em moscas domésticas e a partir de amostras
bioldgicas provenientes de ratos, bem como o isolamento de particulas virais viaveis em
amostras de intestino delgado e fezes dos roedores sugerem que essas espéecies possam
desempenhar algum papel na epidemiologia da infeccdo (JOSHI et al., 2016a). A entrada de
pessoal; veiculos, especialmente aqueles utilizados para o transporte de animais e racdes; e
equipamentos para remoc¢do de carcaca contaminados também foram apontados como
possiveis vias de introducdo e transmissdo indireta do Senecavirus A em diferentes granjas
dos EUA (BAKER et al., 2017).

Um estudo conduzido no Brasil investigou o Senecavirus A em 10 leitdes neonatos,
dos quais sete tinham entre um e dois dias idade. Todos os leitdes incluidos naquele estudo
apresentaram sinais clinicos agudos da infeccdo e morreram espontaneamente (LEME et al.,
2016a). As lesbes patoldgicas e a deteccdo do Senecavirus A por RT-PCR e por
imunohistoquimica em mdltiplos tecidos/orgdos dos sete leitbes neonatos sugerem a
possibilidade de transmissao vertical. Entretanto, mais estudos devem ser realizados nessa

linha de pesquisa para confirmar essa via de transmisséo.

1.4.2 Morbidade e Mortalidade nas diferentes categorias de producéo de suinos

As taxas de morbidade e mortalidade de doenca associada ao Senecavirus A variam de
acordo com as categorias de producdo acometidas. Os surtos de doenca associada ao
Senecavirus A disseminam-se rapidamente entre os rebanhos. Dentro de um lote ou de cada
rebanho onde ha a infeccao pela primeira vez, as taxas de morbidade variam entre 4 e 70%, na
dependéncia do conjunto de sinais clinicos apresentados e da faixa etaria/categoria dos
animais (BAKER et al., 2017; CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016;
LEME et al., 2015). Ndo ha relatos da ocorréncia de novos surtos em granjas previamente
acometidas. Acredita-se que, posteriormente, ha tendéncia da infec¢do tornar-se endémica,
com a maioria dos animais assintomaticos e a manifestacdo de sinais clinicos apenas nos
animais ndo infectados previamente, soronegativos ou, até mesmo, com baixos titulos de

anticorpos.
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Na dependéncia da regido geografica e dos rebanhos de origem, os surtos da doenca
apresentaram morbidade entre 0,5 e 5% para animais na fase de creche e de 5 a 30% para
terminacgéo e reprodutores (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; LEME et al., 2015; SEGALES
et al., 2016). Excepcionalmente sdo relatadas taxas maiores de morbidade em matrizes,
podendo chegar a 70-90% em algumas granjas (BAKER et al., 2017). As taxas de morbidade
tém reflexos negativos expressivos para a produtividade uma vez que, em muitas granjas onde
a doenga vesicular foi relatada, a populacdo de animais era relativamente grande. Em alguns
casos a populacdo total de suinos era de aproximadamente 30 mil, incluindo animais de
diferentes categorias de producdo (A. A. ALFIERI, comunicacdo pessoal). Em relacdo a
mortalidade nessas categorias, de acordo com produtores e/ou responsaveis por granjas das
principais regides brasileiras produtoras de suinos, as taxas foram baixas (+£0,2%) e de dificil
mensuracdo, uma vez que a doenca geralmente ndo ocasiona a morte de animais adultos, que

podem ser recuperar apds a remissao dos sinais clinicos.

Para animais de maternidade as taxas de morbidade e mortalidade aumentam
consideravelmente, especialmente em leitGes entre um e quatro dias de idade. Nos casos de
primo-infeccdo nessa faixa etaria, as taxas de morbidade podem chegar a até 70%, enquanto
as taxas de mortalidade variam entre 15 e 30%. Entretanto, a manifestacdo dos sinais clinicos
e as altas taxas de mortalidade s&o transientes; a mortalidade retorna aos indices aceitaveis em
duas a trés semanas apos o inicio da sindrome (BAKER et al., 2017; CANNING et al., 2016;
GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; LEME et al., 2016a, 2016b; SEGALES et al., 2016).

1.4.3 Epidemiologia molecular

Apos a ocorréncia e/ou 0 aumento da incidéncia de surtos de doenca associada ao
Senecavirus A nos EUA, Brasil e China, sequéncias gendémicas completas do virus foram
estabelecidas a partir de cepas de origem em cada um desses paises (GUO et a., 2016;
VANNUCCI et al., 2015; WANG et al., 2016; WU et al., 2016a, 2016b; ZHANG et al.,
2015). Consequentemente, algumas inferéncias sobre a epidemiologia molecular do
Senecavirus A, ainda que de maneira limitada, podem ser realizadas. As sequéncias
genbmicas completas de Senecavirus A disponiveis até o final de 2015 apresentam,
aproximadamente, 94% a 98% de similaridade entre si nas suas sequéncias de nt e aa,
respectivamente (SEGALES et al., 2016). As menores identidades foram encontradas entre a

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

em 3 grupos distintos, onde o grupo | contém o prototipo SVV-001, o grupo Il contém as

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

Senecavirus A originarias do Brasil, Canada, China e EUA identificadas entre 2011 e 2015
(Figura 2) (SEGALES et al., 2016).
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Figura 2. Relagdo genética entre as cepas de Senecavirus A disponiveis em bases publicas de dados
(GenBank) identificadas nos EUA, Brasil, China e Canada, desde 1988 até 2016. A arvore
filogenética, construida a partir de 540 pb da regido VP1 do Senecavirus A, indica 0 agrupamento das
cepas do virus em trés clusters, de acordo com o pais e o0 periodo de identificacao.

Fonte: Adaptado de Segalés et al. (2016).
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1.5 PATOGENIA, SINAIS CLINICOS E LESOES
1.5.1 Animais de creche, terminacéo e reprodutores

A associacdo de doenca clinica com o Senecavirus A é recente e, portanto, a biologia e
patogenia do virus sdo pouco esclarecidas, bem como o seu sitio priméario de replicacdo e
periodo de incubacdo. A infeccdo experimental de suinos com 4 meses de idade com uma
cepa contemporanea de Senecavirus A revelou que as tonsilas dos animais infectados
apresentaram carga viral mais alta que os demais tecidos avaliados. Virus infeccioso foi
isolado a partir de tonsilas até o 7° dpi, 0 que sugere que as tonsilas podem ser um dos sitios
primarios de replicacdo do Senecavirus A durante a fase aguda da infeccdo (JOSHI et al.,
2016b). Neste, e também em outro estudo experimental em suinos com nove semanas de
idade, o periodo de incubacéo do virus foi de 4-5 dias (JOSHI et al., 2016b; MONTIEL et al.,
2016,). O periodo de viremia foi curto, de aproximadamente 7 dias, com pico de coOpias
gendmicas do virus (= 1 x 10°°/mL) ocorrendo no 3° dpi com subsequente reducéo
progressiva, até ndo ser mais detectado ap6s o 10° dpi, coincidindo com a fase aguda da
doenca (JOSHI et al., 2016b).

Com base nos relatos descritos no Brasil, EUA e China, os sinais clinicos da infec¢éo
pelo Senecavirus A em suinos sao clinicamente indistinguiveis daqueles causados pelos virus
classicamente associados a doenca vesicular (FMD, VS, SVD, VES), em que a formacao de
vesiculas nas regifes de mucosa oral, focinho e pés e a ocorréncia de febre sdo caracteristicas
comuns (LEME et al., 2015; SEGALES et al., 2016; WU et al., 2016b).

Os sinais clinicos da infeccdo pelo Senecavirus A em suinos alojados nas fases de
creche e terminacdo e em reprodutores podem ser lesGes vesiculares integras semelhantes a
aftas, preenchidas com fluido (CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA et al., 2016;
LEME et al., 2015; SINGH et al, 2012; VANNUCCI et al., 2015); essas vesiculas
permanecem integras por um curto periodo de tempo, em alguns casos por poucas horas, e
rapidamente se rompem, apresentando-se como Ulceras epiteliais (JOSHI et al., 2016b,
SEGALES et al. 2016). As lesbes sdo comuns na cavidade oral, no focinho e nas
extremidades dos membros. Adicionalmente, também podem aparecer vesiculas cutaneas. O
aparecimento de vesiculas pode ser antecedido por um curto periodo de anorexia e febre (39,5
°C-40,8 °C) (SEGALES et al., 2016; WU et al., 2016b), entretanto, febre parece ndo ser um
evento comum. Os sinais clinicos nas granjas persistem por 10 a 20 dias (JOSHI et al., 2016b,
SEGALES et al. 2016, WU et al., 2016b), na dependéncia do tamanho da populacio de
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suinos da granja. As infeccbes bacterianas secundarias podem agravar o quadro clinico
(VANNUCCI et al., 2015).

Em animais de creche, terminacéo e em reprodutores as lesdes macroscopicas surgem,
inicialmente, como &reas esbranquicadas ou eritematosas que, posteriormente, evoluem para a
formacdo de vesiculas (JOSHI et al., 2016b; SINGH et al., 2012). As lesdes vesiculares sdo
comuns na cavidade oral, principalmente na mucosa oral, na gengiva, na lingua e nos labios;
em focinho (Figura 3) e nas extremidades dos membros, principalmente no espaco interdigital
e na regido da borda coronaria dos cascos (Figura 4), podendo-se observar separa¢do da coroa
do casco, fissuras, desprendimento das Ungulas de seus anexos e, consequentemente,
claudicagédo (JOSHI et al., 2016b; LEME et al., 2015; SINGH et al., 2012). Os animais podem
apresentar lesfes vesiculares integras, preenchidas com fluido seroso, serosanguinolento ou,
em casos em que ha infeccdo bacteriana secundaria, purulento (SEGALES et al., 2016). Apo6s
a ruptura, as lesdes apresentam-se como ulceras epiteliais (WU et al., 2016b) que podem ou
ndo estar recobertas por exsudato serofibrinoso. Outros achados de necropsia descritos em
matriz com lesbes vesiculares incluem linfonodos edemaciados e hemorragicos, enfisema e
pneumonia lobular, hemorragia de miocéardio, pontos esbranquicados em figado e rins,
hemorragia grave e congestdo de baco e nas superficies do cérebro e cerebelo (WU et al.,
2016b). Como em outras doencas vesiculares, a cicatrizagdo das Ulceras inicia-se cerca de sete
dias ap0s o aparecimento e a reparacdo completa do tecido epitelial se completa em duas
semanas (JOSHI et al., 2016b).

Os sinais clinicos associados a infeccdo pelo Senecavirus A em estudos experimentais
ficaram restritos a manifestacdo de doenca vesicular (JOSHI et al., 2016b; MONTIEL et al.,
2016). Entretanto, a avaliacdo da carga viral e da distribuicdo do Senecavirus A em tecidos de
animais experimentalmente infectados revelou a presenca do RNA do Senecavirus A e de
particulas virais infecciosas em pulmdes, linfonodos mediastinicos e mesentéricos, figado,
baco, intestinos delgado e grosso e tonsilas durante a fase clinica aguda da doenca (JOSHI et
al., 2016b). Aos 38 dpi 0 RNA do virus foi também detectado em diversos 6rgdos dos animais
covalescentes, com excecdo dos pulmdes, coracdo e figado; entretanto ndo foi possivel o
isolamento de virus infeccioso a partir de nenhum dos tecidos molecularmente positivos para
0 virus (JOSHI et al., 2016b). Adicionalmente, 0 RNA do Senecavirus A foi detectado em
amostras de soro (1,1 x 10% a 8 x10° copias gendmicas/mL) no 3° dpi, ou seja, imediatamente
antes do aparecimento de les6es vesiculares (JOSHI et al., 2016b; MONTIEL et al., 2016).
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Figura 3. Les0es vesiculares em focinho e l&
Senecavirus A.

Fonte: Laboratério de Virologia Animal/Patologia Animal — Universidade Estadual de Londrina,
2015.

bio inferior de suinos na fase de creche positivas para o

Figura 4. Lesdes vesiculares ulcerativas de casco de suinos de recria e terminagao que foram positivas
para 0 Senecavirus A.

Fonte: Laboratério de Virologia Animal/Patologia Animal — Universidade Estadual de Londrina,
2015.

As alteracGes microscopicas descritas em animais dessas categorias incluem a
observacdo de hiperqueratose ortoqueratotica e paraqueratotica nos membros, além de
ulceracdo focal contendo debris celulares, neutrofilos integros e degenerados em meio a
fibrina (SINGH et al.,, 2012). Na derme foi observado discreto infiltrado inflamatorio
perivascular composto por neutréfilos, linfécitos e plasmécitos acompanhado por edema e
tecido de granulacdo (SINGH et al., 2012). Ulceracdes com caracteristicas morfologicas
semelhantes foram observadas na cavidade oral e focinho (SINGH et al.,, 2012). Podem

também ser observadas hemorragia e congestdo do miocardio e enfisema; necrose da mucosa
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intestinal; infiltracOes de linfocitos, mondcitos e células plasmaticas acompanhada de necrose
focal de hepat6citos (WU et al., 2016b).

Sob as condicBes experimentais de infeccdo em suinos as alteragcBes microscopicas
durante a fase clinica aguda da doenca ficaram restritas as tonsilas, baco, linfonodos, que
apresentaram hiperplasia linfoide leve a moderada, e aos pulmdes. Neste caso, foi observada
discreta atelectasia multifocal e, ocasionalmente, congestdo difusa com discreto acimulo
perivascular multifocal de linfocitos, plasmécitos e macréfagos (JOSHI et al., 2016b).
Entretanto, os estudos com base em alteragdes microscopicas em suinos de creche e
terminagdo e reprodutores acometidos pelo Senecavirus A sdo limitados e investigacOes
histopatolégicas mais complexas da infeccdo em animais dessas categorias devem ser

realizadas.

A manifestacdo dos sinais clinicos resulta na dificuldade de movimentagdo e
locomocdo dos animais acometidos, devido a claudicagdo (WU et al., 2016b; SINGH et al.,
2012), o que impede o deslocamento até os comedouros. Adicionalmente, as lesbes da
cavidade oral ndo permitem que os animais se alimentem adequadamente (BAKER et al.,
2017). Consequentemente, ocorre reducdo na eficiéncia da conversdo alimentar e a queda
abrupta do ganho de peso diario dos animais. Ndo se pode deixar de destacar a questdo de
bem-estar dos animais acometidos que se torna, invariavelmente, comprometida (LEME et al.,
2015; PASMA; DAVIDSON; SHAW, 2008).

Outro agravante importante nos impactos da infeccdo € que animais de terminacéao
com lesdes vesiculares ativas e/ou cicatrizadas na linha de abate sdo desviados para inspecao
e ndo podem mais ser exportados e/ou sdo processados como produto submetido a coccéo (A.
A. ALFIERI, comunicacdo pessoal). Essa conduta de inspecdo sanitaria contribui
consideravelmente com aumento nos custos da doenca clinica para o produtor e, com isso,
aumenta a importancia da infeccdo. Portanto, as perdas na produtividade dos rebanhos devido
a doenca vesicular ocasionada pelo Senecavirus A podem ser expressivas, com impactos

econdmicos negativos que se refletem em toda a cadeia produtiva.

1.5.2 Maternidade

Na maternidade, os sinais clinicos apresentados por matrizes sdo semelhantes aqueles

descritos anteriormente. Entretanto, leitbes de até uma semana de idade podem apresentar
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sinais clinicos distintos daqueles descritos para suinos de outras faixas etarias. Os sinais
clinicos em leitdes neonatos, especialmente entre um e quatro dias de idade, sdo mais graves e
incluem fraqueza, letargia, hiperemia cutanea, relutancia em mamar, sialorreia, diarreia, sinais
neurolégicos e/ou morte stbita (CANNING et al., 2016; GIMENEZ-LIROLA, 2016; LEME
et al., 2016a, 2016b; VANNUCCI et al., 2015; WU et al., 2016b). A maioria dos animais
acometidos nessa faixa etaria vem a 6bito dentro de pouco tempo (um a dois dias) apds o
inicio dos sinais. Nos leitdes que sobrevivem, os sinais clinicos persistem por trés a 10 dias e
depois desaparecem (LEME et al., 2016a, 2016b). Entretanto, esses animais apresentam taxas
ineficientes de conversdao alimentar, ganho diario de peso e crescimento, caracterizando-se

como refugos.

Geralmente, os leitdes acometidos sdo mais suscetiveis a outras infeccdes, tanto por
outros agentes virais quanto por outras classes de micro-organismos, como bactérias e
protozoarios (CANNING et al., 2016; LEME et al., 2016a, 2016b; SEGALES et al., 2016).
Na maioria das granjas acometidas, a sindrome multissistémica associada a infec¢do pelo
Senecavirus A persiste por duas a trés semanas (BAKER et al., 2017; SEGALES et al., 2016).
Em algumas granjas com maior nimero de leitdes alojados a taxa alta de mortalidade regular
nessa categoria animal pode se manter aumentada por até quatro semanas (A. A. ALFIERI,

comunicagéo pessoal).

Em leitdes neonatos, as alteracdes macroscopicas incluem lesdes ulcerativas e/ou
crostosas cutaneas multifocais em diferentes localizacBes anatdmicas, incluindo a regido
ventral da mandibula, metacarpo, vulva, articulacdo metatarsofalangeana e de banda coronaria
(Figura 5); aumento dos linfonodos; impressdo das costelas na superficie pleural dos pulmdes;
edema pulmonar; congestdo dos vasos meningeos; hemorragias petequiais dos rins; gengivite
e glossite diftérica e/ou necrotizante (Figura 6) (LEME et al., 2016a, 2016b; WU et al.,
2016b). Fezes liquidas, indicativo de diarreia, foram observadas no intestino delgado de
leitdes. Outros achados sdo a presenca de vesiculas cutaneas integras ou rompidas, congestéo
da mucosa do intestino delgado, esplenomegalia e onfalite (LEME et al., 2016a, 2016b).
Adicionalmente, os estdmagos dos leites costumam estar cheios de leite, o que afasta a
possibilidade de inani¢cdo como causa dos sinais clinicos, especialmente a letargia e/ou morte
subita (LEME et al., 2016a, 2016b; SEGALES et al., 2016).
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’ »
Figura 5. Lesdes crostosas e ulcerativas em regido de banda coronaria e coxim plantar de um leitdo de
04 dias de idade.
Fonte: Laboratério de Virologia Animal/Patologia Animal — Universidade Estadual de Londrina,
2015.

Figura 6. Glossite diftérica em leitdes de 03 dias de idade.
Fonte: Laboratério de Virologia Animal/Patologia Animal — Universidade Estadual de Londrina,
2015.

Entre as alteracGes microscépicas em leitdes, pode-se observar gengivite necrotizante;
estomatite necrotizante; queilite necrotizante com degeneracdo balonosa de células epiteliais;
dermatite necrotizante; deplecdo linfoide em tonsilas, baco e linfonodos; miocardite
linfocitica; edema e congestdo pulmonar e pneumonia intersticial; degeneracdo balonosa do
epitélio transicional da vesicula urinaria e dos ureteres; hemossiderose em linfonodos (LEME
et al., 2016a, 2016b; WU et al., 2016b). Pode, ainda, ser observada vacuolizacdo das células

epiteliais superficiais de intestino delgado de leitdes com histdrico clinico de diarreia e
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atrofia, achatamento e fusdo das vilosidades intestinais. Em sistema nervoso central o0s
achados incluem encefalite linfoplasmacitica, congestdo cerebral e cerebelar, meningite ndo
purulenta no cerebelo (LEME et al., 2016a, 2016b; WU et al., 2016b).

1.6 IMUNIDADE

Os titulos de anticorpos especificos contra o Senecavirus A foram investigados tanto
em condicOes experimentais quanto em infeccdo natural; entretanto sdo poucos 0s estudos
direcionados a essa linha de investigacdo. O primeiro estudo a avaliar a imunidade especifica
para o virus foi conduzido a partir de infeccdo experimental de suinos (YANG; VAN
BRUGGEN; XU, 2012). Os animais apresentaram soroconversao no 6° dpi, mesmo n&o
apresentando sinais clinicos de doenca. O perfil da resposta humoral foi estabelecido com
base no teste de ELISA indireto, em que a imunoglobulina (Ig)M especifica para o
Senecavirus A foi detectada a partir do 5°-6° dpi e manteve a concentragdo maxima até 14 dpi.
A partir de entdo, a concentracao sérica de IgM passou a declinar até titulos indetectaveis aos
21 dpi. No mesmo estudo, titulos séricos de 1gG desenvolveram-se tardiamente e mostraram
forte resposta positiva 21 dpi e mantiveram-se altos durante os 57 dias do experimento
(YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012).

Resultados semelhantes foram descritos em outros estudos experimentais. No estudo
conduzido em suinos de nove semanas de idade, os titulos de anticorpos contra o virus,
detectados pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), foram >640 em cerca de 15 dpi
(MONTIEL et al., 2016). Suinos de quatro meses de idade experimentalmente infectados com
0 Senecavirus A desenvolveram resposta imunoldgica rapida contra o virus, com titulos de
anticorpos neutralizantes sendo detectados pela técnica de virus neutralizagcdo (VN) a partir do
5° dpi. Anticorpos isotipo IgG Senecavirus A-especificos foram revelados por IFI no 10° dpi
(JOSHI et al., 2016b). Altos titulos de anticorpos neutralizantes foram também detectados ao
final do experimento (38 dpi). Neste estudo, os titulos crescentes de anticorpos neutralizantes
ocorreram simultaneamente a reducdo da gravidade do quadro clinico, da viremia, da
excrecdo viral e da carga viral nos tecidos dos animais experimentalmente infectados, o que
sugere que anticorpos neutralizantes possam atuar na remocao do Senecavirus A (JOSHI et
al., 2016b).
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A soroconversdo para o Senecavirus A foi demonstrada, pela técnica de IFI, em suinos
naturalmente acometidos pela infeccdo, com titulos de anticorpos variando entre 160 a 1.280
em duas a trés semanas ap0s o surto clinico da doenca (GUO et al., 2016). Outro estudo, de
carater longitudinal, avaliou a dindmica da resposta imune (IgG) para o Senecavirus A em
infeccdo natural, a partir de matrizes e em suas respectivas leitegadas, pelo teste de ELISA
indireto especifico para a deteccdo de anticorpos contra a proteina VP1 do virus. A
soroconversao ocorreu em 100% das matrizes em que o RNA do Senecavirus A foi detectado,
independentemente de apresentarem ou ndo os sinais clinicos da infeccdo. Os titulos de
anticorpos 1gG anti-VP1 do Senecavirus A aumentaram significativamente na 22-3% semanas
apos o inicio dos sinais clinicos e atingiram um plateau que perdurou até o final do periodo

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

No mesmo estudo, trés semanas ap0s o inicio da doenca clinica, 0 RNA viral em
amostras de soro dos mesmos animais alcangou nimero de copias ndo mais detectavel pelo
sistema de RT-PCR utilizado no estudo, sugerindo que a viremia possa ter sido reduzida pela
presenca de anticorpos VP1-neutralizantes (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016). Ainda nesse
estudo, a avaliagdo da resposta imune lgG-especifica foi também realizada em leitbes
provenientes dessas mesmas matrizes (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016). Os titulos de 1gG no
soro dos leitdes foram maiores (p<0,05) durante a 1* ¢ 2* semana apds o inicio do surto,
quando comparados aos titulos observados entre a 4% a 62 semana apds o0 aparecimento dos
sinais clinicos. Por outro lado, ao longo do periodo observacional, ndo houve diferencas
(p>0,05) nos titulos de 1gG entre leitdes provenientes de matrizes com ou sem sinais clinicos.
Entretanto s@o escassos 0s estudos com base no periodo de viremia e excre¢cdo do Senecavirus
A em suinos natural ou experimentalmente infectados, bem como no potencial de atividade
neutralizante de anticorpos anti-VP1 do Senecavirus A, sendo necessarias informacdes

adicionais para a abordagem apropriada sobre a imunidade induzida pela infec¢éo.

1.7 DIAGNOSTICO

Os poucos estudos ja realizados com o objetivo de diagndstico do Senecavirus A
utilizaram, principalmente, a técnica molecular de RT-PCR. Knowles e Hallenbeck (2005)
descreveram a técnica da pan-PCR como sendo de grande valor para a identificacdo inicial de

novos candidatos de picornavirus. Entretanto, a técnica torna-se dispendiosa devido ao
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namero de oligonucleotideos iniciadores (primers) necessarios para o seu desenvolvimento,

especialmente aqueles com bases degeneradas e/ou alternativas.

Outras técnicas de RT-PCR convencionais foram estabelecidas e tiveram como alvo
para amplificagdo regides conservadas do genoma viral, como a 5’UTR e 0S genes VP1
(LEME et al., 2015; WANG et al. 2016) e 3D (WANG et al. 2016) do Senecavirus A.
Adicionalmente, a RT-PCR quantitativa, tanto com SYBR Green quanto com TagMan
(BRACHT et al., 2016; CANNING et al., 2016; FOWLER et al., 2017; GIMENEZ-LIROLA
et al., 2016; GUO et al., 2016; JOSHI et al., 2016a, 2016b), e 0 sequenciamento de nova
geracdo (Next Generation Sequencing — NGS) (FOWLER et al., 2017; JOSHI et al., 2016b,
MONTIEL et al., 2016; VANNUCCI et al., 2015) também sdo metodologias alternativas
utilizadas para a detecgédo e/ou quantificacdo do RNA do Senecavirus A. Ambas as técnicas
tém mostrado serem rapidas, especificas e sensiveis, permitindo o diagndstico a partir de
diferentes tipos de amostras biologicas; entretanto esses métodos s@o de alto custo e exigem
equipamentos diferenciados e conhecimento tecnico especializado para a sua execucédo, o que
pode representar fatores limitantes para a sua implementacdo na rotina diagndstica de

laboratorios veterinarios.

Técnicas soroldgicas de diagnostico para 0 Senecavirus A também ja foram descritas,
incluindo ELISA indireto (GIMENEZ-LIROLA et al., 2016; YANG; VAN BRUGGEN; XU,
2012), ELISA competitivo (YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012) e IFl (GUO et al., 2016;
JOSHI et al., 2016a, 2016b; MONTIEL et al., 2016; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012).
As técnicas foram desenvolvidas utilizando anticorpos monoclonais para 0 Senecavirus A ou

com a proteina VP1 recombinante do virus.

A VN é outra técnica possivel de ser empregada para o diagnéstico da infeccdo pelo
Senecavirus A (JOSHI et al., 2016b; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012,); a realizacao
dessa técnica depende da utilizacdo de cultivo celular e de virus infectivo e com titulo

conhecido. A leitura do resultado final da VN pode ser realizada ap6s 2 a 3 dias de incubacao.

A hibridizacdo in situ e a imunohistoquimica com anticorpos monoclonais também séo
técnicas ja estabelecidas e utilizadas por diferentes pesquisadores (JOSHI et al., 2016b;
LEME et al., 2016a, 2016b; YANG; VAN BRUGGEN; XU, 2012). Entretanto, hibridizacdo
in situ, imunoshistoquimica, ELISA competitivo e VN sdo metodologias menos utilizadas na

rotina laboratorial em relagdo as demais técnicas moleculares e sorolégicas disponiveis.
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Independentemente da técnica diagndstica a ser utilizada o médico veterinario deve
estar sempre atento para a ocorréncia de doengas vesiculares em animais de produgao, pois
todas sdo de comunicagdo obrigatéria. Com isso, o profissional deve imediatamente relatar os
sinais clinicos e lesbes aos 6rgédos de defesa sanitaria animal local e regional para que outros
testes diagndsticos diferenciais oficiais, especialmente para a febre aftosa, possam ser
realizados e assim as medidas cabiveis em cada situacdo especifica possam ser imediatamente
adotadas (ZANELLA; MORES, 2015).

1.8 CONTROLE E PROFILAXIA

Atualmente ndo existem vacinas disponiveis no mercado para a profilaxia da infeccao
pelo Senecavirus A. Com isso, 0 manejo sanitario deve incluir medidas de controle e
profilaxia que envolva tanto a granja quanto 0s animais e o ambiente. As medidas devem ser
conduzidas com o objetivo principal de evitar a introducdo do agente etioldgico nos rebanhos
e, nagueles rebanhos onde a infeccéo ja tenha se estabelecido, evitar a disseminagdo do agente

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

A introducdo de um agente infeccioso em uma unidade de producdo pode ser
prevenida por meio da adocdo de medidas rigidas de biosseguridade. A entrada de veiculos,
pessoas, animais e alimentos na unidade de producdo deve ser controlada com muito rigor
(ZANELLA; MORES, 2015). A area de circulacdo de veiculos, de um modo geral, em torno
da granja deve ser limitada a areas afastadas dos barracdes onde os animais ficam alojados. O
transporte de animais deve ser realizado, preferencialmente, sempre pelos mesmos veiculos.
No caso de reposicao de animais, o ideal é que sejam adquiridos de granjas livres dos agentes
infecciosos de importancia em sanidade suinicola e mantidos em quarentena antes de sua

incorporacdo ao rebanho.

Nas granjas ja positivas para o Senecavirus A, além das medidas anteriormente citadas,
devem ser adotadas a limpeza e desinfeccdo rigorosas das instalacdes e equipamentos, a
adocdo de vazio sanitario e de sistema all in-all out (ZANELLA; MORES, 2015). A efic4cia
de desinfetantes contra o Senecavirus A ainda ndo é bem conhecida. Uma vez que 0s sinais
clinicos ocasionados pela infeccdo pelo Senecavirus A sdo muito semelhantes aqueles
causados pelo virus da febre aftosa, os cuidados devem ser tomados considerando a

possibilidade de circulagdo do virus da febre aftosa, incluindo os protocolos de desinfeccéo.
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Isso inclui o uso de hidroxido de sddio, carbonato de sddio, acido citrico a 0,2%, aldeidos e
agentes oxidantes, como o hipoclorito de sodio, entre outros. Trés desinfetantes a base de
4gua sanitaria’, derivados fendlicos? e composto quaternario de amdnia e aldeido® que tém
sido utilizados contra o Senecavirus A foram avaliados em cinco diferentes superficies, como
cimento, borracha, plastico, aco inoxidavel e aluminio e em diferentes temperaturas (4°C e
~25°C) (GOYAL, 2015). Os resultados mostraram que a dgua sanitaria diluida na proporgéo
1:20 (hipoclorito de sodio 5,25%) foi eficaz na inativacdo do virus em qualquer temperatura e
em qualquer uma das cinco superficies avaliadas. O desinfetante a base de derivados
fendlicos ndo foi efetivo contra o virus em qualquer uma das temperaturas, enquanto 0s
resultados obtidos a partir do desinfetante a base de composto quaternario de aménia e
aldeido ficaram entre o hipoclorito de sédio e aquele composto por derivados fendlicos
(GOYAL, 2015).

O peréxido de hidrogénio acelerado (accelerated hydrogen peroxide® - AHP®) é outro
composto quimico que tem sido testado como desinfetante de amplo espectro contra bactérias,
fungos e virus (HOLE et al. 2016). Desinfetantes contendo AHP® mostraram atividade
virucida contra algumas viroses de humanos e animais, como o virus da diarreia viral bovina
(BVDV), o calicivirus felino e o poliovirus, que também pertence a familia Picornaviridae.
Em 2016 foi demonstrado que o AHP® é um desinfetante efetivo contra os virus da febre
aftosa, doenca vesicular suina e Senecavirus A; entretanto a sua eficacia é dependente da
diluicdo (1:20) e do periodo de contato (10 min), acima das recomendacdes do fabricante
(HOLE et al., 2016).

O monitoramento da circulacdo do agente infeccioso deve ser realizado por meio de
exames diagndsticos periddicos conduzidos em amostras biolégicas de animais sintomaticos e
assintomaticos dos diferentes sitios da unidade de producdo. Além dos testes soroldgicos,
podem ser realizados os testes moleculares e/ou de imunohistoquimica a partir de liquido
vesicular, fluido oral e fragmentos de oOrgdos/tecidos de leitdes neonatos, especialmente
tonsila, coracdo, pulmao, rins e vesicula urinaria (JOSHI et al., 2016b, LEME et al., 2016a,b).
O uso de animais sentinelas, ou seja, a introducdo de suinos suscetiveis na granja também
pode ser adotada, desde que com muito critério. Para animais de maternidade, especialmente

leitdes com até uma semana de idade, deve-se garantir a ingestdo de colostro de qualidade em

! Hipoclorito de sdio.
2 p-amilfenol-terciario (4%); O-benzil-p-clorofenol (10%); O-fenilfenol (12%).
® Ambnia quartendria (26%); Glutaraldeido (7%).
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quantidade adequada e um ambiente apropriado que proporcione conforto e bem-estar aos

recém-nascidos e as matrizes.

Um estudo conduzido nos EUA com o objetivo de avaliar medidas de biosseguridade e
de entrada da infeccdo em uma granja suinicola sugeriu que, entre 0s eventos que,
hipoteticamente, representaram alto risco de introducdo de novo patdégeno na granja estavam
os trabalhadores, a movimentacdo interna de pessoal e o0 acesso de animais domésticos e
roedores as areas de alojamento dos suinos (CANNING et al., 2016). Outro estudo realizado
em granjas com e sem sinais clinicos da infeccdo pelo Senecavirus A identificou e/ou isolou o
RNA viral a partir de amostras de roedores e moscas domésticas capturados nas granjas,
sendo ambos considerados potenciais vias de introducdo e/ou disseminacdo do virus para 0s
rebanhos (JOSHI et al., 2016a). Embora a extensdo da transmissédo do Senecavirus A a partir
de outros animais ndo seja conhecida, o controle de roedores, moscas e a limitacdo do acesso
de animais domeésticos as areas de criacdo dos suinos podem se constituir em importantes

medidas de controle e prevencéo da infeccdo.

1.9 CONSIDERAGCOES FINAIS

Em 2012, a Associacdo de Saude Animal dos EUA (United States Animal Health
Association — USAHA) elaborou uma resolucdo na qual o Senecavirus A e a doenga vesicular
idiopatica suina foram incluidos como importantes focos de estudos, particularmente devido
aos sinais clinicos semelhantes com os da febre aftosa. A USAHA sugeriu ainda o
desenvolvimento e implementacdo de planos para minimizar as consequéncias de lesdes
vesiculares ndo associadas as doencas exoticas de animais encontrados em suinos daquele
pais, reforcando a importancia sanitaria e econémica deste patdgeno como causador de uma
potencial doenca emergente em suinos (USAHA, 2012). Em 2016, o Departamento de
Agricultura dos EUA (United States Department of Agriculture — USDA) divulgou uma lista
de recomendac@es, procedimentos e responsabilidades no manejo de propriedades suspeitas
de apresentarem a circulacdo do Senecavirus A no sentido de garantir que investigacdes por
doencas exdticas de animais ocorram adequadamente e visando medidas de prevencdo de

disseminacdo de doencas de comunicacgdo obrigatoria (USDA, 2016).

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

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a Circular n°
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018/2015/CGI/DIPOA/DAS (Anexo 7.1) com orientacOes de procedimentos a serem adotados
frente a quadros clinicos de lesdes vesiculares em suinos. O documento também orienta os
veterinarios dos Departamentos de Inspecdo Federal sobre como proceder nos casos de abate
de lote de suinos que apresentam animais com lesBes suspeitas (BRASIL, 2015). Contudo,
com o proposito de evitar interpretaces incorretas com relagdo as condutas a serem adotadas
é fundamental a padronizacdo de procedimentos dentro e entre as unidades produtoras de
suinos (ZANELLA; MORES, 2015).

O Senecavirus A é um agente infeccioso emergente na suinocultura brasileira e ainda
pouco se conhece sobre as suas propriedades bioldgicas e sobre a sua epidemiologia. Assim,
estudos adicionais sobre a infeccdo por esse virus, tanto em condi¢Bes naturais quanto
experimentais, sdo necessarios para elucidar aspectos importantes da fisiopatogenia da

infeccdo, bem como propor medidas efetivas de controle e profilaxia da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de infeccdo natural pelo Senecavirus A em suinos de diferentes
categorias de producdo provenientes de granjas com e sem histérico de surto de

doenca vesicular dos principais estados brasileiros produtores de suinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir um conjunto de primers especifico e padronizar a técnica de RT-PCR para a
deteccdo de RNA do Senecavirus A.

Padronizar a técnica de imunohistoquimica para a detec¢do de antigenos especificos
do Senecavirus A em diferentes amostras de drgédos/tecidos dos animais incluidos no

estudo.

Investigar a presenca do Senecavirus A em diferentes tipos de amostras bioldgicas,
incluindo liquido de wvesicula, swabs e raspados de lesbes vesiculares
rompidas/ulceradas, diferentes orgaos/tecidos e fezes de suinos de diferentes faixas

etarias e provenientes de diferentes estados brasileiros.

Investigar a ocorréncia de lesGes macro e microscépicas nos diferentes drgdos/tecidos

de animais positivos para 0 Senecavirus A.

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

de amostras bioldgicas de suinos.

Amplificar e sequenciar os fragmentos de nucleotideos para a identificacdo do genoma

viral a partir de amostras bioldgicas e para a confirmacdo do isolamento viral.

Realizar anélise filogenética comparativa das cepas virais encontradas com as cepas

virais de referéncia (protdtipos) disponiveis em bases publicas de dados (GenBank).
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3.1 SENECAVIRUS A: AN EMERGING VESICULAR INFECTION IN

BRAZILIAN PIG HERDS
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Introduction

Summary

Vesicular diseases are dlinically and economically important infections that affect
farm animals. North American studies have suggested that Senecavirus A infection
might be associated with a vesicular disease in pigs known as porcine idiopathic
vesicular disease (PIVD). In the beginning of 2015, outbreaks of porcine vesicular
disease have occurred in six Brazilian states from three geographical regions. Offi-
cial diagnostic tests were performed with negative results for classical vesicular
diseases of compulsory reporting. This study investigated Senecavirus A infection
in PIVD outbreaks in which other aetiological agents were ruled out. A primer set
was designed to amplify a 542-bp product size of VP3/VP1 region of Senecavirus
A genome in RT-PCR assay. Primer specificity was analysed in silico and in por-
cine biological specimens. For this, clinical specimens were collected from eight
pig herds affected with PIVD, including vesicular fluid (n = 4) and swabs (n = 7)
and scrapings of ruptured vesidles and ulcerative lesions (n = 5) from weaned
and adult pigs. Clinically healthy animals (n = 52) of PIVD-affected and non-af-
fected pig herds also were evaluated for Senecavirus A infection. The 16 samples
from PIVD-affected animals were positive for Senecavirus A in the RT-PCR assay,
while none of the clinically healthy pigs were detected with the virus. Sequencing
analysis revealed high nucleotide (87.6-98.5%) and amino acid (95-99.4%) simi-
larities to SVV-01 prototype and other Semecavirus A strains from North Ameri-
can pigs. Primer set presented herein was suitable for molecular characterization
of Senecavirus A. The results suggest that Senecavirus A was the actiological agent
of the vesicular disease outbreaks in the evaluated pig herds. This is the first study
to report the Senecavirus A infection in clinically affected pigs outside of North
America. Senecavirus A was considered a novel emerging pathogen associated with
an important vesicular disease in Brazil.

Senecavirus is a single-stranded, positive-sense, non-
enveloped RNA virus with a genome size of approxi-

Senecavirus A, formerly named Seneca Valley virus (SVV),
is the single representative species of the Senecavirus genus,
Picornaviridae family. The virus was first isolated as a cell
culture contaminant in 2002, and the first complete gen-
ome sequence was determined in 2005 (Knowles and Hal-
lenbeck, 2005; Knowles et al., 2006; Hales et al., 2008).

mately 7.2 kb (Hales et al., 2008). The genome of Sene-
cavirus A consists of three major proteins, named
polyprotein 1 to 3 (P1, P2 and P3). The P1 region is
cdeaved into the structural polypeptides VP0, VP3 and
VP1, which are proteins that compose the virus capsid.
A maturation site located within the VPO gives the VP2
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and the intemal VP4 polypeptide (Hales et al, 2008).
The P2 region is divided into 2A, 2B and 2C, while the
P3 region possesses the 3A, 3B, 3C and 3D polypeptides.
Both P2 and P3 genomic regions encode non-structural
proteins associated with the wvirus replication (Hales
et al., 2008).

Outbreaks of a vesicular disease with unknown aetiology,
called porcine idiopathic vesicular disease (PIVD), and that
were clinically indistinguishable from other important
vesicular infections, such as foot-and-mouth disease
(FMD), vesicular stomatitis (VS) and swine vesicular dis-
ease (SVD), were reported from pigs of North America.
The PIVD was reported in pigs from the USA (Amass et al,,
2004; Singh et al, 2012), and Manitoba, Canada (Pasma
et al., 2008). Studies performed in Canada (Pasma et al,,
2008) and in the USA (Singh et al,, 2012) have suggested
that Semecavirus A infection might be associated with
PIVD.

Vesicular diseases in farm animals always receive special
attention due to their clinical, economic and epidemiologi-
cal importance. This study reports the first molecular
detection of Senecavirus A in outbreaks of PIVD from pigs
of Brazil.

Materials and Methods

Since January 2015, pig herds from six states of the south-
ern, south-east and midwest regions of Brazil were affected
with a vesicular disease that resembled the classical vesicu-
lar infections, such as FMD, VS and SVD. The Animal
Health Department (DSA) of the Brazilian Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) was noti-

Pl
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fied relative to the occurrence of the vesicular disease out-
breaks from pigs. After sampling affected pig herds from
different regions, the Brazilian National Agricultural Labo-
ratory (LANAGRO) provided official tests recommended
by the World Organization for Animal Health (OIE) for
screening the classical vesicular infections, such as FMD,
SVD and VS with negative results for all the evaluated
viruses.

Based on the reported detection of Senecavirus A from
pigs with vesicular disease (Pasma et al., 2008), we designed
a study for the molecular screening of the virus. For this, a
new set of primers were defined as molecular tool for
reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
assay.

Primers SVV-2682FW (5'-TTCCACTCCACCGACAA
CG-3') and SVV-3224RV (5-GATACCTTCCCACCCITG
C-3') in this study were designed based on Senecavirus
A nucleotide (nt) available on GenBank
database. The primer positions were defined based on
the prototype SVV-01
NC_011349) complete genome sequence and were designed
to amplify 542-bp nt sequence of the VP3/VP1 genomic
regions (Fig. 1).

The specificity of the SVV-2682FW and SVV-3224RV
primers was tested in silico with nt sequences of other
picomaviruses, such as FMD virus types A (GenBank acces-
sion numbers: AY593752, AY593788, H(Q832592), O (Gen-
Bank accession numbers: AY593829, AJ320488, JN998085),
C (GenBank accession numbers: AY593810, FJ824812),
SAT1 (GenBank accession number: AY593839), SAT2
(GenBank accession number: KM268897), SAT3 (GenBank
accession number: AY593833) and Asia 1 (GenBank acces-
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Fig. 1. Schematic diagram of Senecavirus genome organization, the correspondent genomic region target in the RT-PCR assay and alignment of
Senecavirus A nucleotide (nt) sequences on which primer set design was based. Primer sequences are boxed. Reverse primer is the antisense comple-
ment nt sequence of the second box. Conserved nt sequences are indicated by dots. Slashes indicate hidden nt sequences within this region.
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sion numbers: AY593795, AY304994, DQ989318); SVD
virus (GenBank accession numbers: KF963275, AF268065,
D16364); Teschovirus A (GenBank accession numbers:
KC757344, JQ808131, AY392555, AF296103); Sapelovirus A
(GenBank accession numbers: KJ821019, JX286666);
Enterovirus G (GenBank accession numbers: NC_004441,
Y14459); Aichivirus C (GenBank accession numbers:
KC424639, GU292559); Pasivirus A (GenBank accession
numbers: JQ316470, ] X491648); and Cardiovirus (GenBank
accession numbers: KF771002, NC_001479, AY296731,
KM269482, JX683808, EU681179, D(Q835185). Addition-
ally, pig faecal samples that were previously known to be
positive for other picornaviruses such as Teschovirus A,
Sapelovirus A and/or Enterovirus G (Donin et al., 2014)
were tested for Senecavirus A presence with the new primers
herein.

To evaluate the primer set efficiency from biological
samples, animals were sampled at the end of February
2015, when outbreaks of PIVD occurred in two pig herds
located in distinct cities of Parand state. Farm A had 5700
sows, with suckling piglets and weaned pigs <65 days of
age. Farm B was an all-in/all-out finisher unit with 1400
135-day-old pigs. Approximately 2% of weaned pigs (22—
65 days old, n =~ 460) at farm A and 30% (n ~ 420) of the
total pig farm population at farm B presented clinical signs
of claudication, fluid-filled and ruptured vesicles, and
ulcerative lesions on the coronary band, hooves (Fig. 2)
and/or snout (Fig. 3). The affected animals presented diffi-
culty of moving and locomotion and decreased feed intake,
feed conversion efficiency and daily weight gain. The clini-
cal signs persisted in the affected animals for approximately

Fig. 2. Ruptured vesicle and ulcerative lesions
on the coronary band and hooves of porcine
idiopathic vesicular disease (PIVD)-affected ani-
mak of Parand and Santa Catarina states,
southern Brazil.

Senecavirus, Vesicular Disease, Brazil

2 weeks and then disappeared. However, other pigs started
to present similar symptoms.

From March to June, 2015, six farrow-to-weaning pig
herds, identified in this study as farms C to H located in
Parana and Santa Catarina states, southern Brazil, also
reported PIVD outbreaks, with adult sows presenting the
same clinical history and symptoms as previously described.
Sow population in these farms varied from 200 to 500 ani-
mals, and morbidity rates ranged from 20 to 90%.

Swabs (n =7) and scrapings of ruptured vesicles and
ulcerative lesions (n = 5), and vesicular fluids (n = 4) were
collected from weaned and adult pigs of the eight farms. To
evaluate asymptomatic pigs for Senecavirus A infection, 14
PIVD non-affected animals within the same farms also were
sampled with scrapings of skin, except for farms E and G,
which did not sampled asymptomatic pigs. Sterile swabs
were used for sampling clinical specimens. The ruptured
vesicles and ulcerative lesions were scraped with sterile scal-
pel blades for each sample. Each vesicular fluid was punc-
tured with individual sterile disposable syringe and needle.
A total of 30 samples were collected from PIVD-affected
farms.

Additionally, cutaneous tissue samples (n = 38) were
collected from clinically healthy pigs of five non-affected
pig herds, two of which were of Parana state and the
remaining three farms were of a state that did not report
outbreaks of PIVD. All the samples were kept on ice and
were immediately processed upon arrival at the laboratory.

Cutaneous tissue samples were disrupted with MagNa
Lyser Instrument (Roche Diagnostics"r", Mannheim, Ger-
many). Ruptured vesicle and ulcerative lesion scrapings
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and swabs and disrupted cutaneous samples were homoge-
nized in 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2,
and clarified by centrifugation at 3000 g for 10 min.
Nudleic acid was extracted from 200 ul of proteinase K
pre-treated aliquots of the vesicular fluid, scraping/swab
and cutaneous tissue suspensions, using a combination of
phenol/chloroform/isoamyl alcohol and silica/guanidine
isothiocyanate methods (Boom et al,, 1990; Alfieri et al.,
2006). The extracted nucleic acid was eluted in 50 ul of
ultrapure RNase-free diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated
sterile water. Sterile ultrapure water was used as a negative
control in all the nucleic acid extraction and amplification
procedures.

Virus isolation was performed in PK-15 cells, which were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM;
Gibco BRL®, Grand Island, NY, USA), supplemented with
10% foetal calf serum (Gibco BRL®, Carlsbad, CA, USA).
Confluent monolayers were washed 2-3 times with replace-
ment DMEM. Vesicular fluid suspensions pre-treated with
3% penicillin, streptomycin and fungizone (Gibco® Anti-
biotic-Antimycotic) were used to inoculate cell monolayers.
The virus was allowed to adsorb at 37°C for 3 h in a tem-
perature-controlled rocker platform. The inoculated PK-15
cells were maintained in CO» incubator (Thermo Electron
Corporation"", Marietta, OH, USA) and inspected daily for
cytopathic effect (CPE). After two blind passages or when
approximately 80% of the cells had CPEs, 1 ml of cell cul-
ture supernatant was centrifuged at 3000 g for 10 min, and
virus nucleic acid was extracted from proteinase K pre-trea-

R.A.Leme et al.

Fig. 3. Fluid-filed and ruptured vesicles on
the snout of porcine idiopathic vesicular dis-
ease (P\VD)-affected animals of Parand and
Santa Catarina states, southern Brazil.

ted 200 pl aliquots (Boom et al, 1990). Non-inoculated
PK-15 cells were included as negative control.

The RT reaction was performed with a denaturation
solution of 14 yl, containing 5 pl of extracted RNA, 2 ul
(20 pmol/ul) of SVV-3224RV primer and 10 mm of total
dNTP, that was incubated at 65°C for 5 min and, subse-
quently, placed on ice for 5 min. A volume of 6 ul of RT-
mix solution containing 4 u of 5x first-strand buffer
(250 mm Tris—HCI pH 8.3, 375 mm KCl, 15 mm MgCl),
1 4 0.1 M DTT and 200 U Superscriptv 11 Reverse Tran-
scriptase (lnvitmgen® Life Technologies, Eugene, OR,
USA) was mixed with the product of denaturation reaction
and reverse-transcribed at 55°C for 50 min, followed by an
inactivation reaction at 70°C for 15 min.

The PCR assay was performed in final solution of 50 ul
containing 2 ul of cDNA, 1x PCR buffer (20 mm Tris—HCI
pH 8.4 and 50 mm KCl), 1.5 mm MgCly, 10 mm of total
dNTP, 20 pmol of each primer (forward and reverse) and
2.5 U Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen® Life
Technologies, Sio Paulo, SP, Brazil). Amplification reac-
tions were performed in a thermocycler (Swift® MaxPro
Thermal Cycler; Esco Healthcare Pte, Singapore, Singa-
pore) at 94°C for 5 min for denaturation followed by 35
cycles of 94°C/1 min, 55°C/I min and 72°C/1 min and a
final extension at 72°C for 7 min.

The 16 samples from PIVD-affected animals also were
tested for FMD, VS and SVD viruses, by RT-PCR
and nested PCR, following the OIE Terrestrial Manual
(http://www.oie.int/international-standard -setting/terrestrial-
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manual/access-online/). Teschovirus A, Sapelovirus A and
Enterovirus (¢ were screened by RT-PCR assays in these
samples as previously described (Krumbholz et al, 2003;
Donin et al, 2014), as these picornaviruses might be
associated with cutaneous lesions and were detected in pigs
with vesicular diseases { Knowles, 1988; Amass et al., 2004 ).

Eight RT-PCR products, one for each PIVD-affected pig
herd evaluated, were selected for sequencing analysis. The
amplicons were purified by the PureLink™ Quick Gel
Extraction and PCR Purification Combao Kit (Invitrogen®
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), quantified by
Ql.tbit:BD Fluorometer (]n\."ltrogenr“"D Life Technologies,
Eugene, OR, USA) and sequenced in both directions with
forward and reverse primers in an ABI 3500 Genetic Ana-
lyzer with the BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosysterns@, Foster City, CA, USA). Sequence
quality analyses and consensus sequences were assembled
using Phred/Phrap/CAP3 software (http://asparagin.cenar-
gen.embrapa.br/phph/). Similarity searches were performed
with sequences deposited in GenBank using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) software (http://
blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi). Sequence identity matrix
was performed using the BioEdit software version 7.1.11
(http:/fwww.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). A phylo-
genetic tree based on nt was obtained using the neighbour-
joining statistical method based on maximum composite
likelihood model (MEGA v. 6), which provided statistical
support via bootstrapping with 1000 replicates.

Results and Discussion

In Brazil, only official laboratories, named Brazilian
National Agricultural Laboratories (LANAGROs), are
authorized to manipulate animals and/or clinical samples
with suspect of or positive for FMD, VS and SVD viruses,
as well as to perform any diagnostic tests for screening these
infections. Therefore, we only were allowed to perform our
study after be sure that the pig herds were negative to com-
pulsory vesicular diseases. Additionally, southern Brazil is
considered free of FMD and VS and, therefore, these
viruses cannot be introduced here. SVD has never been
reported in pig herds of Brazil, as well as Senecavirus A, and
positive samples for these viruses were not available for lab-
oratory validation of the primer set in this study against
these viruses.

The in silico analyses of primers in this study did not
reveal annealing with any of the evaluated viruses. The RT-
PCR assay with new primer set herein from faecal samples
that were positive for Teschovirus A, Sapelovirus A and/or
Enterovirus (¢ did not provide amplification of non-specific
products nor show cross-reaction of the primers with any
of these picornaviruses. Additionally, all clinical samples

Senecavirus, Vesicular Disease, Brazil

collected from asymptomatic pigs of PIVD-affected and
non-affected herds did not show amplification products.

The RT-PCR analysis showed the expected 542-bp pro-
duct size in all vesicular fluid, swab and scraping of the
ruptured vesicle and ulcerative lesion samples. Teschovirus
A, Sapelovirus A, Enterovirus G, FMD, VS and SVD virus
RNA were not detected in the vesicular outbreak clinical
samples. Senecavirus A detection according to the health
status of the evaluated animals in PIVD-affected farms is
presented in Table 1.

Following two sequential passages in PK-15 cells, viruses
were successfully isolated from vesicular fluid samples.
Forty-eight hours post-inoculation, CPEs were evident as
cell lyses (Fig. 4). No CPEs were evident in the cell negative
control. RT-PCR assays from inoculated cell culture super-
natant detected only Semecavirus A and did not detect
FMD, VS and S5VD wviruses, Teschovirus A, Sapelovirus A
and Enterovirus G.

Sequencing analysis revealed that the eight amplicons
were 99.6-100% nt similar to each other and presented nt
similarities varying from 87.6% to 98.5% with the SVV-01
prototype and with other Senecavirus A strains from pigs of
the USA. At the amino acid (aa) level, the Sernecavirus A
strains herein were 100% identical to each other and 95—
99.4% similar to the available Senecavirus A sequences in
GenBank. The aa sequences presented here include the
VP3/VP1 cleavage site (H/S) and the STDNAETG-
VIEAGNTDTDFSGELAAP VPIL polypeptide (Hales et al.,
2008) (Fig. 5).

The phylogenetic tree (Fig. 6) constructed from picor-
naviruses related to vesicular diseases formed well-defined
clusters representative of picornavirus species. The Brazil-
ian strains in this study were represented by sequences
named BRA/UEL-SVV-A1/15, GenBank accession number:
KR075677; and BRA/UEL-SVV-B2/15, GenBank accession
number: KR075678, which grouped together with Seneca-
virus, revealing the homology between Semecavirus A nt
sequences in this study and other published sequences of
this virus.

A study based on the Senecavirus A complete genomic
analysis showed that the P1 genomic region presents pro-
tease cleavage sites that predict the VP2, VP3 and VPI
polypeptides (Hales et al., 2008). The Senecavirus A VP1
region encodes a capsid protein and is naturally exposed to
higher selection pressure than the conserved genomic
regions. The 3’ end genomic region of picornaviruses is well
conserved and, when combined with the phylogenetic anal-
ysis of the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene
(3DP°Y), have been reported as useful for classifying
unknown viruses within a species. However, a suitable clas-
sification has to be performed based on other genomic
regions, such as the VP1 or P1 sequencing (Knowles, 2005).
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Table 1. Senecavirus A detection by RT-PCR assay in porcine idiopathic vesicular disease (PIVD)-affected pig farms of southern Brazilian region

according to the health status of the evaluated animals

Farmidentity  Brazilian state of origin ~ Pigidentity  PIVD status of the animal ~ Sample type Senecavirus A
Farm A Parand FA1 Affected Scraping of ruptured vesicle on the snout +
Scraping of ulcerative lesion on the hoof +
FA2 Affected Scraping of ulcerative lesion on the hoof +
FA3 Affected Scraping of ulcerative lesion on the hoof +
Scraping of ruptured vesicle on the snout +
FA4 Non-affected Scraping of asymptomatic forelimb skin -
FarmB Parana FB1 Affected Vesicular fluid +
FB2 Affected Vesicular fluid o+
B3 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -
Farm C Parana FC1 Affected Swab of vesicles on the snout +
FC2 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -
FC3 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -
FC4 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -
FC5 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the hoof -
FC6 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the hoof -
FarmD Parana D1 Affected Vesicular fluid +
D2 Affected Scraping of ulcerative lesions on the forelimbs ~ +
FD3 Non-affected Scraping of asymptomatic forelimb skin -
FarmE Parand FE1 Affected Scraping of ulcerative lesion on the hoof +
FarmF Santa Catarina FF1 Affected Swab of vesicles on the snout +
FF2 Affected Swab of vesicles on the snout +
FF3 Affected Swab of vesicles on the hoof +
FF4 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the hoof -
FFS Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the hoof -
FF6 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the hoof -
FF7 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -
Farm G Santa Catarina FG1 Affected Swab of vesicles on the snout +
FarmH Santa Catarina FH1 Affected Vesicular fluid +
FH2 Affected Swab of vesicles on the snout +
FH3 Affected Swab of vesicles on the snout +
FH4 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -
FH5 Non-affected Scraping of asymptomatic skin on the snout -

PIVD, porcine idiopathic vesicular disease.

_\.-.
i)

20

S

The primers designed in this study targeted the nt
sequence upstream of the featured VPI1 polypeptide,
including the VP3/VP1 cleavage site (H/S). Sequencing
and phylogenetic analyses revealed that Senecavirus A
Brazilian strains were closely related to North American

Fig. 4. (a) PK-15 monolayer — negative con-
trol; (b) cytopathic effect after 48 h post-
inoculation.

senecaviruses. Therefore, this study presents a Seneca-
virus A-specific VP3/VP1 primer set, which shows that
this is a useful genomic region for molecular screening
of Senecavirus A infection and for characterization of
the virus.
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Fig. 5. Alignment of amino acid (aa) sequences of Senecavirus A strains available in GenBank and sequences in this study. The VP3/VP1 cleavage site
is indicated by arrow. The Senecavirus A VP1 polypeptide is boxed. Conserved aa sequences are indicated by dots. Slashes indicate hidden conserved

aa sequences within this region.
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Fig. 6. Genetic relationship of Senecavirus A Brazilian nucleotide sequences and other published sequences which represent picornavirus species
related to vesicular disease. Neighbour-joining phylogenetic tree construction using the maximum composite likelihood model. Bootstrap values were
determined in 1000 replications. GenBank accession numbers of representative sequences and Senecavirus A Brazilian strains (@BRA/UEL-SVV-A1/15
and @BRA/UEL-SVV-B2/15) herein are indicated between parentheses.

The targeted genomic region (VP1) in this study is from different biological (ruptured vesicles/ulcerative
more unstable than the 3DP" gene and the 3' end of lesion scraping, swab and vesicular fluid) samples from
the senecavirus genome; therefore, a higher sequence  animals at different ages and from distinct pig farms. To
variation was expected (Knowles, 2005; Hales et al., our knowledge, outbreaks of PIVD started in Brazil from
2008). However, Senecavirus A nt/aa sequences in this the south-east region in January and, soon later, reached
study were highly similar to each other, even derived pig herds of the midwest Brazilian region. Southern Bra-
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zil was affected by the disease in the end of February
2015, initially in Parand state, and in March we knew
about the disease occurrence in Santa Catarina state.
Based on the similar dinical history of PIVD reported
from farms of different regions of Brazl, it is likely that
the same Senecavirus A strain was circulating within the
affected pig herds.

Infections with viruses that cause vesicular diseases, such
as FMD, VS and SVD, were excluded after official diagnos-
tic tests were performed by the national reference labora-
tory. Low virulence strains of FMD, VS or SVD viruses
were ruled out after negative results from specific RT-
nested-PCR assays. Pig herds in Brazil are not vaccinated
against FMD, VS or SVD, which are viruses that cause
highly contagious vesicular infections. If one of these
viruses was the causative agent of the PIVD outbreaks
herein reported, rapid dissemination throughout the pig
herds would have resulted. Furthermore, neighbouring live-
stock farms would have had their herds affected by FMD,
VS or SVD infection and, in the regard to FMD and VS
viruses, would have included herds of other animal species;
however, these infections have not been reported. There-
fore, classical viral vesicular diseases also were epidemiolog-
ically excluded as the causative agents of these outbreaks.

Other porcine picornaviruses that might be assodated
with cutaneous lesions and have been previously reported
in Brazilian pig herds (Donin et al., 2014) were not
detected in this study. Based on the negative results for
important porcine vesicular disease viruses, the outbreak
epidemiology, and the Senecavirus A RNA detection and
isolation, this pordne picornavirus is strongly considered
to be the causative agent of the vesicular disease outbreaks
in these pig herds. This statement is reinforced by the
results from the cutaneous tissue samples of dinically
healthy animals in PIVD-affected and non-affected pig
herds, which did not reveal the Senecavirus A presence.

Outside of North America, outbreaks of porcine vesicu-
lar disease of unknown aetiology were reported in Australia
(Munday and Ryan, 1982), New Zealand (Montgomery
et al,, 1987), United Kingdom (ISID, 2007) and Italy (Sensi
et al., 2010). However, Senecavirus A infection was not
investigated in the above-mentioned outbreaks; in the first
two studies certainly due to event time, however, we cannot
assert about the reasons for this virus had not been investi-
gated in the United Kingdom and Italy. Moreover, we had
access to limited information in the regard to the outbreaks
in these two last countries (ProMED-mail post and Con-
gress proceedings, respectively) and, therefore, it is not pos-
sible to perform an appropriate approach of these cases.

To the author’s knowledge, there is no previous history
suggestive of PIVD in Latin America and this study likely
represents the first attempt to investigate Senecavirus A in
this American region. There are only two North American

R A Leme et al.

studies that reported Senecavirus A detection in PIVD-af-
fected animals. In the first one, a group of 187 pigs were
screened for virus infections; however, it was not described
the number of positive animals for Senecavirus A (Pasma
et al, 2008). The second study evaluated an isolated case of
PIVD from a single pig at 6 months old (Singh et al.,
2012). This Brazilian study evaluated eight PIVD-affected
pig herds from two different states of the southern region
of the country, and in all of them, Semecavirus A was
detected only in animals with clinical signs. Additionally,
the virus was successfully isolated from the vesicular fluid,
evidencing that Senecavirus A virions were present in clini-
cal samples.

In conclusion, this study represents the first report of
Senecavirus A infection outside of North America. Vesicular
diseases in farm animals are clinically, economically and
epidemiologically important problems. Due to the highly
contagious feature of FMD, this was the first disease for
which the OIE established an official list of free countries
and zones. The SVD, VS and vesicular exanthema of swine
present clinical signs similar to FMD, induding vesicular
lesions, and are grossly and clinically indistinguishable of
the FMD virus infection. Therefore, these viruses were also
included in the OIE-listed diseases. In 2012, the United
States Animal Health Association determined a resolution
in which Senecavirus A and PIVD are the main subjects due
to the similar dinical signs with FMD and in order to
develop and implement plans to minimize the conse-
quences of vesicular lesions not associated with foreign ani-
mal diseases found in pigs of that country (USAHA, 2012),
reinforcing the health and economic importance of these
newly emerging pathogen and disease of swine.

Senecavirus A may be an emerging causative agent of
vesicular disease, and this virus should be included in the
differential diagnostic for the classical viral vesicular dis-
eases, even though the Senecavirus A infection is milder and
does not have elevated economic impacts. The novel pri-
mer set reported in this study was suitable for the rapid
molecular detection of the Senecavirus A, and it may repre-
sent a novel tool for studies based on the molecular epi-
demiology and evolution of this virus.
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Clinical Manifestations of Senecavirus A
Infection in Neonatal Pigs, Brazil, 2015

Raquel A. Leme,” Thalita E.S. Oliveira,’
Brigida K. Alcantara, Selwyn A. Headley,
Alice F. Alfieri, Ming Yang, Amauri A. Alfieri

We identified new clinical manifestations associated with
Senecavirus A infection in neonatal piglets in Brazil in 2015.
Immunohistochemical and molecular findings confirmed
the association of Senecavirus A with these unusual clini-
cal signs and more deaths. Other possible disease agents
investigated were not associated with these illnesses.

Seneca\:'ims A (SVA). formerly called Seneca Valley
virus, is the single representative species of the genus
Senecavirus (family Picornaviridae). SVA is a single-
stranded. positive-sense, nonenveloped RNA virus with a
genome size of =7.2 kb (I).

SVA infection was associated with porcine idiopathic
vesicular disease (PIVD) in pigs in Canada (2). the United
States (I). and Brazil (3,4). The clinical manifestations of
PIVD are indistinguishable from those of other vesicular
virus infections, including foot-and-mouth disease virus
(FMDYV), vesicular stomatitis virus, swine vesicular disease
virus (SVDV), and vesicular exanthema of swine virus (2,3).
These clinical signs include fluid-filled and ruptured vesicles
and ulcerative lesions at the coronary band. hooves, and/or
snout (I—4). In 2015, we identified new clinical manifesta-
tions associated with SVA infections in piglets in Brazil.

The Study
Since early 2015, increased numbers of deaths were record-
ed in pig herds from different geographic regions of Brazil.
Piglets during their first week of life demonstrated clinical
signs such as muscular weakness, lethargy, excessive sali-
vation. cutaneous hyperemia. neurologic manifestations.
and diarrhea: some died suddenly. Clinical signs lasted for
3-10 days and then disappeared in piglets that survived.
To determine the cause of these illnesses. we investi-
gated 5 farms (A—E). Pig populations per farm varied from
10.000 to 23,000 animals, and piglet death rates during the
first week of life ranged from 20% to 30%. Ten piglets that
died spontaneously were examined (Table 1).

Author affiliations: Universidade Estadual de Londrina, Parana,
Brazil (R.A_ Leme, TE S Oliveira, B K_Alcantara, S A Headley,
A_F. Alfieri, A A_ Alfieri); National Centre for Foreign Animal
Disease, Winnipeg, Manitoba, Canada (M. Yang)
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Farms A. B. D. and E had gestating and/or farrowing
sows with fluid-filled or ruptured vesicles at the coronary
bands, hooves, or snouts; reproductive disorders were not
observed. We had identified SVA RNA from sows at farms
A and B (3) a week before the onset of clinical manifesta-
tions in these piglets.

Routine necropsies of all piglets were conducted soon
after death. Tissues were fixed by immersion in 10% buff-
ered formalin solution and processed for histopathologic
evaluation. Selected tissue fragments were used in an immu-
nohistochemical (THC) assay designed with monoclonal an-
tibodies to detect SVA (5). Duplicate sections of the organs
and scrapings from oral vesicles and cutaneous lesions were
collected for molecular diagnostics. From piglets at farms C.
D. and E. we collected diartheic fecal samples to investigate
the possibility of enteric viruses. We analyzed 81 tissue sam-
ples and 6 diartheic fecal samples during this study by a com-
bination of pathologic and molecular diagnostic methods.

Molecular assays were conducted to identify viruses
that might be associated with the reported clinical signs:
these included SVA (3): FMDV. vesicular stomatitis virus.
and SVDV (6): teschovirus A, sapelovirus A, and entero-
virus G (7): porcine parvovirus (8): and porcine circovirus
type 2 (9). Feces and fragments of the small intestine from
piglets of farms C. D, and E were evaluated for porcine ro-
tavirus species A. B. C (10). and H (11): porcine epidemic
diarrhea virus (12): swine deltacoronavirus (13): and trans-
missible gastroenteritis virus (12).

Seventeen amplified products were submitted for se-
quencing. We conducted sequence identity matrix using
BioEdit software version 7.1.11 (http://www.mbio.ncsu.
edu/bioedit/bioedit. html). A phylogenetic tree based on
nucleotide sequences was obtained using MEGAG software
(http://www.megasoftware.net).

The most frequent gross manifestations observed were
petechial hemorrhages of the kidney (7 piglets) and ulcer-
ative lesions at the tongue (6 piglets) and coronary bands
(4 piglets) (Figure 1. panels A, B). Interstitial pneumonia,
the predominant histopathologic alteration. occurred in all
the piglets: other frequent lesions were diphtheric glossitis
(6 piglets), lymphoceytic myocarditis (6 piglets), ballooning
degeneration of the transitional epithelium of the urinary
bladder (Figure 1, panel C) and the ureters (4 piglets). and
lymphoplasmacytic encephalitis (3 piglets).

Consistent SVA THC staining occurred at the fransi-
tional epithelium of the renal pelvis and the urinary bladder

'"These authors confributed equally to this article.
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Table 1. Geographic locations and other charactereristics of pig farms affected by Senecavirus A, Brazil, 2015

Month of

Farm State/region collection Animalno. Age,d Principal clinical manifestations

A Parana/Southern Brazil February 1 2 Weakness at birth, sudden death at 1-3 d of age
2 1

B Parana/Southemn Brazil February 3 2 Weakness at birth, sudden death at 1-3 d of age
4 1

C Mato Grosso do Sul/Midwest Brazil March 5 3 Cutaneous hyperemia, diarrhea, excessive salivation,

lethargy, death

D Santa Catarina/Southern Brazil March 6 2 Acute diarrhea and/or wasting, death

E Santa Catarina/Southern Brazil July il 2 Diarrhea, neurologic manifestations, sudden death
8 2
9 4
10 5

(Figure 1. panel D) of 4 piglets: within epithelial cells of the
choroid plexus of the cerebrum (8 piglets) and the tongue (5
piglets); and at the ependymal cells of the choroid plexus.
vascular endothelium, and the enterocytes of the villi of the
small intestine (2 piglets) (Table 2. http://wwwnc.cdc.gov/
EID/article/22/7/15-1583-T2.htm).

The expected SVA RNA fragment was amplified by
reverse transcription PCR from 77.8% (63/81) of all or-
gans: all tissues from piglet 4 were positive for SVA and

o -

Figure 1. Pathologic alterations in piglets infected with Senecavirus A, Brazil, 2015. Gross examination shows multifocal diphtheric

only 1 tissue sample from 3 piglets (nos. 2. 3. and 10) yield-
ed negative results. Moreover. the nucleic acids of all other
viruses investigated during this study were not amplified.
Sequence analysis from the 17 amplicons showed
98.8%—100% nt and aa similarities between each other
and other isolates from Brazil available in GenBank (ac-
cession nos. KR075677 and KR075678). The SVA isolates
we identified had similarities that varied from 87.4% nt
(GenBank accession no. EU271760) to 98.5% nt (GenBank

W.f/f.'H’HHI\Il\]‘.nl‘lﬁl‘w‘.\‘\‘.\a;
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glossitis (A) and ulcerations of the coronary band (B). Histopathologic images demonstrate ballooning degeneration of the epithelium of
the tongue (C) and positive immunoreactivity of the uroepithelium of the urinary bladder (D) to Senecavirus A. Panel B, scale shown in
centimeters; panel C, hematoxylin and eosin stain; scale bar indicates 20 um; panel D, immunoperoxidase; scale bar indicates 10 um.
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accession no. KC667560) and 94.4% aa (GenBank acces-
sion nos. EU271759 and EU271760) to 99.4% aa (Gen-
Bank accession no. KC667560) for isolates identified in
North America. Phylogenetic analysis showed that the
strains from this study (GenBank accessionno. KT445973—
KT445977) clustered with other known isolates of SVA
and were distant from other picornaviruses associated with
vesicular diseases (Figure 2).

Conclusions

SVA has been associated with PIVD in pigs with ve-
sicular lesions at the snout. coronary band, and hooves
(1-3). However, findings from our investigation suggest
a new clinical syndrome associated with SVA infection
that resulted in disease to multiple tissues and organs of
these piglets.

The patterns of the cutaneous lesions identified in this
study might be similar to those of other vesicular infections
of picornavirus (FMDV and SVDV). in which ballooning
degeneration of epithelial cells and the formation of mi-
crovesicles are hallmarks (74.15). In addition, FMDV and
SVDV affect different organs of susceptible animals—the
heart. lungs, lymph nodes. bone marrow, and central ner-
vous system (74.15)—suggesting a wide organ tropism of
these viruses.

An interesting feature during this study was the con-
stant immunolabelling of SVA within epithelial cells of
the choroid plexus of the brain and the surrounding endo-
thelia of blood vessels in piglets with neurologic disease.
On the basis of the THC results and molecular findings in
different tissues of the brain. we theorized that the neu-
rologic manifestations of SVA observed during this in-
vestigation might be due to early infection of the choroid
plexus through alteration of the integrity of the vascular
epithelium and subsequent dissemination to the adjacent
neuropil. The THC detection of SVA within the urinary
epithelium of all piglets suggests that urine might be a
mode of dissemination and a possible source of contami-
nation within affected pig farms.

Another unusual finding associated with SVA infec-
tion during this study was the occurrence of diarrhea in pig-
lets. Molecular screening did not detect any of the common
enteric viral pathogens of suckling piglets. However, the
THC and reverse transcription PCR identified SVA in the
small infestine of piglets with diarthea. demonstrating the
ability of SVA to replicate within the enteric epithelium.

Our results suggest that SVA is a pantropic virus
that produces a multisystemic disease entity in pigs in-
fected at an early age. The constant immunolabelling
of the vroepithelium of all piglets with SVA antigens
might indicate that in-pen contamination, through urine,
should be considered as a possible route for the dissemi-
nation of this virus.

1240

g8 [ SenV-Aisolate BI-4TT52 (EUZTITST)

Sen-A isolate BE-36695(EU2T1760)
a1 Sen\-A solate 1278 [EU2T1T63)
SenlV-A (NC 011349)

9 = SenV-Asolate SVV-001 DQB41257)
Sen-A isolate 131395 (EU271758)
BRA/UEL-SVV-B2/15 (KROTSETE)

@ BRA/UEL-SenV-E1015 (KT44597T)

@ BRAJUEL-SenV-C5/15 (KT445975)

@ BRAJUEL-SenV-DE/15 (KT445976)
BRAJUEL-SWV-A1/15 (KROTSETT)

@ BRAUEL-SenV-B4/15 (KT445974)

@ BRAUEL-SenV-A2I15 (KT445973) |

a8
[
100 [ Porcing teschovines isolate Dominican Republicf2010 (JO80E131)
100 = Poecing taschovinss ieslate Fuyw/2000/2 (KCT57344)

g1

Senecavirus A

:| Teschovirus A

FMDV SAT 1 isolate satl-20 isol1 (AYES3830)
FMDY SAT 3 isolate saii-dbech 5023 (AYSE3553)
FMDV SAT 2 isolale sat2-Jkenya-21 (AY593649)
FMDV type Asia 1 isolatelND 6372 (AY304594)
FMDV type O isolate O1Campos (AJ320488)
88| — FMDV type Aisolate Brazil isoB7 (AY593783)

81— FMDV type C isolate KEN/A/2004 (KM253887)

a6 |: Porcine sapelovirus isolate KS04105 (KJ&21018)
Porcing strain YC2011 |,

85

Foot-and-mouth dissase vinrs

:|qual0vxms A

[ SVOV isolate HKNM-5-TT (KFO632TE)
SVDV strain NET/1/92 (AF268085)

#2| = Porcine enterovirus B (NC 004441)

100 = Porcine enterovines type 3 isolate UKGH#1073 (Y 14459)

00| % }M}emﬁmﬂwd«sﬁs&smﬁ

:| Enterovirus G

T
Figure 2. Phylogenetic relationship of strains of Senecavirus A
identified in Brazil during 2015 (black circles) and other sequences
available in GenBank derived from species of picomavirus
associated with vesicular disease. Maximum-likelihood phylogenetic
tree construction used the Kimura 2-parameter model with g
distribution based on the partial viral protein (VP) 3/VP1 region of
the Senecavirus A genome. GenBank accession numbers are given
in parentheses. Bootstrap values determined in 1,000 replication.
Scale bar indicates nucleotide substitutions per site.
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Table 2. Distribution of nucleic acid and antigens of Senecavirus A in 1 to 5 day-old piglets *

Identification of Senecavirus A

Farm Piglet no.
Organs RT-PCR IHC
A 1 Tongue + +
Gingiva +F +
Ruptured cutaneous vesicle (thorax) + -
Coronary band ulcerations + Not done
Myocardium +t -
Lung + -
Liver - -
Renal pelvis +t +
Cerebrum - +§
Cerebellum + -
Brainstem - -
2 Tongue + +
Myocardium +t,1 -
Lung + -
Liver + -
Renal pelvis +t +
Cerebrum - +§
Cerebellum + -
Brainstem + -
B 3 Tongue + +
Coronary band ulceration + Not done
Myocardium +t -
Lung + -
Liver + -
Renal pelvis +F +
Brain - +
Cerebellum + -
Brainstem + -
4 Tongue + +
Gingiva +f +
Myocardium +f -
Lung + -
Liver + -
Renal pelvis +1,1 +
Cerebrum + +8
Cerebellum + -
Brainstem +t -
C 5 Myocardium + -
Lung 1.1 -
Liver - -
Small intestine with fecal content + +
D 6 Small intestine with fecal content +1,1 +
E 7 Myocardium - -
Lung - -
Spleen +1 -
Renal pelvis - +
Urinary bladder + +
Small intestine with fecal content - -
Cerebrum - +§
Cerebellum - -
Brainstem - -
8 Myocardium + -
Lung +1 -
Spleen + -
Renal pelvis + +
Urinary bladder + +
Small intestine with fecal content - -
Cerebrum + +§
Cerebellum + -
Brainstem - -
9 Gingiva + +
Myocardium + -
Lung + -
Spleen + -
Renal pelvis + +
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Urinary bladder

Small intestine with fecal content
Cerebrum

Cerebellum

Brainstem

Tongue
Gingiva
Myocardium
Lung

Spleen

Renal pelvis
Urinary bladder
Small intestine with fecal content
Cerebrum
Cerebellum
Brainstem

+ 4+ + + + + +

-

* RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; IHC, immunohistochemistry
+ amplicons submitted for sequence analysis.

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

§ choroid plexus.
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3.3 PATHOLOGICAL, IMMUNOHISTOCHEMICAL AND MOLECULAR FINDINGS
ASSOCIATED WITH SENV-A-INDUCED LESIONS IN NEONATAL PIGLETS
(http://doi.org/10.1016/j.jcpa.2016.06.011)
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Pathological, Immunohistochemical and
Molecular Findings Associated with Senecavirus
A-Induced Lesions in Neonatal Piglets
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Summary

This study investigated the cause of the mortality of piglets with cutaneous, enteric and neurological disorders
from seven pig farms located in different geographical regions of Brazil. Twelve 1- to 5-day-old piglets were
submitted for pathological evaluation. The principal gross findings included faint rib impressions on the
pleural surface of the lungs (n = 9), diphtheritic glossitis (» = 6) and ulcerative lesions at the coronary band
(n = 5). Histopathology revealed interstitial pneumonia (n = 12), myocarditis (n = 6), diphtheritic glossitis
(n = 3), encephalitis (n = 3) and atrophy of intestinal villi with vacuolation of the superficial epithelial cells
(n =6). Immunohistochemistry with monoclonal antibodies specific for Senecavirus A (SenV-A) demonstrated
immunoreactivity of the choroid plexus of the cerebrum, degenerate epithelium of ulcerative lesions of the
tongue, the urothelium of the kidney and urinary bladder, and the superficial cells of the intestine. Reverse
transcriptase polymerase chain reaction (PCR ), PCR andfor quantitative PCR assays were used to investigate
viral agents associated with vesicular andjor enteric diseases. Antigens and RNA of SenV-A were identified in
multiple tissues of all piglets; molecular assays for all other viruses evaluated yielded negative results. These
findings confirm the participation of SenV-A in the multiple lesions observed in these piglets. Several theories
are proposed: SenV-A may be eliminated via the urinary system, neurological disease may occur due to initial
invasion of choroid plexus, enteric disease may be related to atrophy and fusion of villi of the small intestine,
and vertical transmission could be a form of dissemination.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: pathogenesis; picornavirus infection; poreine idiopathic vesicular disease; Seneca Valley virus

Introduction 2005}, with the first complete genome sequence deter-
mined in 2005 (Hales e al., 2008).

A vesicular disease of unknown aetiology, named
porcine idiopathic vesicular disease (PIVD), was re-

Senecavirus A (SenV-A), formerly referred to as Sen-
eca Valley virus, is the single representative species of
the Senecavirus genus, Picornaviridae family. SenV-Aisa . . e . .
sin le-qtrandeg 0~;’iu’ve-~;en~;e non-enzelo ed RNA ported from pig herds of different countries, including
o gi' " b d, Pos ol 'f"" o lp% 9 k"l Australia (Munday and Ryan, 1982), New Zealand
virus ‘,’Vlt a germrf‘le hl;_e 0 :apl?rox1mate Y s to- (Montgomery et al., 1987), the UK (ProMED-mail,
bases (Hales et al., 2008). Ihls virus was ﬁrstrlsolated 2007) and Ttaly (Sensi e al., 2010). PIVD was also re-
as a cell culture contaminant in 2002 (Knowles, ported in pigs from Indiana, USA (Amass e dl., 2004;
Singh et al., 2012) and Manitoba, Canada (Pasma
el al., 2008). Recently, cases of SenV-A associated

Correspondence to: 5. A. Headley (e-mail: selwyn.headley@uelbr).

0021-9975/% - see front matter © 2016 Elsevier Lid. All rights reserved.
http://dx.doLorg/10.1016/j.jcpa.2016.06.011
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disease were described in pigs from distinct geograph-
ical regions of Brazil (Leme ¢f al., 2015) and the virus
was also identified from the vesicular fluid and sera of
sows with PIVD and in piglets from this country
(Vannucci et al., 2015; Leme ef al., 2016). In
addition, the complete genome of SenV-A was ob-
tained from an outbreak of piglet mortality in China
(Wu et al., 2016).

Although the genome of SenV-A virus is described
by several groups (Hales ¢f al., 2008; Vannucct ¢f al.,
2015), the pathological findings associated with this
virus are poorly understood. This study describes
the  pathological, immunohistochemical and
molecular findings associated with spontaneous
SenV-A-induced infections in piglets, and supple-
ments the results of a previous investigation (Leme
et al., 2016).

Materials and Methods

Clinical Information

The clinical history of the animals and the geograph-
ical distribution of the farms affected are given in
Table 1. The affected piglets were 1—5 days old.

The piglets originated from four States and three
geographical regions of Brazil. Since January 2015,
there have been reports of a vesicular disease of un-
known aetiology affecting several pig herds from
diverse geographical regions of Brazil. By the end of
February 2015, two pig herds (A and B) from distinct
cities of the State of Parana, Southern Brazil, reported
the birth of weak piglets and the sudden death of pig-
lets at 1—3 days of age.

By March 2015, the death of piglets during the first
week of age had been reported from two farms from
the states of Mato Grosso do Sul, Midwest Brazil
(farm C) and Santa Catarina (SC), Southern Brazil
(farm D). Piglets from farm C demonstrated lethargy,
excessive salivation, cutaneous hyperaemia and diar-
rhoea. The piglets from farm D presented with acute
diarrhoea and/or wasting, with death occurring soon
after.

In July 2015, four piglets (2- to 5-days-old) from a
farm (E) located in SC, Southern Brazil, were submit-
ted for necropsy examination. Piglets from this farm
demonstrated acute diarrhoea and neurological signs.
The clinical signs persisted for approximately 3—7
days and then disappeared in all piglets that

Table 1
Geographical locations of farms affected, biological data and clinical findings of piglets.

Farms affected Geographical locations Piglet number Age (days) Principal clinical signs
(‘state| Brazilian region )
A Parand/Southern Brazil 1 2 Birth of weak piglets
2 1 Sudden death of
animals between 1 and
3 days of age
B Parand/Southern Brazil 3 2 Birth of weak piglets
4 1 Sudden death of
animals between 1 and
3 days of age
C Mato Grosso do Sul/ 5" 3 Cutaneous hyperacmia
Midwest Brazil Death
Diarrthoea
Excessive salivation
Lethargy
D Santa Catarina/ 6 2 Acute diarrhoea andfor
Southern Brazil wasting
Death
E Santa Catarina/ 7 2 Diarrhoea
Southern Brazil 8 2 Neurological signs
9 4 Sudden death
10 5
F Sao Paulo/Southeastern 11 3 Death
Brazil Diarrhoea
Neurological signs
G Santa Catarina/ 12 2 Death
Southern Brazil Diarrhoea
Wasting

"Tissues of pigs received for histopathological evaluation.
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recovered [rom this disease. In all of these farms, the
total pig populations ranged from 10,000 to 23,000
animals, with mortality rates of piglets during the first
week of age varying from 20% to 30%.

The consulting veterinarian at farm F (Sdo Paulo,
SP; Southeastern Brazil) indicated that diarrhoea
affecting piglets began in late August 2015. At that
time, there were 2,500 piglets with morbidity esti-
mated at 60% and 15% mortality. In late September
2015, SenV-A was identified by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) assay of vesic-
ular fluid and cutaneous lesions from gestating sows
on farm G, Santa Catarina, Southern Brazil; there
were 940 gestating sows with morbidity estimated at
30%, but no reported cases of mortality. This herd
contained 150 piglets with diarrhoea, with 15% of
the aflected animals dying during the first week of
age.
In addition, all farms, except farm C, reported that
gestating andfor farrowing sows demonstrated fluid-
filled and/or ruptured vesicles at the coronary band,
hooves andfor snout; reproductive disorders were
not observed. SenV-A RNA was identified in samples
from the ruptured vesicles and ulcerative lesions of
sows on farms A and B (Leme ¢f al., 2015).

Gross Pathology

Routine necropsy examination of 10 piglets was per-
formed soon after death; tissue fragments were
received from piglet number 5 (farm C) and piglet
number 6 (farm D). Selected tissues from all animals
subjected to necropsy examination, as well as the tis-
sue fragments from the two piglets, were fixed in 10%
neutral buffered formalin and processed routinely.
Duplicate sections of the organs mentioned above,
as well as swabs from oral vesicles and cutaneous
lesion scrapings, were collected freshly during nec-
ropsy examination and maintained at —80°C until
processed for molecular diagnostics.

In order to avoid cross contamination, equipment
used during necropsy examination and sample collec-
tion was cleaned and immersed in a mixture of anti-
septic and disinfectant solution between each
collected sample. Faecal samples from piglets with
diarrhoea from farms C, D, E, I and G were collected
to investigate the possible participation of enteric vi-
ruses associated with diarrhoea.

Immunohistochemistry

Selected tissue fragments from each piglet, as well as
the tissues from the piglets on farms C and D, were
studied by immunohistochemistry (IHC) using
monoclonal antibodies to detect SenV-A (Yang

el al., 2012). These reagents were kindly provided
by Dr. M. Yang, National Centre for Foreign Animal
Disease, Manitoba, Canada. The IHC protocol
(Headley et al., 2001) involved incubation with mono-
clonal antibody F60SVV-76 (1 in 50 dilution) over-
night at 4°C. The secondary detection system was
SuperPicture™ Polymer Detection kit (Invitrogen,
Camarillo, California, USA).

Molecular Characterization of Senecavirus A

Tissue samples were disrupted with a MagNa Lyser™
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), homoge-
nized in 0.01 M phosphate buffered saline (PBS, pH
7.2) and clarified by centrifugation at 3,000 g for
10 min. Faecal suspensions were prepared at
10—20% (w/v) in 0.01 M PBS and centrifuged at
5,000 g for 3 min.

The supernatants were used [or nucleic acid extrac-
tion. This was performed by using 400 pl of faecal ho-
mogenate  (10—20% wjv) and proteinase K
pretreated aliquots of tissue suspensions in a combina-
tion of phenol/chloroform/isoamyl alcohol and silica/
guanidine isothiocyanate extraction methods (Boom
el al, 1990; Alfieri e al., 2006). The extracted
nucleic acid was eluted in 50 pl of ultrapure R Nase-
free di-ethylpyrocarbonate (DEPC)-treated sterile
water (Invitrogen). Positive controls consisted ol viral
RNA from a previousstudy (Leme e al., 2015); sterile
ultrapure water (Invitrogen) was used as a negative
control during all nucleic acid extractions and ampli-
fication procedures.

The possible participation of SenV-A RNA in these
lesions was investigated by using a RT-PCR assay de-
signed to target a 542 base pair sequence of the partial
VP3/VPI regions of the virus genome (Leme ¢f al.,
2015).

Differential Molecular Diagnosis

Molecular assays were performed to identify the nu-
cleic acids of viruses that might be associated with
cutaneous and/or vesicular lesions, wasting, neurolog-
ical or systemic disorders of pigs. These included
SenV-A, foot-and-mouth disease virus (FMDV), ve-
sicular stomatitis virus (VSV), swine vesicular disease
virus (SVDV), Teschovirus A, Sapelovirus A, and Entero-
virus G, poreine parvovirus (PPV) and porcine circo-
virus type 2 (PCV2). The participation of FMDV,
VSV and SVDV were investigated as recommended
by the OIE Terrestrial Manual (Hofner et al., 1994;
Nuifez et al.,, 1998; Reid et al., 2000; OIE, 2015).
The identification of teschovirus A, sapelovirus A
and enterovirus G was investigated by targeting the
partial 5" non-translated region of the genome these
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Fig. 1. Graphical demonstration of the distribution of the principal gross (A) and histopathological (B) findings in piglets infected with

Senecavirus A

viruses (Krumbholz ef al., 2003; Donin et al., 2014).
PCR and qPCR assays for PPV and PCVZ,
respectively, targeted the partial PPV NS1 (Soares
et al., 1999) and PCV2 ORF2 (Mclntosh e al,
20009} genomic regions.

All organs collected from each piglet were evaluated
for all the viruses described above, except for PPV and
PCV2, which were only tested for in samples of the
heart and lungs. Additionally, faeces and fragments
of the small intestine from piglets of farms C, D, E, F
and G with clinical manifestations of diarrhoea were
evaluated for porcine rotavirus species A [Gouvea
et al., 1990; Gentsch et al., 1992), B (Marthaler ¢ al.,
2012), C (Alfieri et al., 1999} and H (Molinari et al.,
2014); porcine epidemic diarrhoea virus (PEDV),
partial genes § and M (Kweon e al, 1997; Kim
et al., 2001); swine deltacoronavirus (SDCoV),
partial genes M and N (Wang et al., 2014); and trans-

missible gastroenteritis virus (TGEV), partial gene §
(Kimetal., 2001). Positive controls consisted of nucleic
acids of viral agents from a previous study (Leme ez al.,
2016). Sterile water was used as negative control (In-
vitrogen). These controls were included in all PCR
and RT-PCR assays.

Sequence Analysis
Seventeen amplified products from the SenV-A RT-

PCR assay were submitted for sequencing. Table 2
presents the amplified products submitted for sequence
analysis according to the tissue samples of each piglet.
Amplicons were purified by the PureLink® Quick Gel
Extraction and PCR Purification Combo Kit {Invitro-
gen) and quantified with a Qubit® fluorometer (Invi-
trogen). These were then sequenced in both directions
with the forward and reverse primers in an ABI 3500
Genetic Analyzer with the BigDye® Terminator v3.1
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Fig. 2. Pathological changes in piglets infected with Senecavirus A. There is multifocal diphtheritic gingivitis (A) and glossitis (B), and
petechial haemorrhages of the ear (C). Observe the faint rib impressions on the pulmonary surface (D), haemorrhagic nephritis

(E), marked congestion of meningeal vessels of the brain (F), crusting cutaneous lesions at several anatomical locations (G) and

ulceration of the plantar foot pad (H). Scale in em.

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Foster
City, California, USA).

The obtained sequences were examined for quality
analysis of chromatogram readings by using the
PHRED software (http://asparagin.cenargen.
embrapa.br/phph); sequences were only accepted if
base quality was equal to or greater than 20. Consensus
sequences were then generated by the CAP3 program
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/cgi-bin/phph/
cap3.pl), after which the partial nucleotide sequences
were initially compared by the Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST) program (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST) with similar sequences deposited
in GenBank. Sequence identity matrix was performed
using the BioEdit software version 7. 1. 11 (htp: //www.
mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit. html).

Results
Pathological and Immunohistochemical Findings

The pathological and immunohistochemical findings
are summarized in Fig. | and Table 2. The most
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Fig. 3. Histopathological and immunohistochemical findings in piglets infected with Senecavirus A (SenV-A). (A) Cerebrum showing
immunolabelling of epithelial cells of the choroid plexus. (B) The endothelial cells (arrows) of the capillaries are also immunore-
active toSenV-A. (C—D) Labelling of epithelial cells of the tongue for SenV-A antigen. (E) There isfusion of intestinal villiand (F)
vacuolation of the superficial epithelial cells of the smallintestine. (G) Labelling ofthe uroepithelium of the urinary bladder (G)and
(H) the renal pelvis of the kidney for SenV-A antigen. IHC, A~D, Gand H.HE, E and F.

frequent gross changes observed during necropsy ex-
amination of the 10 piglets were faint rib impressions
on the pleural surface of the lungs (n = 9), pulmonary
oedema (n = 8), congestion of meningeal vessels
(n = 8), petechial haemorrhages of the kidney
(n=T7),diphtheritic glossitis (» = 6) and ulcerative le-
sions at the coronary band (n = 5). Three piglets
(numbers 1, 4 and 10} with multifocal cutaneous
crusts at different anatomical locations (including
the ventral region of the mandible, metacarpus, vulva

and the metatarsophalangeal joint) also had diphthe-
ritic glossitis. Liquid faeces, indicative of diarrhoea,
were observed in the small intestine of piglets 8, 11
and 12, and were also reportedly seen in piglets 5
and 6. The gross lesions observed during this study
are shown in Fig. 2. The stomachs of all piglets were
filled with milk.

Interstitial pneumonia was the predominant histo-
pathological alteration and occurred in all piglets
examined by necropsy examination, as well as in the
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pulmonary fragments of the other two piglets. Other
frequent histopathological  alterations included
lymphoid depletion of the spleen, tonsils and/or
lymph nodes (n = 8), lymphocytic myocarditis
(n = 6), ballooning degeneration of the transitional
epithelium of the wrinary bladder and the ureters
(n = 6) and lymphoplasmacytic encephalitis
(n = 3). There was vacuolation of the superficial
epithelial cells of the intestinal mucosa in six piglets
(numbers 5, 6, 7, 8, 11 and 12) with clinical histories
of diarrhoea, with atrophy of intestinal villi occurring
in six piglets (numbers 5, 6, 9, 10, 11 and 12).

The distribution of SenV-A antigens in tissues from
the piglets is given in Table 2. SenV-A antigens were
identified in multiple tissues from all piglets. Consis-
tent  SenV-A  immunohistochemical labelling
occurred in the transitional epithelium of the renal
pelvis and/or ureters (n = 6) of all piglets subjected
to necropsy examination and in the urinary bladder
(Fig. 3) collected from six piglets with ballooning
degeneration of the epithelium. Consequently, there
was concomitant positive immunolabelling of the
epithelium of the urinary bladder and the renal pelvis
in six piglets (numbers 7, 8, 9, 10, 11 and 12).
Frequent labelling also occurred of the epithelial cells
of the choroid plexus of the cerebrum (# = 8) and the
affected tongue of most piglets (n= 5} with patholog-
ical alterations. In addition, labelling was observed in
the vascular endothelium within the choroid plexus,
and in the vacuolated superficial enterocytes of the
small intestine of five piglets. Diarrhoea was observed
in three of these animals (numbers 8, 11 and 12).

Moulecular Characterization of Senecavirus A

SenV-A RNA of expected size was amplified success-
fully from the RT-PCR assays of most of the organs
collected from the 12 piglets. The distribution of viral
RNA in tissues/organs from each piglet is given in
Table 2. SenV-A RN A was most frequently amplified
from the lungs (n = 10), renal pelvis (r = 9), myocar-
dium (n = 9), small intestine (n = 8) and cerebellum
(n=T). Viral RNA was amplified from the kidneys of
most piglets (n = 7) that demonstrated antigens of
SenV-A by ITHC. This correlation also occurred for
the urinary bladder of the six piglets that had viral an-
tigens demonstrated by IHC. In addition, viral RNA
was amplified from the intestine of most of the piglets
with diarrhoea.

The RNA of teschovirus A, sapelovirus A and
enterovirus G, that might be associated with cuta-
neous lesions and has been previously reported in
pig herds from Brazil (Donin ef al., 2014, 2015), was
not detected in any of the tssues from the piglets.
Similarly, the targeted nucleic acid regions of

viruses associated with vesicular disease, myocarditis
and for encephalomyelitis were not identified during
this investigation. DNA of PPV and PCV2, viral
agents related to early death of piglets, wasting,
dermatitis syndrome, vesicular disease and/or
systemic clinical signs, was not detected in the tissue
samples evaluated. In addition, the RT-PCR assays
for porcine RVA, RVB, RVC, RVH, PEDV, SDCoV
and TGEV did notdetect the genomes of these viruses
in the faecal samples from piglets of farms G, D, E, F
and G.

Phylogenetic Analysis

The SenV-A sequences derived from these piglets
have been depesited in GenBank (Accession numbers
KT445973, KT445974, KT445975, KT445976 and
KT445977), and represent samples from most pig
farms. Sequence analysis of the 17 amplicons from
this study revealed 98.8% —100% nucleotide similar-
ities between each other and with other isolates
recently described in Brazil (KR073677 and
KR075678). At the amino acid level, the isolates in
this study were 100% identical with each other and
with the two previously mentioned strains from
Brazil, except for the amino acid sequences from pig-
lets 5 and 10, which were 98.8% similar to each other
and 99.4% similar to the other sequences in this
study. Relative to the other SenV-A sequences avail-
able in GenBank (ie. DQ641257, EU271757,
EU271758, EU271759, EU271760, EU271761,
EU271762, EU271763, KC667560 and
NC_011349), the strains described here had homol-
ogy ranging from 87.4% (EU271760) w 98.5%
(KC667560) for nucleotide sequence and 94.4%
(EU271759 and EU271760) to 99.4% (KC667560)
for amino acid sequence. The diagrammatic represen-
tation of the phylogenetic relationship between the
isolates from this study and similar strains of picorna-
virus associated with vesicular disease, deposited in
GenBank, has been published elsewhere (Leme
et al., 2016).

Discussion

The results of these pathological and molecular inves-
tigations have demonstrated the participation of
SenV-A in the multiple lesions ohserved in the 10 pig-
lets subjected to necropsy examination and in the tis-
sues of two piglets received for diagnosis from the
Southern, Southeastern and Midwest regions of
Brazil. Consequently, these findings extend the
geographical distribution of SenV-A in swine to
include Brazil, and correlate with other investigations
from this country (Vannueci et al., 2015: Leme er al.,
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2015, 2016}, The results suggest an early
manifestation of SenV-A-induced infection in all pig-
lets and demonstrate the susceptibility of young pigs
to this virus, with resulting multisystemic disease
(Leme et al., 2016).

Currently, the known vesicular disease-associated
picornaviruses might be considered as models to un-
derstand the forms of transmission, pathogenesis and
infection associated with SenV-A, since these viruses
have similar molecular features, are within the same
family and produce indistinguishable clinical signs
in pigs, suggesting similar viral biological properties
in this host species. The ballooning degeneration
observed in the cutaneous lesions induced by SenV-
A during this study may have a similar pattern to
that observed in the established diseases induced by
FMDV and SVDV, in which ballooning degenera-
tion of epithelial cells and the formation of microve-
sicles are the hallmarks of infection [Escribano-
Romero et al., 2000; Arzt e al, 2011). Erosive
lesions were also observed at the coronary bands of
several piglets and in a study by another group
(Vannueci ¢f al., 2015). These lesions are similar to
those seen in cases associated with FMDV. Addition-
ally, FMDV and SVDV affect different organs (e.g.
myocardium, lungs, lymph nodes, bone marrow and
central nervous system) of susceptible animals
(Escribano-Romero et al., 2000; Arzt e al., 2011),
suggesting a tropism of these viruses for different
cells. Similar results were observed during this
investigation, where multiple systems (i.e. nervous,
respiratory, urinary, cutaneous and digestive)
contained SenV-A antigens and/or nucleic acid as
observed by THC and RT-PCR, suggesting systemic
dissemination of the virus in all piglets.

The atrophy and fusion of the villi of the small in-
testine with the vacuolation of superficial epithelial
cells observed by histopathology in four piglets
(numbers 5, 6, 11 and 12}, associated with the positive
immunolabelling of SenV-A antigens within these le-
sions, suggests that thisinfectious agent was associated
with the clinical enteric manifestations that occurred
on several farms. In addition, viral RNA was ampli-
fied from the intestinal content from three of these pig-
lets. Although similar histopathelogical findings were
described in suckling pigs infected experimentally
with PEDV (Jung ¢f al., 2014}, this virus was not
amplified from any intestinal fragment and jor faeces
from these piglets. The vacuolation of superficial
epithelial cells observed in this and a previous study
(Jung et al., 2014) was considered to be ballooning
degeneration, an early indication of virus-induced
injury. The failure of molecular assays to identify
other agents frequently associated with gastrointes-
tinal disease in pigs supports the likely participation

of SenV-A in the development of these enteric clinical
manifestations and pathological findings.

Due to the consistent immunelabelling and ampli-
fication of SenV-A within epithelial cells of the
choroid plexus, the urinary bladder and the renal
pelvis, and the small intestine of several piglets, we
propose three hypotheses. The first is that the neuro-
logical manifestations of this disease might be related
to early infection of the choroid plexus via alteration
of the integrity of the vascular epithelium and subse-
quent dissemination to the adjacent neuropil. The
second suggests that urine from infected piglets may
be a means by which the virus is disseminated and
provides a possible source of contamination on
affected pig farms (Leme e al., 2016). Thirdly, the
pathological, immunohistochemical and molecular
results suggest that SenV-A can induce gastrointes-
tinal disease in neonatal piglets. Experimental models
are being designed to investigate these hypotheses.

During thisstudy, and based on ongoing routine in-
vestigations (unpublished data) of the distribution of
viral RNA and tssue antigens of SenV-A, we have
observed that positive results for RT-PCR and THC
are maore frequently and constantly obtained in spe-
cific tissues. RT-PCR for the detection of SenV-A
RNA is more likely to be paositive using pulmonary
and myocardial tissues, and possibly also brainstem;
while the tissues of choice for THC are the renal pelvis
and the urinary bladder. Consequently, we recom-
mend these tissues for the individual detection (either
by RT-PCR or IHC) of SenV-A; while the renal
pelvis and urinary bladder is the tissue of choice for
the combined molecular and immunchistochemical
diagnosis of SenV-A infection.

FMDV crosses the placental barrier, partcularly
during the early stages of gestation (Rvan e al.,
2007). However, this study was done in sheep and it
is not clear if FMDV or SVDV are able to cross the
placental barrier resulting in intra-uterine infections
in pigs. The detection of SenV-A by RT-PCR in 1-
to 2-day-old piglets with pathological lesions and
disseminated immunolabelling of viral antigens, sug-
gests that the virus might have been vertically trans-
mitted. We have previously identified SenV-A in
multiple fluid-filled and/or ruptured vesicles and ul-
cerative lesions of the coronary band, hooves and /or
snout from gestating sows of farms A and B (Leme
et al., 2015); however, it remains to be demonstrated
experimentally that SenV-A can cross the placental
barrier and infect the fetus.

In conclusion, the results from this investigation
suggest that neonatal piglets are susceptible to infec-
tion by SenV-A, resulting in a multisystemic disease
due to viral tropism for several tissues. The concomi-
tant identification of SenV-A virus in sows and piglets
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from three farms may suggest that vertical transmis-
sion is possible, while the consistent immunolabelling
of the urothelium of all piglets for antigens of SenV-A
might suggest that in-pen contamination, via urine,
should be considered as a possible route for the
dissemination of this virus. Furthermaore, SenV-A ap-
pears to produce enteric manifestations and disease in
neonatal piglets.
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CONCLUSOES

e O conjunto de primers desenhado neste estudo e padronizado para uso na técnica RT-
PCR foi apropriado para a deteccdo molecular do Senecavirus A, representando uma
nova técnica para estudos com base na epidemiologia molecular da infeccdo e

evolucdo do virus.

e A técnica de imunohistoquimica com anticorpos monoclonais para a deteccdo de
antigenos de Senecavirus A em diferentes amostras de drgaos/tecidos de suinos foi
padronizada com sucesso, representando uma técnica adicional de diagnostico da

infeccéo pelo virus.

e A deteccdo molecular e o isolamento de Senecavirus A em cultivo celular a partir de
liquido de vesicula demonstram que este virus € 0 agente causal dos surtos de doenca

vesicular relatados em suinos de diferentes categorias de producao.

e A deteccdo molecular do RNA do Senecavirus A, a imunoreatividade positiva na
técnica de imunohistoquimica e as lesbes macro e microscopicas observadas em
diferentes Orgdos/tecidos de leitdes neonatos com sinais clinicos de doenca
demonstram uma nova sindrome clinica associada a infeccdo pelo Senecavirus A,
resultando em doenca de multiplos 6rgédos/tecidos dos leitdes acometidos, incluindo

diarreia.

e A deteccdo concomitante do Senecavirus A em matrizes e em leitGes de 1-2 dias de

idade das mesmas granjas sugere a possibilidade de transmissdo vertical do virus.

e As sequéncias parciais de nt/aa da regido VP1 do Senecavirus A obtidas neste estudo
foram muito semelhantes entre si, mesmo sendo amplificadas a partir de diferentes
amostras bioldgicas, de animais de diferentes faixas etarias, provenientes de varias
granjas localizadas em distintos estados brasileiros, sugerindo que as cepas de

Senecavirus A atualmente circulando no rebanho suino brasileiro sejam homaologas.
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PERSPECTIVAS

Os casos de doenca vesicular suina relatados nos EUA (CANNING et al., 2016;
GIMENEZ-LIROLA et al., 2016), Brasil (LEME et al., 2015, 2016a, 2016b; VANNUCCI et
al., 2015) e China (WU et al., 2016) alertam para o potencial patogénico do Senecavirus A,
que pode levar a perdas produtivas e econdmicas. Adicionalmente, o fato da infeccdo por esse
virus ser clinicamente indistinguivel das infeccbes por agentes virais classicamente associados
a doengas vesiculares, como a febre aftosa, a estomatite vesicular, o exantema vesicular suino
e a doenca vesicular suina ressalta a importancia do diagndstico da infeccdo. Destaca-se a
posicdo que o Brasil ocupa no ranking mundial de producéo de suinos, sendo o quarto maior
produtor e exportador mundial de carne suina (ABPA, 2016). A suspeita de doencas de
notificagdo obrigatoria pode levar a embargos ao comércio internacional de animais e de
produtos de origem animal brasileiros, podendo gerar impactos negativos significativos para a
economia do pais. Portanto, o Senecavirus A deve ser incluido na lista de diagndsticos

diferenciais de doencas vesiculares classicas de suinos.

Por ser um virus RNA fita simples hd maior probabilidade de muta¢6es no genoma do
Senecavirus A, que podem ser expressas por alteracdes em proteinas importantes tanto na
imunogenicidade quanto na viruléncia do virus. Com isso, € importante 0 constante
monitoramento das caracteristicas moleculares e, principalmente, antigénicas das cepas virais

circulantes em regibes geograficas distintas.

O estabelecimento de sequéncias do genoma completo de cepas de Senecavirus A
detectadas no Brasil é fundamental para a caracterizacdo das cepas virais circulantes nos
rebanhos suinicolas brasileiros, bem como para a realizacdo de analises comparativas com

cepas contemporaneas identificadas em outros paises como EUA, Canada e China.
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Doengas viricas emergentes

1 Introducao

As tltimas décadas tém testemunhado o
surgimento e ressurgimento de varias enfermi-
dades viricas em populagtes humanas e animais.
As causas da emergéncia de algumas dessas en-
fermidades ja foram parcialmente esclarecidas e
parecem envolver diversos fatores que atuam in-
dividualmente ou em conjunto. Alguns exemplos
de enfermidades emergentes e re-emergentes e
os fatores supostamente envolvidos sio descri-
tos no Capitulo 9 — Epidemiologia das Infecgbes
Viricas. Muitas delas estdo descritas brevemente
nos capitulos relativos as suas familias. A seguir
serao descritos com mais detalhes alguns virus —
e as doencas a eles associadas — que assumiram
grande importincia nos ultimos anos, seja pelo
impacto em satade puablica ou pela repercus-
sdo econdmica na produgio pecuaria. Alguns
deles sao reconhecidamente zoonoticos, outros
aparentemente infectam apenas animais. Como
emergiram recentemente, somente o tempo sera
capaz de mensurar o seu real impacto nas popu-

lacées hospedeiras.

2 Senecavirus A

O Seneca Valley virus (SVV), como foi inicial-
mente denominado, foi isolado pela primeira vez
em Gaithersburg, cidade localizada no estado de
Maryland, nos Estados Unidos da América (EUA),
em 2002, a partir de cultura de células. Presume-
-se que o virus tenha sido introduzido no cultivo
celular pelo uso de soro bovino ou tripsina suina
contaminados com o 5VV. O nome do virus tem
sua nrigem no Seneca Creek State Park, que tica
proximo ao laboratdrio (Neotropix, Inc.) onde o
virus foi identificado, em Maryland.

Até 2014 havia apenas trés sequéncias geno-
micas completas de SVV disponiveis em bases
publicas de dados. Consequentemente, ha poucos
estudos com base no genoma completo do virus,
cujo protétipo foi denominado SVV-001. Esses
estudos permitiram a classificacao definitiva do
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Seneca Valley virus como o tnico representante do
novo género da familia Picornaviridae, denominado
género Senecavirus, espécie Senecavirus A.

2.1 Caracteristicas do Senecavirus A

O 5VV-001 possui o genoma tipico de outros
picornavirus, com o padrio L-4-3-4, ou seja, Leader
—4 polipeptideos da P1-3 polipeptideos da P2 —e
4 polipeptideos da P3. O KNA genémico do 5VV
consiste de aproximadamente 7200 nucleotideos
(nt), além de 666 nt na extremidade 5UTR e de
71 nt na 3¥UTR, com cauda poli (A). O genoma
viral possui uma tnica ORF que codifica uma
poliproteina com cerca de 2180 aminoacidos (aa).
A Figura 36.1 demonstra a representacio do ge-
noma Senecavirus A antes e apos o processamento
da polipmteina tinica, precursora das demais
proteinas virais.

A andlise da sequéncia dos nt 1-400 da 5'UTR
do prototipe SVV-001 revelou varias estruturas
secundarias. A regido 5’"UTR do genoma do Sene-
cavirus A possui um sitio de entrada no ribossomo
(internal ribosome entry site - IRES), cuja fungao
¢ permitir a traducido do RNA viral de forma
independente por meio da inibicdo da tradugio
do RNA celular. A sequéncia entre os nt 406-625
apresenta identidade de 57,3% com o virus da
Hepatite C (familia Flaviviridae), sugerindo que
a IRES do SVV-001 seja do tipo IV. Esse estudo
corrobora resultados anteriores em que varias
estruturas secundérias a partir de flavivirus e
picornavirus foram identificadas. A analise da
regido 3I'UTR do SVV-001 também revelou a
presenga de estruturas secundarias.

As caracteristicas gendmicas do Senecavirus A
sdo muito semelhantes as dos virus membros do
género Cardiovirus, especialmente em relagio aos
polipeptideos P1, 2C, 3C e 3D. Por outro lado, o
S5VV-001 difere dos cardiovirus nos polipeptideos
2B e 3A, além da IRES, que nos cardiovirus € do
tipo IL As regides 2A, 2B, 3A e 3B do 5VV-001
diterem consideravelmente daquelas de todos os

outros picornavirus.
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Poliproteina

Capsideo

Proteinas nao estruturais

Fonte: Elaborado pelos autores.

Figura 36.1. Organizacioesquematicado genoma do Senecavirus A. No topo, a poliproteina precursora é flanqueada pela regiio
5'UTR, no qual a proteina ligada ao genoma (genome-linked profein, VPg) e o sitio interno de entrada ao ribossomo (internal
ribosome enfry site, IRES) do tipo I'V estio representados; a cauda poli(A) esta representada na porgio terminal da regido 3'UTR.
Na porgio intermediaria da figura, a proteina Leader (1) e as brés outras principais proteinas P1, P2 e P3 sio apresentadas, com a
indicacao das sequéncias codificantes do capsideo e das proteinas nao estruturais. Na porcao inferior, esta representada cada
uma das proteinas virais maduras apos o processamento da poliproteina, com o padrio L-4-3-4 definido. O motif NPG+P,
conservado para os picormavirus, na porgio terminal da proteina 2A esta presente, assim como a VPg codificada pela 3B. A 3C
protease e 3D polimerase, a qual é representada pela RN A polimerase dependente de RNA (RdRp), sdo apresentadas.

Desde 2002 foram realizados estudos enfo-
cando as propriedades bioldgicas e sorologicas
do Senecavirus A, bem como a sua epidemiologia
em rebanhos suinos de diferentes estados norte-
-americanos. Com base nesses estudos, os suinos
foram considerados hospedeiros naturais do Sene-
cavirus A, ao qual nao foi, inicialmente, estabelecida
uma patologia especifica.

2.2 Historico
2.2.1 Doenca vesicular idiopatica suina

Casos de doenga vesicular de etiologia
desconhecida haviam sido descritos em suinos
provenientes de diferentes paises. Na Nowva
Zelandia, na Australia e na Florida (EUA) os
relatos ocorreram na década de 1980; a descrigdo
de doenca vesicular idiopatica suina na Europa
foi realizada no Reino Unido, em 2007, e na
Ttalia em 2010. Nos relatos da Nova Zelindia e
da Australia, a ocorréncia de lesdes vesiculares
em suinos foi associada com alimentacdo a base

de produtos marinhos e com a contaminacao de
vegetais (aipo, nabo e cenoura) com toxinas de
Sclerotinia sclarotiorum. Ja nos casos ocorridos na
Florida, no Reino Unido e na [talia, os resultados
foram negativos para as doengas vesiculares clas-
sicas (Febre Aftosa, FMD); Estomatite Vesicular,
VS; Doenga Vesicular Suina, SVD; Exantema
Vesicular Suino, VES), ndo sendo identificada(s)
a(s) possivel(is) causa(s) dos surtos de doenca
vesicular nesses animais.

Em nenhum dos surtos descritos anterior-
mente o Senecavirus A foi pesquisado. Na Nova
Zelandia, Australia e Florida, o Senecavirus A
certamente nio foi investigado devido as datas
em que 05 eventos OCOTTETAIN, Uuna VezZ que ain-
da nio se tinha conhecimento do virus naquela
época. Ja nos casos do Reino Unido e da Italia,
as informagdes disponiveis referentes a esses
surtos sio limitadas, nao sendo pnssivel saber
os motivos pelos quais o Senecavirus A nao foi
investigado, impedindo uma abordagem apro-
priada de ambos os eventos.

Em 2004, e Indiana (EUA), surtos de doenga

vesicular foram descritos em suinos alojados em
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maternidade, creche e terminacao. Os animais
apresentavam um ou mais sinais clinicos, incluindo
letargia, febre e lesfes vesiculares integras efou
rompidas em mucosas oral e gengival, lingua,
focinho, casco, principalmente na regifio da banda
coronaria, além de laminite. Naquela ocasido, os
agentes virais responsaveis pelas infecgoes ve-
siculares classicas (FMD, V5, 5VD e VES) foram
pesquisados e nio foram encontradas evidén-
cias da ocorréncia de alguma dessas viroses nos
rebanhos acometidos. Qutro virus, atualmente
denominado Teschovirus A e também pertencente
a familia Picornaviridae, foi detectado em amostras
de alguns animais com sinais clinicos e também
em tecidos provenientes de suinos saudaveis
pertencentes ao mesmo rebanho. Por se tratar
de um virus ubiquo em populacdes de suinos de
diferentes idades em todo o mundo, a presenca
do Teschovirus A nao foi associada a ocorréncia
das doengas vesiculares e foi considerado apenas
um achado ocasional. Enfim, o agente etiolégico
causal das lesdes vesiculares desse surto ndo foi
identificado. Por ser de etiologia desconhecida, a
doenga passou a ser chamada de Doenga Vesicular
Idiopatica Suina.

2.2.2 Senecavirus A associado
a doenca vesicular em suinos

Trés anos apos os surtos ocorridos no estado
norte-americano de Indiana, Pasma, Davidson e
Shaw (2008) relataram que suinos procedentes
de sete granjas do Canada e que estavam sendo
transportados para Minnesota, EUA, apresenta-
ram lesdes vesiculares ou ulcerativas em focinho
e ao longo da banda coronaria, com separagao
dos tecidos do casco e descamagio dos seus ane-
x0s. Cerca de 80% desses animais apresentavam
claudicagdo e apenas alguns apresentavam febre.
Todos os testes realizados para a identificagio
de virus causadores de lesdes vesiculares em
suinos, tais como o virus da FMD, V5, 5VD e
VES, resultaram negativos. Entretanto, por meio
da técnica molecular da reagao da polimerase em
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cadeia, precedida de uma etapa de transcrigdo
reversa (RT-PCR), o RNA do Senecavirus A foi
detectado no material biolégico proveniente dos
suinos acometidos, sendo considerado o provavel
agente causal da doenca vesicular naquele lote
de animais.

Ao longo de 20 anos (1988-2008), por meio de
estudos sorologicos retrospectivos, outras 12 cepas
virais, sorologicamente semelhantes ao protétipo
SVV-001, foram detectadas no Laboratorio Nacional
de Servicos Veterinarios (NVSL), em Ames, lowa,
EUA, a partir de suinos provenientes de diferen-
tes estados norte-americanos, o que sugere que
o SVV-001 e as outras cepas sdo comuns e estio
amplamente distribuidas, tanto temporal quanto
geograficamente, naquele pais.

Um caso isolado de doenca vesicular suina
ocorreu em um animal presente em uma exposicao
agropecudria do estado americano de Indiana em
2012. Raspados das lesdes vesiculares e fluido
orofaringeo do animal de 6 meses de idade e com
sinais clinicos foram negativos por RT-PCR para
os virus da FMD, VS, SVD e VES. Foram também
realizados estudos sorologicos a partir de amostras
deste animal utilizando diferentes metodologias,
com resultados também negativos para os virus
classicamente envolvidos com a ocorréncia de
sinais clinicos vesiculares em suinos. A tentativa
de isolamento viral a partir das amostras de raspa-
dos das lesdes vesiculares e do fluido orofaringeo
nao obteve sucesso no isolamento de qualquer
virus. Entretanto, também por meio da técnica
de RT-PCR, foi possivel identificar o genoma do
Senecavirus A a partir das lesoes vesiculares deste
animal. Esse foi o segundo estudo em que o Sene-
cavirus A foi identificado em suinos com doenca
vesicular em que as outras doencas vesiculares
classicas haviam sido descartadas por meio do
uso de testes especificos.

Desde 2015, varios outros surtos de doencga
vesicular associada a infec¢do pelo Senecavirus
A tém sido relatados em rebanhos suinos nos
EUA, especialmente em animais de reproducio,
colocando em alerta as autoridades sanitarias

daquele pais.
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2.2.3 Senecavirus A e doencga
vesicular em suinos no Brasil

Desde o final de 2014 e o inicio de 2015
surtos de doenga vesicular em suinos nas fases
de creche, terminacdo e em reprodutores foram
relatados nos estados de Mato Grosso, Minas
Gerais, Goias, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul. Dois grupos de pesquisa
dedicaram-se a investigagao dos surtos. Os casos
relatados no Parana e em Santa Catarina foram
investigados por pesquisadores brasileiros da
Universidade Estadual de Londrina, enquanto os
casos descritos em Minas Gerais e Goias foram
investigados por pesquisadores da Universidade
de Minnesota, EUA.

O estudo realizado pelo grupo brasileiro
identificou o Senecavirus A a partir de liquido de
vesiculas de suinos adultos, em lesdes vesiculares
de lingua e mucosa oral e em raspados cutineos
de lesdes vesiculares de animais de 22 a 65 dias
de idade. Animais assintomaticos de granjas
suinicolas, com e sem relatos da doenga, também
foram amostrados e resultaram negativos para
todos os agentes virais pesquisados, incluindo o
Senecavirus A. Por meio de técnicas moleculares,
como PCR, RT-PCR e PCR quantitativa (qPCR),
que nio exigem a manipulacio do agente viral,
outros picornavirus (Teschovirus A, Sapelovirus
A e Enterovirus G), previamente descritos como
possiveis agentes causais de lesdes cutineas em
suinos efou ja identificados em rebanhos suinico-
las brasileiros, foram também pesquisados, nio
tendo sido detectados.

Paralelamente, 0s estudos conduzidos nos
EUA a partir de amostras biolégicas de rebanhos
suinos acometidos pela doenca vesicular pro-
venientes dos estados de Minas Gerais e Goias
também confirmaram a presenca do Senecavirus
A nos animais avaliados.

Tendo como base os resultados negativos para
outras importantes doencas vesiculares suinas, na
epidemiologia dos surtos e na detec¢io do genoma
do Senecavirus A em animais acometidos, este virus
foi considerado o mais provavel agente causal
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da doenca vesicular suina relatada nos rebanhos
brasileiros. Esses foram os primeiros relatos do
Senecavirus A fora do territorio norte-americano,
0 que sugere que o virus seja um agente infeccioso
emergente na suinocultura brasileira.

2.2.4 Senecavirus A associado a
sindrome multissistémica neonatal

Simultaneamente aos casos de doenga vesicu-
lar que estavam ocorrendo no Brasil, também foram
relatados aumentos nas taxas de mortalidade em
leitées neonatos, ou seja, entre um e cinco dias de
idade, nas principais regides brasileiras produtoras
de suinos. Os sinais clinicos relatados nos leitdes
incluiam letargia, hiperemia cuténea, diarreia,
sinais neurologicos efou morte stubita. Leitoes que
apresentaram morte espontanea foram submetidos
a investigacio diagndstica e apresentaram resul-
tados positivos para o Senecavirus A em diferen-
tes orgdos/tecidos, tanto pela técnica de RT-PCR
quanto por imunoistoquimica. Infecgbes por outros
agentes virais responsaveis por quadros clinicos
semelhantes, como os picornavirus entéricos sui-
nos (Teschovirus A, Sapelovirus A e Enferovirus G),
Parvovirus suino (PPV), Circovirus suino-2 (PCV2),
Rotavirus A (RVA), B (RVB), C (RVC) e H (RVH),
Virus da diarreia epidémica dos suinos (PEDV), Virus
da gastroenterite transmissivel dos suinos (TGEV) e o
Deltacoronavirus suino (SDCoV), foram descartadas
apos resultados negativos em testes diagndsticos
realizados a partir de amostras dos mesmos animais.

Poucos meses apﬁs 0s casos relatados no Brasil,
a infeccdo pelo Senecavirus A também foi assodada
ao aumento da incidéncia de mortalidade em leitoes
neonatos nos EUA, espedalmente em granjas que pos-
suiam matrizes com histrico de lesdes vesiculares.

Os resultados das investigagbes patologicas
e moleculares demonstraram a participagao do
Senecavirus A em multiplas lesdes observadas
nos leitdes de maternidade, o que mostrou a
suscetibilidade de suinos jovens a infecgido pelo
virus. Dessa maneira, ainfeccio pelo Senecavirus
A revelou-se muito importante também para essa

categoria de producio.
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2.2.5 Senecavirus A fora do
continente americano

No verio de 2015, na China, suinos de granjas
localizadas na provincia de Guangdong apresen-
taram doenca vesicular, incluindo tlceras nas
cavidades oral e nasal, anorexia, laminite e morte
siibita de leitdes neonatos. As amostras derivadas
desses surtos foram negativas para as doengas
vesiculares classicas; entretanto, apresentaram
resultados positivos para o Senecavirus A. Nao
havia, até entdo, estudos que relataram a infeccio

pelo Senecavirus A fora do continente americano.

2.3 Epidemiologia

O ano de 2015 pode ser considerado um divisor
na epidemiologia da infec¢do pelo Senecavirus A.
Entre os aspectos da infec¢io que refor¢am essa
teoria estio a distribuicio geografica do virus, as
categorias de produgio acometidas, os sinais clini-
cos associados a infeccdo e a gravidade da doenga.

Antes de 2015, o Senecavirus A somente havia
sido descrito em animais provenientes de paises
norte-americanos. Até aquele ano, nos EUA, havia
ocorrido apenas casos isolados de doenga vesicular
em suinos associada a infecgao pelo Senecavirus A.
Contudo, em 2015, o virus foi descrito pela primeira
vez fora da América do Norte, ampliando a sua
distribuicdo geografica. No Brasil, onde em pra-
ticamente cinco meses o virus se disseminou por
rebanhos de todos os principais estados brasileiros
produtores de suinos, o Senecavirus A foi descrito
como agente etiologico de doenga vesicular em
suinos nas fases de creche, terminacio e em repro-
dutores, além de ter sido associado pela primeira
vez a doenga multissistémica em leitdes neonatos.
A partir de entdo, surtos da infeccio pelo Seneca-
virus A em leitdes de até uma semana de idade
passaram a ser relatados também nos EUA. Ainda
em 2015 houve a primeira descrigao do Senecavirus
A fora do continente americano, causando doenca
vesicular em matrizes e morte em leitoes neonatos
na provincia de Guangdong, China.
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2.4 Vias de eliminacao e
transmissdo do Senecavirus A

Apesar de ter sido demonstrada a circulacio
do Senecavirus A em rebanhos suinos dos EUA
desde o final da década de 1980 - a ocorréncia de
surtos em outros paises (Brasil e China) e os sinais
clinicos assodados a infecgio -, pouco se sabe sobre
a origem do Senecavirus A, seus reservatorios natu-
rais, vias de transmissdo e patogenia da infeccio.

Apds diversos surtos da infeccio pelo Senecavi-
rus A terem sido relatados em suinos durante o verao
de 2015 nos EUA, 2.033 amostras de fluido oral de
suinos assintomaticos provenientes de 25 estados
norte-americanos foram investigadas pela técnica de
RT-PCR para a identificagao do RN A do Senecavirus
Aeapenas 1,2% das amostras avaliadas, provenientes
de 5 estados diferentes, foram positivas para o virus.
Por outro lado, o RINA do Senecavirus A foi ampli-
ficado a partir de diferentes amostras bioldgicas de
suinos de engorda/terminagio com doenga vesicular.
Liquido vesicular e dreas com lesdes vesiculares
de animais naturalmente infectados apresentaram
alta carga viral (2x107 a 1,2x10" copias gendmicas/
mL), sugerindo que o contato direto entre animais
com lesoes vesiculares integraq ef/ou rompidas e
individuos suscetiveis provavelmente represente uma
das mais importantes vias de transmissio do virus.

A excrecdo do Senecavirus A também foi de-
monstrada em amostras de fezes tanto de leitdes
que apresentavam sinais clinicos multissistémicos,
incluindo diarreia, quanto de suinos de engorda/
terminacao com lesdes vesiculares. Adicional-
mente, testes de imunoistoquimica e de RT-PCR
revelaram a presenca do Senecavirus A no epitélio
urinario de leitdes com doenca multissistémica,
O que sugere que a urina possa ser uma possivel
fonte de contaminacao em unidades produtoras
de leithes acometidas pela infecgédo. Portanto, fezes
e urina de animais infectados pelo Senecavirus A
possivelmente contribuem para a disseminagao
viral tanto por meio de transmissao direta, pelo
contato entre animais de uma mesma baia, quanto
indireta, na qual o agente viral contamina o am-
biente, impactando na epidemiologia da infeccao.
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Um estudo realizado em 2015 em granjas
suinicolas com e sem historico de doenga vesi-
cular detectou e isolou pelas técnicas de RT-PCR
quantitativa e isolamento em cultivo celular, res-
pectivamente, o Senecavirus A a partir de amostras
de intestino delgado e fezes de ratos provenientes
das granjas com historico da infeccio. No mesmo
estudo, o RNA do virus também foi detectado em
moscas domésticas coletadas em granjas acometidas
e em uma granja sem historico clinico da presenga
de animais com doenca vesicular. A deteccio de
RNA do virus em moscas domésticas e a partir de
amostras biologicas provenientes de ratos, bem
como o isolamento de particulas virais vidveis em
amostras de intestino delgado e fezes dos roedores
sugerem que essas espécies possam desempenhar
algum papel na epidemiologia da infec¢do.

Um estudo conduzido no Brasil investigou o
Senecavirus A em 10 leitées neonatos, dos quais 7
tinham entre 1 e 2 dias idade. Todos os leitdes in-
cluidos naquele estudo apresentaram sinais clinicos
agudos da infec¢do e morreram espontaneamente.
As lesdes patologicas e a detecgdo do Senecavirus A
por RT-PCR e por imunoistoquimica em multiplos
tecidos/orgdos dos sete leitdes recém-nascidos de
idade sugerem a possibilidade de transmissao
vertical. Entretanto, estudos adicionais e com-
plementares devem ser realizados no contexto
dessa linha de pesquisa para confirmar essa via
de transmissdo.

2.5 Morbidade e mortalidade nas diferentes
categorias de produgdo de suinos

As taxas de morbidade e mortalidade de
doenga associada ao Senecavirus A variam de acor-
do com as categorias de producio acometidas.
Os surtos de doencga associada ao Senecavirus A
disseminam-se rapidamente entre os rebanhos.
Dentro de um lote ou de cada rebanho onde ha
infecgio pela primeira vez, as taxas de morbidade
variam entre 4 e 70%, na dependéncia do conjunto
de sinais clinicos apresentados e da faixa etaria/
categoria dos animais. Ndo ha relatos da ocorréncia
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de novos surtos em granjas previamente acometi-
das. Acredita-se que, posteriormente, hé tendéncia
da infecgdo tornar-se endémica, com a maioria
dos animais assintomaticos e a manifestacao de
sinais clinicos apenas nos animais ndo infectados
previamente, soronegativos ou, até mesmo, com
baixos titulos de anticorpos.

Na dependéncia da regido geografica e dos
rebanhos de origem, os surtos da doenga apre-
sentaram morbidade entre 0,5 e 5% para animais
na fase de creche e de 5 a 30% para terminagao
e reprodutores. Excepcionalmente sao relatadas
taxas maiores de morbidade em matrizes, poden-
do chegar a 60% em algumas granjas. As taxas
de morbidade tém reflexos negativos expressi-
vos na produtividade, uma vez que, em muitas
granjas onde a doenga vesicular foi relatada, a
populacdo de animais era relativamente grande.
Em alguns casos a populacio total de suinos era
de aproximadamente 30 mil, incluindo animais de
diferentes categorias de produgdo (A. A. ALFIER],
comunicacio pessoal). Em relacdo 4 mortalidade
nessas categorias, de acordo com produtores e/ou
responsaveis por granjas das principais regides
brasileiras produtoras de suinos, as taxas foram
baixas (#0,2%) e de dificil mensuracio, uma vez
que a doenca geralmente nio ocasiona a morte de
animais adultos, que podem se recuperar apds a
remissdo dos sinais clinicos.

Para animais de maternidade as taxas de
morbidade e mortalidade aumentam considera-
velmente, em especial em leitdes com 1 a 4 dias
de idade. Nos casos de primo-infec¢do nessa faixa
etaria, as taxas de morbidade podem chegar a até
70%, enquanto as taxas de mortalidade variam
entre 15 e 30%. Entretanto, a manifestagido dos
sinais clinicos e as altas taxas de mortalidade sio
transientes; a mortalidade volta aoc normalem 2 a

3 semanas apos o inicio da sindrome.

2.6 Epidemiologia molecular

Apds a ocorréneia efou o aumento da inci-
déncia de surtos de doenga associada ao Sene-
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cavirus A nos EUA, Brasil e China, sequéncias
gendmicas completas do virus foram estabeleci-
das a partir de cepas virais originadas em cada
um desses paises. Consequentemente, algumas
inferéncias sobre a epidemiologia molecular do
Senecavirus A, ainda que de maneira limitada,
podem ser realizadas. As sequéncias gendmicas
completas de Senecavirus A disponiveis até o final
de 2015 apresentam, aproximadamente, 94% a 98%
de similaridade enfre si nas suas sequéncias de

nt e de aa, respectivamente. As menores identi-
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dades foram encontradas entre a cepa protdtipo
SVV-001 e uma cepa de origem norte-americana
determinada em 2015. A partir da analise do gene
da VP1, as cepas de Senecavirus A conhecidas até
entdo se agrupam em trés grupos distintos, onde
o grupo I contém o prototipo SVV-001, o grupo 11
contém as cepas norte-americanas identificadas
entre 1988 e 1997, e o grupo III possui as cepas
de Senecavirus A originarias do Brasil, Canada,
China e EUA identificadas entre 2011 e 2015
(Figura 36.2).
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Figura 36.2. Relagdo genetica entre as cepas de Senecavirus A disponiveis em bases publicas de dados (GenBank)
identificadas nos EUA, Brasil, China e Canada, desde 1988 até 2016. A arvore filogenética, construida a partir de 540 pb
da regiio VP1 do Senecavirus A, indica o agrupamento das cepas do virus em trés clusters, de acordo com o pais e o
periodo de identificagio.
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2.7 Sinais clinicos e lesdes

2.7.1 Animais de creche,
terminacao e reprodutores

A associacio de doenga clinica com o Senecavi-
rus A é recente e, portanto, pouco se conhece sobre
a biologia e patogenia do virus, como o seu sitio
primario de replicacao e periodo de incubagao. Com
base nos relatos descritos no Brasil, EUJA e China,
0s sinais clinicos da infec¢io pelo Senecavirus A em
suinos sio clinicamente indistinguiveis daqueles
causados pelos virus classicamente assodados a
doenga vesicular (FMD, VS, SVD, VES), em que a
formacao de vesiculas nas regides de mucosa oral,
focinho e pés e a ocorréncia de febre sdo caracte-
risticas comuns.

Os sinais clinicos da infeccio pelo Senecavirus
A em suinos alojados nas fases de creche e termi-
nacio e em reprodutores podem ser lesdes vesi-
culares integras semelhantes a aftas, preenchidas
com fluido; essas vesiculas permanecem integras
por um curto periodo de tempo (em alguns casos
por poucas horas) e rapidamente se rompem,
apresentando-se como tlceras epiteliais. As lesoes
sio comuns em cavidade oral, em focinho e nas
extremidades dos membros. Adicionalmente, tam-
bém podem aparecer vesiculas cutidneas. O apare-
cimento de vesiculas pode ser antecedido por um
curto periodo de anorexia e febre (40,3°C—40,8°C),
entretanto, febre parece nao ser um evento comum.
Os sinais clinicos persistem por um periodo curto,
geralmente entre 10 e 20 dias, na dependéncia do
tamanho da populagio de suinos da granja. As
infec¢ées bacterianas secundarias podem agravar
o quadro clinico.

Em animais de creche, terminacio e em re-
produtores, as lesGes macroscopicas surgem, ini-
cialmente, como areas csbranqui(;adas que, poste-
riormente, evoluem para a formacio de vesiculas.
As lesdes vesiculares sdo comuns em cavidade
oral, principalmente na mucosa oral, na gengiva,
na lingua e nos labios; em focinho e em extremi-
dades dos membros, principalmente no espago
interdigital e na regido da borda corondria dos
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cascos, podendo-se observar a separagio da coroa
do casco, o desprendimento das tingulas de seus
anexos e, consequentemente, laminite. Os animais
podem apresentar lesdes vesiculares integras,
preenchidas com fluido seroso, serosanguino-
lento ou, em casos em que ha infeccio bacteriana
secundaria, purulento. Apds a ruptura, as lesGes
apresentam-se como tlceras epiteliais que podem
ou nao estar recobertas por exsudato serofibrinoso.
Como em outras doencas vesiculares, a cicatri-
zacdo das tilceras inicia-se cerca de 7 dias apés o
aparecimento, e a reparagao completa do tecido
epitelial se completa apos cerca de 2 semanas. Nao
sdo observadas outras alteracGes macroscopicas.

As alteracdes microscépicas descritas em
animais dessas categorias incluem a observagio de
hiperqueratose ortoqueratotica e paraqueratotica
em membros, além de ulceragio focal contendo
debris celulares, neutrofilos integros e degenerados
em meio a fibrina. Na derme, foi observado discreto
infiltrado inflamatorio perivascular composto por
neutrdfilos, linfocitos e plasmocitos acompanhado
de edema e tecido de granulacio. Ulceragdes com
caracteristicas morfologicas semelhantes foram
observadas em cavidade oral e focinho. Entretanto,
os estudos com base em alteracdes microscopicas
em suinos de creche e terminacio e reprodutores
acometidos pelo Senecavirus A séo limitados e
investigagoes histopatoldgicas mais complexas
da infeccio em animais dessas categorias devem
ser realizadas.

A manifestacio dos sinais clinicos resultana
dificuldade de movimentag¢io e locomogdo dos
animais acometidos, prindpalmente devido a
laminite, o que impede o deslocamento até os co-
medouros. Adicionalmente, as lesbes da cavidade
oral ndo permitem que os animais se alimentem
adequadamente. Consequentemente, ocorre a piora
da eficiéncia da conversio alimentar e a queda
abrupta do ganho de peso didrio dos animais. Nao
se pode deixar de destacar a questdo de bem-estar
dos animais acometidos que se torna, invariavel-
mente, comprometida.

Outro agravante importante nos impactos da
infeccio € que animais de terminacio com lesées
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vesiculares ativas efou cicatrizadas na linha de
abate sio desviados para inspecdo e ndo podem
mais ser exportados efou sio pmcessados como
produto submetido a cocgdo. Essa conduta de
inspec¢ao sanitaria contribui consideravelmente
com aumento nos custos da doenca clinica para o
produtor e, com isso, aumenta a importincia da
infecgao. Portanto, as perdas na produtividade dos
rebanhos devido a doencga vesicular ocasionada
pelo Senecavirus A podem ser expressivas, com
impactos econdmicos negativos que se refletem

em toda a cadeia produtiva.

2.7.2 Maternidade

Na maternidade, os sinais clinicos apresenta-
dos por matrizes sio semelhantes aqueles desecri-
tos anteriormente. Entretanto, leitdes de até uma
semana de idade podem apresentar sinais clinicos
distintos daqueles descritos para suinos de outras
faixas etarias. Em leitdes neonatos, especialmente
entre 1 e 4 dias de idade, os sinais clinicos sao
mais graves e incluem letargia, hiperemia cutanea,
sialorreia, diarreia, sinais nmml{)gims e/ou morte
stibita. A maioria dos animais acometidos nesse
periodo de idade vem a ébito em pouco tempo (1
a 2 dias) apos o inicio dos sintomas. Nos leitées
que sobrevivem, os sinais clinicos persistem por 3
a 10 dias e depois desaparecem. Entretanto, esses
animais apresentam taxas ineficientes de conversao
alimentar, ganho diario de peso e crescimento,
caracterizando-se como refugo_q. Geralmente, os
leitdes acometidos sdo mais suscetiveis a outras
infecgbes, tanto por outros agentes virais quanto
por outras classes de micro-organismos, como
bactérias e protozoarios. Na maioria das granjas
acometidas, a sindrome multissistémica associada
a infecgdo pelo Senecavirus A persiste por 2 a 3
semanas. Em algumas granjas com maior nimero
de leitdes alojados, a taxa de mortalidade regular
nessa categoria animal pode se manter aumentada
por até 4 semanas.

Em leitdes neonatos, as alteracdes macros-
copicas incluem lesées ulcerativas e/ou crostosas
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cutineas multifocais em diferentes localizactes ana-
tomicas, incluindo a regido ventral da mandibula,
metacarpo, vulva, articulagio mctatarsnfa]angcana
e de banda coronaria; impressio das costelas na
s‘.uperﬁcie pleural dos pulmdes; edema pulmo-
nar; congestio dos vasos meningeos; hemorragias
petequiais dos rins; gengivite e glossite diftérica
e/ou necrotizante fezes liquidas, indicativo de
diarreia, foram observadas no intestino delgado
de leitées. Outros achados sio a presenca de ve-
siculas cutidneas integras ou rompidas, congestio
da mucosa do intestino delgado, esplenomegalia
e onfalite. Adicionalmente, os estémagos dos lei-
toes costumam estar cheios de leite, o que afasta
a possibilidade de inanigdo como causa dos sinais
clinicos, especialmente a letargia e/ou morte stbita.

Entre as alteracdes microscopicas em leitGes,
pode-se observar gengivite necrotizante; estomatite
necrotizante; queilite necrotizante com degeneracio
balonosa de células epiteliais; dermatite necrotizante;
deplecdo linfoide em tonsilas, bago e linfonodos;
miocardite linfocitca; edemae congestdo pulmonar
e prieumonia intersticial; degeneragéo balonosa do
epitélio transicional da bexiga e dos ureteres. Pode,
ainda, ser observada vacuolizacio das células epite-
liais superficiais de intestino delgado de leitdes com
historico clinico de diarreia e atrofia, achatamento e
fusdo das vilosidades intestinais. Em sistema nervoso
central os achados incluem encefalite linfoplasma-

citica, congestio cerebral e cerebelar.

2.8 Imunidade

Os titulos de anticorpos especificos contra o
Senecavirus A foram investigados tanto em condigoes
experimentais quanto em infec¢do natural; entre-
tanto, sdo poucos os estudos direcionados a essa
linha de investigacdo. O primeiro estudo a avaliar
a imunidade especifica para o virus foi conduzido
a partir de infecgio experimental de suinos, que
apresentaram soroconversao no 6° dia pos-infecgao
{dpi), mesmo ndo apresentando sinais clinicos de
doenga. O perfil da resposta humoral foi estabelecido
com base no teste de ELISA indireto, em que a IgM
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especifica para o Senecavirus A foi detectada a partir
do 5%-6° dpi e manteve a concentracio maxima até
14 dpi. A partir de entio, a concentracdo sérica de
IgM passou a declinar até titulos indetectaveis aos
21 dpi. No mesmo estudo, titulos séricos de IgG
desenvolveram-se tardiamente e mostraram forte
resposta positiva 21 dpi e mantiveram-se altos por
todo o periodo do experimento (57 dias). Em outro
estudo experimental conduzido em suinos de 9
semanas de idade, os titulos de anticorpos contra o
virus, detectados pela técnica de imunofluorecéncia
indireta (IFI), foram =640 em cerca de 15 dpi.

A soroconversdo para o Senecavirus A foi de-
monstrada, pela técnica de IFI, em suinos natu-
ralmente acometidos pela infecgdo, com titulos
de anticorpos variando entre 160 a 1.280 em 2 a
3 semanas apds o surto clinico da doenga. Qutro
estudo, de caréter longitudinal, avaliou a dindgmica
da resposta imune (IgG) para o Senecavirus A em
infecgdo natural, a partir de matrizes e em suas
respectivas leitegadas, pelo teste de ELISA indireto
especifico para a detecgio de anticorpos contra a
proteina VP1 do virus. A soroconversio ocorreu em
100% das matrizes em que o RNA do Senecavirus A
foi detectado, independentemente de apresentarem
ou ndo os sinais clinicos da infeccio. Os titulos de
anticorpos IgG anti-VP1 do Senecavirus A aumen-
taram significativamente na 2%-3% semanas apos o
inicio dos sinais clinicos e atingiram um plateau que
perdurou até o final do periodo observacional, cuja
duracdo total foi de 6 semanas.

No mesmo estudo, 3 semanas apos o ini-
cio da doenca clinica, 0 RNA viral em amostras
de soro dos mesmos animais alcangou numero
de copias ndo mais detectivel pelo sistema de
RT-PCR utilizado no estudo, sugerindo que a
viremia possa ter sido reduzida pela presenca de
anticorpos VP1-neutralizantes. Ainda nesse estu-
do, a avaliacio da resposta imune IgG-especifica
foi também realizada em leitdes provenientes
dessas mesmas matrizes. Os titulos de IgG no
soro dos leitdes foram maiores (p=0,05) durante
a 1% e 2% semanas apos o inicio do surto, quando
comparados aos titulos observados entre a4* e a 6

semanas apos o aparecimento dos sinais clinicos.
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Por outro lado, ndo houwve diferencas (p=0,05) ao
longo do periodo observacional nos titulos de IgG
entre leitdes provenientes de matrizes com ou sem
sinais clinicos. Entretanto ndo ha, até o momento,
estudos com base no periodo de viremia e excregio
do Senecavirus A em suinos infectados natural ou
experimentalmente, bem como no potencial de
atividade neutralizante de anticorpos anti-VIP1
do Senecavirus A, sendo necessarias nformacoes
adicionais para a abordagem apropriada sobre a
imunidade induzida pela infeccio.

2.9 Diagndstico

Os poucos estudos ja realizados com o obje-
tivo de diagnéﬁﬁm do Senecavirus A utilizaram,
principalmente, a técnica molecular de RT-PCR.
Knowles e Hallenbeck (2005) descreveram a téc-
nica da pan-PCR como sendo de grande valor
para a identificagio inicial de novos candidatos
de picornavirus. Entretanto, essa técnica torna-se
dispendiosa devido ao grande nimero de oligo-
nucleotideos iniciadores (primers), especialmente
aqueles com bases degeneradas e/ou alternativas,
necessarios para o seu desenvolvimento.

QOutras técnicas de RT-PCR convencionais
foram estabelecidas e tiveram como alvo para
ampliﬁca;ﬁn regides conservadas do genoma viral,
como a 5’UTR e os genes VF1 e 3D do Senecavirus
A. Adicionalmente, a RT-PCR quantitativa, tanto
com SYBR Green quanto com TagMan, e o sequen-
ciamento de nova geracio (Next Generation Sequen-
cing — NGS) também sao metodologias alternativas
utilizadas para a deteccdo e/ou quantificacio do
RNA do Senecavirus A. Ambas as técnicas tém
mostrado serem rapidas, especificas e sensiveis
para a deteccio do RNA do Senecavirus A, permi-
tindo o diagnéstico a partir de diferentes tipos de
amostras biologicas; entretanto, esses métodos sio
de alto custo e exigem equipamentos diferenciados
e conhecimento técnico especifico para a sua exe-
cucio, o que pode representar fatores limitantes
para a sua implementacio na rotina diagndstica
de laboratdrios veterinarios.
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Técnicas sorologicas de diagndstico para o
Senecavirus A também ja foram descritas, incluindo
o0 ELISA indireto, ELISA competitivo e IFL As téc-
nicas foram desenvolvidas utilizando anticorpos
monoclonais especificos para o Senecavirus A ou
com a proteina VP1 recombinante do virus. A
virus neutralizacio (VIN) € outra téonica possivel
de ser empregada para o diagndstico da infeccio
pelo Senecavirus A; a realizacio dessa técnica de-
pende da utilizacdo de cultivo celular e de virus
infectivo e com titulo conhecido. A leitura do
resultado final da VIN pode ser realizada apos 2
a 3 dias de incubacdo.

A imunoistoquimica com anticorpos mono-
clonais também € outra técnica ja estabelecida e
utilizada por diferentes pesquisadores. Entretanto,
a imunosistoquimica, 0 ELISA competitivoe a VIN
sdo metodologias menos utilizadas na rotina labo-
ratorial em relagio as demais técnicas moleculares
e sorologicas disponiveis.

Independentemente da técnica diagnostica
a ser empregada, o médico veterindrio deve es-
tar sempre atento para a ocorréncia de doengas
vesiculares em animais de produgdo que sdo de
comunicagio obrigatéria. Com isso, o profissional
deve imediatamente relatar os sinais clinicos e as
lesdes aos orgios de defesa sanitaria animal local
e regional para que outros testes diagnosticos
diferenciais oficiais, especialmente para a Febre
Aftosa, possam ser realizados e para que, assim,
as medidas cabiveis em cada situagao especifica

possam ser imediatamente adotadas.

2.10 Controle e profilaxia

Atualmente ndo existem vacinas disponiveis
no mercado para a profilaxia da infeccao pelo
Senecavirus A. Com isso, 0 manejo sanitario dewve
incluir medidas de controle e profilaxia que envolva
tanto a granja quanto os animais e o ambiente. As
medidas devem ser conduzidas com o objetivo
principal de evitar a introdugio do agente etiologico
nos rebanhos e, naqueles rebanhos onde a infecgdo
ja tenha se estabelecido, evitar a disseminacio do
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agente infeccioso entre os demais animais das dis-
tintas categorias presentes no mesmo lote/rebanho.

Aintrodugéo de um agente infeccioso emuma
unidade de produgao pode ser prevenida por meio
da adogao de medidas rigidas de biosseguridade. A
entrada de veiculos, pessoas, animais e alimentos
nas unidades de produgiao deve ser controlada
com muito rigor. A area de circulagao de veiculos,
de um modo geral, em torno da granja, deve ser
limitada a areas afastadas dos barracdes onde os
animais ficam alojados. O transporte de animais
deve ser realizado, preferencialrnente, sempre
pelos mesmos veiculos. No caso de reposicdo de
animais, o ideal é que sejam adquiridos de granjas
Livres dos agentes infecciosos de importinda em
sanidade suinicola e mantidos em quarentena antes
de sua incorporacgio ao rebanho.

Nas granjas ja positivas para o Senecavirus A,
além das medidas anteriormente citadas, devem
ser adotadas a limpeza e desinfecgio rigorosas
das instalacdes e equipamentos, a adocio de va-
zio sanitario e de sistema all in-all out. A eficacia
de desinfetantes contra o Senecavirus A ainda nio
€ bem conhecida. Uma vez que os sinais clinicos
ocasionados pela infeccio pelo Senecavirus A sdo
muito semelhantes aqueles causados pelo virus
da Febre Aftosa, os cuidados devem ser tomados
considerando a possibilidade de circulacio do
wirus da Febre Aftosa, incluindo os protocolos de
desinfec¢ao. Isso inclui 0 uso de hidréxido de sodio,
carbonato de sddio, acido citrico a 0,2%, aldeidos
e agentes oxidantes, como o hiploclorito de sodio,
entre outros. Trés desinfetantes comerciais a base
de agua sanitaria, derivados fendlicos e composto
quaternario de amonia e aldeido que tém sido uti-
lizados contra o Senecavirus A foram avaliados em
5 diferentes superficies, como cimento, borracha,
plastico, ago inoxidavel e aluminio e em diferentes
temperaturas (4°C e =25°C). Os resultados mostra-
ram que a dgua sanitiria diluida na proporgao 1:20
(hipoclorito de sodio 5,25%) foi eficaz na inativagio
do virus em qualquer temperatura e em qualquer
uma das 5 superficies avaliadas. O desinfetante a
base de derivados fendlicos nao foi efetivo contra o
virusem qualquer uma das temperaturas, enquanto
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o0s resultados obtidos a partir do desinfetante a
base de composto quaternario de amonia e aldeido
ficaram entre os produtos a base de agua sanitaria
e aquele composto por derivados fenolicos.

O monitoramento da circulagao do agente
infeccioso deve ser realizado por meio de exames
diagnésticos periddicos conduzidos em amostras
biologicas de animais sintormaticos e assintomaticos
dos diferentes sitios da unidade de producio. O
uso de animais sentinelas, ou seja, a introducao
de animais suscetiveis na granja também pode
ser adotada, desde que com muito critério. Para
animais de maternidade, especialmente leitdes com
até 1 semana de vida, deve-se garantir a ingestio de
colostro de qualidade em quantidade adequadae
um ambiente apropriado que proporcione conforto
e bem-estar aos recém-nascidos e 4 matriz.

Um estudo conduzido nos EUA com o objetivo
de avaliar medidas de biosseguridade e de entrada
da infeccdo em uma granja suinicola sugeriu que,
entre os eventos que, hipoteticamente, represen-
taram alto risco de introducio de novo patogeno
na granja estavam os trabalhadores, a movimen-
tagdo interna de pessoal e 0 acesso de animais
domeésticos e roedores as areas de alojamento dos
suinos. Outro estudo realizado em granjas com
e sem sinais clinicos da infeccdo pelo Senecavirus
A identificou efou isolou o RNA wviral a partir de
amostras biologicas provenientes de roedores e
moscas domésticas capturados nas granjas, sendo
ambos considerados potenciais vias de introdugao
efou disseminacao do virus para os rebanhos.
Embora a extensio da transmissio do Senecavirus
A a partir de outros animais nio seja conhecida, o
controle de roedores, moscas e a limitacao do aces-
so de animais domésticos as areas de criacdo dos
suinos pode se constituir em importante medida

de controle e prevencio da infeccio.
2.11 Consideracdes finais
Em 2012, a Associacdo de Saude Animal

dos EUA (United States Animal Health Associa-
tion — USAHA) elaborou uma resolucio na qual
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o Senecavirus A e a doenca vesicular idiopatica
suina foram incluidos como importantes focos
de estudos, particularmente devido aos sinais
clinicos semelhantes com os da Febre Aftosa. A
USAHA sugeriu ainda o desenvolvimento e a
implementac¢io de planos para minimizar as con-
sequéncias de lesdes vesiculares ndo associadas
as doencas exdticas de animais encontrados em
suinos daquele pais, refor¢ando a importancia
sanitaria e econdmica desse patogeno como cau-
sador de uma potencial doenca emergente em
suinos. Em 2016, o Departamento de Agricultura
dos EUA (United States Department of Agriculture
— USDA) divulgou uma lista de recomendacdes,
procedimentos e responsabilidades no manejo
de propriedades suspeitas de apresentarem a
circulagio do Senecavirus A no sentido de garantir
que investigaches por doengas exoticas de animais
ocorram adequadamente e visando medidas de
prevencio de disseminagéo de doencas de comu-
nicacio obrigatoria.

No Brasil, em julho de 2015, o Departamento
de Satide Animal (DAS) do Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento (MATPA) publi-
cou a Circular n? 018/2015/CCIL/DIPOA/DAS com
orientacdes de procedimentos a serem adotados
frente a quadros clinicos de lesées vesiculares em
suinos. O documento também orienta os veteri-
narios dos Departamentos de Inspeciao Federal
sobre como proceder nos casos de abate de lote
de suinos que apresentam animais com lesdes
suspeitas. Contudo, com o propc’mitn de evitar
possiveis interpretactes incorretas com relagdo
as condutadas a serem adotadas é fundamental a
padronizacio de procedimentos dentro e entre as
unidades produtoras de suinos.

O Senecavirus A é um agente infeccioso emer-
gente na suinocultura brasileira e ainda pouco se
conhece sobre as suas propriedades bioldgicas e so-
bre a sua epidemiologia. Assim, estudos adicionais
sobre a infecgio por esse virus, tanto em condigdes
naturais quanto experimentais, sio necessarios para
elucidar aspectos importantes da fisiopatogenia da
infecgio, bem como para propor medidas efetivas
de controle e profilaxia da doenca.
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6.2 Artigos técnicos

6.2.1 Senecavirus A e doenca vesicular idiopética suina
LEME, R. A., ALFIERI, A. F., ALFIERI, A. A.

Revista Porkworld, Ano 19, Numero 92, Setembro/Outubro, p. 88-92, 2015.
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Senecavirus A x importancia clinica e econdmica

O sinals clingcos apresermados poe veinm
o0 & infecgdo peke Senccavirus A 130 -
mecthantes ace e curras downgoe veshou-
lares conbecidas, Resumidenente, ob emi-
s apwescatams lesdes veroubors mtegra
wemelhantes a aftas, preenchidas com fhai-
@0, 00 rompidas, que 32 pesentam oo
tloore epochime. Estas lesdes 230 comum
e cavidade onl, prncipaknente m mooo-
34 oral, 15 geogiva e na lingus, en focinto
¢ em extremidades dos membess, princ-
palmente na regido da banda corordsia dos
s, podendo-se ohwervar 3 separagio
dx beods do caeco 0 o despeandimanme das
unthas de sews wexns Tembém podenm apra-
secer vexiculas na pele. Febre parece nio ar
uin evenro cunum, emboca renha sids see
Bedo e algums cason. As infecgties bocte-
siarces wecundirias podes agravar o quadn
cHnico,

A munifestagio doo wnais cinicos roedts
a2 dficubade de movdmentacio ¢ boco-
mogSo dos anime sonrmetidos, posdpal-

Perspectivas

A identificagio do Semexavires A em sebn
nhea winkoclas beasleiros zerou wma siiie
de peeguntas ainda s respostas. Asim, o
estudo realizado pelo Latorstdeio de Varn-
logia Anamal & Biclogia Molecules da UEL

Conclusoes

Os cod de infeocdo pelo Seneraviras A
descritos no Bl ocadonesam lesdes ve-
m whio 35 dosgas vesdodacs ol
A5 (UE 000l & eapétic weina. Tasto 3
epickmiclogie de mfocgin quanmo = taca de
ague, relatudas por médicos vererizdrios
do campo, tamhens fomm e divintas

Todas a8 casmeridicn de uma doengs in-
Ezodiona viral emergenir, 3 mbooghios ocaso-
nadas pedo Seoecantrus A devem semgre ser
conaderadas damr de medigéos snitiron
em adnos que eveluem com Soomagios ve-

% ']mna

mhﬂnthmﬂn.oqulmdoo

uhqwd-wn. Cumnsequentemente, ocor-
¢ & giora da ehicitncie ds comend@o i
messar € queshs aboupes do ganbo de peso
dueio dos animab. Nio se pode deisas de
dheitace 3 questio de bem-satar dox ani-
maon acometidos que se socna, Invaravel-
fmeane, compiomerida.

Oy urtos s dooga vencalar pelo Sene-
cavinuy A o e dissoming
ooy o o ion
Tote o de cads sebosmbio ande hi 3 infrigla,
o toxas de moehidade warian entre 215 ¢
0%, ma dependenca do conpnto de wais
chnicos apresencados No Hraul, na diepen-
dencia da segio peogriticn e des e anbos
de ceggem, os srtos da dosngs apresensa-
ram morbidade eooe (5 ¢ 3% para anik-
mais na fase de cooche ¢ de 5 2 30 pars
serminagics 3 tasa de montalidade foi hosoy

£oi apezas © primeim pasn na iresieasdo
deste egemae o da doenga vesicalur aso-
ciada & sefeoghe. Eatre ox ewvadin 3 aerem
realcachis, crpora-so educider como o virus

Ingressou mo Brasil, quak w priscipais

wcubnes eptneiats. Com Iwo, o rastrearnenmo
epademiokigion, o dimmlatios © 1 adogdo ©
wvalongso de radidm de controle € poo flada
parns essa mova infecgio vird mos b andos
wunco braddoscs ndo podon ser nagligen-
clados. Tambdm w faz eoossdaio e argeote
A reallzagio de eenidos que ohjetivene inoe-
mentar ox nosos corhiecimentos o respeiro
@0 vinus © day Caunclenitioas Juas © e
dmhbgmdn
wmmdnw dewm
cvenko WAMUIING TR, ANITRANNEnT Ban
descrito no pais,e considecando 1 Lmportie-
cxa cha cadei poodunnrs dos wiinos b to
O MgrONeRSClo (uant para & economes hra-

(#0.2%) o difici] de oemsuoar, uma ez que
1 doeage geralincnte nio ocasens 3 mects
e anumais sdultng que podem wr meupo-
rar aphs a comissdo dos sioas clinkoos. Ag
o de moechidide ot reflesos aegatives
expressivos pars & produrividade wma vez
e, om mlos graojas code & doengi Ve
wecubur foi relatads, 3 populagio de animas
sra hatvamente graode. Em alguns caios
1 popalagde 1aa) de saines e de apecni-
weadamente 30 mil, inchinds asimais de
diferentos cangooias do o Nio ¢
dificll dedurir que as i produtiviy
dede don rebankos devido & deenga veriou-
b ovasbonada pelo Senecavtnis A podem
fex Cxpeciaivas, Com imjatce etondmicos
q:dwcqmcw&mnmwd!lm

impumw-quuusohidltd-j
e da whogho polo Sesecwvine A em
Sumanos oo s canactereando, poetaniy
m-;m:.n-mnkhirm

para 3 aaide piblica,

camgorias de animais econmetidal; vl
pousiveis difercrg na patogenia © patm
Ingia da infregdo em amimals do diferen
facas eriris ofou cegosias, medidas ofi-
cavey de contrale ¢ peofilasia; enere cumrss

siiedrn, 0005 06 atores efnolridos sevio o
deia de peodhagan snimal incuirdo or téeni-
coty criadores, fonckoniniod, ggentes o

de vigiliacia saniiria enimal, ¢ tenbem
labocndens de dagrasion € pesqon
brasihelocs devemn anesr de fonma oo

oo 0 Shptive pemciped de canbecer
Do 2 infeagho e daemolver o avaliar &
wan s i lide e comevde, pectileets e

bissiepirinca cxtzma ¢ interma,

Frne thy ooy Leve Sew Peruseie Sy drwe
L

EOMIU S uphe drtrn, Daporarse oo th Moo
PR e A LR B bl Lo



106

6.2.2 Os impactos da infeccdo pelo Senecavirus A na suinocultura brasileira
LEME, R. A., ALFIERI, A F., ALFIERI, A. A.

Publicado em: Engormix (http://pt.engormix.com/)
(Disponivel em:
http://pt.engormix.com/MA-suinocultura/saude/artigos/impactos-infeccao-pelo-senecavirus-t2
170/165-p0.htm)
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6.2.3 Senecavirus A: uma infeccdo vesicular emergente em rebanhos suinicolas
brasileiros.

ALFIERI, A. A, LEME, R. A., ALFIERI, A. F.
V111 Simpdsio Brasil Sul de Suinocultura
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SENECAVIRUS A: UMA INFECCAOQ VESICULAR
EMERGENTE EM REBANHOS SUINICOLAS
BRASILEIROS

Amauri Alcindo Alfieri, Raguel de Arruda Leme & Alice Fernan-
des Alfieri

Laboratonio de Virsiogia Animai, Departamento de Medichna Veterndna Preventiva,
Universidade Extadual oe Londring, Rodoela Celso Garcia Ckf - Campus Lniversits-
0. CEP 80057-070 - Londrina, Parand, Brasll Cx. Postal 10071, aneri@uel.br

Introdugao

A sanidade dos suinos & um dos principais fatores com im-
pactos diretes na produgie suinicola. Infecgdes endémicas e epi
démicas em rebanhos de suinos por interferirem diretamente em
parametros utilizados para aferir o desempenho da atividade podem
ocasionar perdas na produgio, produtividade e, consequentemente,
economicas. Existemn diferentes classes de micro-crganismaos (bac-
térias, virus, protozoarios) gque podem tanto em infecgdo singulares
guanto em infecgdes mistas causar perdas consideraveis nas taxas
de morbidade e de mortalidade dos rebanhos. Ma dependéncia dos
agentes stioldgicos envoliidos nos processos infecciosos, no tipo de
infecgdo, da viruléncia da(s) cepals) infectante(s), da taxa de infec-
gdo e da faixa etaria efou categoria animal mais susceptivel as per-
das econdmicas podem ser consideraveis. Ganho de peso e con-
versao alimentar 530 ouiros dois imporiantes parametros da produ-
¢do utilizados na cadeia produfiva do suino que s3o diretamente
comprometidos negativamente em situagdes de infeccdes de carater
endémico ou epidémico, agudo ou crdnico.

As viroses t8m sido apontadas come as infecgdes emengen-
tes mais comuns. Mos anos recentes, uma serie de diferentas vinus
foi descrita em suinos. Alguns destes winus t8m sido associados a
entidades ou processos patoldgicos especificos, enguanto outros
ainda dewvem ser mais bem estudados com o objetivo de definir a
sua importancia elou os seus reflexos diretos e indiretos no perfil
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sanitario das diferentes categorias de animais gque podem estar pre-
sentes em uma granja de suinos.

Infecgoes vesiculares classicas vs. doenga ve-
sicular idiopatica suina

As doencas vesiculares classicas de sufnos s3o a Febre Af-
tosa, a Doenga Vesicular Suina, a Estomatite Vesicular & o Exanie-
mia YVesicular Suino. Denfre estas, o Exantema Vesicular Suino pode
ser epidemiclogicamentie considerado menos imporiante, uma vez
que os Ultimos relatos de diagnostico da doenga em suinos ocome-
ram na década de 50 do século passado. Por outro lado, a Febre
Afiosa & considerada pela Organizagdo Mundial de Saldde Animal
[DIE) como a mais importante doenga animal, particularmente em
viriude de seu grande potencial de transmissibilidade. Desta manei-
ra, todas as doengas que evoluem com a formagdo de vesiculas em
epitélioc & mucosas devem ser incluidas no diagnostico diferencial de
Febre Aflosa.

Todas as doengas vesiculares classicas de suinos s3o0 cau-
sadas por virus. Tanto a Febre Aftosa quanto a Doenga Vesicular
Suina 530 causadas por virus de diferentes géneros da familia Fi-
coymavindae; a Estomatite Vesicular & causada pelo virus da esto-
miatite vesicular, familia Rhabdoviridse; o Exantema Vesicular Suino
& causado por um calicivirus. Essas infecgdes diferem entre si sobre
varios aspectos, enfretanto, clinicaments, ocasionam sinais [ sinto-
mas indistinguiveis. Em todas essas infecgdes, apos um breve peri-
odo de viremia, os agentes virais apresentam epitelictropismo e
formam wesiculas de alguns milimetros a centimetros de didmetro.
Diferentemente daguelas causadas por calor, ficgdo ou cutras cau-
sas, as vesiculas causadas por infecgdo viral tomam o epitélio mais
inchado, esbranguigade & necratico, com degeneragio e acimulo
de liguide entre suas celulas. Devido A necrose, o epitélio & muco-
sas afetados nas doengas vesiculares se rompem facilmenie, provo-
cando erosbes conhecidas como Ulceras.

Cutras infecgies que ocasionam lesdes epiteliais com ca-
racteristicas vesiculares podem ocomer em animais de produgdo,
porém com frequéncias de ocoméncia e potencial patogénico e ate
mesmao de transmissibilidade muitc inferiores, particularments em
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comparagao a Febre Aftosa. Este & o caso do Parvovirus suino e do
Enterovirus & que, com freguéncia muito esporadica, ja foram asso-
ciados a lestes vesiculares cutaneas em suinos. Adicionalmente, as
intoxicagies por micotoxinas, como a aflatoxina, zearalenona, fumo-
nisina, deoxinivalenol e a toxina T-2, podem também estar associa-
das ao aparecimento de lesdes vesiculares.

0 termo idiopatia & comumente utiizado no meio médico pa-
ra referir-se a doengas cujas causas sao indefinidas ou desconheci-
das. Em 2004, no estado de Indiana, EUA, foram deserites surtos de
doenga vesicular em suinos de matemidade, creche e terminago.
Cis animais manfastavam lesfes em mucosas oral & gengival, lin-
gua, focinho e casco, principalments na regido da banda coronaria.
As doengas vesiculares classicas, como a febre aftosa, estomatite
vesicular, doenga vesicular suina e exantema vesicular sufno foram
descartadas apds a realizagdo de testes diagnosticos especificos
com resuliados negatives. O dnico agente viral identificade naguele
surto foi o Teschovirus A; porém este virus foi detectado tanto em
animais simtomaticos quanto em assintomaticos do mesmo rebanho
e, por se tratar de um virus endémico em rebanhos suinos de diver-
505 paises. a sua detecgdo nao foi associada a ocoméncia da doen-
¢a vesicular. Enfim, neste surto o agente eticlogico causal das le-
shes vesiculares ndo foi identificado & a doenca passou a ser cha-
mada de Doenca Vesicular ldiopatica Suina.

Casos de Doenga Vesicular |diopatica Suina haviam sido re-
latados na Mova Zelandia, Ausiralia e Florida, na década de 80, & na
Italia em 2010. Nos casos descritos mos dois primeiros paises, a
ocoméncia de lesdes wesiculares em suinos foi associada com a
E|i|‘|‘|EI‘IL}I_;:§-EI, destacando-se, muito provavelmsnts, a mntamina-;.in
de wegetais (aipo, nabo e cemoura} com toxinas de Sclerolinia scla-
rafiorum. Ja nos casos ocomidos na Florida e na Ialia, todos os re-
sultados foram negatives para as doengas vesiculares classicas.
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Senecavirus A

O Senecavirus A — ou Seneca Valley Virus (SVV), como foi
denominado até 2014, quando foi definida uma nova nomenclatura
para o virus — foi isolado pela primeira vez nos Estados Unidos da
América (EUA), em 2002. Nagquela ocasi3o, o virus foi identificado
acidentalmente a partir de cultivo celular. O Senecavirus A € a Unica
espécie representante do género Senecavius, dentro da familia
Picomaviridae (Figura 1).

Fonle: M5 Mwww virclogy misc sdubiraoword S 1000 senscw_veley 01 pg

Figura 1. Represamacdo estrutural da particula de Senecavius A
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Apos a sua primeira descrigdo, uma série de estudos foi rea-
lizada mos EUA a fim de esclarecer a epidemiclagia do Senecavirus
A em rebanhos suinos de diferentes estados norie-americancs e as
suas propriedades biclogicas. Estudos soroldgicos demonstraram
que suinos s3o hospedeiros naturais do Senecaviruz A n3o sendo,
incialmente, associada nenhuma patologia especifica a este vinus.

Até 2015, apenas dois estudos detectaram o Senecavinus A
&m suinos com doenga vesicular em que as infecgdes vesiculares
classicas foram investigadas, porém naoc foram encontradas. Em
2007, suinos procedentes do Canada e gue estavam sendo frans-
portados para Minnesota, EUA, apresentaram lesfes vesiculares
efou uleerativas em focinho & banda coronaria, nlaul:li-:'.ag.ﬁn & alguns
apresentavam febre. Todos os testes realizados para a identificagdo
de virus causadores de doengas vesiculares classicas resultaram
negativos. Meste surio, o Senecavirus A foi detectado pela t2cnica
molecular de transcrigdo reversa-reagas em cadeia pela polimerase
(RT-PCR) nos suinos acometidos.

A segunda descricdo do Senecaviruz A possivelmente asso-
ciado & doenga vesicular ocomreu também nos EUA, mais especifi-
camente no estado de Indiana, em 2012, O estudo descreve um
caso isolado de doenga vesicular suina em um animal de seis me-
ses de idade presente em uma feira agropecuana. Assim como no
caso anterior, as doengas vesiculares classicas foram descartadas
apos resultados megativas em exames diagnosticos oficiais e as
tentativas de isclaments viral a partir das amostras de raspados das
lesdes vesiculares & do fluido oro-faringeal falhou em isolar qualguer
virus. Porém, raspados das lesdes vesiculares deste animal foram
positivos para o Senecavirus A na técnica de RT-PCR.

Senecavirus A: uma doenga vesicular emergente reba-
nhos suinicolas brasileiros

& partir do final de outubro e inicio de movembro de 2014 ini-
ciaram o5 relatos de gue rebanhos suimos de diferentes estados
brasileircs, incluindo Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Gros-
=0, Goids, Parana, Santa Catarina & Rio Grande do Sul, apresenta-
ramm animais com lestes de casco & fosinho. Os sinsis cinicos kem-
bram os da Febre Aftosa, o que colocow em alerta produtores, técni-

129

117



Wil Zmpéslo Brasll Zul de Sulnocultura
11 a 13 de agosto de 2015 - Chapesd, SC — Brasl

cos & o5 org30s oficiais de defesa sanitaria animal. Atento as occor-
réncias, o Departamento de Defesa Sanitaria™A&PA, por meio dos
Laboratorios Macionais Agropecuarios (LANAGRODs), realizou os
testes oficiais para as doencas vesiculares de notificacdo obrigato-
ria, com resuliados negativos.

Em margo de 2015, a equipe do Laboratorio de Virologia
Animal e Biologia Molecular da Universidade Estadual de Londrina
{UEL) diagnosticou a infecgdo pelo Senecavirus A a partir de liquido
de vesiculas de suinos adulics, em lesdes vesiculares de lingua =
mucosa oral & em raspados cutdneos de lesdes vesiculares de ani-
mais de 22 a 85 dias de idade. Dutros picomavinus | Teschovirus A,
Sapelovirus A e Enferovirus G}, previamente descritos como possi-
veis agentes causais de lesdes cutineas em suinos e ja identifica-
dos em rebanhos suinicolas brasileiros, foram também pesquisados
neste estudo, ndo tendo sido encontrados.

Esta foi & primeira detecgdo do Senecavirus A fora do termitd-
rio morte-americano. Os resuftados do estude sugerem gue o Sane-
caviruz A & o mais provavel agente causal da doenca vesicular sui-
na relatada mos rebanhos brasileinos, o que indica que o virus @ um
agente infeccicso emergente na suinocultura brasileira.

Sinais clinicos

Assim como ocome com as infecgdes virais ja conhecidas, o
Senecavirus A & clinicamente indistinguivel das doengas vesiculares
classicas. Os animais apresentam lesdes vesiculares integras seme-
lhantes a aftas, preenchidas com fluido, ou rompidas, que se apre-
sentam como Ulceras epiteliais. Estas lesdes s3o comuns em cavi-
dade oral, principalmente na mucosa oral, na gengiva & na lingua
(Figura 2). em focinha [Figura 3) & nas extremidades dos membros,
principalmente na regido da banda coronaria dos cascos (Figura 4],
podendo-se observar a separacio da borda do casco e o despren-
dimento das unhas de seus anexos. Também podem aparecer vesi-
culas ma pele. Febre parece ndo ser um evemo comum, embora
tenha sido relatada em alguns casos. As infecgdes bacteranas se-
cundarias podem agravar o quadro climico.
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Fonte: Laboneinio da Virgoghs Arvimad @ Bologs Moleculer 2e Universicece Extedosd de Londies

ﬂgumzusbesdmdemumualemoasummmlememmm
diagnosticado com 0 Senecawirus A, Brasll, 2015

Fonte: Labonetinio de Virdogs Arvmad @ Blologie Moleculer 2e Universicece Estacued de Londrine

Figura 3. Vesiculas Integras preenchidas com fudo e lesfes vesiculares ulcerativas
de focinho 02 sulnos provenieniss de redanho IagNosticano Com O Senscavinus A,
Brasll, 2015

131



Vil Simpéslo Bras!l Sul de Suinocultura
11 3 13 d2 agosto de 2015 - Chapecd, SC - Brasll

Foote: Laboretdne de Vidoge Anrrad @ Sologe Molscul e ow Universicece Extacdiusl de Londies

Figura 4. Lesfes ucerativas de coxdm plantar de sunos provenienies oe redanho
diagnosticado com 0 Senecawvus A, Brasil, 2015

As principais consequéncias do aparecimento de lesdes siao
a dificuldade de movimentag3o e locomogdo, assim como da inges-
t3o de alimentos. Desta maneira, o que se observa € a redugdo do
ganho de peso diario dos animais. Adicionalmente, o desconforio &
muito grande & o bem estar dos animais toma-se extremamente
reduzido.

De acordo com os relatos recebidos por medicos veterina-
rios e técnicos, na maioria dos animais os sinais clinicos duram de
duas a trés semanas; apos este periodo ocorre a remissao esponta-
nea da doenga, 0 que a caracteriza como uma enfermidade auto
limitante.

Conclusoes

A infecgcdo pelo Senecavirus A em rebanhos suinicolas do
Brasil tem ocasionado lesdes vesicularas epiteliais de menor inten-
sidade em relac3o as doengas vesiculares classicas que acometem
a espécie suina. Entretanto, sempre que forem identificados casos
de doencas vesiculares em suinos, os mesmos n3o devem ser ne-
gligenciados. Assim, todos os cuidados sanitarios recomendados
pelos servicos oficiais devem ser adotados até que se tenha o diag-
nostico das causas reais do problema.
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Por apresentar todas as caracteristicas de uma doenga in-
fecciosa wiral emergents & considerando a imporiancia da cadeia
produfiva dos suinos tanio para o agronegocis quanto para a eco-
nomia brasileira, todos os técnicos, produtores, funcionarios, agen-
tes oficiais de vigilancia sanitaria animal, bem como os laboratdrios
de diagnostico e pesquisadores brasileiros envelvidos nessa cadeia
de produgdo animal devem atuar de forma conjunta com o objetivo
principal de conhecer melhor a infecgdo pelo Senecaviruz A e de-
senvolver @ avaliar a eficacia das medidas de controle, profilaxia
de biosseguranga para os nossos rebanhos.
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ATUALIZAGAD SOBRE A SITUAGAD
EPIDEMIOLOGICA DO SENECA VALLEY VIRUS

Amauri Alflerd, Raguel de Arreda Leme & Alice F. Alflerl
Laborattno de Vinlogia Animal, Departamenio de Medicina
Veterindna Preveniive, Canbo de Cifncias Agricas, Unfversidads
Exfadual de Londrina, Londina, PR

Em medicina weteninaria, particularmente com relagio aos &ni-
mais de produgdo. n&o & freguente o surgimenio de novos patbge-
nos que podem Impactar a sadde & a produthvdade das cadelas pro-
dutivas. Ma produgio de proteina de origem animal tanio no contex-
to do *Complexo Cames® guanio também ne producao de eite e
seus dervados, parficularmente devido &s condighes sanitarias gue
o= rebanios brasileiros atingiram, felizmente novas doengas infeccl-
ps3s gue podem impactar & cadela como wm todo n&o s&80 consian-
tes, porém jamais devem ser negligenciadas.

Ma reabdade s80 mals constanies aguelss vanagdes em pa-
tdgenos |4 conhecidos pela céncia que por mele de processos de
mutagdo conseguem driblar & imunidade ativa dos rebanhos obtidas
por melo de infecgtes clinlcas efou subclinicas, programas de con-
trale e profilaxia, incluindo as vacinaghes, & nomas de blossegurk-
dade. Ma swinoculiura & crcovirose suina fol uma das diimas doen-
gas infecclosas & ser Incorporada no elencd das doengas e Impor-
téncis em suines que foram inroduzidas no Brasil.

Mals recentemente estdvamos todos, inclendo produiores,
técnicos, médicos veterindrios, pesguisadores e demals atores en-
volwidos na cadelra produtiva de suinos preccupedos com a Diarreda
Epbdémica Suina (Povcine Epidemic Disrrhes - FED). Essa doenga
infecciosa ocasionads por wn coronavirus sulno (virus da diarrels
epidémica suina - porcine epidemic dlamhea virus - PEDWV) nos anos
de 2014 & 2015 ocasionou um dos malores desasires sanfarios na
suinocultura norte amenicana. A Infecgio alasirou-se por iodo o erm-
tario &, em menos de ssie meses, ocasionou 3 morte de maks de
nove milhdes de leittes. Todos foram surpreendidos por wm wirus |8
h& muiio conhecido na Ewropa & que, maks recentemante, tamb=Sm
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estava compromelendo a suinoculiura asiatica. Fellzmente, até en-
180, ndo tivemos o ingresso desse wirus (PEDY) no territdrio brasliel-
ro. Hoje &8 autondades saniidrias nore-americanas reconhecem
que erraram a0 negligenciarem a PED.

Entretanto, sem divida ndo estamos livies de PED e muiio
menos de outros potenclals patdgenos. Devernos estar sempra aler-
tas e wigllantes. pols o3 micro-organiemos sempre estBo nos ensk
nando que vigilancia epidemioldgica robusia & a melhor arma contra
surpresas desagradévels tanto na medicing humana quanta na me-
dicing veterinaria.

Em medicing humana, no and de 2045, tivemos o dissabaor de
sermes apresentados Ao zikavines, Esse srbovirus (winus transmiti-
dos por insetos) ainda ndo hawia sido disgnosticeds em nosso pals.
Muito provavelments coma um legado da cops 9o mundo de fulebol
o zikavirus enconirou no Brasil condigbes sdequadas para & sua
dizseminagido, sempre no vacuo de Dengue wilizando o seu wetor
(Aedes aegypl) para se disseminar pelo paks. Alm de s2mmos sur-
presndidos por um nowe wirus ainda nBo diagndstico no temiténo
brasileiro o zikavirus fod iIncimineds por uma forma de apresentacio
clinica ndo relacdonada de maneira usual & 25548 vinose em humanos
que & 0 nEscimento de criangas com microceialia.

Em medicing veieringria algo muite semehanie em termos
epidemiolbgicos também ocormeu. Aproximadamente na segunda
quinzena de outubro de 2014 indclaram os relatos de técnicos de
campn sobre 3 ocomréncia de lesbes vesiculares em sulnos compro-
meatends animals de cria, recria, terminagio e também reproduiores.
Por ser de manifestacdo clinkca vesicular incislmente weio o recelo e
termod, pois infecgdes que culminem com doences vesiculares s&0
de comunicagBo obrigatdria aos drglos oficals de defesa sanidria
andmal, paricadarmmente devide 4 Febre Afiosa e demaks doengas
vesiculares classicas como Estomatie Vesicular, Doenga Veskcular
Suine e Exantema Veskeular Sulno.

Entre novembro e dezembro de 2014 a infecglo disseminou-
se pelos principals estados onde a sunoculiura tem importancia
econdmica no contexto do agronegdcie. Em janeiro de 2015, ainda
sem disgndstico conchusive, o MAFA realizou reuni8o i&cnica e po-
sloionou-se frenie a esse processo infeccieso, pols os disgndsticos
oficiais (& haviam descartsdo as doengas wesiculares classicas e de

&7
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comunecacao abrigatdria. Pordm, até entdo ndo havia wn diagnidst-
co etiobiglcs definitive. Alnda em janeiro e feversine de 2015 relatas
de campos descreviam gue, principelments, em granjas onde ani-
maiz de terminacio & reproduiores. (maltrizes) apresentaram quadro
clinico wesicular observou-s2 3 ocoméncla de alia mortaldade em
leitoes neonatos (1 & 5 dias de idads). Algumas lelegadas apresen-
taram, em urm perlodo de T & 15 diss, até 35% de mortalidade neo-
natal. Clinicamenie os kitbes apresentaram diamela, sinsis neurold-
meos, kesbes erosives em mucosss & pele, inanicdo, definhamenta &
refugagem. Posierormente, os casos de mortalidade meanatal, ien-
tativamente denamingda de Sindrome Multissistérmica com Montali-
dade Meonaial, foram relacionados oom & oComencia anterior ou aké
mesma concomitants de animais adultes, paricularments matrizes,
com lesties vesiculares em casco e focinho.

Em 20 de margo de 2015 pesquisadores do Laboratario de Vi-
rodogia Andmal da Universidads Estadusl de Londring comunicaram
& Adapar (Agéncia de Defesa Agropecudra do Estado do Parana) e,
congsquentements, fambdm 20 MAFA a identiicacio por melo da
reagao de RT-FCR & de sequenciaments de nuckeotideos do produ-
to smplificads de Senscawvirus A (SenA) Identificado & partir de
lestes vesiculares em sulnos. Posteriormente, o senscavines tam-
bém fol redacionado, além da forma cldssica vesleulsr, com o8 gua-
dros clinicos de moralidade neonatal que estavam ocomrendo em
rebanhos suinicolas de praticarmente todo o pals.

Desde entBo o vines disseminou-se rapidaments por pratics-
mente iedas &= regilies geograficas brasileiras onde & cadeia produ-
tiwa de suinos tem importancia econdmica & soclal. A velocidade de
transmizszs&o do Sen’'A nos rebanhos brasilsinos fod muito grande,
talvez sem paralelo na swnocultura naconal. Destacs-ge que, epk
demiaglogicamenie, a infscclo pelo SenvA no Brasil fol multo seme-
Inanie 4 forma de disseminagio da PED mos Estados Unidos da
América (EUA) nos anos de 2014 e 2015

Ou s=fa, em termos epdemiolbgicos gssim como & medicing
humana no caso do zikavinus, a suinocutiura brasieira fol surpreen-
dida com o Ingresso em nossos rebanhos de wm novo vines (SeniA)
ginda nao dentificado no pals, com grande potencial de dissemina-
A0 & gue, além da ferma dassics de apresentaegda, manifesbou-ge
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tamibem por melo de uma fooma clinica ainda ndo descrita pera esse
winus erm todo o mundo.

inicislmenta, antes do relato das conguistas & evoluglss no
campn das novas descobertas relafivas tanfo ao Sen'VA guanio &
infecg@o em suinos (senecavircse), & interessante relembrar um
pouco da hiskna

0 Baneca Valey vius (SWV), sluaimente denominado Sen'va,
fol identficado pela primeira vez nos ELA no ano de 2002, Posier-
oimente, nos anos de 2006, 2008 e 2012 ocomeram relates 4o vins
sendo descriios em casos de lesbes vesiculares em sulmos denomi-
nadas, preliminarments, como Deenga Veslcular (diopatica (DVI)
tante em sulnos provenienies dos EUA quanbo do Canada. Casos
de D1 em sulnos |3 haviam sido descritos em owtros palses, porem
sem a definigio da etiologia. Ale entdo o SenVA somenie havia sido
ientificado em casos de lesbes veslculares ocomido nos EUA e
tami=sm nD temribbrie norte amercano em swinos provenssnies do
Canada.

A kdentificacio do SenvA no Brasi fod a8 primeira identficagBo
deste vinus fora da Aménica do Norfe. O senecevirus & um wvinis
RMA de fita simples, ndo envolopado, com aproximadamends 25-30
nm de didmetro, capsideo icosagdrico e que, atualmente, estd clas-
sificado na familla Picomavindse, género Senecawvrus, espicle Se-
necaviius A (SenhfA).

Apts & descriglo do vinus no Brasdl, bem como & sua correla-
o com mortabdade neonatal relates semelhantes foram realizedo
no EUA e na China. Devido ao grands deservalvimento clentifico e
tecnoligico abual, nesse curto espago de fempa. rabalhos dentificos
realizados no Brasd, EUA e China foram responsasels por demons-
trar, e abé mesmo comprovar centificaments, vanos aspectos relacl-
onades &G0 wirus e & infecglo (senecavirose) propriamente dita. A
sequéncia de nuclectideos do genoma (EMA) completo de varias
cepas de Sen'VA |4 estd disponivel em bases plblicas de dados. Os
sinais clinlcos de lesdes culfneas e vesiculares foram reproduziios
por melo de inoculagBo experimental de cepas virals Boladas em
cultivo celular em sulnos sm idade de creche assim comao &8 mora-
bdades neonatals por melo de inoculagdo em matrizes gestantes. A

reprodugao da infeccBo e dos sinals clinicos por meio de inoculago
experimental poasibilita gue definitivamente possamos relacionar le-
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sfes vesiculares e modakdeds neonatal em suinos com o SenvA e
finalmenie cumprindo tedas as quatno etapas do postulado de Koch.

Sem diwda, o Ingresso desse vines na suinocultura brasilieira
causou grande prejuizo econdmico & cadela produtiva como um to-
do. & primeira infecglo em rebanhos livies determinou lesdes vesi-
culares em arimais de terminacio gue mesmo apbs & coatrizecio
trazia conseqguéncias, pols ao abate milhares de animads foram des-
viados da linha por apresentarem sinas de lesdes culBneas cloatri-
zadas em focinho & casco. Os eplsddics de moralidade neonatal
pcaséonaram a morte efou refugegem de milhares de leitbes.

Mo geral, apds a instalagdo da infecgdo em um rebanho & se-
necavirose evolul por 20 a 30 dias e apresenta iendéncla & establli-
Zzagho. Em alguns rebanhos foram descriios novos epistdios ou de
lesdes wesiculares ou de monalidade necnstal dods a trés meses
apdE 08 primeres cesos. Atualmente, muito provavelmenie pelo es-
tabelecimento de imunidade de rebanho, observa-se que & infecclo
apresenta tendéncla de tomar-se endémica, surgindo casos espora-
dicos pariculsrments em andmals com balza ou BI& MESMO 38T
imunidade especifica.

Com relagi3o ao controle e profilaxia da infecgBo a principal
medida para prevenir a entrada do virus ou &t& mesmoe 8 resntrada

do virus no rebanho & a adogdo, a Inkensificagio e o monioramento
de medidas rigidas de blossegundede. A Implementagio & mondo-
ramento de medidas clissicas de biosseguridade ¢ 8 principal ama
disponivel para reduzir o nimene e & inlensidade de focos. Desta-
cam-se entre alas:

- Limpeza e desinfeogio figarosas das instalagses.

. Vazmo sanitasio.

- Proibicha ou reduglo 30 mdximo de trdnsilo nas granjas evitanda
villilag g indts

- Imglemeniagic de sistemas de desinfecio de veiculos.

. Evilar & presenga de oulros animas domestioos e siestres.

Fara granjas gue precisam realizar a reposigio de animals
deve ser obrigatoria a realizagio de quarentena anbes da infrodugBo
e novos animaks mno rebanio.
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Sem divida. os avangos em fodas as Areas de conhecimento
redecionadas ao SenVia e 8 infeccBo de leitbes e suinos adultos por
esse vins ocomeram de forma extremamente raplda em resposta &
agiidade gue & cadsls produtiva suing exige, paricularments em
redagfo Boa mEpectos sandtdros e, principalmente, gquando se trats
de doenges exdticas. Com redag8o &0 Brasil, esses relatos demons-
trarm de forma cabal todo o patencial & capacidade dos laboratdrios
de pesquisa e diagnosteos de instituigdes brasllielres em atender de
forma guase instantinea & uma importanie & emengente demanda
do sstor produtivo.

Por fim crese que seja de grande relevancs fEzermos wma re-
flexdo. O Sensca Valley wius ou o Ssnecaurus A realments nos deu
uma grands lighos. Em hipdtess alguma os nossos rebanhos estBo
profegidos do surgimento de wm novo agente infeccioso. Fomos
resiments pegos de gwrpresa. Estdvamaos nos preparands, & ainds
estamos, pare evitarmos 8 enfrada do coronavins causador da
PED. D= repente formos assolados pela infeccBo por wm vines para o
qual ndo tinhamos disgndstico instalado no paks. Como fator compli-
cador inicial uma das formas de apresentacBo clinica da doenga, &
forma wesicular em animais adultes, apresenta lesies cutineas mul-
to semelhanies 45 ocasnadas pela Febre Aftosa gue, de scordo
com a OIE, & & principal doenga infecclosa andmal em todo o mrundo.

A liglo que fica & gue devemos contar com wna defesa sani-
taria robusta e qualificada com sistemas rapldos e eficazes de aten-
dimente & campa, com wma rede de laboratdrios competentes e com
plancs de contengdo e medidss de mitigagdo de rsco testadas e
gvaliadas. & sadde dos rebanhos de animats de produgdo sem dil-
da sbyuma & o malor patiménio do produtor neral. Ele deve consoll-
da-la par melo da sdogao de medidas rigidas de blossegurideds nos
retanhos & o estado deve contar com uma estneura de defesa sanik-
taria animal competente, consolidada e sempde em expansdo.

Doengas infeccioses representam & malor ameaga 308 oS-
s0& rebanhos. Em um pals onde mais de 173 do FIB € oniginado por
alividades vinculadas a0 agronegdcio que geram impostos e divisas
além de mihares de empregos No caMpo & nas cdades, No comer-
oo & na inddstia, sam divda a Vigilanca Epldemsoldgics Andmal
deve ser ratada coma matéria de seguranga nacional.

T
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O lema Senecawvius A e suas formas de apresentacao vesksu-
lar & de moralidade neonatal tem sido eddensivaments explorads
por pesquisadores de varios paises com &nfase para pesquisadores

e origem brasileira, morie-amenicana e chinesa.

MNa sequéncia apresentamos as principais publcactes relati-
was 80 tema reslizadss em peniddices clentificos de prestigio inter-

nacional somente nos ands de 2015 e 2016,
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for the nucleoprotein gene aof cPI¥ and COW, E3 gene
of CAdY-2 and ghycoprotein B gene of Calv-1. Owr
results demonstrate that respiratory viral infections,
especially involving cPIV and for CAAV-2 and for CIV,
and bess frequently CaHV-1, are commaon in dog shelbers
in RS state, Brazll and thefr frequency is related to dog
density, sanitary and nutrition conditions, and year
seagon Financlal Support: CNPg = Conselha Nadonal de
Desemvobvimento Clentfico e Tecnaoléglco.

VWit -  IMMUNOGENICITY AND EFFICACY
ASSESSMENT OF AN INACTIVATED RABIES-BASED
CANINE DISTEMPER VACCINE

Budbysrewski, RF; Canal, CW.; S5cheell, M.]; von
Messling, V.

I UMIVERSIDADE FEDERAL D} BIC CRANDE
D AU

2 THOMAS TEFFERSON UNIVERSITY

3 PELEHRLICH INSTITUT

Rables and @nine distemper viruses are important
canine pathogens and Included o rowotine vacdnation
schedules. While mhbies vaccines are inactivated, canine
distempervines [ CIV] vaccinesare live-attenuated, which
carries the Inherent risk of vaccine induced distemper
in wild camivore species with higher sensitivity o the
virus. Many of these spedes are close to extinction, and
the ladk of a safe COW vaccine poses a great challenge for
conszrvation efforts. In addition, the genetc divergence
of circulating CDV strains from the vacdne strains has
been continuwoundy Increasing. and an wopdate with a
more recent isolate may become necesmiry However,
the zelection amd licensing of a new live-attenuated
vaccine strain will be time-consuming and costl. To
address these |ssoes, we generated recombinant rabies
viruses camying the COY fusion (F) and attachment
[H) protein of the vaccine strain Onderstepoort or the
recent wild type strain 5804p in addition to the abies
virus glycoprotein [G). These viruses were parified by
ulmacentrifugation and suhsequently inactivated with
betz-propriclactone. Te imvestigate the efficicy of the
different vaccine cndidates, growps of ferrets wers
immunized twice with either the COW wild type or the
vaccine envelope protein carmying viruses or with the
COV Omderstepoort H proteln zlone. o addition o
following the neutralizing and total ant-COY antbbody
kinetics, the mbies antibody titers were also amalyzed.

Three weeks after the second immunization, the animals
wlll be challenged with the S804p strain and the dinical
course of disease will be followed. The extent of virus
replication in peripheral blood mononucear cells will be
guantified and the severity of immunosuppressicn will
be amalyzed by in vitro proliferation assay. We expect to
gRin new Insights in the relevance of genetic changes In
the H protein for vaccine efficacy and in the pobential
of the rables virus vector 25 vaccine platform. Fimandal
Support: CAPES, DAAD.

V¥WI51 - FIRST REFORT OF SENECAVIRUS A IN PIGS
OF MFFERENT AGES WITH VESICULAR DISEASE IN
ERAZIL

Leme, BA; Dink JA; Alcintara, BE; Possati, F;

Molinar, BLD.; Lorenzettl, E; Favero, LM Oliveir,
M.V Alferd, AF; AMlerd, AL

UNTVERSIDADE ESTADUAL DE LONMORINA

Semecavirus A [Send] |s the single representative specles
of Senecovirns genos, Ploomowinddoe Gmily Studies
conducted in North America have suggested that Send
infection might be associated with a wesicular disease
in pigs known 25 porcine |diopathic vesicular disease
[(PI¥DL Here we report the maolecular detection of Send
in FIVD outhreaks in pigs of Scuthern Brazilian region.
From February to June, 2015, eight pig farms lomted
in Parand and Santa Catarina states reported PIVD
outhreaks. Pig populytion in thes: Gsrms waried of 200
to 5000 animals and morbidity mtes anged of 209
tn W% Weaned pigs and sows presemted daudication,
fluid-filled and ruptured vesides, and ulcerative lesions
on coronary hand, booves and for snowt. Clinkal signs
persisted in the affected animals for approcimately
2 weeks and then disappeared. However, other pigs
started to present the symptoms Swabs [(r=T), scrapings
of roptured vesides and ulcerative besions [n=5) and
wesicular fluids [r=4]) were collected from PIV-affected
pigs of the eight Bxrms_ In order to evaluate asymptomatic
plgs for SenA infecton, 14 PIVID non-affected animals
within the sxme farms also were sampled with scrapings
of skin. A total of 30 samples were collected from PIVD-
affected farms Addidonally, ootaneous tissue mmples
[n=3H] were collected from clinically healthy pigs of 5
PIVD nom-affected pig herds. Nuclelc acid extraction was
performed wsing a combination of phenal fchloroform
isoamyl alcoho] and silica/guamidiniom ispthlocpanate
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methods. ET-PCH amays were performed to detect
specific amplicons of vimal agents assoclated with
vesicular and for cutaneows diseases such as Teschowns
A, Sepelovirus A, Enterovirus 6 Porcine ofrcowwinrs-2 and
Porcine porvovines. A set of primers were designed to
amplify 542 bp produoct siee of VP NP1 reglon of Send
genome. Send was detected from all the vesboalar fludd
and scraping of ruptured veside and wloerative besiaon
samples from PIVD-affected pigs; all samples collected
from asymptomatic pigs of PIVD-affected and non-
affected herds did not show ampliiction produocts.
Sequence analyses confirmed the specifidty of RT-PCR
aszay; phylogenetc evaluation shewed [solates from
Brazi] clustered with similar strains of Send identified
in North America. The results suggest that Send was
the etlological agent of the vesicular disesse cathreaks
in evaluated pig herds This ks the first report of Send
infection In clinially affected pigs outzide of North
America. Keywords: Ploornavirus  infections, swine,
Seneca valley virus, vesicular skin dizease. Financial
Support FINEFR, CAPES, CNPg, and Fundagio Aranciriaf
PR

YVi55 - DETECTION AND CHARACTERIZATION OF
INFLUENZA A VIRUS ENDEMIC CIRCULATION IN
SUCELING AND MURSERY PI:E IN COMMERCLAL
FARMS USING INFLUENZA VACCINE

Dias, AS; Gauger, PC; Vimcent, Al; Kitikoon, F;
Baker, BLE; Thang. |

I UNIVEESIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

L JOWA STATE UNIVERSITY

3. NATTOMNAL ANIMAL IHSEASE (ENTERS
UMITED}  STATES  DEPARTMENT  OF
AGEICULTURE

Influenza vacdnes in the United States have helped
reduwdng dinical disease, but their ability 1o protect
against infection has been Inconsistent, and reservoirs
that allow the wiral drculation are unknown. The
phjectives of this stody were to evaluate the bevel of
Influenza infecton in sudding and nursery pigs an
farms using influenza vaccination in breeding females, to
determine the influenza subtype(s] present in these pigs
and to compare the influenza sequences izolated and
their phylogenetic relationship with the vaccine strains
uzed in the herd. Four farms from the same produoction
system in Midwest United States wsing influenza virus

vaccinaton in the breeding females were selected. Dams
were previously vaccinated with 2 commercial influenza
vaccine, which contaimed §-2 HIN1, y-H1N1, C1-HINZ
and CA-FI3MZ viruses (ne week prior to onset of the
sampling. an avtogenous suhuonit prodwct containing
W3-C4, W1-6 and Hi-y was used to vaccinate all dams.
Samples were collected every other weel, for a total
of elght samplings. A hondred and thirty five nasal
swab mamples were collected from 12-17 day-old pigs
by litter in each sampling and exch farm, for a total of
4320 mmples. Oral Auid samples were collected from
the sxme group of plgs after transport to the nursery
at approaimately four weeks of age, for a2 tozl of 158
samples. All samples were submitted to real dme PCR
[Vet MAX™ Gald SV Detection) and subtyping [Vet
MAX™ S1V Subtyping RNA). ¥irus viabillty of posibve
samples oo real Hme PCR was asseszed by wirus
isalation. Complete genome sequendng was performed
on positive samples by virus isolation and genetic
sequences of influenza izolates were compared with
vaccine stains. Influenza A virus was detected in 2.29%
and 31% of pooled nasal swabs and oral fluid samples,
respectively. H1N2 subtype was the mast prevalent for
naszl swabk and oral fluid samples, followed by HIN2.
Two na=] swab samples were submitted to complete
genome sequencing, which revealed they were a human
H1NZ-51 subtype with PE1, PBZ, PA, N5 e NP segments
from TRIG HINZ isolated In 1998 and M segment from
pandembc HINT viros A gene was 97.6% and 97.5%
similar to the nucleotide and amino acld sequences
compared to the Hi-f virus In the subunit vaodne,
respectively. Besults suggest that sudding and nursery
plgs were susceptible to LAY circulating in the farms
and suckling pigs may serve as reservoir of 1AV, despite
of infleenza vaccination in breeding females. Finandal
Suppart: FAPEMIG, CNPg.

V¥169 - GENETIC HETEROGENEITY OF THE VPG GENE
AND PREDOMINANCE OF GGP[S] GENOTYPES IN
ERAZILIAN FIELD STRAINS OF PORCINE ROTAVIRUS
C

Possatti, F; Lorenzetti, E; Molinari, B.L.D.; Leme, BA;
Massl, LP; Dtomed, BAL; Alfler], AA; Alfledd, ALF

LUNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

Porcne rotavirus © (HAVC) s an importamt cause
of entertis In piglets, and has been conddered an

Dhztobir 205 Woleme 20 - Supplises 1 - Absrect fPoders - Ovad Prsenistion
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6.4 Numeros de acesso em base publica de dados (GenBank) das sequéncias
gendmicas parciais (VP1) das cepas de Senecavirus A

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-E10/15 VP1 gene, partial cds
541 bp linear RNA

Accession: KT445977.1

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-D6/15 VVP1 gene, partial cds
541 bp linear RNA

Accession: KT445976.1

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-C5/15 VVP1 gene, partial cds
541 bp linear RNA

Accession; KT445975.1

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-B4/15 VVP1 gene, partial cds
541 bp linear RNA

Accession; KT445974.1

Senecavirus A strain BRA/UEL-SenV-A2/15 VVP1 gene, partial cds
541 bp linear RNA

Accession: KT445973.1

Senecavirus A strain BRA/UEL-SVV-B2/15 VP1 gene, partial cds
541 bp linear RNA

Accession: KR075678.1

Senecavirus A strain BRA/UEL-SVV-A1/15 VP1 gene, partial cds
542 bp linear RNA

Accession: KR075677.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445977.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445976.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445975.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445974.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KR075678.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KR075677.1
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7.1 Circular n°18/2015/CGI/DIPOA/SDA

Circular n°18/2015/CGI/DIPOA/SDA, de 07 de Julho de 2015

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA
Secretark de Delesa Agropecudna - SDAMAPA
Departamentn de [zspegio ¢e Produlos de Origem Animal ~ INPOASDA
Coordesasio-Ueral de Inspogio — COLVDIPOA

Circular n* 0182018 CGUDIFOASDA Brasilia, 07 de julbo de 2015

Do: Coordemador Geral da CGLUDIPOA,
Aos: Aos Uhefes de SIPOASISASSIFISA.

Assuato: Orientaglio de precedimentos o serem adotades frente os lesbes vesiculares em
sminos, Esta Circnlur cancela o de n® 01402018/ CGUDIPOA.

Senhores Chefes,

Coasldersndo as informagtes do Depamamento de Saikle Animal (DSA), veiculadus por
meio do Memoeande Circalar 122015-DSA (anexo) ¢ na presenga de lotes de suinos com
lesdes vesaculares de caseo ¢ locinho, esclarecemos que:

Deve sor primeiramente avaliado pelo Médico Veterindrio Oficial do SIF, s estd
peesente 8 comprovagho documestal de alendimento, emitids por Médxo Veserindno
conskderado competeae pars esse fim pelo Sesvign Oficial de aengto 4 Sadde Animal, de
forma peévia 20 carregamenio dos animais.

Mediasee 3 comprovagha de aendimento pelo Médicn Veterisdrio coesiderado
competeate pelo Servigo Oficial de slengio a Saide Animal, camsclerzndo o quadro clinico ¢
epldemioldgico como compativel com doenga alvo das progmmas oficiais do DSA, na forma
definida pela IN 2® 502013, o Jote serd considerado imapto para exportagho (NE) para os
destnos gue apeesentem resinigio na Certificado Sanitino Intemacional quanto 3 sus siluacio
sanitdna.

Medsaste 8 comprovagihio de amendimeoto pelo Médeson Vererisdrio coasiderado
competeate pelo Servigo Oficial de atengéo a Sadde Animal, camclenzando o quadro clinico e
epidemioligico como igumpsdivel com as doengas alvo dos programas oficisis do DSA,
conforme a IN n® Sy2013, cs animais devem ser avalindos no ante e post mortem na forma
detinids 00 presenie documento, para fiss de Certificagio Sanitdsa Incrnacsonal.

Nio havendo o scompanhamento do lote pelo “formaan ™ (Compeovagio de atendimento
pelo drgio compesenic de saide animal) deve ser feita 2 comunicacdo pelo SIF wo Servigo de
Sadde Animal Jocal, quanto pas achados de amle morrem (presenga de lesées vesiculares
rocenies va em resolugdo, morbidade em relagin & Gargas reoebidss de messs origem,
resulsado di termometrin de animais Com lesio, entre outns), ¢ quani s dagadsicn clinico ou
laboratorial do Médioo Veterindrio a campo. Essa notificagio serd feala pelo envio de cipis do
bodetion sanitino ¢ demais documentos de micresse gue cstiveren disponiveis,

Apds o execugio do exame clinico de anfe marfem  peko SIF,  realizado
Independeniemente do diagnostico de campo ¢ incluindo termometris dos sninals com lesko
vesicular, os mosmes devem ser destisados para o abate, sempee em separado das boles gue nio)-
tiveram detecgho du lesdo pelo SIF.

Foplinada s Mamsdenn, Bhoos D, Amcno Al A, &% ander, Soln 422, Brasdaw DF - CEF TOOL990 Ted: (51) 1218754




MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA
Secretana de Defesa Agropecufinia - SDAMAPA
Dupartimenio de Inspegio do Prodesos de Onigem Asimal - DIPOASSDA
Cocedenngin-Geral de Iaspegio - CGIUDIPOA

Os esmbelecimenios deverko, por meso do sistemsa de mstreabilidade, garantir

wentificagio ¢ a segregagio das curcagss ¢ de sms visoeras, com diferentes destimagios
aurorizadas peko servigo oficial, comprovando a sdeqoida destinagio de fora inoguivocs,

Abaixo focam tragados dois fluxogramas com o objetivo de esclarecer as agies a serem

adotadas:

5)

6)

I

Flunograma resumido 1

Recebamentn de Jotes @ suinos COM lesdes vesicslares ¢ SEM ateadimento pelo
Médico Veterindrio considerado competesse pedo Servigo Oficial de atengio i Saide
Animal; y

Realizar o anre-martem, incluindo a termametriag

O lotes de suimos com o sem febre deverdo sor destinados a0 abale em separada;
Realizar o past-mortem sendo que:

#) Parx os animais identificudos com febre, suss carGagas ¢ suas viscerss deverio scr
condenadas;

b) Para as animais ientificados sem febre, as lesies vesicukares devem ser removidas,
SURS CAICHCAS ¢ ViSortss destinadas a0 aproveitamento condcsonal pelo calos,

On demais animans do lote (mesmo que ndo teabam spresentada lesio) relendos nas
letras “a™ ¢ “b" deveriio ser desclissificados pasm exportagio,

O Servign Velerindrio Jocal e o Servigo de Sadde Ansmal (SSAUSISASIFISA) deverio
ser notificados dos achados

Fluxograma resemido 11

Recebimento de Jotes de suinns COM lesdes vesiculsres ¢ COM stondimeato pelo
Médion Velennino considerado competene pelo Servigo Oficial de siengho b Salde
Animal;

Realizar o ante-mortem, incluindo & lormame i,

Os lows de suinas com ou sem febire devero sor destimdos a0 abate cm separdo;
Realizar o post-maortems sendo ques

a} Para os animass identificados com febre, Suks Carcagas ¢ suas visceras deversa ser
condeoadas;

h) Para os ankmais wentificadas SEM  [ebre, porém com  quadeo  clisico ¢
epademioldgico carsctenizado como compativel com docaga alvo dos programas
oficias do DSA, na forma definkda pela IN n® SOZ013, as ksdes devem ser
removidas, suas carcacis ¢ suas viscems deverdo ser destisadas de acordo com 2
enfermidade ideatificads;

<) Para os amimais ideotificsdos SEM  febre, porém com  quadeo  clinico ¢
epidemiokigico canclerzado coma incompativel com doenga alvo dos programas

removidis, suis curcagas ¢ suas viscens deverko ser destinadas 8o aproveitamento
condicional pelo Gilor,

ofiias do DSA, na forma definida pels IN 0™ 5072013, as ksdes devem y

Espiunnds dos Miziinion, Hioco D, Arces Als A, & snche, Sads 422, Bendba i - CEP 3083000 Tel (41} 3218.2019
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MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA B ABASTECIMENTO -~ MAPA
Secretwrin de Defesa Agropecuiain - SDAMAPA
Depanamemo de lrspegio de Prodatos de Ouigem Aalmad - DIPOASDA
Cocedenaghn Geral de laspegio - QGUDIFOA

5) Os lotes dos snimais referentes as letras “s™ € “07 deverfio ser desclassificados para

CXpanacho.

6) No caso da letra “c¢", os demais animais do lote {230 scometidos por lesdes), podecia
ser ohjelo de expanscho, ressalvado o disposto  nos  Cerlificsdos  Sanisirics
Intersaciosais.

Definigies:

Notificagdo dos achados de ante ¢ post mortem = cnvio de Gulis de Transio Animal (GTA)
¢ boletins sanitirios de lotes recebidos com lesio, apis o precachimento do campo exclusive do
SIF com as Informaghes relevanses, &s unidades de atendimento vetenndnio local ¢ s drgho
compesente da SFA, para ciéncia do drgdo de sadde animal, e pravidéncias que entenderem
cabiveis;

Febre = temperutura retal maios ow igual a 41°C (ar. 124 do Decreto n® 30.691/52);

Tratamento pelo calor = hindmso lempo ¢ lemperaium devidapseose compeovado, por
hibliografia, como suficicare pam msegurar a seutrlzacio ou climinagho de quaisgeer vires
PRESENIC Né CAICHKY ¢ dis visouras,

Documentos de referéncia:

* BRASIL. Decreto o, 30491, de 29 de margo de 1952, Aprova o Regulamento da
Inspeghio Industrinl ¢ Samitiinia & Produsas de Origem Animal.

* BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, DO ABASTECIMENTO E DA
REFORMA AGRARIA. Poctaria 711, de 1% de novembro de 1995, Normas técnicas
de instalagbes ¢ equipamentos para abate ¢ industrializacho de suinos. Brusiia,
1995, 306p.

¢ BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, DO ABASTECIMENTO E DA
REFORMA AGRARIA, Instrugio Normstiva S0, e 24 de Setembeo o 2013, Altera &
lista de deengas passiveis de aplicugho de medidas de defesa sanitiria animal ¢
torns as de notificacho obrigatdrin, Brasilia, 2013,

* BRASIL .DECRETO N"5.741, DE 20 DE MARQO DE 2006. Regulamenta os arts. 27-
A, 28-A e 29-A da Lei oo K171, de 17 de janciro de 1991, oepanizs o Sistems
Uaificado de Atenglo 4 Sanidade Agropecudeia, ¢ di outms prosidénciss,

* BRASIL INSTRUGAO NORMATIVA N° 3, DE 17 DE JANEIRO DE 2000
Regulamento Técmico de Métodos de lasensibilizagio para o shee humaniino de
animais de agougue. /

* INSTRUCAO NORMATIVA N° 47, DE I8 DE JUNHO DE 2004 Regulamento
Técncn do Programa Nacional de Sanidade Swidoa.

-

Ephnads tos Massutons, Bioco D, Ascas Al A, 4 s, Sats 422, SroabaDF - CEF 300203000 Tel: (81) 12182004




143

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENT - MAPA
Secresaria de Defess Agropecuing - SDAMAPA
Dcp:mnnm te hpedoa Produios de Origem Animal - DIFOASDA
Screvcin-Grurad de Inspegio ~ COVDIPOA

e MAPA. SDA. Manual do Sissemz Nacional de Informagio Zoossansdria 1° Edegin.
2013,

o MAPASDA. Plano 3¢ Agio pars Febre Afoss: asendimento 3 notificsio de suspeits
de doengs vesiculir, 2009

o Memo Circular 1272015-DSA. Ocorréncin de Moetaladade cms sulinas. 130272015,

«  OIE. Cidigo de Animais temestres. Dispeabvel no site: www.ow.inl

Esta Circular cancela a de 0" 014/2015/0G

ADOR-GERAL
TPQASTANARA

Eapluads fon Miabson, oo T, Assas Als A, 4% sk, Sals 422, Rl DF - CFF 70040990 Tel: (€1) 12182758




MINISTARIO DA ATIICULTURA, PECUARIA 8 AHASTECIMENTO
Sectemein do Deleas Agropeceina
Depaitaawain de Smizlz Asimal

Mem Citcuier N /2 72015-08A
s, 13 Je fversion de 2015

Aas Chefes de 3548, SISA, STFISAs ladas.
Ce: Saperitrendeates Fedomss do Agrculiura Wi,

Assunin Ocorréncia de mesialidade oam sulmoa.
Refertacin: Mamo Cire, JULS

Suskoes Chelen,

1. Heturumes 2 V %, gosia luilk, pase complenemar as inforsagdes do Mero Circalsr i’
10201508 A, de 9 & fevaralro de 2015, gue tralu Sr ocontach e murslidade em sulnos,

2 Desde novembrn ., 0 Servigo Vewrindro Ofical - $YO comegou & ser aotificsdo
whre 0 aumesto ¢ mortalidade de lelides meoriug © lewdes Uz cascos ¢ focinha de maires. Al 0
memeine, 2o indos 0% casos investigados pedo SVO, 1368 pvalingdes cisxa e epidemiokighos, foram
WBWQUWOMMWHﬂb(MI’W:MWMh).I
sindome vesiceir {dozaga abvo; Fetee Aliosa) @ 3 Diarréln nidémies Sulnx « FED

- ¢ MMM'wduualm:mn‘ﬂmopdvm-.chhuinumplummkn
ddlnllmwiwommmnmmwvdnnhoq.mbnhquﬂ(nl.fadnc-iiumiuwnn
mﬁimmmnofcwvdnmupacmwuﬁumdouﬁwm.hhnmmrhnmlmdo
Mpm%mwﬂﬂmmnq«w«&:ogummﬂm

programas senlidrios o m masual v 8.
. O sonsolidedn da infommagho déveri ser organieade no fipermato peopowss ahalxo, par
ercamishamenio scmanal & DEP ¢ respectivo pragrama sanitno

e Depusinmenlo, M0 catendy, Hesiu momenta, guaisguer medidas restritivas, j& que o SVO o esiados
molvwmcopﬂpioWAmmﬂnMudnnmummwmcmm
mmmmwuac-wwawqmammm j
% Detruasion, solicilamos ercamintamentn do presctle wos weterindrios Beoyduas
v 3036 ST0OnS ¢4 caddels Produtive pere conbeceenio.

Ateecisamonie,
- <3 - :;:" *
DV iiode Maioes
Fa Agiopecairo
. Direiur do DSA

Caplocaile 508 Misisddeion, Bocs [ - Arcas A« ¥ A, TS0 - Penlia/ IF T 813 221K - 701 I 61 30 Hie

o i =ET “Motivoparne | Disgeéstion
Némero e Motivo Hescarte peio provivel
UF¥ otorrincis | Mum [T} gaglo | SYO 1 uoesndusive (rhservaghy
3 Qulyuer informesdo adicom! que vorss & sagir serd ipedintamenie comynicada po

144




145

7.2 Classificacdo da Familia Picornaviridae

Classificagdo da Familia Picornaviridae

Home | Contact

VIROLOGY DIVISION - IUMS

Virus Taxonomy: 2015 Release

EC 47, London, UK, July 2015;
Email ratification 2016 (MSL £30)

Ordem
Picornavirales Familia
Picornaviridae Géneros Espécies
Aphtovirus Bovine rhinitis A virus
Bovine rhinitis B virus
Equine rhinitis A virus
Foot-and-mouth disease virus*

Aguamavirus Agquamavirus A
Avihepatovirus  Avihepatovirus A
Avisivirus Avisivirus A

Cardiovirus Cardiovirus A
Cardiovirus B
Cardiovirus C

Cosavirus Cosavirus A
Dicipivirus Cadicivirus A
Enterovirus Enterovirus A

Enterovirus B*
Enterovirus C
Enterovirus D
Enterovirus E
Enterovirus F
Enterovirus G
Enterovirus H
Enterovirus J

Rhinovirus A

Rhinovirus B

Rhinovirus C
Erbovirus Erbovirus A
Gallivirus Gallivirus A

Hepatovirus Hepatovirus A



Hunnivirus
Kobuvirus

Kunsagivirus
Limnipivirus

Megrivirus
Mischivirus
Mosavirus
Oscivirus
Parechovirus

Pasivirus
Passerivirus
Potamipivirus
Rosavirus
Sakobuvirus
Salivirus
Sapelovirus

Senecavirus
Sicinivirus

Teschovirus
Tremovirus

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

Hunnivirus A

Aichivirus A
Aichivirus B
Aichivirus C

Kunsagivirus A
Limnipivirus A
Limnipivirus A
Limnipivirus C
Melegrivirus A
Mischivirus A
Mosavirus A
Oscivirus A

Parechovirus A
Parechovirus B

Pasivirus A
Passerivirus A
Potamipivirus
Rosavirus A
Sakobuvirus A
Salivirus A

Avian sapelovirus

Sapelovirus A
Sapelovirus B

Senecavirus A
Sicinivirus A

Teschovirus A
Tremovirus A
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7.3 Lista de Reagentes

S oA

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.

Lista de Reagentes

Acetona, P.A. (CH3COCHs) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

Acido bérico (HsBOs) P.M. 61,83 (Sicalab®)

Acido citrico P.A. — Anidro (Reagen®)

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

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sodico — EDTA, P.A. (C1oH14N,0gNay2H,0) P.M.
372,24 (Reagen®)

Acido férmico P.A./ACS (Reatec®)

Acrilamida P.M. 71,08 (Gibco BRL®)

Agar Noble (Difco®)

Agarose (Invitrogen™ Life Technologies)

Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®)

Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3),CHCH,CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)
Antibiético-antimicético (Gibco®)

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

Azul de bromofenol (Sigma®)

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

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems®)
Bis-acrilamida P.M. 154,2 (Sigma®)

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

Brometo de etideo (C21H2oN3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

Cloreto de célcio puro (CaCl,) P.M. 110,94 (Invitrogen™ Life Technologies)
Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl,) (Invitrogen Life Technologies®)

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

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

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

DAB (Invitrogen Life Technologies™)
Didhiothreitol — DTT (Invitrogen Life Technologies™)
Dimetil sulféxido (DMSO) C2H6SO (Sigma®)



30.
31.
32.
33.

34.

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
o1.
52.
53.

54,

55.
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Di6xido de silica (SiO,) 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 sodio — Lauril Sulfato de Sédio — SDS (C;,H2sNa0,S) P.M. 288,38
(Synth®)

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

Eosina (Nuclear®)

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

Formaldeido P.A. (Vetec®)

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

Fosfato de s6dio dihidratado (Na;HPO4.2H,0) P.M 177,99 (Merck®)

Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO, . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

Gelatina U.S.P. (Sinth®)

Glicina, P.A. (Nuclear®)

Glicose (CgH1206) P.M. 180,16 (Reagen®)

Hematoxilina (Nuclear®)

Hidroquinona (Nuclear®)

Hidréxido 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. (CH3;OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

M-MLYV Reverse Transcriptase - 200 units/uL (Invitrogen Life Technologies®)

Nitrato de Prata (Sinth®)

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 (10x) (200 mM Tris-HCIl, pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life

Technologies™)



56.
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58.

59.

60.
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69.
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Platinum Taq 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™)

kTM

PureLin Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen Life

Technologies™)

RT-Buffer (5x) (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 15 mM MgCl;, 375 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies™)

Soro fetal bovino (Gibco BRL®)

SuperPicture™ Polymer Detection kit (Invitrogen Life Technologies™)
SuperScript 111™ Reverse Transcriptase 200 U/pL (Invitrogen Life Technologies™)
QuantIT ™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies™)

Sacarose, P.A. — sucrose (C12H2,011) P.M. 342,31 (Reagen®)

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

Triton x-100 (Synth®)

Tris (Nuclear®)

Xileno P.A. (Nuclear®)

Vermelho de fenol (C1gH1405S) P.M. 354,38 (Reagen®)
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7.4 Solucdes e Tampoes

Solugdes e Tampoes

Dilui¢éo dos primers

PCR para deteccdo da regido VP1 do genoma do Senecavirus A

-Primer forward SVV-2682FW

Sequéncia: 5'- TTCCACTCCACCGACAACG -3
Posicéo: nt 2682-2700

Concentragdo: 41,1 nmoles

Data de fabricacao: Fev / 2015

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

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 205,5 uL de agua ultrapura autoclavada para
obtencdo de solucdo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mae (1:10) em agua ultrapura autoclavada

- Primer reverse SVV-3224RV

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

Concentracdo: 30,7 nmoles

Data de fabricacdo: Fev / 2015

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

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 153,5 uL de agua ultrapura autoclavada para
obtencdo de solucdo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mae (1:10) em agua ultrapura autoclavada
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Diluicdo de dNTP
- Solucdo estoque (100 mM) — 100 uL de cada dNTP

- Solugdo uso (10 mM) — 10 L da solugdo estoque + 90 uL de &gua ultrapura autoclavada

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

-1 mL &lcool isoamilico

Gel de agarose 2%

- 1,0 g agarose

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

Hidratacéo da silica

- 6 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 50 mL de &gua ultrapura autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por succdo, desprezar 44 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 50 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar

- Desprezar 44 mL do sobrenadante

- Ajustar o pH (pH 2,0)

- Aliquotar e autoclavar

SDS 10%
- 5 g dodecil sulfato de sodio — Lauril sulfato de sédio — SDS (C12H25Na0,S)
- 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 EDTA0,2 M pH 8,0

- 2,6 g de Triton x-100
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Solugéo L2
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

Tampéao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- 0,25 g de azul de bromofenol 0,25%

- 45 g de sacarose — sucrose (Ci12H22011) 45%

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

Tampéao de amostra para eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
- 0,2 mL de azul de bromofenol 0,25%

- 6 mL de SDS 10%

- 1 mL de 2-mercaptoetanol

-2,5mL de TRIS-HCI0,5 M

Tampao de corrida — TBE (Tris — Acido borico - EDTA) 10x
-107,78gde TRIS 0,89 M

- 55,03 g de acido bdrico 0,89 M

-7,459de EDTA 0,02 M

- agua bidestilada g.s.p. 1 litro

- ajustar o pH (pH 8,4)

Tampéo de corrida para PAGE

-39de TRIS 0,24 M

- 14,4 g de &cido amino acético (glicina) NH,CH,COOH 0,19 M
- agua bidestilada g.s.p. 1 litro

Tamp4o de stabilizagdo para o rotavirus (TRIS/Ca™) 10 x — pH 7,2
-12,129de TRIS 0,89 M

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

- agua bidestilada g.s.p. 1 litro



153

e Tampao Fosfato Salina — PBS
- 137 mM Cloreto de sodio (NaCl)
- 3 mM Cloreto de potésso (KCI)
- 8 mM Fosfato de sddio dibasico anidro (Na,HPOy,)
- 15 mM Fosfato de potassio monobésico anidro (KH,PO,)
- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 500 mL

e Solucéo Salina Saint Groth
- 8 g de Cloreto de sddio (NaCl)
- 0,4 g Cloreto de potasso (KCI)
- 1,77 g Fosfato de sodio dibasico anidro (Na;HPO,)
- 0,69 g Fosfato de potéssio monobasico anidro (KH,PO.)
- 2 g Glicose
- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 1 L
-pH 7,2
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7.5 Protocolo de Técnicas

Protocolos de Técnicas

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

isoamilico e silica/isotiocianato de guanidina
. Suspensao fecal — extracao bruta

- 100 pL ou 100 mg de fezes

- 500 uL de PBS

- Vortexar

- Centrifugar a 5000 x g / 3 min

- Utilizar 400 pL do sobrenadante para extragdo
. Suspensao de tecido/drgédo — extragao bruta

- 1,5 g do fragmento de 6rgao (figado ou pulméo)
- Macerar

-15mL PBS

- Vortexar

- Centrifugar a 3000 x g / 10 min

- Utilizar 250 pL do sobrenadante para extragcdo

- 250 uL da suspensdo do fragmento de 6rgéo
- 10 uL 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
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3. Extracdo do &cido nucléico

Fase | — Fenol

- 400 pL da suspenséo fecal OU 200 uL da suspenséo de tecido
- Adicionar 40 uL de SDS 10% OU 20 uL de SDS 10 %

- Homogeneizar em vortex

- 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 vortex

- Banho-maria 56 °C /15 min

- Homogeneizar manualmente por 15 s

- Centrifugar 10.000 x g /10 min

- Recolher o sobrenadante em outro microtubo

Fase Il — Silica / isotiocianato de guanidina
- Adicionar 500 uL da solugéo L6

- Adicionar 25 pL 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 uL de solugéo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

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

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1000 uL 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
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- Secar o pellet em termo bloco a 60 °C (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56 °C

(15 min)

- Adicionar 50 uL de 4gua 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 uL

- Estocar a -20 °C até a utilizacao

e Transcricdo reversa (RT)

- Mix de Desnaturacdo e RT para detec¢édo parcial da regido da VP3/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 ultrapura 6
RNA 5

Volume final 14
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Transcrigdo 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 desnaturacéao 14
Volume final 20

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

- Mix de PCR para deteccdo parcial da regido da VP3/VP1 do genoma do Senecavirus A

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

Agua ultrapura 36
cDNA 4
Volume final 50

- Ciclos de tempo e temperatura da PCR

Reacéo Temperatura (°C) Tempo (min) N° de Ciclos
Desnaturacdo 94 5 1
Desnaturacdo 94 1 35
Anelamento 55 1 35
Extensdo 72 1 35
Extenséo final 72 7 1
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Eletroforese em gel de agarose a 2%

- 1,0 g de agarose

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

- 20 uL de brometo de etideo (0,5 ug/mL)

S&o utilizados 5 pL do amplicon e 1 uL do tampdo de amostra. A eletroforese sob

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

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

2. Adicionar 3 volumes do tampé&o de solubilizacdo em gel (L3) para cada 1 volume de
gel.

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

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

coluna.

Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

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

Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.

© © N o O

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.
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e Purificacdo direta de produto de PCR

Adicionar 4 volumes do Binding buffer (B2) a 1 volume de reagéo de PCR.
Transferir a solugdo para uma coluna de purificacéo.

Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

Adicionar 650 uL 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.

© 0o N o O A~ D P

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

[EEY
o

. Adicionar 30 uL do Elution buffer 1 (E1) no centro da coluna.

[EEY
=

. Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

[EEY
N

. Centrifugar a 13.000 x g / 1 min.
13. 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 solucdo Quant-iT™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT'™ em
Buffer Quant-iT™ 1:200. S&o necesséarios 200 pL desta solucdo por amostra e para 0s
padrdes 0 e 100.

2. Homogeneizar em vortex.

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

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

5. No microtubo do padrdo 100 adicionar 190 pL da solucdo Quant-iT™ Working
Solution a 10 pL do padréo 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 concentragéo correta da amostra
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e Sequenciamento pelo método Sanger

- Preparo de amostras para o sequenciamento

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

Tamanho do fragmento Concentracdo da amostra  Concentrag&o do primer
(pares de base) (ng/pL ou pg/mL) (pmol/pL ou pM)
< 300 2 5
300 - 700 4 5
>700 10 10

- Mix do sequenciamento

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

“BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

O volume final de mix do sequenciamento € adicionado a 5 pL de amostra purificada + 1 pL
de primer.

- Ciclos de tempo e temperatura da reacdo de sequenciamento”

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

“Programa recomendado pela Applied Biosystems.


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

- Adicionar os 10 pL da reacdo de sequenciamento em um poco de uma placa MicroAmp®
Optical 96-Well Reaction (0,2 mL) (Applied Biosystems).

- Adicionar 2,5 pL de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 125 mM pH 8,0.
- Adicionar 30 pL de etanol 100%.

- Homogeneizar lentamente a placa.

- Incubar a placa por 10 minutos em temperatura ambiente.

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

- Desprezar o conteudo da placa.

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

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

- Desprezar o contetido 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 é inserida no sequenciador (ABI 3500

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

e Isolamento do Senecavirus A

1. Células

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

- Preparar garrafas extras para utilizar como controles.

2. Preparo do material a ser inoculado (in6culo)

Liquido de vesicula
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- 100 pL de liquido de vesicula

- 500 pL de meio DMEM (sem SFB)

- Vortexar

- Centrifugar a 1000 rpm (baixa rota¢éo) / 5 min

- 500 pL do sobrenadante + 500 de DMEM (sem SFB) + 50 uL de Anti-Anti 100X
(antibiotico e antifungico - Gibco®)
- Utilizar 1 mL para inoculacéo

Suspenséo de tecido

- 1,5 g do fragmento de 6rgéo

- 1 mL de meio DMEM (sem SFB)

- Macerar

- Vortexar

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

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

- Utilizar 1 mL do sobrenadante para inoculagéo.

3. Adsorcéo

- 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 condicédo estacionéria.

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

- 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 CO, e monitorar diariamente para a presenca de efeito
citopético (ECP).

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

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

outras garrafas com cultivos celulares de PK-15 por 24 h.
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e Imunohistoquimica

- Xilol I — 20 min.

- Xilol I = 20 min.

- Acool absoluto 1 — 10 min.

- Alcool absolute 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 4gua destilada.

- Recuperacdo Antigénica.

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

- Lavar em agua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes em agua destilada.

- Colocar as laminas em solucdo de metanol (140 mL) + &gua oxigenada 20 volumes (10
mL).

- Deixar em cuba de vidro em camara escura por 20 min.

- Lavar em agua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes em agua destilada.

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

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

- Lavar as ldaminas com solugdo 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. Inclubar a 25°C por 20 min.

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

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

- Lavar as ldaminas em agua corrente por 10 min.

- Enxaguar duas vezes com agua destilada.

- Contra-corar com hematoxilina (3 min).

- Lavar em &gua corrente por 10 min.
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- Enxaguar em &gua 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 I — 20 min.

- Xilol I — 20 min.

- Montar as laminas.

e Hematoxilina-eosina (HE)

- Xilol I — 20 min.

- Xilol I — 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 agua corrente por 10 min, desprezar a primeira &gua em recipiente apropriado.
- Alcool 95% — 1 min.

- Eosina — 1 min.

- Alcool 95% - 1 min.

- Alcool absoluto | — 2 min.

- Alcool absoluto 11 — 2 min.

- Xilol I — 2 min.

- Xilol 11 — 2 min.

- Montar as laminas.
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7.6 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)

e MEGA package software version 6

(http://www.megasoftware.net/megad4/megadl.html)

e BioEdit software version 7.1.11

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)



http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.megasoftware.net/mega4/mega41.html
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html

“Aprendamos a entesourar os dons da vida, respeitando os

ensinamentos que o mundo nos imp0&e, na certeza de que, entre a humildade e o
trabalho, alcangaremos, um dia, 0s cimos da gloria eterna.”

Por minha avd, Odette (in memorian)

(autor deconhecido).



