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RESUMO

OLIVEIRA, Victor Henrique Silva. Diagndstico molecular de infecg¢des virais e bacterianas associadas
a um surto de doenca respiratéria em bezerras leiteiras. 2014. 82 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
Animal; Area de Concentragdo: Sanidade Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.
2014.

RESUMO

Infecgdes respiratorias em bovinos caracterizam-se por serem multifatoriais e multietiologicas. Na
pecuadria bovina leiteira as doengas respiratdrias sdo mais frequentes em animais jovens, principalmente
nas primeiras semanas de vida. Devido a prevaléncia e as altas taxas de morbidade e mortalidade, as
doengas respiratérias podem ser responsaveis por consideraveis prejuizos econdmicos para a cadeia
produtiva do leite. Além da presenca de micro-organismos patogénicos para o trato respiratdrio bovino
como virus e bactérias, condi¢des estressantes como manejo sanitario e nutricional inadequados, falhas
nos processos limpeza e desinfec¢do das instalacdes, criagdo coletiva incluindo animais de diferentes
faixas etdrias, condigdes ambientais desfavordveis como extremos de temperaturas, entre outros sao
fatores predisponentes que contribuem para o aumento no nimero de casos e, principalmente, da
gravidade das infecc¢des respiratdrias em bezerras leiteiras. Com relacdo a etiologia viral, os principais
agentes associados as infecgdes respiratorias primdrias em bovinos jovens sdo o virus da diarreia viral
bovina (BVDYV), virus respiratorio sincicial bovino (BRSV), herpesvirus bovino-1 (BoHV-1),
coronavirus bovino (BCoV) e virus da parainfluenza bovina 3 (BPIV-3). A Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Histophilus somni € Mycoplasma bovis sdo os principais agentes bacterianos
envolvidos em casos clinicos de doenga respiratdria em bezerros sendo geralmente responsaveis por
infecgdes secundarias do trato respiratorio ocasionando as pneumonias. Virus e bactérias podem agir de
forma independente ou, mais frequentemente, em associacdo dificultando o diagndstico etioldgico
definitivo das infec¢des do trato respiratorio bovino. O objetivo deste estudo foi identificar os agentes
infecciosos envolvidos em um surto de doenca respiratéria em bezerras de uma unidade de criagdo de
bezerras leiteiras. A unidade avaliada localizava-se na regido Oeste do Estado do Parana e recebia
bezerras provenientes de 40 pequenos rebanhos leiteiros em sistema de produ¢do familiar. Na ocasido, a
unidade mantinha, aproximadamente, 125 bezerras sem raga definida que chegaram a unidade com 2 a 5
dias de idade e que foram mantidas em abrigos coletivos. Excetuando-se o controle compulsorio de
brucelose e tuberculose bovina, 0 manejo sanitdrio em cada rebanho de origem ndo era monitorado. Para
o diagnostico etiologico foram coletadas 21 amostras de lavados broncoalveolares (BALs) de bezerras
com 2 a 90 dias de idade, sendo 15 BALs provenientes de bezerras com sinais clinicos evidentes de
doenga respiratéria e seis BALs colhidos de bezerras assintomaticas no momento da colheita. Para o
rapido diagndstico dos principais agentes etiologicos envolvidos no surto, na dependéncia do micro-
organismo, foram utilizadas técnicas moleculares como RT-PCR, PCR e nested-PCR. Pelo menos um
micro-organismo foi detectado em 85,7% dos BALs avaliados. As coinfec¢des foram mais frequentes
(72,2%) do que as infecgdes singulares (27,7%). Nas coinfecc¢des a interagao de virus com bactéria foi a
mais frequente (55,5%). A frequéncia dos agentes infecciosos envolvidos no surto de doenga
respiratdria em bezerras deste estudo foi: BRSV (38,1%), BCoV (33,3%), BVDV (28,6%), P. multocida
(42,85%), M. bovis (33,3%) e H. somni (19%). Esses resultados evidenciam a etiologia multipla de
infecgdes respiratorias em bezerras de uma unidade de criagdo de bezerras leiteiras e demonstraram a
importancia do diagnodstico etiologico da enfermidade com o objetivo de direcionar as medidas
terapéuticas, de controle e prevencdo das infeccdes bacterianas e virais responsaveis pelo
desencadeamento das infecgdes respiratorias que muitas vezes sdo negligenciadas nos rebanhos bovinos
leiteiros brasileiros.

Palavras-chave: Bovinos. Bezerras leiteiras. Doenca respiratoria. Diagnéstico molecular.



ABSTRACT

Oliveira, Victor Henrique Silva. Molecular diagnosis of viral and bacterial infections associated
with an outbreak of respiratory disease in dairy calves. 2014. 82 p. Dissertation (Master Degree in
Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

Respiratory infections in cattle are recognized as being a multifactorial and multietiologic disorder.
In dairy cattle, respiratory diseases are more frequent in calves during the first few weeks of life.
Due to high morbidity and mortality rates, respiratory diseases represent an important cause of
economic losses for dairy industry. In addition to the presence of pathogenic microorganisms to the
bovine respiratory tract, such as viruses and bacteria, stressful conditions including inadequate
sanitary and nutritional management, inefficient cleaning and disinfection procedures of facilities,
older animals housed with younger, adverse conditions of temperature, among others, are
predisposing factors for a greater number of cases, and specially for increasing the severity of
respiratory disease in dairy calves. Regarding to viral etiology, the main agents associated with
primary respiratory infections in calves are bovine viral diarrhea virus (BVDV), bovine respiratory
syncytial virus (BRSV), bovine herpesvirus-1 (BoHV-1), bovine coronavirus (BCoV), and bovine
parainfluenza 3 virus (BPIV-3). Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus
somni, and Mycoplasma bovis, are the main bacteria involved in clinical cases of respiratory disease
in calves, and usually are associated with a secondary invasion of respiratory tract causing
pneumonia. These etiologic agents may cause single infections but are more frequently associated
with coinfections, which make an effective diagnosis more difficult. The aim of this study was to
investigate the infectious agents in an outbreak of respiratory disease in calves from a dairy rearing
unit. The farm was located in Paran4 State, south region of Brazil, and received female calves from
40 small dairy herds of household production. Approximately 125 mixed breed calves were
maintained in the rearing unit after arrival with 2 to 5 days of age and were housed in group pens.
Except for the compulsory sanitary management against bovine brucellosis and tuberculosis, the
sanitary management in each herd was not monitored. Bronchoalveolar lavages (BALs) were taken
from 21 animals with age ranging from 2 to 90 days, with 15 BALs from calves showing clinical
signs of respiratory disease and 6 from asymptomatic calves, at the time of collection. For the rapid
diagnosis of the main etiologic agents associated with the outbreak, molecular techniques such as
RT-PCR, PCR, and nested-PCR were performed, according to the microorganism evaluated. At
least one microorganism was detected in 85.7% of samples evaluated. Coinfections of the
respiratory tract were more frequent (72.2%) than single infections (27.7%). The interactions
between viruses and bacteria were the most common in coinfections (55.5%). The frequency of
BRD agents included BRSV (38.1%), BVDV (28.6%), BCoV (33.3%), P. multocida (42.85%), M.
bovis (33.3%), and H. somni (19%). These results show the multiple etiologies of respiratory
infections in dairy calves from a calf rearing unit and highlight the importance of etiologic
diagnosis of the disease to provide guidelines related to therapy, prevention, and control measures
against viruses and bacteria responsible for the induction of these infections that is currently
neglected in dairy cattle of Brazil.

Keywords: Cattle. Dairy calves. Respiratory disease. Molecular diagnosis.
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1 INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A producdo leiteira mundial no ano de 2012 ultrapassou os 620 milhdes de toneladas.
O Brasil ¢ o quarto maior produtor de leite do mundo com mais de 32 milhdes de toneladas
produzidas, correspondendo a, aproximadamente, 5,2% da produ¢do mundial (FAO, 2014). O
ultimo censo agropecuario do IBGE, em 2006, revelou que o Brasil possui aproximadamente
1,34 milhdao de propriedades produtoras de leite. Nos ultimos anos o pais apresentou saldos
positivos na balanga comercial em relagdo aos produtos lacteos, com aumentos cada vez mais
consistentes nas exportagdes. A demanda por produtos lacteos apresenta projecdes de
crescimento mundial e o Brasil figura como um pais de grande potencial para suprir este
mercado consumidor, devido ao seu amplo territorio e ao grande numero de bovinos leiteiros
(EMBRAPA, 2012; IBGE, 2013). Para atingir os mercados mais exigentes, o pais precisa
evoluir em qualidade de leite e melhorar em produtividade, ainda muito inferior a producdo
obtida pelos Estados Unidos e pelos paises membros da Unido Europeia (USDA, 2013).
Explorar ao maximo o potencial genético do rebanho nacional priorizando a criacdo adequada
de bezerras ¢ essencial para atingir essa condigao.

A criagdo de bezerras leiteiras representa uma atividade secundaria da cadeia
produtiva do leite com o objetivo principal de produzir animais adultos de reposi¢do para o
rebanho leiteiro. Animais que atingem precocemente sua fase produtiva representam maior
retorno econdmico para o produtor. Atualmente, em rebanhos tecnificados, sistemas
intensivos de criacdo vém sendo adotados com o manejo de animais confinados em abrigos
coletivos. Para que este tipo de manejo seja viavel, uma das principais metas ¢ a manutengao
do status sanitario adequado do rebanho. Entretanto, como nessa fase da producdo o animal
ndo proporciona retorno direto para o produtor, os cuidados com as bezerras muitas vezes sao
negligenciados (EMBRAPA, 2005).

A doenga respiratdria em bezerras, também denominada, pneumonia enzodtica, junto
com as diarreias neonatais sdo as doengas mais comuns ¢ de maior importancia economica
nas unidades de criacdo de bezerras de leite. Os custos para o produtor estdo associados as
altas taxas de morbidade e mortalidade, despesas com prevengdo e tratamentos, além de
reducdo na produtividade ocasionada pelo maior periodo de tempo necessario para que a
bezerra atinja a fase produtiva (SVENSSON et al., 2003). Estimativas revelam que o custo
por bezerro devido as infec¢des respiratorias varia de US$9,84 a US$16,35 (GORDEN;
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PLUMMER, 2010), podendo ultrapassar os US$120,00 quando ocorrem surtos em um
rebanho (ANDREWS, 2000).

A doenga respiratoria em bezerras ¢ uma desordem multietiolégica e multifatorial
tendo como principais agentes infecciosos envolvidos os virus e as bactérias atuando de forma
isolada ou, mais frequentemente, em associagdo. Os virus de maior relevancia nas infecg¢des
primarias do trato respiratorio sdo: virus da diarreia viral bovina (BVDV), virus respiratorio
sincicial bovino (BRSV), herpesvirus bovino-1 (BoHV-1), coronavirus bovino (BCoV) e
virus da parainfluenza bovina 3 (BPIV-3). A Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Histophilus somni e Mycoplasma bovis sdo os agentes bacterianos mais
encontrados e geralmente associados as invasdes secundarias do trato respiratorio podendo
causar pneumonia em bezerras jovens (GRIFFIN et al., 2010; PANCIERA; CONFER, 2010).

No Brasil, estudos relacionados as doencas respiratdrias em bovinos s3o escassos € se
limitam aos achados patologicos e a caracterizagdo de apenas alguns poucos agentes
infecciosos especificos e com pouca énfase nas coinfecgdes. A diversidade de micro-
organismos comensais € potenciais patégenos do trato respiratorio dificulta o diagnostico
etioldgico preciso das infecgdes respiratérias em bovinos. O presente estudo foi delineado
com o objetivo principal de identificar os principais e potenciais agentes etiologicos de um
surto de doenca respiratoria ocorrido em uma unidade de criacdo de bezerras leiteiras. Por
meio do uso de técnicas moleculares foi possivel identificar os principais micro-organismos
virais e bacterianos em amostras de lavado broncoalveolares provenientes de bezerras
assintomaticas e com sinais clinicos respiratorios. A padronizacdo das metodologias de
diagnostico molecular e a gama de micro-organismos virais e bacterianos identificados nesse
estudo tanto em infecgdes singulares quanto mistas abrem a perspectiva do delineamento de
estudos epidemioldgicos mais robustos que possibilitardo caracterizar as principais interagdes
entre micro-organismos (virus x bactérias) mais frequentes em infecgdes do trato respiratdrio
de bovinos jovens e adultos manejados sob condigdes tropicais. Com isso, serda possivel
avaliar e implantar medidas de controle e profilaxia que possibilitem redu¢do na taxa e/ou na
intensidadede da infeccdo do trato respiratdrio de bovinos contribuindo com redug¢do nos
custos de producdo, nas taxas de morbidade e mortalidade e, consequentemente, com aumento
de produtividade e rentabilidade do agronegocio, com destaque para as cadeias produtivas do
leite, no caso de bezerras, e da carne, particularmente em relagdo aos animais de corte

terminados em sistema de confinamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SISTEMA RESPIRATORIO DOS BOVINOS

O trato respiratorio superior (TRS) dos bovinos estd exposto a diversos micro-organismos
que sdo inalados e aqueles que sdo comensais na regido da nasofaringe (ACKERMANN;
DERSCHEID; ROTH, 2010). O trato respiratorio inferior (TRI) possui uma arvore
traqueobronquica relativamente mais extensa em relacdo ao homem e as outras espécies de
animais domésticos. A traqueia com um maior niumero de divisdes resulta em mais
ramificagdes em bronquios e uma quantidade maior de lobos pulmonares (FRANDSON;
WILKE; FAILS, 2011). Além disso, o pulmio bovino possui nimero reduzido de poros de
Kohn, ou conexdes interalveolares, que servem como via alternativa para as trocas gasosas
através de uma ventilacdo colateral. Devido tais caracteristicas, os bovinos sdo predispostos a
hipoxia pulmonar, resultado de uma hipoventilagdo alveolar, e as regides afetadas ficam sob
vasocontrigdo, como tentativa de balancear a razdo ventilagdo/perfusdo (DELAUNOIS,
1989). Com isso, ha um aumento do espago morto das vias aéreas, onde ndo ocorrem trocas
gasosas, € consequentemente hd uma permanéncia maior do volume de ar inalado no trato
respiratorio (TR). O resultado disto ¢ a deposi¢do de uma grande quantidade de particulas na
mucosa do TR, oriundas da inalacdo de vapores, gases e particulas em suspensdo no ar
(ACKERMANN; DERSCHEID; ROTH, 2010). O aporte sanguineo pulmonar ¢ entdo
desviado para regides onde ocorrem trocas gasosas eficientes e ha um aumento da demanda
de protecdo imunoldgica em regides afetadas do orgdo, embora a ocorréncia de reagdes
inflamatorias extensas seja ainda mais prejudicial a fun¢do pulmonar (ACKERMANN;
DERSCHEID; ROTH, 2010).

Mesmo possuindo essas particularidades, existem mecanismos sofisticados de defesa,
incluindo processos fisicos, secretdrios, celulares e microbiologicos que, sob condi¢des
favoraveis, previnem com eficiéncia a invasdo e a proliferagdo de patdgenos no TRI. O
reflexo de tosse e a filtracdo aerodinamica caracterizam-se por expelir particulas e diminuir a
carga de potenciais patdogenos que atingem as vias aéreas inferiores (ACKERMANN;
BROGDEN, 2000). H4 ainda o eficiente aparelho muco-ciliar, que recobre a superficie
mucosa do TRS com muco, e dificulta a aderéncia e colonizagdo de patdgenos junto com um

constante movimento ascendente provido pelos cilios do epitélio respiratoério expelindo o
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muco contaminado para o meio externo (SRIKUMARAN; KELLING; AMBAGALA, 2007).
A mucosa respiratoria ¢ também recoberta pelo liquido superficial das vias respiratorias
(LSR) que tem papel crucial na defesa imune inata contra patdgenos respiratorios. O LSR ¢
composto por diversas substancias responsaveis por controlar a atividade inflamatoria e
modular a resposta imune no TR (ACKERMANN; DERSCHEID; ROTH, 2010). Moléculas
de defensinas e proteinas surfactantes A e D presentes no LSR, por exemplo, desempenham
funcdes bactericidas e podem se ligar a superficie de patdogenos de forma a torna-los mais
vulneraveis a defesa celular exercida por fagocitos como macrofagos e neutrofilos (GRIFFIN
et al., 2010). A colonizagdo do TRS por micro-organismos comensais também exerce fun¢ao
protetora, ao ocupar receptores celulares e tornar indisponiveis micronutrientes essenciais

para a colonizagdo por patdgenos (ACKERMANN; DERSCHEID; ROTH, 2010) (Figura 1).

Bacteéria: Hospedeiro:

Fatores de colonizagao Produgao de muco
Toxinas Reflexo de tosse e espirro

Enzimas Barreira clilar
Capsula Imunoglobulinas
Biofilme Fagocitos
Linfocitos

Figura 1 - Interagdo das bactérias associadas a doenca respiratoria em bezerras e o hospedeiro em homeostase.
Bactérias colonizam o trato respiratdrio superior sem que ocorra sobrecarga dos fatores de viruléncia sobre os
mecanismos de defesa do hospedeiro. Fonte: Rice et al., 2007 (adaptado).

2.2. INFECCOES RESPIRATORIAS EM BEZERROS

As praticas de manejo em grupo e algumas particularidades anatomicas e fisiologicas do
TR dos bovinos favorecem a exposi¢do a bactérias e virus com potencial patogénico e
causadores de enfermidades respiratorias, em especial as pneumonias, que sdo mais
frequentes e de maior importincia nas criacdes de bezerras (HARTEL et al., 2004;

SVENSSON; LIBERG, 2006).
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As infec¢des respiratorias podem afetar bovinos de todas as idades, embora a
frequéncia seja maior em bezerros de até 3 meses. Em bezerras de leite, picos de ocorréncia
da doenca acometem animais de 4 a 6 semanas de idade. Segundo estudos epidemioldgicos
realizados na América do Norte (SIVULA et al., 1996; DABO; TAYLOR; CONFER, 2007)
e na Europa (SVENSSON et al., 2003), em bezerras de leite a doenca respiratoria atinge altas
taxas de morbidade variando de 6 a 29% e mortalidade variando de 5 a 10%. No Brasil, um
estudo retrospectivo revelou que essas taxas sdo superiores no pais, podendo atingir uma
morbidade de 100% e mortalidade de 34,6% em bovinos jovens (BRASIL et al., 2013).

A presenca dos agentes infecciosos per se ndo ¢ suficiente para acarretar os sinais
clinicos da doenca respiratoria em bezerras, ja que a presenga destes ¢ ubiqua nas criagdes
(WINDEYER et al., 2014). Fatores predisponentes induzem falhas nos mecanismos de defesa
do hospedeiro e favorecem uma sobrecarga do TR destes animais pelos micro-organismos
patogénicos e/ou oportunistas, com o desenvolvimento da doenca. O manejo inadequado de
animais confinados, provenientes de diferentes locais, e condi¢des ambientais desfavoraveis
resulta em maior incidéncia de animais doentes e com quadro clinico de maior gravidade. A
auséncia de medidas quarentenarias, alta densidade de animais, més condi¢des de higiene e
ventilagdo das instalagdes, historico de diarreias, falhas na transferéncia de imunidade passiva
e sistemas de aleitamento compartilhado estdo entre os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da doencga respiratoria em bezerras (SVENSSON et al., 2003; GULLIKSEN
et al., 2009; TAYLOR et al., 2010) (Figura 2).

Fatores ambientais
Manejo inadequado
Infecgdes virais

Hospedeiro:

Produgao de muco
Reflexo de tosse e espirro

e Barreira ciliar
Bactéria: Imunoglobulinas
Fatores de colonizagao Fagocitos
Toxinas Linfocitos
Enzimas
Capsula
Biofilme

Figura 2 - Fatores predisponentes prejudicam a homeostase ao induzir falhas nos mecanismos de defesa do
hospedeiro e acarretam uma sobrecarga do trato respiratorio ao favorecer a colonizagdo por micro-organismos
patogénicos e/ou oportunistas com o desenvolvimento da doenga respiratoria em bezerras. Fonte: Rice et al.,
2007 (adaptado).
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A transmissdo dos agentes etioldgicos da doenca respiratoria de bezerras ocorre de
forma direta quando os animais inalam os micro-organismos de secre¢des nasais ou oculares
de algum animal infectado. A transmissdo indireta ocorre principalmente através de agua e
alimentos contaminados, assim como por fomites (bico do aleitador ou objetos e utensilios
utilizados pelos tratadores). Os sinais clinicos costumam ser observados de 7 a 10 dias apds o
contdgio e sdo mais graves quando ha associagdo entre os agentes infecciosos da doenca
agindo em sinergismo (APLEY, 2006; SVENSSON; LIBERG, 2006; DABO; TAYLOR;
CONFER, 2007). No inicio, os sinais costumam ser brandos e evoluem a medida que ha
comprometimento do TRI pelas infecgdes bacterianas secundarias. Detectar precocemente e
com precisdo os animais doentes ¢ primordial para aumentar as chances do sucesso
terapéutico e para garantir o controle da doenga no rebanho. Os principais sinais clinicos que
sugerem doencga respiratoria em bovinos jovens sdo descargas nasais e oculares, tosse, sons

respiratdrios anormais, aumento da frequéncia respiratéria (>40 movimentos por minuto),

aumento da temperatura retal (>39,5°C), apatia e anorexia (Figura 3) (APLEY, 2006; AUTIO
et al., 2007; ANGEN et al., 2009; GRIFFIN et al., 2010).

Figura 3 - (A) Instalagdes de uma unidade de criagdo de bezerras leiteiras que apresentaram sinais clinicos
respiratorios. (B) Bezerras compartilhando o bico do aleitador em um sistema de criagdo em abrigo coletivo. (C)
Bezerra com sinais clinicos de doenga respiratoria apresentando secregdo ocular e nasal.
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Bezerras identificadas com doenga respiratdria devem ser tratadas precocemente e
com farmacos adequados com o objetivo de aumentar as chances de sucesso terapéutico.
Como normalmente espécies diferentes de bactérias estdo envolvidas, preconiza-se o uso de
antimicrobianos de amplo espectro e de duragdo prolongada. Os antimicrobianos mais
utilizados, associados ou ndo, sdo espectinomicina, tulatromicina, florfenicol, enrofloxacina e
oxitetraciclina. Durante o tratamento, as bezerras devem ser acompanhadas para avaliar a
necessidade de estender o periodo do tratamento ou uma possivel mudanca de principio ativo
(APLEY, 2006). Falhas na terapia ocasionadas por resisténcia das bactérias aos
antimicrobianos sdo comuns e, geralmente, sdo associadas as infec¢des por M. bovis. Em um
estudo recente realizado na Franca, em 100% das 143 amostras avaliadas nao houve isolados
contemporaneos de M. bovis sensiveis a qualquer um dos antibidticos recomendados para o

tratamento das infecgdes respiratorias (GAUTIER-BOUCHARDON et al., 2014).

2.2.1 Agentes etioldgicos

2.2.1.1. Virus respiratorio sincicial bovino (BRSV)

O BRSV ¢ considerado o virus mais importante que infecta o TR de bezerros como
agente primdrio da doenca respiratéria. O virus € classificado na familia Paramyxoviridae,
subfamilia Prneumovirinae e género Pneumovirus. E um virus envelopado, pleomoérfico, de
genoma RNA fita simples, ndo segmentado e de polaridade negativa. Possui caracteristicas
estruturais, gendmicas e antigénicas similares aos virus sinciciais ovino e caprino e ao virus
sincicial respiratorio humano, principal causador de doencga respiratéria em criangas (ARNS
et al., 2012).

O virus possui distribuicdo mundial, e tem a capacidade de se replicar em células do
TRS e TRI. Em regides onde o virus ¢ endémico, a soroprevaléncia em bovinos ¢ alta,
variando de 30 a 70%, inclusive em rebanhos de bom stafus sanitario. Em alguns surtos de
doenga respiratoria, causados pelo BRSV, as taxas de morbidade podem atingir 80% e as de
mortalidade 20%. Bezerros com presenga de anticorpos contra 0 BRSV maternos podem ser
acometidos pelo virus, j& que possivelmente a imunidade conferida seja parcial. Reinfecgdes

pelo BRSV sdo comuns, no entanto, os sinais clinicos sdo menos graves apos a aquisi¢ao de
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imunidade especifica devido as constantes exposi¢des ao agente (VALARCHER; TAYLOR,
2007; SACCO et al., 2014).

Os isolados de BRSV sao divididos em quatro subgrupos antigénicos (A, B, AB e
atipicos), estabelecidos de acordo com a analise da atividade de anticorpos monoclonais
contra as glicoproteinas de envelope G e F. Avaliagdes gendmicas evidenciaram diferengas
temporais e geograficas entre os isolados de BRSV e uma divisdo em seis diferentes grupos
gendmicos foi proposta (I-VI) (VALARCHER; SCHELCHER; BOURHY, 2000). Falhas
vacinais ocorreram quando a cepa vacinal ndo continha o grupo circulante, possivelmente
devido alteragdes na estrutura da proteina G, como estratégia evolutiva do virus. Desta forma,
o foco de diversos estudos moleculares ¢ avaliar possiveis variagcdes nos genes que codificam
as proteinas responsaveis pela inducdo da resposta imune no hospedeiro contra o BRSV

(VALARCHER; SCHELCHER; BOURHY, 2000; SPILKI et al., 2006).

2.2.1.2. Virus da parainflunza-3 (BPIV-3)

O BPIV-3 ¢ outro representante da familia Paramyxoviridae, pertencente a subfamilia
Paramyxovirinae e género Respirovirus, que causa infecgdes respiratorias em bovinos e
ovinos. Este virus tem relagdes genéticas e antigénicas com o parainfluenzavirus humano
tipos 1 e 3 e caracteristicas estruturais semelhantes a de outros membros da familia, como o
BRSV. Atualmente, baseando-se em sequéncias do gene que codifica a proteina M do virus,
propds-se sua classificagdo em genotipos BPIV-3a e BPIV-3b (ELLIS, 2010).

E um virus cosmopolita, e no rebanho brasileiro a taxa de animais soropositivos é alta
ultrapassando 80% (ARNS et al., 2012). As infec¢des pelo BPIV-3 sdo menos graves e de
baixa morbidade e mortalidade, comparado aos outros agentes virais da doenca respiratoria
em bezerras (GULLIKSEN et al., 2009; ROSHTKHARI; MOHAMMADI; MAYAMEEI,
2012). O titulo de anticorpos contra o agente adquirido da made permanece alto por um longo
periodo e o virus é pouco excretado por animais jovens (FULTON et al., 2004). As
informagdes disponiveis em bancos de dados publicos para analises genomicas do BPIV-3 sdo
escassas. Estudos demonstraram alto grau de conservagdo gendmica, superior a 95%, com
exce¢do para o gene codificador da proteina P. Apesar disso, pouco se sabe sobre a influéncia

das diferencas gendmicas e antigénicas na viruléncia dos isolados de campo (ELLIS, 2010).
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2.2.1.3. Virus da diarreia viral bovina (BVDV)

O BVDV ¢ um virus pertencente a familia Flaviviridae, género Pestivirus. E um virus
pleomorfico com estrutura viral composta por um nucleocapsideo icosaédrico, envelope e um
genoma RNA fita simples de polaridade positiva com apenas uma ORF. Os isolados de
BVDV possuem variagdes moleculares, antigénicas e de patogenicidade podendo ser
classificados em biotipos e grupos genéticos. De acordo com o efeito citopatico produzido em
cultivo celular, 0 BVDV ¢ classificado em cepas citopaticas (CP) e ndo citopaticas (NCP),
sendo as NCP predominantes na natureza (RIDPATH, 2010). A classificacdo genética divide
os BVDV em duas espécies geneticamente distintas (BVDV-1 e BVDV-2) e estas sdo
subdivididas em 20 subgenotipos, 18 para cepas de BVDV-1 (la-Ir) e 2 para cepas de
BVDV-2 (2a-2b) (FLORES et al., 2002; VILCEK et al., 2001; YESILBAG et al., 2014). O
segmento 5’UTR do genoma do BVDV ¢ o mais utilizado para a deteccdo e caracterizagdo
genética através da técnica de RT-PCR. Diferentes subgenotipos de BVDV predominam em
certas regides do mundo, e no Brasil os subgenotipos descritos sio o BVDV 1la, BVDV 1b,
BVDV 1d, BVDV 2a e BVDV 2b (OTONEL et al., 2014).

Disseminadas em rebanhos de todo o mundo, as infec¢des pelo BVDV em paises da
Europa e América do Norte sdo alvo dos principais programas de controle e erradicacdo em
bovinos leiteiros e de corte. No Brasil, estudos soroldgicos revelam que o agente estad
disseminado por todo o territorio com altas prevaléncias, atingindo mais de 70% de
soropositividade em alguns estados (FLORES et al., 2005).

A principal caracteristica epidemiolégica do BVDV ¢ a capacidade de produzir
animais persistentemente infectados (PIs). Fetos infectados por uma cepa viral NCP, entre os
42 e 125 dias de gestacdo, ocasionalmente reconhecem o antigeno viral como proprio, € ao
nascer permanecem como PIs. Embora a prevaléncia de animais PIs nos rebanhos seja baixa,
variando de 0,5% a 2%, estes animais sdo os principais disseminadores do virus e
responsaveis pela manuten¢do do BVDV no rebanho, com papel crucial na epidemiologia da
doenca (HOUE, 1999).

A infeccdo pelo BVDV pode estar associada a diversas manifestagdes clinicas,
incluindo imunossupressdo, doenca respiratoria, gastrintestinal e reprodutiva (RIDPATH,
2010). Apesar de ndo ser o alvo primario do BVDV, a replicagdo pode ocorrer no epitélio do
TR e, independente da viruléncia da cepa viral, a infeccdo aguda resulta em reducdo do
numero de linfocitos circulantes ¢ reducao da fungdo do tecido linfoide (FULTON et al.,

2000). Estudos mostraram que a exposicao in utero de bezerros ao BVDV resulta em maior
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suscetibilidade as doengas respiratorias apds o nascimento (BARBER; NETTLETON;
HERRING, 1985), independente da exposicdo ao virus ter gerado ou ndo animais PIs. De
forma similar, bezerros que ingeriram colostro de vacas soropositivas para BVDV tiveram
probabilidade 28% menor de desenvolver doenca respiratoria (MOERMAN et al., 1994).
Conclui-se que a exposi¢do fetal ao BVDV, assim como a infec¢do aguda pds-nascimento,
contribuem para o desenvolvimento de infec¢des respiratorias em bezerros nao Pls

(RIDPATH, 2010).

2.2.1.4. Coronavirus bovino (BCoV)

O BCoV ¢ um virus pneumoentérico que pertence a familia Coronaviridae, género
Betacoronavirus. E um membro das espécies de betacoronavirus 1, junto com o coronavirus
equino, o coronavirus de faisdes, o coronavirus respiratorio canino e alguns coronavirus
humanos. Possui um virion envelopado, pleomorfico, de genoma RNA fita simples e
polaridade positiva. O virus ¢ um dos agentes envolvidos nas diarreia neonatal e na doenga
respiratdria em bezerros (SAIF, 2010).

Surtos de doenca respiratdria associados ao BCoV acometem animais de 2 a 6 meses
de idade, no entanto, o virus ¢ eliminado nas fezes e/ou secre¢des respiratorias de bezerros ja
nas primeiras semanas de vida podendo ou ndo estar associado a sinais clinicos. Os picos de
elimina¢cdo do BCoV ocorrem num intervalo de tempo muito curto, de zero a quatro dias apds
o agrupamento dos animais. As reinfecgdes respiratorias pelo BCoV sdo constantes e o virus é
eliminado de forma intermitente pelos mesmos animais. Logo, sugere-se que a imunidade de
mucosa contra o agente seja passageira (DECARO et al., 2008; SAIF, 2010).

O BCoV esta disseminado em rebanhos de todo o mundo e a vacinagdo ¢ adotada para
o controle da doenca. Entretanto, vacinas que incluam isolados respiratérios de BCoV nao
existem no mercado. O tropismo duplo, respiratdrio e entérico, dos coronavirus esta associado
com variagdes no gene que codifica a proteina S. Recentemente, diferencas antigénicas e
genéticas foram detectadas comparando-se isolados de diferentes origens e apresentagdes
clinicas com as cepas de referéncia. As cepas de BCoV com tropismo duplo emergem como
potenciais causadores de infecgdes respiratorias. Acredita-se que a imunidade conferida por
cepas protdtipos, exclusivamente com tropismo entérico, ndo protege contra todos os tipos de

manifestagdes clinicas do virus (FULTON; RIDPATH; BURGE, 2013).
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2.2.1.5. Herpesvirus bovino-1 (BoHV-1)

O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus. O virion é envelopado, possui um nucleocapsideo de simetria icosaédrica, € o
genoma consiste em DNA linear dupla fita, que codifica cerca de 70 proteinas. Uma
caracteristica do BoHV-1 ¢ a capacidade de estabelecer laténcia em neurdnios do ganglio
trigémeo e em alguns outros tecidos como da tonsila. Apdés uma infeccdo aguda, ocorre
interrup¢do da replicacdo do virus, que mantém seu genoma integrado ao da célula do
hospedeiro de forma inativa por toda a vida do animal, podendo ser ocasionalmente reativado
e eliminado de forma intermitente. Conforme analises gendmicas e antigénicas, o BoHV-1 ¢
dividido em trés subtipos, BoHV-1.1, BoHV-1.2a e BoHV-1.2b. Todos os subtipos podem
induzir problemas respiratorios em bovinos, entre outras manifestagdes clinicas. No Brasil,
todos os subtipos ja foram identificados, embora o BoHV-1.2a seja o mais prevalente
(TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001; JONES; CHOWDHURY, 2010).

Infec¢des pelo BoHV-1 ocorrem com alta frequéncia em rebanhos de todo o mundo,
salvo em alguns paises em que o virus foi erradicado. No Brasil, inquéritos
soroepidemiologicos revelam a distribui¢do do agente em altas taxas por todo o territdrio,
variando entre 30 e 80% (DIAS et al., 2013).

Em bezerros, o BoHV-1 estd associado a infeccdes respiratdrias por induzir
imunossupressao no organismo do hospedeiro. Animais com infec¢do aguda ou intermitente
podem eliminar o virus em secrecdes respiratorias, oculares e genitais (JONES;
CHOWDHURY, 2010). Nas primeiras semanas de vida, as infec¢cdes pelo BoHV-1 tem pouca
importancia na doenga respiratoria. Acredita-se que bezerros nascidos de rebanhos em que a
infec¢do pelo virus seja endémica, a imunidade materna conferida pelo colostro ¢ suficiente

na prote¢ao contra o agente (FULTON et al., 2004; RAAPERI et al., 2012).

2.2.1.6. Pasteurella multocida

Trés bactérias associadas a doenca respiratoria em bovinos sdo membros da familia
Pasteurelaceae: P. multocida, M. haemolytica e H. somni. Sdo cocobacilos Gram negativos,
imdveis e anaerobios facultativos. A P. multocida subespécie multocida, comensal do TR de
mamiferos ¢ aves, ¢ a bactéria mais comumente isolada em bezerras com infec¢des
respiratorias. Este patogeno ¢ classificado em cinco sorogrupos capsulares (A, B, D, Ee F) e

16 sorotipos somaticos (1-16), de acordo com sua estrutura capsular e composi¢do de
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lipopolissacarideos. Existe relacdo direta entre o sorogrupo e sorotipo com a predile¢do da
doenga, sendo que a P. multocida do sorogrupo A e sorotipo 3 ¢ a mais predominante em
casos de pneumonia em bovinos (DAVIES; MACCORQUODALE; REILLY, 2004; DABO;
TAYLOR; CONFER, 2007; GRIFFIN et al., 2010).

Bezerros com sinais clinicos respiratorios associados a infec¢do por P. multocida
apresentam lesdes tipicas de broncopneumonia supurativa (PANCIERA; CONFER, 2010).
Neste tipo de pneumonia sdo comuns as coinfec¢des ocasionadas por P. multocida e outras
bactérias encontradas no trato respiratorio de bovinos (AUTIO et al., 2007). Entretanto, a P.
multocida, antes reconhecida como micro-organismo exclusivamente oportunista, tem seu
papel como patdégeno da doenca respiratoria dos bovinos estabelecido, ja que sua frequéncia ¢
maior no TR de animais com sinais clinicos de doenca respiratdria do que em animais
saudaveis podendo ainda estar associada a infec¢do respiratoria de forma isolada, como
patdgeno primario. Adicionalmente, estudos determinaram que a presenga de P. multocida no
TRI de bezerros com doencga respiratdria ocasiona aumento considerdvel nas concentragdes
séricas de proteinas indicadoras de dano tecidual como resposta a infeccdo (NIKUNEN et al.,
2007; ANGEN et al., 2009).

O isolamento e identificagdo da P. multocida, assim como da M. haemolytica, em
meios de cultura ¢ simples e rapido (16-24h) em comparagdo aos outros agentes bacterianos
da doenca respiratéria dos bovinos. As bactérias isoladas podem ser identificadas por meio
de analise das caracteristicas de crescimento das colonias, morfologia celular e reacdes
bioquimicas diferenciadas. Uma alternativa para a obten¢do de diagnostico espécie-especifico
da P. multocida é o emprego de técnicas moleculares que possibilitem a amplificagdo de uma
regido do genoma do clone KMT1 da bactéria pela PCR convencional (TOWNSEND et al.,
1998; KUMAR et al., 2004).

2.2.1.7. Mannheimia haemolytica

A M. haemolytica, um dos cinco representantes do género Mannheimia, ¢ um
patdégeno do TR de bovinos associado a sindrome conhecida como febre do transporte. Essa
bactéria ¢ classificada em 12 sorotipos (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, Al4, Al6, e
A17), sendo que os sorotipos Al e A2 colonizam o TRS de bovinos saudaveis. Os sorotipos
predominantes relacionados a broncopneumonia fibrinosa em bovinos sdo o Al e A6 que
ocorrem quando o equilibrio imunoldgico ¢ alterado. Geralmente, bezerros de corte recém-

desmamados transportados aos confinamentos sob condi¢des estressantes como, separacao da
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mae, agrupamento com bezerros de varias origens, e submetidos a mudangas bruscas de
temperatura e alimentacdo desenvolvem a doenca (RICE et al., 2007; GRIFFIN et al., 2010).
Nos casos de pneumonia enzootica em bezerras leiteiras, a M. haemolytica é detectada com
menor frequéncia ou estd ausente. Apesar disso, a bactéria ¢ incluida no diagnostico
diferencial das infecgdes respiratorias e métodos moleculares de diagnostico vem substituindo
os métodos tradicionais de deteccdo deste agente (HARTEL et al., 2004; ANGEN et al.,
2009).

2.2.1.8. Histophilus somni

Outro género da familia Pasteurellaceae associado as infec¢des respiratérias em
bovinos ¢ o H. somni. A histofilose ¢ uma enfermidade predominante na América do Norte e
surtos esporadicos ocorrem em rebanhos europeus. Recentemente, o H. somni foi identificado
em rebanhos brasileiros causando diversas manifestacdes clinicas. Bovinos acometidos pela
bactéria desenvolvem uma broncopneumonia fibrinosa, que geralmente ¢ acompanhada de
outras manifestacdes clinicas, incluindo meningoencefalite trombdtica, pleurite, polisinovite,
septicemia, miocardite, otite média, infertilidade, abortos e mastite (HEADLEY et al., 2013,
2014).

Os achados clinicos e anatamo-patologicos em bovinos com doenga respiratdria
associada ao H. somni sdo de dificil diferenciagdo quando comparados com aqueles
encontrados em pneumonias ocasionadas por outros agentes bacterianos (GRIFFIN et al.,
2010; PANCIERA; CONFER, 2010). O isolamento de H. somni, mesmo a partir de material
clinico obtido de casos suspeitos, ndo ¢ frequente provavelmente devido ao lento crescimento
da bactéria (72-96 h) e a exigéncia de meios suplementados e condigdes de microaerofilia. Os
isolados de H. somni possuem grande variabilidade morfoldgica e bioquimica, o que dificulta
a identificacdo do agente (ANGEN et al., 1998; SONGER; POST, 2005). Apesar disso, a
amplificagdo parcial do gene 16S RNAr do H. somni pela PCR a partir de amostras de TR de
bovinos demonstrou ser uma técnica de diagnostico satisfatéria na deteccdo do agente em

animais com doenca respiratéria (HEADLEY et al., 2014).
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2.2.1.9. Mycoplasma bovis

Mycoplasma bovis ¢ um membro da classe dos Mollicutes e familia
Mycoplasmataceae. Essas bactérias filogeneticamente se originaram de bactérias Gram
positivas, embora ndo se corem pelo método de Gram por ndo possuirem parede celular e sdo
delimitados por uma membrana esteroide de trés camadas. Os micoplasmas sdo anaerdbios
facultativos, pleomorficos, de crescimento fastidioso, além de apresentarem resisténcia frente
a vérias classes de antimicrobianos (CASWELL; ARCHAMBAULT, 2007).

A prevaléncia do M. bovis nos rebanhos ¢ bastante variavel. Existem rebanhos livres
de M. bovis, enquanto em outros a prevaléncia da bactéria pode chegar a 90%. Bezerros se
infectam com M. bovis eliminado via aerosséis pela mae logo apds o nascimento. Uma vez
estabelecido no sistema respiratdrio, o M. bovis pode persistir por toda a vida do animal
acarretando ou ndo em sinais clinicos. O agente ja foi detectado como agente da doenca
respiratéria em bezerros sendo eliminado por animais com pneumonia a partir de 5 dias de
vida (CASWELL; ARCHAMBAULT, 2007; GRIFFIN et al., 2010).

Os sinais clinicos e as lesdes no TR causados pelo M. bovis ndo sdo especificas.
Historico de antibioticoterapia pouco responsiva acompanhada de artrite e otite média em
bezerros e achados de necropsia de broncopneumonia caseonecrotica sugerem fortemente a
infecc¢do pelo agente. Animais suspeitos de infecgdes respiratdrias associadas ao M. bovis sdo
subdiagnosticados ja que a pesquisa do agente muitas vezes ndo ¢ incluida na rotina
laboratorial. O isolamento do agente em cultura exige meios complexos e longos periodos de
incubagao (10 dias ou mais). Com isso, o crescimento anterior de outras bactérias comensais
e/ou patogénicas, além de fungos, dificulta a sua identificacdo. O TR de bovinos ¢ colonizado
por diversas espécies de micoplasmas comensais, tornando os testes sorologicos uma
alternativa duvidosa para o diagnostico do M. bovis, devido possiveis reagdes cruzadas.
Preconiza-se o uso da nested-PCR para deteccdo de M. bovis em amostras clinicas do TR, ja
que a PCR convencional apresenta baixa sensibilidade, semelhante ao isolamento em cultura

(TENK et al., 2006; MAUNSELL; DONOVAN, 2009).

2.2.2. Diagnostico laboratorial

Diagnosticar precocemente bezerras com infecgdes respiratérias em uma unidade de
criagdo ¢ essencial para o controle da disseminacdo dos agentes infecciosos envolvidos na

etiologia da doenga clinica e para o aumento das chances de sucesso terapéutico (APLEY,
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2006). Comparado com outras doengas que comprometem bezerros nos primeiros meses de
vida o diagnostico definitivo da etiologia das infecg¢des respiratorias ¢ mais dificil de ser
realizado com sucesso (SVENSSON et al., 2003). Além disso, bovinos afetados geralmente
ndo expressam sinais ou lesdes especificas para um dos agentes envolvidos, e desta forma,
estabelecer a relagdo de causa e efeito se torna um desafio. O padrio ouro para o diagnostico
das doencas respiratorias dos bovinos, assim como a associagdo do agente etioldgico
detectado com a doenga, ¢ bastante discutido. No entanto, defende-se que para cada situacdo
existe uma técnica ideal e cada uma com suas vantagens e desvantagens. Nas infecc¢des
respiratdrias em bezerras, 0os micro-organismos suspeitos associados a doenca podem ser
confirmados através de técnicas de diagnostico ante-mortem. Estas técnicas incluem a
sorologia, o isolamento em cultura e técnicas moleculares (FULTON; CONFER, 2012).

A sorologia através de técnicas como a virus neutralizagdo e o ELISA sdo utilizadas
na detec¢do de anticorpos contra alguns agentes causadores de doenga respiratdria em
bovinos. Embora seja uma boa técnica para detectar resposta vacinal e o historico de
exposi¢do contra algum agente infeccioso, utilizd-la em situagdes de surto tem suas
limitacdes, ja que muitas vezes a interpretacdo da sorologia exige mais de uma coleta para
avaliar a soroconversdo. Além disso, reagdes cruzadas com anticorpos de outros agentes ndo
patogé€nicos ou comensais ¢ a presenca de anticorpos maternais nos animais jovens, podem
fornecer resultados duvidosos (TENK et al., 2006; FULTON; CONFER, 2012).

O isolamento dos agentes etiologicos permite estabelecer a presenga dos micro-
organismos associados ao surto, que estdo colonizando ou infectando o hospedeiro. O
isolamento bacteriano ainda possibilita realizar testes de suscetibilidade aos antimicrobianos.
O uso de amostras clinicas de TRI, como lavados broncoalveolares (BALs), para o
isolamento, favorece a obtencdo de resultados mais fidedignos dos agentes infecciosos que
podem estar associados as broncopneumonias em bezerros. Para alguns micro-organismos
relacionados a doenga respiratéria dos bovinos, estas técnicas sdo laboriosas, podendo levar
semanas para se obter os resultados. O isolamento viral exige manutencdo de varias linhagens
de células, além de exigir a necessidade de ser complementada por alguma outra técnica, ja
que nem todos os virus acarretam efeitos citopaticos. Terapias antimicrobianas concomitantes
influenciam negativamente na sensibilidade do isolamento nas culturas bacterianas. Algumas
bactérias que causam infecgdes respiratorias em bezerras crescem mais lentamente e exigem
meios de cultura seletivos, por exemplo, o M. bovis e o H. somni. Mesmo a P. multocida ¢ M.

haemolytica, de isolamento mais simples, podem nio ser isoladas em virtude do crescimento
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em excesso de bactérias comensais contaminantes (TENK et al., 2006; GRIFFIN et al., 2010;
FULTON; CONFER, 2012).

A utilizacdo de forma isolada de técnicas moleculares pode ter pouco valor
diagnodstico nos casos de doenca respiratéria em bovinos. Em muitas ocasides a alta
sensibilidade dessas técnicas faz com que sejam detectados micro-organismos que podem ser
equivocadamente associados com a doenca. O ideal é que outros critérios sejam avaliados
para enquadrar a PCR como uma técnica adequada. Perante um surto de doenga respiratoria
em bezerras onde ha suspeita clinica, a técnica permite detectar em poucas horas e em grande
nimero de amostras clinicas, sequéncias do genoma de distintas espécies de micro-
organismos, além de genotipos e fatores de viruléncia especificos de um determinado agente
envolvido no quadro clinico infeccioso do trato respiratorio bovino. Um inconveniente da
técnica ¢ a exigéncia de infraesturura com laboratorios e equipamentos adequados para a
realizacdo de metodologias moleculares, que em algumas situacdes ainda pode ser
considerada de alto custo, além da exigéncia de métodos e protocolos padronizados para a
deteccdo de cada agente associado com doenga respiratoria em bezerros (FULTON;

CONFER, 2012).

2.2.3. Prevencao e Controle

Em unidades de criagdo de bezerras confinadas, praticas adequadas de manejo
sanitario sdo essenciais para mitigar os riscos de exposicdo aos agentes infecciosos que
acometem os animais nas primeiras semanas de vida. Apesar disso, nas ultimas décadas, o
impacto das doencas respiratdrias nesta categoria animal continuou alto, visto que as taxas de
morbidade e mortalidade ocasionadas pelas pneumonias ndo sofreram grandes alteracdes
(GORDEN; PLUMMER, 2010). Desta forma, para a reducao da incidéncia desta infec¢do em
bezerras, ¢ primordial a implementa¢do de medidas adequadas de prevengao e controle.

A prevencdo de doenca respiratoria em bezerras deve ser iniciada logo apds o
nascimento. Deve-se evitar falhas no manejo sanitario dos animais neonatos por meio de
condutas como cura e desinfec¢do do umbigo e o fornecimento de colostro de qualidade nas
primeiras horas de vida em quantidade suficiente para minimizar falhas na transferéncia de
imunidade passiva. Desta forma, previne-se a ocorréncia de outras doengas como as onfalites,
artrites e diarreias que, reconhecidamente, aumentam as chances de infec¢des respiratdrias em
bezerras. Além disso, praticas apropriadas de manejo nutricional reduzem o stress dos

animais apds a entrada nas unidades de criacdo e, em associacdo com as outras medidas,
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auxiliam no adequado desenvolvimento e manutengdo do sistema imunoldgico das bezerras
(GULLIKSEN et al., 2009).

As fontes de infeccdo para as bezerras nas unidades de criagdo incluem os agentes
infecciosos introduzidos com a entrada de animais provenientes de rebanhos distintos. Antes
de incorporar novas bezerras as unidades de criagdo recomenda-se quarentena de 14 a 21 dias
como medida preventiva para as infecgdes respiratorias (GORDEN; PLUMMER, 2010). A
vacinagdo nas primeiras semanas de vida ndo induz resposta imunoldgica protetiva nas
bezerras e, atualmente, o uso de vacinais intranasais com o objetivo de inducdo de imunidade
de mucosa tem sido relatado com bons resultados (CHASE; HURLEY; REBER, 2008).

Uma pratica de manejo sanitario aplicada com relativa frequéncia na bovinocultura de
corte para a terminacao de animais em confinamento, porém, ainda pouco estudada e adotada
em bezerras na pecudria bovina leiteira ¢ a metafilaxia. Essa pratica preconiza a utilizagdo de
antimicrobianos de amplo espectro e acdo prolongada antes da entrada dos animais nas
unidades de criacdo (NICKELL; WHITE, 2010) O objetivo da metafilaxia ¢ prevenir a
doenga respiratoria em bezerras saudaveis, diminuindo a carga bacteriana no TR destes
animais. A metafilaxia pode ainda atuar como medida terapéutica em animais sem sinais
clinicos evidentes de doenga respiratoria. Cabe ressaltar que o uso da metafilaxia em bezerras
requer avaliagdes mais criteriosas, pois o custo-beneficio desta pratica ¢ questionavel, ja que
os gastos do produtor com antibidticos sdo altos, assim como a probabilidade da sele¢do de
cepas de bactérias resistentes a antibioticos e quimioterapicos.

Nas unidades de criacdo de bezerras quando as condi¢des das instalagcdes sdo
adequadas ¢ possivel reduzir os fatores estressantes e diminuir a exposi¢cao dos animais aos
agentes infecciosos. Os abrigos das bezerras devem oferecer boa ventilagdo, ambiente seco,
sem acumulo de dejetos, com camas confortaveis e de facil limpeza. Deve-se ainda evitar alta
densidade de animais por abrigo e/ou baia, fornecendo espago fisico minimo de 2,3-2,8 m” por
bezerra. Os tratadores devem ter especial atencdo com higiene pessoal assim como com todos
os utensilios utilizados uma vez que fomites contaminados podem carrear micro-organismos
patogénicos para o TR bovino (LAGO et al., 2006; GORDEN; PLUMMER, 2010). Bezerras
saudaveis, com infecgdes subclinicas podem eliminar os micro-organismos associados as
infeccoes respiratorias (GULLIKSSEN et al., 2009). Logo, o monitoramento dos animais
durante o periodo que permanecerem nas unidades de criagdo, por meio da realizagdo de
avaliagdes clinicas e testes diagndsticos periddicos, pode promover o controle da

disseminagdo dos potenciais patégenos do TR bovino com condutas simples como a
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separacdo rapida e precoce das bezerras com sinais clinicos daquelas saudaveis e/ou
assintomaticas (APLEY, 2006; GORDEN; PLUMMER, 2010).

Por fim, o reconhecimento da importancia das doencgas respiratorias em sistemas de
criagdo de bezerras, assim como o conhecimento dos potenciais patogenos para o TR de
bovinos e o desenvolvimento de métodos de diagndstico rapidos, sensiveis, especificos e de
baixo custo, em associagdo com a implantagdo de condutas rigidas de manejos sanitdrio e
zootécnico em unidades de criagdo favorece a redugdo na frequéncia e intensidade de

doengas respiratorias em bezerras.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

* Determinar os agentes etiologicos associados a um surto de doenca respiratdria em

bezerras de rebanhos leiteiros criadas em uma unidade de criagao de bezerras.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar, por meio de técnicas moleculares (RT-PCR, PCR, seminested-PCR e
nested-PCR), realizadas em amostras de lavados broncoalveolares a presen¢a de virus
(BRSV, BPIV-3, BVDV, BCoV e BoHV-1) e bactérias (P. multocida, M.

haemolytica, H. somni e M. bovis) associados a doenca respiratoria em bezerras

* Avaliar a prevaléncia de infec¢des singulares e de coinfeccdes em bezerras

sintomaticas e assintomaticas durante um surto de doenca respiratoria.
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Investigation, disponivel em:
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Viruses and bacteria associated with single and mixed infections in an
outbreak of bovine respiratory disease in a dairy calf rearing unit

Abstract. The etiological agents involved in a bovine respiratory disease (BRD) outbreak
were investigated in a dairy calf rearing unit from Southern Brazil by a battery of molecular
techniques. PCR/RT-PCR assays were performed to detect the most commonly viruses and
bacteria associated with BRD such as bovine viral diarrhea virus (BVDV), bovine respiratory
syncytial virus (BRSV), bovine herpesvirus 1 (BoHV-1), bovine coronavirus (BCoV), bovine
parainfluenza 3 virus (BPIV-3), Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus
somni, and Mycoplasma bovis. Bronchoalveolar lavages (BAL) were taken from 21 animals
ranging from 2 to 90 days, with 15 BALs from symptomatic calves with BRD clinical signs
and 6 from asymptomatic calves. At least one microorganism was detected in 85.7% (18/21)
of samples evaluated. Mixed infections in the respiratory tract were more frequent (72.2%)
than single infections (27.7%). The interactions between viruses and bacteria were the most
common in coinfections (55.5%). The frequency of BRD agents was BRSV (38.1%), BVDV
(28.6%), BCoV (33.3%), P. multocida (42.85%), M. bovis (33.3%), and H. somni (19%).
These respiratory pathogens were detected in symptomatic and asymptomatic calves, which
show to be reservoirs, and contributed to the occurrence of new BRD cases in the rearing unit.
These results show the multiple etiologies of respiratory infections in dairy calves from a calf
rearing unit and highlight the importance of etiologic diagnosis of the disease to provide
guidelines related to therapy, prevention, and control measures against viruses and bacteria
responsible for the induction of these infections that is currently neglected in dairy cattle of
Brazil.

Keywords: Cattle, dairy calves, respiratory disease, molecular diagnosis.
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Introduction

Bovine respiratory disease (BRD) in calves represents an important cause of economic
losses for dairy and beef industry worldwide due to costs with reduced weight gain, farm

5,24,35,37,39 .
24353739 Boyine

labor, treatment, prophylaxis, and the high morbidity and mortality rates
viral diarrhea virus (BVDV), bovine respiratory syncytial virus (BRSV), bovine herpesvirus 1
(BoHV-1), bovine coronavirus (BCoV), and bovine parainfluenza 3 virus (BPIV-3) are the

main viral pathogens infecting the respiratory system>**

. Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Histophilus somni, and Mycoplasma bovis are the major bacteria
involved in secondary infection of the respiratory tract and are associated with pneumonia in

2,5.23,42 . . . . . .
=77 These etiologic agents may cause single infection or act in synergy

young dairy calves
in co-infections enhancing the severity of the disease™.

Although BRD may affect cattle of different ages; it is more commonly diagnosed in
calves up to 3 months and the peak of the disease usually occurs between 4 and 6 weeks of
age’®*”’. Outbreaks of BRD in calves are commonly related to animals from different herds
that are grouped and exposed to adverse conditions of transportation, nutrition, temperature,
sanitary and environmental managements that may lead to immunosuppression and increased
susceptibility to pathogens of the respiratory system® *.

In Brazil, BRD reports are limited to specific pathogens and do not completely
describe etiology of the disease. Most of the Brazilian studies are conducted in post-mortem
examination of calves, shortening the knowledge based on the possible simultaneous

7,9,10

infections by several etiological agents™ . Pneumonia is a major cause of deaths in dairy

calves®?; the difficult diagnosis often has poor reciprocity between farmers and

22,37,38
3738 The

veterinarians contributing to the lack of prevention and control measures
knowledge regarding the microorganisms associated with BRD is essential to ensure a better
sanitary status of the herd.

The present study reports a molecular diagnostic survey for multiple etiological agents

during an outbreak of BRD in heifers of a dairy rearing unit.
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Materials and Methods

Calf rearing unit

The BRD outbreak occurred during April and May 2011, in a dairy calf rearing unit,
located in Medianeira city (25°17°42°°S; 54°05°38°°W), Parana state, Southern Brazil. The
region has humid subtropical climate with hot, humid summer and mild winter with average
temperature of 21°C. The rearing unit maintained approximately 125 female mixed breed
calves received from 40 nearby dairy farms that were members of a dairy cooperative.

Data on housing, feeding, and management of the calves were collected through an
interview with the veterinarian in charge. Calves arrived at the rearing unit with 2-5 days of
age and were housed in 5 group pens (5x3m) with open sides and divided by brick walls
(1.5m high). Twenty to 25 calves were grouped in each pen. The calves from different dairy
herds were kept in the same pen until approximately 60 days of age. All pens had concrete
floor and were covered with hay as bedding material in approximately 70% of the pen area.
Calves had free access to an outdoor fresh starter grain area. Feeding and water troughs were
positioned in ground level and not shared between pens. Calves were fed in automatic feeder
system for each pen with milk replacement in a common nipple and concentrates on pelleted
calf feed containing 23% crude protein was given ad libitum.

Data about the sanitary status of the original herds of the calves were unknown, except
for the compulsory sanitary management practices against bovine brucellosis and
tuberculosis, according to the national program for control and eradication of these diseases.
Health protocols for processing calves at the arrival in the rearing unit were not adopted.
According to the veterinarian, the morbidity rate of calves with acute manifestations of
respiratory distress reached 30% in April 2011; furthermore, the time elapsed between the
appearance of clinical signs and death of symptomatic calves due to BRD was 5-7 days.
Calves up to 30 days of age were more frequently affected than older animals. Symptomatic
calves with BRD signs were not separated from the asymptomatic animals, even during the
clinical treatment. The treatment of BRD-affected calves was performed with broad-spectrum
antibiotics (spectinomycin and tulathromycin) and anti-inflammatory drugs. Calves treated

early had greater success in therapy with low recurrence rate.
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Inclusion criteria

First, asymptomatic and symptomatic calves with BRD were identified by clinical
examination. Typical clinical signs of respiratory disease were not present in calves classified
as asymptomatic. Calves classified as symptomatic showed clinical signs of coughing and
copious nasal discharge in association with at least 2 of the following clinical manifestations:
rectal temperature above 39.5°C, prolonged capillary refill time, pale mucous membranes,
heart rate above 120 beats per minute, respiratory discomfort and respiratory rate above 40

breaths per minute’”.

Bronchoalveolar samples

After clinical examination, 21 bronchoalveolar lavages (BAL) were collected from
asymptomatic (n=6) and symptomatic (n=15) calves, following the collection procedures
previously described’. The collection procedures of BALs were conducted by a trained
veterinary surgeon. At least 4 samples per pen were randomly collected from animals aged
between 2-30 days, 31-60 days, and over 60 days, including asymptomatic and symptomatic
calves. The samples were placed in sterile tubes, shipped on ice baths and stored at -80°C

until use.

Detection of infectious agents associated with BRD

Nucleic acids were extracted from 500 puL aliquots of BALs pretreated with sodium
dodecyl sulphate (SDS) and Proteinase K' incubated at 56°C for 30 min at a final
concentration of 1% (v/v) and 0.2 mg/mL, respectively. BAL samples were then processed
following a silica/guanidine isothiocyanate protocol®. The extracted nucleic acid was eluted in
50 pL of ultra-pure nuclease-free diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated sterile water' and
stored at -80 °C until used for molecular analysis.

Molecular diagnostic assays were performed for the detection of the main infectious
agents associated with BRD, targeting genome sequences of each microorganism using
species-specific primers previously described (Table 1). Aliquots of sterile ultrapure water
were included as negative controls in all procedures. Samples previously known as positive
for each of the pathogens investigated herein were included as positive control, as follows:

prototype Los Angeles strain for BoHV-1; prototype NADL strain for BVDV; RNA derived
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from a commercial vaccine for BRSV and BPIV-3°; nucleic acid from previous reports for

BCoV*! and H. somni*®; and housekeeping samples for P. multocida, M. haemolytica, and M.

. 27
bovis~'.



Table 1. List of primers with the corresponding target genome region used to detect bovine respiratory disease agents in clinical specimens.

Organism

Molecular technique

Target genome region

Primer sequence*

45

Fragment

length (bp)

Bovine viral diarrhea virus

Bovine respiratory syncytial virus

Bovine coronavirus

Bovine parainfluenza 3 virus

Bovine herpesvirus 1

Pasteurella multocida

Histophilus somni

Mannheimia haemolytica

Mycoplasma bovis

RT-PCR

RT-PCR / nested PCR

RT-PCR / seminested PCR

RT-PCR

Seminested PCR

PCR

PCR

PCR

Nested PCR

5’ untranslated region (5’UTR)

G attachment glycoprotein gene

Nucleocapsid protein gene

Hemagglutinin-neuraminidase gene

Glycoprotein D gene

Open reading frame of the clone

KMT1

16S ribosomal DNA gene

lktA-art] intergenic region

16S-23S ribosomal DNA

intergenic region

324-F: 5’ -ATGCCCWTAGTAGGACTAGGCA-3’
326-R: 5’ -TCAACTCCATGTGCCATGTAC-3"

B5A-F: 5’/ -CCACCCTAGCAATGATAACCTTGAC-3’
B6A-R: 5’ -AAGAGAGGATGCCTTGCTGTGG-3’
B7A-F: 5’ -CATCAATCCAAAGCACCACACTGTC-3’
B8-R: 5’ -GCTAGTTCTGTGGTGGATTGTTGTC-3"

BCoVI1-F: 5/ ~-CGATGAGGCTATTCCGAC-3"
BCoV2-R: 5/ ~-TGTGGGTGCGAGTTCTGC-3"
BCoV3-F: 5/ -TTGCTAGTCTTGTTCTGGC-3"

HNfwd-F: 5’ ~-GAATGACTCATGATAGAGGTAT-3’
HNseql-R: 5/ ~-AGGACAACCAGTTGTATTACAT-3'

P3-F: 5/ ~-GCTGTGGGAAGCGGTACG-3'
P4-R: 5’ ~-GTCGACTATGGCCTTGTGTGC-3"
P5-F: 5’ ~-ACGGTCATATGGTACAAGGACAGCG-3’

KMTISP6-F: 5 ~-GCTGTAAACGAACTCGCCAC-3"
KMTIT7-R: 5’ ~-ATCCGCTATTTACCCAGTGG-3"

HS453-F: 5’ -GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3"
HS860-R: 5’ -TTCGGGCACCAAGTRTTCA -3’

Mh-F: 5/ -GTCCCTGTGTTTTCATTATAAG-3’
Mh-R: 5/ ~-CACTCGATAATTATTCTAAATTAG-3"

Molli-F: 5 ~-CCGTCAAACYATGGGAGC-3"’
Molli-R: 57 ~GTGYCCCGCCMTACTCAGG-3"
nMb-F: 5/ ~GTACACTTGTCTTTTATCACTATA-3’
nMb-R: 5/ ~AAGGTATCTCGCTTTATGTCCT-3’

288%

371Y

2514

647!

425%

460*

408°

385°

488
(Voltarelli et al.,

unpublished data)

*Primers F (forward); R (reverse).
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Aliquots of 5 puL. of the amplified products were analyzed by electrophoresis in 2%
agarose gel in TBE buffer pH 8.4 (89 mM Tris; 89 mM boric acid; 2 mM EDTA), stained
with ethidium bromide (0.5 pg/mL), and visualized under UV light.

Nucleotide sequence analysis

One positive sample of each BRD pathogen detected was sequenced to confirm the
diagnosis. Amplicons obtained were purified and quantified using commercial Kits®". The
direct sequencing was performed using a BigDye"” Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit”
with the forward and reverse primers, in a 3500 Genetic Analyzer® sequencer. Sequence
quality analyses and consensus sequences were obtained using the Phred/CAP3 software
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Similarity searches were performed with
sequences deposited in GenBank nr database using the BLAST highly similar tool software
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Results

The frequencies of detection were 6/21 (28.6%) for BVDV, 8/21 (46.6%) for BRSV,
7/21 (33.3%) for BCoV, 9/21 (42.85%) for P. multocida, 4/21 (19%) for H. somni, and 7/21
(33.3%) for M. bovis. All these respiratory pathogens were detected in asymptomatic and
symptomatic calves (Table 2). The detection of viruses and bacteria occurred in all age groups
(data not shown). BPIV-3, BoHV-1, and M. haemolytica were not detected in this study.

Eighteen (85.7%) of the 21 calves were infected with at least one infectious agent of
BRD. Among the positive animals, mixed infections were more frequent (13/18; 72.2%) than
single infections (5/18; 27.7%). Single infections occurred more frequently associated with
bacteria 4/18 (22.2%) than with viruses 1/18 (5.5%). Associations between viruses and
bacteria were the most frequent 10/18 (55.5%). Other mixed infections presented frequency of
3/18 (16.6%) (Table 3).

The identity of the respective microorganisms detected was confirmed by its
similarities with other nucleotide sequences deposited in nr database using BLAST software.
All obtained DNA sequences were clearly readable and have been deposited in GenBank. The
accession numbers for samples from the outbreak are as follows: BVDV (KM982443), BRSV
(KM982441), BCoV (KM982442), P. multocida (KM982445), H. somni (KM982444), and
M. bovis (KM982446).
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Table 2. Detection of infectious agents associated with BRD from bronchoalveolar lavages of dairy calves (n=21).

Bronchoalveolar Lavages of calves

Asymptomatic Symptomatic (BRD)

Infectious agents 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Total
Bovine viral diarrhea virus + - - - - - + + - - - - - -+ + + - - - - 6/21 (28.6%)
Bovine respiratory syncytial virus -+ - - - - + + - + + - + - - 4+ + - - - - 8/21 (38.1.%)
Bovine coronavirus -+ - - - - + + -+ + + - - - -+ - - - - 7/21 (33.3%)
Bovine parainfluenza 3 virus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = - 0
Bovine herpesvirus 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = - 0
Pasteurella multocida + - - 4+ - + - - - - 4+ 4+ + + - 4+ + - - - - 9/21 (42.85%)
Histophilus somni -+ - - - - - - -+ - - - - - - - + - - + 4/21 (19%)
Mannheimia haemolytica - - - - - - - - - - - - - - - - - - = = - 0
Mycoplasma bovis - - - - + + - - - - - 4+ + 4+ - - - - - 4+ + 7/21 (33.3%)

(+) positive; (—) negative.



Table 3. Frequency of Single and mixed infections in
bronchoalveolar lavages samples during an outbreak of
bovine respiratory disease in dairy calves.

Positive samples

Microorganisms n=18/21 (85.7%)
Single infections n=5/18 (27.7%)
BoHV-1 -
BVDV 1
BPIV-3 _
BRSV -
BCoV -

M. haemolytica —

P. multocida 1
M. bovis 2
H. somni 1
Mixed infections n=13/18 (72.2%)
BVDV + P. multocida 1
BVDYV + BRSV + P. multocida 1
BVDV + BRSV + BCoV 2
BVDV + BRSV + BCoV + P. multocida 1
BRSV + BCoV + P. multocida 1
BRSV + BCoV + H. somni 2
BRSV + P. multocida + M. bovis 1
BCoV + P. multocida + M. bovis 1
P. multocida + M. bovis 2
M. bovis + H. somni 1

*BVDV (bovine viral diarrhea virus); BRSV (bovine respiratory
syncytial virus); BcoV (bovine coronavirus); BPIV-3 (bovine
parainfluenza 3 virus); BoHV-1 (bovine herpesvirus 1); P.
multocida (Pasteurella multocida); H. somni (Histophilus somni);,
M.  haemolytica  (Mannheimia  haemolytica); M.  bovis
(Mycoplasma bovis); n (number of calves affected by single or
mixed infections).

48
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Discussion

To the knowledge of the authors, the current study is the first molecular-based
investigation for the main pathogens involved in BRD during an outbreak. The present study
also represents the first South American report of BRD mixed infections in calves with
respiratory disease clinical signs. Results obtained in the current study add to what was
described on pathogens associated with BRD in dairy calves’, since most studies of BRD
infections were conducted in feedlot cattle'>'®">*%,

Considering that the upper airways may be colonized by a variety of bacterial
pathogens' without clinical signs in calves, the present study was carried out using BALs as
clinical specimens. These samples of lower respiratory tract are suitable to achieve a more
reliable result of microorganisms associated with the etiology of BRD’. In addition, the
molecular diagnosis adopted in the current study permitted a large number of species-specific
tests for each pathogen after molecular assays were standardized.

Diagnostic techniques used in previous investigations of mixed infections in BRD
cases usually include pathological examination, serology, bacterial cultures and/or virus

. . 1820,34.45
1solation ~°™

. However, these techniques may be appropriate for one agent but not for the
other due to different sensitivity values™'’. Additionally, serology tests in young cattle may
have the interference of colostral antibodies and cross-reactions of pathogens with other
commensals microorganisms that difficult interpretation of test results. Classical viruses and
bacteria isolation are laborious and require a long period for obtaining the results'”***.
Among the ante-mortem diagnostic procedures applicable to BRD-affected calves, molecular
techniques may be considered the most appropriate due to its fast and reliable results®.

The detection of infectious agents that are circulating in a herd is important to define
the preventive and therapeutic strategies that should be adopted. In the rearing unit of this
study calves did not have contact with older animals of dairy herds after arrival. Calves
housed together are the main reservoir of infectious agents to susceptible young cattle®*; thus,
possibly asymptomatic and symptomatic calves may have contributed to pathogen
dissemination among calves.

In Brazil, there are few reports about BRD, and these studies have focused in the
efforts to detect the involvement of respiratory tract organs by gross and microscopic lesions,
serological evaluations, and characterization of specific pathogens””'*'**°. A retrospective

study conducted in southern Brazil revealed that the morbidity and mortality rates reached

100% and 34%, respectively’, in post-mortem examination of calves suspected of having
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BRD with conclusive diagnosis of pneumonia. However, preventive and control measures are
not usually performed in Brazilian herds. The findings of 85.7% positive samples for at least
one of the pathogens associated with BRD in BAL samples evaluated, highlights the
importance of this disease in the rearing unit, especially of the mixed infections that were
more frequent (72.2%) than single infections (27.7%).

In this study, the most frequent mixed infections were between viruses and bacteria
(55.5%), which show the synergisms of these infectious agents in BRD, similarly to severe
pneumonia in children and puppies''"'>. Single viruses associated with BRD rarely are lethal
to cattle. Severe pneumonia usually occurs when commensals bacteria from the nasopharynx
invade the lower airways of cattle after stressful conditions and viral infections. These
predisposing factors affect the host defense mechanisms by altering mucosal surface
components and decreasing the activity of innate immune system cells such as T
lymphocytes, B-lymphocytes, monocytes, and macrophages, increasing the exposure to
pathogens™".

Within the viruses evaluated in the rearing unit that were not detected in BALs (BPIV-
3 and BoHV-1), the latter has high frequency of seropositivity in adult cattle of this region'*.
BRD associated with BoHV-1 usually occur in older animals. Thus, it is likely that maternal
antibodies acquired by calves against BoHV-1 provided adequate protection in the first
months of age'®.

BRSV had the highest prevalence during this outbreak (46.6%). This result is in
agreement with previous studies conducted in Demark and Finland that this virus as the most
important in BRD of dairy calves®”.

In this outbreak, BCoV is the second report of this virus associated with respiratory
symptoms in cattle of Brazil. The first cases in the country were detected in feedlot beef cattle
(Beuttemmuller, manuscript in preparation). The role of this virus in BRD has been
recognized recently with the dual enteric and respiratory tropism of some strains'>. BRD
related to BCoV is a potential threat to calves in rearing units especially if considering that the
peak of virus shedding is very short occurring at up to 4 days after arrival at facilities for
rearing practices’.

The immunosuppressive effect of BVDV in the host organism is considered the main
factor associated with the development of BRD in cattle of affected herds due to an increased

risk of infections by other pathogens'®~'

. Multiple strains of BVDV have been reported in
cattle from the same geographic region of the rearing unit such as BVDV la, BVDV 1b, and

BVDV 1d associated with reproductive failure. Within these subgenotypes, BVDV 1b was
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suggested as the predominant associated with BRD in calves'’. However, the phylogenetic
analysis performed using 5’UTR sequences of BVDV strains in the BALs of the current
outbreak, clustered with BVDV 1d subgenotype. This finding shows the role of BVDV 1d
participating in different clinical manifestations in herds of the studied region. Furthermore,
susceptible calves do not become ill until 5 weeks of age after exposure to BVDV virulent
strains when passive immunity is acquired, even supposing a low virus replication may occur
in this animals®*. However, in the present study, BVDV was detected in BALSs of calves in the
first weeks of age. This is possibly due to the infection of these calves with different BVDV
strains of their herds of origin since cross protection between different BVDV subgenotypes
is incomplete®".

Among the four bacterial pathogens in BRD cases evaluated in this study, only M.
haemolytica was not detected. Pasteurella multocida, M. bovis, and H. somni were detected in
single or in mixed infection with other BRD pathogens. Recently, a study evaluated the
bacteria present in the lower respiratory tract of healthy and diseased calves in Brazil with
BRD and revealed similar results compared to studies conducted within Brazil during the last
decades’. It revealed that enterobacteriaceae are the predominant bacteria in BALs without
the isolation of any of the bacteria detected in the outbreak herein presented. Although
enterobacteria were not investigated in the present study since it is not associated with BRD,
the difference in findings may be explained by the diagnostic technique used. Bacteria
isolation associated with BRD from BAL cultures usually has less sensitivity and specificity

3,43,44

compared to PCR assays . Furthermore, several factors may interfere in BALs cultures

such as proper maintenance and transportation of the samples, multiple bacteria growth on the
plate, and false-negative results due to antimicrobial therapies'’.

The findings of P. multocida as the most prevalent pathogen (42.85%) in the outbreak
is in accordance to other investigations that revealed this as the most common bacteria

3,28

isolated in dairy calves with BRD™™". The H. somni presence in this study is a new evidence

of the disease caused by this underdiagnosed bacteria in Brazil, which have been described for
the first time less than 2 years ago in diseased cattle of this country associated with systemic

disease, reproductive manifestations, thrombotic meningoencephalitis, and respiratory

26,27

distress”™*’. Diagnoses of M. bovis are difficult by cultivation due to overgrowth of

contaminants in a nutritionally complex media after a long period of incubation; furthermore,

44,45

conventional PCR may have low sensitivity in clinical samples™™. The current study

presents an alternative to detect M. bovis specifically in BAL samples by nested-PCR and
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differentiate from other species of mycoplasmas that are opportunistic and/or commensals of
respiratory tract.

At the time of sampling, the outbreak in the rearing unit was not controlled.
Antimicrobial drugs used in calves (spectinomycin and tulathromycin) are commonly used for
BRD treatment™'. However, these drugs were not used as methaphylaxis and/or therapy in
early stages of BRD that increase the success of treated calves**”. In association with this
condition, potential risk factors to BRD previously described were detected at the rearing

.,25.38.50
unit™ >

. It includes automatic milk-feeder with common nipple, large group pens (>12
calves), older calves housed with younger, and calves from various sources with unknown
sanitary status.

A decrease in bacteria susceptibility to antibiotics and/or lack of appropriate
evaluation of calves under treatment for further therapy are other important causes of failure
in the control of BRD, especially for mycoplasmal infections. A study with M. bovis isolated
from young cattle in France revealed that 100% of recent strains are resistant to common
antibiotics used to control BRD*'. Thus, it may be suggested that when calves are challenged
with so many etiologic agents and risk factors, maternal immunity, and broad-spectrum
antimicrobial drugs may not be sufficient to control BRD in calves.

In conclusion, the findings of this study revealed the presence of several
microorganisms associated with BRD in a calf rearing unit from Brazil that differs from
previously reports carried out with lower respiratory tract samples in the country. Molecular
assays provided rapid and reliable results of different types of infections occurring in the herd
during the outbreak. Further studies focusing in the characterization of etiological agents
detected are extremely important to clarify the circulating strains in epidemiological studies.
Elucidating the pathogens involved in BRD is essential to provide guideline data on the

infectious agents involved and define proper measures to prevent and control the disease.

Sources and manufactures

a. 3500 Genetic Analyzer for Resequencing & Fragment Analysis, Applied Biosystems,
Carlsbad, CA.

b. BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Carlsbad, CA.
CattleMaster® 4+L5, Pfizer Animal Health, Lincoln, NE.

d. dNTP Set (100mM) Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA.

e. Platinum taqg DNA Polymerase Invitrogen, Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil.
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f. Proteinase K Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY.

g. PureLink Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit, Life Technologies,
Sao Paulo, Brasil.

h. Quant-iT High-Sensitivity DNA Assay Kit, Eugene, OR.

i.  UltraPure DEPC-Treated Water, Life Technologies, Carlsbad, CA.
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5 CONCLUSOES

5. CONCLUSOES

* A frequéncia de diagndstico de alguns dos principais ¢ mais reconhecidos micro-
organismos implicados em doenga respiratoria em bovinos, tais como BRSV, BCoV,
BVDV, P. multocida, M. bovis, H. somni, foi alta em um surto de doengas respiratdria

em bezerras de uma unidade de criagao.

* Bezerras com sinais clinicos evidentes de doenca respiratdria e também bezerras
assintomaticas podem albergar no trato respiratério inferior potenciais patdgenos

respiratorios de bovinos.

* A utilizagdo de técnicas moleculares (PCR, RT-PCR, seminested-PCR ¢ nested-PCR)
em amostras de lavado broncoalveolar possibilitou o diagndstico ante-mortem de

agentes etioldgicos associados a doenca respiratoria em bezerras.

* As infecgdes mistas, ocasionadas pela associacdo de etiologia virica e bacteriana,
foram mais frequentes em um surto de doencga respiratdria em bezerras leiteiras de

uma unidade de criagao.

* O virus da diarreia viral bovina subgenotipo 1d, anteriormente identificado em outros
quadros clinicos, também pode estar associado a infec¢@o respiratdria sintomatica em

bezerras leiteiras mantidas em uma unidade de criagao.
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Figura 4 - Arvore filogenética demonstrando que o BVDV 1d circulava na unidade de criagdo (circulo
preenchido) durante um surto de doenga respiratoria em bezerras. A arvore foi construida utilizando-se
sequéncias de 226 nucleotideos da regido 5’ ndo traduzida do genoma do BVDV de cepas brasileiras da regido
geografica do estudo (losango preenchido) e cepas referéncia dos subgenotipos de BVDV-1 e BVDV-2
(VILCEK et al., 2001; FLORES et al., 2002). A cepa X818 do virus da doenca da fronteira foi utilizada como
outgroup. Os niimeros de acesso correspondentes para cada cepa utilizada sdo dados entre colchetes. A anélise
filogenética foi realizada no programa MEGA v.6.0 através do método de neighbor-joining com modelo
evolutivo Kimura 2-pardmetros. A arvore gerada foi testada com bootstrap de 1.000 replicagdes e valores

abaixo de 50% foram omitidos.
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7. ANEXOS

ANEXO A: Lista de Reagentes

—

. 100 mM dNTP Set, 4 x 250 pL; 25 umol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP
Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

2. 5x first-strand PCR-Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,)

(Invitrogen™ Life Technologies™™, EUA)
3. 10x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI) (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

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

Acetona P.A. (CH;COCH3) P.M. 58,08 (Dinamica”)

Acido borico (H;BOs3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

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

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sédico - EDTA P.A. (C;oH4sN,OsNa,.2H,0) P.M.

372,24 (Reagen™)

9. Agarose (Invitrogen™ Life Technologies™, EUA)

10. Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen™ Life Technologies™, EUA)

11. Alcool etilico absoluto (C;H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear™)

12. Azul de bromofenol (Sigma®, EUA)

13. Brometo de etideo (C,;H,0N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®, EUA)

14. Cloreto de Potassio P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®™)

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

16. Dimetilsulfoxido (DMSO) (C,HSO) F.M. 78,13 (Sigma®, EUA)

17. Diéxido de silica (SiO,) P.M. 60,08 (Sigma”, EUA)

18. Dodecil Sulfato de Sédio - Lauril Sulfato de Sédio - SDS (C,H»sNaO4S) P.M. 288,38

(BDH)

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

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

21. Hidréxido de Sodio P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Mallinckrodt Chemicals®™)

22. Hidroximetil amino metano - TRIS 99%, P.M. 121,14 (Merck®™)

o N »n bk
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Isotiocianato de Guanidina P.M. 118,16 (Invitrogen' ™ Life Technologies™, EUA)
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse Transcriptase (RT), 40.000 unidades
(Invitrogen™ Life Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) 324 forward (5’-UTR/BVDV) (5’-ATGCCCW-
TAGTAGGACTAGGCA-3’, onde W= A ou T) VILCEK et al. (1994) — 200 pmol
(Integrated DNA Technology®, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) 326 reverse (5’-UTR/BVDV) (5’-TCAACTCCATG-
TGCCATGTAC -3”) VILCEK et al. (1994) — 200 pmol (Integrated DNA Technology®,
EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) B5a forward (gene G/BRSV) (5’-CCACCCTAGCA-
ATGATAACCTTGAC-3") VILCEK et al. (1994) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) Bb6a reverse (gene G/BRSV) (5’-AAGAGAG-
GATGCCTTGCTGTGG-3") VILCEK et al. (1994) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) B7a forward (gene G/BRSV) (5’-CATCAATC-
CAAAGCACCACACTGTC-3’) VILCEK et al. (1994) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) B8a reverse (gene G/BRSV) (5’-GCTAGTTCTGT-
GGTGGATTGTTGTC-3") VILCEK et al. (1994) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) BCoV1 forward (gene N/BCoV) (5’-CGATGAGG-
CTATTCCGAC-3’) TAKIUCHI et al. (2006) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) BCoV2 reverse (gene N/BCoV) (5’-TGTGGGT-
GCGAGTTCTGC-3’) TAKIUCHI et al. (2006) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) BCoV3 forward (gene N/BCoV) (5’-TTGCTAG-
TCTTGTTCTGGC-3") TAKIUCHI et al. (2006) — 200 pmol (Integrated DNA
Technology”, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) HNfwd forward (gene HN/BPIV-3) (5’-GAATGA-
CTCATGATAGAGGTAT-3’) ZHU et al. (2011) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)
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Oligonucleotideo iniciador (primer) HNseql reverse (gene HN/BPIV-3) (5’-AGGACA-
ACCAGTTGTATTACAT-3") ZHU et al. (2011) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) HS-453F forward (gene 16S DNAr/H. somni)
(5’ GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3") ANGEN et al. (1998) — 200 pmol (Integrated
DNA Technology® , EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) HS-860R reverse (gene 16S DNAr/H. somni) (5’-TT-
CGGGCACCAAGTRTTCA-3’, onde R= G ou A) ANGEN et al. (1998) — 200 pmol
(Integrated DNA Technology® , EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) KMTI1T7 reverse (gene KMT1/P.multocida) (5’-AT-
CCGCTATTTACCCAGTGG-3’) TOWNSEND et al. (1998) — 200 pmol (Invitrogen™™
Life Technologies™™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) KMT1SP6 forward (gene KMT1/P.multocida) (5°-G-
CTGTAAACGAACTCGCCAC-3") TOWNSEND et al. (1998) — 200 pmol (Invitrogen™ ™
Life Technologies™™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) nMb-fw forward (regido intergénica 16S-23S
DNAr/M. bovis) (5’-GTACACTTGTCTTTTATCACTATA-3’) ndo publicado — 200
pmol (Integrated DNA Technology®™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) nMb-rv reverse (regido intergénica 16S-23S
DNAr/M. bovis) (5’-AAGGTATCTCGCTTTATGTCCT-3") ndo publicado — 200 pmol
(Integrated DNA Technology®, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) Mh-fw reverse (regido intergénica lktA-artJ/M.
haemolytica) (5’-GTCCCTGTGTTTTCATTATAAG-3’) ANGEN et al., (2009) — 200
pmol (Integrated DNA Technology®™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) Mh-rv reverse (regido intergénica lktA-artJ/M.
haemolytica) (5’-CACTCGATAATTATTCTAAATTAG-3") ANGEN et al., (2009) — 200
pmol (Integrated DNA Technology®™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) Molli-ftw forward (regido intergénica 16S-23S
DNAr/Mollicutes spp.) (5’-CCGTCAAACYATGGGAGC-3’, onde Y= T ou C) nido
publicado — 200 pmol (Integrated DNA Technology®™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) Molli-rv reverse (regido intergénica 16S-23S
DNAr/Mollicutes spp.) (5’-GTGYCCCGCCMTACTCAGG-3’, onde Y=T ou C; M= A
ou C) néo publicado — 200 pmol (Integrated DNA Technology®™, EUA)



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
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Oligonucleotideo iniciador  (primer)  P3  forward  (gene  gD/BoHV-1)
(5’°GCTGTGGGAAGCGGTACG-3") TAKIUCHI et al. (2005) — 200 pmol (Invitrogen™ ™
Life Technologies™™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) P4 reverse (gene gD/BoHV-1) (5’-GTCGACTAT-
GGCCTTGTGTGC-3’) TAKIUCHI et al. (2005) — 200 pmol (Invitrogen™ Life
Technologies™, EUA)

Oligonucleotideo iniciador (primer) PS5 forward (gene gD/BoHV-1) (5’-ACGGTCA-
TATGGTACAAGGACAGCG-3’) TAKIUCHI et al. (2005) — 200 pmol (Invitrogen™
Life Technologies™™, EUA)

Platinum® Tag DNA Polymerase, 500 unidades (Invitrogen'™ Life Technologies™,
BRA)

Proteinase K 20 mg / mL (Ambion® Life Technologies™, EUA)

Sacarose P.A. (C12H»O11) P.M. 342,31 (Reagen®)

Superscript™ 11 Reverse Transcriptase (RT), 10,000 wunits (Invitrogen'™ Life
Technologies™, EUA)

Triton x-100 (J.T.Baker®)

ANEXO B: Lista de Kits

. BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems® Life

Technologies™, EUA)

Quant-iT™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen'™ Life Technologies'', EUA)

Qubit® dsDNA BR assay kit (Invitrogen™ Life Technologies™, EUA)

PureLink® quick gel extraction and PCR purification combo kit (Invitrogen™ Life

Technologies™™, EUA)

ANEXO C: Lista de Softwares

1.

2.

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

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



3. MEGA package software version 6.05:

(http://www.megasoftware.net)

ANEXO D: Solugdes e Tampdes

* Hidratacao da silica: suspensio de silica

6 g de silica (0,S1)

Adicionar 50 mL de 4dgua bidestilada

Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
Por sucgdo, 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

Adicionar 100 uLL de HCI fumegante para ajustar o pH=2,0.

Aliquotar

* Solucio L6

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

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

2,6 g de Triton x-100

*  Solucio L2

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

* Tampao fosfato salina (PBS)

137 mM cloreto de sédio (NaCl)

3 mM cloreto de potéssio (KCI)

8 mM fosfato de sodio dibasico anidro (Na,HPO4)
15 mM fosfato de potassio monobasico (K,HPOy)
Agua ultrapura autoclavada 1L q.s.p. pH 7,2
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Tampao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- 0,25 g de azul de bromofenol (0,25%)

- 45 g de sacarose (C12H2011) (45%)

- Agua ultrapura autoclavada q.s.p. 100 mL

Tampio de corrida: TEB (TRIS - Acido bérico - EDTA) 10 x [ ]
- 107,78 g de TRIS (0,89 M)

- 55,03 g de acido borico (0,89 M)

- 7,45 gde EDTA (0,02 M)

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

SDS 10%
- 5 g de dodecil sulfato de sddio - Lauril sulfato de so6dio - SDS (Ci,H,5sNaO4S)

- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 50 mL

Gel de agarose 2%

- 1 gde agarose

- 50 mL de tampdo TEB 1 x
- 30 pL de brometo de etideo

Diluicao de INTP
- solucdo estoque - concentragdo 100 mM - 100 uL. de cada ANTP
- solucdo uso - concentracdo 10 mM - 10 uL da solugdo estoque + 90 uL. de agua

ultrapura

Preparacio dos oligonucleotideos

- Solucdo estoque: Elui¢do do primer liofilizado para uma concentracao final de

200 pmol (primer mae) através da seguinte formula:

concentragcdao em nmol x 1.000
200 pmol

= volume em uL de dgua ultrapura adicionada



- Solucdo de uso de todos os primers: concentracdo final de 20 pmol (primer uso)

através da seguinte formula:

CixVi=CfxVf

- Primer 324

Concentragao: 34,8 nmol

Data de fabricagdo: Mai. 2013

34,8 x 1000 = 34800 pmol

34800 /200 = 174 uL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer 326

Concentragao: 48,5 nmol

Data de fabricagdo: Mai. 2013

48,5 x 1000 = 48500 pmol

48500 /200 = 242,5 pL de agua ultrapura adicionada

- Primer B5a

Concentragao: 23,57 nmol

Data de fabricagao: Jan. 2012

23,57 x 1000 = 23570 pmol

23570/200= 117,85 puL de dgua ultrapura adicionada

- Primer B6a

Concentragao: 27,33 nmol

Data de fabricagao: Jan. 2012

27,33 x 1000 = 27330 pmol

27330 /200 = 136,65 pL de dgua ultrapura adicionada

- Primer B7a

Concentragao: 23,69 nmol

Data de fabricagao: Jan. 2012

23,69 x 1000 = 23690 pmol

23690 /200 = 118,45 puL de dgua ultrapura adicionada
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- Primer B8a

Concentragao: 25,19 nmol

Data de fabricagao: Jan. 2012

25,19 x 1000 = 25190 pmol

25190 /200 = 125,95 pL de dgua ultrapura adicionada

- Primer BCoV1

Concentragao: 28,57 nmol

Data de fabricacao: Dez. 2007

28,57 x 1000 = 28570 pmol

28,57 /200 = 142,85 uL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer BCoV2

Concentragao: 30,7 nmol

Data de fabricacao: Dez. 2007

30,7 x 1000 = 30700 pmol

30700 /200 = 153,5 uL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer BCoV3

Concentragao: 33,8 nmol

Data de fabricacao: Dez. 2013

33,8 x 1000 = 33800 pmol

33800 /200 =169 pL de 4dgua ultrapura adicionada

- Primer HNFwd

Concentragao: 29,96 nmol

Data de fabricagao: Jan. 2012

29,96 x 1000 = 29960 pmol

29960 /200 = 149,8 pL de agua ultrapura adicionada

- Primer HNseql
Concentragao: 30,92 nmol
Data de fabricagao: Jan. 2012
30,92 x 1000 = 30920 pmol



30920 /200 = 154,6 uL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer HS-453F

Concentragao: 33,9 nmol

Data de fabricagao: Nov. 2013

33,9 x 1000 = 33900 pmol

33900 /200 =169,5 uL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer HS-860R

Concentragao: 40,6 nmol

Data de fabricagao: Nov. 2013

40,6 x 1000 = 40600 pmol

40600 /200 =203 pL de agua ultrapura adicionada

- Primer KMTI1T7

Concentragdo: 44,6 nmol

Data de fabricacao: Fev. 2014

44,6 x 1000 = 44600 pmol

44600 /200 =223 pL de agua ultrapura adicionada

- Primer KMT1SP6

Concentragao: 54,4 nmol

Data de fabricacao: Fev. 2014

54,4 x 1000 = 54400 pmol

54400 /200 =272 pL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer nMb-fw

Concentragdo: 29,1 nmol

Data de fabricagao: Ago. 2013

29,1 x 1000 =29100 pmol

29100 /200 = 145,5 pL de agua ultrapura adicionada

- Primer nMb-rv

Concentragao: 38,4 nmol
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Data de fabricagao: Ago. 2013
38,4 x 1000 = 38400 pmol
38400 /200 =192 pL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer Mh-fw

Concentragdo: 32,4 nmol

Data de fabricagao: Ago. 2013

32,4 x 1000 = 32400 pmol

32400 /200 = 162 pL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer Mh-rv

Concentragao: 31,7 nmol

Data de fabricagao: Ago. 2013

31,7 x 1000 = 31700 pmol

31700 /200 = 158,5 pL de agua ultrapura adicionada

- Primer Molli-fw

Concentragao: 34,8 nmol

Data de fabricagao: Ago. 2013

34,8 x 1000 = 34800 pmol

34800 /200 = 174 pL de 4dgua ultrapura adicionada

- Primer Molli-rv

Concentragao: 35,7 nmol

Data de fabricagao: Ago. 2013

35,7 x 1000 = 35700 pmol

35700 /200 =178,5 uL de 4gua ultrapura adicionada

- Primer P3

Concentragao: 40,46 nmol

Data de fabricagado: Set. 2005

40,46 x 1000 = 40460 pmol

40460 /200 =202,3 pL de agua ultrapura adicionada
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- Primer P4

Concentragao: 46,59 nmol

Data de fabricagado: Set. 2005

46,59 x 1000 = 46590 pmol

46590 /200 = 232,95 puL de dgua ultrapura adicionada

- Primer P5

Concentragdo: 42,66 nmol

Data de fabricagado: Set. 2005

42,66 x 1000 = 42660 pmol

42660 /200 =213,3 pL de 4gua ultrapura adicionada

ANEXO E: Protocolo de técnicas

* Extracdo do RNA/DNA pela técnica de Boom et al. (1990)
- Adicionar 500 uL de lavado broncoalveolar (completar com PBS se necessario) em
microtubo de 1,5 mL
- Adicionar 10 uL de Proteinase K
- Adicionar 25 uL de SDS 10 %
- Homogeneizar em vortex
- Incubar em termobloco a 56°C / 30 min
- Centrifugar 10.000 x g/ 30 s
- Adicionar 500 uL da solucao L6
- Adicionar 25 uL de silica hidratada
- Homogeneizar em vortex
- Agitar em temperatura ambiente / 30 min
- Centrifugar 10.000 x g/ 30 s
- Desprezar o sobrenadante em solu¢ao contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 uL de solucao L2
- Homogeneizar em vortex
- Centrifugar 10.000 x g/ 30 s
- Desprezar o sobrenadante em solu¢ao contendo NaOH 10M

- Adicionar 500 uL de solucao L2
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Homogeneizar em vortex

Centrifugar 10.000 x g /30 s

Desprezar o sobrenadante em solu¢ao contendo NaOH 10M
Adicionar 1000 uL de etanol 70% gelado
Homogeneizar em vortex

Centrifugar 10.000 x g /30 s

Desprezar o sobrenadante em descarte comum
Adicionar 1000 uL de etanol 70% gelado
Homogeneizar em vortex

Centrifugar 10.000 x g /30 s

Desprezar o sobrenadante em descarte comum
Adicionar 1000 uL de acetona P.A. gelada
Homogeneizar em vortex

Centrifugar 10.000 x g /30 s

Desprezar o sobrenadante em descarte comum
Secar o pellet em termobloco a 56°C (aproximadamente 2 min)
Adicionar 50 uL de agua DEPC

Homogeneizar em vortex

Incubar em termobloco & 56°C / 15 min
Homogeneizar em vortex

Centrifugar 13.000 x g/ 5 min

Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 uL

Estocar a 4°C ou -20°C até a utilizacao
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* Reacgoes das técnicas moleculares:

Quadro 1 - Reagdo de RT-PCR para BVDV:
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Mix das reacoes

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix Desnaturacao:

- Agua DEPC - 2,5 uL
- Primer 326 (20 pmol) — 0,5 uL
- RNA extraido — 9 pL
- Volume final = 12 pL

Desnaturacio:

-70°C /10 min
- Banho de gelo / 5 min

Mix RT-PCR:

- 5x first-strand buffer pH 8,3 —4 uL
-DTTO0,1M—-2uL

-dNTP 2,5 mM -1 puL

- Agua DEPC - 0,7 uL

- M-MLV RT 200U/uL - 0,3 uL

- RNA desnaturado — 12 pLb

- Volume final = 20 pL

RT-PCR:

-37°C /50 min
-72°C /15 min

Mix PCR:

- Agua DEPC - 34 uL

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

-dNTP 2,5 mM -2 pL

- MgCl, 50 mM - 1,5 uLL

- Primer 324 (20 pmol) — 1 pL

- Primer 326 (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Taq DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL
- DNA complementar — 5 pL.

- Volume final = 50 pL

PCR:

-94°C /3 min

-94°C/45s

-56°C/30s 35 ciclos
-72°C/30s

-72°C /7 min




Quadro 2 - Reagdo de RT-PCR + nested-PCR para BRSV:

Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix Desnaturacio:

- Agua DEPC - 6 pL

- Primer B6a (20 pmol) — 1 pL
- RNA extraido — 5 pL

- Volume final = 12 pL

Desnaturacio:

-70°C /10 min
- Banho de gelo / 5 min

Mix RT-PCR:

- 5x first-strand buffer pH 8,3 — 4 L
-DTTO0,1M—-2uL

-dNTP 2,5 mM -1 pL

- Agua DEPC - 0,5 uL

- SuperScript I RT 200U/ulL — 0,5 pL
- RNA desnaturado — 12 pLb

- Volume final = 20 pL

RT-PCR:

-42°C /50 min
-72°C /15 min

Mix PCR: PCR:

- Agua DEPC — 35,5 uL - 94°C / 3 min

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

-dNTP 2,5 mM -4 pL -94°C /45 s

-MgCl, S0 mM -1 puL -55°C/45s 30 ciclos
- Primer B5a (20 pmol) — 1 pL -72°C/1 min

- Primer B6a (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Taqg DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

- DNA complementar — 2 pLL

- Volume final = 50 pL

Mix nested-PCR: Nested-PCR:

- Agua DEPC — 35,5 uL - 94°C / 3 min

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

- dNTP 2,5 mM —4 pL -94°C /45 s

- MgCl, 50 mM — 1,0 uL -62°C/45s 30 ciclos
- Primer B7a (20 pmol) — 1 pL - 72°C/ 1min

- Primer B8 (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

- DNA produto da PCR — 2 uL
- Volume final = 50 pL




Quadro 3 - Reagdo de RT-PCR para BPIV-3:
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Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix Desnaturagao:

- Primer HNfwd (20 pmol) — 1 pL
- Primer HNseql (20 pmol) — 1 pL
- RNA extraido — 10 pL
- Volume final = 12 pL

Desnaturacio:

-70°C /10 min
- Banho de gelo / 5 min

Mix RT-PCR:

- 5x first-strand buffer pH 8,3 — 4 L
-DTTO0,1M—-2uL

-dNTP 2,5 mM -1 pL

- Agua DEPC - 0,5 uL

- SuperScript I RT 200U/ulL — 0,5 pL
- RNA desnaturado — 12 pLb

- Volume final = 20 pL

RT-PCR:

-42°C /50 min
-72°C /15 min

Mix PCR:

- Agua DEPC - 23 uL

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

- MgCl, 50 mM -3 uL

- Primer HNfwd (20 pmol) — 3 pL

- Primer HNseql (20 pmol) — 3 puL

-dNTP 2,5 mM - 2,5 uL

- Platinum Taq DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL
- DNA complementar —10 uL

- Volume final = 50 pL

PCR:

-94°C / 4 min

-94°C /45 s

-49°C /45 s 35 ciclos
-72°C/ 1 min

-72°C /7 min
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Quadro 4 - Reagdo de RT-PCR + seminested-PCR para BCoV:

Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix Desnaturagao:

- Agua DEPC — 4 pL

- Primer BCoV2 (20 pmol) — 1 uL
- RNA extraido — 5 pL

- Volume final = 10 pL

Desnaturacio:

-70°C /10 min
- Banho de gelo / 5 min

Mix RT-PCR:

- 5x first-strand buffer pH 8,3 — 4 L
- Agua DEPC - 2,5 uL
-DTTO0,1M—-2uL

-dNTP 2,5 mM -1 pL

- M-MLV 200U/uL - 0,5 pL.

- RNA desnaturado — 10 uLb

- Volume final = 20 pL

RT-PCR:

-37°C /50 min
-72°C /15 min

Mix PCR: PCR:

- Agua DEPC — 26 pL - 94°C / 4 min

- 10x PCR Buffer pH 8,4 — 7,5 uL

-dNTP 2,5 mM -4 pL -94°C /1 min

- MgCl, 50 mM — 2 pL -55°C/ 1 min 35 ciclos
- Primer BCoV1 (20 pmol) — 1 pL -72°C/ 1 min

- Primer BCoV2 (20 pmol) — 1 uL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

- DNA complementar — 8 pL.

- Volume final = 50 pL

Mix seminested-PCR: Seminested-PCR:

- Agua DEPC — 33,5 uL - 94°C / 4 min

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

- dNTP 2,5 mM —4 pL -94°C /1 min

- MgCl, 50 mM — 2 pL - 62°C/ 1 min 30 ciclos
- Primer BCoV3 (20 pmol) — 1 pL - 72°C/ 1min

- Primer BCoV2 (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

- DNA produto da PCR — 3 uL
- Volume final = 50 pL




Quadro 5 - Reacdo de seminested-PCR para BoHV-1:

Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix PCR: PCR:

- Agua DEPC — 28,8 uL - 94°C / 4 min

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

-dNTP 2,5 mM -4 pL -94°C/30s

- MgCl, 50 mM - 1,5 uL -60°C/30s 35 ciclos
- Primer P3 (20 pmol) — 1 pL -72°C/ 1 min

- Primer P4 (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

-DMSO -3,2 uL

- DNA extraido — 5 pL

- Volume final = 50 pL

Mix seminested-PCR: Seminested-PCR:

- Agua DEPC — 31,8 uL - 94°C / 4 min

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

-dNTP 2,5 mM -4 pL -94°C/30s

- MgCl, 50 mM - 1,5 uL -60°C/30s 30 ciclos
- Primer P4 (20 pmol) — 1 pL -72°C/ 1 min

- Primer P5 (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

-DMSO -3,2 uL
- DNA produto da PCR — 2 uL
- Volume final = 50 pL

Quadro 6 - Reagdo de PCR para H. somni:

Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix PCR:

- Agua DEPC - 32 uL

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL
-dNTP 2,5 mM —4 pL

- MgCl, 50 mM - 1,5 uL

- Primer HS453-F (20 pmol) — 1 pL

- Primer HS860-R (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Taq DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL
- DNA extraido — 5 pL

- Volume final = 50 pL

PCR:

-94°C /3 min

-94°C /1 min

-55°C /1 min 35 ciclos
-72°C/ 1 min

-72°C /5 min




Quadro 7 - Reagdo de PCR para P. multocida:
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Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix PCR:

- Agua DEPC - 32 uL

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

-dNTP 2,5 mM —4 pL

- MgCl, 50 mM - 1,5 uLL

- Primer KMTI1SP6 (20 pmol) — 1 uL

- Primer KMTI1T7 (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Taq DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL
- DNA extraido — 5 pL

- Volume final = 50 pL

PCR:

-94°C /5 min
-94°C/30s
-55°C/30s
-72°C/30s

-72°C /5 min

35 ciclos

Quadro 8 - Reagdo de PCR para M. haemolytica:

Mix das reacoes:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix PCR:

- Agua DEPC - 25,9 uL

-dNTP 2,5 mM - 8 uL

- 10x PCR Buffer pH 8,4 -5 pL

- Primer Mh-fw (20 pmol) — 3,25 puL

- Primer Mh-rv (20 pmol) — 3,25 pL

- MgCl, 50 mM - 2,5 uL

- Platinum Taq DNA Polymerase 5 U/uL — 0,1 uL
- DNA extraido — 2 pL

- Volume final = 50 pL

PCR:

-94°C /5 min
-94°C /1 min
-58°C/ 1 min
-72°C/ 1 min

-72°C /5 min

35 ciclos

Quadro 9 - Reagdo de nested-PCR para M. bovis:

Mix das reacées:

Variacdes de temperatura das reacdes:

Mix PCR: PCR:

- Agua DEPC — 31 pL - 94°C / 5 min

- 10x PCR Buffer pH 8,0 — 5 pL

-dNTP 2,5 mM -4 uL -94°C/ 1 min

- MgCl, 50 mM - 2,5 uL -55°C/ 1 min 35 ciclos
- Primer Molli-fw (20 pmol) — 1 pL -72°C/ 1 min

- Primer Molli-rv (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,5 uL - 72°C /7 min

- DNA extraido — 5 pL

- Volume final = 50 pL

Mix nested-PCR: Nested-PCR:

- Agua DEPC — 34,7 uL - 94°C / 5 min

- 10x PCR Buffer pH 8,0 — 5 pL

-dNTP 2,5 mM -4 pL -94°C /1 min

- MgCl, 50 mM — 3 pL - 58°C /1 min 35 ciclos
- Primer nMb-fw (20 pmol) — 1 pL -72°C/1 min

- Primer nMb-rv (20 pmol) — 1 pL

- Platinum Tag DNA Polymerase 5 U/uL — 0,3 uL - 72°C /7 min

- DNA produto da PCR — 1 uL
- Volume final = 50 pL
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Eletroforese em gel de agarose 2%

- Misturar 5 uL do produto de PCR com 2 uL de tampao de amostra

- submeter a eletroforese sob voltagem (100 V) e amperagem (80A) constantes, por
aproximadamente 60 min.

- Submeter o gel sob luz UV para fotodocumentagao.

Purificacdo do produto de PCR utilizando — PureLink® quick gel extraction and PCR

purification combo kit

- Misturar quatro volumes de Binding buffer (B2) com isopropanol para cada volume de
amostra de produto de PCR (50 pL-100 pL) em microtubo de 1,5 mL

- Homogeneizar em vortex

- Transferir a amostra para a coluna PureLink” clean-up spin inserida em um microtubo
de lavagem.

- Centrifugar a>10.000 > g/ 1 min

- Descartar o filtrado e recolocar no mesmo microtubo de lavagem

- Adicionar 650 pL. de Wash Buffer (W1) com etanol

- Centrifugar a>10.000 > g/ 1 min

- Descartar o filtrado e recolocar no mesmo microtubo de lavagem

- Centrifugar a velocidade maxima / 3 min

- Transferir a coluna para um novo microtubo de elui¢ao (1,5 mL)

- Adicionar 25 pL de Elution Buffer (E1) na coluna

- Centrifugar a velocidade maxima / 1 min

- Transferir o purificado para um microtubo de 0,5 pL

- Proceder com a etapa de quantificacdo ou estocar o fragmento de DNA purificado a -
20°C

Quantificacido de produto de PCR em QubitTM fluorometer utilizando Quant-iT™

dsDNA BR assay kit e Qubit® dsDNA BR assay kit

- Preparar a solugdo Quant-iT"™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT™ no
Buffer Quant-iT™, 1:200. Sdo necessarios 200 uL desta solu¢do por amostra e para o0s
padrdes 0 e 100

- Homogeneizar em vortex
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No microtubo das amostras adicionar 198 uL da solugdo Quant-iT™ Working Solution
a 2 uL do DNA purificado

No microtubo do padrio 0 adicionar 190 uL da solugdo Quant-iT™ Working Solution
a 10 uL do padrdo 0

No microtubo do padrio 100 adicionar 190 pL da solugio Quant-iT™ Working
Solution a 10 uL do padrao 100

Homogeneizar os microtubos em vortex por 2-3 s

Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min

Realizar a leitura usando Qubit™ fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies™,
EUA)

Multiplicar pelo fator de diluicdo para determinar a concentragdo correta da amostra

Preparo de amostras para sequenciamento

Adicionar 5 uL. da amostra purificada na concentracdo adequada ajustada com agua
ultrapura (2 ng / L para produtos de PCR com até 300 pb e 4 ng / pL para produtos
de PCR acima de 300 pb) em microtubo de 0,2 mL.

Adicionar 1 uL do primer na concentragdo de 5 pmol



