the world. Recently, human cases have been described. In Brazil, outbreaks
of these parasites have been reported in several states from north to south.
The differential diagnosis is not efficient and there is no differential field test
to be used. Thus using the proteomic approach, we began the study of pro-
teins differentially expressed in each of the parasites. The aim of this study
is to identify proteins expressed by T. evansi trypomastigotes in mouse ex-
perimental infections, with emphasis in the identification of potential drug
targets and differential diagnostic antigens. In a preliminary proteomic survey
using LC/MS/MS, 33 proteins from T. evansi trypomastigotes were identified
and assigned to COG functional groups, with most of them belonging to the
group of cellular processes and signaling and metabolism proteins. Among
the identified proteins there were cyclophilin and cysteine peptidase, which
have been described as virulence factors and potential drug targets in other
trypanosomatids, for being involved in parasite growth and survival in mam-
malian hosts. Furthermore, we identified several glycolytic enzymes, such as
ATP-dependent phosphofructokinase, enolase and glycosomal fructose-bis-
phosphate aldolase. In T. evansi these enzymes are especially important for
flagellar movement, a process that is dependent of the environmental glucose
concentration. Considering that flagellar movement is essential for parasite in-
fection, glycolitic enzymes also become attractive targets for future studies on
their drug target potential. The T. evansi proteomic survey will also be exten-
ded with the analysis of more trypomastigote samples by both LC/MS/MS and
2DE-MALDI-MS/MS, in order to provide a comprehensive coverage of the
repertoire of proteins expressed by this stage of the parasite. For the identifica-
tion of antigenic proteins with potential for use in “surra” immunodiagnosis,
we will also perform 2DE-immunoblots with sera from animals infected with

T. evansi trypomastigotes.
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Detection of polymorphism of the prion protein genein national sheep
flock: method and applied for selection and resistance to Scrapie

Santos, C. R."; Mori, E.2; Ledo, D. A.3; Maiorka, P. C."

Scrapie ou paraplexia enzodtica dos ovinos é uma doenga neurodegenerativa
fatal que acomete ovinos e raramente caprinos. O agente causador é chamado
de prion (PrPSC), uma forma alterada da proteina prionica normal (PrPC). A
PrPCesta presente na membrana celular de diversas células dos animais, princi-
palmente no SNC. A infec¢io pelo PrPSCpode ocorrer mais comumente por trés
formas: hereditariedade, consumo de alimentos oriundos de animais portadores
da PrPSC ou por eventuais polimorfismos. Os polimorfismos ocorrem nos c6-
dons 136, 154 e 171 do gene PRNP, que é o responsavel pela sintese da proteina
pridnica. Os animais podem ser susceptiveis ou resistentes, de acordo com as

sequéncias alélicas observadas nos referidos cddons. Sao considerados altamente
susceptiveis ao scrapie, animais que apresentem no seu genotipo a combinagao
VRQ para o gene PRNP, independente do outro alelo. Sdo considerados como
susceptiveis ao scrapie, ovinos que apresentem no seu genotipo a combinagao
alélica ARQ, AHQ, ou ARH para o gene Prnp. Sdo considerados resistentes ao
desenvolvimento de scrapie os ovinos que apresentem no genoétipo dois alelos
ARR. No Brasil, ocorreram apenas casos de animais que foram importados,
sendo o Pais considerado livre da doenga. Neste trabalho, foi realizada a genoti-
pagem dos diferentes polimorfismos associados ao desenvolvimento do Scrapie
e a categorizagdo em animais susceptiveis e resistentes. Foram sequenciadas 118
amostras provenientes de ovinos nacionais da raga Santa Inés. Dessas amostras,
foram identificados seis alelos e 11 gendtipos (ARQ/ARQ, ARR/ARQ, ARQ/
AHQ, ARQ/VRQ, AHQ/AHQ, ARR/ARR, ARR/AHQ, VRQ/VRQ, ARQ/TRQ,
TRR/TRR, TRQ/TRQ), dentre os quais o gendtipo ARQ/ARQ teve prevalén-
cia de 56,7%. Apenas 1,69% das amostras analisadas possuem o genétipo ARR/
ARR, considerado resistente a doenca. Em nove amostras, pode ser observada
a presenca da Tirosina no cédon 136, culminando com os seguintes gendtipos:
A/T e T/T. Até o presente momento, esses polimorfismos so foram descritos em
publicagdes internacionais e sdo considerados como observagoes raras. Esse é
o primeiro relato nacional e o primeiro relato envolvendo a raca Santa Inés. O
efeito na susceptibilidade ou resisténcia nos animais portadores da homozigose
T/T no cédon 136 ainda ndo esta totalmente elucidada, ja a heterozigose A/T
ndo altera a susceptibilidade & doenga. Esses resultados apresentam grande va-
riabilidade genética relacionada a raga Santa Inés e a baixa frequéncia do alelo
ARR no rebanho nacional demonstra que programas de melhoramento genético
envolvendo a raga Santa Inés devem ser adotados para aumentar a resisténcia ao

desenvolvimento da doenga.
*CNPQ Edital: 064/2008
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Determination of microorganisms responsible for deterioration in
vacuum packed chilled meat

Fornazari, A. C. Z."; Contreras-Castillo, C. J."; Porto, E."; Macedo, M. L.
H.2; Junqueira, V. C. A3; Kabuki, D. Y.*

O estufamento de embalagens a vacuo de carnes refrigeradas, também co-
nhecido como blown pack, é atribuido a bactérias psicrofilas e psicrotroficas,
dentre as quais fazem parte algumas espécies de clostridios e enterobactérias.
Essa deterioragdo ¢ caracterizada pela intensa distensdao da embalagem, le-

vando a producdo de gases e odores desagradaveis. O objetivo deste trabalho
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foi avaliar a presenca dos principais microorganismos envolvidos na deterio-
ragdo tipo blown pack, com énfase nas familias de clostridio e enterobactéria.
Foram analisadas 13 amostras de carnes, bovinas refrigeradas embaladas a va-
cuo e estufadas, provenientes de frigorificos dos Estados de Sao Paulo, Mato
Grosso do Sul e Goias. Os cortes utilizados para as analises foram contrafilé,
musculo, alcatra, picanha e filé de costela. As amostras apresentavam caracte-
risticas de deterioragdo tipo blown pack dentro da data de validade, com peri-
odos de armazenamento variando de 30 a 120 dias. Foram realizadas anélises
convencionais de cultivo visando ao isolamento de Clostridium estertheticum
nas amostras de carne e identificagao dos isolados obtidos pela técnica de PCR.
Para o isolamento de enterobactérias, foram realizadas analises convencionais
de microbiologia e para identificagdo dos microorganismos viaveis e cultiva-
veis nas amostras foi utilizado o kit API 20 E. As espécies de enterobactérias
cultivadas e identificadas foram Hafnia alvei, Serratia liquefaciens, Citrobacter
braakii, Pantoea sp. e Yersinia enterocolitica, sendo essa ultima potencialmente
patogénica e de interesse em satide publica. Observou-se que dentre as espé-
cies de enterobactérias identificadas, a H. alvei foi predominante nas amostras
avaliadas e ndao houve detecgao de C. estertheticum nas amostras de carne.

*MCT/CNPq/Mapa n° 64/2008 - Agdes de defesa agropecudria - Linha 2 - Projetos de Pesquisa
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Diagnéstico, caracterizacao molecular e estudos da
patogenia de agentes infecciosos de importancia
econdmica para a suinocultura brasileira*

Diagnostic, molecular characterization and pathogenesis studies of
infectious agents of economical importance for the Brazilian swine
production

Ciacci-Zanella, J. R."; Schaefer, R."; Klein, C. S."; Silva, V.S."; Caron, L.";
Piovezan, U.?

A agricultura e pecudria sio setores essenciais para a economia do Brasil.
Nesse cendrio, os altos indices de produtividade e volume de exportagdes da
suinocultura brasileira tém destaque mundial. Considerando-se os fatores de
produgdo, as doengas infecciosas sdo as maiores ameagas a estabilidade das
cadeias produtivas. Portanto, a disponibilizagdo de ferramentas de diagndstico
alavancam pesquisas de etiologia, caracterizagdo molecular, epidemiologia e
controle de problemas sanitérios em rebanhos suinos. O objetivo deste traba-
lho foi o de oferecer uma carteira de processos e metodologias de diagndstico
para agentes infecciosos de suinos importantes para o mercado interno e ex-
portador. A elei¢do desses patogenos baseou-se na dificuldade, até entdo, de
realizar uma investigagao de agentes considerados exdticos no Brasil, como
o virus da sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos (PRRSV) e o virus
da influenza suina (VIS). Outros agentes incluem o virus da doenga de Au-
jeszky, presente em rebanhos suinos domésticos de alguns estados brasileiros,
porém de desconhecida epidemiologia e viruléncia em suinos silvestres. A
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pneumonia enzodtica causada por Mycoplasma hyopneumoniae (Mh), am-
plamente disseminado na suinocultura brasileira e mundial, também requer
métodos de diagnéstico indisponiveis em laboratérios oficiais, embora seja
uma doenga de certificagdo opcional para Granjas de Reprodutores Suideos
Certificadas (GRSC), segundo a IN 19, do Mapa. Para detecgio de anticorpos
e acidos nucleicos desses agentes, em rebanhos comerciais ou centrais de inse-
minagio, foram coletados soro sanguineo, fluido oral, suabes nasais e vaginais
ou prepuciais e fragmentos de orgdos suinos. Para detecgdo de anticorpos e
agentes, as amostras foram testadas por ELISA e/ou HI (inibi¢do da hemaglu-
tinagdo) e RT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase e transcriptase reversa)
ou nested-PCR e, posteriormente, por imunohistoquimica e isolamento viral.
Técnicas de PCR em tempo real foram implantadas para o VIS, para o virus de
influenza pandémico (pH1N1), para o PRRSV e para o circovirus suino tipo 2
(PCV2). Para caracterizagdo desses agentes, como os virus de influenza e Mh,
o sequenciamento do genoma foi realizado. Os resultados deste estudo indi-
caram que para um diagnostico seguro ¢ necessario um processo ou conjunto
de anélises que complementem o diagnodstico laboratorial. A disponibilizagdo
dessas andlises em laboratdrios parceiros vai incrementar a vigilincia sanitéria,
favorecendo uma maior competitividade da suinocultura brasileira frente a
desafios sanitarios atuais e potenciais.

*Edital CNPq/Mapa/SDA N° 064/2008 (processo n° 578102/2008-0).
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Avaliacao da eficacia do tratamento com tripsina em
odcitos maturados in vitro e embrides fertilizados in vitro
expostos a sorovares de Herpes virus bovinus tipo 1
Evaluation of the effectiveness of treatment with trypsin in in vitro
mature oocytes and in vitro embryos exposed to type 1 Bovine herpes
virus.

D'Angelo, M.; Pavdo, D. L.; Alves, M. F; Castro, V.; Catroxo, M. H. B.

Técnicas de reproducao assistida melhoram a qualidade e produtividade de
rebanhos no mundo todo e tém sido cada vez mais utilizadas. Pesquisas anali-
sando qualidade sanitdria dos rebanhos, condiges de odcitos e embrides pro-
duzidos in vitro e in vivo sio realizadas mundialmente devido a contaminagdes
que podem ocorrer durante as fases de producéo e transferéncia de embrides.
Nesse sentido, a técnica de produgio e transferéncia de embrides torna-se se-
gura desde que seguidas as normas definidas pelo manual da International
Embryo Transfer Society (IETS), por meio de tratamento dos odcitos/embri-
Ges com tripsina e antibidticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a efica-
cia do tratamento com tripsina na eliminagdo e/ou remogao do Herpersvirus
Bovino tipo 1 (BoHV-1), estirpe Colorado, em embrides murinos. A detec¢do
viral foi feita pela n-PCR e por efeito citopatico em células de linhagem estabe-
lecida de rim bovino (MDBK). Camundongos fémeas Swiss, com idade entre
seis e oito semanas, foram superovuladas e acasaladas com machos inteiros da
mesma linhagem e idade. Apds 24 horas, os zigotos (n = 262) foram divididos
em trés grupos: grupo controle submetido a lavagem sequencial (CLS), grupo
exposto ao virus (30 pL; titulo 106,5 virus/mL) e submetido a lavagem sequen-
cial (ELS) e grupo exposto ao virus e submetido ao tratamento com tripsina
(ETT). Os zigotos e as tltimas gotas dos grupos foram separados para o teste
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